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443
VYHLASKA

ze dne 16. Cervence 2004,

kterou se stanovi zdkladni metody pro zkousSeni toxicity chemickych latek a chemickych pfipravkia

Ministerstvo zdravotnictvi stanovi podle § 8
odst. 5 pism. b) zdkona ¢. 356/2003 Sb., o chemickych
ldtkdch a chemickych pfipraveich a o zméné nékterych
zdkont:

§ 1

Pfedmét dpravy

(1) Tato vyhldska stanovi v souladu s privem
Evropskych spolecenstvi')?)?)*y°)¢)”") zdkladni me-
tody pro zkouSeni nebezpe¢nych vlastnosti chemické
litky nebo chemického pfipravku, pro ktery jsou ldtka
nebo ptipravek klasifikovany jako vysoce toxické, to-
xické, zdravi skodlivé, Ziravé, drizdivé, senzibilizujici,
karcinogenni, mutagenni nebo toxické pro repro-
dukci®) (ddle jen toxicita chemickych litek a pfi-
pravka®).

(2) Touto vyhldskou nejsou dotlena ustanoveni
zvld$tnich pravnich pfedpist, kterd upravuji ochranu
zvitat’)'0).

§2
Metody zkouseni
(1) Seznam zdkladnich metod pro zkousSeni toxi-

city chemickych ldtek nebo chemickych ptipravka je
uveden v pfiloze &. 1.

(2) Zikladni metody pro zkousSen{ toxicity che-
mickych litek nebo chemickych ptipravkd jsou upra-
veny v priloze &. 2.

§3
ZrusSovaci ustanoveni

Zrusuje se:

1. Vyhldska & 251/1998 Sb., kterou se stanovi metody
zjistovani toxicity chemickych litek a pfipravka.

2. Vyhldska ¢&. 208/2001 Sb., kterou se méni vyhldska
¢. 251/1998 Sb., kterou se stanovi metody zjistovan{
toxicity chemickych litek a pfipravka.

§4
Udinnost

Tato vyhldska nabyvd ufinnosti dnem 1. srpna
2004.

Ministr:

MUDr. Kubinyi, Ph.D. v. r.

!y Smérnice Komise 88/302/EHS, kterou se po devité prizpusobuje technickému pokroku Smérnice Rady 67/548/EHS
o sblizovani zdkont, privnich piedpist a sprévnich opatfeni tykajicich se klasifikace, baleni a 0zna¢ovéni nebezpeénych

litek (L 133 1988).

%) Smérnice Komise 92/69/EHS, kterou se po sedmndcté pfizptisobuje technickému pokroku Smérnice Rady 67/548/EHS
o sblizovani zdkont, privnich piedpist a sprévnich opatfeni tykajicich se klasifikace, baleni a 0zna¢ovéni nebezpeénych
latek (L 383 A 1992, metoda B.1 zrusena smérnici 2001/59/ES).

%) Smérnice Komise 93/21/EHS, kterou se po osmnécté prizptsobuje technickému pokroku Smérnice Rady 67/548/EHS
o sblizovan{ zikont, pravnich piedpist a spravnich opatfeni tykajicich se klasifikace, baleni a oznacovéni nebezpeinych

litek (L 110 1993).

*) Smérnice Komise 96/54/ES, kterou se po dvacété druhé pFizptisobuje technickému pokroku Smérnice Rady 67/548/EHS
o sblizovan{ zdkont, pravnich piedpist a spravnich opatfeni tykajicich se klasifikace, baleni a oznacovéni nebezpeinych

latek (L 248 1996).

%) Smérnice Komise 2000/32/ES, kterou se po dvacité Sesté p¥izptisobuje technickému pokroku Smérnice Rady 67/548/EHS
o sblizovdni zdkont, pravnich piedpist a sprévnich opatfeni tykajicich se klasifikace, baleni a oznacovéni nebezpeinych
latek (L 136 2000, metoda B13/14, B.39 a B.41 jsou upraveny smérnici Rady 2001/59/ES).

%) Smérnice Komise 2000/33/ES, kterou se po dvacité sedmé pfizptisobuje technickému pokroku Smérnice Rady 67/548/
/EHS o sblizovdni prdvnich a spravnich ptedpist tykajicich se klasifikace, baleni a oznalovini nebezpeinych litek

(L 136 2000).

7) Smérnice Komise 2001/59/ES, kterou se po dvacité osmé prizptisobuje technickému pokroku Smérnice Rady 67/548/EHS
o sbliZovén{ pravnich a spravnich ptedpisti tykajicich se klasifikace, baleni a 0znacovdni nebezpeénych litek (L 225 2001).

8) § 2 zdkona ¢&. 356/2003 Sb., o chemickych litkich a chemickych piipravcich a o zméné nékterych zdkon.

%) Zikon & 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrdni, ve znéni zdkona & 162/1993 Sb., zdkona &. 193/1994 Sb., zikona
&. 243/1997 Shb., zikona ¢&. 30/1998 Sb. a zikona &. 77/2004 Sb.

19y Vyhl4ska & 207/2004 Sb., o ochrang, chovu a vyuZiti pokusnych zvitat.
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Seznam zikladnich metod pro zkoueni toxicity chemickych latek nebo pFipravki

B.1 bis
B.1 tris
B.2
B.3
B.4
B.5
B.6
B.7
B.8
B.9
B.10
B.11
B.12
B.13/14
B.15
B.16
B.17
B.18
B.19
B.20
B.21
B.22
B.23
B.24
B.25
B.26

B.27

B.28

B.29

B.30
B.31
B.32
B.33
B.34
B.35
B.36
B.37
B.38

B.39
B.40
B.41

Akutni toxicita oralni (per os) — metoda fixni davky

Akutni toxicita oralni (per os) — metoda stanoveni tfidy akutni toxicity
Akutni toxicita inhala¢ni

Akutni toxicita dermalni

Kozni drazdivost

Oc¢ni drazdivost

Senzibilizace kize

Subakutni toxicita oralni (per os) (28 denni opakovana aplikace)
Subakutni toxicita inhalaéni (28 denni opakovan4 aplikace)

Subakutni toxicita dermalni (28 denni opakovana aplikace)

Mutagenita — test chromozdémovych aberaci u savéich bunék in vitro
Mutagenita — test chromozémovych aberaci v kostni dfeni savct in vivo
Mutagenita — in vivo mikronukleus test v sav¢ich erytrocytech
Mutagenita — test reverznich mutaci u baktérii

Genové mutace — Saccharomyces cerevisiae

Mitotické rekombinace - Saccharomyces cerevisiae

Mutagenita — test genovych mutaci v sav&ich burikach in vitro
Poskozeni DNA reparace — nepldnovana syntéza DNA — sav¢i burika in vitro
SCE - vyména sesterskych chromatid in vitro

Recesivni letalni mutace vazané na pohlavi u Drosophila melanogaster
Test transformace savéich bunék in vitro

Dominantni letalni test u hlodavct

Analyza chromozémovych aberaci u sav¢ich spermatogonii

Spot test u mysi

Pfenosné translokace u mysi

Test subchronické oralni toxicity (90 denni studie oralni toxicity s opakovanou
aplikaci hlodavelim

Test subchronické oralni toxicity (90 denni studie oralni toxicity s opakovanou
aplikaci hlodavcim

Subchronicka toxicita dermalni (90 denni opakovana aplikace, studie na
hlodavcich)

Subchronick4 toxicita inhalaéni (90 denni opakovana aplikace, studie na
hlodavcich)

Testovani chronické toxicity

Studie teratogenity

Test karcinogenity

Kombinovany test chronické toxicity/karcinogenity

Reprodukéni toxicita — jednogeneracni test

Reprodukéni toxicita — dvougeneracni test

Toxikokinetika

Pozdni neurotoxicita organickych slou¢enin fosforu

Pozdni neurotoxicita organickych sloudenin fosforu — 28 denni opakovana
expozice

Test neplanované syntézy DNA v sav&ich jaternich butikéch in vivo
Leptavé u¢inky na kizi

Fototoxicita — test fototoxicity 3T3 NRU — in vitro
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Pfiloha ¢. 1 k vyhlasce ¢. 443/2004 Sb.

Zikladni pojmy a metody pro zkouSeni toxicity chemickych latek
nebo chemickych pripravki
VSEOBECNY UVOD

1 ZAKLADNI POJIMY

1.1 Akutni toxicita
zahrnuje nepfiznivé u¢inky, které se objevi béhem urcité doby (vétdinou 14 dni)
po podéani jedné davky né&jaké latky.

1.2 Ziejma toxicita
je vSeobecny termin popisujici jasné piiznaky toxicity po aplikaci testované latky.
Jsou to pfiznaky dostaCujici pro posouzeni rizika a mély by byt takové, Ze po zvySeni
poddvané davky muZe byt ocekdvan vznik t€Zkych toxickych pfiznaki a
pravdépodobné i1 imrti.

1.3 Déavka
je mnozstvi podané testované latky. Davka je vyjadfena jako hmotnost latky (gramy
nebo miligramy) nebo jako hmotnost testované litky na jednotku hmotnosti
pokusného zvifete (napf. miligramy na kilogram télesné hmotnosti), nebo jako
konstantni dietni koncentrace (dily na miliéon dild — ppm, nebo miligramy na
kilogram potravy).

1.4 Diskriminaéni davka
je nejvyssi ze Ctyf pevnych davkovych hladin, kterou je mozno podat, aniZz by
zpusobila uhynuti (véetné humanniho utraceni) souvisejici s podanou latkou.

1.5 Davkovani
je v3eobecny termin zahrnujici davku, frekvenci a celkovou dobu podévani.

1.6 LDso (stfedni smrtnd davka)

je statisticky vypoltend jednotliva davka latky, ktera pravdépodobné zplsobi
za definovanou dobu smrt 50 % zvifat, kterym byla podana. Hodnota LDsg se udava
jako hmotnost testované latky na jednotku hmotnosti pokusného zviiete (mg.kg™"

télesné hmotnosti).

1.7 LCsy (stfedni smrtnd koncentrace)
je statisticky vypoCtena koncentrace latky, kterd pravdépodobné zpusobi smrt do
ur¢ité doby po expozici u 50 % pokusnych zvifat, exponovanych po definovanou
dobu. Hodnota LCso se udéva jako hmotnost testované latky ve standardnim objemu
vzduchu (mg.1™).

1.8 NOAEL

je zkratka pro ,,No Observed Adverse Effect Level“ a je to nejvy$s§i davka nebo
expozi¢ni koncentrace latky, pfi které neni pozorovan Zadny statisticky vyznamny
nepiiznivy u€inek na organismus v porovnani s kontrolni skupinou.

1.9 LOAEL

v

expozi¢éni koncentrace latky, pii které je je§té pozorovan statisticky vyznamny
neptiznivy uinek na organismus v porovnani s kontrolni skupinou.
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1.10 Toxicita po opakované ddvce/subchronicka toxicita

zahrnuje nepfiznivé uéinky, které se objevi u pokusnych zvifat v disledku
opakovaného denniho podavani nebo expozice chemické ltce, po dobu pfedstavujici
kratky usek (desitky dni) ocekavané délky Zivota piislusného Zivo¢isného druhu.

1.11 Nejvy3$si tolerovanad davka (MTD - maximum
tolerated dose)

je nejvyssi davka, kterd u zvifat vyvolava zfetelné projevy toxicity, aviak bez
podstatného vlivu na pfeziti s ohledem na G¢inek, ktery je testovan.

1.12 KozZni drdazdivost

je vyvolani zanétlivych zmén na kdzi po aplikaci testované latky.
1.13 O¢ni drazdivost

je vyvolani zmén na oku po aplikaci testované latky na povrch oka.

1.14 Senzibilizace ktze (alergicka kontaktni
dermatitida)

je imunologicky vyvolana reakce kiiZe na testovanou latku.
1.15 Poleptani kuze
je vyvolani nevratného tkanového poskozeni kize pfi plsobeni testované latky
po dobu od 3 minut do 4 hodin.
1.16 Toxikokinetika
je studium absorpce, distribuce, metabolismu a exkrece testovanych latek.

1.17 Absorpce
oznacuje proces(y), kterym(i) aplikovana latka vstupuje do téla.

1.18 Exkrece
oznaluje proces(y), kterym(i) je aplikovana latka piipadné jeji metabolity
odstrarniovany z téla.

1.19 Distribuce
oznaluje proces(y), kterym(i) je absorbovana latka ptipadné jeji metabolity
rozdélovany v téle.

1.20 Metabolismus

oznaduje proces(y), kterym(i) je chemické struktura aplikované latky ménéna v téle
enzymatickymi nebo neenzymatickymi reakcemi.

AKUTNI - OPAKOVANA APLIKACE/ SUBCHRONICKA A
CHRONICKA TOXICITA
Akutni toxické u¢inky a organova nebo systémova toxicita mohou byt vyhodnoceny

za pouZiti velkého poétu riznych testl toxicity (metody B.1 — B.52 ze kterych
miiZe byt po jediné aplikaci ziskan pfedbézny odhad toxicity.

9
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V zavislosti na toxicit€ latky lze zvolit rizné postupy od limitniho testu az
po kompletni stanoveni LDsg. Pro inhala¢ni studie neni limitni test navrZen, protoze
nebylo mozné definovat limitni hodnotu jednorazové inhalaéni expozice.

Pozornost se vénuje metoddm, které vyuzivaji co nejmensi polet zvifat a
minimalizuji utrpeni zvifete, napiiklad metoda fixni davky (metoda B.1 bis)® a
metoda stanoveni tfidy akutni toxicity (metoda B.1 tris)4). Pfi testovani na jednom
druhu muze studie na druhém druhu doplnit zdvéry vyvozené z prvni studie.
V tomto pfipadé se pouzije standardni testovaci metoda nebo miliZze byt pouZito
mensiho poctu zvifat.

Testem toxicity s opakovanou aplikaci (metody B.7,” B.8” a B.92)) se posuzuji
toxické ulinky wvznikajici v disledku opakované expozice. Dulezité je klinické
pozorovani zvifat tak, aby se ziskalo co nejvice informaci. Tyto testy pomohou
zjistit cilové organy toxicity a toxické a netoxické davky. Od dlouhodobych studii se
vyZaduje zkoumani téchto aspektii do vétsi hloubky (metody B.26,” B.27,” B.28,"
B.29,V B.30Y a B.33").

3 MUTAGENITA - GENOTOXICITA

Mutagenita se vztahuje kindukci trvalych pfenosnych zmeén v mnoZstvi nebo
struktufe genetického materidlu bun€k nebo organismid. Tyto zmény (,,mutace®)
mohou postihnout jediny gen nebo segmenty genl, blok gend nebo celé
chromozémy. Uginky na celé chromozémy se mohou projevovat zménou jejich
struktury a/nebo poctu.

Mutagenni aktivita latky se stanovi testy in vitro na genové (bodové) mutace
v baktériich (metoda B.13/14)” anebo na strukturdlni chromozémové aberace
v sav¢ich burikdch (metoda B.10).

Ptijatelné jsou také postupy in vivo, napf. micronucleus test (metoda B.12)* nebo
analyza metafaze chromozomu kostni dfené (metoda B.11)". Je viak tfeba davat
jednozna&né piednost in vitro metodam, pokud nejsou kontraindikovény.

Pro latky vyrdbéné ve velkém mnozstvi nebo pro stanoveni a kontrolu rizika mohou
byt vyZadovany jesté dalsi studie ke zjisténi mutagenity nebo k piedb&znému
vySetfeni na karcinogenitu. Tyto studie lze vyuZit k nékolika u¢elim: potvrzeni
vysledkt ziskanych zékladnim souborem testll; zkoumdani U¢inkd nezachycenych
zakladnim souborem metod; zahajeni nebo rozsifeni studii in vivo.

Pro tyto udely zahrnuji metody B.15," B.16,” B.17,” B.18," B.19,"” B.20,"” B.21,"
B.22," B.23,” B.24" a B.25" jak eukaryontni systémy in vivo a invitro, tak
roz8ifuji rozsah biologickych u€inkd. Tyto testy poskytuji informace o bodovych

vvvvvv

v zékladnim souboru testd.

Obecné plati, ze dalsi uvazované studie mutagenity je tfeba napldnovat tak, aby
poskytly relevantni dopliiujici informace o mutagennim, pfipadné karcinogennim
potencialu testované latky.

Konkrétni studie, vhodna pro dany ptipad, bude zaviset na etnych faktorech, véetné
chemické a fyzikalni charakteristiky latky, vysledkd zakladnich bakteridlnich a
cytogenetickych test(, metabolického profilu latky, vysledkd dal3ich testd toxicity a
znamych zplisobl pouziti latky.

Néekteré vseobecné zasady pro strategii testovani jsou stanoveny smérnici
93/67/EHS.



Cistka 147 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Strana 8555

Metody pro dal§i vyzkum jsou sefazeny niZze podle jimi sledovaného hlavniho
genetického uéinku:

Studie detekujici genové (bodové) mutace

a)  Studie forward nebo reversnich mutaci s vyuzitim eukaryotickych
mikroorganism (Saccharomyces cerevisiae) (metoda B.15)."”

b)  Invitro test forward mutac{ v sav&ich burikach (metoda B.17).”

c)  Test na pohlavi vazané recesivni letalni mutace u Drosophila melanogaster
(metoda B.20)."

d) In vivo test mutaci na somatickych burikach, spot test na my$ich (metoda
B.24).”

Studie detekujici chromozomové aberace

a)  Cytogeneticky test na savcich in vivo. Provedeni in vivo analyzy metafaze
chrom6zoml bun€k kostni dfené by mélo byt zvézeno, pokud nebylo
zahrnuto do zékladniho vySetfeni (metoda B.11).” Dalsi mozZnost je
cytogeneticka analyza zarodeénych bunék in vivo (metoda B.23).5)

b)  Cytogeneticky test na savéich burikdch in vitro, pokud nebyl zatazen do
zakladniho vy3etieni (B.10).”

¢)  Dominantni letalni test na hlodavcich (metoda B.22)."
d)  Test na dédi¢nou translokaci u mysi (metoda B.25)."

7 s we

Genotoxické ucinky — ucinky na DNA

Genotoxicita je obecny pojem pro potencidlné $kodlivé ulinky na geneticky
materidl, které nejsou nezbytné spojeny s mutagenitou. Indikatorem genotoxicity
milZe byt vyvolané poskozeni DNA bez pfimého diikazu mutace.

Nasledujici metody vyuzivajici eukaryotické mikroorganismy nebo savéi buiiky jsou
vhodné pro takové studie:

a)  Mitoticka rekombinace u Saccharomyces cerevisiae (metoda B.16). D

b)  Poskozeni DNA reparace — neplanovana syntéza DNA v sav¢ich buiikach —
in vitro (metoda B.18)."

c) Vymeéna sesterskych chromatid v savéich burkach — in vitro (metoda
B.19).Y

Alternativni metody vySetiovini karcinogenniho potencidlu

K dispozici jsou testy transformace bunék savcil, které urduji schopnost latky
vyvolat takové morfologické zmény a zmény chovani bunéénych kultur, u kterych
se predpoklada souvislost s maligni transformaci - in vivo (metoda B.21)." Pouziva
se nékolika riznych bunéénych typi a kritérii pro transformaci.

Posuzovdni rizika dédi¢nych ucinka u savci

K dispozici jsou metody na detekci dédi¢nych G¢inki v celém sav€im organizmu, at’
uz vyvolanych genovymi (bodovymi) mutacemi, napi. specificky locus test u
mys$i detekujici mutace zarodeéné buiiky v prvni generaci (nezahrnuto v této
pfiloze), nebo chromozomovymi aberacemi, napf. test na prenosné translokace u
mysi (metoda B.25)." Téchto metod Ize pouzit pi odhadovani moZného genetického
rizika latky pro &lovéka. Vzhledem ke slozitosti t&chto testi a velkému poétu
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potfebnych zvirat, zvla§té pro specificky locus test, je tieba se rozhodovat pro
takovou studii jen na zakladé zavaznych divodu.

Pfi stanoveni genotoxicity se postupuje podle standardniho metodického protokolu
vypracovaného pro danou metodiku po projednani s Nérodni referen¢ni laboratofi
genetické toxikologie.

4 KARCINOGENITA

Chemické latky mohou byt charakterizovany jako genotoxické nebo negenotoxické
karcinogeny, v zavislosti na pfedpokladaném mechanismu piisobeni.

Piedbézné informace o genotoxickém karcinogennim potencialu latky se &erpaji ze
studii mutagenity/genotoxicity. Dal§i informace poskytuji testy toxicity pfti
opakované aplikaci a testy subchronické nebo chronické toxicity. Test toxicity pti
opakované aplikaci, metoda B.7," a dlouhodobéjsi studie s opakovanym podavanim
zahrnuji posouzeni takovych histopatologickych zmén, napf. hyperplazie v uréitych
tkanich, které by mohly byt také vyznamné. Tyto studie a toxikokinetické informace
mohou pomoci identifikovat chemické latky s karcinogennim potencidlem, které
vyzaduji dal8i, podrobnéj§i zkoumani tohoto aspektu pomoci testu karcinogenity
(metoda B.32)" nebo &asto v kombinované studii chronické toxicity/karcinogenity
(metoda B.33)."

K dispozici jsou rovnéz testy transformace bungk savci, které uruji schopnost latky
vyvolat takové morfologické zmény a zmény chovani bunéénych kultur, u kterych
se ptedpoklada souvislost s maligni transformaci - in vivo (metoda B.21)." Pouzivéa
se n€kolika riznych bunéénych typt a kritérii pro transformaci.

5 REPRODUKCNI TOXICITA

Reprodukéni toxicita se zjiStuje rdznymi zplsoby, napf. podle zhorSeni
reprodukénich funkei nebo schopnosti samci a samic (vliv na plodnost) nebo podle
nedédiénych Skodlivych u¢inkd na potomstvo (vyvojova toxicita) zahrnujici také
teratogenitu a G¢inky v pribéhu laktace.

Testovaci metoda (metoda B.31)" pro studie zaméFené na teratogenitu jako soucast
vyvojové toxicity poc¢itd hlavné soralnim podavanim. Alternativn€ mohou byt
pouZity jiné zplsoby aplikace v zévislosti na fyzikalnich vlastnostech testované
latky nebo podle pravdépodobného zplisobu expozice ¢lovéka. V takovych
ptipadech je tfeba testovaci metodu vhodné upravit s ohledem na ptislu$né body 28-
denni testovaci metody.

Pokud je vyzadovan trigenera¢ni reprodukéni test je moZno popisovanou metodu
pro dvougeneraéni reprodukéni test (metoda B.35)" rozsitit tak, aby pokryl tieti
generaci.

6 NEUROTOXICITA

Neurotoxicita se zjiituje rdznymi zplsoby, napf. podle funk&nich zmén nebo
strukturnich a biochemickych zmén v centrdlnim nebo perifernim nervovém
systému. Pfedb&Zné upozornéni na neurotoxicitu mize vzejit z testt akutni toxicity.
Test toxicity pfi opakované aplikaci (metoda B.7)" zahrnuje také posouzeni
neurotoxického tginku: u této metody se zdiraziiuje nutnost peélivého klinického
pozorovani zvifat tak, aby se ziskalo co nejvice informaci. Metoda napoméha
odhalit chemické latky s neurotoxickym potencidlem, které vyzaduji dalsi,
hloubkové zkoumani tohoto aspektu. Navic je dilezité vzit v ivahu specifické
neurotoxické u¢inky, které nemohou byt odhaleny v jinych studiich toxicity. Bylo
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napitklad zjiSt€no, Ze jisté organické sloueniny fosforu zptsobuji pozdni
neurotoxicitu, kterd je posuzovana metodami B.37% a B.38% po jednorazovém nebo
opakovaném podani latky.

7 IMUNOTOXICITA

Imunotoxicita se zjiStuje riznymi zpisoby, napfiklad podle imunosuprese anebo
podle zvétSeni odpovédi imunitniho systému, které ma za nésledek bud’
hypersenzitivitu nebo navozenou autoimunitu. Test toxicity pfi opakované aplikaci
(metoda B.7)," zahmuje stanoveni imunotoxickych uginkii. Metoda napomahé
odhalit chemické latky s imunotoxickym potencidlem, vyzadujici dal$i, hloubkové
zkoumani tohoto aspektu.

8 TOXIKOKINETIKA
Toxikokinetické studie pomahaji pfi interpretaci a vyhodnoceni Udaji o toxicité,
objasiiuji specifické aspekty toxicity testované chemické latky a vysledky mohou
pomoci pfi navrhu dalSich studii toxicity. Neptedpoklada se, Ze bude v kazdém
ptipadé€ zapotfebi stanovit vSechny parametry. Pouze v ojedinélych pifipadech bude
nezbytna celd posloupnost toxikokinetickych studii (studie absorpce, distribuce,
metabolismu a exkrece). U nékterych sloucenin mohou byt vhodné zmény v této
sekvenci nebo se miZe ukazat jako dostate¢na studie sjednordzovym podéanim
(metoda B.36).)

Informace o chemické struktufe a fyzikalné-chemickych vlastnostech mohou také
poskytnout udaje, umoziujici odhad charakteristik absorpce pfi planovaném
zplsobu aplikace, metabolismu a distribuce do tkani. Pfispét mohou také informace
o toxikokinetickych ~ parametrech  z pfedchazejicich toxikologickych a
toxikokinetickych studii.

10 CHARAKTERISTIKY TESTOVANE LATKY
SloZeni testované latky, véetné vyznamnych nedistot, a jeji relevantni fyzikalné-
chemické vlastnosti véetné stability je tfeba znat pied zahajenim jakékoli
toxikologické studie.
Fyzikalné-chemické vlastnosti testované latky poskytuji informace dtlezité pro
vybér zplisobu podavani, pro navrh konkrétni studie a pro manipulaci s latkou a jeji
skladovani.
Vypracovani analytické metody pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni testované
latky (a také pokud mozZno vyznamnych nelistot) v davkovacim médiu a
biologickém materidlu pfedchézi zahajeni studie.
V3echny informace tykajici se identifikace, fyzikalné-chemickych vlastnosti, €istoty
a chovani testované latky se zahrnuji v zavérecné zprave o testu.

11 PECE O ZVIRATA
Pro toxikologické testy je ptisnd kontrola podminek prostredi, ve kterém jsou pokusna
zvifata chovana, a spravna péce o zvifata podstatnou podminkou. Podminky ochrany, chovu,
vywZiti véetné krmeni zvifat jsou stanoveny zvlastnimi pravnimi pfedpisy, které upravuji
ochranu zvifat.”

11.1 Podminky chovu

Zivotni podminky v prostorech pro pokusné zvitata je tfeba pfizplsobit jednotlivym
druhfim. Pro potkany, mysi a mor€ata je vhodna teplota mistnosti 22°C + 3°C pri
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relativni vlhkosti vzduchu 30 - 70 %; pro kraliky ma byt teplota 20°C + 3°C pfi
relativni vlhkosti vzduchu 30 - 70 %.

Neékteré experimentalni techniky vyzkumu jsou zvlasté citlivé na teplotu. Pro tyto
pripady jsou podrobnosti o piislusnych podminkich uvedeny v popisu testované
metody. Pfi viech studiich toxickych Ggink je tfeba zaznamenavat teplotu a vlhkost
vzduchu a uvést je v zavére¢né zpravé o prub&éhu pokusu.

Osvétleni ma byt umélé se stifdanim svétla a tmy po dvanécti hodinach. Podrobnosti
tykajici se osvétleni je tfeba zaznamenat a uvést ve zpravé o prib&hu pokusu.

Pokud metoda nevyzaduje jiny zpisob, mohou byt zvifata chovéana jednotlivé nebo
v malych skupinéch jedinci stejného pohlavi, ne vice nez 5 zvifat v jedné kleci.

Podstatnou souCasti zpravy o pokusech na zvifatech jsou udaje o zpisobu chovu
v klecich a poftu zvifat chovanych v jedné kleci jak béhem expozice sledované
latce, tak béhem nasledujici doby pozorovani.
11.2 Podminky krmeni

Krmeni musi vyhovovat viem pozadavkim vyZivy pro pfislusny pouZity Zivoéi§ny
druh. Podévaji-li se zvifatim studované latky v potravé, mize se vyZivova hodnota
snizit vzdjemnym pusobenim studované latky a nékteré slozky potravy. MoZnost
takové reakce je nutno vzit vuvahu pfi interpretaci vysledkd. PouZivaji se
konvencni laboratorni diety sneomezenym pfistupem k pitné vod&. Pokud je
testovana latka podavana v potravé, je tfeba tomu pfizplsobit vybér diety.

Pfimési v potrav€, které maji prokazatelné vliv na toxicitu, nesmi byt pitomny
v koncentracich, ve kterych by se tento vliv projevil.

12 OCHRANA ZVIRAT

Pfi vypracovéani testovacich metod musi byt vénovana potfebna pozomost ochrané zvifat
v souladu s pravnimi predpisy upravujicimi ochranu zvitat” Nize jsou strutné uvedeny
nékteré piiklady, tento seznam neni vyerpavajici. Pro stanoveni akutni oralni toxicity je
tfeba vzit v uvahu alternativni metody: postup s fixni davkou a metoda stanoven tfidy akutni
toxicity. Postup s fixni davkou nevyuziva uhynuti jako specifického kritéria a vyzaduje
mensi pocet zvifat. Metoda stanoveni tifidy akutni toxicity vyZzaduje v priméru o 70 % zvifat
méné nez metoda B.1? pro akutni orlni toxicitu. Tyto a alternativni metody maji za
nasledek mén¢ bolesti a stresu neZ klasicka metodologie.

13 ALTERNATIVNI TESTY

Je nutno neustale vyvijet a ovéfovat alternativni metody, které mohou poskytovat
stejnou uroven informaci jako soucasné testy na zvifatech a budou pfitom vyuZivat
mensiho poctu zvifat, zplsobi méné utrpeni nebo se Uiplné obejdou bez pouzivani
zvitat.

V souladu s piislusnymi pravnimi pfedpisy, které upravuji ochranu zvifat”, je nutno
ovefovat v registrech mezindrodn€ oveéfenych a uznanych alternativnich metod, zda
k planovanému pokusu existuje alternativni metoda, pfi které nemusi byt pouZito zvife.

Pokud budou takové metody k dispozici, musi byt jejich pouZiti pro charakterizaci
rizika, naslednou klasifikaci a oznacovani latky podle nebezpecnosti brano v ivahu
vSude tam, kde je to mozné.
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14 HODNOCENI A INTERPRETACE

Pii hodnoceni a interpretaci pokusl na zvifatech a testd in vitro je nutno mit na
zieteli, Ze pfima extrapolace na ¢lovéka je mozna jen v omezené mife; doklady o
neptiznivych uU€incich u lidi, pokud jsou k dispozici, mohou slouZit k ovéfeni
vysledka testovani.

Vysledky testovani mohou byt pouzity pro klasifikaci a oznaCovani novych 1
existujicich latek podle u¢inkil na zdravi ¢lovéka na zakladé vlastnosti zjiSténych a
kvantifikovanych témito metodami. Tyto vysledky mohou byt také pouzity pro
studie, zaméfené na posuzovani rizika novych i existujicich latek.
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B.1 bis AKUTNI TOXICITA ORALNT (PER OS)

METODA FIXNI DAVKY
1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spole¢enstvi.?
1.1 Princip testovaci metody

Test akutni oralni toxicity poskytuje informace o nepfiznivych udincich, které
mohou nasledovat béhem kratké doby po ordlnim podéani 1 davky testované latky.

Metoda s fixni davkou se provadi ve dvou etapéch.

V predbézné orientacni studii se sekvenénim zpUsobem sleduji G¢inky nékolika
davek pfi oralni aplikaci sondou u zvifat téhoz pohlavi, vZidy 1 zvife na davku.
Orienta¢ni studie poskytuje informaci o vztahu davky a toxicity, v€etné odhadu
minimalni letalni ddvky. Normalné se v této prvni etapé nepouZije vic nez 5 zvifat.

V hlavni studii se latka podava oralné sondou skupindm vZdy s o 5 samci a 5
samicemi v1 z téchto fixnich davek: 5,50,500 nebo 2000 mgkg' t&lesné
hmotnosti. Pouzitd davka se odvodi z ptedbéZné orienta¢ni studie, a to jako davka,
kterd pravdépodobné vyvola ,zfejmou toxicitu“ (viz ¢ast B - VSeobecny uvod bod
1.2), ale ne uhynuti.

Po podéni se pozoruji ulinky. Jestlize vybrana vychozi urovenn davky vyvola
zfejmou toxicitu, ale Zadnou mortalitu, neni tfeba Zadné dalsi testovani. KdyZz na
zvolené urovni davky neni pozorovéna ziejma toxicita, latka se znova otestuje na
nejbliz8i vys§i urovni davky. Pokud zvifata uhynou nebo kdyZ zévazna toxicka
reakce vyZaduje humanni utraceni, latka se znova otestuje na nejbliz8i niz§i drovni
davky.

Tento postup umoziuje zjistit ,,diskriminaéni davku“ (viz. VSeobecny uvod bod
1.4), tj. nejvy§si z ptedem stanovenych urovni davky, kterou je mozno podat aniz by
doslo k uhynu (véetné ptipadd huméanniho utraceni).

Zvitata se zdvaznymi a pretrvavajicimi pfiznaky utrpeni a bolesti je tfeba humannim
zplsobem utratit. Testované latky se nesmé&ji podavat v takovych davkach a takovym
zplisobem, o kterych je znamo, Ze vyvolavaji znaénou bolest a utrpeni nasledkem
svych leptavych nebo drazdivych vlastnosti.

1.2 Popis metody
1.2.1 Ptiprava

1.2.1.1  Pokusnd zviFata
Piednostné se jako pokusnd zvitata pouZzivaji potkani, nejsou-li zavazné divody
proti.
Pouzivaji se bézné uzivané kmeny pokusnych zvifat. Na zafatku testu by u obou
pohlavi nemélo variaéni rozpéti hmotnosti zvifat (pro kazdé pohlavi zvlast)
prekrocit + 20 % stfedni hodnoty.
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Nejméné 5 dnli pied testem jsou zvifata chovana v podminkéach ustdjeni a krmeni,
v jakych budou b€hem experimentu. Pfed testem se zdrava mladd dospéld zvirata
nahodné piifadi do jednotlivych experimentalnich skupin orientaéni studie a hlavni
studie. B&€zné staci pro hlavni studii jedna skupina kazdého z obou pohlavi.

1.2.1.2  PFfiprava a podavani davky

Pokud je tfeba, pfipravi se roztok nebo suspenze testované latky ve vhodném
vehikulu. Doporuéuje se jako prvni uvazit pouziti vodného roztoku, dalsi volbou je
roztok v rostlinném oleji, teprve potom jako dal§i moznost roztok v jinych vhodnych
vehikulech nebo suspenze. U nevodnych vehikul musi byt zndmy nebo urCeny pred
testem nebo béhem ného jejich relevantni toxikologické vlastnosti.

U hlodavet by objem nemél norméln& piekrogit 10 mlkg' télesné hmotnosti;
vyjimkou jsou vodné roztoky, jichZ je moZno podavat az 20 mlkg'. Variabilita
objemd latky podadvané v testech by se méla minimalizovat takovou upravou
koncentraci, aby se zajistil konstantni objem na vSech hladinach davek.

Pfed podanim testované latky maji byt zvifata hladova. Potkanim se potrava odebere
vecer pted testem; pfistup k pitné vod€ neni omezen. V den pokusu se zvifata zvaZzi
a testovand latka se pod4 sondou oraln€ v jediné davce. Neni-li mozno podat davku
najednou, lze podat aplikovanou davku po men$ich mnoZstvich béhem nejvyse 24
hodin. Po podani davky je tfeba zamezit piistup k potravé jesté€ 3 - 4 hodiny. Podava-
li se latka po ¢astech béhem urcitého obdobi, mize byt Zadouci - podle délky této
doby - potravu a vodu zvifatim poskytnout.

1.2.2 Popis postupu

1.2.2.1 Orientacni studie

Vysetiuji se u€inky riznych davek na jednotlivad zvifata. Normalné se pouzivaji
samice, pokud nejsou k dispozici udaje, Ze jsou samci citlivéj§im pohlavim. Davky
se podavaji postupné, ¢eka se alespori 24 hodin pted podanim davky dal$imu zvifeti.
V3sechna zvifata se pe¢livé pozoruji s cilem zjistit projevy otravy nejméné po sedm
dni; pokud pfetrvavaji projevy mimné otravy sedmy den, zvife se musi pozorovat
jesté po dal$ich sedm dni. Posuzuji se nasledujici vychozi hladiny davek: 5, 50, 500
a 2000 mg.kg'l. Jestlize zvolend vychozi ddvka nevyvola téZkou otravu a pfitom
nejblizsi vyssi vyvola uhynuti, potom je nutné podat podle potfeby jednu nebo vice
urovni davek mezi vychozimi hladinami davek. Tento zpisob poskytuje informace
o urovni(ich) davek, ktera(é) vyvolava(ji) ptiznaky otravy a o nejmensi davce, ktera
vyvoldvéa mortalitu.

Je tfeba pokusit se vybrat vychozi ddvku podle daji o pfibuznych chemickych
latkach. Pokud nejsou takové informace k dispozici, doporu€uje se pouzit jako prvni
davku 500 mgkg'. Jestlize se po vychozi davce nepozoruji pfiznaky otravy,
vySetfuje se daldi vys$si Groven davky. Jestlize nedojde k uhynuti pti 2000 mg.kg'l, je
orientaéni studie skonlena a hlavni studii je tfeba provést na této urovni davky.
Jestlize jsou pfi pouziti vychozi davky (napt. 500 mgkg!) zjistény t&zké uginky,
vyzadujici huménni utraceni, je podéna dal$imu zviteti nejblizsi nizsi davka (napf.
50 mg.kg™"). Jestlize toto zvite preZiva, mohou byt pouzity pro dalsi zvifata vhodné
davky mezi uréenymi fixnimi ddvkami. Za normalnich podminek se neodekava, ze je
pii tomto postupu zapottebi vice nez 5 zvirat.
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1.2.2.2  Hlavni studie

Pro kazdou vysetfovanou davkovou hladinu by se pouZije nejméné 10 zvifat
(5 samic a 5 samci). Samice by mély byt nullipary a nesmi byt biezi.

Principem metody fixni davky je pouZiti pouze mimné toxickych davek pro hlavni
studii. Je tfeba se vyhnout podavani letalnich davek testované latky.

Dévka, ktera bude uZzita v testu, ma byt zvolena z jedné ze 4 fixnich Grovni davek,
jmenovité 5, 50, 500 nebo 2000 mg kg™ t&lesné hmotnosti. Zvolena vychozi trovesi
davky by méla byt ta, kterd pravdépodobné vyvola zfejmou toxicitu, av8ak nikoliv
mortalitu (v&etné utraceni z huménnich divodi); ndhodnd uhynuti nejsou zahrnuta,
ale maji byt zaznamenana. JestliZze tato davka vyvola zfejmou toxicitu, ale nevyvola
mortalitu, neni dalsi testovani nutné.

Kdyz podani zvolené davky nevyvola zfejmou toxicitu, je nutné latku znovu testovat
na dalsi vy$si Grovni davek. Zvifata by viak méla byt dale pozorovana tak, aby
pozorovaci obdobi bylo kompletni. Jestlize tézka toxickd odpovéd’ vyzaduje
humaéanni utraceni zvirat nebo kdyZ se projevi mortalita vlivem latky, méla by byt
latka znovu testovana na dal$i niZ§i drovni davek. Zvifata, kterd neni nutné utratit, se
pozoruji po celou dobu testovani.

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

Doba pozorovani by méla byt nejméné 14 dni. Nelze ji vSak stanovit pevné.
Stanovuje se podle obrazu otravy, rychlosti vyvoje otravy a trvani faze zotaveni.
Dobu pozorovéni je mozno podle potreby prodlouzit. Dilezita je doba, od projeveni
pfiznaki otravy az do jejich vymizeni nebo do udhynu zvifat, zvlasté tam, kde je
patrnd tendence k pozdnimu vzniku toxickych piiznaki.

Peclivé klinicka vysetfeni je tfeba provadét nejméné dvakrat prvni den po podéni
latky a nejméné jedenkrat za den dalsi dny. Zvifata vykazujici patrmé znamky bolesti
nebo vyrazné ptiznaky utrpeni je tfeba humanng utratit. Cast&j$i pozorovani jsou
provéadéna béhem nékolika prvnich dni po podani latky, jestlize zvitata dale vykazuji
ptiznaky toxicity. Test mize byt ukoncen v pfipadé, kdyzZ je zfejmé, Ze byla zvolena
ptili§ vysoké davka.

Pozorovani se zamé&fuje na zmény klze, srsti, oéi, sliznic, dychani a krevniho obé&hu,
zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a
chovéni. Zvlastni pozornost je tfeba vénovat tremoru, kifeCovym jevim, slinéni,
prijmu, letargii, spanku a komatu.

Stanoveni hmotnosti jednotlivych zvifat se provede bezprostfedné pifed podanim
testované latky, denné€ po dal$i 3 dny a potom jednou tydné. Zvifata, kterd uhynou
bé¢hem testu, i ta, kterd prezivaji do konce testu, se zvazi a pitvaji. VSechny
makroskopické patologické zmény se zaznamenavaji. Je-li to indikovano, odeberou
se tkdné pro histopatologické vySetteni.

V zavislosti na u¢incich pfedchdzejici urovné davky miiZe byt zapotfebi vySetfeni
druhé nebo vyjimecné tieti hladiny davky.
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V piipadg, Ze latka zplisobi umrti pii davce 5 mg.kg *' (nebo jestlize orienta¢ni
studie naznacuje mortalitu pfi této davce), je tfeba dale vySetfovat akutni toxicitu
testované latky.

2 UDAJE

Udaje z orientagni i hlavni studie se sestavuji do tabulky jednotlivé pro kazdou
testovanou uroven davky. Z ni musi byt patrny pocet zvifat na po¢dtku pokusu; pocet
zvifat s pfiznaky toxicity; pocet zvifat uhynulych b&éhem testu nebo utracenych z
humannich divodi; popis toxickych u¢inkd; pro hlavni studii, zda byl pozorovén
zfejmy toxicky ucinek, ktery lze pfipsat testované latce; Casovy prabé€h vSech
toxickych &inkd; vysledky pitvy. V piipadé, Ze zvifata piezivaji déle nez den, je
tieba vypocitat a zaznamenat zmény hmotnosti.

Zvifata, ktera jsou humanné utracena vzhledem k utrpeni nebo bolestem vyvolanym
testovanou latkou, jsou zaznamenana jako uhynuti vyvolana testovanou latkou.

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pfislu§nymi pravnimi pfedpisyg) musi byt zpracovan projekt pokusu a
o prib&hu pokusu je nutno vést protokol.
Zprava o prub&hu pokusu obsahuje tyto informace pro orientaéni i hlavni studii

- Zivogisny druh, kmen, piivod, podminky ustéjeni, potrava, atd.,

- experimentalni podminky,

- urovné davek (véetné vehikula, pokud se pouZije) a koncentrace,

- kompletni vysledky vSech vySetfovanych trovni dévek,

- ve formé tabulky udaje o odpovédich podle pohlavi a podle urovni davek
(poCet pouzitych zvifat; zmény télesné hmotnosti; ptipadng pocet uhynulych
zvifat nebo zvifat utracenych béhem testu; pocet zvifat s pfiznaky toxicity;
povaha, stuperi a trvani €ink),

- ¢asovy pribéh nastupu toxickych pfiznakt a zda byly reversibilni,

- pokud zvifata uhynula nebo byla utracena, doba thynu po podani latky,
divody a kriteria pouzZita pro indikaci humanniho utraceni zvifat,

- pitevni nélezy,

- vSechny histopatologické nalezy.

Diskuse vysledkt.

Zavéry s interpretaci vysledkd, véetn& pi{znakd zfejmé toxicity a diskriminujici

davkové hladiny zjisténé v testu podle tabulky ¢. 1.
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Tabulka €. 1

Hodnoceni a interpretace vysledkd testu.

Davka

Vysledky

Interpretace

5 mg.kg" télesné hmotnosti

Méné nez 100% preziti
100% pteziti, ale zfejma toxicita

100% preziti; neni zfejma
toxicita

Latky, které jsou vysoce toxické
Latky, které jsou toxické
Viz vysledky pii 50 mg kg

50 mg.kg™' té&lesné hmotnosti

Méné nez 100% preziti

100% preziti, ale zfejma toxicita
100% preziti; neni zfejma
toxicita

Latky, které mohou byt toxické
nebo vysoce toxické.
Viz vysledky pti 5 mgkg

Latky, které jsou zdravi
Skodlivé

Viz vysledky u 500 mg kg’

500 mg.kg™' télesné hmotnosti

Méné nez 100% preziti

100% pieziti, ale zfejma toxicita

100% preziti; neni zfejma
toxicita

Latky, které mohou byt toxické
nebo zdravi Skodlivé.
Viz vysledky u 50 mg.kg’'

Latky, které lze povazovat za
latky bez vyznamné akutni
toxicity

Viz vysledky u 2000 mg.kg'

2000 mg.kg' télesné hmotnosti

Méné nez 100% preZziti
100% preziti s nebo bez ziejmé
toxicity

Viz vysledky u 500 mg kg

Latky, které nemaji vyznamnou
akutni toxicitu
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B.1 tris AKUTNI TOXICITA ORALNI (PER OS)
METODA STANOVENI TRIDY AKUTNI TOXICITY

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoledenstvi."

1.1 Uvod

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

Metoda pouziva 3 pevné stanovenych davek v pfiméfenych odstupech, tak aby bylo
mozZno testovanou latku na zdkladé vysledkl zafadit. Kromé toho postup popsany
pro tuto testovaci metodu umoziiuje vybér 3 dopliikovych pevné stanovenych davek,
které 1ze pouzit bud’ jako alternativni davky pro ur¢ité body rozhodovaciho procesu,
nebo pro dal3i testovani. Pouziti nékteré z téchto doplikovych dévek je mozZno
uvazit, pokud je Zadouci nebo nezbytné dalsi zpfesnéni.

Metoda pouziva pevné stanovené pocate¢ni davky a neni uréena pro vypoclet piesné
hodnoty LDsy Umoziiuje stanoveni rozsahu expozic, ve kterém se ofekdva umrtnost,
protoZe uhynuti ¢asti zvifat je i u této metody hlavnim kritériem u€inku. Vysledky
testu maji umoznit klasifikaci latky. Vzhledem k sekvenénimu postupu by trvani
testu mohlo byt delSi neZ postup popsany v metodé B.1.2 Hlavni vyhodou této
metody je mensi spotfeba zvifat nez u alternativni metody fixni davky (B.1 bis).z)

1.2 Princip testovaci{ metody

Latka se podava oradlné skupiné pokusnych zvifat v 1 ze stanovenych davek.
Testovani se provadi postupné, v kazdém kroku se pouzivaji 3 zvifata stejného
pohlavi. Neni nutné provadét pfedb&znou orientaéni studii. PFitomnost nebo
nepfitomnost thynu zvifat ve vztahu k podévané latce rozhodne o dal§im kroku, tj.

- neni zapotiebi dalsi testovani,

- dalsi krok bude proveden se stejnou davkou, ale se zvifaty druhého pohlavi;

- dalsi krok bude proveden s vy$$i nebo niz$i urovni davky.
1.3 Popis metody

1.3.1 Ptiprava

Pokusnd zvifata jsou vybridna sohledem na druh, pohlavi, a staf{ v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznagena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykéni stanovi § 10 zvlastniho pravniho
ptedpisu.'?  Zvifata mohou byt v klecich ve skupinich podle pohlavi a dévky, ale
pocet zvifat v jedné kleci musi umozZnit jasné pozorovéni kazdého zvifete.

Testovana latka je aplikovdna zvifatim v jediné davce Zalude¢ni sondou nebo
vhodnou kanylou.

Pokud je to tieba, testovana latka se rozpusti nebo suspenduje ve vhodném vehikulu.
Doporu¢uje se nejprve zvazit pouZiti vodného roztokuw/suspenze, pak pouZiti
roztokw/emulze v jedlém rostlinném oleji (napf. kukufi¢ném) a pak roztoku v jinych
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vehikulech. Pro nevodna vehikula musi byt znama jejich toxickd charakteristika;
pokud neni zndma, musi byt stanovena je$té pied testem.

Zvirata jsou pfed aplikovanim latky po ur¢itou dobu bez potravy (napf. potkani pies
noc a mysi 3 - 4 hodiny); pfistup k vodé se neomezuje.

1.3.2 Experimentalni podminky

1.3.2.1 Pokusnd zviFata

V pokusech se upfednostiiuji potkani, nejsou-li znamy diuvody proti jejich pouziti.
Samice musi byt nullipary a nesmi byt biezi.

Na zaCatku studie by nemélo variacni rozpéti hmotnosti zvifat (pro kazdé pohlavi
zv14st’) prekrodit = 20 % stfedni hodnoty.

1.3.2.2 Pocet a pohlavi

Pro kazdy krok se pouZivaji tfi zvifata jednoho pohlavi. V ivodnim kroku mize byt
pouzito kterékoli pohlavi.

1.3.2.3 Urovné ddvek

Vychozi davkova tirovei je vybrana ze tif pevnych trovni, tj. 25, 200 a 2000 mg kg™
télesné hmotnosti. Vychozi uroveri davky by méla byt takova, aby s nejvétsi
pravdépodobnosti zpusobila uhynuti alespori nékterych zvifat, jimZ byla latka
podana. V zavislosti na vychozi davce se pouzije ptislu§ného diagramu postupu
popsaného v odstavci 1.3.3.

Pro vybér pohlavi a vychozi davky je tfeba vyuzit veskeré dostupné informace,
véetné informaci o vztahu struktury a u¢inku. Pokud tyto informace naznaluji, Ze
umrtnost je nepravdépodobna i pfi nejvyss$i urovni davky (2000 mg.kg'1 télesné
hmotnosti), pak se provede limitni test. Nejsou-li informace o testované latce,
doporuduje se - s ohledem na pokusnd zvifata - pouzit vychozi davku 200 mg.kg
télesné hmotnosti.

V nékterych ptipadech je tfeba dale zpfesnit ziskanou informaci, nez jak to dovoluje
test s tfemi pevnymi davkovymi trovnémi ve vysi 25, 200 a 2000 mgkg™ t&lesné
hmotnosti. V téchto pfipadech se miize uvazovat o dal3im testovani pfi dopliikovych
pevnych davkach ve vysi 5, 50 nebo 500 mg.kg™' télesné hmotnosti.

Nemaji se aplikovat davky, o kterych je znamo, Ze zptsobuji svymi leptavymi nebo
téZce drazdicimi u¢inky znacnou bolest a utrpeni.

Casovy interval mezi aplikaénimi skupinami je zavisly na rychlosti nastupu, na
trvani a zavaznosti toxickych pfiznaki. Testovani na zvifatech druhého pohlavi nebo
aplikaci dalsi davky je tfeba odlozit, dokud neni jisté, Ze zvifata pfedchozi davku
prezila.

1.3.2.4 Limitni test

Limitni test s jedinou urovni davky ve vysi 2000 mgkg" télesné hmotnosti se
provadi na 3 zvifatech kazdého pohlavi. Pokud dojde k uhynuti souvisejicim s
podanim latky, lze dal$i testovani provést pfi davkach 200 mg.kg™! (nebo 500 mg.kg™)
télesné hmotnosti.
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1.3.2.5 Doba pozorovdni

Ptezivajici zvifata je tfeba pozorovat obvykle po dobu 14 dntl, kromé ptipadd, kdy
musi byt zvifata vyloucena z dal§itho pozorovani a humanné utracena z divodi
ochrany zvifat. Trvani pozorovani by viak nemélo byt stanoveno pfedem pevné;
muze byt prodlouzeno podle toxickych reakci, doby jejich nastupu a délky
zotavovaciho obdobi. Je dulezité zaznamenavat dobu, kdy se objevi a mizi pfiznaky
toxicity, zvlas§té¢ jde-li o zpoZzdéné toxické pfiznaky. Veskerd pozorovani jsou
systematicky zaznamenavana: zdznamy jsou vedeny pro kazdé¢ jednotlivé zvife.

1.33 Popis postupu

Po obdobi hladovéni jsou zvifata pfed podanim zkuSebni latky zvaZena. Po aplikaci
latky jsou zvifata bez potravy po dobu dalSich 3 - 4 hodin. Kde je ddvka poddvana
po &astech béhem urtité doby, miZe byt - v zavislosti na délce této doby - nezbytné
poskytnout zvifatim potravu i vodu.

Maximélni objem tekutiny, ktery muzZe byt poddn najednou, zévisi na velikosti
zvitete. U hlodavct by objem nemél norméln€ presdhnout 1 ml na 100 g t€lesné
hmotnosti, v pfipadé vodnych roztokl lze podat i 2 ml na 100 g t&€lesné hmotnosti.
Rozdily v poddvaném objemu je tfeba minimalizovat upravenim koncentrace tak,
aby byl podéavan tyZ objem na vSech Grovnich dévky. Jestlize neni moZzné podat
davku celou najednou, je mozné ji aplikovat po &astech po dobu neptekracujici 24
hodin.

Podrobnosti postupu testovani jsou uvedeny niZe.

a) Jak bylo uvedeno v bodu 1.3.2.3, vychozi davka by méla byt ta ze tii pevné
stanovenych davkovych urovni, ktera pravdépodobné zplisobi uhynuti asporl
u nékterych zvifat. Pro vybér vychozi davky lze pouzit nasledujici informace:
- udaje o fyzikalné-chemickych vlastnostech,
—-  vztah struktury a Géinku,
~ vechny udaje z jinych testl toxicity a
- predpokladané pouziti testované latky.

b) Prisluiné vyvojové diagramy stanovuji postup pro kazdou vychozi davku. V
z4vislosti na poCtu humdanné utracenych nebo uhynulych zvifat postupuje
testovani tak, jak naznacuji Sipky.

¢) Pokud po aplikaci vychozi davky 25 nebo 200 mg.kg™ télesné hmotnosti uhyne
pouze jedno zvife druhého pohlavi, obvykle se jiz déle netestuje. Pokud vSak
pitom nejsou u ostatnich 5 zvifat zadné toxické pfiznaky, je tfeba pitvou ovéfit
moznost, Ze uhynuti nesouviselo s podanou latkou. Jestlize se tato moZnost
potvrdi, je tfeba pokradovat v testovani na vys$3i Grovni davky.

d) Pokud po davce 2000 rng.kg’l télesné hmotnosti uhyne jedno zvife kazdého
pohlavi, da se pfedpokladat, Ze hodnota LDs pfekro¢i davku 2000 mg.kg'1
télesné hmotnosti. ProtoZe je to v3ak jen hrani¢ni vysledek, je tfeba peclivé
posoudit reakce zbyvajicich dvou zvifat kazdého pohlavi: zfetelné, vyrazné
toxické ptiznaky u t&chto zvifat mohou byt divodem pro klasifikaci odpovidajici
hodnoté LDsp ve vysi 2000 mg.kg'l télesné hmotnosti nebo mensi, nebo mohou
byt podnétem pro dalsi testovani na stejné Grovni davky.
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e) Postup umoziuje testovani s 3 doplfikovymi pevné stanovenymi davkami
(varianta 2). Této varianty je mozno pouZit bud’ k vybéru alternativni davky v
daném bodu rozhodovacim procesu, nebo pro dal§i testovani po dokondeni
testovani podle varianty 1.

f) Diagram testovani s vychoz{ dévkou 25 mgkg™’ télesné hmotnosti je uveden
v tabulce ¢. 2.

g) Diagram testovani s vychozi ddvkou 200 mgkg™ télesné hmotnosti je uveden
v tabulce &. 3.

h) Diagram testovani s vychozi davkou 2000 mg.kg‘1 t€lesné hmotnosti je uveden
v tabulce ¢. 4.

1.3.3.1 VSeobecné pozorovdni

Petlivé klinické pozorovani se provadi dvakrat za prvni den (den aplikace) nebo
Cast€i, pokud to vyzaduje reakce zvifat na podani latky, a dale nejméné jednou
denné. Zvifata, kterd jsou nalezena v agondlnim stavu, nebo zvifata vykazujici
pfiznaky silné bolesti a pretrvavajiciho velkého utrpeni, je tfeba humanné utratit:
tato zvifata jsou hodnocena stejné jako zvifata uhynula.

At uZ byla zvifata utracena z huménnich divodi nebo byla nalezena mrtva, dobu
smrti je tfeba zaznamenat co nejpfesnéji. Daldi pozorovani se provadi, dokud zvifata
vykazuji pfiznaky toxicity. Pozorovani zahrnuje zmény kiiZe, srsti, o&i, sliznic,
dychani a krevniho obéhu, vegetativniho a centralniho nervového systému,
motorické aktivity a chovani. Pozornost je tfeba vénovat vyskytu tfesu, kfeCovych
jevim, slinéni, prijmu, letargii, spanku a komatu.

Veskerd pozorovani jsou systematicky zaznamenavana: zaznamy jsou vedeny pro
kazdé jednotlivé zvife.

1.33.2 Télesnd hmotnost

V3echna zvifata jsou zvazena kratce pfed podanim testované latky a pak nejméné
jednou tydné. MEfi se a zaznamendvaji zmé&ny hmotnosti. Na konci testu jsou
pfezivajici zvifata zvaZena pfed tim, neZ budou humanné utracena.

1.33.3 Pitva

U vSech zvifat pouzitych ve studii, v€etné uhynulych a utracenych b&hem testu, se
provede pitva. V3echny makroskopické patologické zmény jsou zaznamenany pro
kazdé zvife zvlast. Pro ziskdni dalSich uZiteénych informaci je moZno uvaZit
mikroskopické vySetfeni organid vykazujicich zndmky makroskopické patologie
u zvifat pfeZivajicich 24 a vice hodin.

2 SBER A ZAZNAM UDAJU

K dispozici musi byt idaje o kazdém jednotlivém zvifeti. Navic jsou vechny udaje
shrnuty do tabulkové formy, uvéadéjici u kazdé testované skupiny podet pouzitych
zvirat, pocet zvifat vykazujicich pfiznaky toxicity, poéet zvifat uhynulych v priitbéhu
testu nebo utracenych z huménnich divodt, dobu uhynu jednotlivych zvifat, popis,
Casovy priibéh a vratnost toxickych u¢ink, a pitevni nalezy.

Interpretace vysledki je znazornéna v tabulce ¢. 5.
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3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s ptislusnymi pravnimi predpisy”’ musi byt zpracovan projekt pokusu a

0

pribéhu pokusu je nutno vést protokol.

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

Pokusnad zvifata:

Zivo€isny druh/kmen;

mikrobiologicky stav zvifat, je-li zndm;
pocet, stafi a pohlavi zvifat;

zdroj, podminky chovu, potrava atd.;

hmotnost jednotlivych zvifat na zadatku testu, dale v tydennich intervalech
a na konci testu.

Podminky testovani:

zdlivodnéni vybé€ru vehikula, pokud je jiné nez voda;

podrobné udaje o zplsobu aplikace testované latky v&etné podavanych
objemi a doby aplikace;

podrobné udaje o potravé a kvalité vody (véetné druhu a zdroje);
zdivodnéni vybéru poéateéni davky.

Vysledky:

sestaveni udaji o reakcich kazdého zvifete do tabulek podle pohlavi a
davkové urovné (tzn. zvifata vykazujici pfiznaky toxicity véetné dhynu,
charakter, zadvaZnost a trvani uéinki);

nastup a ¢asovy prubéh ptiznakid toxicity a jejich reverzibilita u kazdého
zvirete;

pitevni nalezy a histopatologické nalezy u kazdého zvifete, jsou-li
dispozici.

Diskuse vysledka.

Hodnoceni a interpretace.
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Tabulka &. 2

Postup testovani s vychozi ddvkou 25 mg.kg™! télesné hmotnosti

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

Pod ramecky je pocet uhynulych nebo utracenych zvitfat (0, 1, 2, 3). Podle po¢tu uhynulych
zvifat se v testovani pokraCuje ve sméru Sipek az do dosazeni §edého ramecku.

Varianta 1 - Ukonceni testu: Klasifikace se provede na zakladé kone&nych hodnot uvedenych
v pfislu$ném Sedém ramecku nebo podle zpisobu vyhodnoceni uvedeného v Dodatku 2.

Varianta 2 - Pokracovani testu s pfislu$nou doplitkovou davkou.

Ukongeni testu: Klasifikace se provede na zakladé koneénych hodnot uvedenych v pfisluiném
Sedém ramecku.
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25 mg/kg » 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvitata 3 zvitata 3 zvitata
pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1
2-3 0-1 2-3 0-1
l
25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvirata 3 zvifata 3 zvitata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2
rll 2-3 0-1
VARIANTA UKONCENI TESTU ;
25 mg/kg | ' 200 mg/kg 2000 mg/kg - . I ‘o
' VARIANTA 2:  POKRACOVANITESTU -
| [ I | I |
A \ 4 A4
5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvitata 3 zvitata 3 zvitata
pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1
| I I i | I
2-3 0-1 23 0-1 2-3 0-1
— | =} =
5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvifata 3 zvitata 3 zvifata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2
T T | | T T
2-3 0-1 2‘[3 0-1 2-3 0-1
T [ . |
UKONCENI TESTU
5 mg/kg l 50 mg/kg | 500 mg/kg ®
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Tabulka €. 3

Postup testovani s vvchozi davkou 200 mg.k,'z'1 télesné hmotnosti

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

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

Varianta 1 - Ukonceni testu: Klasifikace se provede na zékladé kone¢nych hodnot uvedenych
v piislu$ném Sedém ramecku nebo podle zpisobu vyhodnoceni uvedeného v Dodatku 2.

Varianta 2 - Pokracovani testu s pfislusnou doplitkovou davkou.

Ukonéeni testu: Klasifikace se provede na zakladé koneénych hodnot uvedenych v pfisluiném
Sedém ramecku.
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Start
25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata
pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1
2-3
]
25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/'kg
3 zvifata 3 zvitfata 3 zvifata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2
2-3
! 0-1
ZADNE DALSI TESTOVANI
3 (pFi 200 u pohl. ]) «— 3 ]
l jiné 2
h 4 Y
1 T ] 1 1 i
LDsg 25 I 50 200 I 500 © 1000 2000 ‘
mg/ke hmotnosti | 30 l [300 | | | 2500
v v A A A4 A 4
l 25 mg/k l , ®© l
A4 v \4 A Y
| 25 mg‘/kg [[ 200 mg/k [ 2000 mg/kg [ = |
v L v _‘: \ 4 A4
| 30 mg/ke || 300mgkg || © B
y A 4 V} \ 4 y \4 A4 L
L 50 mgke | 500 mgkg Il o
A JV y
[ 500 mg/kg |[ 1000 mg/kg|| 2500 mgrg| [ |
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Tabulka ¢. 4

Postup testovani s vvchozi davkou 2000 mg.gg'l télesné hmotnosti

V ramedcich je udana dévka, pocet zvifat a pohlavi (1 - pohlavi zvolené jako prvni, 2 -
pohlavi zvolené jako druhé).

Pod ramecky je po€et uhynulych nebo utracenych zvifat (0, 1, 2, 3). Podle poétu uhynulych
zvitat se v testovani pokracuje ve sméru Sipek az do dosaZeni Sedé¢ho ramecku.

Varianta 1 - Ukonceni testu: Klasifikace se provede na zékladé kone¢nych hodnot uvedenych
v piislu§ném Sedém ramecku nebo podle zpiisobu vyhodnoceni uvedeného v Dodatku 2.

Varianta 2 - Pokracovéni testu s pfisluSnou doplitkovou davkou.
Ukongeni testu: Klasifikace se provede na zékladé kone¢nych hodnot uvedenych v pfislu§ném

Sedém ramecku.
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25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvifata 3 zvirata 3 zvifata
pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1
2-3 0-1 2-3 0-1
— 1 ——— ]
25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvitata 3 zvitata 3 zvitata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2
2-3 0 — 2-3 0 =
IJ1 | VJ'$ |
1 | .
VARIANTA 1:  UKONCENI TESTU
25mg/kg l 200 mg/kg | 2000 mg/kg l
VARIANTA 2: POKRACOVANI TESTU
L | I | ] l |
VL v v
S mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvifata 3 zvitata 3 zvitata
pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1
| — T T I
2-3 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1
— ) —
5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvitata 3 zvifata 3 zvitata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2
T | I I T T
2-3 0-1 2‘[3 0-1 2-3 0-1
I j M [
UKONCENI TESTU
5 mg/kg | 50 mg/kg l 500 mg/kg ] w
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Tabulka &. 5

Interpretace vysledku zaloZenvch na testovaci varianté 1

V rameccich je uddna davka, podet zvifat a pohlavi (1 - pohlavi zvolené jako prvni, 2 -
pohlavi zvolené jako druhé).

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

Sedé rame¢ky pod rameékem ,,ZADNE DALSI TESTOVANI“ v diagramech tohoto dodatku
obsahuji kone¢né hodnoty pro klasifikaci. Po testovani podle varianty 1 se pfislusna Sipka
sleduje dokud se nedosédhne pfislu§ného ramecku. (Hodnoty v rameccich vyznacuji horni
hranice pro pfislusny zpisob klasifikace. Lezatd osmicka znamend, Zze LDso je vétSi neZ
hodnota v nejbliz§im ramecku vlevo.)
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Vvchozi davka 25 mg/kg télesné hmotnosti
25 mg/kg » 200 mg/kg » 2000 mg/kg
3 zvitata 3 zvitata 3 zvitata
pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1
2-3 0-1 2-3 0-1
—
25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvitata 3 zvitata 3 zvifata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2
2-3
1
LDs, 25 I
mg/kg hmotnosti | 30
\ 4 v
|25 mg‘/kg |1 o B
\4 v v A 4 h 4
| 25 mg/ke | 200mgkg || 2000 mg/kg [ s ]
v v v v v v ¥ v
[ 30 mg/ke 11 300 mg/kg [ © |
A 4 A 4 A A \4 A4 A 4 A
’ 50 mg/kg I ' 500 mg/kg ] , 00 ‘
l l l l v l l \4

500 mg/kg

|| 1000 mg/ig|[ 2500 mg/ig| | o |
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Pokradovani tabulky ¢. 5

Vvychozi davka 200 mg/keg télesné hmotnosti

Start

25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvirata 3 zvitata 3 zvifata
pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1
2-3 0-1 2-3 0-1
— S
25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 zvitata 3 zvifata 3 zvitata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2
2-3 2-3 0-1
ZADNE DALSI TESTOVANI
3 (pti 200 u poh].l)l le— 3 ‘
e é 2
\ v N 1 :
T T T — T T
LDs, 25 50 200 | 500 1000 2000 l
mg/kg hmotnosti | 30 l [ 300 | | | 2500
A\ 4 v A\ 4 A\ 4 v Y. h 4
| 25mgke || w
y v v v 4 v A A
| 25mgke || 200mgrkg || 2000 mg/kg [ =
JV v v \4 \ 4 \ 4 v
| 30mg/ke 1L 300 mg/kg I eo
A Y V} A v v L 4
I 50 mg/kg I l 500 mg/kg l [ o0
i y y y \4 VL v
| 500 mg/kg |[1000 mg/ig | {2500 merkg|| oo
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Pokracovani tabulky €. 5

Vvchozi davka 2000 mg/kg télesné hmotnosti

200 mg/kg
3 zvifata
pohlavi 1

2000 mg/kg
3 zvitata
pohlavi |

25 mg/kg
3 zvitata
pohlavi |

200 mg/kg 2000 mg/kg

3 zvifata 3 zvifata 3 zvifata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2
21-3 I

ZADNE DALSI TESTOVANI

L

[ l |
3 (pfi 200 u pohl. 1) 3 (p#i 2000 u pohl. 1 jiné
L j:ié l %(pﬁ zoof u pohl. 1)
T T T T T T
LDs 25 l 50 200 l 500 1000 2000 l
mg/ke hmotnosti |30 L | 300 | I | 2500
v \ 4 A A A
| 25 mg/ke | o |

A

| 25mgkg || 200 mgkg [[ 2000 mg/kg o ]
v VL Y v ‘L Y v A4

| 30mgkg 11 300 mg/kg I o ]
A A v \ 4 \4 ¥ A

| 50 mg/ke Il 500 mg/kg 1L ©

N b

| 500 mg/kg ][00 mg/kg | [2500 me/kg |

[~ ¢}
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B.2 AKUTNI TOXICITA INHALACNI

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoledenstvi.”’

1.1 Uvod

Je uzitetné pfed pokusem ziskat udaje o rozdéleni velikosti ¢astic, tenzi par, bodu
tani, bodu varu, bodu vzplanuti a vybusnosti (jsou-li stanovitelné) testované latky.

1.2 Princip metody

Nekolik skupin pokusnych zvifat je exponovéano studované latce po uréenou dobu
v odstupriovanych koncentracich, a to jedné koncentraci v kazdé skuping. Potom se
zvifata pozoruji a zjiStuji se G€inky a ptipady uhynuti. Zvifata, ktera b&hem pokusu

~ttr

uhynou, i ta, ktera pfeziji do konce pokusu, se pitvaji.

Zvitata se zavaZnymi a pretrvavajicimi ptiznaky utrpeni a bolesti je tfeba humannim
zpisobem utratit. Testované latky se nemaji podavat v takovych koncentracich a
takovym zplsobem, o kterych je znamo, Ze vyvolavaji znagnou bolest a utrpeni
nasledkem svych leptavych nebo drazdivych vlastnosti.

1.3 Popis metody

1.3.1 Ptiprava

Pokusnd zvifata jsou vybrdna sohledem na druh, pohlavi, a staf v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznagena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
pfedpisu.lo) Pokud to nevyzaduje typ pouzivaného expozi¢niho zafizeni, neni tieba
podrobit zvifata simulované expozici.

Pevné testované latky je tfeba rozmélnit na &astice ptislusné velikosti. Pokud je
tfeba, pfida se k testované latce vhodné vehikulum tak, aby v ovzdu$i vznikla
pfislusna koncentrace testované latky; v tom pfipadé se zafadi také kontrolni skupina
s vehikulem. Pokud se uzije pro usnadnéni aplikace vehikulum nebo jina aditiva,
musi byt o nich zndmo, Ze nemaji toxicky ucinek. Existuji-li vhodn4 historicka data,
j€e mozno je vyuzit.

1.3.2 Experimentdlni podminky

1.3.2.1 Pokusna zvirata
V pokusech se upfednostiiuji potkani, nejsou-li znamy diivody proti jejich pouziti.
Pouziva se bézné uzivanych pokusnych kmend. Na zacatku studie nemé variaéni
rozpéti hmotnosti zvifat prekro¢it +20 % stfedni hodnoty (pro kazdé pohlavi
zv]ast).

1322 Pocet a pohlavi

Pro kazdou davkovou hladinu je tfeba pouzit nejméné 10 hlodavcl (5 samic a
5 samcit). Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi.

Pozndmka: Pouzivaji-li se v akutnich testech toxicity zvifata vyssich druhd, nez jsou
hlodavci, mélo by se zvazit pouZiti mensiho pod&tu zvitat. Davky je tfeba peclivé
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volit a je tfeba zarucit, aby nebyly ptekroceny mimé toxické davky. V téchto testech
je tfeba vyhnout se podavani letalnich davek testované latky.

1.3.2.3 Expozicni koncentrace

Ma byt dostate¢ny pocet trovni davek, nejméné 3, a maji byt vhodné odstupfiovany
tak, aby byl u testovacich skupin viditelny rozsah toxickych u¢inkt a mortality.
Ziskané udaje musi stacit na znazornéni vztahu mezi davkou a mortalitou a, pokud
je to mozné, musi umoznit stanoveni LCsq s ptijatelnou spolehlivosti.

1.3.2.4 Limitni test

Nedojde-li po 4 hodinové expozici 5 samcti a 5 samic plynu v koncentraci 20 mg.1”
nebo pardm ¢&i aerosolu tekuté nebo pevné latky v koncentraci 5 mg.l' (nebo -
v ptipadech, kdy tuto koncentraci neni mozné pouzit v disledku fyzikalnich nebo
chemickych vlastnosti sledované latky v&etné rizika vybuchu - pfi expozici
maximalni dosazitelné koncentraci) béhem 14 dnt k Zddné mortalit® vyvolané
sledovanou latkou, povazuji se dal§i pokusy za zbyteéné.

1.3.2.5 Doba expozice

Nejkrats$i doba expozice ma byt 4 hodiny.

1.3.2.6 Vybaveni

Pro pokusy se zvifaty je tfeba pouzit inhalaéni zafizeni, které umozriuje dynamické
proudéni vzduchu s vyménou vzduchu nejméné dvanactkrat za hodinu, aby byl
zaruCen pfiméfeny obsah kysliku a rovnomémé rozdé€leni latky v expoziéni
atmosféfe. Pouzije-li se expozi¢ni box, je tieba ho konstruovat tak, aby se co nejvice
omezovalo shlukovani zvifat a aby inhala¢ni expozice testované latce byla
maximalni. Pro zajisténi stability atmosféry v inhalaénim boxu by nemél v zasadé
celkovy objem pokusnych zvifat pfesahnout 5 % objemu boxu. Je také mozné pouzit
inhala¢ni expozice oralné-nasalni, samotné hlavy nebo individualni celotélové
expozice; prvni dva zplsoby expozice minimalizuji ptfjem latky jinymi cestami.

1.3.2.7 Doba pozorovani

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

133 Popis postupu

Zvitata se bezprostfedné pted expozici zvazi. Exponuji se po dobu 4 hodin od
ustaveni rovnovéahy koncentrace studované latky. Nastaveni rovnovahy by mélo byt
rychlé. Teplota béhem pokusu mé byt 22 °C + 3 °C. Relativni vlhkost ma byt idealné
mezi 30 % a 70 %, s vvjimkou pfipadi, kde to neni moZné (napf. experimenty
s aerosoly). Udrzovani mirmého podtlaku uvnitf komory (< 5 mm vodniho sloupce)
zabrani unikani testované latky do okoli. Béhem expozice se nepodava potrava ani
voda.
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Pouzivaji se vhodné systémy pro vytvofeni a monitorovani testovaci atmosféry.
Systém musi zarucovat, ze stabilnich podminek expozice bude dosaZzeno co
nejrychleji. Konstrukce a provoz boxu ma zajistovat homogenni distribuci testované
atmosféry v komote.

Je tfeba zajistit méfeni nebo monitorovani podminek expozice:
(a) priutok vzduchu (kontinudlné),

(b) skutecna koncentrace studované latky se méfi v dychaci zoné alespon trikrat
béhem expozice (néktera ovzdu$i, napf. aerosoly ve vysoké koncentraci,
mohou vyZadovat €ast&j§i monitorovani). Béhem jedné expozice se nema
koncentrace odchylovat od stfedni hodnoty o vice nez + 15 %. U nékterych
aerosold, kde této urovné regulace neni mozné dosahnout, se pfipousti vétsi
rozsah kolisani. Po celou dobu trvani experimentu maji byt koncentrace tak
stabilni, jak je to prakticky mozné. Pokud se tyka Castic a aerosoll, méfi se
distribuce velikosti ¢astic tak Casto, jak to pokus vyzaduje (ale nejméné

jednou pro kazdou testovanou skupinu),
(c) teplota a vlhkost vzduchu se méti kontinualné.

Béhem expozice i po jejim skonéeni se pozorovani provadéji a zaznamendvaji
systematicky. Kazdé zvife ma sv{jj individualni protokol. Béhem prvniho dne je
tfeba provadét pozorovani ¢asto. Minimalné jednou kazdy pracovni den je tfeba
provést peclivé klinické vySetfeni. Dal§i kazdodenni pozorovani a odpovidajici
opatfeni maji slouzit maximalnimu sniZeni ztrat zvifat ve studii, napf. pitvou nebo
zmrazenim uhynulych zvifat nebo izolaci ¢i utracenim slabych nebo umirajicich
zvitat.

Pozorovani zahmuje zmény klze, srsti, o¢i, sliznic, dychani a krevniho obéhu,
zmény funkce autonomni a centralni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a
chovani. Zvlastni pozornost je tfeba vénovat vnéjsimu dychani, tremoru, kfeCovym
jevim, slinéni, prijmu, letargii, spanku a komatu. Okamzik uhynuti je tfeba zachytit
co nejpfesnéji. Hmotnost jednotlivych zvifat se stanovuje po expozici tydné a
v okamziku uhynuti.

Zvitata, ktera béhem pokusu uhynou i ta, ktera preZiji do konce pokusu, se pitvaji se
zvlastnim zietelem ke viem zménam horni i dolni &asti dychaciho traktu. VSechny
makroskopické patologické zmény se zaznamenavaji a odeberou se prislusné tkané
pro histopatologické vy3etfeni.

UDAIJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentalni skupinu patrny
pocet zvifat na pocatku pokusu, doba uhynuti jednotlivych zvifat, pocet zvifat
vykazujicich dal3i pfiznaky toxicity, popis toxickych G¢inki a pitevni nalezy. Zmény
hmotnosti je tfeba vypoditat a zaznamenat pokud zvifata pfeZiji déle nez 1 den.
Zvifata, kterd jsou humanné utracena s ohledem na utrpeni nebo k bolestem
vyvolanym testovanou latkou, jsou zaznamenana jako uhynuti vyvolana testovanou
latkou. LCso se vypoéte uznavanou metodou. Dale se hodnoti vztah - pokud existuje
- mezi expozici zvifete testované latce a vyskytem a stupném v3ech abnormalit,
vletné zmén chovani, klinickych symptomi, makroskopickych poSkozeni, zmén
télesné hmotnosti, mortality a viech dalSich toxickych u¢inka.

Y]
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3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s ptislusnymi pravnimi pfedpisy”’ musi byt zpracovan projekt pokusu a
o prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o prubéhu pokusu obsahuje nasledujici informace:

zivo¢i$ny druh, kmen, pivod, podminky ustajeni, potrava, atd.

podminky pokusu: popis expoziéniho zafizeni véetné konstrukce, typu,
rozméru, zdroje vzduchu, systému pfipravy aerosolll, klimatiza¢niho
systému a zplisobu umisténi zvifat v expozi¢nim boxu, pokud je pouZzivan.
Je tfeba popsat pfistroje pro méfeni teploty, vlhkosti vzduchu, koncentrace a
distribuce velikosti ¢astic aerosolu.

udaje o expozici se sestavi do tabulky a uvedou spolu s prumérnymi
hodnotami a charakteristikou variability (napf. smérodatnou odchylkou).
Maji pokud mozno obsahovat tyto tdaje:

a)  rychlost prutoku vzduchu v inhalaénim zafizeni;

b) teplota a vlhkost vzduchu;

¢) nominalni koncentrace (celkové mnozstvi testované latky pfivadéné
do inhala¢niho zatizeni, délené objemem vzduchu);

Poznamka: pii expozici aerosolum latek v roztoku (napf. ve vod¢) je
tfeba uvadét nejen vyslednou koncentraci latky ve vzduchu, nybrz
také, pokud je to mozné, koncentraci G¢inné latky ve vehikulu.

d)  povaha vehikula, pokud bylo uZito;
e)  skute¢na koncentrace v dychaci zoné;

f)  hmotnostni median aerodynamického priméru (MMAD) a
geometrickd smérodatné odchylka (GSD);

g) doba do ustaveni rovnovahy;

h)  doba expozice;

tabulky toxickych reakcich podle pohlavi a urovné expozice (tj. pocet zvifat,
ktera v pokuse uhynula nebo byla humanné utracena; pocet zvifat s piiznaky
toxicity; pocet exponovanych zvitat);

doba uhynuti béhem expozice nebo po jejim skonceni, diivody a kritéria pro
humanni utraceni zvifat;

vSechna pozorovani;

hodnota LCso pro kaZdé pohlavi stanovena po skonceni doby pozorovani
(s uvedenim metody vypoctu);

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

kiivka zavislosti mortality na davce (koncentraci) a jeji smémice (pokud to
dovoluje metoda stanoveni);

pitevni nalezy;

vSechny histopatologické nalezy.

Diskuse vysledkil (se zvld3tnim zfetelem k vlivu pfipadného utraceni zvifat
z humannich divodi béhem testu na vypoétenou hodnotu LCso).

Zavéry.
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B.3 AKUTNI TOXICITA DERMALNi

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi.?

1.1 Princip metody

Testovana latka se nandsi na kiiZi v odstupfiovanych davkach nékolika skupinam
pokusnych zvifat, a to kazdé skupiné jedna uroveii davky. Pozoruji a zaznamenavaji
se uCinky a pfipady uhynuti. Zvifata, ktera uhynou béhem pokusu, i zvifata, ktera

very

Zvitata se zdvaznymi a pfetrvavajicimi pfiznaky utrpeni a bolesti je tfeba humannim
zplsobem utratit. Testované latky se nemaji podavat v takovych davkach a takovym
zpisobem, o kterych je zndmo, Ze vyvolavaji zna¢nou bolest a utrpeni nasledkem
svych leptavych nebo drazdivych vlastnosti.

1.2 Popis metody

1.2.1 Pfiprava

Nejméné 5 dni pfed testem jsou zvifata chovana v pokusnych nadobach
v podminkach ustdjeni a krmeni, v jakych budou béhem experimentu. Pied testem
se zdrava mladé dospéld zvifata ndhodné pfifadi do jednotlivych experimentalnich
skupin. Asi 24 hodin pfed zahdjenim testu se srst zvifat na zadech ostfiha nebo
oholi. Pii stfthani nebo holeni srsti je tfeba dbat na to, aby se neposkodila (napf.
abrazi) kiZe, coZ by mohlo zménit jeji propustnost. Pro aplikaci testované latky se
pfipravi nejméné 10 % povrchu t&la. Pfi pokusech s pevnymi latkami, piipadné
pfipravenymi v praskové formé, je treba latku dostateéné navlhéit vodou nebo
vhodnym vehikulem, aby byl dobry kontakt s kiizi. P pouZiti vehikula je nutné brat
v uvahu vliv vehikula na primik testované latky kizi. Vybér vehikula by se mél #idit
tim, v jaké formé se muZe dand latka dostat do styku s lidskou kaZi, a ze viech
relevantnich zplsobl vybrat ten, ktery nejvice usnadiiuje prinik ktzi. Testované
kapaliny se zpravidla aplikuji nefedéné.

1.2.2 Experimentalni podminky

1.2.2.1 Pokusnd zvifata

Pokusna zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho ptedpisu'® a oznadena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvitat. Dobu navykani stanovi § 10 zvla$tniho pravniho
predpisu.'?

Pouziva se dospélych potkant nebo kralikd. Lze pouZit i jiné Zivo¢isné druhy, pokud
Jsou pro to divody. Je tieba volit znamé kmeny pokusnych zvifat. Na zacatku testu
by nemélo variacni rozpéti hmotnosti zvifat (pro kazdé pohlavi zvlast’) ptekroéit
+ 20 % stredni hodnoty.

1.2.2.2 Pocet a pohlavi
Pro kazdou turoven dévek pouZzit nejméné 5 zvifat stejného pohlavi. Pouziva-li se
samic, musi byt nullipary a nesmi byt brezi. Pokud je k dispozici informace, Ze jedno
z obou pohlavi je vyrazn€ citlivéjsi, je tfeba pouzivat zvirata tohoto pohlavi.
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Pozndmka: Pouzivaji-li se v akutnich testech toxicity zvifata vyssich druhd, nez jsou
hlodavci, mélo by se zvazit pouziti mensiho podtu zvitat. Davky je tfeba pedlive
zvolit a je tfeba zajistit, aby se nepfekrocily mimné toxické davky. V téchto testech je
tfeba vyhnout se podavani letélnich davek testované latky.

1.2.23 Davkovani

M4 byt dostateny pocet davkovych urovni, nejméné tii, a maji byt vhodn&
odstupriovany tak, aby vznikly testovaci skupiny se zfetelnym rozsahem toxickych
G¢inkid a mortality. Pfi rozhodovani o urovnich davek je tfeba vzit v uvahu drazdivé
nebo leptavé ucinky testované latky. Ziskané udaje musi sta¢it na znazornéni vztahu
mezi ddvkou a G¢inkem, a umoznit stanoveni LDs s pfijatelnou spolehlivosti.

1.224 Limitni test

Lze provést limitni test jednou davkou nejméné 2000 mg. kg™ t&lesné hmotnosti na
skupinach 5 samcl a 5 samic s pouzitim vySe popsanych postupd. Pokud latka
zplsobi uhynuti, je tfeba provést Gplnou studii.

1.2.2.5 Doba pozorovani

Doba pozorovani ma byt nejméné 14 dni. Nelze ji v§ak stanovit rigorzné. Méla by
byt ur¢ena podle obrazu otravy, rychlosti vyvoje otravy a trvani fize zotaveni. Dobu
pozorovani je mozno podle potfeby prodlouzit. Rozhodujici je doba, kdy se priznak
otravy projevi a vymizi a doba do uhynuti, zvla§té tam, kde je patrna tendence
k vyskytu pozdnich uhynuti.

1.2.3 Popis postupu

Zvitata se chovaji jednotlivé v klecich. Testovana latka se nanese rovnomémé na
plochu, ktera ¢ini asi 10 % celkového povrchu téla. Pro vysoce toxické latky mize
byt tato plocha mensi; mélo by se viak aplikovat stejnomérmné na co nejvétsi ¢ast této
plochy.

Testovana latka je po expozi¢ni dobu 24 hodin udrzovana v kontaktu s kiizi pomoci
porézniho mulového obvazu a nedrazdivé naplasti. Testovanou plochu je déle tieba
vhodnym zptsobem prekryt, aby se mulovy obvaz a testovana latka fixovaly a aby se
zabranilo ordlnimu pfijmu. K zamezeni pozZiti latky je moZno pouzit i prosttedkd pro
omezeni volnosti pohybu, aplnou imobilizaci v§ak nelze doporucit.

Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky testované latky, pokud mozno vodou
nebo jinym vhodnym zplsobem se provede oc¢isténi pokozky.

Pozorovani je tfeba ihned systematicky zaznamenavat. Pro kazdé zvife je tieba vést
samostatné zdznamy. Prvni den se zvifata pozoruji €asto. Nejméné jednou kazdy
pracovni den je tfeba provést peclivé klinické vySetfeni. Dalsi kazdodenni
pozorovani a odpovidajici opatfeni maji slouzit maximalnimu sniZeni ztrat zvifat pro
studii, napf. pitvou nebo zmrazenim uhynulych zvifat nebo izolaci a utracenim
slabych ¢i umirajicich zvifat.

Pozorovani zahrnuje zmény srsti, kiize, na kterou byla provedena aplikace, oci a
sliznic, a také dychani a krevniho ob&hu, zmény funkce autonomni a centralni
nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovani. Zvlastni pozornost je tfeba
vénovat tremoru, kfeovym jevim, slinéni, prijmu, letargii, spinku a komatu.
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Okamzik uhynuti je tfeba zachytit co nejpfesn&ji. Zvifata, ktera b&hem pokusu
uhynou, 1 ktera preziji az do konce pokusu, se pitvaji. Vechny makroskopické
patologické zmény se zaznamenavaji a poSkozené tkané se odeberou pro
histopatologické vySetfeni.

1.2.3.1 Hodnoceni toxicity u druhého pohlavi

Po dokonéeni studie na jednom pohlavi se poda latka nejméné jedné skupiné o péti
zvitfatech druhého pohlavi, aby se zjistilo, zda zvifata druhého pohlavi nejsou
vyrazné citliv€j§i na testovanou latku. V konkrétnich pfipadech muze byt
odivodnéno pouziti menSiho poétu zvifat. Pokud je k dispozici spolehliva
informace, Ze zvifata testovaného pohlavi jsou vyrazné citlivejsi, testovani na
zvifatech druh€ho pohlavi je mozno vynechat.

2 UDAIJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentélni skupinu patrny
podet zvifat na pocatku pokusu, doba uhynuti jednotlivych zvifat, poCet zvifat s
jinymi projevy otravy, popis toxickych u¢inkii a pitevnich nalez(. Stanoveni
hmotnosti jednotlivych zvifat se provede bezprostfedné pied podanim testované
latky, pak v tydennich intervalech a pred utracenim. Zmény hmotnosti je tfeba
stanovit a zaznamenat, pfeziji-li zvifata déle nez jeden den. Zvifata, kterd byla
humaénnim zplisobem utracena s ohledem na stres a bolesti vyvolané podanou latkou,
se zaznamenavaji jako uhynuti vyvolané touto latkou. LDso se vypocte uznavanou
metodou. Dale se hodnoti vztah, pokud existuje, mezi expozici zvifat testované latce
a vyskytem a stupném viech abnormalit véetné zmén chovéani, klinickych
symptomu, makroskopickych 1ézi, zmén télesné hmotnosti, mortality a vsech
ostatnich toxickych tG¢ink.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pfislusnymi pravnimi predpisy® musi byt zpracovan projekt pokusu a
o prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

(V8]

Zprava o prub&hu pokusu obsahuje tato informace:

- Zivo¢isny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, potrava atd.,

- podminky pokusu (v¢etné zplisobu o¢isténi kiiZe a typu obvazu: okluzivni
nebo neokluzivni),

- urovné davek (véetné vehikula, pokud je uzito) a koncentrace,

- pohlavi pokusnych zvirat,

- tabulky toxickych reakci podle pohlavi a podle davek (pocet zvifat
uhynulych nebo humanné utracenych béhem testu; pocet zvifat s pfiznaky
toxicity; pocet exponovanych zvifat),

- doba uhynuti po podéni testované latky, divody a kritéria pro huménni
utraceni zvifat,

- v§echna pozorovani,

- hodnota LDs, pro to pohlavi, u kterého byl proveden Uplna studie, a to pro
14-tidenni pozorovani (s uvedenim metody vypocCtu),

- 95%-ni interval spolehlivosti pro LDs (pokud jej 1ze stanovit),
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- kfivka zavislosti mortality na davce a jeji smérnice (pokud je stanoveni
danou metodou mozné),

- pitevni nalezy,

- viechny histopatologické nalezy,

- vysledky vsech testll na druhém pohlavi,

Diskuse s rozborem vysledkd (zvlastni pozornost vénovat moznému ovlivnéni

vypoctené hodnoty LDso v souvislosti s utracenim zvifat z humannich davoda
béhem testu).

Zavéry.
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B.4 KOZNI DRAZDIVOST

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi spoleéenstvi.”
1.1 Princip metody
Vychozi uvahy

Je tieba peclivé zvazit viechny dostupné informace o dané latce s cilem sniZit na
minimum testovani latky za podminek, které mohou vyvolat vyrazné tézké reakce.
Nasledujici informace mizZze byt uziteéna pro posouzeni, zda je vhodny uplny test,
studie na jediném zviteti nebo zda neni zapotfebi dalsi testovani.

a)  Fyzikalné-chemické vlastnosti a chemicka reaktivita. Silné kyselé nebo
zésadité latky (napf. pH rovné &i mensi 2 nebo pH rovné ¢&i vétsi 11,5) neni
tfeba testovat na primarni kozni drazdivost, jestlize mohou byt ofekavany
leptavé Ucinky. Je tfeba vzit v ivahu také alkalickou nebo kyselou rezervu.

b)  Jestlize jsou dostupné piesvéd€ivé doklady zavaznych uCinku latky ze
spolehlive validizovanych in vitro testd, neni vyZadovan tplny test.

c) Vysledky ze studii akutni toxicity. Jestlize byla latka v testu akutni toxicity
po dermalni aplikaci studovédna pfi limitni drovni davky (2000 mgkg’
télesné hmotnosti) a nebylo pozorovano podrazdéni kizZe, neni tfeba déle
testovat kozni drazdivost. RovnéZ neni tfeba testovat latky vysoce toxické
pii dermalni cesté vstupu.

Studovand latka se nanese v jednorazové davce na kizi nékolika pokusnych zvirat,
pfi¢emz kazdé zvife slouzi jako svoje vlastni kontrola. Po stanovené dobé se odecte,
vyhodnoti a nasledné popiSe stupeii podrazdéni, aby bylo mozZno provést uplné
posouzeni u€inkd. Doba pozorovani musi byt tak dlouhd, aby bylo mozné piné
zhodnotit také reverzibilitu pozorovanych G¢inka.

Zvifata se zadvaznymi a pfetrvavajicimi pfiznaky utrpeni a bolesti je tfeba humannim
zplsobem utratit.

1.2 Popis metody

1.2.1 Piiprava

Asi 24 hodin pfed zahajenim testu se srst zvifat na zadech ostfiha nebo oholi. Pfi
stiihani nebo holeni srsti je tfeba dbat na to, aby se neposkodila kiize (napf. abrazi).
Je mozno pouzit pouze zvifata se zdravou, neporanénou kizi.

Nekteré kmeny kralika maji ostriivky husté srsti, které jsou vyrazngjsi v nékterych
obdobich roku. Testované latky se nesmi nanaset na tyto zény ristu husté srsti.

Pti pokusech s pevnymi latkami, ptipadné pfipravenymi v praSkové formé, je tfeba
testovanou latku dostatedné navlhéit vodou, pfipadné jinym vhodnym vehikulem,
aby byl dobry kontakt s kiizi. Pfi pouZiti vehikula je nutné brat v uvahu vliv vehikula
na podrazdéni kiZe testovanou latkou. Testované kapaliny se zpravidla aplikuji
neziedéné.

1.2.2 Experimentdlni podminky

1.2.2.1 Pokusna zvirata
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Je mozné pouzit rizné druhy savcil, je v3ak tfeba dat prednost albinotickému
kralikovi.

1.2.2.2 Pocet zviFat

Jestlize je na zékladé vysledki z in vitro screeningovych testd nebo z jinych didvodi
podezieni, Zze latka mize vyvolavat nekrézu (napt. je leptava) je treba uvazit
provedeni testu na jednom zvifeti. Jestlize vysledky tohoto testu nenaznaduji leptavé
ucinky, je treba doplnit testovani na dvou dalSich zvifatech.

Pro uplny test jsou nutna nejméné t¥ zdrava dospéla zvifata. Neni tfeba zvlaStnich
zvifat pro neoSetfenou kontrolni skupinu, pro vyjasnéni pfipadi nejednoznaénych
reakci mohou byt pouzita dal$i zvifata.

1.2.23 Ddvkovani

Pokud nejsou zadné zvlastni diivody pro jiny postup, nanese se na testovaci misto
kize 0,5 ml kapaliny nebo 0,5 g tuhé nebo polotuhé latky. Pfilehlé oblasti neoSetfené
kiize zvitete slouZzi v testu jako vlastni kontrola.

1.22.4 Doba pozorovdni

Dobu pozorovani neni mozno stanovit rigor6zné. Musi byt dostate¢né dlouhd, aby
bylo mozno tplné vyhodnotit vratnost nebo nevratnost u¢inkd. Normalné neni tfeba
ptekracovat dobu 14 dnii po aplikaci.

1.2.3 Popis postupu

Zvitata se chovaji jednotlivé v klecich. Testovana latka se nanese na malou plochu
(asi 6 cm®) kitze a pokryje se platkem mulu pfidrzovanym nedrazdivou naplasti.
U kapalin a nékterych past miize byt vhodné nanést nejprve testovanou latku na mul,
a pak jej pfipevnit na kiZi. Po dobu trvani expozice je tfeba pfidrzovat platek volné
na kizi vhodnym okluzivnim nebo ¢aste¢né okluzivnim obvazem. Je tfeba zabranit
tomu, aby se zvife dostalo k mulu a mohlo pfijmout testovanou latku ordlné nebo ji
vdechnout.

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

Doba expozice je obvykle 4 hodiny.

Pokud existuje podezfeni, ze latka muZe vyvolat nekrézu (napf.tim, Ze plsobi
polepténi, je tfeba zkratit délku expozice (napf. na 1 hodinu nebo 3 minuty). Pti
takovém testovani je moZné pouZit nejprve jediné zvife a aplikovat 3 platky mulu
soudasné, pokud to akutni dermalni toxicita testované latky nevylu€uje. Prvni platek
se odstrani po 3 minutach. Pokud neni pozorovana zdvazna kozni reakce, odstrani se
druhy platek po | hoding. Pokud pozorovani v této fazi naznaluji, Ze je nezbytna 4-
hodinova expozice a Ze neodporuje principu humanniho zachdzeni, odstrani se tfeti
platek po 4 hodinich a klasifikuji se stupné odpovédi kiize. V ptipad¢, Ze byla
mozna 4 hodinova expozice, je tfeba doplnit test s pouZitim nejméné dvou dalsich
zvitat; pokud to neni kontraindikovadno z humaénnich divoda (napf. jestlize po 4
hodinach expozice je pozorovana nekroéza kiize).
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Jestlize je zavazna kozZni reakce (napi. nekr6za) pozorovana po 3 minutdch nebo po
1 hoding, je test okamzité ukoncen.

Za uritych podminek je mozné navrhnout delsi expozice, napfiklad pokud to
odpovida o¢ekavanému zptisobu pouzZiti a expozici u ¢lovéka.

1.2.3.1 Pozorovani a vyhodnoceni

Zvifata je tfeba pozorovat na piiznaky erytému a kozniho edému a stupeii reakce
kaze po 60 minutach a dale 24, 48 a 72 hodin po odstranéni platku s testovanou
latkou. Stupel podrazdéni kize se klasifikuje a zaznamenavd podle systému
uvedeného v tabulce &. 6. Jestlize nebylo béhem 72 hodin dosazeno uplného
odeznéni reakce, provadi se pozorovani dale. Vedle podrazdéni kize je tieba
podrobné popsat vSechny zavazné léze jako je poleptani (nevratna destrukce kozni
tkané) a jiné toxické ucinky. K objasnéni pochybnych reakci nebo odpovédi,
maskovanych zabarvenim kiZze testovanou latkou, je tfeba pouzit technik
histopatologického vySetfeni nebo méteni tloustky kozni fasy.

2 UDAIJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdé pokusné zvife patmy stupefi
podrazdéni posouzenim erytému a edému po celou dobu pozorovani. Je tfeba rovnéz
uvést viechny zavazné léze, popis stupné a povahy podrazdéni kize, reversibilitu
nebo poleptani a viechny dalsi pozorované toxické u¢inky.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pfislu§nymi pravnimi predpisy” musi byt zpracovén projekt pokusu a
o pribéhu pokusu je nutno vést protokol.

(V%)

Zpréava o prib&hu pokusu obsahuje tyto informace:
- 7ivoéisny druh, kmen, pivod, podminky chovu, potrava atd.,
- experimentalni podminky (v€etné relevantnich fyzikdln€ chemickych
vlastnosti testované latky, technik p¥ipravy a ¢isténi kize, typ obvazu:
okluzivni, semiokluzivni),

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

- popis zjisténych vaznych poskozeni vEetn€ poleptani,

- popis intenzity a povahy zjiSténého podrazdéni a pfipadné
histopatologickych nalezq,

- popis viech dalich toxickych u¢inkd vedle podrazdéni kize.

Diskuse vysledk.

Zavéry.
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Tabulka ¢. 6

Stupnice reakce kuze

Hodnoceni erytému a priSkvaru Hodnota
Zadny erytém 0
Velmi slaby erytém (st€zi viditelny) 1
Zietelne viditelny erytém 2
Mimy az vyrazny erytém 3
Tézky erytém (silné zrudnuti) nebo tvorba ptiSkvaru (hloubkové poskozeni - 4
nekréza) znemoziujici posouzeni erytému
Hodnoceni edému

Zadny edém 0
Velmi lehky edém (stézi viditelny) 1
Lehky edém (okraje jsou zietelné, plocha je ohrani¢ena zfetelnym vyvySenim) 2
Mirny edém (okraje vyvySeny asi o 1 mm) 3
Vyrazny edém (zdufeni vice nez 1 mm a otok presahujici hranice exponované 4

plochy)
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B.5 OCNI DRAZDIVOST

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi.”)
1.1 Princip metody
1.1.1 Vychozi uvahy

Je tieba peclivé zvazit viechny dostupné informace o dané latce s cilem sniZit na
minimum testovani latky. P¥ihlizi se k nasledujicim informacim.

a)  Fyzikéalné-chemické vlastnosti a chemicka reaktivita. Napf. silné kyselé
nebo zasadité latky, které - jak je mozno ogekavat - vyvolaji v oku pH rovné
¢i mensi 2 nebo pH rovné & vétsi 11,5, neni tieba testovat, pokud lze
o¢ekavat zavaznad poskozeni. Je tieba vzit v tvahu také alkalickou nebo
kyselou rezervu.

b)  Vysledky spolehlivé validizovanych alternativnich studii; latky s
prokdzanymi potencialné leptavymi nebo silné drazdivymi vlastnostmi
nemaji byt déle testovany na drazdivost pro oko, protoze lze pfedpokladat,
Ze tyto latky budou mit zdvazné u¢inky na oko pfi testovani touto metodou.

c) Vysledky ze studii kozni drazdivosti. Latky, které vykazovaly zfejmé
leptavé nebo vyrazné drazdivé uéinky na kaZi ve studii kozni drazdivosti,
neni tfeba déle testovat na drazdivost pro oko, protoze lze predpokladat ze
budou mit na o¢i zdvazné uéinky.

Testovana latka se v jednordzové davce aplikuje do jednoho oka nékolika pokusnym
zvifatim, pfitom neexponované oko slouzi jako kontrola. Ve stanovenych
intervalech se odecte a vyhodnoti stupel podrazdéni a reakce se dale popise, aby
bylo mozno provést uplné posouzeni u¢inku. Doba pozorovani musi byt dostateéné
dlouhd, aby bylo mozné jednozna¢n€ zhodnotit také vratnost nebo nevratnost
pozorovanych u¢inkd.

Zvifata se zavaznymi a pfetrvavajicimi pfiznaky utrpeni a bolesti je tfeba humannim
zpisobem utratit.

1.2 Popis metody

1.2.1 Ptiprava
24 hodin pfed testem se u kazdého z pfedbézné vybranych pokusnych zvifat provede
vySetteni obou o¢i. Zvifata, u kterych se zjisti podrazdéni o¢i, o¢ni defekt nebo
poskozeni rohovky se z experimentu vylouéi.

1.2.2 Experimentdlni podminky

1.2.2.1 Pokusna zvirata
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Ackoliv se pouZzivaji rizné druhy pokusnych zvifat, doporucuje se dévat pfednost
zdravému dospélému albinotickému kralikovi.

1222 Pocet zviFat

Jestlize se oCekavaji vyrazné G¢inky, je tfeba zvolit test na jediném zvifeti. Jestlize
vysledky tohoto testu na jednom kralikovi naznacuji, ze latka ma vyrazné drazdivé
(reversibilni G¢inek) nebo leptavé (ireversibilni ucinek) G¢inky pro oko pfi pouziti
popsaného postupu, neni tieba dalsi testovani o¢ni drazdivosti u dalSich zvifat.
K vysetieni specifickych aspekti mohou byt pfipadné testovana dalsi zvifata.

V ostatnich pfipadech je tfeba pouZit nejméné tf zvifat. Vyjasnéni nejednozna¢nych
naleztt muze vyzadovat pouziti dalSich zvifat.

1.2.2.3 Urover ddvek

Pfi testovani kapalin se pouziva davka 0,1 ml. U tuhych latek, past a zrnitych latek je
tfeba pouzit objem 0,1 ml nebo hmotnost cca 0,1 g (hmotnost je vZdy tfeba uvést).
Jedna-li se o tuhou nebo hrubé zmitou latku, je tfeba ji rozemlit na jemny prasek.
Objem homogenni latky se stanovi aZ po opatrném zhutnéni, napf. poklepavanim na
mérnou nadobku.

U latek uzavienych ve sprejich s pumpou nebo tlakovych aerosolovych nadobkach je
tieba vystfiknout a sebrat 0,1 ml! latky a instilovat ji do oka podle popisu pro
kapaliny.

1.2.24 Doba pozorovdni

Délku doby pozorovani neni mozno stanovit rigorézné. Musi byt tak dlouha, aby
bylo moZno posoudit vratnost nebo nevratnost pozorovanych G¢inkd. Normalné vSak
sta¢i 21 dnt po aplikaci studované latky.

1.2.3 Popis postupu

Zvifata je tfeba prechovavat jednotlivé v klecich. Testovanad latka se aplikuje
kazdému zvifeti do spojivkového vaku jednoho oka tak, ze se spodni vitko lehce
odchlipne od oéni bulvy. Vicka se pak asi na 1 sekundu lehce k sobé ptidrzi. aby se
7adna latka neztratila. Druhé oko, na které se latka neaplikuje, slouZzi jako kontrolni.

Jestlize se predpoklada, ze latka mize vyvolat ptiliSnou bolest, lze pred instilaci
testované latky pouzit lokélni anestetikum. Aby bylo zajiSténo, Ze nasledkem
anestetika nedojde k vyznamnym zménam v reakci na testovanou latku, je tfeba
peélivé zvolit typ, koncentraci a dobu aplikace lokalniho anestetika. Stejnym
zplsobem se musi anestezovat i kontrolni oko.

O¢i pokusnych zvitat je mozno vymyvat nejdfive 24 hodiny po aplikaci testované
latky. Po 24 hodinéch je moZno o€i znovu vyplachnout.

U nekterych latek, které pfi této testovaci metodé vyvolaji podrazdéni, je mozno
provést dal3i zkousky s pouzitim kralikd, kterym se brzy po- instilaci latky vymyji
o¢i. V té&chto pripadech se doporuduje pouzit 3 kraliky. Pl minuty po instilaci se o¢i
vymyvaji rovnéz po pil minuty s pouZitim takového objemu kapaliny a rychlosti
pritoku, aby nedoslo k poskozeni.

1.2.3.1 Pozorovdni a vyhodnoceni
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Oci se vysettuji po 1, 24, 48 a 72 hodinach. Neprojevuji-li se po 72 hodinach Zddné
ptiznaky oc¢nich lézi, je mozno zkousku ukonéit. Dobu pozorovani je tfeba
prodlouzit, pokud pfetrvava postizeni rohovky nebo jiné ptiznaky podrazdéni oka
tak, aby bylo mozno posoudit vyvoj zmén a jejich vratnost &i nevratnost. Vedle
pozorovani na rohovce, duhovce a spojivce je tieba zaznamenat a uvést ve zpravé i
jiné zjisténé léze.

Intenzitu reakce oka je tfeba pfi kazdém vysetfeni stanovit podle stupnice v tabulce
¢. 7 ptiloze a zaznamenat.

VySetfovéani reakci je mozno usnadnit pouzitim binokularni lupy, ruéni $térbinové
lampy, o¢niho mikroskopu nebo jinych vhodnych zafizeni. Po zaznamenani
pozorovani po 24 hodinach je moZno o€i nékterych nebo vSech zvifat vysetfit
mimoto jesté fluoresceinem.

2 UDAIJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdé pokusné zvife patrny stupen
podrazdéni v daném intervalu pozorovani. Je tfeba uvést popis stupné a charakteru
podrazdéni, pfitomnost zdvaznych lézi a viechny mimoo¢ni G¢inky.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pfislusnymi pravnimi pfedpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a
o  prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

(V%)

Zprava o prib€hu pokusu obsahuje nasledujici informace:
- udaje o zvifatech (druhu, kmen, piivod, podminky chovu, potrava atd.,

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

- v tabelarni formé vycet drazdivych nebo leptavych ucinkd pro jednotliva
zvifata pfi kazdém pozorovani (napt. po 1, 24, 48 a 72 hodinach),

- popis vsech zji§ténych zavaznych 1ézi,
- podrobny popis intenzity, charakteru a vratnosti zjiSténého podrazdéni a
poleptani, véetné postizené oblasti rohovky,

- popis metody hodnoceni pro jednotlivé Casové body (1, 24, 48 a 72 hod.),
napt. §térbinova lampa, o¢ni mikroskop, fluorescein atd.,

- popis viech zji§ténych mimoo¢nich mistnich u€ink.
Diskuse vysledki.
Zavery.
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Tabulka ¢. 7

Stupnice zmén na oku

Rohovka
Opacita: stupen zakaleni Hodnota
(pro vyhodnoceni se bere misto s nejvyssim zakalenim)

Bez ulceraci a opacity 0
Roztrousen€ nebo difuzni oblasti opacity (jiné nez lehké zakaleni normalniho 1

lesku), detaily duhovky jsou jasné viditelné
Lehce rozeznatelna prisvitna oblast, detaily duhovky ponékud nejasné 2
Perletové oblasti, nejsou viditelné Zadné detaily duhovky, velikost pupily je 3

stézi rozeznatelnd
Opakni (neprihlednd) rohovka, duhovka v disledku opacity nerozeznatelna 4

Spojivky
Zarudnuti: hodnoti se misto s nejvyssi intenzitou na vickové nebo bulbdrni
spojivce ve srovndni s kontrolnim okem
Cévni kresba normalni 0
Nekteré cévy jevi zfetelné rozsifeni, méstnani (hyperémie) 1
Difuzni, karminova barva, jednotlivé cévy jsou jen obtiZné rozeznatelné 2
Difuzni intenzivni éervena barva 3
Chemosis: vicka, mzurka
Bez zdufeni 0
Jakékoliv zdufeni pfesahujici normal (v&etn& mzurky) 1
Zjevné zdufeni s ¢asteCnou everzi vi¢ek 2
Zdufeni vic¢ek s o¢ni Stérbinou uzavienou asi na polovinu 3
Zdufeni vi¢ek s o¢ni Stérbinou uzavienou vice nez na polovinu 4
Duhovka

Normalni 0
Ztetelné€ prohloubené brazdy, kongesce, zdufeni, lehka cirkumkornealni 1

hyperémie nebo méstnani; jeden z téchto symptomu nebo kombinace

riznych symptomi; duhovka jesté reaguje na svétlo (zpomalena reakce se

hodnoti jako pozitivni)
Zadna reakce na svétlo, krvaceni, silna destrukce (jeden nebo viechny 2

symptomy)
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B.6 SENZIBILIZACE KUZE

1 METODA je v souladu s prdvem Evropskych spolegenstvi.”
1.1 Uvod
Poznamky:

Citlivost a detekéni schopnost testdi pro zjistovani latek s potencidlnim
senzibilizatnim u¢inkem na lidskou kiZi jsou povaZovany za vyznamné pro
klasifika¢ni systém toxicity v oblasti vefejného zdravotnictvi.

Neexistuje jedina testovaci metoda, ktera by dostate¢né spolehlivé identifikovala
vSechny latky s potencidlnim senzibilizaénim G&inkem pro lidskou ktiZi a ktera by se
hodila pro vSechny latky.

Pti volbé testu je tfeba uvaZovat faktory jako napt. fyzikélni charakteristiky latky,
véetné schopnosti priniku kazi.

Testy na mor€atech lze rozdélit na testy s adjuvans, ve kterych je alergicky stav
potencovan rozpusténim nebo suspendovanim testované latky ve Freundové
kompletnim adjuvans (FCA), a na testy bez adjuvans.

Testy s adjuvans se zdaji byt pfesnéjsi v predikci pravdépodobného senzibilizaéniho
uc¢inku pro lidskou kiiZi nez metody bez Freundova kompletniho adjuvans, a proto se
jim déava ptednost.

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

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

V ur€itych ptipadech Ize zdiivodnit volbu Buehlerova testu s povrchovou aplikaci
spiSe neZ intradermalni injekci pouzivanou v maximizaénim testu na mor¢atech. Pro
pouziti Buehlerova testu je tfeba uvést odborné duvody.

V této metodické kapitole jsou popsany maximalizalni test na mor&eti (GPMT) a
Buehlertiv test. Lze pouzit i jinych metod, pokud jsou spolehlivé validizované a
pokud jsou odborné divody pro jejich pouZiti.

Pokud skriningovy test provedeny uzndvanou metodou dé pozitivni vysledek, je
mozZno testovanou latku oznacit jako potencialni senzibilizator bez dal$iho testovani
na mor¢atech. Pi negativnim vysledku je vSak nutné provést test na mordeti, tak jak
je popsan v této metodické kapitole.

1.2 Definice

Senzibilizace  kiiZe: (alergickd kontaktni dermatitida) je imunologicky
zprosttedkovand kozni reakce na latku. U ¢lovéka mohou byt reakce
charakterizované svédénim, zarudnutim klzZe, otokem, pupenci, puchyiky, bulami
(velkymi puchyti) nebo kombinaci téchto ptiznakd. U jinych zivo€isnych druht se
mohou reakce li$it a mize byt zji§téno pouze zarudnuti nebo otok.

Indukcéni expozice: experimentalni expozice subjektu testované latce se zdmérem
navodit stav precitlivélosti.

Indukéni obdobi: obdobi nejméné jednoho tydne po indukéni expozici, v pribéhu
kterého se mlze rozvinout stav precitlivélosti.
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Provokacni  expozice (challenge): experimentalni expozice subjektu dfive
vystaveného testované latce po induk&nim obdobi pro stanoveni, zda subjekt odpovi
reakcei precitlivélosti.

1.3 Referendni latky

Citlivost a pouzité experimentélni metody by méla byt ovéfovana kazdych Sest
mésict s pouzitim latek, o kterych je znamo, ze maji mimy az stfedné silny
senzibilizaéni G¢inek pro kizi.

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

Pfednost se dava nasledujicim latkam:

Cislo CAS | Cislo EINECS chemicky nazev genericky /obchodni
nazev

101-86-0 |202-983-3 2-hexyl-3-fenyl-2-propenal |alfa-hexylcinnamaldehyd
149-30-4  |205-736-8 2-merkaptobenzothiazol kaptax

94-09-7 202-303-5 Ethyl ester kyseliny benzokain
p-aminobenzoové

Mohou nastat okolnosti, kdy pfi dostateéném odborném zdtivodnéni mohou byt
pouzity jiné kontrolni latky spliiujici vy$e uvedena kritéria.

1.4 Princip testovaci metody

Pokusna zvifata jsou nejprve exponovana testované latce intradermalnimi injekcemi
pfipadné epidermalni aplikaci (indukéni expozice). Po obdobi 10 a7 14 dnd
(indukéni obdobi), v pribéhu kterého se miZe rozvinout imunitni reakce, jsou
zvifata exponovéna provoka¢ni dévce. Rozsah a stuperi koZni reakce na provokaéni
expozici u testovanych zvifat je porovnavan s rozsahem a stupném reakce
u kontrolnich zvifat, kterd podstoupi klamnou expozici v dobé indukce a je jim
aplikovéna provokaéni davka.

1.5 Popis testovacich metod

Jestlize je povaZzovano za nezbytné odstranit testovanou latku, provede se to
s pouzitim vody nebo vhodného rozpoustédla tak, aby nebyla narusena vznikla koZni
reakce nebo integrita pokozky.

1.5.1 Maximalizaé¢ni test na moréatech (GPMT)

1.5.1.1 Priprava
Pokusnd zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznacena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvla3tniho pravniho
pfedpisu.lo) Pted testem se zvifata ndhodné rozdéli do expozi¢nich a kontrolnich
skupin. Odstranéni srsti se provede stithanim, holenim nebo chemickou depilaci, v
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zavislosti na pouzité testovaci metodé€. Je tfeba dbat na to, aby nedoslo k poskozeni
kaze. Zvitata se zvaz{ pfed zahdjenim testu a na konci testu.

1.5.12 Experimentalni podminky
Pokusnad zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 135 zvlastniho pravniho piedpisu!” a oznadena tak, aby byla
mozna identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho
pravniho piedpisu.'?

1.5.1.2.1 Pokusna zvifata

Pouzivaji se béZné laboratorni kmeny albinotickych morcat.

1.5.1.2.2  Pocet a pohlavi

Lze pouzit samce i samice. Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi.
Exponovanou skupinu tvofi nejméné 10 zvifat a nejméné 5 zvitat je tfeba v kontrolni
skuping. Pouzije-1i se mensiho po¢tu nez 20 testovanych a 10 kontrolnich mor¢at a
neni mozné dojit k zaveru, Ze testovana latka je senzibilizator, doporucuje se
testovani na dalSich zvifatech, aby se dosidhlo celkového poétu nejméné 20
testovanych a 10 kontrolnich zvifat.

1.5.1.2.3 Davkové urovné

Koncentrace testované latky pouZzitd pro kaZzdou indukéni expozici se upravi na
takovou tdroven, kterou zvifata celkové dobte snaseji a kterd je nejvySsi plsobici
mimé az stfedni podrazdéni kidze. Jako provokaéni koncentrace se pouZije
maximalni koncentrace, kterd u nesenzibilizovanych zvifat nevyvolava podrazdéni
kize. V pfipadé potfeby je mozno vhodné koncentrace stanovit v predbéZném
pokusu na dvou nebo tfech zvitatech. Pro tento ucel lze uvazit pouziti zvifat, kterym
bylo aplikovano FCA.

1.5.13 Popis postupu

1.5.1.3.1  Indukce

Den 0 - Testovana skupina

Nasledujici 3 dvojice subkutannich injekci, kazda po 0,1 ml, se podaji do lopatkové
oblasti zbavené srsti symetricky podle stredni linie:
Injekce 1:  Freundovo kompletni adjuvans (FCA) smiSené s vodou nebo
fyziologickym roztokem v objemovém poméru 1:1;
Injekce 2:  testovana latka ve vhodném vehikulu ve zvolené koncentraci;

Injekce 3:  testovana latka ve zvolené koncentraci pfipravend ve smési FCA
s vodou nebo fyziologickym roztokem v objemovém pomeéru 1 : 1.

Pro injekei 3 se latky ve vod& rozpustné rozpusti pfed smisenim s FCA ve vodné
fazi. Latky rozpustné v lipidech nebo latky nerozpustné se rozptyli v nezfedéném
FCA. Kone¢na koncentrace testované latky pro injekci 3 ma byt stejnd jako pro
injekci 2.

Injekce 1 a 2 se aplikuji blizko sebe a co nejblize hlavé, zatimco injekce 3 smérem
ke kaudalni ¢asti testovaci plochy.
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Den 0 - Kontrolni skupina

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

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

Injekce 2:  nefedéné vehikulum;

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

5. - 7. den - Testované a kontrolni skupiny

Pfiblizné dvacet ¢tyfi hodin pfed lokalni indukéni aplikaci, jestlize latka neni
drazdiva pro kiizi, se na testovaci plochu po dikladném ostfihani pfipadné oholeni
natfe 0,5 ml 10 % laurylsulfatu sodného ve vazeliné, za G¢elem navozeni mistniho
podrazdéni.

6. - 8. den - Testovana skupina

Testovaci plocha se zbavi srsti. Testovanou latkou ve vhodném vehikulu je napustén
filtra¢ni papir (2 x 4 cm), ktery se pak pfilozi na testovaci plochu a fixuje pomoci
okluzivniho obvazu na dobu 48 hodin. Vybér vehikula se fidi odbornymi divody;
pevné latky jsou jemné rozetfeny a ptevedeny do vhodného vehikula; kapaliny lze
aplikovat piimo.

6. - 8. den - Kontrolni skupina

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

1.5.1.3.2  Provokace

20. - 22. den - Testované a kontrolni skupiny

Boky exponovanych i kontrolnich zvifat jsou zbaveny srsti. Na jeden bok zvifete je
aplikovéana testovana latka v platku nebo v komurce a na druhy bok se stejnym
zpusobem aplikuje pouze vehikulum (pokud je to tfeba). Platky se pomoci
okluzivniho obvazu udrzuji v kontaktu s kizi po 24 hodiny.

1.5.1.3.3  Pozorovani a vyhodnoceni: testované a kontrolni skupiny
- ptiblizné 21 hodin po odstranéni naplasti se provokaéni plocha vycisti,
dlikladné ostfiha pfipadné oholi a v pfipadé potfeby depiluje;
- ptiblizné po dalsich tfech hodinach (pfiblizné 48 hodin od zacatku aplikace
provokalni davky) se pozoruje kozni reakce a zaznamendva se podle
stupnice uvedené v dodatku;

- ptiblizné 24 hodin po tomto pozorovani se provede druhé pozorovani a
zaznam reakce kize (72 hodin).

Doporuéuje se systém ,,slepého odedtu u testovanych i kontrolnich zvifat, kdy
pozorujici osoba nevi, které zvife bylo senzibilizovéano a které je kontrolni.
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Pokud je k vyjasnéni vysledkl nutnd druha provokace (tj. opakovana provokace),
provede se pfiblizné o tyden pozd€ji, v ptipadé potfeby znovu s kontrolni skupinou
s vehikulem. Opakovanou provokaci lze také provést na pivodni kontrolni skupiné.
Vsechny koZni reakce a neobvyklé ndlezy, véetné celkovych reakci, které jsou
dasledkem indukénich a provokacnich postupt se zaznamenavaji podle stupnice
Magnussona / Kligmana v tabulce ¢. 8. K objasnéni spornych nalezli je mozZno
pouzit dal§ich technik, jako napf. histopatologického vySetfeni nebo méteni tloustky
koznich fas.

1.5.2 Buehleriv test

1.5.2.1 Piiprava

Zdrava mlada dospéla albinotickd moréata se aklimatizuji na laboratorni podminky
po dobu aspoii 5 dnit pfed zahajenim testu. Pfed testem se zvifata ndhodné rozdéli do
expozi¢nich a kontrolnich skupin. Odstranéni srsti se provede stffhanim, holenim
nebo chemickou depilaci, v zavislosti na pouZité testovaci metod¢. Je tieba dbat na
to, aby nedoslo k poskozeni kiZe. Zvifata se zvazi pfed zahdjenim testu a na konci
testu.

1.5.2.2 Experimentalni podminky

1.5.2.2.1  Pokusnd zvirata

Pouzivaji se bézné laboratorni kmeny albinotickych morcat.

1.5.2.2.2  Pocet a pohlavi

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

Pouzije se minimaln& 20 zvifat v testované skupiné a nejméné 10 zvifat v kontrolni
skupiné.

1.5.2.2.3 Davkové urovné

Koncentrace testované latky pouzita pro kazdou indukéni expozici se upravi na
takovou urovefi, kterd vyvold mimé ale ne v3ak silné podrazdéni ktze. Jako
provokaéni  koncentrace se  pouzije maximalni  koncentrace,  ktera
u nesenzibilizovanych zvitat nevyvolava podrazdéni kuze. V piipadé potieby je
mozno vhodné koncentrace stanovit v predbéZném pokusu na dvou nebo tfech
zvifatech.

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

1.52.3 Postup

1.5.2.3.1 Indukce
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Den 0 - Testovana skupina

Jeden bok je zbaven srsti (dikladné ostiihan). Systém platkového testu se dokonale
nasyti testovanou latkou ve vhodném vehikulu (vybér vehikula se ¥idi odbornymi
davody; kapaliny lze pfipadné aplikovat pfimo).

Platkovy test je pfiloZzen na testovaci plochu a ptidrzovan v kontaktu s kazi
prekryvacim platkem nebo komirkou a vhodnym obvazem po dobu 6 hodin.

Systém platkového testu musi byt okluzivni. Vhodny je bavinény polstarek, at’ uz
kruhovy nebo &tvercovy, s plochou piiblizné 4 - 6 cm®. Je preferovano pridrzeni
s pouzitim vhodné fixace, aby se zajistila okluze. Jestlize je pouZzito obvézani,
mohou byt nutné daldi expozice.

Den 0 - Kontrolni skupina

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

6.-8. al3.-15. den -Testovana a kontrolni skupina

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

1.5.2.3.2 Provokace

27. - 29. den - Testovand a kontrolni skupina

Neosetfeny bok testovanych a kontrolnich zvifat je zbaven srsti (dikladné ostfihan).
Okluzivni platek obsahujici pfislusné mnoZstvi testované latky v maximaélni
nedrazdivé koncentraci se aplikuje na zadni ¢ast neoSetfeného boku testovanych a
kontrolnich zvifat. Na pfedni ¢ast neoSetfeného boku testovanych a kontrolnich
zvifat se pfipadné miize aplikovat okluzni platek s vehikulem. Piekryvaci platky
nebo komurky jsou pfidrzovany v kontaktu s kazi vhodnym obvazem po dobu

6 hodin.

1.5.2.3.3  Pozorovani a hodnoceni

Ptiblizné 21 hodin po odstranéni platku se provokacni plocha zbavi srsti;

piiblizné o tfi hodiny pozdgji (ptiblizné 30 hodin po aplikaci provoka¢niho platku)
se pozoruji koZni reakce a zaznamenavaji podle stupnice uvedené v dodatku;

piiblizné po dalsich 24 hodinach (tj. pfiblizn€ 54 hodin po aplikaci provoka¢niho
platku) se kozni reakce znovu pozoruji a zaznamenaji.

Doporuuje se systém ,slepého odedtu u testovanych i kontrolnich zvifat, kdy
pozorujici osoba nevi, které zvife bylo senzibilizovéno a které je kontrolni.

Pokud je k vyjasnéni vysledkd nutnd druhd provokace (tj. opakovana provokace),
provede se piiblizné o tyden pozdgji, v ptipadé potfeby znovu s kontrolni skupinou
s vehikulem. Opakovanou provokaci lze také provést na pavodni kontrolni skupiné.
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Vsechny koZni reakce a neobvyklé nalezy, vietné celkovych reakci, které jsou
disledkem indukénich a provokacnich postupll se zaznamenavaji podle stupnice
Magnussona/Kligmana (viz dodatek). K objasnéni spornych nalezl je mozno pouzit
dal8ich technik, jako napf. histopatologického vysetteni nebo méfeni tloustky
koznich fas.

0o

SBER A ZAZNAM UDAJU (GPMT A BUEHLERUV TEST)
Udaje se sestavi do tabulky, ze které musi byt pro kazdé pokusné zvite patrna reakce
khze ptfi kazdém pozorovani.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pislusnymi pravnimi predpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a
o pribéhu pokusu je nutno vést protokol.

(')

Pokud byl proveden pted zahajenim testu na morcatech test skriningovy, je tfeba
uvést popis tohoto testu nebo jeho citaci (napf. LLNA - test regiondlnich
lymfatickych uzlin, MEST - test ztlu§téni ucha u mysi) véetné vSech podrobnosti
postupu a vysledkd ziskanych pro testované a referencni latky.

3.1 Zprdva o pribéhu pokusu (GPMT a Buehlerdv test)
Zprava o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byt ziskany :

Pokusna zvirata:

- pouZity kmen morcat;

- pocet, stafi a pohlavi zvifat;

- podminky chovu, strava atd.;

- hmotnost jednotlivych zvifat na zacatku a konci testu.
Experimentadlni podminky:

- zpuUsob pfipravy mista pro platkovy test;

- podrobné informace o materidlech a technice platkového testu;

- vysledek pilotni studie se zavérem o indukénich a provokaénich koncentracich
pro vlastni test;

- podrobné informace o pfipravé, aplikaci a odstranéni testované latky;

- zdlvodnéni vybéru vehikula;

- koncentrace a celkova mnozstvi testované latky a vehikula, pouzitd pro indukci
a provokaci.

Vysledky:

- souhrn vysledk® posledni kontroly citlivosti a spolehlivosti (viz 1.3.) v€etné
pouzité referenéni latky, jeji koncentrace a vehikula;

- v3echna pozorovani pro kazdé zvife v¢etné systému klasifikace;
- slovni popis charakteru a stupné pozorovanych u¢ink,
- vsechny histopatologické nalezy.

Diskuse vysledk.

Zaver.
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Tabulka ¢. 8

Stupnice Magnussona/Kligmana pro hodnoceni vyvolanych patologickych reakci

0 Zadna viditelna zména

1 slabé nebo skvrnité zarudnuti ktize

2 stfedné vyrazné a splyvajici zarudnuti kize
3 intenzivni zarudnuti a zdufeni kize
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B.7 SUBAKUTNI TOXICITA ORALNI
(28 DENNI OPAKOVANA APLIKACE)

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi.*

1.1 Princip testovaci metody

Testovana latka se podava denné po 28 dni v odstupriovanych davkach nékolika
skupinam pokusnych zvifat oraln€, a to kazdé skupiné 1 uroveri davky. Béhem
obdobi podavani se zvifata denn& peclivé pozoruji, aby se zjistily pfiznaky toxicity.
Pitva se provede u viech zvifat, kterd uhynou nebo jsou utracena béhem pokusu;
také zvifata, ktera pfeZziji konec pokusu, se utrati a pitvaji.

Tato metoda klade vétsi diraz na neurologické G¢inky jako na specifické vysledné
ucinky; duraz je kladen na potfebu peélivého klinického pozorovani zvifat, aby bylo
ziskano co nejvice informaci. Metoda by méla odhalit chemické latky
s neurotoxickym potencidlem, u nich? miZe byt nezbytné dalsi hlubsi zkoumani
tohoto aspektu. Metoda miZze upozornit na imunologické ucinky a toxicitu pro
reprodukéni organy.

1.2 Popis metody

1.2.1 Ptfiprava

Pokusna zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznagena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
pfedpisu.m) Zdrava mladd zvitata se nahodné pfifadi do kontrolni skupiny a
jednotlivych experimentalnich skupin. Klece jsou uspofadany tak, aby se co nejvice
vyloué¢il vliv umisténi klece.

Testovanou latku lze podavat sondou nebo v potravé nebo v pitné vodé, podle ucelu
studie a fyzikalné-chemickych vlastnosti latky.

Pokud je to tfeba, rozpusti nebo suspenduje se testovana latka ve vhodném nosici
(vehikulu). Doporuduje se nejprve zvazit pouziti vodného roztoku / suspenze, pak
pouziti roztoku / emulze v jedlém rostlinném oleji (napt. kukufi¢ném) a pak roztoku
vjinych nosi¢ich. Pro nevodnd vehikula musi byt zndma jejich toxicka
charakteristika; pokud neni znima, musi byt stanovena jest€ pied testem. Je
nezbytné ovéfit stabilitu latky v zvoleném vehikulu.

1.2.2 Experimentalni podminky

1.2.2.1 Pokusnd zviFata
Pii provadéni pokust se uptednostiiuji potkani, ale je mozno pouZit i jin¢ho druhu
hlodavcd. Je tieba pouzivat mladych zdravych zvifat z béZzn€ uZivanych pokusnych
kment. Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Podavani latky by mélo zaéit co
nejdive po odstavu a v kazdém piipadé drive nez zvitata dosahnou véku 9 tydnd.
Na zacatku studie by nemélo variaéni rozpéti hmotnosti zvifat (pro kazdé pohlavi
zvlast) prekrogit + 20 % sttedni hodnoty.
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Pokud ma tato studie slouzit jako ptedb&zny pokus pred dlouhodobou studii. je tfeba
v obou studiich pouzit zvifata stejného kmene a ze stejného zdroje.

1.2.2.2 Pocet a pohlavi

Pro kazdou hladinu ddvek se pouZije nejméné 10 zvifat (5 samic a 5 samci). Pokud
se zvifata budou zabijet v prib&hu studie, je nutno zvysit celkovy podet zvifat
0 pocet zvifat, ktera budou zabita pied koncem pokusu.

Mimo to je moZno podavat dalsi skupin& (satelitni skuping) 10ti zvifat (5 zvifat
kazdého pohlavi) po dobu 28 dnii nejvyssi davku a béhem nasledujicich 14 dnd po
podavani sledovat vratnost, trvani nebo zpozdény vyskyt toxickych G¢inkd. Pouziva
se také satelitni skupiny 10 kontrolnich zvifat (5 zvifat kazdého pohlavi).

1.2.2.3 Volba davek

Je tfeba pouzit nejméné tfi drovné davek a jednu kontrolni skupinu. S vyjimkou
aplikace testované latky se zachdzi se zvifaty v kontrolni skupiné stejné jako
s pokusnymi. PouZziva-li se vehikulum pro usnadnéni aplikace, podava se kontrolni
skupiné stejnym zplsobem jako pokusnym skupinidm, a to ve stejném mnoZstvi,
které obdrzi skupina, které se aplikuje nejvyssi davka.

Pokud se podle dostupnych informaci ned4d olekavat ucinek pii denni davce
1000 mg.kg"' t&lesné hmotnosti, Jje mozno provést limitni test. Nejsou-li takova data
k dispozici, lze provést pfedbéznou vyhledavaci studii za G¢elem stanoveni davek.

Pii vybéru davek je tfeba vzit v uvahu vSechny existujici udaje z toxikologickych a
toxikokinetickych studii o testované latce pfipadné latkach ptibuznych.

Nejvyssi uroveri davky ma vyvolat toxické ucinky, ale nezptsobit Zddné uhynuti ani
velké utrpeni. Dale se vyberou davky v klesajici fadé tak, aby umoznily prokazat
zavislost u¢inku na dévce. Nejniz$i uroven davky by neméla vyvolat zadné pfiznaky
toxicity (NOAEL). Obvykle je vhodny dvoj- az tyfnasobny odstup mezi sousednimi
davkami; pokud je potfeba pokryt vétsi rozsah davek, je lepsi ptidat &tvrtou
davkovou skupinu, nez zvolit pfili§ velky odstup mezi davkami (napf. faktor vétsi
nez 10).

Pokud se testovana latka podava v potravé nebo pitné vodé, je dulezité zajistit, aby
podavané mnozstvi latky neovliviiovalo vyzivu a vodni rovnovéhu. Podéava-li se
testovana latka v potravé, mize se pouzit bud’ konstantni koncentrace (v ppm) nebo
konstantni davkovani ve vztahu k télesné hmotnosti zvifete; pouzitou alternativu je
tfeba uvést. Aplikuje-li se latka sondou, mélo by se tak dit kazdy den ve stejnou
dobu, a davkovani pfizpisobovat zménam télesné hmotnosti zvitete.

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

1.2.24 Limitni test
Neprokéaze-li test provedeny zde popisovanym zplsobem Zadné toxické ucinky pfi
davce 1000 mg.kg™ télesné hmotnosti za den nebo pfi takové koncentraci v potravé

nebo vodé, kterd této davce odpovida, a pokud toxicita testované latky nevyplyva
z analogie s pfibuznymi latkami, je moZno od provedeni kompletniho testovani pfi
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tfech davkovych trovnich upustit. Toto pravidlo limitniho testu plati, pokud udaje
0 expozici lidi nenaznaduji, Ze je tieba testovat p#i vyssich davkach.

1.2.2.5 Doba pozorovani

Doba pozorovani je 28 dni. Zvifata satelitni skupiny jsou pozorovina nejméné
dalsich 14 dni bez aplikace scilem zachytit pfipadné zpozdéné Gcinky a pro
posouzeni pfetrvavani nebo vratnosti u¢inku.

1.2.3 Popis postupu

Zvifatim se podava testovana latka 7 dni v tydnu po dobu 28 dnt, ve zdivodnénych
pfipadech 5 dni v tydnu. Denni déavka se pod4va jednorazové Zaludeéni sondou nebo
vhodnou intubaéni kanylou. Maximalni objem tekutiny, ktery mize byt podan
najednou, zavisi na velikosti zvifete. Objem by nemél normalné piesahnout 1 ml na
100 g t&lesné hmotnosti, v pfipad& vodnych roztoki lze podat i 2 ml na 100 g télesné
hmotnosti. Rozdily v podédvaném objemu je tieba minimalizovat upravenim
koncentrace tak, aby byl podavan tyZz objem na viech trovnich davky. Neplati to u
latek drdzdivych a leptavych, u kterych je tfeba obvykle pogitat se stupfiovanymi
ucinky pfi vyssich koncentracich.

1.2.3.1 Vseobecné pozorovdni

V3eobecné klinické pozorovani se provadi nejméné jednou dennég, nejlépe v tutéz
denni dobu a suvéZenim doby ocekdvaného maxima u€inku po aplikaci.
Zaznamenava se zdravotni stav zvifat. Nejmén& dvakrat denné se provede zbézna
prohlidka vSech zvifat za ucelem zji§téni morbidity a mortality. Zvifata v agonii a
zvifata projevujici silnou bolest nebo utrpeni jsou vyfazena, utracena humannim
zplsobem a pitvéana.

Dikladné klinické vySetfeni vSech zvifat se provede pfed prvni aplikaci (za uelem
intraindividualniho porovnani) a déle nejméné jednou tydné. Toto pozorovani se
déje mimo chovnou klec v standardnim pozorovacim prostoru a nejlépe pokazdé ve
stejnou denni dobu. Vysledky pozorovani se peélivé zaznamenavaji, nejlépe
s pouzitim skoérovaciho systému, standardizovaného v testujici laboratofi. Je tieba
zajistit, aby se podminky pozorovani ménily co nejméné; osoba, provadéjici
pozorovani by nejlépe neméla znat ptislusnost zvifat do davkovych skupin.

Pozorovani zahrnuje zmény klze, srsti, o¢i a sliznic, pfitomnost sekrett a exkretd,
zmény dychéni a vegetativnich funkci (slzeni, zjeZeni srsti, velikost zornic) a
ptipadné dal$i. Zaznamenavaji se zmény chlize, polohy, dale reakce na manipulaci,
ptitomnost klonickych a tonickych pohybi, stereotypl v chovéni (vytrvalé Eistici
pohyby nebo krouzeni) nebo bizamich vzorci chovani (napi. sebeposkozovani,
pohyb pozadu).

Ve ¢tvrtém tydnu aplikace se otestuji reakce na rizné senzorické podnéty (napf.
sluchové, zrakové, proprioceptivni), zméfi se sila uchopu a celkovd motoricka

aktivita. Dal§i podrobné informace o postupech, které je mozno k testovani pouzit,
jsou uvedeny v literatufe (viz VSeobecny uvod, ¢ast B).

Pozorovani funkénich poruch ve étvrtém tydnu aplikace lze ptipadné vynechat,
pokud 28-denni studie slouzi jako pfedbézna studie pro ndsledujici studii
subchronickou (90-denni); v tom pfipadé je pozorovani funkénich poruch zafazeno
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do této dlouhodobé studie. Oviem i vtomto pfipadé jsou tdaje o funkénich
poruchéch ve ¢tvrtém tydnu 28-denni studie vhodnym vychodiskem pro vybér davek
pro subchronickou studii.

Vyjimeéné€ lze vynechat pozorovéani funkénich poruch u skupin vykazujicich takové
pfiznaky toxicity, které by pfi posuzovani funkéniho stavu zvitete vadily.

1.2.3.2 Télesna hmotnost a pFijem potravy a vody

Zvitata se vazi nejméné jednou tydné. Spotfeba potravy a vody se méf nejméné
jednou tydné, také v pfipadé aplikace v pitné vodé.

1.2.33 Hematologie

Hematologické vySetfeni na konci pokusu zahmuje stanoveni hematokritu,
koncentrace hemoglobinu, poétu erytrocytli, celkového a diferencidlniho podtu
leukocytd, poétu trombocyth a zméfeni srazlivosti krve.

Krev se odebere t€sné pfed nebo v pribéhu utraceni zvifete, misto odkud se krev
odebrala se zaznamena. Krev se skladuje za vhodnych podminek.

1.2.34 Biochemicka analyza

Biochemicka analyz krve za ufelem posouzeni zavaznych toxickych uéinkd na
tkanég, zvlasté na jatra a ledviny, se provede u v3ech zvifat tésné pfed nebo v prib&hu
utraceni (kromé zvifat uhynulych nebo utracenych b&hem pokusu). Doporuduje se
nechat zvifata bez potravy ptes noc pied odbérem krve. VySetfeni nalaéno je zadouci
pro fadu meéfeni v séru a plazmé, zvlasté pro glukézu. Hlavni diivod pro toto
doporuceni je to, Ze u nehladovéjicich zvitat je vy$si variabilita vysledki, ktera by
mohla maskovat jemné zmény a ztiZit interpretaci. Na druhé stran€, hladovéni pres
noc by mohlo mit vliv na celkovy metabolismus a u aplikace v potravé by zasahla do
pravidelnosti expozice testované latce. Pokud se odebird krev nalaéno, je tfeba
biochemické vySetfeni provést az po pozorovani funkénich poruch ve 4. tydnu testu.

Vysetieni plazmy a séra zahrnuje stanoveni sodiku, drasliku, glukézy, celkového
cholesterolu, mocoviny, kreatininu, celkovych proteind, albuminu, aktivity alespon
dvou enzymu indikujicich u¢inky na jaterni buiiky ( jako alaninaminotransferaza,
aspartaitaminotransferaza, alkalickd fosfatdza, gama glutamyltranspeptidaza,
sorbitoldehydrogenaza). Zméfeni dal$ich enzymu (jaterniho nebo jiného pivodu) a
Zlu¢ovych kyselin mize v nékterych ptipadech poskytnout uzite¢né informace.

Dalsi moznost je ¢asové definovany sbér a vysetfeni mo¢i béhem posledniho tydne
studie: hodnotit je moZno vzhled, objem, osmolalitu nebo specifickou hmotnost, pH,
bilkoviny, glukézu a krev ptip. krvinky.

Dale je tieba uvazit stanoveni nespecifickych indikatord poSkozeni tkani v séru.

Dalsi charakteristiky je tfeba stanovit u latek znamych nebo podezielych z plsobeni
na uréité metabolické funkce: stanoveni vapniku, fosforu, triglyceridd nalacno,
lipidé, specifickych hormon@i, methemoglobinu, aktivity cholinesterazy. Ucelnost
téchto vysetieni se posuzuje podle prislusnosti do urcitych skupin latek nebo pfipad
od pfipadu.
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Obecné je tfeba postupovat pruzng, brat v vahu pouzity Zivodisny druh a
pozorované nebo o¢ekavané ucinky dané latky.

Pokud nejsou k dispozici udaje o normaélnich hodnotéch nékterych hematologickych
nebo biochemickych proménnych, je tfeba uvéZit jejich stanoveni jedtd pied
zaCatkem studie.

1.2.3.5 Pitva

U viech zvifat pouzitych ve studii se provede pitva, zahrnujici peclivé vysetteni
vngjsiho povrchu téla, viech otvort, dutiny lebni, hrudni a biiini, a jejich obsahu.
Jéatra, ledviny, nadledviny, varlata, nadvarlata, brzlik, slezina, mozek a srdce viech
zvifat se fadn€ o€isti od ulpénych tkani a co nejdfive po sekci se zvazi ve vihkém
stavu, aby se piedeslo vysychani.

Nasledujici tkané je tfeba pfechovavat ve vhodném médiu s ohledem na typ tkan€ a
planovana pozd&jsi histopatologicka vy3etfeni: viechny tkdné s makroskopickymi
zménami, mozek (reprezentativni oblasti véetné hemisfér, moze&ku a mostu), michu,
Zaludek, tenké i tlusté stfevo (véetné Peyerovych plati), jatra, ledviny, nadledvinky,
slezinu, srdce, brzlik, Stitnou Zlazu, pridudnici a plice (konzervované naplnénim
fixatnim roztokem a pak ponofenim), gonddy a piidatné pohlavni organy (napf.
délohu, prostatu), mocovy méchyt, lymfatické uzliny (pfednostné jedna pro oblast
aplikace a jedna vzdilena pro pokryti systémovych ugink®), periferni nerv
(n. ischiadicus nebo n. tibialis), nejlépe v blizkosti svalu, fez kostni dfené (nebo
Cerstvy natér z nasaté kostni dfeng). Podle klinickych nebo jinych néalezd je mozno
zvolit i dalsi tkan€. Kazdy organ, ktery by mohl byt cilovym orgédnem pro piisobeni
testované latky, je tfeba uchovat.

1.2.3.6 Histopatologickd vysetFeni

U vSech zvifat skupiny, které byla podana nejvy3si davka, a u zvifat kontrolni
skupiny je tfeba provést histologické vysetfeni uchovanych organt a tkani. Pokud se
vorganech a tkanich ve skuping s nejvyssi davkou objevi poskozeni zpiisobena
testovanou latkou, je nutno provést histologické vySetfeni téchto tkani i u vsech
skupin s niz§imi davkami.

Vsechny makroskopické [éze je tieba vysetfit.

U zvitat satelitnich skupin, pokud byly do studie zafazeny, je tfeba provést
histologické vySetieni se zvla§tnim dirazem na organy a tkdng, ve kterych se
objevily G¢inky otravy u ostatnich exponovanych zvitat.

SBER A ZAZNAM UDAJU

K dispozici musi byt udaje o kazdém jednotlivém zvifeti. Navic jsou veskeré udaje
sumarizovany do tabulkové formy, uvadéjici u kazdé testované skupiny pocet
pouzitych zvitat, poéet zvifat vykazuyjicich pfiznaky toxicity, po€et zvifat uhynulych
v pribéhu testu nebo utracenych z humannich divodd, dobu umrti jednotlivych
zvitat, popis toxickych ptiznakl vEetné doby nastupu, trvani a zadvaznosti kazdého
pfiznaku, pocet zvifat vykazujicich léze, typ lézi a procento zvifat s jednotlivymi
typy lézi.

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

(8]
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3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA
V souladu se s pfislusnymi pravnimi predpisy”’ musi byt zpracovan projekt pokusu a
o prub&hu pokusu je nutno vést protokol.

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

Pokusnad zvirata:

- zivocisny druh / kmen;

- podet, stafi a pohlavi zvifat;

- zdroj, podminky chovu, potrava atd.;

- hmotnost jednotlivych zvifat na zaéatku testu, dale v tydennich intervalech a
na konci testu.

Podminky testovani:

- zddvodnéni vybéru vehikula, pokud je jiné nez voda;

- zdivodnéni vybéru davek;

- podrobné udaje o Upravé testované latky pro aplikaci, ptipadné o pfipravé
diety, o dosazenych koncentracich, stabilité a homogenité pfipravku;

- podrobné Gdaje o zplisobu aplikace testované latky;

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

- podrobné udaje o potravé a kvalité vody (v¢etné druhu a zdroje);

Vysledky:

- télesnd hmotnost a jeji zmény;

- spotfeba potravy a vody;

- udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a davkové urovné, véetné popisu
ptiznak toxicity;

- povaha, zdvaznost a trvani klinickych nalezq, ptip. zda jsou vratné nebo
nevratné;

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

- vysledky hematologického vy3etfeni s pfislusnymi normami;

- vysledky biochemického vySetfeni s pfisluSnymi normami;

- t&€lesnd hmotnost pfi utraceni a hmotnosti organt;

- pitevni nalezy;

- podrobny popis viech histopatologickych nélezi;

- udaje o absorpci, pokud byly ziskany;

- statistické zpracovani vysledku.

Diskuse vysledki.

Zavery.
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B.8 SUBAKpTNi TOXICITA INHALACNI
(28 DENNI OPAKOVANA APLIKACE)

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoleGenstvi.?

1.1 Uvod

Pfed pokusem je tieba ziskat udaje o testované latce: rozdéleni velikosti ¢astic, tenze
par, bod tani, bod varu, bod vzplanuti a vybus§nost (jsou-li stanovitelné).

1.2 Princip metody

Neékolik skupin pokusnych zvifat je exponovano studované latce denné po ur¢itou
dobu, v odstupniovanych koncentracich, kazda skupina jedné koncentraci, a to po
28 dni. Pouzije-li se pro dosazeni vhodné koncentrace testované latky v atmosféte
vehikulum, je tfeba pouzit kontrolni skupinu pro vehikulum. Béhem trvani pokusu
se zvifata denné pozoruji a zji$t'uji se pfiznaky toxickych ucinkd. Zvifata, kterd

weer

béhem pokusu uhynou, i ta, kterd pteziji do konce pokusu, se pitvaji.
1.3 Popis metody

1.3.1 Pfiprava

Pokud je tfeba, prida se k testované latce vhodné vehikulum tak, aby v ovzdusi
vznikla pfislu$na koncentrace testované latky. Pokud se uzije pro usnadnéni aplikace
vehikulum nebo jina aditiva, musi byt o nich znamo, Ze nemaji toxicky uCinek.
Existuji-li vhodna historicka data, je mozno je vyuzit.

1.3.2 Experimentdlni podminky

1.3.2.1 Pokusna zvifata

Pokusnd zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznaéena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykéani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
piedpisu.'” V pokusech se upfednostiiuji potkani, nejsou-li znamy davody proti
jejich pouziti. Pouziji se mlada zdrava zvifata z bézné uzivanych pokusnych kmen.
Na zagatku studie nemé variaéni rozpéti hmotnosti zvifat prekro¢it 20 % stfedni
hodnoty (pro kazdé pohlavi zvlast).

1.32.2 Pocet a pohlavi

Pro kazdou testovanou skupinu je tfeba pouzit nejméné 10 zvifat (5 samic a
S samct). Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Pokud se planuje usmrcovani
zvitat v pribéhu studie, je nutno zvysit celkovy pocet zvifat o pocet zvifat, ktera
budou usmrcena pfed koncem pokusu. Mimoto je mozno exponovat vysoké
koncentraci satelitni skupinu 10ti zvifat (5 zvifat kazdého pohlavi) po dobu 28 dnt a
beéhem nasledujicich 14 dni sledovat vratnost, pfetrvavani nebo zpozdény vyskyt
toxickych uginki. Pouziva se také satelitni skupiny 10 kontrolnich zvifat (5 zvifat
kazdého pohlavi).



Cistka 147 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Strana 8611

1.3.2.3 Expozicni koncentrace

Pouziji se nejméné tfi skupiny sriiznou tdrovni koncentrace a jedna kontrolni
skupina, pfipadn€ kontrolni skupina s vehikulem - pokud se uzije - v koncentraci
stejné jako u skupiny s nejvy3si koncentraci testované latky. S vyjimkou aplikace
testované latky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachézi stejné jako s pokusnymi.
Nejvyssi koncentrace ma vyvolat toxické u¢inky, ale nezplisobit Z4dné uhynuti nebo

Cewr

jen v malém poctu. Nejniz$i koncentrace by neméla vyvolat zadné piiznaky toxicity.
Pokud existuji odhady expozice u &lovéka, ma nejniz$i koncentrace tuto hodnotu
prekracovat. Idedlné by stfedni koncentrace méla vyvolat toxicky ug&inek na
hranicich zjistitelnosti. Aplikuji-li se vice nez 3 urovné koncentraci, maji byt voleny
tak, aby vyvolaly odstupfiované toxické u€inky. Ve skupinach s nizkou a stredni
koncentraci a v kontrolni skupiné by pocet uhynuti mél byt nizky, jinak je
vyhodnoceni vysledk obtizné.

1.3.24 Trvdni expozice

Trvéani expozice ma byt 6 hodin denng; v pfipadé specifickych pozadavkd je mozné
pouzit i jinych dob expozice.

1.3.2.5 Expozicni zarizeni

Pro pokusy se zvifaty se pouziva dynamické expoziéni zafizeni, které zaruduje
proudéni vzduchu s vyménou nejméné 12krat za hodinu, aby byl zarucen pfiméfeny
obsah kysliku a rovnomémé rozdéleni latky v expoziéni atmosféte. Pouzije-li se
expozi¢ni box, je tfeba ho konstruovat tak, aby se zamezilo co nejvice shlukovani
zvifat a aby inhala¢ni expozice testované litce byla co nejvy3si. Pro zajisténi
stability atmosféry v inhalacnim boxu by nemél celkovy objem pokusnych zvitat
piesdhnout 5% objemu boxu. Je mozné pouzit inhalaéni expozice ordlné-nasélni,
samotné hlavy nebo individualni celotélové expozice; prvni dva zplsoby expozice
minimalizuji pfijem latky jinymi cestami.

1.3.2.6 Doba pozorovani

Pokusna zvitata je tfeba denné pozorovat béhem celého obdobi expozice i zotaveni a
zaznamenavat toxické ucinky. Je tfeba zaznamenat dobu uhynuti a ¢as, ve kterém se
objevi a opét odezni toxické ucinky.

1.3.3 Popis postupu

Zvitata se exponuji testované latce denné, 5 - 7 dnti v tydnu, po dobu 28 dnit. Zvifata
v satelitnich skupindch, kterd jsou wurCena k naslednému pozorovani, jsou
pozorovana dal$ich 14 dni bez aplikace, k posouzeni zotaveni z otravy nebo
pretrvavani toxickych u€inkt. Teplota béhem experimentu ma byt 22 °C £3 °C.
Relativni vlhkost ma byt mezi 30 % a 70 %, s vyjimkou pfipadi, kde to neni moZné
(napt. experimenty s aerosoly). UdrZzovani mirmého podtlaku uvnitf komory (< Smm
vodniho sloupce) zabrani unikani testované latky do okoli. Béhem expozice se
nepodava potrava ani voda.

Pouzivda se dynamicky inhalaéni systém svhodnou analytickou kontrolou
koncentrace. Doporucuje se provést piedb&Zny pokus pro ziskani pottebnych
koncentraci. Rychlost pritoku vzduchu je tfeba nastavit tak, aby podminky v celém
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expozi¢nim boxu byly stejné. Systém musi zaru€ovat, ze stabilnich podminek
expozice bude dosazeno co nejrychleji.

Meéfeni nebo monitorovani podminek expozice:

a)  Méfeni pritoku vzduchu (kontinualné).

b)  Skute¢nd koncentrace studované latky se méfi v dychaci zon€. Béhem jedné
expozice se nemé koncentrace odchylovat od stfedni hodnoty o vice nez
* 15%. U nékterych pracht a aerosoli, kde této urovné regulace neni mozné
dosdhnout, se pripousti vét§i rozsah kolisani. Po celou dobu trvani
experimentu maji byt koncentrace tak stabilni, jak je to prakticky moZné.

Pokud se tykd ¢astic a aerosold, méfi se distribuce velikosti ¢astic tydné
v kazdé testované skupiné.

c) Teplota a vlhkost vzduchu kontinualné.

Béhem expozice a po jejim skonleni se pozorovani provadéji a zaznamenavaji
systematicky; kazdé zvife ma svijj individualni protokol. V3echna zvifata je treba
denné pozorovat na pfiznaky toxickych u¢inku a zaznamenavat jejich vyskyt, stupen
a trvani. Pozorovani zahmuje zmeény kdze, srsti, o¢i, sliznic, dychani a krevniho
ob&hu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické
aktivity a chovani. Hmotnosti zvifat se zaznamendvaji tydn€. Doporuuje se
zaznamendvat tydné i spotfebu potravy. Je tfeba zajistit pravidelné prohlizeni zvifat,
aby pokud mozno nedochazelo ke ztratam zvitat jako napf. v dasledku kanibalismu,
autolyzy tkani nebo chybného zatazeni.

Po skonéeni studie se vSechna zvifata, kterd pfezila, s vyjimkou satelitnich skupin,
pitvaji. Zvifata v agonii, ve zna¢ném stresu ¢i trpici bolesti je tfeba okamzité vytadit,
humaénné utratit a pitvat.

Na konci pokusu se u vdech zvifat vietné kontrolnich provedou nasledujici
vysetieni:
1. Hematologické vySetfeni ma zahrnovat alespoil stanoveni hematokritu,
koncentrace hemoglobinu, po¢tu erytrocyti, celkového a diferencialniho
poctu leukocytl a srazlivosti krve.

Biochemicka analyza krve: k posouzeni funkce jater a ledvin stanovit
alespont jeden ztéchto parametrl: alaninaminotransferdza v séru (dfive
znama jako glutamat-pyruvat-transaminaza), aspartditaminotransferdza séra
(dfive zndmé jako glutamét-oxalacetat-transaminaza), dusik mocoviny,
albumin, kreatinin, celkovy bilirubin a celkové bilkoviny v séru.

[\

Mezi daldi charakteristiky, které mohou byt potfebné pro uplné toxikologické
hodnoceni, patfi stanoveni: vapniku, fosforu, chloridii, sodiku, drasliku, glukézy
nalaéno, lipidd, hormont, acidobazické rovnovahy, methemoglobinu, aktivity
cholinesterazy.

Dal3i biochemické analyzy mohou byt v ptipadé potfeby pouzity pro studium Sirsiho
spektra G¢ink.
1.3.3.1 Pitva

U viech zvifat pouzitych ve studii se provede pitva. Aspoit jatra, ledviny,
nadledviny, plice a varlata se co nejdfive po sekci zvazi ve vlhkém stavu, aby se
ptedeslo vysychani. Organy a tkané (dychaci systém, jatra, ledviny, slezina, varlata,
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nadledviny a srdce, i vSechny organy s makroskopickymi zménami nebo zménami
velikosti) je tfeba pfechovavat ve vhodném médiu sohledem na pozdgjsi
histopatologicka vysetfeni. Plice je tfeba vyjmout bez poSkozeni, zvazit a fixovat
vhodnym mediem, tak aby se zachovala struktura.

1.3.3.2 Histopatologické vysetfeni

U vsech zvifat skupiny, které byla podana nejvy3si koncentrace, a u zvifat kontrolni
skupiny, je tfeba provést histologické vysetteni uchovanych organi a tkani. Pokud se
v organech a tkanich ve skupiné s nejvyssi koncentraci objevi poskozeni zptisobena
testovanou latkou, je nutno provést histologické vySetfeni téchto tkdni i u vech
skupin s niz§imi davkami. U zvifat satelitnich skupin je tfeba provést histologické
vySetfeni se zvlastnim diirazem na organy a tkané, ve kterych se objevily ucinky
otravy u ostatnich exponovanych zvifat.

2 UDAIJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kaZdou experimentalni skupinu patrny
pocet zvifat na po€atku pokusu a pocet zvifat s jednotlivymi formami poskozeni.

Vsechny zjisténé vysledky je tfeba vyhodnotit vhodnou statistickou metodou. Je
k tomu mozno pouZit kteroukoliv uznavanou statistickou metodu.
3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s ptislu§nymi pravnimi ptedpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a
o prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o prab€hu pokusu obsahuje tyto k informace :

Zivoci$ny druh, kmen, piivod, podminky ustdjeni, potrava atd.,

- podminky pokusu:

- popis expoziéniho zafizeni véetné konstrukce, typu, rozmérd, zdroje
vzduchu, systému pfipravy ¢éstic a aerosold, klimatizaéniho systému, popis
¢isténi odpadniho vzduchu a zplisobu umisténi zvifat v boxu, pokud je
pouzZivan. Popsat pfistroje pro méfeni teploty, vlhkosti vzduchu, poptipadé
stability koncentraci a distribuce velikosti ¢astic aerosolu,

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

- rychlost pritoku vzduchu inhalaénim zatizenim,
- teplota a vlhkost vzduchu;

- nominalni koncentrace (celkové mnoZstvi testované latky pfivadéné do
inhala¢niho zafizeni, délené objemem vzduchu);

- povaha vehikula, pokud bylo uzito;
- skute¢na koncentrace v dychaci zon¢;

- hmotnostni median aerodynamického priméru (MMAD) a geometrickd
smérodatna odchylka (GSD),

- tdaje o toxickych odpovédich podle pohlavi a podle koncentraci,
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- doba uhynuti béhem experimentu, ptipadné udaj o preziti zvirat do konce
sledovani,

- popis toxickych nebo jinych u¢inkd,

- uroven bez icinku,

- doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormalni pfiznaky, a jejich dalSi

Vyvoj,

- spotfeba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,

- hematologicka vySetfeni a jejich vysledky,

- biochemicka vySetieni a jejich vysledky,

- pitevni nélezy,

- detailni popis vSech histopatologickych nalezi,

- statistické vyhodnoceni vysledk, kde je to mozné.
Diskuse vysledki.
Zaveéry.
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B.9 SUBAKUTNi TOXICITA DERMALNI]
(28 DENNI OPAKOVANA APLIKACE)

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoleenstvi.”

1.1 Princip testovaci{ metody

Testovana latka se nanasi na kizi denné po 28 dni v odstuptiovanych davkach
nékolika skupinidm pokusnych zvifat a to kazdé skupiné jedna troveri davky. Béhem
obdobi podavani se zvifata denné& pozoruji, aby se zjistily pfiznaky toxicity. Zvifata,
ktera uhynou b&hem pokusu, i zvifata, kterd pfeZiji konec pokusu, se pitvaji.

1.2 Popis metody

1.3 Piiprava

Pokusna zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvla3tniho pravniho predpisu'” a oznagena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykéani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
piedpisu.'”  Kratce pfed zaitkem pokusu se ostfiha srst na zadech pokusnych
zvifat. Vyholeni srsti je rovnéz mozné, mélo by se viak provést cca 24 hodin pied
experimentem. Ostithani nebo oholeni je potfeba opakovat kazdy tyden. Pfi stfihani
nebo holeni srsti je tfeba dbat na to, aby se neposkodila kdze (napf. abrazi). Pro
nanaSeni se pfipravi nejméné 10 % povrchu téla. Je tfeba vzit v tvahu hmotnost
zvifat pfi rozhodovéani o velikosti pfipravované plochy kiZe a o velikosti kryciho
obvazu. Pfi pokusech s tuhymi latkami, které mohou byt ptipadné upraveny do
pradkové formy, je tfeba danou latku dostate¢né navlh&it vodou, ptipadné vhodnym
vehikulem, aby byl zarufen dobry kontakt s kizi. Testované kapaliny se zpravidla
aplikuji nefedéné. Latka se nanasi denné 5 az 7 dni v tydnu.

1.4 Experimentdlni podminky

1.4.1 Pokusna zvitata

Je mozno pouzivat dospélé potkany, kraliky nebo moréata. Je mozno pouzit i jiné
zvifeci druhy, jejich pouziti viak musi byt odivodnéné. Na za¢atku studie by nemélo
variaCni rozpéti hmotnosti zvitat (pro kazdé pohlavi zvlast’) piekrocit + 20 % stfedni
hodnoty.

1.4.1.1 Pocet a pohlavi

Pro kazdou hladinu davek pouzit nejméné 10 zvifat (5 samic a 5 samc) se zdravou
kazi. Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Pokud se planuje usmrcovani
zvifat v prubéhu studie, je nutno zvysit celkovy podet zvifat o podet zvifat, kterd
budou usmrcena pfed koncem pokusu. Mimoto je mozno podavat dal§i skupiné
(satelitni skupin&) 10ti zvifat (5 zvitat kazdého pohlavi) po dobu 28 dnl nejvyssi
davku a béhem nasledujicich 14 dna po ukonéeni expozic sledovat vratnost, trvani
nebo zpozdény vyskyt toxickych uéinkd. Pouziva se také satelitni skupiny 10
kontrolnich zvifat (5 zvifat kazdého pohlavi).
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14.1.2 Davkovani

Je tfeba pouZit nejméné tfi urovné davek a jednu kontrolni skupinu nebo - pokud se
pouzilo vehikula - kontrolni skupinu s aplikaci vehikula. Doba expozice méa byt
nejméné 6 hodin denné. Nanaseni testované latky by se mélo provadét kazdy den ve
stejnou dobu. V intervalech tydennich nebo ¢trnactidennich je tfeba aplikovanou
davku prizpisobovat tak, aby se udrzovala stdla hladina davky ve vztahu k télesné
hmotnosti zvifete. S vyjimkou aplikace testované latky se se zvifaty v kontrolni
skupiné zachazi stejné jako s pokusnymi. Pouziva-li se vehikulum pro usnadnéni
aplikace, podava se kontrolni skupiné stejnym zpliisobem jako pokusnym skupinam,
a to ve stejném mnozstvi, které se aplikuje skupiné s nejvys$si davkou. Nejvyssi
davka ma vyvolat toxické a¢inky, ale nezplisobit Zadné uhynuti nebo jen v malém

tvwr

poctu. Nejnizsi davka by neméla vyvolat Zadné ptiznaky toxicity. Pokud existuji
odhady expozice u €lovéka, mé nejnizsi davka tuto hodnotu ptekradovat. Idealné by
stfedni ddvka méla vyvolat jen toxicky G¢inek na hranicich zjistitelnosti. Aplikuji-li
se vice nez 3 Urovné davek, maji byt vmezefené davky voleny tak, aby vyvolaly
odstuptiované toxické ucinky. Ve skupiné s nizkou a stfedni davkou a v kontrolni

skupiné by pocet uhynuti mél byt nizky, jinak je vyhodnoceni vysledk obtizné.

Vede-li aplikace testované latky k té¢Zkému podrazdéni kuze, je tfeba sniZit
koncentraci, coz u vysoké davkové drovné muze vést k omezeni nebo vylouceni
ostatnich toxickych uc€inkd. Doslo-li k téZkému poskozeni klze, je dokonce za
uréitych okolnosti nutno pokus ukoncit a provést jej znova s niz§imi koncentracemi.

1.4.1.3 Limitni test

Nevyvola-li pfi predb&zné studii aplikace davky 1000 mg.kg' nebo vyssi davky,
ktera odpovida mozné expozici ¢lovéka, zadné toxické G¢inky, neni dal$i zkouska
nutna.

1.4.14 Doba pozorovani

V3sechna zvifata je tfeba denné pozorovat na pfiznaky otravy. Je tfeba zaznamenat
dobu uhynuti a dobu, kdy se objevi a ptipadné opét odezni ptiznaky otravy.

1.42 Popis postupu

Zvitata se chovaji v klecich po jednom. Exponuji se studované latce nejlépe 7 dnd
v tydnu po dobu 28 dnil. Zvifata satelitni skupiny, kterd jsou uréena pro nasledné
pozorovani, je tfeba chovat po dalsich 14 dni bez expozice, aby se mohla pozorovat
reparace toxickych u€inkd nebo jejich pfetrvavani. Doba expozice €ini nejméné
6 hodin denné.

Testovanou latku je tfeba nanaset rovnomérné na celou plochu, kterd pfedstavuje asi
10 % povrchu téla; u vysoce toxickych latek mize byt tato plocha mensi. Latkou je
tteba pokryt co nejvétsi €ast pokusné plochy rovnomémeé v co nejtenci vrstvé.

Testovana latka je po expoziéni dobu udrzovana v kontaktu s kzi pomoci porézniho
mulového obvazu a nedrazdivé naplasti. Testovanou plochu je déle tfeba vhodnym
zplsobem prekryt, aby se mulovy obvaz a testovana latka fixovaly a aby se zabranilo
oralnimu pfijmu. K zamezeni poziti latky je mozno pouZit i prostfedki pro omezeni
volnosti pohybu, uplnou imobilizaci vSak nelze doporucit. Jako alternativni metody
je mozno pouzit ,, ochranného limee®.
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Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky testované latky, vodou nebo s pouZzitim
jiného vhodného zpusobu ogisténi pokozky.

Vsechna zvifata je tfeba denné pozorovat a zaznamenévat piiznaky otravy véetné
Jejich potétku, stupné a trvani. Pozorovani zahrnuje zmény srsti, kiZe, o¢i a sliznic,
a také dychani a krevniho obé&hu, zmény funkce autonomni a centralni nervové
soustavy, somatomotorické aktivity a chovani. Hmotnosti zvifat se zaznamenavaji
tydn€. Doporu¢uje se zaznamenavat tydné i spotfebu potravy. Je tieba zajistit
pravidelné prohlizeni zvifat, aby pokud mozno nedochazelo ke ztratam zvifat jako
napf. v disledku kanibalismu, autolyzy tkini nebo chybného zatazeni. Po skonéeni
studie se vSechna zvifata, kterd piezila, s vyjimkou satelitnich skupin, pitvaji. Zvitata
v agonii, v téZkém stresu ¢i trpici bolesti je tfeba okamzité vyfadit, humanng utratit a
pitvat.

Na konci pokusu se u vSech zvifat v&etné kontrolnich provedou nasledujici
vySetfeni:
1. Hematologické vySetfeni ma zahrnovat alespori stanoveni hematokritu,
koncentrace hemoglobinu, poétu erytrocytti, celkového a diferencialniho
poctu leukocytt a srazlivosti krve.

[39]

Biochemickd analyza krve: k posouzeni funkce jater a ledvin stanovit
alesponi jeden ztéchto parametri: alaninaminotransferaza v séru (diive
znama jako glutamat-pyruvat-transamindza), aspartataminotransferaza séra
(dfive glutamat-oxalacetat-transaminaza), dusik mocoviny, albumin,
kreatinin, celkovy bilirubin a celkové bilkoviny v séru.

Mezi dalsi charakteristiky, které mohou byt potfebné pro tplné toxikologické
hodnoceni patfi stanoveni: vapniku, fosforu, chloridd, sodiku, drasliku, glukézy
nala¢no, lipidd, hormont, acidobazické rovnovahy, methemoglobinu, aktivity
cholinesterazy.

Dalsi biochemické analyzy mohou byt v pfipadé potfeby pouzity pro studium $irsiho
spektra uéinki.

1.4.2.1 Pitva

U vSech zvirat pouZzitych ve studii se provede pitva. Aspoi jatra, ledviny,
nadledviny, plice a varlata se co nejdiive po sekci zvazi ve vihkém stavu, aby se
ptedeSlo vysychani. Organy a tkané napf. normalni a exponovana kuZe, jatra,
ledviny, slezina, varlata, nadledviny, srdce i vSechny organy s makroskopickymi
lézemi nebo zménami velikosti) je tfeba pfechovavat ve vhodném médiu s ohledem
na pozdéjsi histopatologicka vysetteni.

1.42.2 Histopatologické vysetfeni

U vSech zvifat skupiny, které byla podana nejvys$si davka, a u zvifat kontrolni
skupiny, je tfeba provést histologické vySetfeni uchovanych organa a tkani. Pokud se
v organech a tkdnich ve skupiné s nejvyssi davkou, objevi poSkozeni zplsobena
testovanou latkou, je nutno provést histologické vySetfeni téchto tkéni i u vSech
skupin s niz§imi davkami. U zvifat satelitnich skupin je tfeba provést histologické
vySetieni se zvlastnim ddrazem na organy a tkané, ve kterych se objevily G¢inky
otravy u ostatnich exponovanych zvifat.
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UDAJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentélni skupinu patrny
pocet zvifat na poc¢atku pokusu a pocet zvifat s jednotlivymi formami poSkozeni.

Vsechny zjiSténé vysledky je tfeba vyhodnotit vhodnou statistickou metodou. Je
k tomu mozno pouzit kteroukoliv uznavanou statistickou metodu.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s ptislusnymi pravnimi ptedpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a
o prub€hu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o priibéhu pokusu obsahuje tyto informace :
- udaje o zvitatech (druh, kmen, piivod, podminkach chovu, krmeni atd.),

- experimentalni podminky ( véetné druhu obvazu; okluzivni nebo
neokluzivni),

- urovné davek (v¢etné vehikula, pokud se pouzije) a koncentrace,
- uroven bez u€inku, pokud ji Ize stanovit,
- udaje o toxickych odpovédich podle pohlavi a davky,

- doba uhynuti béhem experimentu, piipadné udaj o pteziti zvifat do konce
sledovani,

- toxické nebo jiné ucinky,

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

- spotieba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,

- hematologicka vysetfeni a jejich vysledky,

- biochemicka vy3etfeni a jejich vysledky,

- pitevni nalezy,

- detailni popis v§ech histopatologickych nalezi,

- statistické vyhodnoceni vysledkd, kde je to mozné.

Diskuse.

Zavéry.
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B.10 MUTAGENITA - TEST CHROMOZOMOVYCH ABERACI
U SAVCICH BUNEK IN VITRO

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi.”

1.1 Uvod

Utelem analyzy chromozémovych aberaci in vitro je nalézt latky, jez v kulturdch
sav&ich bungk zpisobuji strukturalni chromozémové aberace.” Strukturalni aberace
jsou dvojiho druhu: chromozémové a chromatidové. Aberace vyvolané chemickymi
mutageny jsou Vé&tSinou chromatidové, dochazi vSak téZz k aberacim
chromozémového typu. Vznik polyploidie miize naznaCovat, ze dana chemicka latka
je schopna vyvolévat numerické aberace. Tato metoda viak neni navrZena k analyze
numerickych aberaci a bézné se k tomuto Géelu nepouziva. Chromozémové mutace
a piibuzné jevy jsou pti¢inou fady genetickych chorob u ¢lovéka a existuji
pfesvédCivé doklady toho, Zze chromozémové mutace a ptibuzné jevy, jeZ zpisobuji
zmény v onkogenech a tumorsupresorovych genech somatickych bunék, hraji ilohu
pfi vzniku rakoviny u ¢lovéka a experimentalnich zvifat.

Tento test se pouziva k odhaleni moznych sav&ich mutagent a karcinogent. Rada
chemickych latek, které jsou v tomto testu pozitivni, je sice pro savce karcinogenni,
neni viak dostate¢na korelace mezi timto testem a karcinogenitou. Tato korelace
zavisi na druhu latky a existuje stale vice dokladd o tom, Ze existuji chemické latky,
jejichz karcinogenni vlastnosti se timto testem nezjisti, protoZe zfejmé plsobi jinym
mechanismem neZ pfimym poskozenim DNA.

K analyze chromozomovych aberaci in vitro se mohou pouzit kultury
stabilizovanych buné&nych linii, buné&nych kmend nebo primarni bunééné kultury.
Pouzité buriky jsou vybrany na zakladé schopnosti ristu v kultufe, stability
karyotypu, poétu chromozémi, jejich diverzity a Cetnosti spontdnnich
chromozdémovych aberaci.

Testy in vitro vyzaduji obecné exogenni zdroj metabolické aktivace. Tento systém
metabolické aktivace nedokaze dokonale napodobit podminky u savch in vivo. Je
tteba se vyvarovat podminek, které by mohly vést k pozitivnim vysledkim, jez
neodrazeji vnitini muta%enitu, nybrz jsou zpisobeny zménami pH, osmolality nebo

vysokou cytotoxicitou.

1.2 Definice

Aberace chromatidového typu: strukturdlni poSkozeni chromozému, které se
projevuje jako zlom jedné, pfipadné obou chromatid, nebo zlom a opétovné spojeni
mezi chromatidami.

Aberace chromozémového typu: strukturalni pokozeni chromozému vyjédfena
jako zlom respektive jako zlom a opétovné spojeni obou chromatid na stejném misté
(zahrnuty jsou aberace typu dicentricky chromozdm, prstén¢ity chromozém-ring).
Zlom chromatidy: jako zlom lze hodnotit poruSeni kontinuity jedné nebo obou
chromatid za pfedpokladu, Ze vznikla mezera ve struktufe chromatidy je vétsi nez je
sitka poskozené chromatidy. Déle pak v pfipadech, koncovy (distdlni) fragment
vmist¢ zlomu je dislokovany (nebo mimo osu chromatidy), ptipadné jedna
chromatida hodnoceného chromozému je krat3i v disledku delece.
Endoreduplikace: proces, kde po S-fazi replikace DNA nepfechazi jadro do mitozy,
nybrz za&ina daldi S-faze. Vysledkem jsou chromozémy s 4, 8, 16, ... chromatidami.
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Gap: achromatickd 1éze mensi nez $itka jedné chromatidy a s minimalnim
vybo&enim chromatid.
Mitoticky index: pomér bun€k v metafazi déleny celkovym poctem bunék v dané
populaci bun€k; udava stupen proliferace této populace.
Numerickd aberace: zmeéna poftu chromozémt oproti normalnimu poctu
charakteristickému pro pouzité buiiky.
Polyploidie: nasobek haploidniho po¢tu chromozdémi (n) jiny nez diploidni pocet
(tedy 3n, 4n atd.).
Strukturdlni aberace: zména chromozomové struktury zjistitelna mikroskopickou
analyzou bunééného déleni ve stadiu metafaze, pozorovana jako delece a fragmenty
a vymény.

1.3 Princip metody

Buné&lné kultury se vystavi pasobeni testované latky, a to s metabolickou aktivaci a
bez ni. Ve stanovenych intervalech po expozici bunééné kultury testované latce, se
metafize zastavi napiiklad Colcemidem® nebo kolchicinem, buriky se sklidi, obarvi
se a v metafazickych buitkach se mikroskopicky zjist'uji chromozémové aberace.

1.4 Popis metody
1.4.1 Priprava
1.4.1.1 Bunky
Je mozno pouzit celou fadu bunéénych linii, kmend nebo primarnich buné&nych

kultur, vletné bunék lidskych (napfiklad fibroblasty c¢inského kiecka nebo
lymfocyty periferni krve ¢lovéka ¢i jiného savce).

1412 Média a kultivaéni podminky

K udrzovéni kultur je tieba pouzivat vhodna kultivaéni média a inkubaéni podminky
(kultivaéni nadoby, koncentrace CO,, teplota a vihkost). U buné€nych linii a kment
je tieba b&znym zplsobem kontrolovat stabilitu modalniho po¢tu chromozémi a
neptitomnost mykoplasmat v bufikach. V pfipadé kontaminace se buiky
nepouzivaji. Je tteba znat normaini dobu bunééného cyklu a kultivaini podminky.

1.4.1.3 Ptiprava kultur

Stabilizované bunééné linie a kmeny: buiiky se mnozi ze zasobnich kultur vysetim
do kultivaéniho média v takové hustoté, aby kultury nedosahly konfluentni vrstvy
pied dobou sklizeni a inkubuji se pfi teplot€ 37°C.

Lymfocyty: ke kultivaénimu médiu obsahujicimu mitogen (napf. fytohemoglutinin)
se pfida bud’ plnd krev svhodnym antikoagulantem (napf. heparinem) nebo
separované lymfocyty ziskané od zdravych jedincii a kultivuji se pfi teploté 37°C.

14.14 Metabolicka aktivace

Na buiiky se testovanou latkou plisobi v pfitomnosti i v neptitomnosti vhodného
metabolického aktivatniho systému. Nejobvyklejsi je kofaktory suplementovana
mitochondrialni frakce (S9) piipravena zjater hlodavcd, ovlivnéna Einidly
indukujicimi enzymy jako je Aroclor 1254, nebo smés fenobarbitalu a f-
naftoflavonu. ”

Kone¢na koncentrace mitochondrialni frakce v médiu ¢ini obvykle 1-10% v/v.
Aktivita metabolického aktivaniho systému bude zaviset na tom, jakého typu je
testovana latka. V nékterych ptipadech je vhodné pouZit mitochondridlni frakei
v nékolika koncentracich.
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Pro ucely endogenni aktivace mohou byt pouZity i geneticky modifikované buné&né
linie exprimujici specifické aktiva¢ni enzymy. Vybér buné&énych linii by mél byt
védecky ovéfen (napf. vztahem isoenzymu cytochromu P450 k metabolismu
testované latky).

1.4.15 Piiprava testované latky

Je-li testovand latka v pevném stavu, latka se pfed pisobenim na buriky rozpusti
nebo se pfipravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle a piipadné nafedi. Kapalné
testované latky se mohou do systému pfidavat pfimo nebo se predtim fedi. Je tfeba
pouzivat Cerstvé preparaty, ledaze tudaje o jejich stabilité prokazuji, Ze delsi
skladovani neovliviiuje jejich vlastnosti.

142 Podminky testu
1.4.2.1 Rozpoustédlo

U zvoleného rozpoustédla nesmi existovat podezieni, Zze by mohlo s testovanou
latkou chemicky reagovat, a nesmi naruSovat pfezivani bunék a aktivitu S9.
Pouziva-li se mén€ znamé rozpou§tédlo musi byt podpofeno referencemi
prokazujicimi jeho kompatibilitu. Doporuduje se, aby v3ude tam, kde je to moZné,
bylo na prvnim misté zvazovano pouZiti jako rozpoustédla vody. Je-li testovana
latka ve vodé nestald, musi byt pouZité organické rozpoustédlo zcela bezvodé. Voda
se da odstranit molekuldrnim sitem.

1.4.2.2 Koncentrace

Mezi kritéria, jez se uvazuji pfi stanovovani nejvy$si koncentrace, patfi cytotoxicita,
rozpustnost v systému a zmény pH resp. osmolality.

Cytotoxicita se stanovi s metabolickou aktivaci i bez ni v hlavnim experimentu,
pficemz se pouzije vhodné indikace buné¢né integrity a ristu , napfiklad stupné
konfluence, pocet zivych bun€k, nebo mitoticky index. Je vhodné stanovit
cytotoxicitu a rozpustnost v pfedbéznych experimentech.

Je treba pouzit minimdln¢ tii analyzovatelné koncentrace. Dochazi-li k cytotoxicité,
musi tyto koncentrace pokryvat rozsah od maximalni do nizké nebo nulové toxicity.
To obvykle znamena, Ze se jednotlivé koncentrace nebudou li$it vice nezZ nasobkem,
ktery lezi mezi hodnotami 2 a V10. V dobé sklizeni bun&k musi byt pH nejvyssi
koncentraci pozorovan signifikantni pokles konfluentntho ristu, poctu bunék, nebo
mitotického indexu (vZdy o vice nez 50%). Mitoticky index je pouze nepfimou
mirou cytotoxickych/ cytostatickych G¢inkd a je zéavisly na dob& uplynulé¢ po
expozici testovanou latkou. Je vSak akceptovatelny pro suspenzni kultury, kde by
jina detekce toxicity byla obtiZzna a neprakticka. Jako dopliyjici informace je mozno
pouzit také tidaje o kinetice buné¢ného déleni, jako je primémy generacni Cas; ten
oviem predstavuje celkovy pramér, ktery ne vzdy odhali existenci v déleni
zpozdénych subpopulaci bunék. A tak i malé prodlouzeni primérného genera¢niho
¢asu muze znamenat znaény odklon od vhodné doby sklizeni z hlediska optimalniho
vytézku aberaci.

U relativné necytotoxickych latek ¢ini maximalni koncentrace testované latky
nejnizsi z hodnot 5 pl/ml, 5 mg/ml nebo 0,01 M.

U relativné nerozpustnych latek, jeZ jsou netoxické v koncentracich nizsich nez je
koncentrace pfi které se jiz latka nerozpousti, ma byt nejvyssi pouzita koncentrace
vy$3i nez je mez rozpustnosti ve findlnim kultivaénim médiu na konci kultivace
s testovanou latkou. V nékterych pfipadech — napiiklad dochazi-li k toxickému
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UCinku pti koncentracich vysSich neZ je nejniZ$i nerozpustna koncentrace — se
doporucuje testovat pfi n€kolika koncentracich s viditelnym sraZenim. Muze byt
uzite¢né vyhodnotit rozpustnost na pogatku a na konci pasobeni, protoZe se béhem
expozice miZe rozpustnost zménit v testovacim systému vlivem piitomnosti bunék,
séra, S9 apod. Nerozpustnost se da zjistit i prostym okem. SraZenina nesmi byt na
pfekazku pii hodnoceni bunék.

1423 Negativni a pozitivni kontroly

Do kazdého experimentu, at’ jiz s metabolickou aktivaci nebo bez ni, je tfeba zatadit
soubéZné pozitivni a negativni kontroly (rozpoustédlo, nebo vehikulum). Pokud se
aplikuje metabolickd aktivace, musi byt pozitivni kontrolou latka vyZadujici
metabolickou aktivaci k vyvolani mutagenniho uéinku.

Pro pozitivni kontrolu se pouziva zndmy klastogen, a to pfi expozi¢nich urovnich,
kde se otekava, ze poskytne reprodukovatelny a detekovatelny narist aberaci nad
pozadi, prokazujici citlivost testovaciho systému.

Koncentrace pro pozitivni kontrolu je tfeba zvolit tak, aby uéinek byl ziejmy, ale
neodhaloval hodnotiteli pfimo identitu zakédovanych preparati. Mezi latky pro
pozitivni kontrolu patii naptiklad:

Metabolicka Latka CAS EINECS

aktivace

Ne methyl methansulfonat 66-27-3 200-625-0
ethyl methansulfonat 62-50-0 200-536-7
ethyl nitrosomocovina 759-73-9 212-072-2
mitomycin C 50-07-7 200-008-6
4-nitrochinolin-N-oxid 56-57-5 200-281-1

Ano benz{a]pyren 50-32-8 200-028-5
Cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
monohydrat cyklofosfamidu 6055-19-2

Pro pozitivni kontrolu se mohou pouzit i jiné vhodné latky. Tam, kde je to mozné, je
vhodné pouzit pro pozitivni kontrolu latku ze stejné chemické skupiny.

Pro kazdy ¢asovy interval sklizeni kultur je tfeba pouZit i negativni kontrolu, ve
které se pouziva rozpoustédlo nebo vehikulum v kultivaénim médiu, zpracované
stejnym zpUsobem jako experimentalni kultury. Mimoto je rovnéZ tieba zafadit
kontrolu bez jakéhokoliv ovlivnéni.

143 Postup
1.4.3.1 Expozice testovanou latkou

Na proliferujici butiky se plisobi testovanou latkou za pfitomnosti i nepfitomnosti
metabolického aktivaéniho systému. Na lymfocyty je tfeba zalit plsobit asi 48
hodin po stimulaci mitogenem.

Obvykle se pro kazdou koncentraci pouzivaji dvé kultury; a totéZ se doporucuje pro
negativni kontroly s rozpoustédlem, nebo vehikulem. Pokud lze na zdkladé
historickych daj& prokazat, ze rozdily mezi duplicitnimi kulturami jsou minimalni,
je ptijatelné, aby se pro kazdou koncentraci pouzila jenom jedna kultura. 3)
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V ptipadé plynnych nebo tékavych latek je tfeba uplatnit v testu vhodné postupy,
jako je pouziti neprody$né uzavienych kultiva¢nich nadob.

1432 Doba sklizeni kultury

V prvnim experimentu se buiiky vystavi testované latce s metabolickou aktivaci i
bez ni po dobu 3 — 6 hodin a vzorky se odebiraji v ¢ase odpovida;jicim zhruba 1.5-
nasobku normalni délky bunétného cyklu od zadatku expozice.” Pokud jsou pti
pouZziti aktivaéniho systému i bez ného vysledky negativni, provadi se dalsi
experiment bez aktivace, s kontinualni expozici az do doby ukonceni kultivace
odpovidaji zhruba 1,5-nasobku normélniho bunééného cyklu. Nékteré latky se
hodnoti snaze pfi dobé expozice del§i neZ je 1,5-ndsobek délky buné&ného cyklu.
Negativni vysledky s metabolickou aktivaci se posuzuji piipad od pripadu.
V ptipadech, kdy se potvrzeni negativnich vysledkd nepoklada za nutné, je tieba
toto rozhodnuti zd@vodnit.

1.43.3 Pfiprava chromozémi

Na bunééné kultury se psobi Colcemidem® nebo kolchicinem obvykle po dobu
1 -3 hodin pfed ukonCenim kultivace. Kazdad bunééna kultura se pro pfipravu
chromozém zpracovava zvlast. Pfiprava chromozémi sestava z ovlivnéni bunék
hypotonickym roztokem, fixace a obarveni.

1.43.4 Analyza

VSechny preparaty, vcetné pozitivnich a negativnich kontrol, se pfed
mikroskopickou analyzou nezévisle zakdduji. Jelikoz fixaéni postupy ¢asto vedou
k rozbiti ur¢itého podilu metafazickych bunék a ztraté chromozoému, musi byt u
vSech typt bun€k pocet centromer v hodnocenych burikach roven modalnimu &islu
+ 2. Pro kazdou koncentraci a kontrolu je tfeba hodnotit minimdlné 200 dobie
rozprostienych metafazi, stejnomérné z obou kultur, pokud byly pouzity.V pfipade¢,
Ze je pocet aberaci vysoky, mlZe se pocet analyzovanych metafazi snizit.

[ kdyZ Gcelem testu je zjistit strukturalni chromozomové aberace, je také duilezité
zaznamenat pfipadnou polyploidii a endoreduplikaci.

UDAIJE

Zpracovani vysledkl

[
—

JelikoZ experimentalni jednotkou je buika, je tieba vyhodnotit procento bunék se
strukturalnimi chromozdémovymi aberacemi. Je tfeba registrovat jednotlivé typy
strukturalnich aberaci v&etné jejich poétu a ¢etnosti u experimentalnich i kontrolnich
kultur. Gapy se zaznamenavaji zvlast, ale obvykle se do celkové Cetnosti aberaci
nezahrnuji.

Soutasné je tfeba vtestu zaznamenavat také zjiSt€nou cytotoxicitu
v experimentalnich i kontrolnich kulturach.

Udavaji se data pro jednotlivé kultury. Nakonec se vSechna data uvedou v sumarni
tabulce.

Verifikace zjevné pozitivnich vysledkl se nepozaduje. Nejednoznaéné vysledky se
objastiuji dal$im testovdnim, nebo modifikaci experimentilnich podminek.
O nutnosti potvrdit negativni vysledky bylo pojednano v odst. 1.4.3.2. V naslednych
experimentech je tfeba zvéaZit modifikaci pouZitych parametri tak, aby se rozsifil
rozsah posuzovanych podminek. K parametrim, které lze modifikovat, patfi
koncentra¢ni intervaly a podminky metabolické aktivace.
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22 Vyhodnoceni a interpretace vysledkt
Ke zjistovani pozitivniho vysledku se pouziva nékolik kritérii, naptiklad na
koncentraci testované latky zavisla frekvence bunék s chromozdémovymi aberacemi.
Nejprve je tfeba uvazit biologickou vyznamnost vysledkt. Pfi vyhodnocovéni
vysledki testu se mohou pouzit statistické metody.” Statisticka vyznamnost by viak
neméla byt jedinym ur€ujicim faktorem pozitivniho vysledku.
Nartst poétu polyploidnich bunék muiZe indikovat, Ze testovana latka ma schopnost
inhibovat mitotické procesy a vyvolavat numerické chromozomové aberace. Narust
poctu bunék s endoreduplikovanymi chromozémy muzZe naznacovat, Ze testovana
latka mé schopnost inhibovat faze bunééného cyklu. >

Testovana latka, pfi jejimZz pouziti vysledky nespliiuji vySe uvedend kritéria, se
v tomto systému povazuje za nemutagenni.

Ackoliv vétsina experimentd vykazuje jasné pozitivni, nebo negativni vysledky, ve
vyjimeénych pfipadech ziskanid data nedovoluji jednozna¢né posouzeni ucinku
testované latky. Vysledky mohou byt nejisté, nebo diskutabilni bez ohledu na pocet
opakovanych experimentd. Pozitivni vysledky testu na chromozémové aberace in
vitro' ukazuji, ze testovana latka vyvolava v kultufe savéich somatickych bunék
strukturalni chromozomové aberace. Negativni vysledky ukazuji, Ze za danych
experimentélnich podminek testovana latka v kultufe savéich somatickych bun€k
chromozémové aberace nevyvolava.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pfislusnymi pravnimi ptedpisy” musi byt zpracovén projekt pokusu a
o pribéhu pokusu je nutno vést protokol.

(VS )

Ve zpravé o prub&hu pokusu je tfeba uvést tyto informace:

Rozpoustédio/ vehikulum:

- zdivodnéni volby rozpoustédla/vehikula

- rozpustnost a stabilita testované latky v rozpoustédle/vehikulu, pokud je znima.

Buriky:

Podminky pokusu:

Vysledky:

- znamKy toxicity, tj. stupeii konfluence, idaje o buné¢ném cyklu, o poltu
bunék,

— znamky srdzeni,

— udaje o pH a osmolalité expozi¢niho média, pokud byly stanoveny,

— definice aberaci, véetné gapi,

— pocet bunék s chromosomovymi aberacemi a typy aberaci zvlaSt pro kazdou
exponovanou a kontrolni kulturu,

— zmény ploidie, pokud byly pozorovany,

— podle moznosti zavislost odpovédi na davce,

— piipadné statistické analyzy,

— data o soubé&zné negativni (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivni kontrole,

—dosavadni data o negativni (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivni Kkontrole
s rozpétimi, sttednimi hodnotami a smérodatnymi odchylkami.

Diskuse vysledkd.
Zavéry.
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B.11 MUTAGENITA - TEST CHROMOZOMOVYCH ABERACI
V KOSTNI DRENI SAVCU IN VIVO

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi.”’
1.1 Uvod

Utelem analyzy chromozémovych aberaci u savcd in vivo Jje zjistit strukturalni
chromozémové aberace vyvolané testovanou latkou v buiikach kostni dfené zvifat,
obvykle hlodavet. > Strukturalni aberace mohou byt dvojiho druhu: chromozémové
a chromatidové. Narist polyploidie miZe naznalovat, Ze danad chemicka latka je
schopna vyvolavat numerické aberace. Aberace vyvolané chemickymi mutageny
Jsou vétSinou chromatidové, oviem k aberacim chromozémového typu dochazi
rovnéz. Chromozémové mutace a pfibuzné jevy jsou pfi¢inou fady genetickych
chorob u €lovéka a existuji presvéd¢ivé doklady toho, Ze chromozémové mutace a
piibuzné jevy, jez zplsobuji zmény v onkogenech a tumorsupresorovych genech,
hraji dlohu pfi rakoviné u ¢lovéka a v experimentalnich systémech.

K tomuto testu se bézné vyuzivaji hlodavci. Cilovou tkani v ném je kostni dien,
protoze se jedna o tkan vysoce vaskularizovanou, obsahujici populaci rychle se
délicich bunék, jez se daji snadno izolovat a zpracovat. Jiné Zivo¢isné druhy a cilové
tkané se v tomto testu nepouzivaji.

Tento test na chromozémové aberace je zvlasté dulezity pfi hodnoceni mutagenniho
rizika, protoZe umoziiuje brat v ivahu faktory metabolismu in vivo, farmakokinetiky
a procest reparace DNA, i kdyZ zde mohou byt mezi Zivo¢inymi druhy a mezi
tkan€mi rozdily. Test in vivo je také vhodny pro daldi analyzu mutagenniho efektu,
ktery byl pfedtim zji§tén testem in vitro.

Existuji-li doklady o tom, Ze se testovana latka nebo jeji reaktivni metabolit do
cilové tkané€ nedostane, neni vhodné pouZiti tohoto testu.

1.2 Definice

Aberace chromatidového typu: strukturdlni posSkozeni chromozému, které se
projevuje jako zlom jedné, piipadné obou chromatid, nebo zlom a opétovné spojeni
mezi chromatidami.

Aberace chromozomového typu: strukturalni poskozeni chromozému vyjadfena
jako zlom respektive jako zlom a opétovné spojeni obou chromatid na stejném misté
(zahmuty jsou aberace typu dicentricky chromozém, prsténéity chromozém-ring).

Zlom chromatidy: jako zlom lze hodnotit porudeni kontinuity jedné nebo obou
chromatid za pfedpokladu, Ze vznikla mezera ve struktufe chromatidy je vét3i nez je
Sitka poskozené chromatidy. Dale pak v pfipadech, koncovy (distdlni) fragment
v mist¢ zlomu je dislokovany (nebo mimo osu chromatidy), pfipadné jedna
chromatida hodnoceného chromozému je kratsi v disledku delece.

Endoreduplikace: proces, kde po S-fazi replikace DNA nepfechdzi jadro do mitézy,
nybrz za¢ina dalsi S-faze. Vysledkem jsou chromozoémy s 4, 8, 16, ... chromatidami.

v

Gap: achromatickd léze mensi nez $itka jedné chromatidy a s minimalnim
vyboéenim chromatid.

Mitoticky index: pomér bunék v metafizi déleny celkovym poétem bunék v dané
buné&éné populaci; udava stupeit proliferace této populace.
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Numerickd aberace: zména poftu chromozomd oproti normalnimu poétu
charakteristickému pro pouzité butiky.

Polyploidie: nasobek haploidniho poétu chromozomi (n) mimo diploidni pocet
(tedy 3n, 4n atd.).

Strukturdlni aberace: zména chromozomové struktury zjistitelnd mikroskopickou
analyzou bunécného déleni ve stidiu metafize, pozorovana jako delece a fragmenty

a vymeény.

1.3 Princip metody
Zvitata se vhodnym zplsobem vystavi testované latce a ve vhodnou dobu po
pusobeni se usmrti. Pfed usmrcenim se na né plsobi latkou zastavujici metafazi

(naptiklad kolchicinem nebo Colcemidem®). Z bunék kostni diené se pak pfipravi
preparaty a v metafazickych burkach se mikroskopicky zjistuji chromozomové

aberace.
1.4 Popis metody
1.4.1 Ptiprava

1.4.1.1 Vybér Zivocisného druhu
Bézné se pouZivaji potkani, mysi a Cinti kfecci, 1ze oviem pouzit i jakykoliv jiny
vhodny sav¢i druh. Pouzivaji se bézné laboratorni kmeny mladych zdravych jedinct.
Hmotnostni rozdily by pfi zahdjeni studie mély byt minimalni a u kazdého pohlavi
nemaji presahovat + 20 % primérmé hmotnosti.

1.4.1.2 Podminky chovu

V3seobecné podminky chovu jsou uvedeny ve Vieobecném tvodu v &asti B, vlhkost
by méla byt 50 — 60 %.

14.13 PFiprava zvifat

Pokusna zvifata jsou vybrdna sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvla§tniho pravniho predpisu'® a oznagena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
predpisu.'”

1.4.14 Priprava dadvek

Je-li testované latka v pevném stavu, pfed podanim zvifatim se rozpusti nebo se
pfipravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle nebo vehikulu a pfipadné se zfedi.
Kapalné testované latky se mohou podavat pfimo nebo se pfed podavanim fedi. Je
tfeba pouzivat Cerstvé preparaty, ledaze udaje o stalosti prokazuji, ze skladovani ji
neovlivni.

1.4.2 Podminky testu

1.4.2.1 Rozpoustédilo/vehikulum

Rozpoustédlo/vehikulum v pouzivanych davkach nesmi vyvolavat toxické Ginky a
nesmi s testovanou latkou chemicky reagovat. PouZiva-li se ne piili§ znamé
rozpoustédlo, musi byt jeho pouZiti podpofeno udaji o kompatibilité s testovanou
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latkou. DoporuCuje se, aby kde je to moZné, bylo na prvnim misté pouZito vodné
rozpoustédlo/ vehikulum.

1.4.2.2 Kontroly

Do kazdého testu je tieba pro kazdé pohlavi zafadit soubézné pozitivni a negativni
(rozpoustédlo/vehikulum) kontroly. Je tfeba zachdzet se zvifaty ve viech skupinach
stejne.

Pozitivni kontroly by mély vyvolavat strukturalni aberace in vivo pti davkach, kdy
1ze oCekavat jejich detekovatelné zvySeni nad spontanni uroven. Davky pfi pozitivai
kontrole se voli tak, aby byly u¢inky patrné, ale pfitom nenapovidaly hodnotiteli
totoznost zakddovaného preparatu. Pozitivni kontrolu je mozné podavat odliSnym
zplisobem neZ testovanou latku a vzorek odebirat v jednom ¢asovém intervalu. Kde
je to mozZné, je tfeba pouzivat pozitivni kontrolu ze stejné chemické skupiny, jako je
testovana latka. Piiklady latek vhodnych pro pozitivni kontrolu:

Latka CAS EINECS
ethyl methansulfonat 62-50-0 200-536-7
ethyl nitrosomocovina 759-73-9 212-072-2
mitomycin C 50-07-7 200-008-6
cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
cyklofosfamid monohydrat 6055-19-2

triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativni kontroly ovlivnéné rozpoustédlem nebo vehikulem a zpracované stejnym
zplisobem jako experimentalni skupiny mély by byt zafazeny do vSech Casovych
intervali zpracovani, pokud nejsou k dispozici pfijatelné historické udaje o
frekvenci chromozémovych aberaci a o interindividualni variabilité¢ mezi zvifaty.
Aplikuje-li se u negativnich kontrol pouze jeden odbér vzorkii, je nejvhodng&jsi
dobou prvni interval odbéru vzorkd. Mimoto je tfeba pouzit i neovlivnénych kontrol,
ledaze existuji historické nebo publikované udaje prokazujici, Ze zvolené
rozpoustédlo, nebo vehikulum nevyvolava zadné nepfiznivé nebo mutagenni u€inky.

1.5 Postup

1.5.1 Pocet a pohlavi zvifat

V kazdé experimentdlni a kontrolni skupiné musi byt minimalné pét
analyzovatelnych jedinci kazdého pohlavi. Pokud v dob¢, kdy se studie provadi,
existuji tdaje o stejném Zivocisném druhu a pouZiti stejnych zplsobi expozice
prokazujici, e mezi obéma pohlavimi nejsou Vv toxicité podstatné rozdily, je
testovani pouze na jednom pohlavi postadujici. Tam, kde humaénni expozice
chemickym latkim méZe byt zavisla na pohlavi, jak je tomu napfiklad u nékterych
farmaceutickych pripravkil, provadi se test na zvifatech odpovidajiciho pohlavi.

1.5.2 Davkovaci schéma

Testovanou latku je nejvhodnéjsi podavat jednorazové. Pokud se jedna o objemnou
davku, mize se k usnadnéni aplikace davka rozdélit, napfiklad na dvé€ davky za den
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podané vrozmezi nanejvySe nékolika hodin. Jiné rezimy davkovani museji byt
védecky odivodnéné.

Vzorky se odebiraji ve dvou riznych ¢asovych intervalech po podani téhoz dne. U
hlodavcl je prvni interval odbéru vzorkd 1,5-ndsobek normalni délky bunééného
cyklu (ktera Cini obvykle 12 — 18 hodin) po podani latky. JelikoZ doba potiebna pro
absorpci a metabolismus testované latky a jeji vliv na kinetiku bun&¢ného cyklu
mohou ovlivnit optimélni dobu pro detekci chromozémovych aberaci, doporu¢uje se
dal§i odbér vzorkli po 24 hodindch od prvniho odbéru. Pokud se v daném
davkovacim rezimu latka podava vicekrat nez jednou za den, je tfeba provést jeden
odbér vzorkl 1,5-nasobkem délky normalniho bunééného cyklu po poslednim
podani latky.

Pfed usmrcenim se zvifatim intraperitonealné injikuje vhodna davka Colcemidu®
nebo kolchicinu a nasledné se z nich ve vhodném intervalu odeberou vzorky. U mysi
je tento interval zhruba 3 — 5 hodin, u ¢inskych kie¢kd zhruba 4 ~ 5 hodin. Z kostni
dfené se odeberou buriky a zjist'uji se v nich chromozémové aberace.

1.53 Davkovani

Provadi-li se studie ke zjiSténi rozpéti toxicity, protoZe nejsou k dispozici Zadné
vhodné udaje, je tfeba ji provadét v téze laboratofi za pouziti stejného Zivolisného
druhu, kmene, pohlavi a pokusného reZimu, jaké se pouziji v hlavni studii. Pfi
zjisténi toxicity, se uzivaji pro prvni asovy interval odbéru vzorku tfi davky tak,
aby pokryvaly rozmezi od maximalni toxicity k toxicité nizké nebo nulové. Pro
pozdéjsi ¢asovy interval odbéru vzorki je pak tfeba pouzit jenom nejvyssi davku. Ta
je definovana jako davka vyvolavajici takové znamky toxicity, ze pii vysSich
davkach ve stejném rezimu podéavéani by ucinky byly letalni. Latky, jez v nizkych
netoxickych davkach vykazuji specifickou biologickou aktivitu, jako jsou hormony
nebo mitogeny, mohou ptedstavovat z téchto kritérii pro stanoveni davek vyjimky,
jez se vyhodnocuji individualné pfipad od pfipadu. Nejvyssi davka mulze byt také
definovana jako davka, ktera vede k uréitym znamkam toxicity v kostni dfeni (napf.
pokles mitotického indexu o vice nez 50 %).

1.54 Limitni test

JestliZe test pfi davce minimalné 2 000 mg/kg hmotnosti v jedné davce nebo ve dvou
davkach podanych v jeden den nevyvolava zadné pozorovatelné toxické Ucinky a
jestlize se na zakladé udaju o latkach s podobnou chemickou strukturou neocekava
genotoxicita, nemusi byt provedena cela studie za pouziti tfi ddvkovych trovni. Pro
dlouhodobé studie ¢ini limitni davka 2 000 mg/kg hmotnosti za den pii dobé trvani
do 14 dnfi, a 1000 mg/kg hmotnosti pfi dobé trvani delsi nez 14 dnd. Podle
olekdvané humanni expozice muze byt zapotfebi pouzit v limitnim testu vySsi
davkové urovné.

1.5.5 Aplikace latky

Testovana latka se obvykle aplikuje bud’ Zalude¢ni sondou, nebo intraperitonealni
injekci. V od@vodnénych ptipadech jsou pfijatelné i jiné zplsoby expozice.
Maximalni objem kapaliny, ktera se da sondou nebo injekci najednou vpravit, zavisi
na velikosti pokusného zvifete a nemé pfekro¢it 2 ml/100g hmotnosti; vy3si davky
musi byt zdGvodnéné. S vyjimkou drazdivych nebo Ziravych latek, jez normalné
vykazuji pfi vy3sich koncentracich hordi uginky, je tfeba upravit koncentrace latky
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tak, aby objem byl ve vSech davkovych urovnich stejny a minimalizovala se tak
objemova variabilita.

1.5.6 Piiprava chromozémi
Okamzit€¢ po usmrceni zvifete se odebere kostni dfei, pisobi se ni hypotonickym
roztokem a dfen se fixuje. Suspenze bunék se nakape na podlozni sklo a obarvi se.
1.5.7 Analyza

JakozZto mira cytotoxicity se u vSech zvifat veetné€ pozitivnich i negativnich kontrol
stanovi mitoticky index pro minimalné 1000 bunék z kazdého jedince.

Z kazdého jedince se analyzuje minimalné 100 bun&k. Tento poéet je mozné sniZit
pfi vysokém poctu aberaci. VSechny preparaty (vCetné pozitivnich a negativnich
kontrol) se pred mikroskopickou analyzou nezavisle zakoduji. Jelikoz pfi jejich
piipravé dochazi Casto k poruSeni urditého podilu metafdzi spojeného se ztratou
chromozémii, musi byt poéet centromer v hodnocenych buiikach 2 + 2.

UDAIJE

o

2.1 Zpracovani vysledkd

Udaje od jednotlivych zvitat se zaznamenéavaji v tabulce. Experimentalni jednotkou
je jedinec. U kazdého zvifete se zaznamenava pocet hodnocenych bunék, pocet
aberaci na jednu buiiku a procento bunék se strukturdinimi chromozdémovymi
aberacemi. U experimentalnich i kontrolnich skupin se zaznamenaji jednotlivé typy
strukturdlnich chromozémovych aberaci, jejich pocet a cetnost. Gapy se
zaznamenavaji zvlast’ a registruji se, ale obvykle se do celkové frekvence aberaci
nezahrnuji. Nejsou-li Zddné doklady o tom, Ze obé pohlavi reaguji rozdilné, je
mozné udaje za obé€ pohlavi pro statistickou analyzu slouéit.

2.2 Vyhodnoceni a interpretace vysledkt

Ke zjistovani pozitivniho vysledku se pouzivd nékolik kritérii, naptiklad na
koncentraci testované latky zavisla frekvence bun€k s chromozémovymi aberacemi,
nebo zietelny nartst poétu bunék s aberacemi ve skupiné s jednordzovou davkou pti
jednom Casovém intervalu odbéru vzorkid. Nejprve je tieba uvazit biologickou
vyznamnost vysledki. Pfi vyhodnocovani vysledki testu se mohou pouZit statistické
metody. Statistickd vyznamnost by v§ak neméla byt jedinym urlujicim faktorem
pozitivniho vysledku. Nejednozna¢né vysledky je tfeba vyjasnit dalSim testovanim,
nejlépe za modifikovanych experimentalnich podminek.

Nartist poétu polyploidnich bunék mizZe indikovat, Ze testovand latka ma schopnost
inhibovat mitotické procesy a vyvolavat numerické chromozémové aberace. Nartst
po¢tu bunék s endoreduplikovanymi chromozémy miize naznaovat, Ze testovana
latka ma schopnost inhibovat faze bunééného cyklu. 3

Testovana latka, pfi jejimz pouziti vysledky nespliiuji vy3e uvedend kritéria, se
v tomto systému povazuje za nemutagenni.

Vétsina experimenti sice poskytuje jednozna&né pozitivni nebo negativni vysledky,
v ojedinélych ptipadech viak nelze ze ziskaného souboru dat vyvodit o aktivité
testované latky definitivni zavér. Vysledky mohou byt stile nejednoznaéné nebo
problematické, i kdyz se experiment nékolikrat opakuje.
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Pozitivni vysledky testu na chromozémové aberace in vivo ukazuji, Ze testovana
litka vyvolavd v kostni dfeni pfislusného Zzivo¢isného druhu strukturalni
chromozémové aberace. Negativni vysledky ukazuji, Ze za danych experimentalnich
podminek testovand latka v kostni dfeni pfisluného Zivo&isného druhu
chromozémové aberace nevyvolava.

Je tfeba vzit v Gvahu, jaka je pravdépodobnost, Ze testovana latka bude Siroce
pouzivana, nebo jakou specifickou cilovou tkan zasahne (napt. systémova toxicita).
3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pfisluinymi pravnimi ptedpisy”’ musi byt zpracovan projekt pokusu a
o pribé¢hu pokusu je nutno vést protokol.

Ve zpravé o prubéhu pokusu je tfeba uvést tyto informace:
Rozpoustédlo/vehikulum :
- zdivodnéni volby vehikula,

- rozpustnost a stabilita testované latky v rozpoustédle/vehikulu, pokud je
znama.

Pokusnad zvifata:
- pouzity zivo¢iSny druh/kmen,
- pocet, vék a pohlavi jedincd,
- ptavod, chovné podminky, strava apod.,

- hmotnost jednotlivych zvifat na po¢atku testu, véetné hmotnostniho rozpéti,
pruméra a smérodatnych odchylek pro jednotlivé skupiny.

Podminky pokusu:

- pozitivni a negativni (vehikulum/rozpoustédlo) kontroly,

- udaje ze studie pro uréeni rozpéti, byla-li provedena,

- zdivodnéni volby velikosti davky,

- podrobnosti o pfipravé testované latky,

- podrobnosti o podavani testované latky,

- zdGvodnéni zpisobu podavani,

- piipadné metody k ovéfeni, Ze se latka dostala do celkového obéhu nebo do
cilové tkané,

- piipadné pievod koncentrace latky v potravé/pitné vodé (ppm) na skute¢nou
davku (mg/kg hmotnosti/den ),

- podrobnosti o kvalité potravy a vody,

- podrobny popis podavani testované latky a odbéru vzorkd,

- metody hodnoceni toxicity,

- latka zastavujici metafézi, jeji koncentrace a doba aplikace,

- metody piipravy mikroskopickych preparatii

- kritéria pro hodnoceni aberaci,
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- pocet analyzovanych bunék na jedno zvife,

- kritéria, jimiz se studie hodnoti jako pozitivni, negativni nebo
nejednoznacna.

Vysledky:
- znamky toxicity,
- mitoticky index,
- typ a pocet aberaci pro kazdého jedince zvlast,
- celkovy poget aberaci v dané skuping, jejich primér a smérodatna odchylka,

- podet bun&k saberacemi ve skupingé se stfednimi hodnotami a
smérodatnymi odchylkami,

- ptipadné zmény ploidie,

- vztah davka-ucinek, je-li to mozné,

- statistické analyzy, byly-li provedeny,

- udaje ze soub&znych negativnich kontrol,

- historické 1daje znegativnich kontrol véetné rozpéti, priméri a
smérodatnych odchylek.

- udaje ze soub&znych pozitivnich kontrol.
Diskuse vysledku.
Zavéry.
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B.12 MUTAGENITA - IN VIVO MIKRONUKLEUS TEST
V SAVCICH ERYTROCYTECH

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi.”

1.1 Uvod

Mikronukleus test in vivo u savcl slouZi ke zjisténi poskozeni, jeZ testovana latka
zplsobuje v chromozdémech nebo v mitotickém aparatu erytroblastd; test spociva
v tom, ze se analyzuji erytrocyty z kostni dfené nebo z periferni krve zvitat, obvykle
hlodavci.

Utelem mikronukleus testu je zjistit latky, jez zptsobuji cytogenetické poskozen,
jehoz vysledkem je vznik mikrojader pfedstavujicich chromozémové fragmenty
nebo celych chromozému.

KdyZ zerytroblastu kostni difené vznikne polychromaticky erytrocyt, jadro je
z buriky vylouceno; ptipadné zbude v cytoplasmé vzniklé mikrojadro. Vizualizace
mikrojadra je usnadnéna tim, Ze témto bufikdm jadro chybi. Nartust cetnosti
polychromnich erytrocyti s mikrojadry je u experimentdlnich zvifat dikazem
poskozeni chromozdém.

V tomto testu se kostni dfett hlodavcl pouziva béZzné proto, Ze se polychromni
erytrocyty vtéto tkani tvofi. Analyza nezralych (polychromnich) erytrocytd
s mikrojadry v periferni krvi je pouZitelna u kazdého Zivoci§ného druhu, u kterého
bylo prokazéano, Ze jeho slezina nedokéaze erytrocyty s mikrojadry odstrariovat nebo
Ze je tento zivodiSny druh dostate¢né citlivy pro detekci latek zpidsobujicich
strukturalni nebo numerické chromozdémové aberace. Mikrojadra se daji rozliSovat
podle fady kritérii, jako je pfitomnost ¢i nepfitomnost kinetochoru (centromery),
nebo centromerické DNA v mikrojadru. Koneénym cilem je stanoveni ¢etnosti
nezralych (polychromnich) erytrocytd s mikrojadry. Také pocet zralych
(normochromnich) erytrocytd v periferni krvi obsahujicich mikrojadra v rdmci
daného poctu zralych erytrocytl lze jako zdkladni hodnotu pouzit v pfipadg, Ze se
zvitata testuji po dobu miniméalné ¢ty tydnu.

Tento in vivo mikronukleus test u savci je zvla§té¢ vhodny k hodnoceni rizika
mutagenity protoZze umoziluje zohlednit faktory metabolismu in vivo,
farmakokinetiky a procest reparace DNA, i kdyZ zde mohou byt mezi Zivo¢iSnymi
druhy, mezi tkanémi a mezi kone¢nym efektem rozdily. Test in vivo je také uZiteCny
pro dal3i vyzkum mutagenniho efektu, ktery byl pfedtim zjiStén v systému in vitro.

Existuji-li doklady o tom, Ze se testovand latka nebo jeji reaktivni metabolit do
cilové tkané nedostane, neni pouziti tohoto testu vhodné.

1.2 Definice
Centromera (kinetochor): oblasti chromozomu, se kterymi se béhem déleni poji
vlakna déliciho vieténka umoziujici organizovany pohyb dcefinych chromozémi
k polim dcefinych bunék.
Mikrojddro (mikronukleus): mala jadra oddélend od jadra buriiky (nucl:cus)
vytvafena béhem telofize mitdzy, nebo meidzy reprezentovand opozd'ujicimi se
fragmenty chromozémi nebo celymi chromozémy.
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Normochromni erytrocyt: zraly erytrocyt, jemuz chybéji ribozémy a jenz se da od
nezralych, polychromnich erytrocytd odlisit pomoci barviva selektivniho pro
ribozémy.

Polychromni erytrocyt: nezraly erytrocyt, vyvojové stadium, kdy jsou dosud
pfitomny ribozémy, takze jej lze odliSit od zralych, normochromnich erytrocyti
pomoci barviva selektivniho pro ribozémy.

1.3 Princip metody

Zvitata jsou vhodnym zplsobem exponovana testované latce. Pokud se pouZiva
kostni dfeti, zvifata se ve vhodnou dobu po piisobeni latky usmrti, kostni dfefi se
isoluje a pfipravi se preparaty, jeZ se obarvi (1-7). Pokud se pouZiva periferni krev,
odebere se ve vhodné dobé po piisobeni litky a pripravi se natéry, jez se obarvi.”
V experimentech, ve kterych se pouZiva periferni krev musi byt doba od posledni

expozice do zpracovani buné€k co nejkrat$i. V preparatech se zjistuje ptitomnost

mikrojader.
1.4 Popis metody
1.4.1 Pfiprava

1.4.1.1 Vybér Zivocisného druhu

Pokud se pouzivd kostni dfen, doporucuji se jako pokusnd zvifata my$i nebo
potkani; mizZe vSak byt pouzit jiny vhodny savéi druh. Pouziva-li se periferni krev,
doporucuji se mysi. Lze ov§em pouzit jakykoliv vhodny savéi druh za pfedpokladu,
Ze se u néj slezinou neodstrafiuji erytrocyty s mikrojadry nebo Ze u néj byla
prokdzana dostate¢na citlivost vi¢i latkam, jez zplsobuji strukturdlni nebo
numerické chromozomové aberace. Pouzivaji se bézné laboratorni kmeny mladych
zdravych jedincd. Hmotnostni rozdily by pfi zahdjeni studie mély byt minimdlni a u
kazdého pohlavi nemaji pfesahovat + 20 % primérné hmotnosti.

14.1.2 Podminky chovu

V3ieobecné podminky chovu jsou uvedeny ve VSeobecném uvodu.

Vlhkost by méla byt 50 — 60 %.

14.13 PFiprava zvifat

Zdravi mladi dospéli jedinci se ndhodné rozdéli do kontrolni a experimentalni
skupiny. Jedinci se jednozna¢né ozna¢i a po dobu minimalné péti dni se zvifata
aklimatizuji v laboratornich podminkach. Klece je tfeba uspofadat tak, aby se
minimalizovaly pfipadné vlivy toho, jak a kde jsou klece umistény.

1.4.1.4 Priprava davek

Je-li testovana latka v pevném stavu a je-li to moZné, latka se pfed podanim
zvifatim rozpusti nebo se pfipravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle nebo
vehikulu. Kapalné testované latky se mohou podéavat pfimo nebo se pfed podavanim
fedi. Je tieba pouzivat erstvé preparaty, ledaze tdaje o stalosti (stabilité) prokazuji,
ze skladovani ji neovlivni.
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1.4.2 Podminky testu

1.4.2.1 Rozpoustédlo / vehikulum

Rozpoustédlo / vehikulum v pouzivanych davkach nesmi vyvolavat toxické tinky a
nesmi stestovanou latkou chemicky reagovat. Pouziva-li se nepfili§ znamé
rozpoustédlo, musi byt jeho pouziti podpofeno Udaji o kompatibilité s testovanou
latkou. Doporucuje se, aby kde je to mozné, bylo na prvnim misté pouzito vodné
rozpoustédlo / vehikulum.

1422 Kontroly

Do kazdého testu je tfeba pro kazdé pohlavi zafadit soub€zné pozitivni a negativni
(rozpoustédlo/vehikulum) kontroly. Je tfeba zachazet se zvifaty ve viech skupinach
stejné.

U pozitivnich kontrol by méla byt nalezena mikrojadra in vivo pti davkach, kdy lze
ogekavat jejich detekovatelné zvySeni nad spontanni uroveil. Davky pfi pozitivni
kontrole se voli tak, aby byly u¢inky patrné, ale pfitom nenapovidaly hodnotiteli
totoznost zakédovaného preparatu. Pozitivni kontrolu je moZné podavat odlidnym
zpusobem nez testovanou latku a vzorek odebirat v jednom €asovém intervalu. Kde
je to mozné, je tfeba pouZivat pozitivni kontrolu ze stejné chemické skupiny, jako je
testovand latka. Ptiklady latek vhodnych pro pozitivni kontrolu:

Latka CAS EINECS
ethyl methansulfonat 62-50-0 200-536-7
N-ethyl nitrosomocovina 759-73-9 212-072-2
mitomycin C 50-07-7 200-008-6
cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
monohydrat cyklofosfamidu 6055-19-2

triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativni kontroly ovlivnéné rozpoustédlem nebo vehikulem a zpracované stejnym
zpusobem jako experimentalni skupiny mély by byt zafazeny do vSech ¢asovych
intervald zpracovani, pokud nejsou k dispozici pfijatelné historické udaje o
frekvenci bunék s mikrojadry a o interindividualni variabilit¢ mezi zviraty.
Aplikuje-li se u negativnich kontrol pouze jeden odbér vzorkl, je nejvhodnéjsi
dobou prvni interval odbéru vzorkd. Mimoto je tfeba pouzit i neovlivnénych kontrol,
ledaze existuji historické nebo publikované udaje prokazujici, Ze zvolené
rozpoustédlo, nebo vehikulum nevyvolava zadné neptiznivé nebo mutagenni G¢inky.

Pouziva-li se periferni krev, maze byt jako soubézna negativni kontrola pfijatelny i
vzorek odebrany pted plisobenim latky, ovSem pouze v ramci kratkodobych studii
v periferni krvi (napf. 1 — 3 davky ), kde vysledné udaje lezi v o¢ekdvaném rozmezi
historické kontroly.

1.5 Postup

1.6 Po&et a pohlavi zvitat

V kazdé experimentdlni a kontrolni skupiné musi byt minimalné pét
analyzovatelnych jedincii kazdého pohlavi.s) Pokud v dob¢, kdy se studie provadi,
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existuji udaje o stejném Zivo¢isném druhu a pouziti stejnych zpiisobi expozice
prokazujici, ze mezi obéma pohlavimi nejsou v toxicité podstatné rozdily, je
testovani pouze na jednom pohlavi postacujici. Tam, kde humanni expozice
chemikaliim muZe byt zavisld na pohlavi, jak je tomu naptiklad u nékterych
farmaceutickych ptipravki, provadi se test na zvifatech odpovidajiciho pohlavi.

1.7 Davkovaci schéma

Nelze jednoznacné doporu¢it Zadny standardni rozvrh (napf. jedna, dvé nebo vice
davek v 24-hodinovych intervalech). Lze pouzit delsi davkovaci schémata, pokud se
v daném experimentu neprokaze pozitivni efekt; v pfipadé negativniho vysledku tak
dlouho, az se prokdZe toxicita, nebo byla pouzita limitni davka a podavani
pokracovalo aZz do doby odbéru vzorki. Pokud se jedna o objemnou davku testované
latky, mlZe se k usnadnéni aplikace rozdélit, naptiklad na dvé davky za den podané
v rozmezi nanejvyse n€kolika hodin.

Test se mize provadét dvéma zpisoby:

(a) Na zvifata se testovanou latkou pusobi jednorazové. Vzorky kostni diené se
odeberou minimalné dvakrat, poprvé ne dfive nez po 24 hodinach a celkové
ne pozdéji nez po 48 hodinach od podani latky, s vhodnymi intervaly mezi
odbéry vzorki. Pokud se vzorky odeberou dfive nez po 24 hodinach, musi
to byt odivodnéné. Vzorky periferni krve se odeberou minimalné dvakrat,
poprvé ne dfive nez po 36 hodinach od podani latky, se vhodnymi intervaly
po prvnim odbéru vzorku, celkové vSak nikoli déle nez 72 hodiny. Pokud se
v nékterém Casovém intervalu zjisti pozitivni odpovéd’, neni jiz dalsi odbér
zapotiebi.

(b) Pokud se latka podava dvakrat nebo vicekrat za den (napt. dvé nebo vice
davek ve 24-hodinovych intervalech), odeberou se vzorky v ptipadé kostni
dfené jednou mezi 18 aZ 24 hodinami po poslednim podéni latky a v ptipadé
periferni krve jednou mezi 36 a 48 hodinami po poslednim podani latky. >

Je-li to relevantni, mohou se mimoto pouzit i dalsi odbérové intervaly.
1.8 Déavkovani

Provadi-li se studie ke zjisténi rozpéti toxicity, protoZze nejsou k dispozici zadné
vhodné udaje, je tieba ji provadét v téze laboratofi za pouziti stejného zZivoc¢isného
druhu, kmene, pohlavi a pokusného rezimu, jaké se pouiji v hlavni studii.” PH
zjisténi toxicity se uzivaji pro prvni ¢asovy interval odbéru vzork tfi davky tak, aby
pokryvaly rozmezi od maximalni toxicity k toxicité nizké, nebo nulové. Pro pozdéjsi
Casovy interval odbéru vzorkl je pak tfeba pouZit jenom nejvyssi davku. Ta je
definovana jako davka vyvolavajici takové znamky toxicity, Ze pfi vy$§ich davkach
ve stejném rezimu podavani by u¢inky byly letalni Latky, jez v nizkych netoxickych
davkach vykazuji specifickou biologickou aktivitu, jako jsou hormony nebo
mitogeny, mohou pfedstavovat vyjimky zt&chto kritérii pro stanoveni davek a
vyhodnocuji se ptipad od pfipadu. Nejvy$si davka muze byt také definovana jako
davka, ktera vede k uréitym zndmkam toxicity v kostni dfeni (napf. pokles podilu
nezralych erytrocytd z celkového poétu erytrocytd v kostni dreni resp. periferni
krvi).

1.9 Limitni test

JestliZze test pti ddvce minimalné 2000 mg/kg hmotnosti v jedné davce nebo ve dvou
davkach podanych v jeden den nevyvolava zadné pozorovatelné toxické u€inky a
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jestlize se na zdkladé idaju o latkach s podobnou chemickou strukturou neocekava
genotoxicita, nemusi byt provedena cela studie za pouZiti tfi davkovych trovni. Pro
dlouhodobé studie je limitni davka 2000 mg/kg hmotnosti za den pfi dobé trvani do
14 dnd, a 1000 mg/kg hmotnosti pfi dobé trvani del$i nez 14 dnd. Podle o¢ekavané
humanni expozice miiZe byt zapotiebi pouzit v limitnim testu davkové trovné vyssi.

1.10 Aplikace latky

Testovana latka se obvykle vpravuje bud’ Zalude¢ni sondou, nebo intraperitonealni
injekci. V odiivodnénych pfipadech mohou byt pfijatelné i jiné zpisoby expozice.
Maximalni objem kapaliny, ktera se d4 sondou nebo injekci najednou vpravit, zavisi
na velikosti pokusného zvifete a nema prekrogit 2 ml/100 g hmotnosti; vy$si davky
musi byt zdivodnéné. S vyjimkou drazdivych nebo Ziravych latek, jeZ normalné
vykazuji pfi vy3Sich koncentracich horsi u¢inky, je tfeba upravit koncentrace latky
tak, aby objem byl ve viech davkovych urovnich stejny a minimalizovala se tak
objemova variabilita.

1.11 Piiprava kostni dfené/krve

Burnky kostni dfen¢ se obvykle ziskavaji z femuru nebo tibie okamzZité po usmrceni
zvifete. BéZnym zplsobem se kostni dferi vyjme z femuru nebo tibie, buiky se
izoluji a obarvi zavedenymi metodami. Periferni krev se ziskdvd z ocasni Zily nebo
jiné vhodné cévy. Krevni buiiky se okamzité za vitalniho stavu obarvi ,” nebo se
zhotovi natéry, které se posléze obarvi. Pouzitim barviva specifického pro DNA
(napf. akridinové oranze * nebo Hoechst 33258 s pyroninem-Y )y se mohou
eliminovat nékteré z artefaktl vznikajicich pfi pouziti barviva, které neni DNA
specifické. Tato vyhoda neznamend, Ze by se nedala pouZit béZzna barviva (napt.
Giemsa). Lze pouzit i dal$i systémy — naptfiklad kolony se sloupcem celuldzy
k odstranéni bunék sjédrems) — pokud tyto metody jsou v laboratofi rutinné
pouzivany pro analyzu mikrojader.

1.12 Analyza

U kazdého jedince se stanovi podil nezralych erytrocyti zcelkového poltu
erytrocytd (nezralé + zralé). K tomuto ucelu se pocitd v piipad¢ kostni diené
minimalné 200 erytrocytd a v pfipadé pouZiti periferni krve minimalné 1000
erytrocytd .>) Vsechny preparaty (v&etné pozitivnich i negativnich kontrol) se pred
mikroskopickou analyzou nezavisle zakoduji. U kazdého jedince se vyhodnocuje
minimalné 2000 nezralych erytrocyti a zaznamend se poc€et erytrocytd s mikrojadry.
Doplijici informace lze ziskat tak, Ze se mikrojadra analyzuji ve zralych
erytrocytech. PHi analyze preparatii nema byt podil nezralych erytrocyti z celkového
poétu erytrocytd mensi nez 20 % hodnoty v kontrole. Pokud jsou zvirata
exponovana kontinualné po dobu &tyf tydnd nebo delsi, lze také pocet mikrojader
vyhodnotit z minimalné 2000 zralych erytrocytd na kazdého jedince. MoZnou
alternativou k manualnimu vyhodnocovani jsou systémy automatické analyzy
(analyza obrazu a pritokova cytometricka analyza — flow cytometry), pokud jsou
zdivodnény a validovény.

UDAIJE

Zpracovani vysledku

ro

o
—

Udaje u jednotlivych zvitat se zaznamenévaji do tabulky. Experimentalni jednotkou
je zvite. U kazdého jedince se zvlast zaznamena pocet analyzovanych nezralych
erytrocytii, podet nezralych erytrocytd s mikrojadry a podil nezralych erytrocytl ze
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vSech erytrocyti. Pokud byl test provadén kontinudlné po dobu &tyf tydnd nebo déle,
Je tfeba uvést také udaje o zralych erytrocytech (pokud byly potizovany). Podil
nezralych erytrocytii z celkového poctu erytrocytl a ptipadné procento erytrocyti
s mikrojadry se udava pro kazdého jedince. Nejsou-li zadné doklady o tom, Ze obé
pohlavi reaguji rozdiln€, je mozné tdaje za ob& pohlavi pro statistickou analyzu
sloudit.

2.2 Vyhodnoceni a interpretace vysledkt

Ke zjistovani pozitivniho vysledku se pouziva nékolik kritérii, napfiklad na
koncentraci testované latky zavisly nartst poétu bunék s mikrojadry nebo zfetelny
narist poCtu bun€k s mikrojadry ve skupiné s jednorazovou davkou pf jednom
¢asovém intervalu odbéru vzorkl. Nejprve je tieba uvazit biologickou vyznamnost
vysledkd. Pfi vyhodnocovéni vysledki testu se mohou pouzit statistické metody .>
Statistickda vyznamnost by vSak neméla byt jedinym urdujicim faktorem pozitivniho
vysledku. Nejednozna¢né vysledky je tfeba vyjasnit dalSim testovanim, nejlépe za
modifikovanych experimentélnich podminek.

Testovand latka, pfi jejimZ pouziti vysledky nespliiuji vySe uvedena kritéria, se
v tomto systému povaZuje za nemutagenni.

Vétsina experimenti sice poskytuje jednoznaéné pozitivni nebo negativni vysledky,
v ojedinélych piipadech vSak nelze ze ziskaného souboru dat vyvodit o aktivité
testované latky definitivni zavér. Vysledky mohou byt stile nejednoznacéné nebo
problematické, 1 kdyz se experiment nékolikrat opakuje.

Pozitivni vysledky mikronukleus testu ukazuji, Ze latka vyvolava tvorbu mikrojader,
jako dusledek chromozémového poSkozeni nebo poskozeni mitotického aparatu
v erytroblastech testovaného zvifeciho druhu. Negativni vysledky ukazuji, Ze za
danych experimentalnich podminek testovana latka v kostni dfeni pfisluSného
zivoci$ného druhu nevyvolava vznik mikrojader v nezralych ervtrocytech.

Je tfeba uvaZovat, jakd je pravdépodobnost, Ze testovana latka bude Siroce
pouzivéna, nebo jakou specifickou cilovou tkan zasahne (napf. systémova toxicita).

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pFislusnymi pravnimi ptedpisy’’ musi byt zpracovan projekt pokusu a
o prub&éhu pokusu je nutno vést protokol.

I

Ve zpraveé o pribéhu pokusu je tieba uvést tyto informace:
Rozpoustédlo / vehikulum :
Pokusnd zvirata:

- pouzity zivo€is$ny druh/kmen,

- pocet, vék a pohlavi jedinct,

- ptvod, chovné podminky, strava apod.,

- hmotnost jednotlivych zvifat na pocatku testu, véetné hmotnostniho rozpéti,
priméra a smérodatnych odchylek pro jednotlivé skupiny.

Podminky pokusu:
—~  pozitivni a negativni (rozpoustédlo/vehikulum) kontroly,

- udaje ze studie pro uréeni rozpéti, byla-li provedena,
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zdivodnéni volby velikosti davky,
podrobnosti o piipravé testované latky,
podrobnosti o podavani testované latky,

zdlvodnéni cesty podavani,

pfipadné metody k ovéfeni, Ze se latka dostala do celkového ob&hu nebo do

cilové tkané,

ptipadny pfevod koncentrace latky v potravé/pitné vodé (ppm) na faktickou

davku (mg/kg hmotnosti ),

podrobnosti o kvalité potravy a vody,

podrobny popis podavani testované latky a odbéru vzorka,
metody pfipravy mikroskopickych preparati,

metody méfeni toxicity,

kritéria pro hodnoceni nezralych erytrocytl s mikrojadry,
pocet analyzovanych buné€k u kazdého jedince,

kritéria, jimiZ se studie hodnoti jako pozitivni, negativni
nejednoznaéna.

Vysledky:

znamky toxicity,
podil poétu nezralych erytrocytl k celkovému poctu erytrocyti,

pocet nezralych erytrocytli s mikrojadry pro kazdého jedince zv1ast,

nebo

primémy pocet + smérodatnd odchylka nezralych erytrocytl s mikrojadry

pro kazdou skupinu,
vztah davka- U¢inek, je-li to mozZné,

pouzité statistické analyzy a metody,

~tdaje ze soub&znych a historickych negativnich kontrol,

udaje ze soub&znych pozitivnich kontrol.

Diskuse vysledkd.

Zavéry.
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B.13/14 MUTAGENITA - TEST REVERZNICH MUTACIH
U BAKTERII

1 METODA je v souladu s pradvem Evropskych spolecenstvi.”

1.1 Uvod

P#i bakteridlnim testu reverznich mutaci se pouZivaji k detekci genovych mutaci
kmeny Salmonella typh imurium (auxotrofni ve vztahu k aminokyseliné histidin) a
kmeny Escherichia coli (auxotrofni ve vztahu k aminokyseliné tryptofan). Pomoci
uvedenych systému lze detekovat genové mutace vzniklé mechanismem substituce,
adice nebo delece jednoho nebo nékolika nukleotidi v chromozému indikatorovych
bakterialnich kmend.” Princip bakterialniho testu reverznich mutaci spogiva v tom,
Ze se zjistuji mutace, které zpétné vraceji mutace ptitomné v testovacim kmenu do
pivodniho stavu a obnovuje se funkéni schopnost bakterie syntetizovat uréitou
zékladni aminokyselinu. Takto zmé&néna bakterialni burika je detekovéna na zékladé
své schopnosti rist za nepfitomnosti aminokyseliny, kterou vyzaduje mateisky
zkuSebni kmen.

Genové mutace jsou u ¢&lovéka pficinou fady genetickych nemoci a existuji
presvédCivé doklady toho, Ze genové mutace vonkogenech a tumorové
supresorovych genech somatickych bunék hraji u &lovéka a pokusnych zvifat roli pfi
vzniku nadort. Bakteridlni test na reverzni mutace je rychly, levny a relativné
jednoduchy. Rada testovacich kment se vyznacuje charakteristikami, diky nimz jsou
citlivéj$i pro detekci mutaci, v&etné citlivych sekvenci DNA v mistech reverze,
zvysené propustnosti bunék pro velké molekuly a eliminace systémi reparace DNA
¢i posileni takovych procesi reparace DNA, jeZ jsou nachylné k chybam. Specifita
testovacich kmentd umozZiiuje ziskat nékteré uziteéné informace o typech mutaci, jez
jsou vyvolany genotoxickymi latkami. Pro bakteridlni testy reverznich mutaci je
k dispozici velmi rozsahla databdze vysledki pro Sirokou Skalu struktur a byly
vypracovany osvédiené metody pro testovani chemikalii o rdznych fyzikaing-
chemickych vlastnostech, v&etng chemikalii t€kavych.

1.2 Definice

Test reverznich mutaci s pouzitim kmen( Salmonella typhi murium nebo
Escherichia coli slouzi ke zjisténi mutaci v kmeni zavislém na ur¢ité aminokyseliné
(histidinu resp. tryptofanu), jez vedou ke vzniku kmene, ktery je na dodavce
aminokyseliny zvenku nezavisly.

Mutageny vyvoldvajici substituci pdru bdzi jsou latky zplsobujici zménu bazi
v DNA. Pii reverznim testu miZe k takové zméné dojit na misté pGvodni mutace
nebo na jiném misté bakteridlniho genomu.

Frameshift mutageny (mutageny vyvoldvajici posunové mutace) jsou latky, jez
zptsobuji ptidéni nebo odebrani jednoho nebo vice parti bazi v DNA, ¢imz se meéni
¢teci ramec v RNA.

1.3 Vychozi avahy

V bakterialnim testu se vyuzivaji prokaryotické buriky, které se od savéich bunék lisi
v ptijmu latek metabolismu, chromozomalni struktufe a procesech opravy DNA.
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Testy in vitro obecné vyzaduji exogenni zdroj metabolické aktivace. Systémy
metabolické aktivace in vitro ovSem nedokazi dokonale imitovat savéi podminky
in vivo, takZe test neposkytuje pfimé informace o mutagenni a karcinogenni potenci
dané latky v organismech savci.

Bakterialni test reverznich mutaci se b&zné pouZiva jako prvotni screening
genotoxické aktivity a zvlasté aktivity vyvolavajici genové mutace. Pomoci rozsahlé
databdze se prokazalo, Ze mnohé chemikalie, které jsou v tomto testu pozitivni,
vykazuji také v jinych testech mutagenni aktivitu. Existuji oviem i piiklady
mutagennich latek, jez se timto testem neodhali; divodem tohoto nedostatku mize
byt specificka povaha vyhodnocovanych veli¢in, rozdily v metabolické aktivaci nebo
rozdily v biologické dostupnosti. Na druhé strané faktory, jeZ citlivost bakterialniho
testu reverzni mutace zvy$uji, mohou vést k tomu, Ze se mutagenni aktivita testované
latky pfeceni.

Bakterialni test reverznich mutaci miZze byt nevhodny pro uréité ttidy chemickych
latek, jakymi jsou napfiklad nékteré silné baktericidni sloueniny (kuptikladu uréita
antibiotika) a latky, o nichz se predpoklada nebo vi, Ze specificky narusuji replikaéni
systém savéich bunék (naptiklad né&které inhibitory topoizomerdzy nebo néktera
analoga nukleozidi); vtakovém pfipadé mohou byt vhodnéjsi testy na mutace
u savcl.

Mnohé slouceniny, jez jsou pfi tomto testu pozitivni, jsou skute¢né karcinogenni pro
savce, ovSem Kkorelace neni absolutni; zavisi na chemické tfidé, a existuji
karcinogeny, které timto testem odhaleny nejsou, protoZe plsobi jinym,
negenotoxickym mechanismem nebo mechanismem, ktery v bakteridlnich burikach
neprobiha.

1.4 Princip metody

Suspenze bakterialnich buné€k se vystavi pisobeni testované latky za pfitomnosti a za
nepfitomnosti exogenniho systému metabolické aktivace. Pfi klasické miskové
metodé¢ “plate incorporation” se suspenze smisi s vrchnim agarem a vylije na misky s
minimalni Zivnou padou. Pii preinkubaéni metodé se pokusnad smés inkubuje a smisi
s vichnim agarem a az potom se ockuje na minimalni Zivnou plidu. Pfi obou
metodach se dva az tfi dny po inkubaci revertantni kolonie spo¢itaji a vysledek se
porovna spoctem spontanné revertujicich kolonii na kontrolnich miskach
s rozpoustédlem.

Je popsano né€kolik postupl pro provedeni testu. Z nich nejbézné;jsi gsou klasickd
mlskova metoda [“plate mcorporatlon”] ) preinkuba¢ni metoda, ) fluktua&ni
metoda® a suspenzni metoda.”) Jsou také popsany jejich modifikace pro testovani
plynt nebo par.’

Postupy popsané vramci metody se tykaji hlavné metody plate incorporation a
metody preinkubadni. Obé tyto metody jsou pfijatelné pro experimenty jak
s metabolickou aktivaci, tak bez ni. Nékteré latky se detekuji G¢innéji preinkubaéni
metodou; jedna se o chemické tfidy, kam spadaji alifatické nitrosaminy s kratkym
fetézcem, dvojmocné kovy, aldehydy, azobarvwa a diazoslouceniny, pyrrolizidinové
alkaloidy, alylové slouceniny a mtrosloucemny Také bylo zjisténo, ze existuji urcité
tiidy mutagend, které se pomoci uvedenych standardnich procedur vzdy neodhali. Na
ty je tfeba pohliZet jako na “specialni pfipady”, k jejichZ detekci je tfeba pouzit
jinych metod. Byly identifikovany nasledujici “specidlni pfipady” (spolu s prlklady
postupli, které se daji pro jejich detekci pouzit): azobarviva a diazoslougeniny,”
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plyny a t&kavé chemikalie® a glykosidy.” Odchylky od standardniho postupu je tfeba
védecky zddvodnit.

1.5 Popis metody
1.5.1 Piiprava

1.5.1.1 Bakterie

Cerstvé bakterialni kultury se vypéstuji do pozdniho exponencidlniho nebo
potatecniho stacionarniho stadia ristu (zhruba 10° bunék/ml). Kultury v pozdnim
stacionarnim stadiu se nepouzivaji. Dilezité je, aby kultury pouzité pro experiment
obsahovaly vysoky titr Zivotaschopnych bakterii. Titr se d4 prokazat bud’
z historickych udaji rstovych kfivek, nebo v jednotlivych testech stanovenim poétu
Zivotaschopnych bunék o¢kovanim na miskach.

Doporuc¢end inkubacni teplota ¢ini 37°C.

PouZije se minimalné pét bakterialnich kment, které budou zahrnovat &tyfi kmeny S.
typhi murium (TA1535; TA1537 nebo TA97a nebo TA97; TA98; a TA100); u nichz
byla prokdzadna spolehlivost a reprodukovatelnost vysledki mezi riznymi
laboratofemi. Tyto ¢tyfi kmeny S. typhi murium maji na primarmnim reverznim misté
pary bazi GC a je znamo, Ze nemuseji detekovat ur¢ité oxidaéni mutageny, latky
vyvolavajici kiizové vazby a hydraziny. Tyto latky se daji detekovat pomoci kment
E. coli WP2 nebo S. typhi murium TA102,” které maji na primarnim reverznim mist&
par bazi AT. Proto je doporuéena kombinace kmend tato:

- S. typhi murium TA1535,

- S typhi murium TA1537 nebo TA97 nebo TA97a,
- S. typhi murium TA9S,

- S voyphi murium TA100 a

- E. coli WP2 uvrA nebo E. coli WP2 uvrA (pKM101) nebo S. typhi murium
TA102.

K detekci mutagenl vytvarejicich kiizové vazby miize byt nejvhodnéjsi pouzit
TA102 nebo pfidat DNA reparacné proficientni kmen E. coli (napf. E. coli WP2
nebo E. coli WP2 (pKM101)).

Je tfeba pouzit zavedenych postupidl pfipravy zasobni kultury, ovéfeni markeru a
uchovavani. Pro kazdy zmrazeny preparat zasobni kultury je tfeba prokédzat zavislost
na aminokyseliné nutné pro rust (histidin v ptipadé kment S. typhi murium, tryptofan
v ptipadé kmenl E. coli). Podobné¢ je tfeba zkontrolovat i dals$i fenotypické
charakteristiky, a to: pfitomnost ¢i neptitomnost R-faktor plazmidd tam, kde to
ptichazi v uvahu (napt. rezistence vi¢i ampicilinu u kment TA98, TA100 a TA97a
nebo TA97, WP2 uvrA (pKM101) a rezistence vu¢i ampicilinu + tetracyklinu u
kmene TA 102); ptitomnost charakteristickych mutaci (j. rfa mutace u S
typhimurium pomoci citlivosti vi¢i krystalové violeti a uvrA mutace u E. coli nebo
uvrB mutace u S. typhimurium pomoci citlivosti na ultrafialové zéfeni) Y Pouzité
kmeny maji mit pocet spontanné revertujicich kolonii ve frekvenénim rozmezi
otekavaném podle historickych kontrolnich dat dané laboratofe a pokud moZno i
v rozmezi uvedeném v literature.
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1.5.1.2 Médium

Pouzije se vhodny minimalni agar (napf. s Vogelovym-Bonnerovym minimainim
médiem E a glukozou) a vrchm agar obsahuyjici histidin a biotin nebo tryptofan
umoziiujici n&kolik d&leni bunék.”

1.5.1.3 Metabolickd aktivace

Bakterie se ptsobeni testované latky vystavi jak za pfitomnosti, tak za nepfitomnosti
vhodného systému metabolické aktivace. Nejéastéji se pouziva kofaktorem
suplementovand post-mitochondridlni frakce (S9) pfipravena z jater hlodavcd po
indukci enzymu latkami jako je Aroclor 1254°) nebo kombinace fenobarbitalu a B-
naftoflavonu .* Post-mitochondrialni frakce se obvykle pouziva v koncentracich
mezi 5 a 30 % v/v ve smési S9. Volba a podminky metabolického aktivaéniho
systému mohou ziviset na tfidé testované chemikalie. V nékterych pfipadech muze
byt vhodné pouzit post-mitochondriélni frakci v nékolika koncentracich. U azobarviv
a diazoslougenin miize byt vhodngjsi pouzit redukéni systém metabolické aktivace .”)

1.5.1.4 Testovana latka / pfiprava

Pevné latky se pied pisobenim na bakterie rozpusti nebo se pfipravi jejich suspenze
ve vhodném rozpoustédle nebo vehikulu a ptipadné se zfedi. Kapalné latky se mohou
do pokusného systému pfidavat pfimo nebo se predtim fedi. Je tfeba pouzivat Cerstvé
preparaty, ledaze udaje o stabilité prokazuji, ze jejich deldi skladovani je ptijatelné.

1.5.2 Podminky testu
1.5.2.1 Pokusné kmeny (viz [.5.1.1)

1.5.2.2 Koncentrace

Ke kritériim, ktera je tfeba vzit v Gvahu pfi stanoveni nejvys$siho pouzitého mnozstvi
testované latky, patfi cytotoxicita a rozpustnost v koneéné smési, ktera se k plisobeni
pouZije.

Muze byt ucelné stanovit toxicitu a nerozpustnost v pfedb&zném experimentu.
Cytotoxicita se da zjistit snizenim poctu revertantnich kolonii, vymizenim nebo
zmen§enim ristu na pozadi nebo pomoci stupné pfeziti pokusnych kultur. Za
ptitomnosti metabolického aktivaéniho systému se miZe cytotoxicita zménit.
Nerozpustnost se posuzuje podle srazeni v koneéné smési za skute¢nych pokusnych
podminek, viditelného i pouhym okem.

Doporuéena maximalni pokusna koncentrace je u rozpustnych necytotoxickych latek
5 mg/misku resp. 5 pl/misku. U necytotoxickych latek, jez v téchto koncentracich
nejsou rozpustné, by jedna nebo nékolik koncentraci mélo byt v kone¢né pokusné
smési nerozpustnych. Testované latky, jeZ jsou cytotoxicke jiz za koncentraci nizsich
nez 5 mg/misku resp. 5 ul/misku, se testuji az do cytotoxické koncentrace. SraZenina
nesmi rusit pfi vyhodnocovani.

Pouzivéd se minimalné péti riznych analyzovatelnych koncentraci se zhruba pil-
logaritmickym intervalem (tj. V10) mezi jednotlivymi body v prvotnim experimentu.
Zkouma-li se koncentradni zavislost, mize byt vhodny interval mensi. Testovani za
koncentraci vy$3ich nez 5 mg/misku resp. 5 ul/ misku pfichazi v tvahu, hodnoti.li se
latka obsahujici podstatné mnoZstvi potencidlné mutagennich necistot.
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1.5.2.3

Negativni a pozitivni kontroly

Kazdy test musi zahrnovat i soubéznou kmenové specifickou pozitivni a negativni
(rozpoustédlo nebo vehikulum) kontrolu, jak s metabolickou aktivaci, tak bez ni. Pro
pozitivni kontrolu se voli takové koncentrace, jez prokazuji efektivnost daného testu.

U testi s metabolickym aktivaénim systémem se referen¢ni latka pro pozitivni
kontrolu voli podle pouZitého typu bakteridlniho kmene.

Ptiklady latek, jez jsou vhodné pro pozitivni kontrolu v testech s metabolickou
aktivaci, uvadi tabulka:
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Latka CAS EINECS
9,10-dimethylantracen 781-43-1 212-308-4
7,12-dimethylbenz[a]antracen 57-97-6 200-359-5
benz[a]pyren 50-32-8 200-028-5
2-aminoantracen 613-13-8 210-330-9
cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
monohydrat cyklofosfamidu 6055-19-2

Nasledujici latka je vhodnou pozitivni kontrolou pfi pouziti metabolické aktivace
reduktazami:

Latka CAS

573-58-0

EINECS
209-358-4

Kongo Cerven

2-aminoantracen se nepouziva jako jediny indikator u¢innosti smési S9. Pokud se 2-
aminoantracen pouZije, je tfeba kazdou $arZi S9 charakterizovat také mutagenem,
ktery vyzaduje metabolickou aktivaci mikrosomalnimi enzymy, napf.
benz[a]pyrenem, dimethylbenzantracenem.

Ptiklady latek, jeZ jsou vhodné pro kmenové specifickou pozitivni kontrolu v testech

bez exogenniho systému metabolické aktivace, uvadi tato tabulka:

Latka CAS EINECS
azid sodny 26628-22-8 247-852-1 TA 1535aTA 100
2-nitrofluoren 607-57-8 210-138-5 TA 98
9-aminoakridin 90-45-9 201-995-6 TA 1537, TA97aTA 97a
ICR 191 17070-45-0 241-129-4 TA 1537, TA 97 aTA 97a
kumen-hydroperoxid 80-15-9 201-254-7 TA 102
mitomycin C 50-07-7 200-008-6 WP2 uvrA a TA 102
N-ethyl-N-nitro-N- - 2101, WP2, WP2uvrA a
nitrosoguanidin 70-25-7 200-730-1 WP2uvrA(pKM101)
. N . WP2, WP2uvrA a
4-nitrochinolin-1-oxid 56-57-5 200-281-1 WP2uvrA(pKM101)
. " kmeny obsahujici
urylfuramid (AF2) 3688-53-7 plazmidy
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K pozitivni kontrole lze pouzit i jiné vhodné referen¢ni latky. Jsou-li dostupné, je
tieba uvazit pouziti chemikalii se vztahem k chemické tfidé.

Je tfeba pouZzit i negativni kontroly sestavajici zrozpoustédla nebo vehikula
samotného, bez testované latky, se kterymi se jinak zachdzi stejné jako pfi pouZiti
testované latky. Mimoto se pouZiji i negativni kontroly bez ovlivnéni testovanou
latkou, ledaZe existuji historické kontrolni idaje prokazujici, Ze zvolené rozpoustédlo

nevyvolava zadné rusivé ¢i mutagenni u€inky.
1.5.3 Postup

Pti klasické miskové metod&® bez metabolické aktivace se obvykle smisi 0,05 nebo
0,1 ml testovaného roztoku, 0,1 ml ¢erstvé bakterialni kultury (obsahujici zhruba 108
zivotaschopnych bunék) a 0,5 ml sterilniho pufru a 2,0 ml vrchniho agaru. V testech
s metabolickou aktivaci se obvykle misi 0,5 ml metabolické aktivaéni smési
obsahujici pfiméfené mnoZstvi post-mitochondrilni frakce (v rozmezi 5 - 30 % v/v
v metabolické aktivaéni smési) s2,0 ml vrchniho agaru spole¢né s bakteriemi a
testovanou latkou /testovanym roztokem. Obsah kazdé zkumavky se promisi a nalije
na povrch misky sminimalnim agarem. Vrchni agar se necha pfed inkubaci
ztuhnout.

Pfi preinkubac¢ni metod&” se testovana latka / testovany roztok nechd preinkubovat
s pokusnym kmenem (obsahujicim zhruba 10® zivotaschopnych bunék) a sterilnim
pufrem nebo metabolickym aktiva¢nim systémem (0,5 ml) obvykle po dobu 20 min
nebo déle pfi 30 — 37 °C; potom se smisi s vrchnim agarem a nalije na misku
s minimalnim agarem. Obvykle se misi 0,05 nebo 0,1 ml testované latky /
testovaného roztoku, 0,1 ml bakterii a 0,5 ml smési S9 nebo sterilniho pufru s 2,0 ml
vrchniho agaru. Zkumavky se béhem preinkubace provzdusiiuji tfepanim.

Pro adekvatni odhad variaci se pro kazdou davku o¢kuji tfi misky. Duplicitni
o¢kovani je ptijatelné, je-li védecky zdivodnéno. Dojde-li ndhodné ke ztraté misky,
nemusi to test nutné znehodnotit.

Plynné nebo tékavé latky se testuji za pouziti vhodnych postupl, naptiklad
v zatavenych nadobach.”

1.5.4 Inkubace

Vsechny misky v ramci daného testu se inkubuji pfi teploté 37 °C po dobu 48 -
72 hodin, nadez se spocitaji revertantni kolonie na kazdé misce.

UDAJE

[\

2.1 Zpracovani vysledku

Udaje se prezentuji jako polet revertantnich kolonii na jednu misku. Rovnéz se
uvede pocet revertantnich kolonif jak z negativni kontroly (rozpoustédlo, popiipadé
kontrola bez pusobeni, byla-li pouzita), tak z kontroly pozitivni. Pro testovanou latku
i pro pozitivni a negativni kontrolu (resp. bez plsobeni rozpoustédlo) se uvedou
poéty pro jednotlivé misky a prim&my pocet revertantnich kolonii na jednu misku
véetné smérodatné odchylky.

Verifikace zjevné pozitivni reakce se nepoZaduje. Nejednoznalné vysledky se

objasiiuji dal$im testovanim, nejlépe za modifikovanych experimentéalnich podminek.
Negativni vysledky se museji potvrdit pfipad od pfipadu. Pokud se potvrzeni



Cistka 147 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Strana 8645

negativnich vysledkd nepovazuje za nutné, je tfeba to zdivodnit. V naslednych
experimentech je tfeba zvazit modifikaci studijnich parametri tak, aby se rozsifil
rozsah posuzovanych podminek. Ke studijnim parametrim, které se daji
modifikovat, patti rozdily mezi koncentracemi, metoda plsobeni (,plate
incorporation” nebo preinkubace v tekutém prostfedi) a podminky metabolické
aktivace.

o
[\

Vyhodnoceni a interpretace vysledkd

Ke stanoveni pozitivniho vysledku existuje né€kolik kritérii, napfiklad davkové
zavisly narist ve sledovaném rozmezi a/nebo reprodukovatelny narist poétu
revertantnich kolonii na jednu misku pfi jedné nebo vice koncentracich u minimalné
jednoho kmene s metabolickym aktivaénim systémem nebo bez néj.5 ) Jako prvni se
uvaZuje biologicka relevance vysledki. Jako pomicku pfi vyhodnocovani vysledki
testu je moZno vyuzit statistické metody,” statisticka vyznamnost by viak neméla byt
jedinym uréujicim faktorem pro pozitivni reakci.

Testovana latka, jejiz vysledky vySe uvedena kritéria nespliiuji, se v tomto testu
povaZuje za nemutagenni.

Vétsina experimentd sice poskytuje jednoznaéné pozitivni nebo negativni vysledky,
v ojedinélych pfipadech vsak nelze ze ziskaného souboru dat vyvodit o aktivité
testované latky definitivni zavér. Vysledky mohou byt stile nejednoznacné nebo
problematické, i kdyZ se experiment nékolikrat opakuyje.

Pozitivni vysledky bakterialniho testu na reverzni mutace ukazuji, Ze latka vyvolava
genové mutace typu substituci bazi nebo posunovych mutaci v genomu Salmonella
typhi murium resp. Escherichia coli. Negativni vysledky ukazuji, Ze za danych
zkusebnich podminek neni testovana latka ve zkuSebnim druhu mutagenni.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s piisluSnymi pravnimi predpisy’’ musi byt zpracovan projekt pokusu a o
prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

w

Ve zpraveé o priab&hu pokusu je tfeba uvést tyto informace:
Rozpoustédlo/vehikulum:
—  zdivodnéni volby rozpoustédla,

- rozpustnost a stabilita testované latky vtomto rozpoustédle, pokud je
Znama.

—  pouzité kmeny,

- pocet bunék v kulture,

- charakteristika kmene.
Podminkytestu:

- mnozstvi testované latky na jednu misku (v mg nebo pl) se zdlvodnénim
volby davky a poétu misek pro jednu koncentract,

- pouZitd média,
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- typasloZeni sytému metabolické aktivace (v&etné kritérif
akceptovatelnosti),

- postupy pusobeni (zpracovani).
Vysledky:

- znamky toxicity,

znamky srazeni,
—  poCty na jednotlivych miskach,

- primémy pocet revertantnich kolonii na jednu misku a smérodatna
odchylka,

- vztah davka-odpovéd’, je-li to mozné,
- statistické analyzy, byly-li provedeny,

- udaje ze soubé€Znych negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich
kontrol v&etné rozpéti, primérd a smérodatnych odchylek,

- udaje z historickych negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich
kontrol v&etné rozpéti, priméri a smérodatnych odchylek.

Diskuse vysledka.

Zé&very.
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B.15 GENOVE MUTACE - SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoleéenstvi.”

1.1 Princip metody

Riizné haploidni a diploidni kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae mohou byt
uzity pro ur¢eni produkce genovych mutaci indukovanych chemickymi latkami bez a
s metabolickou aktivaci.

Jsou vyuzivany forward muta¢ni systémy u haploidnich kmen, jako je mira vzniku
mutaci z Cervenych, adenin vyZzadujicich mutant (ade-1, ade-2) na dvojité, adenin
vyZzadujici bilé mutanty a selektivni systémy jako je indukce resistence ke
kanavaninu a cykloheximidu.

Nejlépe ovéfeny reversni mutacni systém zahrnuje vyuziti haploidniho kmene XV
185-14C s okrovymi (ochre) nonsense mutacemi ade 2-1, arg 4-17, lys I-1 a
trp 3-48. Mutace jsou vratné plisobenim mutagend typu zdmény bazi, které indukuji
mutace ve specifickém misté, nebo okrové supresorové mutace. XV185-14C nese
rovnéZ his /-7 marker, missense mutaci, revertovanou pfevazné mutacemi v daldim
mist¢ a marker hom 3-10, ktery je revertovan posunovymi mutageny.

U diploidnich kment S. cerevisiae je jedinym §iroce vyuZivanym kmenem D-, ktery
je homozygotni pro ilv 1-92.

1.2 Popis metody

1.2.1 Piiprava
Roztoky testovanych latek a kontrol maji byt ptipraveny tésné pied testovanim za
pouziti vhodného vehikula. U organickych latek ve vodé nerozpustnych se nema uzit
roztok vyssi nez 2 objemova % v organickych rozpoustédlech jako je etanol, aceton
nebo dimetylsulfoxid (DMSO). Finalni koncentrace vehikula nema vyznamné
ovlivnit Zivotnost a charakteristiky rustu.
Metabolicka aktivace
Builky maji byt exponovany testovanym latkdm jak v ptfitomnosti, tak
v neptitomnosti vhodného metabolického aktivaéniho systému.
Nejéastéji uzivanym systémem je postmitochondridlni frakce pfipravend z jater
hlodavet po aplikaci latek indukujicich enzymy a doplnéna kofaktory. UZiti jinych
druht, tkani, postmitochondrialnich frakei ¢i postupd mize byt rovnéz vhodné pro
metabolickou aktivaci.

1.2.2 Experimentalni podminky

1.2.2.1 Testovaci kmeny

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

1222 Meédia
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Odpovidajici kultivaéni média jsou uzivana pro uréeni poltu piezivajicich a
mutovanych bunék.

1.2.2.3 Negativni a positivni kontroly

Positivni, neovlivnéné a rozpoustédlem ovlivnéné kontroly jsou pouzivany soucasné.
Pro kazdou specifickou mutaéni zménu maji byt pouzity odpovidajici positivni
kontrolni chemické latky.

1.2.2.4 Koncentrace

M4 byt pouzito nejméné 5 vhodné zvolenych koncentraci. U toxickych latek nema
nejvyssi pouzita koncentrace redukovat pieziti pod 5 - 10 %. Latky ve vodé relativné
nerozpustné maji byt testovany aZ po mez rozpustnosti latky za pouziti vhodnych
postupti. Nejvyssi koncentrace pro latky netoxické, ve vodé€ rozpustné, je urCena

ptipad od ptipadu.
1.2.2.5  Kultivacni podminky

Misky jsou inkubovany po sedm dni pfi 28 az 30 °C ve tm¢.
1.2.2.6  Frekvence spontdnnich mutaci

Frekvence spontidnnich mutaci u subkultur ma byt v rozmezi akceptovanych
normalnich hodnot.

1.2.2.7 Pocet replikaci

Je nutno pouzit nejméné tfi misek na jednu koncentraci u testu s prototrofnimi
burikami a u Zivotnosti bunék. U experimentd uZivajicich markery jako hom 3-10
s nizkou muta&ni rychlosti musi byt poet misek zvy3en, aby byly ziskany statisticky
relevantni udaje. ‘

1.2.3 Popis postupu

Ovlivnéni kment S. cerevisiae je obvykle provadéno ve zkumavce v tekutém
prostiedi a zahrnuje bud’ stacionarni nebo rostouci buriky. Zakladni pokusy maji byt
provedeny na rostoucich burikach: 1-5 x 107 bun&k/ml je vystaveno testované latce
po dobu az 18 h pii 28 az 37°C za tfepani. Odpovidajici mnozstvi metabolického
aktivaéniho systému je pfiddno v pribéhu ovlivnéni, pokud je to potfebné. Po
skongeni ovlivnéni jsou buiiky centrifugovany, promyty a vyockovéany na vhodné
kultivaéni medium. Po inkubaci jsou pogitany pteZivajici buiiky a buriky s indukci
genovych mutaci.

Jestlize je prvni pokus negativni, ma byt proveden druhy pokus s burikami ve
stacionarni fazi. Jestlize je prvni pokus positivni, je potvrzen dalsim vhodnym
nezavislym experimentem.

UDAJE

Udaje maji byt uspoiadany do tabulky a maji zahrnovat pocet kolonii, pocet mutant,
piezivajicich bunék a frekvenci mutaci. V3echny vysledky maji byt potvrzeny
nezavislym experimentem. Udaje maji byt vyhodnoceny vhodnymi statistickymi
metodami.

9
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3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s prislu§nymi pravnimi pfedpisy’’ musi byt zpracovan projekt pokusu a o
prub&hu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o prub&hu pokusu obsahuje informace o:
- pouzitych kmenech,

- podminkach testu: butiky ve stacionarni fazi nebo rostouci, slozeni medii,
teplota a trvani inkubace, metabolicky aktivaéni systém,

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

- po¢tu kolonii, po¢tu mutant, pfeZivajicich bunék a frekvenci mutaci, vztahu
davky a u€inku, statistické hodnoceni udaji pokud je to mozné.

Diskuse vysledk.
Zavéry.



Strana 8650 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Cistka 147

B.16 MITOTICKA REKOMBINACE - SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi.”

1.1 Princip metody

Mitotickd rekombinace u Saccharomycs cerevisiae mize byt detekovana mezi geny
(obecnéji mezi genem a jeho centromerou) a uvnitf gent. Prvni pfipad je nazyvan
mitotické prekiiZeni a vytvari recipro¢ni produkty, kdezto druhy ptipad je vétsinou
nereciproéni a je nazyvan genova konverze. PiekfiZeni je obecné testovano na
zédkladé tvorby recesivnich homozygotnich kolonii nebo sektord vzniklych
u heterozygotnich kmenti, genovd konverse je testovana na zakladé tvorby
prototrofnich revertant vzniklych u auxotrofniho heteroalelického kmene, ktery nese
dvé rizné defektni alely téhoZ genu. Nejcastéji uzivané kmeny pro detekci mitotické
genové konverse jsou Dy (heteroalelicky v ade 2 a trp 5), D7 (heteroalelicky v trp 3),
BZ;4 (heteroalelicky v arg 4) a JD1 (heteroalelicky v his 4 a trp 5). Mitotické
prekiizeni produkujici éervené a rizové sektory miZe byt testovano u Ds nebo D5
(ktery rovnéZz méfi mitotickou genovou konverzi a reverzni mutace v i/v /-92). Oba
kmeny jsou heteroalelické pro komplementarni alely ade 2.

1.2 Popis metody

1.2.1 Ptiprava

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

Metabolicka aktivace

Buniky maji byt vystaveny plsobeni testovanych latek jak v pfitomnosti, tak
v nepfitomnosti vhodného exogenniho metabolického aktivaéniho systému.
Nejlastéji uzivanym systémem je postmitochondridlni frakce ptfipravena z jater
hlodavct po aplikaci latek indukujicich enzymy a doplnéna kofaktory. Uziti jinych
druht, tkani, postmitochondridlnich frakei ¢i postupli mize byt rovnéz vhodné pro
metabolickou aktivaci.

1.2.2 Experimentalni podminky
1.2.2.1 Testovaci kmeny
Nejuzivangjsi jsou diploidni kmeny Dy, Ds, D7 a JD,. Uziti jinych kmen@ mize byt

rovnéz vhodné.

1222 Meédia
Odpovidajici kultivaéni média jsou uzivana pro ureni pfezivajicich bunk a
frekvenci mitotické rekombinace.
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1.2.2.3 Negativni a positivni kontroly

Positivni, neovlivnéné a rozpoustédlem ovlivnéné kontroly jsou pouZivany soudasné.
Pro kazdou specifickou mutaéni zménu maji byt pouzity odpovidajici positivni
kontrolni chemické latky.

1.2.2.4 Koncentrace

Ma byt pouzito nejméné 5 vhodné zvolenych koncentraci. Musi byt bran ohled na
cytotoxicitu a rozpustnost. Nejniz§i koncentrace nesmi mit vliv na Zivotnost bunék.
U toxickych latek nema nejvyssi pouzitd koncentrace redukovat pteziti pod 5 - 10 %.
Latky ve vodé relativné nerozpustné maji byt testovany aZ po mez rozpustnosti latky
za pouziti vhodnych postuptl. Nejvyssi koncentrace pro latky netoxické, ve vodé
rozpustné, je urena ptipad od ptipadu.

Buriky mohou byt vystaveny plsobeni testované latky bud’ ve stacionarni fazi, nebo

béhem ristu po dobu az 18h. Kultury dlouhodobé ovliviiované maji byt
mikroskopicky kontrolovéany pro tvorbu spor, jejichz pfitomnost test znehodnocuje.

1.2.2.5 Podminky inkubace

Misky jsou inkubovany ve tmé po ¢tyfi az sedm dni pti 28-30°C. Misky pouZité pro
prukaz Cervenych a riZovych sektorl tvofenych mitotickym ptekiizenim maji byt
umistény v chladnicce (cca 4 °C) po dalsi 1 - 2 dny pfed pocitdnim, aby se mohly
utvotit odpovidajici pigmentované kolonie.

1.2.2.6 Spontdanni frekvence mitotické rekombinace

Pouzivaji se subkultury s frekvenci spontdnnich mutaci v rozmezi akceptovanych
normalnich hodnot.

1.2.2.7 Pocet replikaci

Je nutno pouzit nejméné tfi misek na jednu koncentraci u testu prototrofnich bunék
tvofenych mitotickou genovou konversi a pro ureni Zivotnosti bunék. V ptipadé
testovani recesivni homozygosity tvofené mitotickym prekfizenim ma byt polet
misek zvysen, aby bylo dosaZeno dostate¢ného poctu kolonii.

1.2.2.8 Postup

Ovlivnéni S. cerevisiae probiha obvykle jako zkumavkovy test v tekutém prostfedi a
zahrnuje bud’ stacionarni nebo rostouci buiiky. Zakladni pokusy maji byt provedeny
na rostoucich burikach. 1-5 x 107 bunék/ml je vystaveno testované latce po dobu az
18 h pti 28 az 37°C za tfepani. Odpovidajici mnozstvi metabolického aktivaéniho
systému je pfidano v prubéhu ovlivnéni, pokud je to potrebné.

Po skongeni ovlivnéni jsou buriky centrifugovany, promyty a vyockovany na vhodné
kultivaéni medium. Po inkubaci jsou pogitany pfeZivajici buiiky a buriky s indukci
mitotické rekombinace.

Jestlize je prvni pokus negativni, ma byt proveden druhy pokus s buikami ve
stacionarni fazi. Jestlize je prvni pokus positivni, je potvrzen dal$im vhodnym
nezavislym experimentem.
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UDAIJE

o

Udaje se zaznamenavaji do tabulky, ktera zahmuje poéet kolonii, poget rekombinaci,
ptezivajicich bunék a frekvenci rekombinaci.

Vysledky maji byt potvrzeny v nezavislém experimentu.

Udaje maji byt vyhodnoceny vhodnymi statistickymi metodami.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pHslusnymi pravnimi ptedpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a
o prib&hu pokusu je nutno vést protokol.

(U'S)

Zprava o pritb&hu pokusu obsahuje nasledujici informace:
- pouzité¢ kmeny,

- podminky testu: buiiky ve stacionarni fazi nebo rostouci, slozeni medii,
teplota a trvani inkubace, metabolicky aktivaéni systém,

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

- pocet kolonii, po¢et rekombinant, pfezivajicich bunék a frekvence
rekombinaci, vztah davky a u¢inku, pokud je to mozné, statistické
hodnoceni dat.

Diskuse vysledk.
Zaveéry.
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B.17 MUTAGENITA - TEST GENOVYCH MUTACI
V SAVCICH BUNKACH IN VITRO

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi.”’

1.1 Uvod

Test genovych mutaci in vitro se da pouzivat ke zji§tovani genovych mutaci
vyvolanych chemickymi latkami. Mezi vhodné bunééné linie patfi mysi lymfomové
buiiky L5178Y, linie CHO, CHO-AS52 a V79 bungk ¢inského kiecka a lidské
lymfoblastoidni buitky TK6 (1). U téchto bunéénych linii se nejéastéji jako kone¢ny
geneticky efekt zjistuji mutace v thymidinkindze (TK) a hypoxanthin-guanin
fosforibosyltransferaze (HPRT) a v transgenni xanthin-guanin
fosforibosyltransferaze (XPRT). Testy mutaci v TK, HPRT a XPRT se zjistuji rizna
spektra genetickych zmén. Autosomadlni lokalizace TK a XPRT miize umoznit
detekci i takové genetické zmény (napf. velké delece), které se na lokusu HPRT
chromozomi X nezjisti .”

K testu na genové mutace v sav€ich burikich in vitro se daji pouzit kultury
stabilizovanych bunéénych linii nebo bunéénych kmeni. P#i volbé bunék se berou
v uvahu ristové schopnosti dané kultury a stabilita frekvence spontannich mutaci.

Testy in vitro obecné vyzaduji exogenni zdroj metabolické aktivace. Takovy systém
metabolické aktivace nedokaze imitovat savéi podminky in vivo dokonale. Je tieba
vzniku takovych podminek, za kterych by vysledky neodrazely vlastni mutagenitu.
K pozitivnim vysledkim, jeZ nejsou disledkem vlastni mutagenity muze dojit
v diisledku zmény pH, osmolality & vysoké cytotoxicity .”

Tento test se pouziva ke screeningu mozZnych sav¢ich mutagend a karcinogeni.
Rada sloucenin, které jsou vtomto testu pozitivni, jsou sav&imi karcinogeny,
neexistuje vSak dokonald korelace mezi timto testem a karcinogenitou. Tato korelace
zavisi na druhu chemické latky a existuje stale vice dokladl toho, Ze existuji
karcinogeny, které se timto testem nezjisti, protoZe zfejmé pisobi néjakym jinym,
negenotoxickym mechanismem ¢i mechanismem, ktery v bakteridlnich bufikach
nepuisobi .”’
1.2 Definice

Forward mutace: genova mutace vychoziho typu mutantni formy, jez vede ke
zméné nebo ztraté enzymatické aktivity kédovaného proteinu.

Mutageny vyvoldvajici substituci paru bdzi: latky zpusobujici substituci jednoho
nebo nékolika paru bazi v DNA.

Frameshift mutageny (mutageny vyvoldvajici posunové mutace): latky, jez
zpusobuji pfidani nebo ztratu jednoho nebo vice part bazi v DNA.

Doba fenotypické exprese: obdobi, béhem kterého jsou z nové zmutovanych bunek
odstrafiovany nezménéné genové produkty.

Frekvence mutaci: poéet pozorovanych mutovanych bunék déleny poctem Zivych
bunék.

Relativni celkovy riist: narist poctu bunék v &ase v porovnani s kontrolni populaci
bungk; vypolitdva se jako soucin pomémého suspenzniho rlstu (v porovnani
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snegativni kontrolou) a pomémé klonovaci ué¢innosti cloning efficiency
(v porovnani s negativni kontrolou).

Relativni suspenzni rast: pomémy narist poétu bunék b&hem obdobi exprese
v porovnani s negativni kontrolou.

Zivotnost (viabilita): klonovaci u¢innost (cloning efficiency) ovlivnénych bunék
v dob€ inokulace na miskach v selekénich podminkach po obdobi exprese.

PreZiti: klonovaci u€innost (cloning efficiency) ovlivnénych bunék inokulovanych
na miskach na konci pisobeni latky; vyjadfuje se obvykle v porovnani s piezitim
kontrolni bunééné populace.

1.3 Princip metody

Buiiky, deficientni na thymidinkinazu (TK) v dasledku mutace TK™— TK”, jsou
rezistentni vici cytotoxickému pilisobeni pyrimidinového analogu trifluorthymidinu
(TFT). Buiiky produkujici thymidinkindzu jsou vaéi TFT citlivé, coZz zpisobuje
inhibici buné¢ného metabolismu a zastavuje dal$i bunééné déleni. Za ptitomnosti
TFT proto mohou proliferovat mutované bufiky, zatimco normalni buriky, obsahujici
thymidinkindzu, proliferovat nemohou. Podobné jsou buriky s deficientni HPRT
nebo XPRT selekéné rezistentni viaci 6-thioguaninu (TG) nebo 8-azaguaninu (AG).
Pokud je analog baze nebo sloucenina pfibuzna se selekénim ¢inidlem analyzovana
v nékterém testu na genové mutace v sav€ich burikdch, je tieba vlastnosti testované
latky bedlivé zvazit. Napiiklad je tfeba prozkoumat kazdé podezieni na selekéni
toxicitu testované latky vici burkdm s mutacemi i bez nich. Testuji-li se tedy
chemikalie strukturné pfibuzné se selek¢nim ¢inidlem, je tfeba potvrdit, Ze je
selekéni systém/€inidlo vhodné.”

Buriky v suspenzi nebo jednovrstevné kultufe se po vhodnou dobu vystavi pisobeni
testované latky s metabolickou aktivaci i bez ni a kultivuji se ke stanoveni
cytotoxicity a k detekci fenotypické exprese pied vybérem mutanti.” Cytotoxicita
se stanovi obvykle hodnocenim relativni klonovaci G¢innosti (pteziti) (cloning
efficiency) nebo relativniho celkového nartistu kultur po ptsobeni latky. Kultury se
ponechaji v ristovém médiu po dostate¢nou dobu, charakteristickou pro dany lokus
a typ buriky, aby mohlo dojit k co nejoptimalné;si fenotypické expresi indukovanych
mutaci. Frekvence mutantl se stanovi inokulaci zndmého poctu bunék v médiu
obsahujicim selekéni ¢inidlo pro detekci mutovanych bunék a v médiu bez tohoto
Cinidla, ke stanoveni klonovaci uU¢innosti (cloning efficiency), (Zivotnosti). Po
vhodné inkubaéni dobé se kolonie spoéitaji. Mutaéni frekvence se odvodi z poctu
kolonii mutovanych bunék v selekénim médiu a z poétu kolonii v neselekénim

médiu.
14 Popis metody
1.5 Ptiprava

1.5.1.1 Bunky

Da se pouzit cela fada bunéénych typl, véetné subklond bunék L5171Y, CHO,
CHO-AS52, V79 a TK6. U bunéénych typli pouzivanych v tomto testu musi byt
prokazana citlivost vig¢i chemickym mutagentim, vysokd klonovaci ucinnost
(cloning efficiency) a stabilni frekvence spontdnnich mutaci. U bunék se kontroluje,
zda nejsou kontaminovany mykoplazmaty; infikované buriky se pouZit nesméji.
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Test je tfeba naplanovat tak, aby mél zvolenou citlivost a efektivnost (power). Pocet
bunék, pocet kultur a koncentrace testované latky musi témto definovanym
parametrim vyhovovat.”’ Minimalni pocet vitalnich bunék, které pfeziji expozici a
pouziji se v jednotlivych stadiich testu, je dan frekvenci spontinnich mutaci.
Obecnym voditkem je, Ze pocet bunék ma byt minimalné desetinasobkem
prevracene hodnoty frekvence spontannich mutaci. Doporuuje se vsak pouzit
alespoii 10° bunék. Mély by byt k dispozici adekvétni historické udaje, kterymi by

se prokazala bezproblémové zvladnuti testu.

1.5.1.2 Média a kultivacni podminky

Je tfeba pouzit vhodna kultiva¢ni média a inkubaéni podminky (kultivaéni nadoby,
koncentraci CO, teplotu a vlhkost). Média se pro test voli podle selek&niho systému
a typu buriky. Zvlasté dilezité je, aby podminky kultivace zaji§tovaly optimalni rist
bun€k béhem expresni periody a schopnost jak mutovanych, tak nemutovanych
bunék tvofit kolonie.

1.5.1.3 PFiprava kultur

Buriky se namnozi ze zasobnich kultur, inokuluji do kultivaéniho média a inkubuji
pii teplot¢ 37°C. Pfed provedenim testu, je tfeba kultury zbavit diive vzniklych
mutovanych bunék.

1.5.14 Metabolicka aktivace

Na burky se testovanou latkou plsobi v ptitomnosti i v neptitomnosti vhodného
metabolického aktiva¢niho systému. Nejobvyklejsi je kofaktory suplementovana
mitochondridlni frakce (S9) pfipravena zjater hlodavcl, ovlivnénd &inidly
indukujicimi enzymy jako je Aroclor 1254,” nebo smés fenobarbitalu a P-
naftoflavonu .

Kone¢na koncentrace mitochondridlni frakce v médiu &ini obvykle 1 — 10 % v/v.
Aktivita metabolického aktivaéniho systému bude zaviset na tom, jakého typu je
testovana chemikélie. V nékterych pfipadech je vhodné pouzit mitochondrialni
frakei v n€kolika koncentracich.

Pro ucely endogenni aktivace mohou byt pouZity i geneticky modifikované bun&&né
linie exprimujici specifické aktivaéni enzymy. Vybér bunéénych linii by mél byt
védecky ovéfen (napf. vztahem isoenzymu cytochromu P450 k metabolismu
testované latky).

1.5.1.5 PFiprava testované ldtky

Je-1i testovana latka v pevném stavu, latka se pfed plsobenim na buiiky rozpusti
nebo se pripravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle a ptipadné nafedi. Kapalné
testované latky se mohou do systému pridavat pfimo nebo se predtim fedi. Je tfeba
pouzivat Cerstvé preparaty, ledaze uUdaje o jejich stabilit¢ prokazuji, ze delsi
skladovani neovliviiuje jejich vlastnosti.

1.5.2 Podminky testu

1.5.2.1 Rozpoustédio/vehikulum

U zvoleného rozpoustédla nesmi existovat podezieni, Zze by mohlo s testovanou
latkou chemicky reagovat, a nesmi naruSovat piezivani bunék a aktivitu S9.
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Pouziva-li se mén€ znadmé rozpoustédlo musi byt podpofeno referencemi
prokazujicimi jeho kompatibilitu. Doporuduje se, aby vSude tam, kde je to mozné,
bylo na prvnim misté zvazovano pouziti jako rozpoustédla vody. Je-li testovana
latka ve vodé nestala, musi byt pouzité organické rozpoustédlo zcela bezvodé. Voda
se d4 odstranit molekularnim sitem.

1.5.2.2 Koncentrace

Mezi kritéria, jeZ se uvazuji pfi stanovovani nejvyssi koncentrace, patii cytotoxicita,
rozpustnost v systému a zmény pH resp. osmolality.

Cytotoxicita se stanovi s metabolickou aktivaci i bez ni v hlavnim experimentu,
pfi€emz se pouzije vhodné indikace bunééné integrity a rustu bunék, jako je relativni
klonovaci W¢innost (pfeziti) nebo relativni celkovy rist. Je vhodné stanovit
cytotoxicitu a rozpustnost v ptedbéznych experimentech.

Pouziji se minimalné &tyfi analyzovatelné koncentrace. Dochazi-li k cytotoxicité,
musi tyto koncentrace pokryvat rozsah od maximalni do nizké nebo nulové toxicity.
To obvykle znamena, Ze se jednotlivé koncentrace nebudou li$it vice nez nasobkem,
ktery lezi mezi hodnotami 2 a V10. Vychazi-li maximalni koncentrace z cytotoxicity,
méla by vést k relativnimu pteZiti (relativni klonovaci u¢innosti) nebo relativnimu
celkovému rustu v 10-20 %, ne v3ak méné nez 10 %. U relativné netoxickych latek

snwr

0,01 M.

U relativné nerozpustnych latek, jeZ jsou netoxické v koncentracich niz$ich nez je
koncentrace pfi které se jiz latka nerozpousti, ma byt nejvy$si pouZzita koncentrace
vy$$i nez je mez rozpustnosti ve findlnim kultivaénim médiu na konci kultivace
s testovanou latkou. MiZe byt u€elné vyhodnotit rozpustnost na za¢atku a na konci
pusobeni, jelikoz se rozpustnost mize behem expozice v disledku pfitomnosti
bunék, S9, séra atd. ménit. Nerozpustnost se da zjistit i prostym okem. SraZenina
nesmi byt na pfekazku pfi hodnoceni bunék.

1.52.3 Kontroly

V ramci kazdého experimentu se museji provést i soubézné pozitivni a negativni
(rozpoustédlo, vehikulum) kontroly, a to jak s metabolickou aktivaci, tak bez ni.
Pokud se aplikuje metabolické aktivace, musi byt pozitivni kontrola latka vyzadujici
metabolickou aktivaci k vyvoldni mutagenniho uéinku. Mezi latky pro pozitivni
kontrolu patfi naptiklad:
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Z]ifitj:::wka Lokus Latka CAS EINECS
Ne HPRT ethyl methansulfonat 62-50-0 200-536-7
ethyl nitrosomoéovina 759-73-9 212-072-2
gk(é“l‘ifoiie) methyl methansulfonat 66-27-3 | 200-625-0
XPRT ethyl methansulfonat 62-50-0 200-536-7
ethyl nitrosomodovina 759-73-9 212-072-2
Ano HPRT 3-methylcholantren 56-49-5 200-276-4
N-nitrosodimethylamin 62-75-9 200-549-8
7,12-dimethylbenzantracen 57-97-6 200-359-5
TK (malé a Cyklofosfamid 50-18-0 | 200-015-4
velké kolonie) | monohydrat cyklofosfamidu | 6055-19-2
benzo[a]pyren 50-32-8 200-028-5
3-methylcholantren 56-49-5 200-276-5
orr - Nnirocdnen ) | 2759 | 20308
benzo[a]pyren 50-32-8 200-028-5

Pro pozitivni kontrolu se mohou pouzit i jiné vhodné latky; jestlize ma napiiklad
laboratot historické udaje o 5-brom-2’-deoxyuridinu (CAS 59-14-3, &islo EINECS
200-415-9), lze pouzit i tuto referenéni latku. Tam, kde je to mozné, je vhodné
pouzit pro pozitivni kontrolu latku ze stejné chemické skupiny.

Pro kazdy Casovy interval sklizeni kultur je tfeba pouzit i negativni kontrolu, ve které
se pouziva rozpoustédlo nebo vehikulum v kultivaénim médiu, zpracované stejnym
zpiisobem jako experimentalni kultury. Mimoto je rovnéz tieba zafadit kontrolu bez
jakéhokoliv ovlivnéni, ledaze existuji historické udaje prokazujici, Ze zvolené
rozpoustédlo/vehikulum nevykazuje Zzadné pro buriky nepfiznivé ¢&i mutagenni
ucinky.

1.5.3 Postup

1.5.3.1 Expozice testovanou ldtkou

Na proliferujici buriky se pisobi testovanou latkou jak s metabolickou aktivaci, tak
bez ni. Expozice probihd po vhodnou dobu (obvykle je G¢inna doba 3-6 hodin).
Doba expozice mlize pfesahnout jeden nebo vice bunéénych cykla.

Pro kazdou koncentraci se pouzivaji kultury duplicitni nebo jenom jedna. Pouziva-li
se jenom jedna kultura, je tfeba zvysit po¢et koncentraci tak, aby se zajistil adekvatni
pocet kultur k analyze (tj. miniméalné osm analyzovatelnych koncentraci). Kultury
s negativni kontrolou (rozpoustédlem/vehikulem) se pouzivaji duplicitni.

V piipadé plynnych nebo t€kavych latek je tfeba uplatnit v testu vhodné postupy,
jako je pouziti neprody3né uzavienych kultivaénich nadob.”
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1.5.3.2 Hodnoceni pfeZivani, viability a mutacni frekvence

Po skonfeni expozice se buniky promyji a kultivuji ke stanoveni pieZzivani a
fenotypické exprese. Po expozici se obvykle zaCind s analyzou -cytotoxicity
stanovenim klonovaci u¢innosti — cloning efficiency nebo relativniho celkového
rastu.

KaZzdy lokus ma ur€itou minimaélni ¢asovy interval pro témér optimalni expresi nové
indukovanych mutantd (HPRT a XPRT vyZaduje minimalné 6 - 8 dni, TK
minimalné 2 dny). Builky se péstuji v médiu s a bez selekéniho &inidla pro stanoveni
po¢tu mutantt a klonovaci G¢innosti. Po skonéeni doby exprese se zaéne s analyzou
Zivotnosti (pouzivané k vypoctu Cetnosti mutantd) inokulaci bunék na neselekéni
médium.

Pokud je latka vtestu L5178Y TK'/ pozitivni, je tieba minimalné na jedné
z experimentalnich kultur (nejvys$Si pozitivni koncentrace) a na negativnich a
pozitivnich kontrolach stanovit velikost kolonii. Pokud je latka vtomto testu
negativni, zméfi se velikost kolonii u negativni a pozitivni kontroly. Méfeni se mize
provést i ve studiich s TK6TK"/.

2 UDAIJE

Zpracovani vysledkt

2
—

Jako data slouzi vysledky stanoveni cytotoxicity a zivotnosti, pocty kolonii a muta¢ni
frekvence u experimentalnich a kontrolnich kultur. V ptipadé pozitivni reakce v testu
L5178TK"/ se kolonie hodnoti pomoci kritérii malych a velkych kolonii
pfinejmensim v jedné koncentraci testované latky (nejvyssi pozitivni koncentrace) a
v negativni a pozitivni kontrole. Molekuldmni a cytogenetické vlastnosti velkych i
malych kolonii byly podrobn& prostudovény v publikacich . PH testu TK'/ se
kolonie hodnoti podle kritéria kolonii normalniho ristu (velké) a pomalého ristu
(malé) . Mutanty, které utrpély nejrozsahle;jsi genetické poskozeni, maji delsi dobu
zdvojeni a proto tvofi malé kolonie. Rozmezi tohoto poskozeni obvykle sahd od
ztraty celého genu po karyotypicky viditelné chromozdémové aberace. Tvorba malych
kolonii je asociovéna s expozici latkdm indukujicich hrubé chromozémové aberace
) Meéné zavazné postizené mutanty rostou podobnou rychlosti jako buiiky
rodicovské a vytvareji velké kolonie.

Je tfeba uvadét také preziti (relativni klonovaci Uinnost — relative cloning
efficiency) nebo relativni celkovy rist. Mutaéni frekvence se vyjadiuje jako pocet
mutovanych bunék déleny poctem prezivajicich bunék.

Uvadgji se individualni udaje o kultivaénich podminkach; nakonec se vSechna data
shrnou v tabelarni formé.

Verifikace zjevné pozitivni reakce se nepozaduje. Nejednoznainé vysledky se
objastiuji daldim testovanim, nejlépe za modifikovanych experimentalnich podminek.
Negativni vysledky se musi potvrdit pfipad od pfipadu. V pfipadech, kdy se
potvrzeni negativnich vysledki nepovaZzuje za nutné, je tieba podat zdivodnéni.
V ptipadé nejednoznagnych nebo negativnich vysledkd je tfeba v naslednych
experimentech zvazit modifikaci parametri studie tak, aby se rozsifilo rozmezi
podminek. K parametrm, které se daji v experimentu modifikovat, patfi rozdily
mezi jednotlivymi koncentracemi a podminky metabolické aktivace.
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22 Vyhodnoceni a interpretace vysledku

Ke stanoveni pozitivniho vysledku existuje nékolik kritérii, naptiklad na koncentraci
testované latky zavisly nariist nebo reprodukovatelny narist mutaéni frekvence.
Nejprve je tfeba uvazit biologickou vyznamnost vysledkt. Pii vyhodnocovéni
vysledkl testu se mohou pouZit statistické metody. Statisticka vyznamnost by vsak
neméla byt jedinym uréujicim faktorem pozitivniho vysledku.

Testovana latka, pfi jejimz pouziti vysledky nespliiuji vySe uvedena kritéria, se
vtomto systému povaZuje za nemutagenni. V&tina experimentl sice poskytuje
jednozna¢né pozitivni nebo negativni vysledky, v ojedinélych ptipadech vsak nelze
ze ziskaného souboru dat vyvodit o aktivité testované latky definitivni zavér.
Vysledky mohou byt stale nejednoznaéné nebo problematické, i kdyZz se experiment
nékolikrat opakuje.

Pozitivni vysledky testu na genové mutace v savéich burikach in vitro ukazuji, ze

vevr

reprodukovatelny pozitivni efekt davka-a¢inek. Negativni vysledky ukazuji, Ze za
danych experimentalnich podminek testovand latka v kultufe sav€ich bun€k
nevyvolava genové mutace.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pfislu§nymi pravnimi ptedpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a
o pribéhu pokusu je nutno vést protokol.

(U]

Ve zpravé o pribéhu pokusu je tfeba uvést tyto informace:
Rozpoustédlo / vehikulum:
— zdtGvodnéni volby rozpoustédla/vehikula,

— rozpustnost a stabilita testované latky v rozpoustédle/vehikulu, pokud je
Znama.

Buriky:
typ a zdroj bun€k,

l

pocet bunéénych kultur,

ptipadné pocet pasazi,

ptipadné metody kultivace buné¢né kultury,

absence mykoplazmat.

Podminky pokusu:

zdtvodnéni volby pouzitych koncentraci a po&tu kultur, véetné napt. udaji o
cytotoxicité a limitech v rozpustnosti, jsou-li k dispozici,

— slozeni média, koncentrace CO,,

- koncentrace testované latky,

— objem vehikula a pfidané testované latky,
— inkuba¢ni teplota,

— doba inkubace,
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- doba pusobeni latky,

— pfipadné hustota bunék béhem expozice,

- typ a sloZeni systému metabolické aktivace, vEetné kritérii akceptovatelnosti,
— pozitivni a negativni kontroly,

— délka expresni periody (pfipadné¢ véetné poctu inokulovanych bunék,
subkultur)

— selekéni ¢inidla,
— kritéria, jimiZ se studie hodnoti jako pozitivni, negativni nebo nejednoznaéna,
— metody zji§tovani poétu Zivych a mutovanych bunék,

— definice kolonii, u nichZ se hodnoti velikost a typ (v&etné ptipadnych kritérii
pro rozliSovani mezi ,,malymi“ a ,,velkymi* koloniemi).

Vysledky:
— znamky toxicity,
— znamkKy sraZeni,
— udaje o pH a osmolalit¢ béhem pilisobeni testované latky, jsou-li stanoveny,
— velikost kolonti, je-li hodnocena, minimélné pro negativni a pozitivni kontrolu,

— pripadné mozZnosti laboratofe zjistit malé kolonie mutantd pomoci systému

L5178Y TK+/-
— vztah dévka- ucinek, je-li to mozné,
— statistické analyzy, byly-li provedeny,
— soubézné udaje z negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich kontrol,

— historické udaje z negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich kontrol,
véetné rozpéti, primért a smérodatnych odchylek

— Cetnost mutanta.
Diskuse vysledku.
Zavery.
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’ B.1 8’PO§KO’ZENi DNA REPARACE -
NEPLANOVANA SYNTEZA DNA - SAVCI BUNKY IN VITRO

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi.”

1.1 Princip metody

Test neplanované syntézy DNA (UDS) umoZiiuje méfit reparaéni syntézu DNA po
excizi a odstranéni Casti DNA obsahujici oblast poskozeni indukovaného
chem1ckym1 nebo fyzikdlnimi faktory. Test je zaloZen na inkorporaci znageného
tymidinu ( H-TdR) do DNA savéich bun&k, které nejsou v S fazi bun&eéného cyklu.
Vzestup *H-TdR j Je stanoven autoradiograficky, nebo kapalnou scintilaéni metodou
(LSC) v exponovanych buiikach. PouZivaji se savéi bunééné kultury pokud ne pfimo
primdrni bunééné kultury hepatocytii potkana, které jsou exponovany testovanou
laitkou jak v pfitomnosti tak i v nepfitomnosti exogenniho metabolického
aktivaéniho systému. UDS muZe byt také stanovena v systému in vivo.

1.2 Popis metody

1.2.1 Ptiprava

Testované latky a slouceniny pouzité jako kontrolni, nebo referenéni se rozpusti,
nebo suspenduji v kultivaénim médiu, nebo ve vhodném rozpoustédle. Dalsi fedéni
se provadi jenom kultivaénim médiem. Kone¢na koncentrace rozpoustédla v kulture
nesmi neptiznivé ovliviiovat Zivotnost bunék.

Pouzivaji se pouze primokultury potkanich hepatocyt®, lidskych lymfocytd, nebo
stabilizovanych buné¢nych linii (lidské diploidni fibroblasty).

Burky jsou exponovéany testované latce v pfitomnosti a nepfitomnosti vhodného
metabolického aktivaéniho systému.

1.2.2 Experimentdlni podminky

1.2.2.1 Pocet kultur

Pro kazdy experimentalni bod je potfeba nejméné dvou bunéénych kultur pro
autoradiografii a Sesti kultur (nebo méng, je-li to védecky zduvodnitelné) pro LSC

UDS.

1.2.2.2 Negativni a pozitivni kontroly

V kazdém experimentu musi byt soudasné zafazeny negativni a pozitivni kontroly
v pfitomnosti i v nepfitomnosti metabolického aktivaéniho systému.

Jako pozitivni kontrolu lze pro potkani hepatocyty pouzit 7,12-dimethylbenz-
anthracen (7,12-DMBA), nebo 2-acetylaminofluoren (2-AAF). Jako positivni
kontrolu pro stabilisované bunééné linie jak pro autoradiografii, tak i pro LSC bez
metabolické aktivace lze pouzit 4-nitrochinolin-N-oxid (4-NQO). Jako pozitivni
kontrolu pfi pouziti metabolického aktivaéniho systému lze pouzit N-dimethyl-
nitrosamin.
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1.2.2.3 Koncentrace testované latky

Musi byt pouzito nékolik koncentraci testované latky. Nejvyssi koncentrace musi
vyvolavat cytotoxicky efekt.

Latky ve vodé Spatné rozpustné musi byt testovany v koncentracich aZz na hranici
rozpustnosti za pouziti vhodnych postupi. Pro netoxické latky ve vodé dobie
rozpustné se nejvySsi koncentrace testované latky uréuje piipad od ptipadu.

1.2.2.4 Bunky

Pro udrzovéni kultur musi byt pouzito vhodné ristové médium, koncentrace CO,,
teplota a vlhkost. Stabilizované buné¢né linie musi byt pravidelné kontrolovany na
ptritomnost Mycoplasmat.

1.2.2.5 Metabolicka aktivace

Pro primokultury hepatocytd se metabolicky aktivaéni systém nepouziva.
Stabilizované bunééné linie a lymfocyty jsou exponovdny testované latce
v ptitomnosti i nepfitomnosti vhodného metabolického aktivaéniho systému.

1.2.3 Vlastni experiment

1.2.3.1 PFiprava kultur

Stabilizovand bunééna linie se pfipravuje ze zasobni kultury (trypsinaci nebo
setfepanim bunék z povrchu kultivaéni nadoby), inokuluje se do kultiva¢nich nadob
ve vhodné hustoté€ a inkubuje pri 37 °C.

Kratkodobé kultury potkanich hepatocytd se piipravuji tak, ze se umozni erstvé
isolovanym hepatocytim pfichytit se ve vhodném médiu k povrchu kultivaéni
nadoby.

Kultury lidskych lymfocytl jsou zaloZzeny pomoci vhodné metody.

1.2.3.2 Expozice kultur testované latce

Primarni hepatocyty potkana. Cerstvé isolované hepatocyty potkana jsou
exponovany testované latce v médiu obsahujicim *H-TdR po vhodnou dobu. Po
ukoncené expozici je médium odstranéno, buniky promyty, fixovany a suSeny.
Skli¢ka jsou ponofena do autoradiografické emulse (alternativné mizZe byt pouZit
stripping film), exponovéna, vyvolana, obarvena a vyhodnocena.

Stabilizované bunééné linie a lymfocyty

Autoradiografické techniky: Bunééné kultury jsou exponovany testované latce po
vhodnou dobu a pak jsou vystaveny piisobeni *H-TdR. Doba piisobeni je zavislé na
druhu testované latky, aktivité metabolického systému a na typu bunék. K zachyceni
nejvyssiho vrcholu UDS je tieba *H-TdR pfidat soudasné s testovanou latkou, nebo
nékolik minut po expozici. Vybér mezi témito postupy je ovlivnén moznou interakci
mezi testovanou latkou a *H-TdR. K odlifeni mezi UDS a semikonzervativni
replikaci DNA se uziva arginin deficientni médium, nizky obsah séra, nebo aplikace
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hydroxyurey do kultivantho média coZ zpisobi inhibici semikonzervativni
replikace DNA.

Stanoveni UDS pomoci LSC: Pted expozici testované latce je tieba blokovat vstup
bunék do S-faze, jak bylo shora uvedeno. Buriky jsou pak exponovany testované
latce jak bylo popsano pro autoradiografii. Na konci kultivace je DNA extrahovana
z bunék a stanoven celkovy obsah DNA a uren rozsah inkorporace *H-TdR.

Jestlize jsou pouzity ve shora uvedenych metodach lidské lymfocyty, je
v nestimulovanych kulturach suprese semikonzervativni replikace DNA zbytecna.

1.2.4 Analyza

1.2.4.1 Vyhodnoceni autoradiografie

Pti vyhodnocovani UDS v bunééné kultufe se jadra v S-fazi nehodnoti. Hodnoti se
nejméné 50 bunék v kaZdém experimentalnim bodg&. Preparaty je tieba zakodovat
pted vyhodnocovanim. V kazdém preparatu se hodnoti nékolik nahodné vybranych
poli. Mnozstvi inkorporovaného ’H-TdR v cytoplazmé se uréi v zoné o velikosti tfi
jader v cytoplazmé kazdé hodnocené buriky.

1.2.4.2 Vyhodnoceni LSC

Pro stanoveni LSC UDS se pouzije pfiméfeny poCet kultur pro kazdou koncentraci
testované latky a pro kontroly.

Vysledky musi byt potvrzeny v nezavislych experimentech.

2 UDAIJE
Udaje musi byt uvedeny v tabulkéch.

3]
p—

Vyhodnoceni autoradiografie

Rozsah inkorporace *H-TdR do cytoplazmy a polet zm nalezenych mimo bun&né
jadro se zaznamenavaji oddélené.

Rozsah inkorporace *H-TdR do cytoplazmy a poget zrn v jadfe je hodnocen pomoci
priméru, medidnu a modu.

]
1~

Vyhodnoceni LSC

Inkorporace ’H-TdR se zaznamenava jako dpm/pg DNA. Priméma hodnota dpm/pg
DNA spolu se smérodatnou odchylkou se pouzivaji k vyjadfeni distribuce
inkorporace.

Udaje se vyhodnocuji vhodnymi statistickymi metodami.
PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s pfislu§nymi pravnimi pfedpisyg) musi byt zpracovan projekt pokusu a o
prib&hu pokusu je nutno vést protokol.

(93}

Zprava o prib&hu pokusu obsahuje tyto informace o:

- pouzitych buiikach, jejich hustoté a &islu pasaze v dobé ovlivnéni kultury,
poétu bunéénych kultur,
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metodach pouzitych k udrzovani kultury, médiu, teploté, koncentraci COs,

testované latce, rozpoustédle, koncentracich a zdivodnéni jejich vybéru
Vv experimentu,

metabolickém aktivaénim systému,
pokusném schématu,

pozitivnich a negativnich kontrolach,
pouzitych autoradiografickych metodach,
zpusobech blokovani vstupu bunék do S-faze,

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

vztahu davka/iinek, je-li to mozné,

statistickém vyhodnoceni.

Diskuse vysledka.

Zavéry.
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B.19 SCE - VYMENA SESTERSKYCH CHROMATID IN VITRO

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi."

1.1 Princip metody

SCE je kratkodoby test pro detekci reciproénich vymén DNA mezi dvéma
sesterskymi chromatidami chromozomu. SCE reprezentuji vymeény identickych
sekvenci DNA mezi replikaénimi produkty v identickych (homolognich) lokusech.
SCE pravdépodobné vyZzaduje zlom a opétovné spojeni, ale je zatim malo znalosti
o molekuldrnim zékladé tohoto procesu. Detekce SCE vyZaduje diferenéni znaceni
sesterskych chromatid. Toho se dosahuje inkorporaci bromodeoxyuridinu (BrdU) do
chromozomalni DNA po dobu dvou bunéénych cykla.

Sav¢i buriky in vitro jsou exponovany testované latce v pfitomnosti i bez pfitomnosti
exogenniho metabolického aktivaéniho systému, je-li to potfebné. Kultivuji se po
dobu dvou replika¢nich cykld v médiu obsahujicim BrdU. Ke konci kultivace se
buniky ovlivni inhibitorem délictho vieténka (napf. kolchicin) k akumulaci bunék
v c-metafazi mitézy. Po ukonéeni kultivace jsou buriky zpracovany a pfipraveny
preparaty pro analyzu chromozoma.

1.2 Popis metody

1.2.1 Pfiprava
Pouzivaji se primokultury, (lidské lymfocyty) nebo stabilizované bunééné linie
(ovarialni burky ¢inského kiecka). Buné¢né linie musi byt kontrolovany z hlediska
kontaminace Mycoplasmaty,

Pouzivaji se vhodna kultivaéni média a kultivaéni podminky (teplota, kultivacni
nadoby, koncentrace CO; a vlhkost),

Testovana latka se rozpous$ti, nebo suspenduje v kultivaénim médiu, nebo ve
vhodném rozpoustédle. Vysledna koncentrace rozpouStédla nesmi vyznamné
ovlivnit zivotnost bunék, rychlost ristu nebo frekvenci SCE,

Bunky se exponuji testované latce v pfitomnosti i bez pfitomnosti vhodného
exogenniho sav&iho metabolického aktivaéniho systému. Pfipousti se pouZiti
bunéinych typl s vnitini (vlastni) metabolickou aktivitou, jestlize droven a
vlastnosti této aktivity jsou vhodné pro testovanou skupinu chemickych latek.

1.2.2 Experimentédlni podminky

1.2.2.1 Pocet kultur

Pro kazdy experimentalni bod se pouZiji nejméné dvé kultury.
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1.2.2.2 Negativni a pozitivni kontroly

V kazdém experimentu musi byt zafazeny pozitivni kontroly s latkami s pfimym
mutagennim uCinkem a latky vyZadujici metabolickou aktivaci. Déle musi byt
pouzita negativni kontrola s pouzitym rozpoustédlem.

Jako pozitivni kontrolu lze pouzit:
- pfimo plsobici mutageny: etylmetansulfonat
- nepfimo pusobici mutageny: cyklofosfamid

Je-li tfeba, je mozné zatadit dal$i positivni kontrolu ze stejné chemické skupiny jako
je testovana latka.

1.2.2.3 Koncentrace

Testuji se nejméné tii davky. Nejvys§i koncentrace testované latky musi mit
signifikantni toxicky u¢inek, ale zdroven musi umoZnit adekvatni replikaci bunék.
Ve vodé relativné nerozpustné latky je tfeba testovat az na hranici jejich rozpustnosti
za pouziti vhodnych postupl. Nejvys$si pouZita koncentrace ve vodé€ rozpustné
netoxické latky se ur¢uje individualné.

1.23 Popis postupu

1.2.3.1 PFiprava kultur

Stabilizovand buné¢na linie se ptfipravuje se zasobni kultury (trypsinaci, nebo
setfepanim bunék z povrchu kultivaéni nadoby), inokuluje se do kultivaénich nadob
ve vhodné hustoté a inkubuje pti 37 °C. Pro monovrstevné kultury se stanovi takovy
pocet bunék v kultivaéni nadobé, aby na konci kultivace nevytvately vice nez z 50 %
konfluentni vrstvu. Lze také pouzit suspenznich kultur. Lidské lymfocytarni kultury
se pripravi z heparinizované krve b&znymi postupy a inkubuji pfi 37 °C.

1.2.3.2 Expozice kultur

Buriky jsou exponovany testované latce v exponencialni fazi riistu po vhodnou dobu.
Ve vétsiné piipadu stadi jedna az dvé hodiny, ale expozice miZe byt prodlouZena az
na dva bun&tné cykly, je-li to tfeba. Buiky, které nemaji dostateCnou vlastni
metabolickou aktivitu, musi byt exponovany testovanou latkou v pfitomnosti 1
neptitomnosti vhodného metabolického aktiva¢niho systému. Na konci expozice je
testovana latka z média odstranéna, buriky vymyty a dale kultivovany v rstovém
médiu s BrdU dva replika¢ni cykly. Alternativné mohou byt buriky exponovany
soucasné s testovanou latkou a BrdU po dobu dvou buné¢nych cykli.
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Lidské lymfocytarni kultury jsou exponovany testovanou latkou dokud jsou
v semisynchronizovanych podminkach.

Buriky jsou analyzovany v druhém mitotickém déleni po expozici testované latce,
ktera probéhla v nejcitlivéjsim staddiu buné&ného cyklu. Viechny kultury s BrdU je
tfeba udrzovat v temnu, nebo ve svétle zastinéné Zarovky, aby se zabranilo fotolyze
DNA ve které je inkorporovany BrdU.

1.2.33 Zpracovdni bunék

Jednu az ¢tyfi hodiny pfed ukonéenim kultivace se do kultur ptida inhibitor déliciho
vieténka (napf. kolchicin). Kazda kultura se zpracovdva samostatné.

1234 PFiprava prepardtu a barveni

Preparaty se ptipravi standardni cytogenetickou technikou. Barveni preparati ke
znazoméni SCE muZe byt provedeno nékolika technikami (napf. fluorescenéni plus
Giemsa).

1.2.3.5 Analyza

Pocet analyzovanych bunék je zavisly na spontanni frekvenci SCE v kontrole.
Obvykle se hodnoti nejméné 25 dobie rozprostienych metafazi na kazdou kulturu.
Preparaty musi byt zakédovany pted analyzou. V lidskych lymfocytech se analyzuji
pouze metafize s 46 centromerami. U stabilizovanych linii pouze metafaze, které se
li§i 0 + 2 centromery od modalniho poétu centromer. Je tieba stanovit, zda se budou
analyzovat SCE v oblasti centromery. Vysledky musi byt ovéfeny v nezavislych
experimentech.

UDAIJE

[}

Udaje se zapisuji do tabulky. Zaznamenava se poget SCE v kazdé metafézi a pocet
SCE/chromozém zvlast pro kazdou metafdzi v exponovanych i kontrolnich

skupinach.

Udaje se hodnoti vhodnymi statistickymi metodami.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

('S

V souladu s pislusnymi pravnimi ptedpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a o
pribéhu pokusu je nutno vést protokol.

Zpréava o prab&hu pokusu obsahuje tyto informace o:
- pouzitych buiikach, metodach pouzitych k udrzovani kultury,

- kultivaénich podminkéach: sloZzeni média, teploté, koncentraci COa,
koncentraci testované latky, rozpoustédle, kultivatnich nadobach, délce
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expozice, inhibitoru mitézy a jeho koncentraci i jeho délce plsobeni.
metabolickém aktivaénim systému, positivnich a negativnich kontrolach,

- po¢tu kultur pro kazdy experimentalni bod,
- zpusobu ptipravy mikroskopickych preparata
- po¢tu analyzovanych metafazi (oddélené pro kazdou kulturu)

- primémém pocétu SCE/buitku a SCE/chromozém (oddélené pro kazdou
kulturu

- kritériich hodnoceni SCE

- zdivodnéni vybéru koncentraci

- vztahu davka/téinek, je-li to mozné,
- statistickém vyhodnoceni.

Diskuse vysledkd.
Zavéry.
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B.20 RECESIVNI LETALNI MUTACE VAZANE NA POHLAVI
U DROSOPHILA MELANOGASTER

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi."

1.1 Princip metody

Test na recesivni letdlni mutace vazané na pohlavi (SLRL) na Drosophila
melanogaster umoziiuje detekci mutaci, jak genovych, tak i malych deleci,
v zarode¢nych burikdch hmyzu. Je to test na forward mutace vhodny pro skrining
mutaci v pfiblizné 800 lokusech chromozému X. Tyto reprezentuji asi 80 % vsech
lokusti X-chromozdmu. X-chromozém reprezentuje ptiblizné 1/5 celého haploidniho
gendmu.

Mutace v X-chromozému se fenotypicky projevi u samci nesoucich mutovany gen.
Kdyz je mutace letdlni v hemizygotnim stavu lze na jeji pfitomnost usuzovat
z absence jednoho ze dvou typi saméich potomkd, ktefi se normalné rodi
heterozygotni samici. SRLS test je vyhodny vzhledem k zvlastnimu vzhledu a
uspotradani chromozomu.

1.2 Popis metody
1.2.1 Ptiprava

1.2.1.1 Zdroje

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

1.2.1.2 Testovane latky

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

1.2.1.3 Pocet zviFat

Test ma ptedem uréenou citlivost. Spontanni frekvence mutaci v kontrolni skupiné
vyznamné ovliviiuje nutny polet ovlivnénych chromozémi, které je tieba
analyzovat.

1.2.1.4 Zpusob aplikace

Expozice testované latce se uskuteliiuje per os, injek¢n€, nebo expozici plynim
nebo param. Zkrmovani testované latky se provadi v cukerném roztoku. Je-li to
nutné, testovana latka se rozpusti v 0,7 % roztoku NaCl a injikuje se do hrudni nebo
bfisni dutiny.
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1.2.1.5 Negativni a pozitivni kontroly

V kazdém pokusu se zafazuji negativni (s rozpou$tédlem) a pozitivni kontroly.
Jestlize ma laboratof k dispozici vhodné historické kontrolni ddaje, neni tfeba
zafazovat do experimentu soub&zné kontroly.

1.2.1.6 Davkovani

Pouzivaji se tfi davky testované latky. Pro pfedbézny orienta¢ni odhad se pouziva
jedna davka rovnajici se maximalni tolerované koncentraci, nebo vyvolavajici
znamky toxicity. Netoxické latky se testuji v nejvyssi dosazitelné davce.

1.2.2 Popis postupu

Samci divokého typu (ve stafi 3-5 dnli) jsou ovlivnéni testovanou latkou a
individudlné kiiZeni s virginnimi samicemi z linie Muller-5 nebo z jiné vhodné
markerové linie (vicendsobna inverse X-chromozomu). Samice jsou vyménény za
Cerstvé virginni samice kazdé dva aZ tfi dny aby byl pokryt cely bunéény cyklus
zérodednych bunék. U potomkii téchto samic je sledovan letalni efekt korespondujici
s Uinkem testované latky v dobé expozice na zralé spermie, na spermatidy ve
stfednim, nebo pozdnim stadiu, ¢asné spermatidy, spermatocyty a spermatogonie.

Heterozygotni F; samice narozené z tohoto kfiZeni jsou déle k¥izeny individualné
(tj. jedna samice/zkumavku) se svymi bratry. V F, generaci je v kazdé kultufe
zaznamenavana absence samct divokého typu. Jestlize v kultufe vznikaji F, samice
nesouci letdlni mutaci v rodi¢ovském X-chromozému ( nejsou nalezeni Zadni samci
s ovlivnénym chromozémem), dcery téchto samic se stejnym genotypem jsou dale
testovany aby se zjistilo, zda letalita se opakuje v dalSich generacich.

UDAIJE

3]

Ziskané tdaje se zpracuji do tabulky. Uvadi se pocet hodnocenych X-chromoz6mi,
pocet afertilnich samcli a pocet chromozémi s letdlni mutaci pro kazdou
koncentraci, pro kazdé obdobi kiizeni a pro kazdého testovaného samce.
Zaznamenava se podet clusteri riznych velikosti pro kazdého samce. Vysledky se
maji potvrdit v nezavislém experimentu.

Udaje se zhodnoti vhodnou statistickou metodou. Nahromadéni recesivnich letalnich
mutaci vzniklych v jednom samci ma byt vzato v Gvahu a zhodnoceno vhodnym
statistickym zplsobem.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s ptisluSnymi pravnimi piedpisy’ musi byt zpracovan projekt pokusu a
o prub&hu pokusu je nutno vést protokol.

(V'S )

Zprava o prub&hu pokusu obsahuje tyto informace o:

- pouzitych liniich, nebo kmenech Drosophily, véku, poltu ovlivnénych
samcd, podtu sterilnich samci, potu vzniklych F; kultur, po¢tu F, kultur
bez potomkil, poétu chromozémi nesoucich letdlni mutact pro kazdé
stadium zarode¢nych bunék,

- kritériich pro velikost ovlivnénych skupin,
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- podminkach testu: detailni popis ovliviiovani a schéma odbéru vzorkd, vyse
davek, udaje o toxicité, negativni (s rozpoustédlem) a positivni kontroly,

- kritériich pocitani letalnich mutaci,

- vztahu expozice/i¢inek, je-li to mozné,
- hodnoceni Gdaja,

Diskuse vysledki.

Zavéry.
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B.21 TEST TRANSFORMACE SAVCICH BUNEK - IN VITRO

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi."

1.1 Princip metody

Sav¢i buiiky lze pouzit pro detekci fenotypickych zmén in vitro indukovanych
chemickymi latkami spojenych s maligni transformaci in vivo. Nejcastéji se
pouzivaji buiky C3H10T1/2 , 3T3, SHE, Fischerovych potkani a test se opira o
zmény bunécné morfologie, tvorbu loZisek, nebo zmény v uchyceni v semisolidnim
agaru. Méné se pouzivaji systémy detekujici ostatni fyziologické ¢i morfologické
zmény v buiikdch po expozici karcinogennim latkam. Zadny vysledek in vitro testu
neni dikazem karcinogenity. Nékteré systémy jsou schopné detekce promotord.
Cytotoxicita miZe byt zjisténa hodnocenim u¢inku testované latky na schopnost
vytvatet kolonie (cloning efficiency), nebo ovlivnénim rychlosti ristu kultury. Pfi
hodnoceni cytotoxicity se vychazi ze skuteénosti, Ze expozice testované latce byla
toxikologicky relevantni, ale pfesto ji nelze pouzit k ureni frekvence transformace
ve viech experimentech, protoze u nékterych mohlo dojit k prodlouzeni inkubace,
nebo k replatingu.

1.2 Popis metody
1.2.1 Ptiprava
12.1.1  Buriky

Existuje fada bunéénych linii a primokultur pouzitelnych k testu transformace.
Experimentator musi zajistit, Zze bufiky pouzité v testu transformace vykazuji
piislusné fenotypické zmeény po expozici znamym karcinogenem a Ze test pouzivany
laboratofi je ovéfen a Ze je dokumentovana jeho opravnénost a spolehlivost.

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

1.2.1.3 Testované ldtky

Testované latky se rozpoustéji, nebo suspenduji v kultivaénim médiu, nebo ve
vhodném rozpoustédle pted ovlivnénim bun&k. Koneéna koncentrace rozpoustédla
v kultufe nesmi ovlivnit Zivotnost buné&k, rastovou rychlost nebo vyskyt
transformace.

1.2.14 Metabolickd aktivace

Buriky jsou exponovany testované latce v pfitomnosti a bez pfitomnosti vhodného
metabolického aktivaniho systému. Alternativné mohou byt pouZity burky s vlastni
metabolickou aktivitou, jestlize jeji vlastnosti jsou vhodné pro testované latky.

1.2.2 Experimentalni podminky
1.2.2.1 Negativni a pozitivni kontroly

Do kazdého experimentu musi byt zatazeny pozitivni kontroly s pouzitim latek
piimo plisobicich, i vyZzadujicich metabolickou aktivaci. Musi byt zafazeny také
negativni kontroly (s rozpoustédlem).

Piiklady latek pro pozitivni kontroly:
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- pfimo plsobici latky: etylmetansulfonat, B8-propiolakton,

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

Je moZné zafadit daldi pozitivni kontrolu ze stejné chemické skupiny jako je
testovana latka.

1.2.2.2 Koncentrace

Testuji se nejméné 3 davky. Tyto koncentrace musi vyvolavat toxicky efekt zavisly
na koncentraci, nejvys$si koncentrace zpusobuji nizkou urover preZivani bunék,
v nejnizsi koncentraci je prezivani bunék pfiblizné stejné jako v negativni kontrole.
Ve vode relativn€ nerozpustné latky je tfeba testovat az na hranici jejich rozpustnosti
za pouZiti vhodnych postupl. Nejvy$si pouzitd koncentrace ve vodé rozpustné
netoxické latky se uréuje individualné.

—
o
(8]

Popis postupu

Buriky musi byt exponovany dostate¢nou dobu zavislou na pouZitém testovacim
systému. Ta muze zahrnovat i opakovanou expozici testované latce spojenou
s vyménou média (ev. vyménou Cerstvé metabolické aktivaéni smési) jestlize se
jednd o prolongovanou expozici. Buriky bez dostate¢né vlastni metabolické aktivity
musi byt exponovany testované latce v pfitomnosti i nepfitomnosti vhodného
metabolického aktivaéniho systému. Na konci expozice je z bunék proplachnutim
odstranéna testovana latka a kultivace probiha dale za vhodnych podminek pro
transformaci. Pak je zaznamenavan vyskyt transformace. Vsechny vysledky musi byt
ovéfeny v nezavislych experimentech.

UDAIJE
Udaje musi byt zapsany v tabulce. Je vhodné vyjadfovat piezivani bunék jako

procento kontrolni Grovné a frekvenci transformaci jako pocet transformaci na pocet
pfeZivajicich bunék. Data je tfeba zpracovat vhodnymi statistickymi metodami.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pfislusnymi pravnimi pfedpisyg) musi byt zpracovan projekt pokusu a
o prub&hu pokusu je nutno vést protokol.

[{8]

()

Zprava o prubéhu pokusu obsahuje tyto informace o:
- pouzitych buiikach, metodach pouzitych k udrzovani kultury, po¢tu kultur,

- kultivaénich podminkach: koncentraci testované latky, dobé inkubace,
rozpouStédle, kultivaénich nadobach, délce a frekvenci expozice,
metabolickém aktivaénim systému, positivnich a negativnich kontrolach,
hustoté bunék béhem expozice, specifikaci sledovaného fenotypu, pouZziti
selektivniho systému (je-li to vhodné), zdivodnéni vybéru koncentraci,

- metodéach vygisleni zivych a transformovanych bunék,
- statistickém vyhodnoceni.

Diskuse vysledki.

Zavery.
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B.22 DOMINANTNI LETALN{ TEST U HLODAVCU

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi."

1.1 Princip metody

Dominantni letalita zpusobuje embryonalni, nebo fetdlni smrt. Indukce
dominantnich letalnich mutaci po expozici chemické latce dokazuje, Ze tato latka
poSkozuje zarodecné tkané exponovaného zvifeciho druhu. Obecné se pfijima, Ze
dominantni letdlni mutace jsou zpisobeny poskozenim chromozému (strukturalni a
numerické abnormality). Smrt embrya exponované samice muize byt také vysledkem
toxického ucinku.

Samci jsou exponovani testované latce a pafeni s neovlivnénymi, intaktnimi
samicemi. Ruzna stadia zarode¢nych bunék mohou byt testovana oddélené pouzitim
po sobé jdoucich intervall pafeni. Vzestup mrtvych implantaci na samicku v
exponované skupiné nad pocet mrtvych implantaci v kontrolni skupiné vyjadtuje
postimplanta¢ni ztraty. Preimplantadni ztraty se hodnoti na zakladé poctu Zlutych
télisek, nebo porovnanim vSech implantaci na samici v exponované a kontrolni
skupiné. Celkova dominantni letalita je soucet pre- a postimplantaénich ztrat.
Vypocet celkové dominantni letality je zaloZen na srovnani Zivych implantaci na
samici v exponované skupiné k Zivym implantacim na samici v kontrolni skupiné.
SniZzeni poétu implantaci v nékterém intervalu mize byt zplisobeno zanikem bunék
(tj. spermatocytd a/nebo spermatogonii).

1.2 Popis metody

1.2.1 Ptiprava

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

1.2.2 Experimentdlni podminky

1.2.2.1 Zpusob aplikace

Testovana latka se obvykle podavd pouze jednou. Na zakladé toxikologickych
informaci je mozné podavat latku opakované. Obvykly zplsob aplikace je ordlni
sondou nebo intraperitonealni injekce. Mohou byt vhodné i jiné zpisoby aplikace.

1.222 Experimentalni zvifata

Pokusna zvifata jsou vybrdna sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho pfedpisulo) a oznalena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvitat. Dobu navykéni stanovi § 10 zvlastniho pravniho
pfedpisu,'o) Zdrava, pohlavné dospéla zvifata jsou nahodné rozdélena na
exponované a kontrolni skupiny.
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1.2.23 Pocet a pohlavi

Je tfeba pouzit dostate¢ny pocet exponovanych samci s ohledem na spontanni
variabilitu hodnocené biologické charakteristiky. Pocet se fidi predem zjisténou
detekéni citlivosti a silou statistického testu. V typickém ptipadé se na ptiklad voli
takovy poCet samct, aby se dosdhlo 30 - 50 bfezich samic na pfipoustéci interval.

1.2.24 Negativni a pozitivni kontroly

Pozitivni a negativni (s rozpoustédlem) kontroly musi byt zafazeny do kazdého
experimentu. Jestlize v§ak mé laboratof k dispozici pfijatelné vysledky pozitivnich
kontrol z neddvnych experimentli, mohou byt pouZity. Latky pro positivni kontroly
musi byt pouZity ve vhodnych, nizkych davkach aby byla prokazana citlivost testu
(napt. MMS, intraperitoneélng, 10 mg.kg™).

1.2.2.5 Dadvkovani

Nejcastéji se pouzivaji 3 davkové hladiny. Nejvy3si davka ma vyvoldvat znamky
toxicity, nebo snizené fertility u exponovanych zvitat. V nékterych piipadech je
postacujici jedna vysoka davka.

1.2.2.6 Limitni test

Netoxické latky se podavaji v jedné davce 5 gkg”, nebo v davee 1 g.kg'.den” pH
opakované aplikaci.

1.2.3 Popis postupu

Existuje n€kolik postupti. Nejéastéji se pouziva jednorazova aplikace. Muze viak byt
pouzito jiné schéma.

Jeden samec je opakované kiiZen s jednou, nebo dvémi neovlivnénymi, intaktnimi
samifkami ve vhodnych intervalech po aplikaci latky. Sami¢ky musi byt u samcii
nejméné po dobu trvani jednoho cyklu fije, nebo pokud se neprokazi spermie ve
vaging, ¢i vaginalni zatka.

Pocet pafeni po expozici je dan schématem expozice a musi zahrnovat vSechna
stadia zarode¢nych bunék sledovanych po expozici.

Samice jsou utraceny cervikalni dislokaci nebo za pouziti anestetik ve druhé
poloving bfezosti a obsah délohy je vySetfen k uréeni poctu mrtvych a Zivych
implantaci. Vaje¢niky mohou byt vySetfeny k ur¢eni poctu Zlutych télisek.

UDAJE

Udaje o poétu samcti, poétu biezich samic a po&tu nezabtezlych samic jsou uvadény
v tabulkach. Vysledky kazdého péfeni, véetné identifikace kazdého samce a samice
jsou uvadény samostatné. Kazda samice musi mit zdznam o tydnu pafeni, o davce
podané samci, o po¢tu Zivych a mrtvych implantacich.

(8]

Zhodnoceni celkového dominantniho letalniho efektu je zaloZeno na srovnani potu
zivych implantaci na samici v exponované skupiné s potem Zivych implantaci
v kontrolni skupin&. Pomér mrtvych ku Zivym implantacim v exponované skupiné
ke stejnému poméru v kontrolni skupiné po analyze vypovida o postimplantaénich
ztratach.
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V tabulce musi byt jasné odlieny ¢asnd a pozdni letalita. Odhaduji-li se i
preimplantacni ztraty, uvedou se. Ty mohou byt vypo¢itany jako rozdil mezi poétem
corpora lutea a poftem implantaci, nebo jako sniZeni primérného poé¢tu implantaci
na délohu ve srovnani s kontrolou.

Udaje jsou vyhodnoceny vhodnymi statistickymi metodami.

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s pfislusnymi pravnimi pfedpisyg) musi byt zpracovan projekt pokusu a o
priubéhu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o prubéhu pokusu obsahuje informace o:

- druhu, kmeni, v€ku a hmotnosti zvifat, poéet zvifat od kazdého pohlavi
v exponovanych a kontrolnich skupinach,

- testované latce, rozpoustédlu, davkovych hladinach a divodech jejich
vybéru, negativnich a positivnich kontrolach, udajich o toxicité,

- zpusobu podani a schématu expozice,
- schéma péfreni,
- metodach k prikazu pafeni,
- doba usmrceni,
- kriteria pro hodnoceni dominantnich letalnich efektq,
- vztah ddvka/odpovéd,
- statistické hodnoceni.
Diskuse vysledka.
Zavéry.
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B.23 ANALYZA CHROMOZOMOVYCH ABERACIH
V SAVCICH SPERMATOGONIICH

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi.”’
1.1 Uvod

Utelem testu je in vivo identifikovat latky zplsobujici strukturalni chromozémové
aberace v sav&ich spermatogoniich.” Strukturalni aberace jsou dvojiho druhu:
chromozémové a chromatidové. Aberace vyvolané chemickymi mutageny jsou
vétSinou chromatidové, ovsem k aberacim chromozémového typu dochazi rovnéz.
Tato metoda neni urCena k analyze numerickych aberaci a bézné se k tomuto tcelu
nepouZivd. Chromozoémové mutace a piibuzné jevy jsou u &lovéka pficinou fady
genetickych chorob.

Timto testem se analyzuji chromozémové aberace v spermatogoniich a proto se
ptedpoklad4, Ze dokéze predikovat indukci dédi¢nych mutaci v zarodeénych
burkach.

K testu se obvykle pouzivaji hlodavci. Timto cytogenetickym testem in vivo se
zjistuji chromozoémové aberace v mitdzach spermatogonii.Tato metoda nepouziva
jiné cilové buriky.

Aby se ve spermatogoniich zjistily aberace chromatidového typu, je tieba analyzovat
prvni mitézu po pulsobeni testované latky, dfive neZ se poskozeni ztrati
v nésledujicim bunééném déleni. Dalsi informace z ovlivnénych spermatogonii lze
ziskat analyzou meiotickych chromozdmu, kde se zji§t'uji aberace chromozdémového
typu v diakinéze I, kdyZ se ovlivnéné buriky méni ve spermatocyty.

Tento test in vivo je uréen ke zjistovéni, zda jsou mutageny aktivni v somatickych
burikach také aktivni v buiikdch zarodeénych. Mimoto ma test vyznam také pro
hodnoceni rizika mutagenity tim, Ze umoziiuje posuzovat faktory metabolismu in
vivo, farmakokinetiky a repara¢nich procesi DNA.

V testech je pfitomna fada generaci spermatogonii se §irokym spektrem citlivosti
viéi chemickym latkam. Zjisténé aberace tedy pfedstavuji souhrn reakci
ovlivnénych populaci spermatogonii, kde pfevladaji diferencované spermatogonie.
Podle jejich polohy ve varleti pak rizné generace spermatogonii mohou, ale
nemuseji byt exponovany krevnim ob&éhem kvili anatomické a fyziologické bariéte
Sertoliho bunék a hemato-testikularni bariére.

Existuji-li doklady toho, Ze se testovana latka nebo jeji reaktivni metabolit do cilové
tkané nedostane, neni tato latka pro test vhodna.

1.2 Definice

Aberace chromatidového typu: strukturdlni poSkozeni chromozému, které se
projevuje jako zlom jedné, pfipadné obou chromatid, nebo zlom a opétovné spojeni
mezi chromatidami.

Aberace chromozomového typu: strukturdlni poskozeni chromozému vyjadiend

jako zlom respektive jako zlom a op&tovné spojeni obou chromatid na stejném misté
(zahrnuty jsou aberace typu dicentricky chromozém, prsténéity chromozém-ring)

Zlom chromatidy: . jako zlom lze hodnotit porudeni kontinuity jedné nebo obou
chromatid za ptedpokladu, Ze vznikld mezera ve struktufe chromatidy je ve&tsi neZ je
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Sitka poskozené chromatidy. Déle pak v ptipadech, koncovy (distalni) fragment
vmist¢ zlomu je dislokovany (nebo mimo osu chromatidy), pfipadné jedna
chromatida hodnoceného chromozému je kratsi v dsledku delece.

Gap: achromatickd léze men$i nez Sitka jedné chromatidy a s minimalnim
vyboéenim chromatid.

Numerickd aberace: zména potu chromozémd oproti normalnimu poétu
charakteristickému pro pouzité busiky.

Polyploidie: nasobek haploidniho po&tu chromozémi (n) jiny nez diploidni podet
(tedy 3nm, 4n atd.).

Strukturdlni aberace: zména chromozémové struktury zjistitelnd mikroskopickou
analyzou bun&¢ného déleni ve stadiu metafaze, pozorovana jako delece a fragmenty,
a intrachromozomalni nebo interchromozomalni vymény.

1.3 Princip metody

Zvifata se vhodnym zplsobem exponuji testované latce a ve vhodnou dobu po
pisobeni se usmrti. Pfed usmrcenim se na n& pisobi latkou zastavujici metafazi
(naptiklad kolchicinem nebo Colcemidem®). Ze zarodednych bunék se pak pripravi
preparaty a po obarveni se v metafazich analyzuji chromozémové aberace.

1.4 Popis metody
1.4.1 Ptiprava

1.4.1.1 Vybér Zivocisného druhu
BéZné se pouzivaji samci Cinskych kfe¢kd a mysi, Ize oviem pouzit samce
jakéhokoliv jiného vhodného sav¢iho druhu. Pouzivaji se bézné laboratomi kmeny
mladych zdravych dospélych jedinc. Hmotnostni rozdily by pifi zahajeni studie
mély byt minimélni a u kazdého pohlavi nemaji ptesahovat +20 % primémé
hmotnosti.

14.1.2 Podminky chovu
V3eobecné podminky chovu jsou uvedeny ve Vseobecném uvodu.

Vlhkost by méla byt 50 — 60 %.

1.4.1.3 PFiprava zviFat

Pokusnd zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznagena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
piedpisu.'” Zdravi mladi dospéli jedinci se nahodné rozdéli do kontrolni a
experimentalni skupiny.

14.1.4 Priprava dadvek
Je-li testovand latka v pevném stavu a je-li to mozZné, latka se pfed podanim
zvifatim rozpusti nebo se pfipravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle nebo
vehikulu. Kapalné testované latky se mohou podavat pfimo nebo se pted podavanim
fedi. Je tfeba pouzivat Gerstvé preparaty, ledaze udaje o stalosti (stabilit€) prokazuji,
Ze skladovani ji neovlivni.
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142 Podminky testu

1.4.2.1 Rozpoustédlo/ vehikulum

Rozpoustédlo/vehikulum v pouzivanych davkach nesmi vyvolavat toxické ucinky a
nesmi s testovanou ldtkou chemicky reagovat. Pouzivi-li se nepfili¥ znimé
rozpoustédlo, musi byt jeho pouziti podpoteno tidaji o kompatibilit& s testovanou
latkou. Doporucuje se, aby bylo na prvnim misté pouZito vodné rozpoustédlo/
vehikulum.

1422 Kontroly

Do kazdého testu je tfeba zafadit soub&zné pozitivni a negativni (rozpoustédlo/
vehikulum) kontroly. Je tfeba zachazet se zvifaty ve vSech skupinich stejné.

Pozitivni kontroly by mély ve spermatogoniich vykazovat chromozémové aberace
in vivo pii davkich kdy lze ofekavat jejich detekovatelné zvyseni nad spontanni
urovei.

Davky pfi pozitivni kontrole se voli tak, aby byly G&inky patrné, ale pfitom
nenapovidaly hodnotiteli totoZznost zakdédovaného preparatu. Pozitivni kontrolu je
mozné podavat odliSnym zpisobem neZ testovanou latku a vzorek odebirat v
jednom ¢asovém intervalu. Kde je to mozné, je tfeba pouzivat pozitivni kontrolu ze
stejné chemické skupiny, jako je testovana latka. Piklady latek vhodnych pro
pozitivni kontrolu.

Latka CAS EINECS
cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
monohydrat cyklofosfamidu 6055-19-2

cyklohexylamin 108-91-8 203-629-0
mitomycin C 50-07-7 200-008-6
akrylamid monomer 79-06-1 201-173-7
triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativni kontroly ovlivnéné rozpoustédlem nebo vehikulem a zpracované stejnym
zpliisobem jako experimentalni skupiny mély by byt zafazeny do vsech ¢asovych
intervali zpracovani, pokud nejsou kdispozici pfijatelné historické udaje
o frekvenci bunék s aberacemi a o interindividualni variabilité mezi zvifaty. Mimoto
je tfeba pouzit i neovlivnénych kontrol, ledaze existuji historické nebo publikované
udaje prokazujici, ze zvolené rozpoustédlo, nebo vehikulum nevyvoldva zadné
nepfiznivé nebo mutagenni ucinky.

1.5 Postup

1.5.1 Pocet a pohlavi zvitat

V kazdé zkuSebni a kontrolni skupiné musi byt minimalné pét analyzovatelnych
samcu.
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1.5.2 Déavkovaci schéma

Testovana latka se podava nejlépe jednordzové nebo ve dvou davkiach. Pokud se
jedna o objemnou davku, mizZe se k usnadn&ni aplikace rozdglit, tj. na dvé davky za
den podané v rozmezi nanejvyse n&kolika hodin. Jiné rezimy davkovéani musi byt
védecky odiivodnéné.

V ptipad€ skupiny s nejvyssi davkou se vzorky po expozici latce odebiraji dvakrat.
Jelikoz testovana latka mize ovliviiovat kinetiku bunééného déleni, provadi se jeden
divéj$i a jeden pozdg&jsi odbér zhruba 24 a 48 hodin po expozici. U ostatnich
davek (tj. mimo davku nejvyssi) se odbér vzorki provadi po 24 hodinach nebo po
1,5-nasobku délky bunééného cyklu po expozici, ledaze je zndm vhodngjii casovy
interval pro detekci uginku .%

Krome¢ toho mohou byt pouZity jiné ¢asové intervaly odbéru vzorki. Napf. jedna-li
se o latku zpomalujici pohyb chromozémi b&hem mitésy, nebo latku s Géinky

vvvvvv

nezavislymi na S-fazi cyklu, jsou vhodnéjsi d¥ivéjsi doba odbéru vzorku .*

Zda je vhodné nechat latku pisobit opakované, se posuzuje pfipad od ptipadu.
Pokud se provadi aplikace latky opakované, usmrcuji se zvifata po 24 hodinach (1,5-
nasobku buné¢ného cyklu) od posledni aplikace. Odbéry lze provadét i v dalsich
intervalech, povazuje-li se to za i¢elné.

Pred usmrcenim se zvifatim intraperitoneéalné injikuje vhodna davka Colcemidu®
nebo kolchicinu a nésledné se z nich ve vhodném intervalu odeberou vzorky. U mysi
je tento interval zhruba 3-5 hodin, u &inskych kfe¢kti zhruba 45 hodin.

1.53 Davkovani

Provéadi-li se studie ke zjisténi rozpéti toxicity, protoZe nejsou k dispozici Zadné
vhodné udaje, je tfeba ji provadét v téze laboratofi za pouziti stejného Zivogisného
druhu, kmene a pokusného rezimu, jaké se pouziji v hlavni studii.”’ PH zjisténi
toxicity se uzivaji pro prvni Casovy interval odbéru vzorkl tfi davky tak, aby
pokryvaly rozmezi od maximalni toxicity k toxicité nizké nebo nulové. Pro pozdéjsi
¢as odbéru vzorkl je pak tfeba pouZit jenom nejvyssi davku. Ta je definovéana jako
davka vyvolavajici takové znamky toxicity, ze pfi vys$Sich davkach ve stejném
rezimu podavani by uéinky byly letalni.

Latky, jez v nizkych netoxickych davkach vykazuji specifickou biologickou aktivitu,
jako jsou hormony nebo mitogeny, mohou pfedstavovat vyjimky z téchto kritérii pro
stanoveni davek a vyhodnocuji se ptipad od pfipadu. Nejvyssi davka mizZe byt také
definovana jako davka, kterd vede k uréitym znamkéam toxicity ve spermatogoniich
(napt. pokles pomeéru mitdz spermatogonii k prvni a druhé meiotické metafazi; tento
pokles nema byt vys$si nez 50 %).

154 Limitni test

Jestlize test pfi davce minimalné 2000 mg/kg hmotnosti v jedné davce nebo ve dvou
davkach podanych v jeden den nevyvolava zadné pozorovatelné toxické ucinky a
jestlize se na zékladé (daji o latkach s podobnou chemickou strukturou neoekava
genotoxicita, nemusi byt provedena celd studie za pouziti tfi ddvkovych tdrovni.
Podle o¢ekavané humanni expozice se miZe pouzit v limitnim testu vyssi davky.
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1.5.5 Aplikace latky

Testovana latka se obvykle vpravuje bud’ zaludeéni sondou, nebo intraperitonedlni
injekei. V oddvodnénych ptipadech mohou byt piijatelné i jiné zplsoby expozice.
Maximalni objem kapaliny, ktera se d4 sondou nebo injekci najednou vpravit, zavisi
na velikosti pokusného zvifete a nema prekrogit 2 ml/100 g hmotnosti; vyssi davky
musi byt zdivodnéné. S vyjimkou drazdivych nebo Ziravych latek, jez normalné
vykazuji pfi vyssich koncentracich horsi uginky, je tfeba upravit koncentrace latky
tak, aby objem byl ve vSech davkovych trovnich stejny a minimalizovala se tak
objemova variabilita.

1.5.6 Priprava chromozému

OkamZité po usmrceni zvifete se pfipravi zjednoho nebo z obou varlat bunéina
suspenze, na kterou se pisobi hypotonickym roztokem a fixuje se. Bunéénd
suspenze se nakape na podloZni sklo a obarvi.

1.5.7 Analyza

U kazdého jedince se analyzuje minimaln& 100 dobfe rozprostienych metafazi (tj.
minimélné 500 metafazi v jedné skuping). Tento podet se da sniZit, je-li poéet
pozorovanych aberaci vysoky. VSechny mikroskopické preparaty (véetnd
pozitivnich a negativnich kontrol) se pfed analyzou nezavisle zakdduji. JelikoZ
fixatni postupy Casto vedou k rozbiti ur¢itého podilu metafazickych bunék a ztraté
chromozomi, musi byt u viech typl bunék poéet centromer v hodnocenych burikach
roven Cislu 2n + 2.

2 UDAIJE

o
—

Zpracovani vysledkt

Udaje zjednotlivych zvifat se zapisuji do tabulky. Experimentalni jednotkou je
jedinec. U kaZdého jedince se vyhodnocuje pocdet bunék se strukturalnimi
chromozédmovymi aberacemi a pocet aberaci na jednu buiku. U experimentalnich i
kontrolnich skupin se zaznamenaji jednotlivé typy strukturalnich chromozoémovych
aberaci, jejich polet a Cetnost. Gapy se zaznamenavaji zvlast, uvadeéji se, ale
obvykle se do celkové €etnosti aberaci nezahrnuji.

Je-li analyzovana mitdza i meidza, stanovi se u vSech pokusnych zvifat i zvifat
z negativni kontroly jakoZto mira cytotoxicity pomér mit6z spermatogonii k prvni a
druhé meiotické metafazi, a to tak, ze se z kazdého jedince pouzije 100 délicich se
bunék. Je-li analyzovana pouze mit6za, stanovi se mitoticky index u minimélné
1000 bunék z kazdého jedince.

2.2 Vyhodnoceni a interpretace vysledku

Ke zjistovani pozitivniho vysledku se pouziva nékolik kritérii, napfiklad na
koncentraci testované latky zavisla frekvence bungk s chromozémovymi aberacemi,
nebo zfetelny nartist poétu bunék s aberacemi ve skupiné ovlivnéné jednorazovou
davkou a sjednim &asovym intervalem odbéru vzorkid. Nejprve je treba uvazit
biologickou vyznamnost vysledkl. Pfi vyhodnocovani vysledkd testu je moZno
vyuzit statistické metody;” statistickd vyznamnost by viak neméla byt jedinym
uréujicim faktorem pozitivniho vysledku. NejednoznaCné vysledky je tfeba vyjasnit
dal$im testovanim, nejlépe za modifikovanych experimentalnich podminek.
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Testovana latka, pfi jejimZz pouziti vysledky nespliiuji vySe uvedend kritéria, se
v tomto systému povaZuje za nemutagenni.

Ackoliv vétSina experimentl vykazuje jasné pozitivni, nebo negativni vysledky, ve
vyjime¢nych pfipadech ziskand data nedovoluji jednoznaéné posouzeni uéinku
testované latky. Vysledky mohou byt nejisté, nebo diskutabilni bez ohledu na pocet
opakovanych experimentd.

Pozitivni vysledky testu ukazuji, Ze testovand latka vyvoldva v zarodeénych
butikach piislusného Zivoc¢isného druhu strukturdlni chromozdmové aberace.
Negativni vysledky ukazuji, Ze za danych experimentdlnich podminek testovana
latka v zérode¢nych buikdch pfislusného Zivodisného druhu chromozémové aberace
nevyvolava.

Je tieba diskutovat, jaka je pravdépodobnost, Ze testovana latka nebo jeji metabolity
dosahnou cilové tkané.
Projekt pokusu, protokol pokusu a ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s pfislusnymi pravnimi ptedpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a o
prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

(V8]

Ve zpravé o prubéhu pokusu je tfeba uvést tyto informace:

Rozpoustédlo/vehikulum :
- zdivodnéni volby vehikula,
—  rozpustnost a stabilita testované latky v rozpoustédle/vehikulu, pokud je
znama.

Pokusna zvirata:
- pouzity Zivo€is$ny drub/kmen,
- pocet a v&k zvirfat,
- pivod, chovné podminky, strava apod.,

—  hmotnost jednotlivych zvifat na po&atku testu, véetné hmotnostniho rozpéti,
pramért a smérodatnych odchylek pro jednotlivé skupiny.

Podminky pokusu:
-~ udaje ze studie pro urleni rozpéti toxicity, byla-li provedena,
—  zdivodnéni volby velikosti davek,
- zdivodnéni zpisobu aplikace latky,
—  podrobnosti o piipraveé testované latky,
—  podrobnosti o0 podavani testované latky,
—  zdivodnéni doby usmrceni zvifat,

-  ptipadny ptevod koncentrace latky v potravé/pitné vodé (ppm) na faktickou
davku (mg/kg hmotnosti /den),

—  podrobnosti o kvalit potravy a vody,
- podrobné schéma podavani testované latky a odbéru vzorka,

—  metody zjistovani toxicity,



Cistka 147 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Strana 8683

- latka blokujici metafazi, jeji koncentrace a délka pisobeni,
-  metody pfipravy mikroskopickych preparatl

- kritéria pro hodnoceni aberaci,

- pocet analyzovanych bunék na jedno zvite,

—  kritéria, jimiz se studie hodnoti jako pozitivni, negativni nebo
nejednoznacna.

Vysledky:
- znamky toxicity,
- mitoticky index,
- pomeér mitdéz spermatogonii k prvni a druhé meiotické metafazi,
—  typ apocet aberaci pro kazdého jedince zvlast,
- celkovy pocet aberaci v dané skuping,
—  pocet bun€k s aberacemi na jednu skupinu,
- vztah davka-odpovéd, je-li to mozné,
- statistické analyzy, byly-li provedeny,
- udaje ze soubéznych negativnich kontrol,

—  historické udaje znegativnich kontrol véetné rozpéti, primérd a
smérodatnych odchylek.

- udaje ze soubéznych pozitivnich kontrol,
- ptipadné pozorované zmény ploidie.
Diskuse vysledkd.
Zavery.
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B.24 SPOT TEST UMYSI

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoleenstvi."

1.1 Princip metody

Je to in vivo test na mySich, u kterych jsou vyvijejici se embrya exponovana
chemickym latkam. Cilovymi buiikami u embryi jsou melanoblasty a cilovymi geny
ty, které kontroluji pigmentaci srsti. Embrya jsou heterozygoti pro fadu gend
ovliviiyjicich barvu srsti. Mutace, nebo ztraty dominantnich allel v genech
melanoblastd  jsou vyjadfeny recesivnim fenotypem v dcefinych burikach
vytvafejicich skvrny (spots) pozménéné barvy srsti narozenych mysi. Poget potomkd
s témito skvrnami, mutacemi, je zaznamenan a jejich frekvence je srovnavana s
frekvenci u potomk z kontrol. Mysi spot test detekuje pfedevsim somatické mutace

v embryonalnich burikach.
1.2 Popis metody
1.2.1 Piiprava

Testované latky jsou rozpustény, nebo suspendovany v isotonickém fyziologickém
roztoku. Latky nerozpustné ve vod€ jsou rozpusStény, nebo suspendovény ve
vhodném rozpoustédle. PouzZitd rozpoustédla nesmi reagovat s testovanou latkou,
nebo vyvolavat toxicky efekt. PouZivaji se Cerstvé pfipravené roztoky testované
latky.

1.2.1.1 Experimentdlni zviFata

Mysi kmene T (nonagouti, a/a; chinchilla, pink eye, c M p/c™ p; brown, b/b; dilute,
short ear, d se/d se; piebald spotting, s/s) jsou kfizeny bud” s kmenem HT (pallid,
nonagouti, brachypody, pa a bp/pa a bp; leaden fuzzy, In fz/ /In fz; pearl pe/pe) nebo
s kmenem C57 BL (nonagouti, a/a).

Mohou byt pouZita i jina kiiZeni, za pfedpokladu Ze budou vznikat nonagouti
potomci. Napt. kiiZeni mezi kmenem NMRI (nonagouti, a/a; albino, c/c) a DBA
(nonagouti, a/a; brown, b/b; dilute d/d).

Pokusna zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho pfedpisulo’ a oznaCena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
predpisu.'®

1.2.1.2 Pocet a pohlavi zviFat
Pouzije se dostateény pocet zabfezlych samic, aby byl zajiStén dostateCny pocet
#ivych potomkt pro kazdou pouZitou davku. Vhodna velikost vzorku je zavisla na
poétu skvrn pozorovanych u ovlivnénych mysi a u kontrolnich mysi. Negativni
vysledky jsou akceptovany pouze v ptipad®, Ze bylo hodnoceno nejméné 300
potomkl samic ovlivnénych nejvyssi davkou.

1.2.13 Negativni a pozitivni kontroly
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Musi byt pouzity kontroly ovlivnéné pouze rozpoustédlem (negativni kontroly). Ke
zvySeni citlivosti testu mohou byt pouzity kontrolni hodnoty z téze laboratofe za
predpokladu, Ze jsou homogenni. Nedavné udaje z pozitivnich kontrol ziskané v téze
laboratofi pfi expozici ltce se zndmym mutagennim ug¢inkem mohou byt v tomto
testu pouzity, jestlize u testované latky nebyla mutagenita detekovana.

1.2.1.4 Zpiusob aplikace

Obvykle se pouZziva ordlni aplikace sondou nebo intraperitonedlni injekce biezi
mys$i. Je-li to vhodné, je mozné pouZit inhaladni, nebo jiny zptisob aplikace.

1.2.1.5 Dadvkovani

PouZivaji se nejméné dvé davky z nichZ jedna vyvolava zniamky toxicity nebo
zmenSeni velikosti vrhu. U netoxickych latek se pouZije maximalni dosaZitelna
koncentrace.

1.2.2 Popis postupu

Zvitata jsou obyCejné ovlivnéna testovanou latkou pouze jednou 8., 9., nebo 10. den
bfezosti, pfi¢emz za 1.den biezosti se povaZuje den zjisténi vaginalni zatky. Tyto
dny odpovidaji 7.25, 8.25 a 9.25 dnii po koncepci. Opakované ovlivnéni latkou lze
provést béhem téchto dnu.

Analyza

U mladat je pocitan a zaznamendvan pocet skvrn mezi tietim a &tvrtym tydnem po

porodu. Rozlisuji se tfi tfidy skvrn :

(@) bilé skviny v rozsahu 5 mm ve stfedni ventralni linii o kterych se
predpoklada, Ze vznikly zanikem bunék (WMVS);

(b)  zluté skvrny typu agouti, se vyskytuji v okoli mléénych Zlaz, genitalii, hrdla,
axil, oblasti slabin a uprostied &ela, a pfedpoklada se, ze vznikaji v disledku
chybné diferenciace (MDS);

(¢) zbarvené a bilé skvrny ndhodné rozmisténé v srsti jako vysledek somatickych
mutaci (RS).

Vsechny tfi skupiny jsou zaznamenavany, ale pouze posledni, RS, je geneticky
relevantni. Obtize s odliSenim mezi MDS a RS je mozné vyfeSit pozorovanim
chlupti ve fluorescenénim mikroskopu.

Zaznamenavaji se napadné, velké morfologické malformace potomkii.

2 UDAIJE

Ziskana data jsou uvadéna jako celkovy pocet sledovanych potomkl a pocet mlad’at
majicich jednu, nebo vice skvm vyvolanych somatickymi mutacemi. Udaje ziskané z
kontrolnich a exponovanych skupin se porovnavaji vhodnymi metodami. Udaje jsou
také uvadény jako ziskané hodnoty na vrh.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s pfislu§nymi pravnimi pfedpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a o
pribéhu pokusu je nutno vést protokol.

W

Zpréava o priab&hu pokusu obsahuje informace o:
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- kmeni pouzitém pfi kiiZeni,
- poctu zabfezlych samic v experimentalni a v kontrolni skuping,

- prumémé velikosti vrhu v experimentalni a v kontrolni skupiné pfi porodu a
pii odstaveni,

- davkovych drovnich testované latky,

- pouzitém rozpoustedle,

- ve kterém dni bfezosti byla testovana latka aplikovéna,
- o0 zpuisobu podani testované latky,

- celkovém poétu sledovanych potomkd, a jejich pocet s WMVS, MDS a RS
v experimentalni a kontrolni skupinég,

- hrubych morfologickych malformacich,
- vztahu davka/odpovéd u RS, je-li to mozné,
- statistickém hodnoceni.

Diskuse vysledkd.

Zavéry.
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B.25 PRENOSNE TRANSLOKACE U MYSI

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi.”

1.1 Princip metody

Test na pfenosné translokace u mysi detekuje strukturdlni a numerické
chromozoémové zmény v savcich zérode¢nych buiikach zachycené v prvni generaci
potomki. Indukované zmény jsou reciproké translokace a u sami¢ich potomk jesté
ztraty X-chromozému. Nositelé translokaci a XO-samice vykazuji snizenou fertilitu,
ktera se vyuZiva pro vybér F potomstva pro cytogenetickou analyzu. Uplna sterilita
je zplsobena nékterymi typy translokaci (X-autosom a c-t typ). Translokace jsou
analyzovany mikroskopicky v meiotickych buitkdch samcl ze spermatocytd ve
stadiu diakinézy-metaféze I, nebo F, samct ¢i saméich potomkt F; samic. Samice
XO jsou cytogeneticky identifikovany pfitomnosti pouze 39 chromozémi v
mitdzach z kostni dreng.

1.2 Popis metody

1.2.1 Piiprava

Testované latky jsou rozpustény v isotonickém fyziologickém roztoku. Jestlize jsou
nerozpustné, jsou rozpusStény, nebo suspendovany ve vhodném rozpoustédle.
Pouzivaji se Cerstvé pfipravené roztoky testované latky. Jestlize bylo pouzito
rozpoustédlo pro usnadnéni davkovani latky, nesmi reagovat s testovanou latkou,
nebo vyvolavat toxické G¢inky.

1.2.1.1 Zpusob aplikace

Aplikuje se obvykle oralné sondou, nebo intraperitonealni injekci. Mohou byt
pouzity i jiné vhodné zplsoby aplikace.

1.2.1.2 Experimentdlni zviFata
Pro snadngjsi kiizeni a cytologickou verifikaci se pokusy provadi na mysSich.
Nepozaduje se zadny specificky kmen. Priméma velikost vrhu by méla byt veétsi nez
osm a méla by byt relativné konstantni. PouZivaji se zdrava, pohlavné dospéla
zvirata.

Pokusna zvifata jsou vybrdna sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho pfedpisulo) a oznalena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvla$tniho pravniho
pf‘edpisu.lo)

1.2.1.3 Pocet zviFat
Poget zvifat nutné zavisi na frekvenci spontannich translokaci a na minimalnim
poétu indukovanych translokaci vyZadovaném pro positivni kontrolu.

Test se obvykle provadi analyzou samci F, potomki. Nejméné 500 samcd v F|
generaci je testovano v kazdé exponované skupin€. Jestlize budou analyzovany také
samice F, generace potomk, pak se vyZzaduje 300 samct a 300 samic.
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1.2.1.4 Negativni a pozitivni kontroly

Mohou se pouzit adekviatni vysledky kontrol ziskané z predchozich pokust. Jestlize
jsou dostupné pfijatelné vysledky pozitivnich kontrol z neddvného pokusu z téze
laboratofe, mohou byt pouzity.

1.2.1.5 Ddvkovani
Pouziva se jedna dévka, obycejné nejvyssi davka vyvolavajici minimalni toxicky
efekt ale bez vlivu na reprodukéni chovani nebo pfezivani. Pro stanoveni vztahu
davka/odpovéd’ je tieba dvou dalSich, nizich davek. U netoxickych latek se pouzije
nejvyssi dosazitelna davka.

1.2.2 Popis postupu

1.2.2.1 Expozice a oplodnéni

PouZivaji se dva zplsoby expozice. Nejéastéji se pouziva jedna aplikace testované
latky. Také je moznd varianta podavani testované latky sedm dni v tydnu po 35 dni.

Pocet oplodnéni po expozici je fizen schématem experimentu a musi zajistit, Ze
vSechna bunécna stadia zarode¢nych bunék budou analyzovana. Na konci obdobi
oplodiiovani jsou samice samostatné rozdéleny do kleci. Po porodu je tieba
zaznamenat datum, velikost vrhu a pohlavi miad’at. Po vrhu jsou saméi i samiéi
potomci oddéleni az do doby zafazeni do experimentu.

1.2.2.2 Zjistovani translokacnich heterozygotu

Pouziva se jedna ze dvou moznych metod. Test fertility F; potomki a nasledna
verifikace moznych nositell translokaci cytogenetickou analyzou nebo cytogeneticka
analyza vSech samct F; generace bez pfedchoziho vybéru pomoci testu fertility.

(a) Test fertility

SniZena fertilita zvifat v F; generaci se mize stanovit z velikosti vrhu a/nebo
analyzou obsahu d€lohy samic. Kritéria uréeni normalni a snizené fertility musi
byt stanovena pro kazdy kmen pouzitych mysi.

Velikost vrhu: F samci urleni k testovani jsou oddéleni samostatné do kleci se
samicemi ze stejného experimentu, nebo stejné skupiny. Klece jsou
kontrolovany denné po&inaje 18.dnem po oplodnéni. Velikost vrhu a pohlavi F»
potomkl jsou zaznamenany pfi porodu, hned poté jsou odd€leni. Jestlize jsou
testovany F; samice, F, potomci malych vrhil jsou uchovavani pro dalsi testy.
Samice-nositelky translokaci jsou verifikovany cytogenetickou analyzou
translokaci u jakéhokoliv jejich muzského potomka. X0-samice jsou urCeny
zménou sex ratio mezi jejich potomky z 1:1 na 1:2 samci vs. samice. V
nasledném kroku jsou normalni F, zvifata vyfazena z dalsiho testovani jestliZe
prvni F2 vrh dosahuje, nebo pievysuje pfedem uréenou normalni hodnotu, jinak
jsou zaznamenany druhé a teti vrhy.

F, zvitata ktera nemohou byt klasifikovana jako normalni po vyhodnoceni tfi F,
vrhi, jsou dile testovdna bud’ analyzou obsahu délohy, nebo jsou pfimo
podrobena cytogenetické analyze.
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Analyzy obsahu délohy: Redukce velikosti vrhu u nosi¢a translokaci je
zpasobena smrti embryi, takze vysoky pofet mrtvych implantaci indikuje
pritomnost translokaci u testovanych zvifat. Testovani F; samci jsou pfipousténi
kazdy ke 2 - 3 samicim. Oplodnéni se zjistuje denni ranni kontrolou vaginalni
zatky. Samice jsou usmrceny 14. -16.den a jsou zaznamenany Zivé a mrtvé
zarodky.

(b) Cytogeneticka analyza

Metodou air-drying jsou pfipraveny preparaty z testes. Nosiéi translokaci jsou
urCeni na zaklad€ pfitomnosti multivalentnich figur ve stadiu diakinézy -
metafaze ] v primamich spermatocytech. Nalez nejméné dvou bunék
s multivalentnimi asociacemi spliiuje pozadovany dikaz, ze testované zvife je
nositelem translokace. Jestlize byl proveden vybér no breeding, vichni F; samci
jsou vySetfeni cytogeneticky. Na kazdého samce musi byt mikroskopicky
vySetfeno nejméné 25 bunék v diakinéze - metafize 1. Analyza mitotickych
metafazi ve spermatogoniich nebo v kostni dfeni se vyZaduje u samct s malymi
testes a potlatenim meiozy pfed diakinézou, nebo u F, samic suspektnich XO.
Pfitomnost neobvykle dlouhého a/nebo kratkého chromozému v kazdé z 10
bunék je dliikazem pro €aste¢nou saméi translokaéni sterilitu (c-t typ). Nékteré X-
autosomalni translokace zpisobujici sam¢i sterilitu mohou byt identifikovany
pouze pruhovanim mitotickych chromozému. Ptitomnost 39 chromozémi ve
vSech 10 mit6zach je dikazem pro X0 samice.

2 UDAJE
Ziskané udaje se zapisuji do tabulky.

Pro kazdy interval pfipousténi je zaznamenana priméma velikost vrhu a pomér
pohlavi (sex ratio) pfi narozeni a pfi odstaveni.

Pro odhad fertility F; zvirat se uvadi primérna velikost vrhu kontroly a individualni
velikosti vrhi Fi nosi¢t translokaci. Pro analyzu obsahd délohy se uvadi primérmy
pocet zivych a mrtvych zarodka v kontrole a individudlni poéty zivych a mrtvych
zarodku pro kazdé pripousténi F; nosi¢l translokaci.

Pii cytogenetické analyze diakinéze-metafaze I se uvadi pocet typd multivalentnich
figur a celkovy pocet bun€k pro kazdého nosice translokaci.

Pro F, sterilni jedince se zaznamenava pocet a doba pfipusténi. Dale se uvadi vdha
testes a podrobnosti o cytogenetické analyze.

U X0 samic se uvadi primérna velikost vrhu, sex ratio F, potomki a vysledky
cytogenetické analyzy.

V piipadé, Ze pomoci testd fertility byly pfedbézné vybrdni mozni nositelé F,
translokaci, je tfeba v tabulkdch uvést informaci o skuteéném poétu potvrzenych
translokaénich heterozygotu.

Musi byt uvedeny udaje o negativnich a pozitivnich kontrolach.

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s pfisluSnymi pravnimi piedpisy’’ musi byt zpracovan projekt pokusu a o
prib&hu pokusu je nutno vést protokol.
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Zprava o prub&hu pokusu obsahuje tyto informace o:

kmenu mysi, stafi a vaze exponovanych zvitat,

poctu rodi¢ovskych zvifat pro kazdé pohlavi v exponovanych a kontrolnich
skupinach,

experimentalnich podminkach, detailni popis ovliviiovani zvifat, davkové
hladiny, rozpoustédla a schéma pfipousténi,

poétu a pohlavi mlad’at na samici, pocet a pohlavi potomki chovanych pro
analyzu translokaci,

dobe¢ a kritériich analyzy translokaci,

pocet a detailni popis nosi¢l translokaci, v&etné udaji o bfezosti a obsahu
délohy,

popis cytogenetické metody a mikroskopické analyzy, véetné obrazkd,

statistické hodnoceni.

Diskuse vysledka.
Zavery.
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B.26 TEST SUBCHRONICKE ORALNI TOXICITY
(90ti-denni studie oralni toxicity s opakovanou aplikaci hlodavciim)

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi.”

1.1 Uvod

Pfi posouzeni a hodnoceni toxickych vlastnosti chemické latky lze stanoveni
subchronické ordlni toxicity s opakovanou aplikaci po ziskani prvnich informaci
o toxicité z testd akutni toxicity nebo toxicity pfi 28denni opakované aplikaci. Tato
90denni studie poskytuje informace o moZném nebezpeti pro zdravi, které by mohlo
nastat vlivem opakované expozice latce v priibéhu deldiho obdobi, zahrnujiciho
vyvo) po odstaveni a rast aZ do dospélosti. Studie ma poskytnout informace
o vyznamnych toxickych a¢incich, urgit cilové organy a moznou kumulaci a mize
poskytnout odhad hladiny bez pozorovaného nepfiznivého G¢inku, kterou lze pouzit
pfi vybéru urovni davek pro chronické studie a pro stanoveni bezpe&nostnich kritérii
pro expozici ¢loveka.

Metoda klade déle diraz na neurologické ptiznaky a naznac¢uje mozné imunologické
uéinky a uéinky na reprodukci. Diiraz se klade téZ na peclivé klinické pozorovani
zvifat, s cilem ziskat co nejvice informaci. Tato studie by méla umoznit identifikaci
chemickych latek, které by mohly vyvolat neurotoxické ¢i imunologické ucinky
nebo mit nepfiznivy vliv na reprodukéni organy, které by vyzadovaly dalsi hlubsi
zkoumani.

1.2 Definice

Davka: je podané mnoZstvi testované latky. Davka se vyjadfuje bud’ jako hmotnost
(v g, mg), nebo jako hmotnost testované latky na jednotku hmotnosti testovaného
zvitete (napt. mg/kg) nebo jako konstantni koncentrace v potravé (ppm) nebo
v pitné vode¢.

DavKkovani: je obecny termin zahrnujici davku, jeji Cetnost a trvani podavani.
NOAEL (no observed adverse effect level): je zkratka pro hladinu bez

pozorovaného neptiznivého u¢inku a odpovida nejvy3si davce nebo expozici, pi
které nejsou pozorovany z4dné nepiiznivé ucinky souvisejici s podavanim latky.

1.3 Princip metody

Testovana latka se podava denné oralné po 90 dni v odstupfiovanych davkéch
nékolika skupindm pokusnych zvifat, a to kazdé skupiné jedna Grovent davky.
Béhem podavani se zvitata peélivé pozoruji, aby se zjistily pfiznaky toxicity.
Zvifata, ktera uhynou b&hem pokusu nebo jsou utracena, i zvifata, kterd pfeZiji
konec pokusu, se pitvaji.
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1.4 Popis metody

1.4.1 Piiprava zvitat

Pokusna zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznagena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
piedpisu.'” Zvitata se ndhodng pfifadi do kontrolni a do jednotlivych
experimentalnich skupin.

142 Ptiprava davek

Testovanou latku lze podavat sondou, v potravé nebo v pitné vodé. Zpisob oralniho
podavani zavisi na ucelu studie a na fyzikadlnich a chemickych vlastnostech
testované latky.

Pokud je to nezbytné, testovand latka se rozpusti nebo suspenduje ve vhodném
vehikulu. Doporuduje se nejprve zvazit pouziti vodného roztoku, potom roztoku
nebo emulze nebo suspenze v oleji (napf. kukuficném) a pak roztoku v jiném
vehikulu. Pro nevodna vehikula je tfeba znat jejich toxikologickou charakteristiku.
Je tteba stanovit stabilitu testované latky v podminkach aplikace.

1.4.3 Experimentdlni podminky

1.4.3.1 Pokusna zviFata

V pokusech se uptednostiiuji potkani, ale lze pouzit i jiny druh hlodavcd, napf. mysi.
Pouziji se mlada zdrava zvifata z b&Zzn& uzivanych laboratornich kmeni. Samice
musi byt nulipary a nesmi byt biezi. Aplikace by méla za€it co nejdfive po odstaveni
a dfive nez zvifata dosahnou stafi deviti tydnd. Na zacatku studie mé byt variaéni
rozpéti hmotnosti zvitat minimalni; pro kazdé pohlavi zvlast' by nemélo prekroCit =
20 % stfedni hodnoty. Je-li studie ptedb&znou studii pro dlouhodobou studii
chronické toxicity, méla by se v obou studiich pouzivat zvifata stejného kmene a
stejného pavodu.

1432 Pocet a pohlavi

Pro kazdou hladinu davek se pouZije nejmén& 20 zvifat (10 samic a 10 samci).
Pokud se zvitata budou usmrcovat v pribéhu studie, je nutno zvysit celkovy polet
zvifat o podet zvifat, ktera budou usmrcena pred koncem pokusu. Na zikladé

zvazit i pridani dal3i (satelitni) skupiny zvifat 10 (5 zvifat kazdé¢ho pohlavi) do
kontrolni skupiny a do skupiny s nejvy3si davkou, aby se po ukonceni aplikace
mohlo posoudit, zda jsou pfipadné G¢inky vratné nebo trvalé. Trvani tohoto
nasledného pozorovani se stanovi s ohledem na pozorované ucinky.

1.4.3.3 Urovné davek

Neprovadi-li se limitni test (viz 1.4.3.4), pouZiji se nejméné tii tirovné davek a
soub&zna kontrola. Urovné davek mohou vychazet z vysledki studii pfi opakované
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aplikaci nebo orienta¢nich studii zaméfenych na zjisténi rozsahu u¢innych davek a
mély by zohlediiovat viechny existujici toxikologické a toxikokinetické udaje o
testované latce nebo o pfibuznych latkach. Nebrani-li tomu fyzikaln&-chemicka
povaha ¢i biologické uéinky testované latky, ma nejvyssi hladina davky vyvolat
toxické ucCinky, ale nezplsobit Zddné uhynuti nebo velké utrpeni. Dalsi hladiny
davek, maji byt voleny tak, aby vyvolaly toxické u¢inky odstupiiované podle davky
pro odstupriovani davek optimalni dvoj- aZ ¢tyindsobny pomér mezi davkami; je
vhodnéjsi piidat Ctvrtou experimentalni skupinu, nez mit intervaly mezi davkami
ptili§ Siroké (napf. vice nez 6-10nasobek).

Kontrolni skupiné se nepodava zadna latka nebo, pouziva-li se vehikulum, je
kontrolni skupiné podévéno vehikulum. S vyjimkou aplikace testované latky se
zachazi se zvifaty v kontrolni skupiné stejné jako s pokusnymi. Je-li pouzito
vehikulum, podava se kontrolni skupiné v nejvy$§im pouzitém objemu. Podava-li se
testovana latka v potravé a zplsobuje-li omezeni pfijmu potravy, doporuduje se
pouzit paralelné skupinu se stejnym omezenim potravy, aby se odlisil vliv sniZeni
pfijmu potravy nechutenstvim od toxikologickych zmén.

Ma se pfihlédnout i k nasledujicim vlastnostem vehikula a ostatnich aditiv: vliv na
vstfebavani, distribuci, metabolismus nebo retenci testované latky; vliv na chemické
vlastnosti testované latky, které mohou zménit jeji toxicitu; vliv na spotfebu potravy,
vody nebo na nutri¢ni stav zvifat.

1434 Limitni test

Pokud test provedeny niZe popsanou metodou na davkové trovni 1000 mg.kg"
télesné hmotnosti nebo vy3si neukdze pozorovatelné neptiznivé u€inky a pokud se
na zékladé daji o latkach s podobnou strukturou nepfedpoklada toxicita, neni nutné
provést kompletni studii se tfemi trovnémi davek. Tento limitni test se neprovadi,
naznaluji-li idaje o expozici lidi pouziti vyssich davek.

1.5 Postup

1.5.1 Aplikace

Testovana latka se zvifatim aplikuje 7 dni v tydnu po dobu 90 dnd. Jiny rezim
aplikace, napt. 5 dni v tydnu, musi byt zdiivodnén. Aplikuje-li se testovana latka
sondou nebo kanylou méla by byt aplikace jen v jediné ddvce. Maximaélni objem
tekutiny, ktery lze podat najednou, zavisi na t€lesné hmotnosti zvitete. Objem by
nemél piekroéit 1 ml na 100 g t&lesné hmotnosti, s vyjimkou vodnych roztokd, kde
Ize podat az 2 ml na 100 g télesné hmotnosti. S vyjimkou draZdivych nebo leptavych
latek, jejichz GiGinky se zhorsuji s koncentraci, je tfeba rozdily poddvanych objemi
minimalizovat upravenim koncentrace tak, aby byl ve vSech hladinach davek
podéavan tyz objem.

U latek podavanych potravou nebo v pitné vodé je dileZité zajistit, aby mnoZzstvi
podavané latky neovlivnilo normalni vyZivu nebo vodni rovnovahu. Podava-li se
testovana latka v potravé, miiZe se pouzit bud’ konstantni koncentrace (v ppm nebo
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mg.kg" potravy) nebo konstantni davkovani ve vztahu k t&lesné hmotnosti zvitete;
pouzitou alternativu je tfeba uvést. Aplikuje-li se latka sondou, mélo by se tak dit
kazdy den ve stejnou dobu; je tfeba davkovani upravovat tak, aby bylo konstantni
vzhledem k zméndm t&lesné hmotnosti zvifete. Je-li 90denni studie predbé&znou studii
k dlouhodobe€ studii chronické toxicity, md byt v obou studiich pouzita stejna dieta.

1.5.2 Pozorovani

Doba pozorovéni je nejméné 90 dni. Zvifata v satelitni skupiné uréend k naslednému
pozorovani se ponechaji po vhodnou dobu bez aplikace, aby se posoudilo, zda
nastalo zotaveni nebo toxické u¢inky pietrvavaji.

BéZné klinické pozorovani je tfeba provadét nejméné jednou denné, nejlépe vidy ve
stejnou denni dobu, v dobé ocekdvaného maximalniho G€inku. Klinicky stav zvifat
se zaznamenava. Nejméné dvakrat denné, obvykle na za¢atku a na konci kazdého
dne, se provede prohlidka u viech zvifat za uelem zjidténi Umrti a pfiznaki
onemocnéni.

Alesponi jednou pred prvni aplikaci latky a dale jednou tydné se provede dikladné
klinické pozorovani vSech zvifat za G¢elem intraindividualniho srovnéni. Pozorovani
je tfeba provadét mimo chovnou klec, nejlépe ve standardnim pozorovacim prostoru
a pokazdé ve stejnou dobu. Vysledky pozorovani se pe¢livé zaznamenavaji, nejlépe
s pouzitim skoérovaciho systému (vCetn€é doby nastupu, stupné a trvani),
standardizovaného v testujici laboratofi. Je tfeba =zajistit, aby se podminky
pozorovani meénily minimalné. Pozorovani zahrnuje pfinejmens$im zmény kuze,
srsti, o¢i a sliznic, pfitomnost sekretll a exkretd a zmény autonomnich funkei (slzeni,
piloerekce, velikost zornic, poruchy dychéni). Zaznamenavaji se zmény chlze a
drzeni téla, dale reakce na manipulaci, pfitomnost klonickych nebo tonickych
pohybti, stereotypli (napf. nadmérné ¢iSténi, opakované krouzeni) nebo bizarni
chovani (napt. sebeposkozovani, chize pozpatku) 7

Oftalmologické vySetieni oftalmoskopem nebo rovnocennym pfistrojem se ma
provést pfed podavanim testované latky a na konci studie, nejlépe u vSech zvifat, ale
nejméné u skupiny s nejvyssi davkou a u kontrolni skupiny. Zjisti-li se o€ni zmény,
vysetii se vSechna zvirata.

Ke konci pokusu, ale ne diive nez v 11. tydnu, se otestuji reakce na senzorické
podnéty” (napt. sluchové, zrakové a proprioceptivni),” zmé#i se sila tichopu” a
celkova motoricka aktivita .” Dalsi podrobné informace o postupech, které je mozno
k testovéani pouZit, jsou uvedeny v pfislusné literatufe. Lze vSak pouZit i alternativni
postupy.

Pozorovani funkénich poruch lze pfipadné vynechat, jsou-li k dispozici data o
funkénich pozorovanich zjinych studii a pokud denni Kklinickd pozorovani
neodhalila Zadné funkéni poruchy.

Vyjime¢né lze pozorovani funkénich poruch vynechat i u skupin vykazujicich
takové piiznaky toxicity, které by pfi posuzovani funkéniho stavu vadily.
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1.5.2.1 Télesnd hmotnost a spotfFeba potravy/vody

V3echna zvifata se vazi nejméné jednou tydné. Ptijem potravy se zjistuje nejméné
jednou tydné. Provadi-li se aplikace v pitné vodé také nejméné jednou tydné se
zaznamena spotieba vody. Ke spotfeb¢ vody je potieba pfihlédnout ve studiich, kdy
se podava testovana latka v potravé nebo sondou, behem nichz mize dojit ke zméné
piijmu tekutin.

1.52.2 Hematologie a klinickd biochemie

Krev se odebird z ur¢eného mista a skladuje se za vhodnych podminek. Na konci
testovani se vzorky odebiraji tésné€ pred utracenim nebo pfi ném.

Zodbérd krve na konci testovani a béhem studie se provadi nasledujici
hematologicka vySetfeni: stanoveni hematokritu, koncentrace hemoglobinu, podet
erytrocytl, celkovy a diferencidlni podet leukocytl, pocet desti¢ek, test na srazlivost
krve a stanovi se protrombinovy ¢as.

Biochemicka analyza zaméfena na posouzeni zavaznych toxickych G¢inki na tkané -
zvlast€ na ledviny a jatra, se provede z krevnich vzorkil odebranych kazdému zvifeti
tésné pfed nebo pfi usmrceni (kromé zvifat uhynulych nebo utracenych b&hem
pokusu). Podobné jako u hematologickych wvysetfeni lze odebirat vzorky pro
biochemickou analyzu i béhem studie. Pfed odbérem krve se doporuéuje nechat
zvitata pies noc nalaéno.” Vysetieni plazmy a séra zahrnuje stanoveni sodiku,
drasliku, glukézy, celkového cholesterolu, mocoviny, dusiku mocoviny, kreatininu,
celkovych proteindl a albuminu, nejméné dva enzymy indikujici o hepatocelularni
uéinky (napfiklad alaninaminotransferaza, aspartataminotransferaza, alkalicka
fosfataza, gamaglutamyltranspeptidaza a sorbitoldehydrogenaza). Zahmout lze také
stanoveni dalSich enzymi (jaterniho nebo jiného piivodu) a Zlu€ovych kyselin mize
v uréitych pripadech poskytnout uzite¢né informace.

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

Dale je tieba uvazit stanoveni nespecifickych indikatorli poskozeni tkani v séru.
Dalsi vysetieni se provadi u latek znamych nebo podezielych z plisobeni na urcité
metabolické funkce, napf. stanoveni vapniku, fosforu, triglyceridi nala¢no,
specifickych hormoni, methemoglobinu a cholinesterazy. Utelnost téchto vysetfeni
se posuzuje podle pfislusnosti do uréitych skupin latek nebo pfipad od pfipadu.
Obecné je treba postupovat pruzné, brat v uvahu pouZity Zivo¢iSny druh a
pozorované ¢i ofekavané ucinky dané latky.

Pokud nejsou k dispozici historické udaje o vychozich hodnotich nékterych
hematologickych nebo biochemickych proménnych, je tfeba zvazit jejich stanoveni
jesté pred zalatkem studie; obecné se nedoporutuje, aby se tato data ziskévala
v rémei studie ped aplikaci .” '
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1523 Pitva

U vSech zvifat pouzitych ve studii se provede podrobna pitva, zahrnujici peclivé
vysetfeni vnéjSiho povrchu téla, vSech otvori a lebe¢ni, hrudni a bfisni dutiny a
jejich obsahu. Jatra, ledviny, nadledviny, varlata, nadvarlata, déloha, vajecniky,
brzlik, slezina, mozek a srdce viech zvifat (kromé téch, ktera byla nalezena uhynula
nebo byla usmrcena v pritbéhu testu) se pe¢livé ogisti od ulpélych tkani a co nejdiive
po sekci se ve vlhkém stavu zvazi, aby nedoslo k vyschnuti.

Nasledujici tkané je tfeba pfechovavat ve vhodném fixaénim médiu pro dany typ
tkan€é a pldnovand nésledna histopatologickd vyS3etfeni: vsechny tkané s
makroskopickymi 1ézemi, mozek (reprezentativni oblasti véetné piedniho mozku,
moze€ku a prodlouzené michy), micha (ve tfech urovnich: kréni, stfedni hrudni a
lumbaélni), hypofyza, Stitnd Zlaza, pfistitna té&liska, brzlik, jicen, slinné Zzlazy,
Zaludek, tenké a tlusté stfevo (vEetné Peyerovych platd), jatra, slinivka, ledviny,
nadledviny, slezina, srdce, pridusnice a plice (konzervované naplnénim fixaénim
roztokem a naslednym ponofenim), aorta, gonady, d€loha, ptidatné pohlavni organy,
sami¢i mlééna Zlaza, prostata, moovy méchyi, zluénik (mys3), lymfatické uzliny
(pfednostné jedna pro oblast aplikace a jedna vzdalena pro pokryti systémovych
u¢inki), periferni nerv (n. ischiadicus nebo n. tibialis) nejlépe v blizkosti svalu, fez
kostni dfené (a/nebo Cerstvy natér z nasaté kostni dfen€), kiZe a oci (byly-li pti
oftalmologickych vySetfenich pozorovany zmény). Podle klinickych nebo jinych
nalezl je moZzno zkoumat i dalsi tkané. Kazdy organ, ktery by mohl byt cilovym
organem pro pusobeni testované latky, je tfeba konzervovat.

1.5.2.4  Histopatologickd vysetfeni

U vsech zvifat skupiny, které byla podana nejvyssi davka, a u zvifat kontrolni
skupiny je tfeba provést histologické vySetfeni uchovanych organt: a tkéni. Pokud se
v organech a tkanich ve skupiné s nejvy$si davkou objevi poskozeni zpisobena
testovanou latkou, je nutno provést histologické vySetieni téchto tkani i u vsech
skupin s niz§imi davkami.

Vsechny makroskopické 1éze je tfeba vySetfit.

U zvifat satelitnich skupin, pokud byly do studie zafazeny, je tfeba provést
histopatologické vySetfeni se zvlastnim dirazem na organy a tkan€, ve kterych se
objevily t¢inky u ostatnich exponovanych zvitat.

2 SBER A ZAZNAM UDAJU

2.1 Udaje
K dispozici musi byt tdaje o kazdém jednotlivém zvifeti. VeSkeré udaje se
sumarizuji do tabulky, uvadgjici u kazdé testované skupiny pocet pouzitych zvifat na
zat¢4tku testu, poéet zvitat uhynulych v priibéhu testu nebo utracenych z humannich
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diivodli, dobu uhynu jednotlivych zvifat nebo humanniho utraceni; poéet zvifat
vykazujicich pfiznaky toxicity, popis toxickych p#znaki v&etné doby nastupu,
trvani a zdvaznosti kazdého pfiznaku, pocet zvifat vykazujicich léze, typ 1ézi a
procento zvifat s jednotlivymi typy 1ézi.

Vysledky v Ciselné formé je tfeba vyhodnotit vhodnou a uznivanou statistickou
metodou. Statistickou metodu je tfeba zvolit jiZ pfi planovani studie.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

(U8 ]

V souladu s pfisluSnymi pravnimi piedpisy” musi byt zpracovén projekt pokusu a o
prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o pokusu obsahuje nasledujici informace:

Testovana latka:

- fyzikalni povaha, ¢istota a fyzikaln€-chemické vlastnosti,
- identifika¢ni udaje

- vehikulum (je-li pouZito): zdivodnéni volby vehikula, neni-li to voda.
Pokusné zvifata:

- pouzity druh a kmen,

- pocet, stafi a pohlavi zvifat,

- puvod, podminky chovu, potrava atd.,

- hmotnost jednotlivych zvifat na za¢atku testu.
Podminky testu:

- zdivodnéni vybéru hladin davek,

- podrobné tdaje o upravé testované latky pro aplikaci, ptipadn€ o pfipravé
potravy, o dosaZzenych koncentracich, stabilité a homogenité pfipravku,

- podrobné udaje o zptsobu aplikace testované latky,

- piepoéet z koncentrace latky v potravé nebo vodé (ppm) na skute¢nou denni
davku v mgkg! télesné hmotnosti (pokud jde o aplikaci v potravé nebo
vodé),

- podrobné tdaje o potravé a kvalité vody.
Vysledky

- télesna hmotnost a jeji zmény,

- spotieba potravy a ptipadné vody,

- udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a irovné davek, vcetné popisu
pfiznak toxicity,

- povaha, zavaZnost a trvani klinickych nalezd, pkip. zda byly vratné nebo
nevratné,
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- vysledky oftalmologického vySetieni,

- posouzeni reaktivity na smyslové podnéty, uchopové sily a motorické
aktivity (pokud byly ziskany),

- vysledky hematologického vySetfeni s pfislusnymi vychozimi (normalnimi)
hodnotami,

- vysledky biochemické analyzy s pfislusnymi vychozimi (normalnimi)
hodnotami,

- télesna hmotnost na konci studie a hmotnosti orgdni a poméry hmotnosti
organu k télesné hmotnosti,

- pitevni nalezy,

- podrobny popis viech histopatologickych nalezi,

- udaje o absorpci, pokud byly ziskany,

- statistické zpracovani ¢iselnych vysledkd, kde je to mozné.
Diskuse vysledkd.

Zavéry.



Cistka 147 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Strana 8699

B.27 TEST SUBCHRONICKE ORALNI TOXICITY
(90ti-denni studie oralni toxicity s opakovanou aplikaci hlodavcum)

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi.”

1.1 Uvod

Pfi posouzeni a hodnoceni toxickych vlastnosti chemické latky lze provést stanoveni
subchronické oralni toxicity s opakovanou aplikaci po ziskani prvnich informaci
o toxicité z testt akutni toxicity nebo toxicity pfi 28denni opakované aplikaci. Tato
90denni studie poskytuje informace o0 mozném nebezpeci pro zdravi, které by mohlo
nastat vlivem opakované expozice latce v pribéhu del$iho obdobi, zahrnujiciho
vyvoj po odstaveni a rist aZz do dospélosti. Studie ma poskytnout informace
o vyznamnych toxickych ucincich, urcit cilové organy a moznou kumulaci a maze
poskytnout odhad hladiny bez pozorovaného neptiznivého tuéinku, kterou lze pouzit
pfi vybéru drovni davek pro chronické studie a pro stanoveni bezpe¢nostnich kritérii
pro expozici ¢loveka.

Tato metoda umoZfiuje zjistit nepfiznivé G¢inky vyvolané chemickou latkou na
nehlodavcich a pouziva se pouze tehdy, kdyz:
- UGinky pozorované v jinych studiich naznaCuji potfebu objasnit ¢i
charakterizovat je na dal$im druhu neZ na hlodavcich nebo kdyz

- toxikokinetické studie naznacuji, Ze pouziti specifického druhu nehlodavce
je nejvhodnéjsi volbou laboratorniho zvitete, nebo kdyz

- jiné konkrétni divody zddvodiiuji pouziti nehlodavce.

Viz téz Vieobecny uvod, Cast B.

1.2 Defintce

Davka: je podané mnoZstvi testované latky. Davka se vyjadfuje bud’ jako hmotnost
(v g, mg), nebo jako hmotnost testované latky na jednotku hmotnosti testovaného
zvifete (napt. mg/kg) nebo jako konstantni koncentrace v potravé (ppm) nebo
v pitné vodé.

Davkovani: je obecny termin zahrnujici davku, jeji Cetnost a trvani podavani.

NOAEL (no observed adverse effect level): je zkratka pro hladinu bez
pozorovaného neptiznivého GSinku a odpovida nejvyssi davce nebo expozici, pfi
které nejsou pozorovany Z4dné nepfiznivé uéinky souvisejici s podéavanim latky.

1.3 Princip metody

Testované latka se podava denné oralng€ po 90 dni v odstupfiovanych davkach
nékolika skupinam pokusnych zvifat, a to kazdé skupin€ jedna uroven davky.
Béhem podavani se zvifata pe¢livé pozoruji, aby se zjistily pfiznaky toxicity.

Zvitata, kterd uhynou béhem pokusu nebo jsou utracena, i zvifata, kterd pfeziji
konec pokusu, se pitvaji.
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1.4 Popis metody

14.1 Vybér zvifecich druht

Obvykle pouzivanym druhem nehlodavce je pes; je tteba definovat plemeno - &asto
se pouziva beagle. Lze pouzit i jiné druhy, napf. prasata nebo miniprasata. Primati se
nedoporuduji, pouziji-li se, musi to byt zdivodnéno. PouZivaji se mlada, zdravad
zvifata, v pfipadé pst se ma s podavanim zadit ve véku 4-6 mésict a ne starSim nez
9 meésich. Provadi-li se subchronicky ordlni test jako ptredbézny test pred
dlouhodobym testem, v obou studiich se ma pouzit stejny Zivog&idny druh a plemeno.

142 Priprava zvifat

Pouzivaji se zdrava zvirata, ktera dosud nebyla vystavena Zadnym experimentalnim
zasahlim a ktera jsou pfed testem chovana v experimentalnich podminkach. Doba
aklimatizace zavisi na vybraném druhu a na pvodu zvitat. Doporucuje se nejméné
pét dni pro psy ¢i prasata zvlastntho chovu a nejméné 2 tydny pro zvifata
z externich chovnych zafizeni. Musi se popsat druh, kmen, pivod, pohlavi, hmotnost
a/nebo veék. Zvifata se nahodné ptifadi do kontrolni a do jednotlivych
experimentalnich skupin. Klece by mély byt uspofadany tak, aby se vlivy jejich
umisténi minimalizovaly. Kazdému zvifeti se pfifadi jedine¢né identifikaéni ¢islo.
Pokusna zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznatena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
predpisu.'”

143 Priprava davek

Testovanou latku lze podéavat v potravé nebo v pitné vodg, sondou nebo v kapslich.
Zpusob oralniho podavani zavisi na ucelu studie a na fyzikalnich a chemickych
vlastnostech testované latky.

Pokud je to nezbytné, testovana latka se rozpusti nebo suspenduje ve vhodném
vehikulu. Doporuluje se nejprve zvazit pouziti vodného roztoku, potom roztoku
nebo emulze nebo suspenze voleji (napf. kukufiéném) a pak roztoku v jiném
vehikulu. Pro nevodna vehikula je tfeba znat jejich toxikologickou charakteristiku.
Je tfeba stanovit stabilitu testované latky v podminkach aplikace.

1.5 Postup

1.5.1 Pocet a pohlavi

Pro kazdou hladinu davek se pouZije nejméné 8 zvifat (4 samice a 4 samci). Po¢ita-li
se s usmrcovanim v pribéhu studie, mé&l by byt tento pocet zvySen o pocet zvifat,
ktera maji byt v pribéhu studie usmrcena. Poget zvifat na konci studie musi byt
dostate&ny, aby bylo mozno provést smysluplné vyhodnoceni toxickych G¢inkd. Na

je tfeba zvazit i pridani dalsi (satelitni) skupiny zvifat 8 (4 zvifat kazdého pohlavi)
do kontrolni skupiny a do skupiny s nejvy3si davkou, aby se po ukonceni aplikace
mohlo posoudit, zda jsou pfipadné G¢inky vratné nebo trvalé. Trvani tohoto
nésledného pozorovani se stanovi s ohledem na pozorované cinky.
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1.5.1.1 Urovné ddvek

Neprovadi-li se limitni test (viz 1.5.3), pouZiji se nejmén& 3 urovné davek a
soub&Zna kontrola. Urovné davek mohou vychézet z vysledki studii p#i opakované
aplikaci nebo orientaénich studii zaméfenych na zjisténi rozsahu G&innych davek a
mely by zohledilovat vSechny existujici toxikologické a toxikokinetické udaje o
testovane latce nebo o pfibuznych latkach. Nebrani-li tomu fyzikalné-chemicka
povaha ¢i biologické u€inky testované latky, méa nejvy$si hladina davky vyvolat
toxické U€inky, ale nezplsobit Zadné uhynuti nebo velké utrpeni. Dalsi hladiny
davek, maji byt voleny tak, aby vyvolaly toxické uginky odstupfiované podle davky
a aby u nejnizsi hladiny nebyly pozorovany neptiznivé G¢inky (NOAEL). Casto je
pro odstupfiovani davek optimalni dvoj- aZ &tyindsobny pomér mezi davkami; je
vhodnéjsi pfidat ¢tvrtou experimentalni skupinu, neZ mit intervaly mezi davkami
piilis Siroké (napf. vice neZ 6-10nasobek).

Kontrolni skupiné se nepoddva Zadna latka nebo, pouziva-li se vehikulum, je
kontrolni skupiné podavano vehikulum. S vyjimkou aplikace testované latky se se
zvifaty vkontrolni skupiné =zachazi stejné jako s pokusnymi. Je-li pouZito
vehikulum, podéva se kontrolni skupiné v nejvy3$im pouZitém objemu. Podava-li se
testovana latka v potravé a zpusobuje-li omezeni ptijmu potravy, doporuduje se
pouzit paralelni skupinu se stejnym omezenim potravy, aby se odlisil vliv sniZeni
ptijmu potravy nechutenstvim od toxikologickych zmén.

Ma se piihlédnout i k nasledujicim vlastnostem vehikula a ostatnich aditiv: vliv na
vstfebavani, distribuci, metabolismus nebo retenci testované latky; vliv na chemické
vlastnosti testované latky, které mohou zménit jeji toxicita; vliv na spotfebu potravy,
vody nebo na nutri¢ni stav zvifat.

1.5.1.2 Limitni test

Pokud test provedeny niZe popsanou metodou na davkové urovni 1000 mgkg’
télesné hmotnosti nebo vyss§i neukdze pozorovatelné neptiznivé Gcinky a pokud se
na zakladé udajt o latkach s podobnou strukturou neptedpoklada toxicita, neni nutné
provést kompletni studii se tfemi Urovnémi davek. Tento limitni test se neprovadi,
naznacuji-li udaje o expozici lidi pouziti vys§ich davek.

1.5.2 Aplikace

Testovana latka se zvifatim aplikuje 7 dnd v tydnu po dobu 90 dnd. Jiny rezim
aplikace, napt. 5 dnd v tydnu, musi byt zdivodnén. Aplikuje-li se testovana latka
sondou nebo kanylou méla by byt aplikace jen v jediné davce. Maximalni objem
tekutiny, ktery Ize podat najednou, zavisi na télesné hmotnosti zvifete. Zpravidla se
udrzuje co nejnizdi objem. S vyjimkou drazdivych nebo leptavych latek, jejichz
t¢inky se zhor3uji s koncentraci, je tfeba rozdily podavanych objem{ minimalizovat
upravenim koncentrace tak, aby byl ve vech hladinach davek podavan tyZ objem.

U latek podévanych potravou nebo v pitné vodeé je dilezité zajistit, aby mnoZstvi
podavané latky neovlivnilo normalni vyZzivu nebo vodni rovnovadhu. Podéava-li se
testovana latka v potravé, miZe se pouZit bud’ konstantni koncentrace (v ppm nebo
mgkg' potravy) nebo konstantni davkovani ve vztahu k télesné hmotnosti zvifete;
pouzitou alternativu je tieba uvést. Aplikuje-li se litka sondou nebo v kapslich, mélo
by se podavat kazdy den ve stejnou dobu; je tfeba davkovéni upravovat tak, aby bylo
konstantni vzhledem k zménam télesné hmotnosti zvifete. Je-li 90denni studie
ptedbéznou studii k dlouhodobé studii chronické toxicity, ma byt vobou studiich
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pouZita stejna dieta.
1.5.3 Pozorovani

Doba pozorovani je nejméné 90 dni. Zvifata v satelitni skupiné uréena k naslednému
pozorovani se ponechaji vhodnou dobu bez aplikace, aby se posoudilo, zda nastalo
zotaveni nebo zda toxické ucinky pretrvavaji.

Bézné klinické pozorovani je tfeba provadét nejméné jednou denng, nejlépe vidy ve
stejnou denni dobu, v dobé o¢ekévaného maximalniho uéinku. Klinicky stav zvifat se
zaznamenava. Nejméné dvakrat denné, obvykle na za¢atku a na konci kazdého dne,
se provede prohlidka u vech zvifat za i¢elem zji$téni Gmrti a pfiznakd onemocnéni.

Alespori jednou pted prvni aplikaci latky a dale jednou tydné se provede dikladné
klinické pozorovani viech zvifat za i¢elem intraindividualniho srovnani. Pozorovani
Je tfeba provadét mimo chovnou klec, nejlépe ve standardnim pozorovacim prostoru
a pokazdé ve stejnou dobu. Je tfeba zajistit, aby se podminky pozorovani ménily
minimalné. Pfiznaky toxicity je tfeba pelivé zaznamenavat, véetné doby nastupu,
stupné a trvani. Pozorovani zahrnuje pf¥inejmen$im zmény kiZe, srsti, o&i a sliznic,
pfitomnost sekreti a exkretl a zmény autonomnich funkci (slzeni, piloerekce,
velikost zomic, poruchy dychani). Zaznamenavaji se zmény chiize a dreni téla, dale
reakce na manipulaci, ptitomnost klonickych a/nebo tonickych pohybt, stereotypd
(napf. nadmérmné ¢isténi, opakované krouZeni) nebo bizarni chovani.

Oftalmologické vySetfeni oftalmoskopem nebo rovnocennym pfistrojem se ma
provést pfed podavanim testované latky a na konci studie nejlépe u viech zvitat, ale
nejméné u skupiny s nejvyssi davkou a u kontrolni skupiny. Zjisti-li se o¢ni zmény,
vySetti se viechna zvifata.

1.53.1 Télesna hmotnost a spotfeba potravy/vody

Vsechna zvifata se vazi nejméné jednou tydné. Ptjem potravy se zjist'uje nejméné
jednou tydné. Provadi-li se aplikace v pitné vodé také nejméné jednou tydné se
zaznamena spotieba vody. Ke spotfebé vody je potieba ptihlédnout ve studiich, kdy
se podava testovana latka v potravé nebo sondou, béhem nichz mtze dojit ke zméné
pfijmu tekutin.

1.5.3.2 Hematologie a klinickd biochemie

Krev se odebira z ureného mista a skladuje se za vhodnych podminek. Na konci
testovani se vzorky odebiraji tésné pfed utracenim nebo pii ném.

Z odbéri krve na polatku testovani a pak v mési¢nich intervalech nebo v poloviné
studie a poté i na konci se provadi nasledujici hematologicka vySetfeni: stanoveni
hematokritu, koncentrace hemoglobinu, polet erytrocytl, celkovy a diferencialni
pocet leukocytl, podet destiéek, test na srazlivost krve, stanovi se protrombinovy a
trombinovy ¢as.

Biochemick4 analyza zaméfend na posouzeni zavaznych toxickych u¢ink( na tkané,
zv14sté na ledviny a jatra, se provede z krevnich vzorkl odebranych kazdému zvifeti
na poéatku studie a v mé&si¢nich intervalech nebo v poloviné studie a na konci studie.

Je vhodné stanovit koncentraci elektrolytl, metabolismus cukri, funkce jater a ledvin.
Vybér specifickych testd je uréen pozorovanim mechanizmu G¢inku latky. Pred
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odbérem krve se doporuuje nechat zvifata nala¢no po dobu vhodnou pro dany druh.
Doporu¢uje se stanoveni véapniku, fosforu, chloridd sodiku, drasliku, glykémie
nalatno,  alaninaminotransferdzy,  aspartdtaminotransferazy, omitindekarboxylazy,
gamaglutamyltranspeptiddzy, dusiku mocoviny, albuminu, kreatininu, celkového
bilirubinu a celkové bilkoviny v séru.

Minimaln€ na pocétku, v poloving a na konci studie provést vysetfeni mo¢i z casové
definovaného sbéru. Hodnoti se nasledujici parametry: vzhled, objem, osmolalita
nebo specificka hmotnost, pH, bilkoviny, glukéza a krev/krvinky. V ptipadé potieby
se mohou pouZit dalsi analyzy pro studium §ir$iho spektra G¢inku.

Dale je tieba uvazit stanoveni nespecifickych indikatort poskozeni tkani. Mezi dalsi
testy, které mohou byt potiebné pro uplné toxikologické hodnoceni, pati stanoveni
lipidd, hormond, acidobazické rovnovahy, methemoglobinu a aktivity cholinesterazy.
Je-li zapotiebi na zakladé pozorovanych G¢inkd rozsifit zkoumani, lze pfidat i dalsi
klinicko-biochemické testy. Ucelnost t&chto vysetfeni se posuzuje podle pfislugnosti
do ur€itych skupin latek nebo piipad od piipadu.

Obecné je tfeba postupovat pruzng, brat v uvahu pouzity Zivo¢isny druh a
pozorované ¢i ofekdvané ucinky dané latky.

1.5.3.3 Pitva

U v8ech zvifat pouZitych ve studii se provede podrobna pitva, zahmujici peélivé
vySetfeni vnéjSiho povrchu téla, viech otvorii a lebe¢ni, hrudni a bfisni dutiny a
jejich obsahu. Jétra s Zluénikem, ledviny, nadledviny, varlata, nadvarlata, vajeéniky,
d€loha, Stitnd Zl4za (s pfiStitnymi télisky), brzlik, slezina, mozek a srdce vsech zvitat
(kromé téch, ktera byla nalezena mrtva nebo usmrcena pritb&zné) se peclivé o¢isti od
ulpélych tkani a co nejdfive po sekci se ve vlhkém stavu zvazi, aby nedoslo
k vyschnuti.

Nasledujici tkdné je tfeba pfechovavat ve vhodném fixa¢nim médiu pro dany typ
tkdné¢ a planovand nasledna histopatologickd vySetfeni: v3echny tkéné
s makroskopickymi lézemi, mozek (reprezentativni oblasti v¢etné ptedniho mozku,
mozecku a prodlouzené michy), micha (ve tfech urovnich: kréni, stfedni hrudni a
lumbalni), hypofyza, o¢i, §titnd Zlaza, pristitna téliska, brzlik, jicen, slinné Zzlazy,
Zaludek, tenké a tlusté sttevo (v€etné Pleyerovych platt), jatra, zluénik, slinivka
bfisni, ledviny, nadledviny, slezina, srdce, pridusnice a plice, aorta, pohlavni Zlazy,
déloha, pridatné pohlavni orgdny, sami¢i mlé¢na zldza, prostata, mocovy méchyt,
lymfatické uzliny (pfednostné jedna pro oblast aplikace a jedna vzdalena pro pokryti
systémovych u¢inkl), periferni nerv (n. ischiadicus nebo n. tibialis) nejlépe
v blizkosti svalu, fez kostni dfené (a/nebo €erstvy natér z nasaté kostni dfené) a kize.
Podle klinickych nebo jinych nélezid je moZno zkoumat i dal$i tkané. Kazdy organ,
ktery by mohl byt cilovym organem pro pisobeni testované latky, je tfeba
konzervovat.

1.5.3.4 Histopatologicka vysSetFeni
U vsech zvifat skupiny, které byla poddna nejvy$si davka, a u zvifat kontrolni
skupiny je tfeba provést histologické vysetteni uchovanych organt a tkani. Pokud se
v organech a tkanich ve skupiné s nejvyssi davkou objevi poskozeni zplsobena
testovanou latkou, je nutno provést histologické vySetfeni t€chto tkani i u vSech
skupin s niz§imi davkami.
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V3echny makroskopické 1€ze je tfeba vysetfit.

U zvifat satelitnich skupin, pokud byly do studie zafazeny, je tfeba provést
histopatologické vySetfeni se zvlastnim dirazem na organy a tkané, ve kterych se
objevily G¢inky otravy u ostatnich exponovanych zvifat.

o

SBER A ZAZNAM UDAJU

2.2 Udaje

K dispozici musi byt tdaje o kazdém jednotlivém zvifeti. Navic jsou veskeré udaje
sumarizovany do tabulkové formy, uvadéjici u kazdé testované skupiny pocet
pouzitych zvifat na zacatku testu, pocet zvifat uhynulych v pribéhu testu nebo
utracenych z humannich diivodi, dobu thynu nebo thynu jednotlivych zvifat; pocet
zvifat vykazujicich pfiznaky toxicity, popis toxickych pfiznaki vcetné¢ doby
nastupu, trvani a zavaznosti kazdého ptiznaku, polet zvifat vykazujicich léze, typ
1ézi a procento zvifat s jednotlivymi typy 1ézi.

Vysledky v &iselné formé je tfeba vyhodnotit vhodnou a uznavanou statistickou
metodou. Statistickou metodu je tfeba zvolit jiz pfi planovani studie.
3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s pfisluinymi pravnimi ptedpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a o
prubéhu pokusu je nutno vést protokol s nasledujicimi udaji.

Testovana latka:
- fyzikalni povaha, ¢istota a fyzikalné-chemické vlastnosti,
- identifika¢ni udaje

- vehikulum (je-li pouZito): zdivodnéni volby vehikula, neni-li to voda.

Pokusné zvitata:

- pouzity druh a kmen,

- pocet, stafi a pohlavi zvifat,

- puvod, podminky chovu, potrava atd.,

- hmotnost jednotlivych zvifat na za¢atku testu.

Podminky testu:
- zdtvodnéni vybéru hladin davek,

- podrobné tidaje o Gpravé testované latky pro aplikaci, pfipadné o pfipravé
potravy, o dosaZenych koncentracich, stabilité a homogenité pfipravku,

- podrobné tdaje o zpiisobu aplikace testované latky,

- prepocet z koncentrace latky v potravé nebo vod€ (ppm) na skutenou denni
davku v mg na kg télesné hmotnosti (pokud jde o aplikaci v potravé nebo
vodé),

- podrobné tdaje o potravé a kvalité vody.
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Vysledky

télesna hmotnost a jeji zmény,

- spotfeba potravy a pfipadné vody,

- udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a urovné davek, v¢etné popisu
pfiznaki toxicity,

- povaha, zavaznost a trvani klinickych nalezi, piip. zda jsou vratné nebo
nevratné,

- vysledky oftalmologického vysetieni,

- vysledky hematologického vy3etteni s pfislusnymi vychozimi (normélnimi)
hodnotami,

- vysledky biochemického vysetfeni s pfislunymi vychozimi (normalnimi)
hodnotami

- télesna hmotnost na konci studie a hmotnosti organi a poméry hmotnosti
organt k t€lesné hmotnosti,

- pitevni ndlezy,

- podrobny popis vSech histopatologickych nalez,

- statistické zpracovani ¢iselnych vysledkd, kde je to mozné.
Diskuse vysledk.
Zavery.
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B.28 SUBCHRONICKA TOXICITA DERMALNI

(90ti-denni opakovani aplikace, studie na hlodavcich)

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi."

1.1 Princip testovaci metody

Testovana latka se aplikuje denné na kdzi po 90 dnii v odstupiiovanych davkach
nekolika skupindm pokusnych zvifat, a to kazdé skupiné jedna troveri davky. Béhem
obdobi podévani se zvifata denn& pozoruji, aby se zjistily ptiznaky toxicity. Zvitata,
kterd uhynou behem pokusu, i zvifata, kterd preziji do konce pokusu, se pitvaji.

12 Popis metody

1.2.1 Ptiprava

Pokusnad zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho pfedpisulo) a oznaCena tak, aby byla mozZna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykéni stanovi § 10 zvlastniho pravniho
ptedpisu.'®  Pred testem se zdrava mlada zvifata ndhodné pfifadi do jednotlivych
experimentalnich skupin.

Kratce pfed zacdtkem pokusu se ostfiha srst na zadech pokusnych zvifat. Vyholeni
ststi je rovn€Z mozné, mélo by se vSak provést cca 24 hodin pied experimentem.
Osttihani nebo oholeni je potfeba opakovat kazdy tyden. Pfi stfihani nebo holeni
srsti je tfeba dbat na to, aby se neposkodila kiize (napi. abrazi). Pro nanaseni se
pfipravi nejméné 10 % povrchu téla. Je tfeba vzit v uvahu hmotnost zvifat pti
rozhodovani o velikosti pfipravované plochy kiize a o velikosti kryciho obvazu.

Pti pokusech s tuhymi latkami, které mohou byt pfipadné upraveny do praskové
formy, je tfeba zkouSenou latku dostateéné navlhéit vodou, ptipadné vhodnym
vehikulem, aby byl zaruCen dobry kontakt s kiizi. Testované kapaliny se zpravidla
aplikuji nefedéné. Latka se nandsi denné 5 az 7 dnil v tydnu.

1.2.2 Experimentalni podminky

1.2.2.1 Pokusnd zviFata

Je mozZno pouZit dospélé potkany, kraliky nebo morcata, pfipadné i jiné zvifeci
druhy, jejich pouziti v8ak musi byt odivodnéné. Na zalatku studie by nemélo
variacni rozpéti hmotnosti zvifat (pro kazdé pohlavi zvlast’) prekro€it + 20 % stredni
hodnoty. Provadi-li se subchronicky dermalni test jako pfedbézny test pied
dlouhodobym testem, v obou studiich se ma pouzit stejny zivo¢isny druh a kmen.

1.2.2.2 Pocet a pohlavi

Pro kazdou turoveri davek pouzit nejméné 20 zvifat (10 samic a 10 samci) se
zdravou kaZzi. Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Pokud se zvitata budou
zabijet v prib&hu studie, je nutno zvysit celkovy pocet zvifat o pocet zvifat, ktera
budou zabita pfed koncem pokusu. Mimoto je moZno podavat dal§i skupiné
(satelitni skupin&) s 20 zvifaty (10 zvifat kazdého pohlavi) po dobu 90 dnti nejvyssi
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davku a béhem nasledujicich 28 dnti po podavani sledovat vratnost, pietrvavani nebo
zpozdény vyskyt toxickych uéinkd.

1.2.2.3 Davkovdni

Je tfeba pouZzit nejméné 3 hladiny dédvek a 1 kontrolni skupinu nebo - pokud se
pouzilo vehikula - kontrolni skupinu s aplikaci vehikula. Doba expozice ma byt
nejméné 6 hodin denng&. Nanaseni testované latky by se mélo provadét kazdy den ve
stejnou dobu. V intervalech tydennich nebo é&trnictidennich je tieba aplikovanou
davku pfizpiisobovat tak, aby se udrzovala stala hladina davky ve vztahu k télesné
hmotnosti zvifete. S vyjimkou aplikace testované latky se se zvifaty v kontrolni
skupiné zachazi stejné jako s pokusnymi. PouZiva-li se vehikulum pro usnadnéni
aplikace, podava se kontrolni skupiné stejnym zptisobem jako pokusnym skupinam,
a to ve stejném mnozstvi, které obdrzi skupina, které se aplikuje nejvyssi davka.

Nejvyssi hladina davky ma vyvolat toxické uinky, ale nezpisobit Zadné uhynuti

sxwr

toxicity. Pokud existuji odhady expozice u élovéka, ma nejniZsi davka tuto hodnotu
prekraCovat. Idedlné by stfedni hladina davky méla vyvolat jen toxicky u¢inek na
hranicich zjistitelnosti. Aplikuji-li se vice nez 3 hladiny davek, maji byt vmezefené
davky voleny tak, aby vyvolaly odstupriované toxické Géinky. Ve skupiné s nizkou a
stfedn{ hladinou davky a v kontrolni skupiné by po¢et uhynuti mél byt nizky, jinak je
vyhodnoceni vysledki obtizné.

Vede-li aplikace testované latky k tézkému podrazdéni kiaZe, je tfeba snizit
koncentraci, coZ u vysoké davkové hladiny mulze vést k omezeni nebo vyloudeni
ostatnich toxickych u¢inkd. Doslo-li k t¢zkému poskozeni kiize, je dokonce za
ur¢itych okolnosti nutno pokus ukon¢it a provést jej znova s niz§imi koncentracemi.

1.2.24 Limitni test
Nevyvola-li pii pfedbézné studii aplikace davky 1000 mg.kg-1 nebo vyssi davky,
ktera odpovida mozné expozici ¢loveéka, Zadné toxické ucinky, neni dal$i zkouSka
nutna.

1.2.2.5 Doba pozorovdni

V3echna zvifata je tfeba denné pozorovat a zaznamenavat toxické cinky. Je tfeba
zaznamenat dobu uhynuti a ¢as, ve kterém se objevi a opét odezni toxické ucinky.

1.2.3 Popis postupu

Zvitata se chovaji v klecich po jednom. Exponuji se studované latce nejlépe 7 dnt
v tydnu po dobu 90 dnd. Zvifata satelitni skupiny, ktera jsou ur€ena pro nasledné
pozorovani, je tieba chovat po dalsich 28 dnli bez expozice, aby se mohla pozorovat
reparace toxickych u¢inkd nebo jejich pfetrvavani. Doba expozice €ini nejméné
6 hodin denné.

Testovanou latku je tfeba nanaset rovnomémé na celou plochu, ktera pfedstavuje asi

10 % povrchu téla, u vysoce toxickych latek miize byt tato plocha mensi. Latkou je
tieba pokryt co nejvétsi ¢ast pokusné plochy rovnomémé v co nejtenti vrstve.

Testovana latka je po expoziéni dobu udrzovana v kontaktu s kiiZzi pomoci porézniho
mulového obvazu a nedrazdivé naplasti. Testovaci plochu je déle tfeba vhodnym
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zpusobem piekryt, aby se mulovy obvaz a testovana latka fixovaly a aby se zabranilo
oralnimu pfijmu. K zamezeni poziti latky je moZno pouZit i prostredkd pro omezeni
volnosti pohybu, uplnou imobilizaci v§ak nelze doporugit.

Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky testované latky vodou nebo jinym
zplisobem vhodnym k ocisténi pokoZzKy.

Vsechna zvifata je tfeba denné pozorovat a zaznamendvat pfiznaky otravy véetné
jejich pocatku, stupné a trvani.

Pozorovani v kleci zahmuje zmény srsti, klize, o¢i a sliznic, a také dychani a
krevniho obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy,
somatomotorické aktivity a chovani. Hmotnosti zvifat se zaznamenavaji tydné.
Doporucuje se zaznamenavat tydné i spotfebu potravy. Je tfeba zajistit pravidelnou
kontrolu zvifat, aby pokud moZno nedochazelo ke ztratdm zvifat jako naptiklad v
dasledku kanibalismu, autolyzy tkani nebo chybného zafazeni. Po skonceni studie se
vSechna zvifata, ktera ptezila, svyjimkou satelitnich skupin, pitvaji. Zvifata
v agonil, zvifata v t€Zkém stresu ¢i trpici bolesti je tfeba okamzité vyfadit, humanné
utratit a pitvat.

U v8ech zvitat veetné kontrolnich se b&zné provadéji nasledujici vysetfeni:

(a) Oftalmologické vy3etfeni oftalmoskopem nebo rovnocennym pfistrojem se
ma provést pfed podavanim testované latky a na konci studie nejlépe u
vSech zvitat, ale alespori u nejvyssi davky a u kontrolnich skupin. Najdou-li
se o¢ni zmé&ny, vysetii se viechna zvirata.

(b) Na konci pokusu se ma provést hematologické vySetteni, které ma zahrnovat
stanoveni hematokritu, koncentrace hemoglobinu, poctu erytrocytd,
celkového a diferencidlniho po¢tu leukocytl a testy srazlivosti krve jako
napiiklad dobu srazlivosti, protrombinovy ¢as (Quickiv), trombinovy ¢as ¢i
pocet trombocytu.

(c) Na konci pokusu se ma provést biochemicka analyza krve. Pro vSechny
studie je vhodné stanovit koncentraci elektrolytd, metabolismus glycidg,
funkci jater a ledvin. Vybér specifickych testd je uren pozorovanim
zplsobu Gé¢inku latky. Doporuduje se stanovovat vapnik, fosfor, chloridy,
sodik, draslik, glukézu nalagno (pfi¢emz trvani doby hladovéni se voli podle
7ivotidného druhu), alaninaminotransferaza (dfive glutamét- pyruvat
transaminiza) a aspartitaminotransferdza séra  (dfive glutamat-
oxalacetattransamindza), ornithindekarboxylaza, gama-glutamyl
transpeptidaza, dusik mo&oviny, albumin, kreatinin, celkovy bilirubin a
celkové bilkoviny v séru. Mezi dalsi charakteristiky, které mohou byt
potfebné pro uplné toxikologické hodnoceni, patfi stanoveni: lipidd,
hormonu, acidobazické rovnovahy, methemoglobinu, aktivity
cholinesterazy. Dalsi biochemické analyzy mohou byt v pfipadé potfeby
pouzity pro studium §ir§iho spektra G¢inkd.

(d) Analyza mode se nevyzaduje jako béZny postup, ale jen na podkladé
odekéavané nebo pozorované toxicity.

Pokud nejsou priméfend historickd kontrolni data, ma se uvazit stanoveni
hematologickych a biochemickych parametri jesté pfed zatatkem aplikace.

1.2.3.1 Pitva
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U vSech zvifat pouzitych ve studii se provede pitva zahrnujici zevni prohlidku
povrchu téla, vSech t€lnich otvord, lebni, hrudni a bfisni dutiny v&etné jejich obsahu.
Jatra, ledviny, nadledviny, $titnd Zlaza (s pfistitnymi t&lisky) a varlata se co nejdive
po sekci zvazi ve vihkém stavu, aby se piedeslo vysychéni.

Nasledujici organy a tkané je tfeba ptechovavat ve vhodném médiu s ohledem na
mozna pozd€jsi histopatologickd vySetfeni: viechny tkané s makroskopickym
postizenim, mozek - vfezech medula/pons, kira mozku a mozetku, podvések
mozkovy, §titnd 7laza, pfistitna téliska, tkafi na misté brzliku, (priidusnice), plice,
srdce, aorta, (slinné zlazy), jatra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka bfisni, varlata
a vaje¢niky, déloha, pfidatné pohlavni organy, Zluénik (je-li pfitomen), jicen,
Zaludek, dvanécternik, tenké, tlusté a slepé stievo, konednik, modovy méchyft,
representativni lymfatické uzliny, (sami¢i mlééna zlaza), (stehenni sval), periferni
nerv, (o€i), (hrudni kost s kostni dreni), (kost stehenni v&etné kloubnich ploch),
(pateini micha ve tfech urovnich - kréni, stfed hrudni a bederni), a (slzné Zlazy).
Tkané v zavorkach se posuzuji pokud je to indikovano podle ptiznakd toxicity nebo
pokud souviseji s cilovym organem.

1.2.3.2 Histopatologickad vySetFeni

(a) Uplné histopatologické vysetfeni normalni a exponované kiiZe, organd a
tkani je tfeba provést u vSech zvifat skupiny, které byla poddna nejvyssi
davka, a u zvifat kontrolni skupiny.

(b) Je tfeba vySettit viechna makroskopicka postiZeni.

(c) Je tieba vySetiit cilové organy v ostatnich davkovych skupinach.

(d) Pouziva-li se potkand, plice zvirat ve skupinach s nizkou a stfedni davkou se
maji histopatologicky vySetfovat k zjiSténi pfiznakd infekce, protoze to
poskytuje obraz zdravotniho stavu zvifat. Dalsi histopatologicka vysetteni se
u zvifat téchto skupin nemusi provadét rutinné, musi se v3ak provést vzdy
na organech, na kterych bylo zji§t€no postizeni ve skupiné s vysokou
davkou.

(e) Pouziva-li se satelitni skupiny, musi se provést histopatologické vySetfeni na
tkanich a organech, u kterych byly zjistény ucinky u ostatnich exponovanych
skupin.

2 UDAIJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentalni skupinu patrny
pocet zvifat na po¢atku pokusu a pocet zvifat s lézemi a procentualné pocet zvitat
s jednotlivymi typy lézi. Vysledky je tieba vyhodnotit vhodnou statistickou metodou.
Je k tomu mozno pouzit kteroukoliv uznavanou statistickou metodu.

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s pfisluSnymi pravnimi pfedpisyg) musi byt zpracovan projekt pokusu a o
pribéhu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o priibéhu pokusu ma pokud mozno obsahovat tyto informace :
- zivogisny druh, kmen, piivod, podminky ustdjeni, krment,

- podminky pokusu,
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- urovné davek (vfetné vehikula, pokud se pouzije) a koncentrace,
- udaje o toxickych odpovédich podle pohlavi a podle davek,
- hladina bez u¢inku, pokud ji 1ze stanovit,

- doba uhynuti bé¢hem experimentu, pfipadné udaj, o pfeziti zvifat do konce
sledovéni,

- popis toxickych nebo jinych uéinku,

- doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormalni ptiznaky a jejich dalsi
Vyvoj,

- spotfeba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,

- oftalmologické nalezy,

- hematologicka vysetfeni a jejich vysledky

- biochemicka vySetfeni a jejich vysledky ( vcetné vysledkd ptipadnych
analyz moc¢i),

- pitevni nalezy,

- detailni popis vsech histopatologickych nélezi,

- statistické vyhodnoceni vysledk, kde je to mozné.
Diskuse vysledkd.
Zavéry.
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B.29 SUBCHRONICKA TOXICITA - INHALACNI
(90 denni opakovani inhalaéni expozice, studie na hlodavcich)

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoleenstvi."

1.1 Princip testovaci metody

Nekolik skupin pokusnych zvifat je exponovéano studované latce denné po urditou
dobu, v odstupfiovanych koncentracich, kazda skupina jedné koncentraci, a to po 90
dni. Pouzije-li se pro dosaZeni potfebné koncentrace testované latky v atmosféte
vehikulum, je tfeba pouzit kontrolni skupinu pro vehikulum. B&hem trvani pokusu
se zvifata denné€ pozoruji a zjiStuji se piiznaky toxickych Ggink®. Zvifata, ktera

Mt

béhem pokusu uhynou, i ta, kterd pfeziji do konce pokusu, se pitvaji.
1.2 Popis metody

1.2.1 Ptiprava

Pokusna zvifata jsou vybrdna sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho piedpisu'® a oznacena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
piedpisu.'”  Pfed testem se zdravé mladé zvifata ndhodné ptifadi do jednotlivych
experimentalnich skupin. Pokud je tfeba, ptidd se ktestované latce vhodné
vehikulum tak, aby v ovzdusi vznikla p¥isluina koncentrace testované latky. Pokud
se uZije pro usnadnéni aplikace vehikulum nebo jina aditiva, musi byt o nich znamo,
Ze nemaji toxicky uc¢inek. Existuji-li vhodna historicka data, je mozno je vyuzit.

1.2.2 Experimentalni podminky

1.2.2.1 Pokusna zvirata

V pokusech se upfednostriuji potkani, nejsou-li zndmy divody proti jejich pouziti.
Pracuje se na mladych zdravych zvifatech z bézné uZivanych pokusnych kmend. Na
zaatku studie nemd variaéni rozpéti hmotnosti zvifat pfekroCit +20 % stfedni
hodnoty. Provadi-li se subchronicky inhalaéni test jako pfedbézny test pred
dlouhodobym testem, v obou studiich se ma pouzit stejny druh a kmen.

1.2.2.2  Pocet a pohlavi

Pro kazdou udroven koncentrace je tfeba pouzit nejméné 20 zvifat (10 samic a
10 samctl). Samice musi byt nullipary a nesmi byt btezi. Pokud se zvifata budou
zabijet v prub&hu studie, je nutno zvysit celkovy pocet zvifat o podet zvifat, ktera
budou zabita pfed koncem pokusu. Mimoto je mozno exponovat dalsi skupinu
(satelitni skupinu) 20ti zvifat (10 zvifat kazdého pohlavi) po dobu 90dnl nejvyssi
koncentraci a béhem nasledujicich 28 dnli po ukonceni expozic sledovat vratnost,
trvani nebo zpozdény vyskyt toxickych G¢inku.

1.2.2.3  Expoziéni koncentrace

Pouziji se nejméné 3 skupiny s riznou drovni koncentrace a 1 kontrolni skupina
(ptipadné kontrolni skupina s vehikulem - pokud se pouZije - v koncentraci stejné
jako u skupiny s nejvy3si koncentraci testované latky). S vyjimkou aplikace
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testované latky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachazi stejné jako s pokusnymi.
Nejvyssi koncentrace mé vyvolat toxické G¢inky, ale nezpiisobit Zadné uhynuti nebo
jen vmalém poctu. Pokud existuji odhady expozice u &lovéka, ma nejnizsi
koncentrace tuto hodnotu pfekradovat. Idealn& by stfedni koncentrace méla vyvolat
toxicky ufinek na hranicich zjistitelnosti. Aplikuji-li se vice nez 3 trovné
koncentraci, maji byt voleny tak, aby vyvolaly odstupfiované toxické ucinky. Ve
skupiné s nizkou a stfedni koncentraci a v kontrolni skupiné by poéet uhynuti mél
byt nizky, jinak je vyhodnoceni vysledk obtizné.

1.2.2.4  Trvani expozice

Zvitata se exponuji po dobu 6 hodin od ustaveni rovnovahy koncentrace studované
latky. V ptipadé specifickych pozadavki je mozné pouzit i jinych dob expozice.

1.2.2.5 Expoziéni zaFizeni

Pro expozici zvifat se pouziva dynamické inhalaéni zafizeni, které zarucuje proudéni
vzduchu s vyménou nejméné 12 krét za hodinu, aby byl zaruden ptiméfeny obsah
kysliku a rovnomémé rozdéleni latky v expoziéni atmosféie. PouZije-li se expoziéni
box, je tfeba ho konstruovat tak, aby co nejvice branil stisnénosti zvifat a aby
inhalaéni expozice testované latce byla co nejvyssi. Pro zajisténi stability atmosféry
v inhalanim boxu nemél by v zdsadé& celkovy objem pokusnych zvifat presahnout
5 % objemu boxu. Je mozné pouzit inhalagni expozice oraln&-nasalni, samotné hlavy
nebo individualni celotélové expozice; prvni dva zplsoby expozice minimalizuji
ptijem latky jinymi cestami.

1.2.2.6 Doba pozorovani

Pokusna zvifata je tfeba denn€ pozorovat béhem celého obdobi expozic i zotaveni a
zaznamenavat toxické u€inky. Je tfeba zaznamenat dobu uhynuti a ¢as, ve kterém se
objevi a opét odezni toxické G¢inky.

1.2.3 Popis postupu

Zvitata se exponuji testované latce denné, 5 - 7 dnl v tydnu, po dobu 90 dnd. Zvitata
v satelitnich skupinich, ktera jsou urena k naslednému pozorovani, jsou
pozorovana dalgich 28 dni bez aplikace, k posouzeni zotaveni z otravy nebo
pretrvavani toxickych uéinka. Teplota b&hem experimentu ma byt 22 °C + 3 °C.
Relativni vihkost ma byt mezi 30 % a 70 %, s vyjimkou pfipadi, kde to neni moZné
(napf. experimenty s aerosoly). Béhem expozice se nepodava potrava ani voda.

Pouzivd se dynamicky inhalaini systém svhodnou analytickou kontrolou
koncentrace. Doporuduje se provést pfedbézny pokus pro ziskani potfebnych
koncentraci. Rychlost pritoku vzduchu je tfeba nastavit tak, aby podminky v celém
expoziénim boxu byly stejné. Systém musi zarucovat, Ze stabilnich podminek

expozice bude dosazeno co nejrychleji.
Méfeni nebo monitorovani podminek expozice:

a)  Meéfeni pritoku vzduchu (kontinuéln€).

b)  Skuteéna koncentrace studované latky se méfi v dychaci zéné. B€hem jedné
expozice se nemd koncentrace odchylovat od stfedni hodnoty o vice nez
* 15%.
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U nékterych prachi a aerosold, kde této urovné regulace neni mozné
dosdhnout, se pfipousti vé&t§i rozsah kolisani. Po celou dobu trvani
experimentu maji byt koncentrace tak stabilni, jak je to prakticky mozné. P#
Vvyvoji generatoru aerosolu je tfeba analyzovat velikosti &astic tak, aby byla
ziskdna predstava o stabilité. Béhem expozic se méti tak &asto, jak je to
potieba pro posouzeni stélosti distribuce velikosti &astic.

c) Teplota a vlhkost vzduchu

d) Beéhem expozice a po ni se zvifata systematicky pozoruji a zjisténi se
zaznamenavaji; kazdé zvife md sviij individualni protokol. V3echna zvitata
je tfeba denné pozorovat na ptiznaky toxickych uinkt a zaznamenavat
jejich nastup, stuperi a trvani. Pozorovani v kleci zahrnuje zmény ktize, srsti,
o¢i, sliznic, dychéni a krevniho ob&hu, zmény funkce autonomni a centralni
nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovani. Hmotnosti zvifat i
spotfeba potravy se zaznamenavaji tydné. Je tfeba zajistit pravidelnou
kontrolu zvifat, aby pokud mozno nedochazelo ke ztratdm zvitat jako napt.
v disledku kanibalismu, autolyzy tkdni nebo chybného zafazeni. Po
skonceni studie se vechna zvifata, ktera ptezila, pitvaji. Umirajici zvifata je
tfeba vytadit a pitvat.

U vsech zvifat v€etné kontrolnich se béZzné provadéji ndsledujici vysetieni:

(a) Oftalmologické vySetfeni oftalmoskopem nebo rovnocennym pfistrojem se
ma provést pfed podavanim testované latky a na konci studie nejlépe u
vSech zvifat, ale pfinejmen$im u nejvy3si davky a u kontrolnich skupin.
Najdou-li se o€ni zmény, vysetti se viechna zvifata.

(b) Na konci pokusu se provede hematologické vysetfeni, které ma zahrnovat
stanoveni hematokritu, koncentrace hemoglobinu, poétu erytrocytd,
celkového a diferencidlniho po¢tu leukocyti a testy srazlivosti krve jako
napiiklad dobu srazlivosti, protrombinovy ¢as (Quicktv), trombinovy ¢as ¢&i
pocet trombocytd.

(c) Na konci pokusu se provede biochemicka analyza krve. Pro vSechny studie
je vhodné stanovit koncentraci elektrolytd, metabolismus glycidd, funkci
jater a ledvin. Vybér specifickych testd je uren pozorovanim zplsobu
u¢inku latky. Doporuéuje se stanovovat vapnik, fosfor, chloridy, sodik,
draslik, glukézu nala¢no (trvani doby hladovéni se voli podle Zivo€isného
druhu a kmene), alaninamino transferdza (dfive glutamat- pyruvat
transamindza) a aspartitamino transferdza séra (dfive glutamat-oxalacetét
transamindza), ornithin dekarboxylaza, gama-glutamyl transpeptidaza, dusik
modoviny, albumin, kreatinin, celkovy bilirubin a celkové bilkoviny v séru.
Mezi dalsi charakteristiky, které mohou byt potiebné pro uplné
toxikologické hodnoceni, patfi stanoveni: lipidi, hormoni, acidobazické
rovnovahy, methemoglobinu, aktivity cholinesterazy. Dals$i biochemické
analyzy mohou byt v piipadé potfeby pouZity pro rozifeni spektra
pozorovanych u¢inkd.

(d) Analyza moge se nevyzaduje jako bé&Zzny postup, ale jen na podkladeé
o&ekavané nebo pozorované toxicity.

a biochemickych parametrt jesté pied zacatkem expozic.
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1.2.3.1 Pitva

U v3ech zvifat pouzitych ve studii se provede pitva zahrnujici zevni prohlidku
povrchu téla, viech télnich otvorl, lebni, hrudni a bfisni dutiny a jejich obsahu.
Jatra, ledviny, nadledviny, $titnd Zldza (s pfistitnymi télisky) a varlata se co nejdfive
po sekci zvazi ve vihkém stavu, aby se pfedeslo vysychani.

Nasleduyjici organy a tkané je tfeba pfechovavat ve vhodném médiu s ohledem na
moznd pozd€j$i histopatologickd vySetfeni: vSechny tkané s makroskopickym
postizenim, plice ( maji se vyjmout neporuseny, zvazit a fixovat vhodnym médiem,
tak aby se zachovala struktura plic - perfuzni fixace se povaZuje za vhodnou), tkan
nasofaryngu, mozek - v fezech medula/pons, kira mozku a mozecku, hypofyza,
Stitna zlaza/pfistitna téliska, tkaf na misté brzliku, pridudnice, srdce, aorta, slinné
7l4zy, jatra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka bfisni, varlata a vaje¢niky, déloha,
(ptidatné pohlavni organy), (kdZe), Zluénik (je-li pfitomen), jicen, Zaludek,
dvanacternik, tenké, tlusté a slepé stfevo, kone¢nik, mo¢ovy méchyt, reprezentativni
lymfatické uzliny, (samiéi mlé&na zlaza), (stehenni sval), periferni nerv, (oéi), hrudni
kost s kostni dfeni, (kost stehenni véetn& kloubnich ploch), (pateini micha ve tfech
trovnich - kréni, stfed hrudni a bederni). Tkané v zavorkach se posuzuji pokud je to
indikovano podle pfiznak toxicity nebo pokud souviseji

s cilovym organem.

1.2.3.2 Histopatologicka vySetreni

(a) Uplné histopatologické vySetfeni respiraéniho systému a ostatnich organt a
tkani je tfeba provést u viech zvifat skupiny, kterd byla exponovana nejvy3si
koncentraci, a u zvifat kontrolni skupiny.

(b) Je tfeba vySetiit viechny makroskopické 1éze.

(c) Je tfeba vysetiit cilové organy v ostatnich ddvkovych skupinach.

(d) Plice zvifat ve skupinich snizkou a stfedni koncentraci se maji
histopatologicky vy3etfovat, protoZe to poskytuje obraz zdravotniho stavu
zvifat. Dalsi histopatologickd vySetfeni se u zvifat téchto skupin nemusi
provadét rutinné, musi se viak provést vzdy na organech, na kterych bylo
zjisténo postiZeni ve skupiné s vysokou koncentraci.

(e) Pouzivaji-li se satelitni skupiny, provede se histopatologické vySetfeni na
tkanich a organech, u kterych byly zjistény ucinky u ostatnich exponovanych
skupin.

2 UDAJE
Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentalni skupinu patrny
pocet zvifat na po¢atku pokusu a pocet zvifat s lézemi, typ leze a procentualné pocet
zvifat s jednotlivymi typy lézi. Vysledky je tfeba vyhodnotit vhodnou statistickou
metodou. Je k tomu moZno pouzit kteroukoliv uznavanou statistickou metodu.

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s ptislusnymi pravnimi ptedpisy’’ musi byt zpracovan projekt pokusu a o
prib&hu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o pritbéhu pokusu obsahuje tyto informace:

- Zivoéisny druh, kmen, piivod, podminky ustéjeni, potrava,
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- podminky pokusu:

- popis expozi¢niho zafizeni vCetné konstrukce, typu, rozmérl, zdroje
vzduchu, systému pfipravy &astic a aerosoll, klimatiza¢niho systému, popis
likvidace odpadniho vzduchu a zplisobu umisténi zvifat v experimentalnim
boxu, pokud je pouZivan. Popsat pfistroje pro méfeni teploty, vlhkosti
vzduchu, popfipadé stability koncentraci a distribuce velikosti Castic
aerosolu.

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

a)  rychlost pritoku vzduchu inhala¢nim zafizenim,
b)  teplota a vlhkost vzduchu,

¢) nominalni koncentrace (celkové mnoZstvi testované latky ptivadéné
do inhala¢niho zafizeni, délené objemem vzduchu),

d)  povaha vehikula, pokud bylo uzito,
e)  skute¢né koncentrace v dychaci zoné,
) median velikosti ¢astic (podle moZnosti),

- daje o toxickych odpovédich podle pohlavi a podle koncentraci,
- fdrovei bez uéinku, pokud je mozné ji stanovit,

- doba uhynuti béhem experimentu, pfipadné udaj o preZiti zvifat do konce
sledovani,

- popis toxickych nebo jinych ¢inkd,

- doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormalni ptiznaky a jejich dalsi
vyvoj,

- spotfeba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,

- oftalmologické nalezy,

- hematologicka vySetfeni a jejich vysledky,

- biochemicka vysetieni a jejich vysledky, (vEetn& vysledkl ptipadnych
analyz moci)

- pitevni nalezy,

- detailni popis v3ech histopatologickych nalezg,

- statistické vyhodnoceni vysledku, kde je to mozné:
Diskuse vysledki.

Zavéry.



Strana 8716 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Cistka 147

B.30 TESTOVANI CHRONICKE TOXICITY

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi."

1.1 Princip testovaci metody

Testovana latka je podavana obvykle 7 dnd v tydnu, vhodnou cestou, nékolika
skupinam pokusnych zvifat, jedna davka na skupinu, po vétdi &ast Zivota zvitat.
Béhem a po expozici testované latce jsou zvifata denné pozorovéna za ucelem
sledovani projevu toxicity.

1.2 Popis testovaci metody

121 Ptiprava

Zvifata jsou chovana pfi podminkach chovu a krmeni v jakych budou béhem pokusu
a asponl 5 dni pfed zapocetim testu. Pfed testem jsou zdrava, mlada zvifata ndhodné
rozdélena do exponovanych a kontrolnich skupin.

122 Testovaci podminky

1.2.2.1 Experimentdlni zviFata

Pokusna zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a staf v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznacena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
predpisu.'”?  Preferovanym druhem je potkan. Na zékladé piedchozich studii je
mozno pouzit i dal$i druhy (hlodavce nebo jiné). Je tfeba pouzit zdravé a mladé
jedince bézné chovanych kment laboratornich zvifat. Expozice by méla byt zapocata
co nejdfive po odstaveni mlad’at. Na zacatku studie by nemél rozdil ve vaze zvifat
¢init vice nez £ 20% od praméru. V pfipadé, Ze vlastni studii pfedchazi test
subchronické oralni toxicity, je tfeba pouZit stejny druh a kmen v obou studiich.

1.2.2.2 Pocet a pohlavi

Pro kazdou uroven davky je tieba pouZit nejméné 40 zvifat (20 samic a 20 samcil),
stejné i pro kontrolni skupinu. Samice by mély byt nullipary a nemély by byt bfezi.
Pokud je zdmérem utratit nékterd zvifata pfed dokondenim testu, je tfeba pouzit
pfimétené vyssi pocet zvirat.

V ptipadé jinych druht zvifat (nehlodavci) je mozné pouZzit mensi pocet zvifat, ale
ne méné nez 4 od kazdého pohlavi ve skupiné.

1.2.23 Davky a frekvence expozic

Je tieba pouzit aspon 3 davky a 1 kontrolni skupinu. Nejvy3si divka by méla vyvolat
prokazatelné projevy toxicity. Stfedni davky by mély byt voleny ve stfednim pasmu
mezi vysokymi a nizkymi ddvkami. Vybér davek by mél vzit v vahu vysledky
ptedchozich studii.

Obvykle jsou zvifata exponovéna denné. V pfipadé, Ze testovand latka je poddvana
v pitné vod& nebo v potravé, je tieba zajistit, aby k ni méla zvifata staly pfistup.
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1224 Kontroly

Soubézna kontrolni skupina je identickd v ka?dém ohledu k exponované skuping,
vyjma expozice testované latce.

Ve zvlastnich ptipadech, jako jsou inhalaéni studie s aerosoly nebo pouzije-li se pro
oralni aplikaci emulgatoru, jehoZ biologicka aktivita neni charakterizovéna, zafadi se
dalsi negativni kontrolni skupina, ktera neni exponovana ani vehikulu.

1.2.2.5 Zpusob aplikace

Dva hlavni zpiisoby aplikace jsou ordlni a inhalaéni. Volba zpisobu podéni zavisi na
fyzikalnich a chemickych charakteristikich testované latky a pravdépodobném
zpusobu expozice Eloveka.

Pouziti dermalni aplikace vyvoldvd znaéné technické problémy. Chronické
systémova toxicita v disledku kozniho vstfebani mize byt normalné odvozena z
vysledku oralniho testu a znalosti rozsahu koZniho vstiebavani, odvozené z
pfedchozich testl kozni toxicity.

Ordlni studie

Tam, kde se testovana latka vstfebava z gastrointestinalniho traktu a je-li poziti
jednou z cest, jimiz mizZe byt exponovan ¢loveék, dava se prednost oralni aplikaci,
pokud nejsou proti tomu néjaké divody. Zvifata mohou dostat testovanou latku v
potravé, rozpusténu v pitné vod€ nebo podanou v tobolce.

Idealné by se méla latka podavat sedm dni v tydnu, protoZe davkovani 5 dnd v tydnu
muzZe vést k vymizeni toxicity nebo naopak vyvolat "abstinen¢ni" pfiznaky v obdobi
bez aplikace, a tudiz ovlivnit vysledky a nasledné hodnoceni. Nicméné, pfedevsim s
ohledem na praktické aspekty, davkovani 5 krat tydné je povazovano za ptijatelné.

Inhalacni studie

ProtoZe inhala¢ni studie jsou technicky komplikovanéjsi nez jiné zplsoby aplikace,
jsou zde uvedeny podrobnéji informace o této cesté podani. Intratrachealni instilace
mize byt platnou alternativou v specifickych situacich.

Dlouhodobé expozice obvykle napodobuji predpokladané lidské expozice, takZe
zvife je obvykle exponovano po ustileni koncentrace 6 hodin denné po 5 dnid v
tydnu (pferuovana expozice), nebo v navaznosti na moznou expozici v prostfedi,
22-24 hodin denné po sedm dni v tydnu (kontinuilni expozice), s ptiblizné 1
hodinou pro krmeni zvifat denné ve stejnou dobu dne, pouZitou i pro &iSténi
expozi¢niho boxu. V obou ptipadech jsou zvifata obvykle exponovana fixnim
koncentracim testované latky. Hlavni rozdil mezi pferusovanou a stilou expozici je
v tom, Ze v prvnim ptipadé ma zvite 17-18 hodin na ustup G¢inkd denni expozice s
jesté del3im obdobim béhem vikendu.

Volba prerusované nebo kontinualni expozice zavisi na cilech studie a na lidske
expozici, ktera ma byt simulovana. Nicméné, je tfeba vzit v uvahu urcité technické
obtize. Naptiklad, vyhody kontinualni expozice pro simulaci podminek zevniho
prostfedi mohou byt naruSeny nutnosti napdjeni a krmeni béhem expozice a potiebou
komplikovan&j3i (a spolehlivé) generace aerosolu nebo urtité koncentrace par a
technik monitorovani.
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Expoziéni komory

Zvifata se exponuji v inhalagnich komorach, jejichZ konstrukce zaruduje dynamicky
proud pro nejméné 12 vymén vzduchu za hodinu, aby byl zajistén dostateény ptisun
kysliku a rovnoméma distribuce expozi¢ni atmosféry. Kontrolni a expozi¢ni komory
by mély mit identickou konstrukci, tak aby byly expoziéni podminky srovnatelné ve
vSech aspektech vyjma expozice testované latce. Uvniti komory se obvykle udrzuje
mirny podtlak a tim se brani uniku testované latky do okolniho prostfedi. Komory by
mély minimalizovat stisnénost testovanych zvifat. Obecné by v zdjmu udrzeni
stabilni atmosféry v komofe objem zvifat nemél ptesahnou 5 % objemu komory.

Me¢feni nebo monitorovani zahrnuje:

(a) priatok vzduchu: rychlost pritoku vzduchu komorou by méla byt nejlépe
kontrolovana kontinualné;

(b) koncentrace: béhem denni expozice by koncentrace testované latky neméla
kolisat vice nez +15 % stfedni hodnoty;

(c) teplota a vlhkost: pro hlodavce, teplota by méla byt udrzovdna v rozmezi
22+2°C a vilhkost v komorach 30-70 % vyjma pfipadd, kdy je voda
pouzivana k rozptyleni testované latky v atmosféte komory. Oba parametry
by mély byt kontrolovany pribézné;

(d) méfeni velikosti ¢astic: méla by byt stanovena distribuce velikosti ¢astic v
atmosféfe komor u tekutych nebo pevnych aerosold. Aerosolové ¢astice by
mély byt v respirabilni velikosti pro pouzité testovaci zvife. Vzorky
atmosféry komor se odebiraji z dychaci z6ny zvifat. Vzorek vzduchu by mél
byt reprezentativni pro distribuci ¢astic, kterym je zvife exponovano, a mél
by gravimetricky odpovidat celému suspendovanému aerosolu, i kdyz
zna¢na ¢ast aerosolu neni respirabilni. Analyza velikosti ¢astic by méla byt
provadéna Casto béhem vyvoje generujiciho systému, aby zajistila stabilitu
aerosolu, a poté b&hem expozic tak ¢asto, aby bylo mozno posoudit stabilitu
distribuce Castic, kterym jsou zvifata exponovana.

1.2.2.6 Trvdni studie

Expozice latce by méla trvat nejméné 12 mésict.
1.2.3 Popi's postupu

1.2.3.1 Pozorovdni

Pe¢livé klinické sledovani by mélo byt provadéno nejméné jednou denné. Méla by
byt provadéna i dodatednd pozorovani s odpovidajicimi zakroky k minimalizaci
ztrat. Zvifata je tfeba peclivé sledovat, aby se spolehlivé zachytil zacatek a progrese
viech toxickych uginki, a také za u€elem minimalizace ztrat v disledku nemoci,
autolyzy nebo kanibalismu.

Registruji se klinické piiznaky véetné neurologickych a o€nich zmén u vSech zvifat,
a dale ptipady uhynuti. Zaznamenavé se doba objeveni a postup toxickych piiznakid
véetné podezfeni na tumor.

Hmotnost se zaznamenava individudlng u vech zvifat jednou tydné béhem prvnich

13 tydni obdobi testu a aspoii jednou za 4 tydny po tomto obdobi. Je tfeba provadét
méfeni spotieby potravy (a vody tam, kde je testovana latka poddvéna v pitné vodg)
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tydné b&hem prvnich 13 tydni a pak pfiblizné ve tiimési¢nich intervalech, ledaze by
zdravotni stav nebo zmény télesné hmotnosti ukédzaly nutnost jiné frekvence
sledovani.

1.2.3.2 Hematologicka vysetFeni

Hematologicka vyS$etfeni (napf. obsah hemoglobinu, hematokrit, celkovy pocet
erytrocytd, celkovy pocet bilych krvinek, krevnich desti¢ek, nebo jiné ukazatele
sraZlivosti) by méla byt provddéna za 3 meésice, 6 mésicd a poté v pfiblizné
Sestimési¢nich intervalech, a na konci ve vzorcich krve shromazdénych od vsech
nehlodavcty, respektive od 10 potkan®, na pohlavi z kazdé skupiny. Tam, kde je to
mozné, by mély byt vzorky ve vSech intervalech od stejnych potkant. Navic je
potfeba odebrat vzorek pfed testem od v§ech nehlodavct.

Pokud klinické vySetfeni zvifat nazna¢i zhor§eny zdravotni stav zvifat béhem studie,
mél by byt stanoven diferencidlni obraz bilych krvinek.

Diferencidlni obraz bilych krvinek se vySetfi ve vzorcich od zvifat ve skupiné
s nejvyssi davkou a u kontrol. Pokud tato data, nebo udaje z vysetfeni patologickych
zmén naznadi nutnost, vySetii se i u skupiny s davkou nejbliZze nizsi.

1.2.33 Analyza moci

Vzorky mo¢i 10 potkanid kazdého pohlavi se sbiraji pro analyzu pokud mozno od
stejnych zvifat a ve stejnych intervalech jako hematologické zkousky. Nasledujici
stanoveni jsou provedena bud’ na vzorcich jednotlivych zvifat nebo na smésném
vzorku pro skupiny podle davek a pohlavi:

- vzhled moéi, objem a hustota u jednotlivych zvirat,
- proteiny, glukosa, ketolatky, okultni krvaceni (semikvantitativng),

- mikroskopické vySetfeni sedimentu (semikvantitativng).

1234 Biochemické vySetFeni

V piiblizné 3estimési¢nich intervalech a na zavér jsou odebrany krevni vzorky pro
biochemick4d méfeni od vech nehlodaved a 10 potkani obojiho pohlavi v kazdé
skuping, pokud mozno od tychz potkand ve viech intervalech. Od nehlodavcd se
vedle toho odeberou vzorky pted testem. Z téchto vzorkl je pfipravena plasma a jsou
provedeny nasledujici zkousky:

- celkova koncentrace proteind,

- koncentrace albuminu,

- testy na funkci jater (napf. aktivita bazické fosfatazy, aktivita glutamat
pyruvat transamindzy (nyni znama jako sérovd alanin aminotransferaza),
glutamat acetit transamindzy (nyni znidmi jako sérova aspartat
aminotransferaza), gama glutamyl transpeptidazy, ornitin dekarboxylazy,

- metabolismus glycidd, napt. krevni glukosa nalacno,

- testy na funkci ledvin, napt. dusik mo&oviny v krvi.

1.2.3.5 Pitva

Kompletni pitva se provede u viech zvifat, véetné téch, kterd zemfela behem pokusu
nebo byla utracena v agénii stavu. Pfed utracenim se odeberou vzorky krve viech
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zvifat pro diferencidlni obraz bilych krvinek. Vsechny viditelné tumory nebo léze,
které by mohly byt tumory, je tfeba uchovat. Provadi se porovnani anatomicko-
patologickych zmén s mikroskopickymi nélezy.

Orgény a tkan€ se uchovéavaji pro histopatologické vysetfeni. Obvykle se jedna o
nasledyjici organy a tkan€: mozek (prodlouzené michy/mostu, moze¢kové kory,
kory mozkov€), podvések mozkovy, Stitnou Zlazu a pfistitna té€liska, thymus, trachea
a plice, srdce, aortu, slinnou Zlazu, jatra, slezinu, ledviny, nadledviny, jicen, Zaludek,
dvanédcternik, jejunum, ileum, slepé stfevo, traénik, kone¢nik, mocovy méchyt,
lymfatické uzliny, slinivku, gonady, akcesorni pohlavnich organy, sami¢i mlééné
Zlazy, kizi, svalovinu, periferni nervy, michu (kréni, hrudni a bederni), sternum s
kostni dfeni, stehenni kost véetné kloubd, a o¢i. Naplnéni plic a mo¢ového méchyrte
fixativem je optimalni cestou ke konzervaci téchto tkani; naplnéni plic v inhalaénich
studiich, je zdsadni pro odpovidajici histopatologické zkoumdani. Ve specialnich
studiich jako jsou inhalaéni studie, ma byt studovan cely respira¢ni trakt véetné
nosu, hltanu a hrtanu.

Pozndmka: §titna 7laza s pHistitnymi télisky ze vSech nehlodavceid musi byt zvazena
stejné jako mozek, jatra, ledviny, nadledviny a gonady z 10 zvifat na pohlavi a na
skupinu u hlodavct a ze viech nehlodavct.

Byla-li provedena jina klinickd vySetfeni, informace ziskané z téchto procedur by
mély byt k dispozici pfed mikroskopickym vySetfenim, protoze mohou dat
patologovi vyznamné voditko.

1.2.3.6 Histopatologie

Vsechny viditelné zmény, zvlasté tumory a jiné léze vyskytujici se v kterémkoli
organu, se zkoumaji mikroskopicky. Navic jsou doporuceny nasledujici postupy:

(a) mikroskopické vySetfeni vSech uchovanych organi a tkani s kompletnim
popisem vsech 1ézi nalezenych:

1. uvsech zvifat, kterd uhynula nebo byla utracena béhem studie,
2. uvsech zvitat ze skupiny s vysokou davkou a kontrolni skupiny

(b) organy ¢&i tkané ukazujici abnormity zplsobené nebo pravdépodobné
zplisobené testovanou latkou jsou zkoumany také ve skupinidch s niz$imi
davkami,

(c) tam, kde vysledky svéd&i pro vyznamné zkraceni normdlni délky Zivota zvifat
nebo vyvolani uginkd, které by mohly ovlivnit toxickou odpovéd, skupina
s nejblize niz§i davkou se vySetii popsanym zplsobem,

(d) informace o incidenci lézi, které se normalné vyskytuji v pouZitém kmeni
zvifat, ve stejnych laboratornich podminkach, tj. historické kontrolni udaje,
jsou nezbytné pro spravné posouzeni vyznamnosti zmén pozorovanych u zvifat
s aplikovanou latkou.

2 UDAIJE

Udaje se sumarizuji v formé tabulkéch, ukazujicich pro kazdou testovanou skupinu
podet zvitat na zalatku testu, podet zvifat vykazujicich léze a procento zvifat
vykazujicich jednotlivé typy lézi. Vysledky by mély byt vyhodnoceny odpovidajici
statistickou metodou. Mohou byt pouzity jakékoliv uzndvané statistické metody.
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3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s ptislu§nymi pravnimi pfedpisy’’ musi byt zpracovan projekt pokusu a o
prabéhu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o testu bude obsahovat nasledujici informace:
- zivo€isny druh, kmen, zdroj, podminky ustjeni, dieta,
- podminky testu,
popis expozi¢niho zafizeni vcetné konstrukce, typu, rozméri, zdroje
vzduchu, systému pro vytvareni &astic a aerosold, metody klimatizace,
zneskodnovani vzduchu vychazejiciho z aparatury a zptisobu umisténi zvifat
v expoziénim boxu, pokud se pouziva. Dale je tfeba popsat zafizeni pro

méfeni teploty, vlhkosti, a tam, kde je to Zadouci, stability koncentrace nebo
velikosti ¢astic aerosoluy,

- udaje o expozici: ve formé tabulky v€etné primérnych hodnot a variability
(napf. standardni odchylka) a mély by zahrnovat:
(a) rychlost prittoku vzduchu inhala¢nim zafizenim
(b) teplotu a vlihkost vzduchu

(¢) nominalni koncentrace (celkové mnozstvi testované latky vstupujici
do inhalaéni aparatury déleno objemem vzduchu)

(d) povahu vehikula, je-li pouzito
(e) skute¢né koncentrace v dychaci zong
(f) mediany velikosti ¢astic (je-li to relevantni)
- davkové urovné (véetné vehikula, je-li uzito) a koncentrace,
- udaje o toxické odpovédi podle pohlavi a davky,
- neuéinna (davkova) droven,
- doba Uimrti béhem studie nebo zda zvitata prezila az do konce,
- popis toxickych a jinych ucinki,
- doba, kdy byl pozorovan kazdy abnormalni ptiznak a jeho dalsi vyvoj,
- data o spotiebé potravy a t€lesné hmotnosti,
- oftalmologické nélezy,
- pouzité hematologické testy a vysledky,
- testy klinické biochemie a viechny vysledky (vCetné vysledkd analyzy
moci),
- pitevni nalezy,
- detailni popis viech histopatologickych nalezd,
- statistické zpracovani vysledkd s popisem pouZitych metod.
Diskuse vysledk.
Zaveéry.
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B.31 STUDIE TERATOGENITY - HLODAVCI A NEHLODAVCI

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolegenstvi.”

1.1 Princip testovaci metody

Testovana latka se podava v odstupfiovanych davkach nebo koncentracich nékolika
skupindm bfezich pokusnych zvifat, 1 davka na kazdou skupinu, alespofi v tom
obdobi bfezosti, ve kterém dochazi k organogenezi. Kratce pred oéekavanym datem
porodu jsou bfezi samice utraceny a jejich déloha i s obsahem je pouzita k daldimu
studiu. Tato testovaci metoda zahrnuje studium embryotoxicity a fetotoxicity.

1.2 Popis testovaci metody

1.2.1 Ptiprava

Pokusna zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznatena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
predpisu. 19)

Mladé, dospélé samice, které nikdy nebyly bfezi, stejného véku a velikosti jsou
aklimatizovany pifi laboratornich podminkach. Potom jsou pfipusténi samci
s ovéfenou plodnosti. Oplozené samice jsou nahodné rozdéleny do experimentalnich
skupin.

Oplodnéni mize byt zaji§t€no pfirozenou cestou nebo umélou inseminaci. Testovana
latka je podavana samicim denné. Aplikace za¢ina ¢asné po implantaci a pokracuje
b&hem obdobi organogeneze. Den pfed terminem jsou plody vyjmuty hysterektomii
a podrobeny sledovani abnormalit skeletu a vnitfnich organ vcetné sledovéni
moznosti zpomaleného rustu, opozdéné osifikace a krvaceni do stfeva.

1.2.2 Testovaci podminky

1.2.2.1 Experimentdlni zvirata
Bézné pouzivanymi druhy jsou potkan, mys, kfecek a krélik. Preferovanymi druhy
jsou potkan a kralik. Je tfeba pouZzivat vieobecné zavedené kmeny. Pouzivany kmen

by nemé&l mit nizkou plodnost a mély by byt u n&j zndmy reakce na teratogeny.
Zvifata jsou chovéna jednotlivé.

1.2.2.2  Pocet a pohlavi

Pro kazdou davku je tieba pouZit aspofi 20 bfezich potkantl, my3i nebo kieCkl nebo
12 brezich kralikii. Ke sledovani teratogenniho potencidlu studované latky je tfeba
zajistit dostateény pocet vrhi a mladat.

[\]
W

1.2.2. Davky

Je tieba pouzit aspoti 3 davky a 1 kontrolni skupinu. V pfipadg, Ze je testovana latka
podana ve vehikulu, je tfeba zahmout do studie i skupinu, které bylo podano
samotné vehikulum. Je tfeba také znat toxikologické vlastnosti vehikula: nesmi byt

teratogenni ani mit vliv na reprodukéni schopnosti. Se zvifaty v kontrolni(ch)
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skupiné(ach) se zachdzi stejnym zplsobem jako se zvifaty v testovaci skupiné
s vyjimkou aplikace testované latky. Pokud to fyzikalné chemické nebo biologické
vlastnosti dovoluji, pak nejvyssi davka testované latky by v idealnim pfipadé méla
umatek vyvolat takové projevy toxicity, jako je mirné sniZeni vahy, ale uz ne vice
Jjak 10 % umrti. Nizka trovefi davek by neméla vyvolat viditelné u¢inky. Stfedni
davky by mély byt voleny tak, aby byly geometricky rozloZeny mezi nizkou a
vysokou davku.

1.2.2.4 Limitni test

V ptipadg, Ze latka s nizkou toxicitou pfi davce nejméné 1000 mg.kg™ prokazatelng
nevyvola projevy embryotoxicity ani teratogenicity, neni tfeba testovat na jinych
urovnich davek.

1.2.2.5 Doba expozice

Nultym dnem testu je den, kdy je pozorovana vagindlni zitka a/nebo spermie. Doba
aplikace by méla zahrnovat obdobi hlavni organogeneze. Za toto obdobi je moZno
povaZovat Sesty az patnacty den u potkana a mysi, $esty aZ &trnacty den u kfecka a
Sesty az osmnécty den u kralika. V pfipadg, Ze je za nulty den povazovan den, kdy
bylo pozorovano péfeni nebo byla provedena uméla inseminace, je tieba piipogitat k
pfedchozim ddajim 1 den. Podle jiné alternativy koné&i aplikace 1 den pied
ofekavanym porodem.

1.2.

o
[e)}

Obdobi pozorovani

Kazdy den je tfeba provést pelivé klinické vysetteni. Dalsi sledovani a opatteni jsou
provadéna za G¢elem minimalizace ztrat béhem studie.

1.2.3 Popis postupu
Testovana latka je aplikovédna ordlné sondou, denné ve stejnou dobu.

Testovanym samicim se testovana latka podava denné béhem ptislusného obdobi
testu. Davka miZe byt vztaZzena na hmotnost samic na po&atku podavani latky nebo,
vzhledem k rychlému ndristu hmotnosti b&hem bfezosti, zvifata mohou byt
periodicky vazena a davka upravovéana podle posledniho vazeni. Vsechny znamky
toxicity je tfeba ihned zaznamenat véetné doby nastupu, stupné a trvani. Samice
vykazujici znadmky potratu nebo pfedcasného porodu je tfeba utratit a fadné
makroskopicky vySetfit. V pozorovani je tfeba pokragovat i po ukonéeni podavani
latky az do doby pfiblizné jeden den pted porodem. Hlavnim ucelem je postihnout
vét§inu obdobi brezosti, ale vyhnout se komplikacim pfi interpretaci vysledki po
pfirozeném porodu. Pozorovani zvifat v kleci by mélo zahrnovat pfinejmenSim
zmény kaze a srsti, o¢i a sliznic, dale dychaciho, ob&hového, autonomniho a
centralniho nervového systému, somatomotorické aktivity a chovani. Kazdy tyden je
tfeba méfit spotiebu potravy a vazit zvirata.

1.2.3.1 Pitva

Pokud dojde k uhynuti béhem nebo na konci studie je tfeba u samic makroskopicky
vySetfit na morfologické abnormity nebo patologické zmény, které mohly mit vliv na
priibéh bfezosti. Thned po smrti je tfeba odstranit d&lohu a jeji obsah vySettit
s ohledem na umrti embryi a zarodki a zjistit pocet Zivych zarodkd. Obvykle je
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mozné ur€it dobu umrti zérodkid v déloze. U potkant a kraliki je mozné stanovit
pocet zlutych télisek. Je tfeba uréit pohlavi zarodk( a zaznamenat hmotnost
jednotlivych zarodk a vypoditat primér. Po vyjmuti je tfeba jednotlivé zevné
vysetfit kazdy zarodek. U potkanti, mysi a kiecki je tfeba vySetfit kosterni abnormity
u zhruba jedné tfetiny aZ poloviny vrhu a u zbytku vhodnymi metodami vy3etfit
abnormity mé&kkych tkani. U kralikd je tfeba kazdy zarodek dikladné vySettit pitvou
z hlediska abnormit vnitfnosti a skeletu.
2 UDAIJE

Udaje je tieba shrnout ve formé tabulky, udavajici pro kazdou testovanou skupinu
pocet zvifat na za€atku testu, pocet zvifat, kterd zabtezla, pocCet a procento Zivych
zarodkd a zarodkd s abnormalitami skeletu nebo mékkych tkani a vztah vyskytu
abnormalit k ur€itym vrhim. Vysledky se hodnoti vhodnou statistickou metodou. Je
mozno pouZit jakékoliv uznavané statistické metody.

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s piisluinymi pravnimi piedpisy”’ musi byt zpracovan projekt pokusu a o
pritbéhu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o testu by méla pokud mozno obsahovat nasledujici informace:
- druh, kmen, zdroj, podminky ustéjeni, potrava,
- podminky testu,
- davky (v&etné vehikula pokud bylo pouzito) a koncentrace,
- projevy toxicity pro kazdou davku,
- davka bez G&¢inku (pokud ji bylo mozno stanovit),
- dobu umrti b&hem studie nebo zda zvifata pfeZila do konce testu,
- popis toxickych nebo jinych ucinkd,
- doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormaélni pfiznaky, a jejich dalsi
vyvoj,
- tudaje o télesné hmotnosti a spotfebé potravy,
- délka brezosti a Gidaje o vrhu (v&etné historickych udajb),
- tidaje o zarodcich (Zivé/mrtvé, pohlavi, defekty skeletu a mékkych tkani),

- tidaje o jednotlivych vrzich (Zivé/mrtvé plody, pohlavi, defekty skeletu a
mékkych tkani),

statistické vyhodnoceni vysledka.

Diskuse vysledkd.
Zavéry.
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B.32 TEST KARCINOGENITY
1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi.”
1.1 Princip metody

Testovana latka je poddvana obvykle 7 dn@t v tydnu, vhodnou cestou, nékolika
skupindm pokusnych zvifat, 1 davka na skupinu, po v&tsi &ast Zivota zvitat. Béhem a
po expozici testované latce jsou zvifata denné pozorovana za Ulelem sledovani
projevi toxicity, zvla§té vyvinu tumord.

1.2 Popis metody
Pokusna zvifata jsou vybrdna sohledem na druh, pohlavi, a staf v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznagena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykéni stanovi § 10 zvlastniho pravniho
predpisu.'” Pfed testem se mlada zdrava zvifata nihodné rozdéli do kontrolnich a
exponovanych skupin.

1.3 Experimentdlni zvifata

Preferovanym druhem je potkan. Na zékladé predchozich studii je mozno pouit i
daldi druhy (hlodavce i nehlodavce). Pouzivaji se zdrava mlada zvifata z b&zné
chovanych kment laboratornich zvifat. Expozice by méla byt zapogata co nejdiive
po odstaveni mlad’at. Na za¢atku studie by nemél rozdil v hmotnosti zvifat &init vice
nez £ 20% od priméru. V piipad€, Zze vlastni studii pfedchazi test subchronické
oralni toxicity, je tfeba pouzit stejny druh a kmen v obou studiich.

1.4 PocCet a pohlavi

Pro hlodavce se uzije nejméné 100 zvifat (50 samic a 50 samct) pro kazdou troveii
davky a soubézna kontrolni skupina. Samice by mély byt nullipary a negravidni. Je-li
planovéano prubézné utraceni zvifat, poéty je tfeba zvysit o pocet zvitat, ktera budou
takto utracena pted koncem studie.

1.4.1 Davkové trovné a frekvence expozic

Zvoli se pfi nejmensim tfi davkové trovné kromé soub&Zné kontrolni skupiny.
Nejvyssi davkova troveti by méla vyvolat ptiznaky minimalni toxicity, jako je mirny
pokles vahovych pfiristkd (méné nez 10 %), bez podstatné&jsich zmén normalni doby
doziti danych jinymi G¢inky nez tumory.

délkou Zivota zvifete nebo vyvolat jakékoli znamky toxicity. Obecné by neméla byt
niz8i nez 10% vysoké davky. Stfedni davkuw/davky je tfeba stanovit ve stfednim
pasmu mezi vysokou a nizkou davkou.

Volba déavkovych trovni by méla vzit v ivahu pfedchozi testy a studie toxicity.
Expozice se provadi obvykle denné. Je-li latka poddvana v pitné vodé nebo
pfimiSena do potravy, méla by byt stale k disposici.

1.4.2 Kontroly

Soubézna kontrolni skupina je identicka v kazdém ohledu s exponovanou skupinou,
vyjma expozice testované latce.
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Ve zvlastnich pfipadech, jako jsou inhalagni studie s aerosoly nebo pouzije-li se pro
oralni aplikaci emulgdtoru, jehoz biologicka aktivita neni charakterizovana, zatadi se
dal$i negativni kontrolni skupina, ktera neni exponovana ani vehikulu.

1.4.3 Zpusob aplikace

3 h}ayni cesty aplikace jsou ordlni, dermdlni a inhalacni. Volba zpiisobu podani
zavisi na fyzikdlnich a chemickych charakteristikich testované latky a
pravdépodobném zpisobu expozice u Elovéka.

14.3.1 Ordlni studie

Tam, kde se testovana latka vstfebava z gastrointestinalniho traktu a je-li poziti
Jedna z cest, jimiZ mGZe byt exponovan &lovék, dava se prednost oralni aplikaci,
pokud nejsou proti tomu né&jaké divody. Zvifata mohou dostat testovanou latku
v potravé, rozpusténu v pitné vod€ nebo podanou v tobolce.

Idedln€ by se méla latka podavat 7 dnid v tydnu, protoze davkovéani 5 dnd v tydnu
miZe vést k vymizeni toxicity nebo naopak vyvolat ,,abstinenéni* ptiznaky v obdobi
bez aplikace, a tudiZ ovlivnit vysledky a nasledné hodnoceni. Nicméné, piedevsim
sohledem na praktické aspekty, davkovani pétkrat tydné je povaZovadno za
ptijatelné.

1432 Dermdlni studie

Aplikace pfimo na kzi miZe byt zvolena jako simulace hlavni cesty vstupu u
¢loveéka a jako modelovy zplsob vyvolani koZniho poskozeni.

1433 Inhalacni studie

ProtoZze inhalaCni studie jsou technicky komplikovanéjsi nez jiné zpisoby aplikace,
jsou zde uvedeny podrobnéji informace o této cesté podani. Intratrachedlni instilace
muze byt platnou alternativou v specifickych situacich.

Dlouhodobé expozice obvykle napodobuji ptedpokladané lidské expozice, takze
zvife je obvykle exponovano po ustileni koncentrace 6 hodin denné po 5 dnd v
tydnu (pferuSovana expozice), nebo v navaznosti na moznou expozici v prostiedi,
22-24 hodin denn€ po 7 dni v tydnu (kontinualni expozice), s pfiblizné 1 hodinou
pro krmeni zvifat denné ve stejnou dobu dne, pouzitou i pro €isténi expozi¢niho
boxu. V obou pfipadech jsou zvifata obvykle exponovéana fixnim koncentracim
testované latky. Hlavni rozdil mezi pferuSovanou a stalou expozici je v tom, Ze
v prvni ma zvite 17-18 hodin na ustup G¢ink denni expozice s jesté delSim obdobim
béhem vikendu.

Volba pferu§ované nebo kontinudlni expozice zavisi na cilech studie a na lidské
expozici, kterd ma byt simulovana. Nicméné, je tfeba vzit v uvahu urdité technické
obtize. Na priklad, vyhody kontinualni expozice pro simulaci podminek zevniho
prostfedi mohou byt narueny nutnosti piti a krmeni béhem expozice a pottebou
komplikovan&j3i (a spolehlivé) generace aerosolu nebo ur€ité koncentrace par a
technik monitorovani.

Expozi¢ni komory

Zvitata se exponuji v inhala¢nich komorach, jejichZ konstrukce zaru¢uje dynamicky
proud pro nejméné 12 vymén vzduchu za hodinu, aby byl zajistén dostate¢ny piisun
kysliku a rovnomérna distribuce expozi¢ni atmosféry. Kontrolni a expozi¢ni komory
by mély mit identickou konstrukci, tak aby byly expozi¢ni podminky srovnatelné ve
viech aspektech vyjma expozice testované latce. Uvnitf komory se obvykle udrzuje
mirny podtlak a tim se brani {iniku testované latky do okolniho prostredi. Komory by
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mély minimalizovat stisnénost testovanych zvifat. Obecné by v zajmu udrZeni
stabilni atmosféry v komofe objem zvifat nemél piesahnout 5 % objemu komory.

Me¢teni nebo monitorovani zahmuje:
(@) Pritok vzduchu: rychlost priitoku vzduchu komorou by méla byt nejlépe
kontrolovana kontinualné.
(b) Koncentrace: béhem denni expozice by koncentrace testované latky neméla
kolisat vice nez +15% stfedni hodnoty.

(c) Teplota a vlhkost: pro hlodavce, teplota by méla byt udriovéna v rozmezi
22+2°C a vlhkost v komorach 30-70 % vyjma ptipadd, kdy je voda
pouzivana k rozptyleni testované latky v atmosféfe komory. Oba parametry
by mély byt kontrolovany pribézné.

(d) Mefeni velikosti ¢astic: stanovi se distribuce velikosti &astic v atmosféie
komor u tekutych nebo pevnych aerosold. Aerosolové &astice maji byt
v respirabilni velikosti pro pouzité testovaci zvite. Vzorky atmosféry komor
se odebiraji z dychaci zony zvifat. Vzorek vzduchu ma byt reprezentativni
pro distribuci €éstic, kterym je zvife exponovano, a gravimetricky ma
odpovidat celému suspendovanému aerosolu, i kdyZ zna¢na &ast aerosolu
neni respirabilni. Analyza velikosti ¢astic se provadi asto b&hem vyvoje
generuyjiciho systému, aby se zajistila stabilita aerosolu, a poté b&hem
expozic tak Casto, aby bylo moZno posoudit stabilitu distribuce &stic,
kterym jsou zvifata exponovana.

1.4.4 Trvani studie

Trvani testu karcinogenity zahrnuje vétdi €ast normalni doby Zivota zvifete
pouzitého pro test. Test by mél byt ukonfen v 18 mésicich u my3i a kfeckl a 24
mésicich u potkanti. Nicméng, pro nékteré kmeny zvifat s delsi dobou Zivota,
respektive s nizkym spontdnnim vyskytem tumort, by doba ukonéeni studie méla
byt za 24 mésich pro mysi a kiecky a za 30 mésici pro potkany. Alternativng,
ukonceni takové prodlouzené studie je pfijatelné, kdyz pocet pfezivajicich u nejnizsi
davky nebo v kontrolni skupiné klesne na 25 %. Pii ukonéeni testu, ve kterém je
zfetelny sexualni rozdil odpovédi, se kazdé pohlavi posuzuje zvlast. Tam, kde uhyne
pred¢asné jen skupina s vysokou davkou ze zjevnych toxickych pf#i¢in, nemusi to
nutné vést k ukonceni celého testu, pokud ostatni skupiny nevykazuji toxické
projevy, které by Cinily problémy. Aby bylo moZno uznat negativni vysledek testu,
nesmi byt ztraty pouZitelnych udaju (autolyzou, kanibalismem nebo v disledku chyb
obsluhy) v Zadné skupiné vétsi nez 10% a preziti ve viech skupinach nesmi byt nizsi
nez 50% v 18 mésicich u mysi a k¥e¢kl a v 24 mésicich u potkani.

1.5 Popis postupu

1.5.1 Pozorovant

Denni pozorovani zvifat v klecich zahrnuje zmény kize a srsti, ol a sliznic, jakoz i
dychaciho, ob&hového, autonomniho a centrdlniho nervového systému,
somatomotorické aktivity a chovani.

Pravidelnd kontrola zvifat je nutnd, aby se zabranilo ztrdtdm zvifat ze studie
v disledku kanibalismu, autolyzy tkani nebo chyb v obsluze. Zvifata v agénii jsou
utracena a pitvana.

Klinické pfiznaky a mortalita by mély byt zaznamendny u v3ech zvirat. Zvlastni
pozornost je tfeba vénovat vyvoji tumorl: doba objeveni, lokalizace, rozméry,
vzhled a progrese kazdého viditelného ¢i hmatného tumoru se zaznamenava.
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Je tfeba provadét meéfeni spotfeby potravy (a vody tam, kde je testovana latka
podévana v pitné vod€) tydné béhem prvnich 13 tydnd a pak ptiblizné ve
tiimésiCnich intervalech, ledaze by zdravotni stav nebo zmény télesné hmotnosti
ukézaly nutnost jiné frekvence sledovani.

Télesné hmotnosti se zaznamenavaji individualné u vsech zvifat jednou tydn€ béhem
prvnich 13 tydnii obdobi testu a aspoii jednou za &tyfi tydny po tomto obdobi.

1.5.2 Klinicka vys$etfeni

1.5.2.1 Hematologie

Pokud pozorovani zvifat v klecich svéd¢i o zhorSeném zdravotnim stavu zvifat
béhem studia, je tfeba vysetfit diferencialni obraz bilych krvinek.

Za 12 mésici, za 18 mésici a pted utracenim zvifat se provede krevni natér ze vSech
zvifat. Diferencial bilych krvinek se provede ve vzorcich ze zvifat ve skupiné
s nejvy$si davkou a u kontrol. Pokud tato data, zv1asté Gdaje ziskané pfed utracenim,
nebo udaje z vySetfeni patologickych zmén naznaci nutnost, diferencial se vySetfi i u
skupiny s davkou nejbliZe nizsi, nez je vysoka davka.

1.5.2.2 Pitva

Kompletni pitva by méla byt provedena u vsech zvifat, véetn€ té€ch, kterd zemfela
béhem pokusu nebo byla utracena, protoZe byla nemocnd. Vsechny viditelné tumory
nebo léze, nebo 1éze které by mohly byt tumory, je tfeba uchovat.

Nasledujici organy a tkané by mély byt uchovany ve vhodnych médiich pro mozné
budouci histopatologické vySetfeni: mozek (vetné fezi prodlouZené michy/mostu,
moze&kové kory, kory mozkové), podvések mozkovy, §titnd zlaza a piistitnd téliska,
tkan thymu, trachea a plice, srdce, aorta, slinné Zlazy, jitra, slezina, ledviny,
nadledviny, pankreas, gonady, déloha, akcesorni pohlavni organy, kize, jicen,
7aludek, dvanacternik, jejunum, ileum, slepé stfevo, tracnik, konecnik, mocovy
méchyt, representativni lymfatickd uzlina, sami¢i mlééna Zlaza, svalovina stehna,
periferni nerv, sternum s kostni dfeni, stehenni kost v¢etné kloubu, micha na tfech
trovnich (kréni, stfedni hrudni a bederni) a o¢i.

Naplnéni plic a2 mo€ového méchyfe fixativem je optimélni zpiisob uchovéni téchto
tkani. Naplnéni plic v inhalaénich studiich je =zdsadni pro odpovidajici
histopatologické vySetfeni. V inhalagnich studiich by mél byt uchovan cely
respiraéni trakt véetné nosni dutiny, hltanu a hrtanu.

1.523 Histopatologické vySetFeni

(@ Uplna histopatologie se provede v organech a tkdnich viech zvifat, ktera
uhynula nebo byla utracena b&hem testu a u viech zvifat skupiny kontrolni a
s nejvyssi davkou.

(b) Vsechny tumory viditelné okem a léze, které jsou podeztelé jako tumory, se
vy3etii mikroskopicky u vsech skupin.

(¢) Je-li vyznamny rozdil v incidenci neoplastickych lézi mezi skupinou
s vysokou davkou a kontrolni skupinou, histopatologické vySetfeni se
provede v daném organu & tkani i v dal3ich skupinach.

(d) Je-li pfeziti ve skupiné s vysokou dévkou podstatné niZsi nez u kontrol,
méla by byt kompletné zkoumana i skupina s nejblizs{ nizsi davkou.

(e) Je-li ve skuping s vysokou davkou doklad o vyvolani toxickych nebo jinych
ueinkd, které by mohly ovlivnit neoplastickou odpovéd’, je tfeba kompletné
vysetfit nejblize nizsi davkovou uroveri.
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UDAIJE

Udaje se sumarizuji ve formé tabulek, ukazujicich pro kazdou testovanou skupinu
pocet zvifat na zacatku testu, pocet zvifat vykazujicich tumory zji§téné béhem testu,
doba jejich stanoveni a pofet zvifat stumory pfi utraceni. Vysledky se hodnoti
odpovidajici statistickou metodou. Mohou byt pouZity jakékoliv uznavané statistické
metody.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s pFslu$nymi pravnimi piedpisy’’ musi byt zpracovén projekt pokusu a o
prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o testu bude obsahovat nasledujici informace:
- zivodi$ny druh, kmen, zdroj, podminky ustajeni, dieta,
- podminky testu:
Popis expozi¢niho zatizeni:

véetné konstrukce, typu, rozmérl, zdroje vzduchu, systému pro vytvafeni
Castic a aerosoll, metody klimatizace, zne$kodfiovani vzduchu
vychazejicitho z aparatury a zplsobu umisténi zvifat v expozi¢nim boxu,
pokud se pouziva. Déle je tteba popsat zafizeni pro méfeni teploty, vlhkosti,
a tam, kde je to zadouci, stability koncentrace nebo velikosti €astic aerosolu.

Udaje o expozici: ve formé tabulky véetné primé&mych hodnot a variability
(napf. smérodatna odchylka) a mély by zahrnovat:

(a) rychlost pritoku vzduchu v inhalaé¢nim zafizeni,
(b) teplotu a vlhkost vzduchu,

(c) nomindlni koncentraci (celkové mnoZstvi testované latky vstupujici do
inhala¢ni aparatury déleno objemem vzduchu),

(d) povahu vehikula, je-li pouzito,
(e) skute¢né koncentrace v dychaci zoné,
() median velikosti ¢astic (tam kde je relevantni),

- davkové urovné (véetné vehikula, je-li uzito) a koncentrace,

- incidence tumori podle pohlavi, davky a typu tumoru,

- doba umrti béhem studie nebo zda zvifata prezila az do konce,

- vyskyt toxickych u&inkd podle pohlavi a davky,

- popis toxickych a jinych G¢inkd,

- doba, kdy byl pozorovén jakykoliv abnormalni pfiznak a jeho dalsi vyvoj,

- data o spottebé potravy a télesné hmotnosti,

- pouzité hematologické testy a vysledky,

- nalezy patologicko-anatomické,

- detailni popis vsech histopatologickych nalezd,

- statistické zpracovéni vysledki s popisem pouZitych metod.
Diskuse vysledkil.
Zavéry.
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B.33 KOMBINOVANY TEST CHRONICKE

TOXICITY/KARCINOGENITY
1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spole¢enstvi."
1.1 Princip testu

Cilem kombinovaného testu chronické toxicity/karcinogenity je uréit chronické a
karcinogenni G¢inky latky u n€kterého druhu savcl po dlouhodobé expozici.

Pro tento ucel je test karcinogenity doplnén alespori jednou exponovanou satelitni
skupinou a kontrolni satelitni skupinou. Davka pouzZitd pro tuto satelitni skupinu
miiZze byt vyssi nez nejvyssi davka pouZzitd pfi testu karcinogenity. Zvifata v testu
karcinogenity jsou zkouména jak na obecnou toxicitu, tak na karcinogenni odpovéd’.
Zvifata v exponované satelitni skupiné jsou testovana na obecnou toxicitu.

Testovana latka se podava obvykle 7 dnl v tydnu, vhodnou cestou, nékolika
skupinam pokusnych zvifat, 1 davka na skupinu, po vétsi &ast Zivota zvitat. Béhem a
po expozici testované latce jsou zvifata denné pozorovana za ulelem sledovani
projevil toxicity a vyvoje tumord.

1.2 Popis metody

Pokusna zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznadena tak, aby byla moznd
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
predpisu.'” Pred testem se mlada zdrava zvifata ndhodné rozdéli do kontrolnich a
exponovanych skupin.

1.2.1 Experimentalni zvifata

Preferovanym druhem je potkan. Na zékladé pfedchozich studii je moZno pouzit i
jiné druhy (hlodavce i nehlodavce). PouZivaji se zdravd mlada zvifata z bézné
chovanych kment laboratornich zvifat. Expozice by méla byt zapocata co nejdfive
po odstaveni mlad’at. Na za¢atku studie by nemél rozdil v hmotnosti zvifat ¢init vice
nez +20% od praméru. V pfipadé, Ze vlastni studii predchdzi test subchronické
oralni toxicity, je tfeba pouZit stejny druh a kmen v obou studiich.

1.2.2 Polet a pohlavi

Pro hlodavce se pouZije nejméné 100 zvifat (50 samic a 50 samcit) na kazdou trover
davky a soub&zna kontrolni skupina. Samice by mély byt nullipary a negravidni. Je-li
plénovéano pribézné utraceni zvifat, poty se zvysi o pocet zvifat, ktera budou takto
utracena pied koncem studie.

Exponované satelitni skupina (skupiny) pro hodnoceni patologie jiné neZ jsou
tumory by kazdd méla obsahovat 20 zvifat pro kazdé pohlavi, zatimco satelitni
skupina kontrol by méla obsahovat 10 zvifat kazdého pohlavi.

123 Davkové urovné a frekvence expozic

Pro test karcinogenity se zvoli ptinejmensim 3 ddvkové drovné krome soub&zné
kontrolni skupiny. Nejvy3si davkova aroveii by méla vyvolat pfiznaky minimalni
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toxicity, jako je mimy pokles véhovych ptirGstkii (méné nez 10%), bez
podstatn€jSich zmén normalni doby doziti danych jinymi udinky nez tumory.
délkou Zivota zvifete nebo vyvolat jakékoli znamky toxicity. Obecné by neméla byt
niz8i nez 10% vysoké davky. Stfedni davkw/davky je tfeba stanovit ve stiednim
pasmu mezi vysokou a nizkou davkou.

Pti volbé davkovych trovni by se mély vzit v ivahu predchozi testy a studie toxicity.

Pro tucely testovani chronické toxicity jsou v testu zahrnuty satelitni exponované
skupiny a soubéznd kontrolni satelitni skupina. Vysoka davka pro exponovani
satelitni zvifata by méla vyvolat zietelné ptiznaky toxicity.

Expozice se provadi obvykle denné. Je-li latka podavana v pitné vodé nebo
pfimiSena do potravy, méla by byt stle k disposici.

1.2.4 Kontroly

SoubéZna kontrolni skupina je identicka v kazdém ohledu s exponovanou skupinou,
vyjma expozice testované latce.

Ve zvlastnich ptipadech, jako jsou inhala¢ni studie s aerosoly nebo pouzije-li se pro
oralni aplikaci emulgatoru, jehoZ biologicka aktivita neni charakterizovana, zafadi se
dal3i negativni kontrolni skupina, ktera neni exponovana ani vehikulu.

1.2.5 Zpusob aplikace

Tti hlavni cesty aplikace jsou oralni, dermélni a inhala¢ni. Volba zpisobu podéani
zavisi na fyzikdlnich a chemickych charakteristikich testované latky a
pravdépodobnému zpisobu expozice u ¢lovéka.

1.2.5.1 Ordlni studie

Tam, kde se testovana latka vstfebava z gastrointestindlniho traktu a je-li poZiti
jedna z cest, jimiZ mdZe byt exponovan &lovék, dava se prednost oralni aplikaci,
pokud nejsou proti tomu néjaké divody. Zvitata mohou dostat testovanou latku v
potravé, rozpusténu v pitné vodé nebo podanou v tobolce.

Idealné by se méla latka podavat 7 dnl v tydnu, protoze davkovani 5 dnd v tydnu
muzZe vést k vymizeni toxicity nebo naopak vyvolat "abstinenéni" ptiznaky v obdobi
bez aplikace, a tudiz ovlivnit vysledky a nasledné hodnoceni. Nicméné, pfedevsim s
ohledem na praktické aspekty, davkovani pétkrat tydné je povazovéno za piijatelné.

1.2.52 Dermadlni studie
Aplikace pfimo na kizi miZe byt zvolena jako simulace hlavni cesty vstupu
u ¢lovéka a jako modelovy zplsob vyvolani kozniho poskozeni.

1.2.53 Inhalacni studie

ProtoZe inhalagni studie jsou technicky komplikovanéjsi nez jiné zplsoby aplikace,
jsou zde uvedeny podrobnéji informace o této cesté podani. Intratrachedlni instilace
muze byt platnou alternativou v specifickych situacich.

Dlouhodobé expozice obvykle napodobuji pfedpokladané lidské expozice, takze
zvife je obvykle exponovano po ustdleni koncentrace 6 hodin denné po 5 dnd v
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1.2.6

tydnu (pferuSovana expozice), nebo v navaznosti na moznou expozici v prostiedi.
22-24 hodin denné po 7 dnd v tydnu (kontinualni expozice), s pfiblizné jednou
hodinou pro krmeni zvifat denné ve stejnou dobu dne, pouitou i pro Cisténi
expozi¢niho boxu. V obou ptipadech jsou zvifata obvykle exponovana fixnim
koncentracim testované litky. Hlavni rozdil mezi pferusovanou a stdlou expozici je
v tom, Ze v prvni ma zvife 17-18 hodin na Gstup G¢inkd denni expozice s jestd
del$im obdobim béhem vikendu.

Volba pferuSované nebo kontinudlni expozice zavisi na cilech studie a na lidské
expozici, kterd ma byt simulovana. Nicméné, je tfeba vzit v tvahu uréité technické
obtize. Na pfiklad, vyhody kontinudlni expozice pro simulaci podminek zevniho
prostfedi mohou byt naruSeny nutnosti piti a krmeni béhem expozice a potiebou
komplikovangj$i (a spolehlivé) generace aerosolu nebo urdité koncentrace par a
technik monitorovani.

Expozi¢ni komory

Zvifata se exponuji v inhalaénich komorach, jejichZ konstrukce zaru¢uje dynamicky
proud pro nejméné 12 vymén vzduchu za hodinu, aby byl zajiitén dostate¢ny pfisunu
kysliku a rovnomeéma distribuce expozi¢ni atmosféry. Kontrolni a expozi¢ni komory
by mély mit identickou konstrukei, tak aby byly expozi¢ni podminky srovnatelné ve
vSech aspektech vyjma expozice testované latce. Uvnitt komory se obvykle udrzuje
mirny podtlak a tim se brani uniku testované latky do okolniho prosttedi. Komory by
mély minimalizovat shlukovani testovanych zvitat. Obecné by v zajmu udrZeni
stabilni atmosféry v komote objem zvifat nemél presdhnou 5 % objemu komory.

M¢éfteni nebo monitorovani zahrnyje:

(a) pratok vzduchu: rychlost pritoku vzduchu komorou by méla byt nejlépe
kontrolovana kontinualné,

(b) koncentrace: béhem denni expozice by koncentrace testované latky neméla
kolisat vice nez £15% stfedni hodnoty,

(c) teplota a vlhkost: pro hlodavce, teplota by méla byt udrzovana v rozmezi
22+2°C a vlhkost v komorach 30 -70 % vyjma pfipadd, kdy je voda
pouzivana k rozptyleni testované latky v atmosféte komory. Oba parametry
by mély byt kontrolovany prubézné,

(d) méfeni velikosti Céastic: méla by byt stanovena distribuce velikosti ¢astic
v atmosféte komor u tekutych nebo pevnych aerosoll. Aerosolové &astice by
mély byt v respirabilni velikosti pro pouzité testovaci zvife. Vzorky
atmosféry komor se odebiraji z dychaci zony zvifat. Vzorek vzduchu by mél
byt representativni pro distribuci ¢astic, kterym je zvife exponovano, a mél
by gravimetricky odpovidat celému suspendovanému aerosolu, i kdyz
znacna ¢4st aerosolu neni respirabilni. Analyza velikosti ¢astic by méla byt
provadéna ¢asto bé¢hem vyvoje generujiciho systému, aby zajistila stabilitu
aerosolu, a poté béhem expozic tak ¢asto, aby bylo moZno posoudit stabilitu
distribuce ¢&astic, kterym jsou zvifata exponovana.

Trvani studie
Trvani testu karcinogenity zahrnuje vét§i ¢ast normalni doby Zivota zvifete
pouzitého pro test. Test by mél byt ukoncen v 18 meésicich u my3i a kieckt a 24
mésicich u potkant. Nicméné&, pro nékteré kmeny zvifat s del$i dobou Zivota,
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respektive s nizkym spontadnnim vyskytem tumori, by doba ukonéeni experimentu
méla byt za 24 mésicl pro mysi a kiecky a za 30 mésict pro potkany. Alternativné,
ukonceni takové prodlouzene studie je pfijatelné, kdyZ pocet ptezivajicich u nejnizsi
davky nebo v kontrolni skupin€ klesne na 25 %. PHi ukonéeni testu, ve kterém je
zfetelny sexudlni rozdil odpovédi, kazdé pohlavi se posuzuje zviast'. Tam, kde uhyne
pfed¢asné jen skupina s vysokou déavkou ze zjevnych toxickych pti¢in, nemusi to
nutné veést k ukonceni celého testu, pokud ostatni skupiny nevykazuji toxické
projevy, které by €inily problémy. Aby bylo moZno uznat negativni vysledek testu,
nesmi byt ztraty pouzitelnych idaji (autolyzou, kanibalismem nebo v disledku chyb
obsluhy) v Zadné skupiné vétsi nez 10% a preZiti ve vSech skupindch nesmi byt niz3i
nez 50% v 18 mésicich u mysi a kfe¢kid a v 24 mésicich u potkani.

Satelitni skupiny 20 davkovanych zvifat pro kazdé pohlavi a 10 pfipojenych
kontrolnich zvifat kazdého pohlavi pouzitych pro testovani chronické toxicity by
mély byt v pokusu aspori 12 mésicd. U téchto zvifat by mélo byt planovano utraceni
tak, aby umoZnilo odliSeni patologie, ktera ma vztah k testované latce, od
komplikujicich projeva starnuti.

1.3 Popis postupu

1.3.1 Pozorovani

Denni pozorovani zvifat v klecich zahrnuje zmény kiZe a srsti, oéi a sliznic, jakoZ i
dychaciho, obghového, autonomniho a centrdlniho nervového systému,
somatomotorické aktivity a chovani.

U zvifat exponované satelitni skupiny (skupin) se provadi v pfiméfenych intervalech
klinické vySetfeni.

Pravidelna kontrola zvifat je nutna, aby se zabranilo ztratdm zvifat ze studie napf.
v dtsledku kanibalismu, autolyzy tkani nebo chyb v obsluze. Zvifata v agoénii by
méla byt utracena a pitvana.

Klinické piiznaky véetné neurologickych a o¢nich ndlezi a mortalita se
zaznamenavaji u viech zvifat. Zvlastni pozornost je tfeba vénovat vyvoji tumoru:
doba objeveni, lokalizace, rozméry, vzhled a progrese kaZzdého viditelného ¢&i
hmatného tumoru se zaznamenava.

Je tfeba provadét méfeni spotfeby potravy (a vody tam, kde je testovana latka
poddvdna v pitné vod&) tydné béhem prvnich 13 tydni a pak pfiblizné ve
tiim&si¢nich intervalech, ledaze by zdravotni stav nebo zmény télesné hmotnosti
ukézaly nutnost jiné frekvence sledovani.

T&lesné hmotnosti se zaznamenavaji individualné u vech zvifat jednou tydné béhem
prvnich 13 tydn@ obdobi testu a aspori jednou za ¢tyfi tydny po tomto obdobi.

132 Klinicka vy§etfeni

1.3.2.1 Hematologie

Hematologickd vySetfeni (napt.obsah hemoglobinu, hematokrit, celkovy pocet
erytrocytd, celkovy poget bilych krvinek, krevnich desti¢ek, nebo dalsi méfeni
srazlivost]) by méla byt provadéna za 3 mésice, 6 mésich a poté v pfibliZné
Sestimési¢nich intervalech, a na konci na vzorcich krve od 10 potkanil na pohlavi
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z kazdé skupiny. Tam kde je to mozné, vzorky ve vsech intervalech by mély byt od
tychz potkana.

Pokud pozorovéani zvitat v klecich svéd¢i o zhor§eném zdravotnim stavu zvifat
béhem studia, je tfeba vysetfit diferencialni obraz bilych krvinek.

Diferencidlni obraz bilych krvinek se provede ve vzorcich ze zvifat ve skupiné
s nejvyssi davkou a u kontrol. Pokud tato data, nebo udaje z vySetfeni patologickych
zmén naznaci nutnost, diferencial se vySetti i u skupiny s davkou nejbliZe nizsi, nez
je vysoka davka.

1.32.2 Analyza moci

Vzorky moci od 10 potkant od kazdého pohlavi se sbiraji pro analyzu od stejnych
zvifat a ve stejnych intervalech jako hematologické zkousky. Nasledujici stanoveni
jsou provedena bud’ na vzorcich jednotlivych zvifat nebo na smésném vzorku pro
skupiny podle davek a pohlavi:

- vzhled moéi, objem a hustota u jednotlivych zvitat,
- proteiny, glukosa, ketolatky, okultni krvaceni (semi-kvantitativné),

- mikroskopické vySetfeni sedimentu (semi-kvantitativné).

1.3.2.3 Biochemické vySetFeni

V pfiblizné Sestimési¢nich intervalech a na zavér jsou odebrany krevni vzorky pro
biochemicka méfeni od vSech nehlodavcli a 10 potkani obojiho pohlavi, pokud
mozno pro tytéZz potkany ve vdech intervalech. Od nehlodavci se vedle toho
odeberou vzorky pied testem. Z téchto vzorki je pfipravena plasma a jsou provedeny
nasledujici zkousky :

celkova koncentrace proteint,
- koncentrace albuminu,

- testy na funkci jater (napf. aktivita bazické fosfatazy, aktivita glutamat
pyruvat transamindzy (nyni zndma jako sérovéa alanin aminotransferaza),
glutamat acetat transamindzy (nyni zndma jako sérova aspartit
aminotransferaza), gama glutamyl transpeptidazy, ornithin dekarboxylazy,

- metabolismus cukri, napf. krevni glukosa nala¢no,

- test na funkci ledvin, napf. dusik moc€oviny v krvi.

1324 Makroskopické patologické vySetFeni

Kompletni pitva se provede u viech zvifat, véetn& téch, kterd zemfela b&hem
pokusu nebo byla utracena v agénii. Pfed utracenim se odeberou vzorky krve viech
zvifat pro diferencialni obraz bilych krvinek. Viechny viditelné léze, tumory nebo
1éze, nebo léze které by mohly byt tumory, je tfeba uchovat. Mélo by byt provedeno
porovnani anatomicko-patologickych zmén s mikroskopickymi nalezy.

Organy a tkdné se uchovavaji pro histopatologické vySetfeni. Obvykle se jedna o
nasledujici organy a tkan&: mozek (prodlouzené michy/mostu, mozetkové kory,
kory mozkové), podvések mozkovy, Stitnou Zlazu a piistitna t€liska, thymus, trachea
a plice, srdce, aortu, slinnou zlazu, jatra, slezinu, ledviny, nadledviny, jicen, Zaludek,
dvanicternik, jejunum, ileum, slepé sttevo, tratnik, kone¢nik, mocovy méchyf,
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lymfatické uzliny, slinivku, gonady, akcesorni pohlavnich organy, sami¢i mlé&né
Zlazy, kazi, svalovinu, periferni nervy, michu (kréni, hrudni a bederni), sternum s
kostni dfeni, stehenni kost v€etn€ kloubd, a oci. Naplnéni plic a mog¢ového méchyte
fixativem je optimdlni cestou ke konzervaci t&chto tkani; naplnéni plic v inhala¢nich
studiich je zisadni pro odpovidajici histopatologické zkoumani. Ve specialnich
studiich, jako jsou inhalaéni studie, ma byt studovan cely respiradni trakt véetné
nosu, hltanu a hrtanu.

Pozndmka: §titna Zlaza s pristitnymi télisky ze viech nehlodavcli musi byt zvaZena
stejné jako mozek, jatra, ledviny, nadledviny a gonady z 10 zvifat na pohlavi a na
skupinu u hlodavcii a ze viech nehlodavci.

Byla-li provedena jina klinickd vySetfeni, informace ziskané z téchto procedur by
mély byt k disposici pfed mikroskopickym vySetfenim, protoZze mohou dat
patologovi vyznamné voditko.

1.3.2.5 Histopatologie
Pro testovani chronické toxicity:

Podrobné vySetteni se provede ve viech uchovanych organech viech zvifat satelitni
skupiny s vysokou davkou a satelitni kontrolni skupiny. Pokud se v satelitni skupiné
exponované nejvyss$i davce najdou patologické zmeény zplsobené latkou, vySetii se
histologicky cilové organy vsech ostatnich zvifat z ostatnich exponovanych
satelitnich skupin i ze vSech exponovanych skupin ¢asti studie vénované
karcinogenité pii jejim ukonceni.

Pro testovani karcinogenity:

(a) tplna histopatologie se provede v organech a tkanich vSech zvifat, ktera
uhynula nebo byla utracena b&hem testu a u vSech zvifat skupiny kontrolni a
s nejvyssi davkou;

(b) vsechny tumory viditelné okem a léze, které jsou podezielé jako tumory, se
vysetii mikroskopicky u viech skupin;

(c) je-li vyznamny rozdil v incidenci neoplastickych 1ézi mezi skupinou s
vysokou davkou a kontrolni skupinou, histopatologické vySetfeni se provede
v daném organu ¢i tkani i v dalsich skupinach;

(d) je-li preziti ve skuping s vysokou davkou podstatné niZ3i nez u kontrol, méla
by byt kompletné zkoumaéna i skupina s nejbliz3i nizsi davkou,;

(e) je-li ve skupiné s vysokou davkou doklad o vyvolani toxickych nebo jinych
¢inkd, které by mohly ovlivnit neoplastickou odpovéd’, je tfeba kompletné
vy3etfit nejblize niz§i davkovou uroverl.

2 UDAJE
Udaje se sumarizuji ve formé tabulek, ukazujicich pro kazdou testovanou skupinu
polet zvifat na za¢atku testu, pocet zvifat ukazujicich tumory zji$téné béhem testu,
dobu jejich stanoveni a podet zvifat s tumory pii utraceni. Vysledky se hodnoti
odpovidajici statistickou metodou. Mohou byt pouzity jakékoliv uznavané statistické
metody.

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pfislu§nymi pravnimi pfedpisyg) musi byt zpracovan projekt pokusu a
o pribéhu pokusu je nutno vést protokol.



Strana 8736 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Cistka 147

Zprava o testu musi obsahovat nasledujici informace:

- Zivocidny druh, kmen, zdroj, podminky ustajeni, dieta,

- podminky testu:
popis expoziéniho zafizeni:
v€etn€ konstrukce, typu, rozmért, zdroje vzduchu, systému pro vytvafeni
Castic a aerosoli, metody klimatizace, zneskodniovani vzduchu
vychézejiciho z aparatury a zpisobu umisténi zvifat v expoziénim boxu
pokud se pouzivé. Dile je tfeba popsat zafizeni pro méfeni teploty, vlhkosti,
a tam, kde je to Zadoucli, stability koncentrace nebo velikosti ¢astic aerosolu.

Udaje o expozici: ve formé tabulky véetng primémych hodnot a variability
(napf. smérodatnd odchylka) by mély zahrovat:

(a) rychlost proudu vzduchu v inhala¢nim zafizeni,
(b) teplotu a vlhkost vzduchu,

(c) nomindlni koncentraci (celkové mnoZstvi testované latky vstupujici do
inhala¢ni aparatury déleno objemem vzduchu),

(e) povahu vehikula, je-li pouzito,

(f) skute¢né koncentrace v dychaci zong,

(g) median velikosti ¢astic (tam kde relevantni),
- davkové urovné (véetné vehikula, je-1i uzito) a koncentrace,
- data incidence tumort podle pohlavi, davky a typu tumoru,

- doba umrti béhem studie nebo zda zvifata pfezila az do konce, véetné
satelitnich skupin,

- vyskyt toxickych u¢inki podle pohlavi a davky

- popis toxickych a jinych u¢inkd,

- doba, kdy byl pozorovan jakykoliv abnormalni ptiznak a jeho dalsi vyvoj,

- data o spotfebé potravy a télesné hmotnosti,

- oftalmologické nalezy,

- pouzité hematologické testy a vysledky,

- testy klinické biochemie a v3echny vysledky (v€etné vysledki analyzy
" moci),

- nalezy patologicko-anatomické,

- detailni popis vSech histopatologickych nalezi,

- statistické zpracovani vysledkd s popisem pouzitych metod.

Diskuse vysledka.

Zavéry.
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B.34 REPRODUKCNI TOXICITA - JEDNOGENERACNI TEST

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spole¢enstvi."

1.1 Princip testovaci metody

Testovana latka se podava nékolika skupinam samic a samcd v odstupfiovanych
davkach.

Samci dostavaji testovanou latku v dobé ristu a alespori v prabéhu jednoho tplného
spermatogenniho cyklu (pfiblizné 56 dntt u mysi a 70 dnd u potkant), aby byl
zachycen jakykoliv nepfiznivy u¢inek testované latky na spermatogenezu.

Samice rodi¢ovské generace (P) dostavaji latku po dobu alesponi 2 estralnich cykld,
aby byl zachycen jakykoliv neptiznivy u¢inek testované latky na estrus. Zvifata jsou
poté piipusténa. V dobé pfipousténi se testovana latka podava zvifatim obou
pohlavi, v dobé gravidity a kojeni pouze samicim.

Pro inhalaéni aplikaci je tfeba metodu modifikovat.
1.2 Popis testovaci metody

1.2.1 Priprava

Pokusnd zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho pfedpisulo) a oznalena tak, aby byla mozZna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
piedpisu.'” Pfed zahdjenim testu se zdrava mlada dospéla zvifata nahodné rozdéli
do kontrolni a exponovanych skupin.

Doporuéuje se testovanou latku podavat v potravé nebo v pitné vodé€. Jiné zplsoby
podani jsou také pfijatelné. V3echna zvifata latku dostavaji stejnym zplsobem
v pribéhu celého testu. Pokud se pouzivé k usnadnéni aplikace vehikulum nebo jiné
aditivum, musi byt o nich znamo, Ze nemaji toxické u¢inky. Latka se aplikuje 7 dnt
v tydnu.

1.2.2 Pokusna zvifata

1.2.2.1 Vybér druhu

Déava se prednost potkanim nebo mys$im. PouZivaji se zdrava zvifata, do té doby
nepouzita pro jiné experimenty. Nepouziva se kment s nizkou plodnosti. Musi byt
plné charakterizovana co do druhu, kmene, pohlavi a hmotnosti a/nebo véku.
Plodnost musi byt ovéfena vhodnym zplisobem u obou pohlavi. Zvifata v obou
skupinach, exponované a kontrolni, musi byt odstavena pfed zahajenim aplikace.

1.2.2.2 Pocet a pohlavi

Kazda exponovana i kontrolni skupina musi mit dostate¢ny pocet zvitat, aby bylo
zarudeno cca 20 bfezich samic s pfiblizné stejnym terminem porodu. Cilem je ziskat
dostate&ny pocet téhotenstvi a potomstva, a tim zajistit spolehlivé hodnoceni vlivu
latky na plodnost, pribéh gravidity a matefské chovani v P generaci, kojeni, rist a
vyvoj potomstva generace F; od poceti do odstavu.
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1.2.3 Podminky testu

Vodu a potravu dostavaji zvifata ad libitum. Pted porodem se téhotné samice
premisti do zvlaStnich porodnich nebo matefskych kleci a je jim poskytnut material
pro vytvoreni hnizda.

1.2.4 Davkovani

Pouziji se alespoft 3 exponované skupiny a 1 kontrolni. Pokud se pouziva pro
aplikaci testované latky vehikulum, pak zvifata kontrolni skupiny dostavaji
vehikulum v nejvy$$im pouzitém objemu. Pokud testovana latka sniZuje pfijem a
Vyuziti potravy, je tfeba uvazit pouziti dal§i kontrolni skupiny, sparované co do
VyZivy.

Testovana latka v nejvy3si koncentraci ma v idedlnim pfipadé - pokud to neni
omezeno jejimi fyzikalng-chemickymi vlastnostmi nebo povahou biologického
winku - vyvoldvat toxicitu, ale Zadnd uhynuti v rodiovské populaci. Sttedni
dévka(y) by méla(y) vyvolat minimdlni toxické uginky, které by se daly pfipsat
testované latce, a nejniZ8i divka by neméla vyvoldvat 2zadné pozorovatelné
nepfiznivé G¢inky, ani u rodi¢l ani u potomstva.

Pfi podani sondou nebo v tobolkach se davka stanovi individualné na zaklad&
hmotnosti zvifete a pfizplsobuje se kazdy tyden podle zmény véhy. V ptipadé
t€hotnych samic davky mohou byt piipadné uréeny na zakladé télesné hmotnosti v
nultém nebo Sestém dnu od zagatku t&hotenstvi.

1.2.5 Limitni test

V ptipadé latek s nizkou toxicitou, pokud se ani ddvka 1000 mgkg™ neprojevuje
Zadnym toxickym uCinkem na reprodukci, nemusi se provadét studie na jinych
davkovych trovnich. Pokud predbézna studie ukaze, Ze vysoka davka, vyvolavajici u
matek jasné piiznaky toxicity, nema nepfiznivé GCinky na plodnost, neni nutné
provadét studie na jinych davkovych urovnich.

1.3 Popis postupu

1.3.1 Plan pokusu

Denni aplikace samcim rodi€ovské generace (P) za¢ne ve véku 5 az 9 tydndi, po
nejméné pétidenni aklimatizaci po odstaveni. U potkant aplikace pokracuje 10 tydnd
pted obdobim pfipousténi (8 tydnl pro mysi). Samci se bud’ utrati a vySetfi na konci
obdobi pripousténi, nebo se pokraCuje v aplikaci a mohou byt pouZiti pro produkei
dalich vrhi a jsou pak utraceni a vySetfeni nékdy pfed koncem pokusu.

Denni aplikace samicim rodi¢ovské generace (P) zaéne po pétidenni aklimatizaci a
pokracuje aspon 2 tydny pfed obdobim pfipousténi. Denni aplikace pokraéuje pak po
celé 3 tydny obdobi pfipousténi, v dobé gravidity az do odstaveni F, generace. Je
ptipustnd zména déavkovaciho planu podle znalosti o vlastnostech studované latky,
napf. o indukci metabolismu a/nebo bioakumulaci.

1.3.2 Postup pfi pfipousténi
Je moZno pouzit parovani 1:1 (jedna samice a jeden samec) anebo 1:2 (jeden samec
ke dvéma samicim).
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V pfipadé 1:1 péarovani, samice se ponechd s tymz samcem ve spole¢né kleci do
ot¢hotnéni anebo po dobu 3 tydnt. Kazdé rano jsou samice vySetfeny na pfitomnost
spermatu nebo vagindlni zatky. Den 0 t€hotenstvi je definovan jako den nalezu
vaginalni zatky nebo spermatu.

Dvojice, u kterych nedojde k oplodnéni, je tfeba vySetfit s cilem zjistit ddvod
neplodnosti paru. To je mozné bud poskytnutim dalSi pfilezitosti k oplodnéni s
osvédEenymi jedinci obou pohlavi nebo mikroskopickym vySetfenim reprodukénich
organt nebo vySetfenim estralniho cyklu a spermatogenezy.

1.3.3 Velikost vrhu

Zvifatim pouzitym pro vySetfeni plodnosti je ponechdna moznost porodit normalné
a peCovat o své potomstvo do okamziku odstaveni bez standardizace velikosti vrhi.
Pokud se velikost vrhii standardizuje, je tfeba dodrZet nasledujici postup: mezi 1. a
4. dnem po porodu se velikost vSech vrhi upravi vyfazenim nadbyteénych jedinct
tak, aby se dosahlo podtu 4 samci a 4 samic na vrh; pokud to neni proveditelné, je
mozno standardizovat na jiné pocty, napiiklad 5 samcti a 3 samice. Vrhy mensi nez 8
nelze standardizovat.

134 Pozorovani

Kazdé zvife musi byt pozorovano alespoii jednou za den. Vyznamné zmény chovani,
priznaky ztizeného nebo prodlouzeného porodu, a viechny ptiznaky toxicity, véetné
mortality, se zaznamenavaji. Pfijem potravy se mé&fi denné jak pfed tak b&hem doby
pfipousténi. B&hem gravidity je vhodné kontrolovat pfijem potravy denné. Po
porodu a v pritbéhu laktace se méH pfijem potravy (a vody, pokud se latka podava v
pitné vodg&) ve stejny den, kdy je potomstvo vaZeno. Rodi¢ovska P zvifata se vazi
prvni den aplikace a pak tydné. V3echna pozorovani se zaznamenavaji individualné
pro kazdé dospélé zvire.

Doba gestace se poéita od dne O t&hotenstvi. Kazdy vrh se co nejdfive po porodu
vySetii a stanovi se polty a pohlavi mldd’at, poéet mrtvych a Zivych poroda a
ptitomnost hrubych anomalif.

Mrtva mladata a mladata utracena ve &tvrtém dnu se uchovaji pro vySetfeni na
mozné defekty. Ziva mlad’ata se spoitaji a celé vrhy se zvazi rdno po porodu, ve
&tvrtém a sedmém dnu a potom kazdy tyden do ukonéeni studie, kdy jsou zvifata
zvaZzena individualné. Pozoruji se a zaznamenavaji viechny abnormality v chovani a
fyzickém stavu matek a potomstva.

1.3.5 Patologie

1.3.5.1 Pitva

Po utraceni nebo umrti se viechna zvifata generace P makroskopicky vySetii na
strukturni abnormality anebo patologické zmény, se zvlastni pozornosti k organim
reprodukéniho systému. Mlad’ata zemfela nebo umirajici se vy3etfi na defekty.

1.3.5.2 Histopatologickd vysetfeni

Vaje¢niky, déloha, d€lozni hrdlo, vagina, varlata, epididymis, semenné vacky,
koagulaéni 7laza, prostata, hypofysa a cilové organy viech zvifat generace P se
uchovaji pro mikroskopické vy3etfeni. V ptipadé, Ze tyto organy nebyly doposud
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vySetfeny v jinych mnohadavkovych studiich, provede se mikroskopické vysetteni
u viech zvifat kontrolni skupiny a skupiny dostavajici nejvy3si davku a dale u zvitat,
ktera zemiela v priub&hu pokusu.

Organy, které jevily abnormality u té€chto skupin zvifat, se vy3etfi i u P zvifat
ostatnich ddvkovych skupin. V téchto pfipadech se mikroskopicky vysetfuji viechny
tkan€ makroskopicky postiZzené. Jak jiz bylo uvedeno, reprodukéni organy zvitat
podezielych z neplodnosti se maji téZ podrobit mikroskopické analyze.

2 UDAJE

Data se sumarizuji v tabulkach, kde je uveden pro kazdou ddvkovou skupinu podet
zvifat na zacatku pokusu, pocet plodnych samci, pocet t¢hotnych samic, typ zmén a
procento zvifat nesoucich tyto zmény.

Numerické vysledky se byt statisticky zpracovavaji pfislusnou statistickou metodou.
Muze se pouzit kterdkoliv obecné pfijimana statisticka metoda.

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s pisluinymi pravnimi pfedpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a o
prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

Zprava o experimentu by méla pokud mozno obsahovat nasledujici udaje:
- druh /kmen pouzitych zvirat,

- udaje o toxické odezvé v zavislosti na davce a pohlavi, v€etné ukazateld
plodnosti, gestace a Zivotaschopnosti,

- dobu uhynuti v pribéhu studie nebo zda zvifata prezila do ukon¢eni pokusu,

- tabulka uvadgjici hmotnost kazdého vrhu, primérnou hmotnost jednotlivych
mlad’at a kone¢nou individudlni hmotnost potomka,

- toxické a dalsi G¢inky na reprodukci, potomstvo a postnatalni rist,
- den, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormalni pfiznaky a jejich dalsi
vyvoj,
- télesna hmotnost zvitat P generace,
- pitevni ndlezy,
- detailni popis viech mikroskopickych nalezi,
- statistické zpracovani vSech udaji, pokud je mozné.
Diskuse vysledk.
Zavéry.
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B.35 REPRODUKCNI TOXICITA - DVOUGENERACNI TEST

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spole¢enstvi.”

1.1 Princip testovaci metody.

Testovana latka se podava nékolika skupindm samic a samcl v odstupfiovanych
davkach.

Samci rodi¢ovské (P) generace dostavaji testovanou latku v dobé ristu a alespori
v pribéhu jednoho spermatogenniho cyklu (pfiblizné 56 dnit u mysi a 70 dnii
u potkanl), aby byl zachycen jakykoliv nepfiznivy G¢inek testované latky na
spermatogenezu.

Samice rodi¢ovské generace (P) dostavaji latku po dobu alespori dvou estralnich
cykld, aby byl zachycen jakykoliv nepfiznivy G¢inek testované latky na estrus.

Zvitata jsou poté pfipusténa. V dobé pfipousténi se testovana latka podavé zvitatim
obou pohlavi a potom, v dobé gravidity a kojeni, pouze samicim. Po odstaveni je
latka podavana zvifatim filidlni generace F, v priibéhu ristu do dospélosti, v dobé
pafeni a az do doby odstaveni F, generace.

Pro inhala¢ni aplikaci je tfeba metodu modifikovat.
1.2 Popis testovaci metody

1.2.1 Ptiprava

Pokusnad zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvladtniho pravniho predpisu'® a oznaGena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
predpisu.'”

Pfed zahijenim testu jsou zdrava zvifata ndhodné rozdélena do kontrolni a
exponovanych skupin. Rodi¢ovska zvifata (P) jsou chovdna nejméné 5 dnit pied
zahdjenim pokusu v téch podminkach ustajeni a krmeni, v jakych budou béhem
experimentu. Doporuduje se testovanou latku podavat v potravé nebo v pitné vodé.
Jiné zpisoby podéani jsou také moZné. VSechna zvifata latku dostdvaji stejnym
zpisobem v prib&hu celého testu. Pokud se pouZivd k usnadnéni aplikace
vehikulum nebo jiné aditivum, musi byt o nich zndmo, Ze nemaji toxické ucinky.
Latka se aplikuje 7 dni v tydnu.

1.2.2 Pokusna zvifata

V pokuse se piednostné pouZivaji potkani nebo mysi. PouZivaji se zdrava P zvifata,
do té doby nepouzita pro jiné experimenty. Nepouziva se kmenl s nizkou plodnosti.
Zvitata musi byt plné charakterizovdna co do druhu, kmene, pohlavi a hmotnosti
nebo v&ku. Plodnost musi byt ovéiena u obou pohlavi. Zvifata v obou skupinich,
exponované a kontrolni, musi byt odstavena pfed zahdjenim aplikace.

1.2.3 Pocget a pohlavi

Kazda exponovana i kontrolni skupina musi mit dostatetny pocet zvifat, aby bylo
zarugeno cca 20 bfezich samic s pfibliZzné stejnym terminem porodu. Cilem je ziskat
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dostateCny pocCet t€hotenstvi a potomstva a tak zajistit spolehlivé hodnoceni vlivu
latky na plodnost, pribéh gravidity a matefské chovani, kojeni, rist a VYVOj
potomstva generace F; od poceti do dospélosti a vyvoj jejich potomstva generace F,
az do odstaveni.

1.2.4 Podminky testu

Vodu a potravu dostavaji zvifata ad libitum. Pfed porodem se t&hotné samice
pfemisti do zvlastnich porodnich nebo matefskych kleci a je jim poskytnut material
pro vytvoteni hnizda.

1.2.5 Davkovani

Pouziji se alespori 3 exponované a 1 kontrolni skupina zvifat. Pokud se pouziva pro
aplikaci testované latky vehikulum, pak zvifata kontrolni skupiny dostavaji
vehikulum v nejvétsim pouZitém objemu. Pokud testovana latka sniZuje piijem a
utilizaci potravy, je tfeba uvazit pouziti dalsi kontrolni skupiny, sparované co do
VyZivy.

Testovand latka v nejvyssi koncentraci ma v idedlnim pfipadé, pokud to dovoli
fyzikalné-chemické vlastnosti latky a jeji biologické uinky, vyvolavat toxicitu a
nikoli mortalitu v rodiCovské populaci. Stfedni davka(y) by méla(y) vyvolat
by neméla vyvolavat Zadné pozorovatelné nepfiznivé u¢inky ani u rodi¢t ani u
potomstva.

Pfi podani sondou nebo v tobolkdch se davka stanovi na zadkladé individuélni
hmotnosti zvifete a pfizpisobuje se kazdy tyden podle zmény hmotnosti. V pfipadé
téhotnych samic, davky mohou byt pfipadné uréeny na zékladé télesné hmotnosti v
0. nebo 6.dni od zacatku t¢hotenstvi.

1.2.6 Limitni test

V ptipadé latek s nizkou toxicitou, pokud se ani davka 1000 mg.kg” neprojevuje
7adnym toxickym uinkem na reprodukci, nemusi se provadét studie na jinych
davkovych trovnich. Pokud predbézné studie ukéaZe, Ze vysoka davka, vyvolavajici
jasnou matefskou toxicitu, nema neptiznivé uéinky na plodnost, neni nutné provadeét
studie na jinych davkovych drovnich.

1.3 Popis postupu

1.3.1 Plan pokusu

Denni aplikace samctim rodiovské generace P zatne ve véku péti aZ deviti tydnd,
aspoit po pétidenni aklimatizaci po odstaveni. U potkand aplikace pokraluje deset
tydni pfed obdobim ptipousténi (8 tydnd pro mysi). Samci se bud’ utrati a vySetii na
konci obdobi pFipousténi nebo se pokraduje v aplikaci a jsou pouZiti pro ptipadnou
produkci dal3ich vrhil a jsou utraceni a vysetfeni pfed koncem pokusu.

Denni aplikace samicim rodi€ovské generace P zatne po pétidenni aklimatizaci a

pokratuje aspoii dva tydny pied obdobim pfipousténi. Denni aplikace pokraduje pak
po celé tfi tydny obdobi pfipousténi, v dobé gravidity aZ do odstaveni F| potomstva.



Cistka 147 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Strana 8743

Zmena davkovaciho planu je na zakladé znalosti o vlastnostech studované latky,
napiiklad o indukci metabolismu respektive o bioakumulaci, ptipustna.

Aplikace zvitatim generace F; zagina po odstavu a konéi jejich utracenim.

1.3.2 Postup pti pfipousténi

Je mozno pouzit parovani 1:1 (jedna samice a jeden samec) anebo 1:2 (jeden samec
ke dvéma samicim).

V ptipad€ 1:1 pdrovani, samice se ponechd s tymZ samcem ve spoleéné kleci do
ot€hotnéni anebo po dobu 3 tydnl. Kazdé rano jsou samice vySetfeny na pfitomnost
spermatu nebo vaginédlni zatky. Den O téhotenstvi je definovén jako den nélezu
vaginalni zatky nebo spermatu.

Vzhledem k vyvoji spermiogenese, se zvifata generace F; nepouZivaji pro
pfipousténi do véku 11 tydnd u mysi a 13 tydnd u potkand. Pro ptipousténi zvifat
generace F; se ndhodné vyberou pary z riznych vrhi téze davkové skupiny.
Nepouzita zvifata se utrati po odstavu.

Dvojice, u kterych nedojde k oplodnéni, je tieba vySetfit s cilem zjistit dtvod
neplodnosti paru. To je mozné bud poskytnutim dalsi ptilezitosti k oplodnéni
sosvédéenymi jedinci obou pohlavi nebo mikroskopickym vySetfenim
reprodukénich organti nebo vySetfenim estralniho cyklu a spermatogenezy.

1.3.3 Velikost vrhi

Zvifatim pouzitym pro vySetfeni plodnosti je ponechdna moznost porodit normalné
a pecovat o své potomstvo do okamziku odstaveni bez standardizace velikosti vrhi.
Pokud se velikost vrhl standardizuje, je tfeba dodrZet nasledujici postup: mezi 1. a
4. dnem po porodu se velikost vSech vrhl upravi vyfazenim nadbyte¢nych jedinct
tak, aby se dosahlo po¢tu 4 samct a 4 samic na vrh; pokud to neni proveditelné, je
mozno standardizovat na jiné pocty, napf. 5 samct a 3 samice. Vrhy mensi nez 8
nelze standardizovat. Standardizace vrhi generace F, se provede obdobné.

134 Pozorovani

Kazdé zvife musi byt pozorovano alespoii jednou za den. Vyznamné zmény chovéni,
pfiznaky ztiZeného nebo prodlouZeného porodu a viechny pfiznaky toxicity, véetné
mortality, se zaznamenavaji. Pfjem potravy se méH tydné jak pfed, tak b&éhem doby
pfipousténi. Béhem gravidity je vhodné kontrolovat pfijem potravy denné. Po
porodu a v priibéhu laktace se méfi ptijem potravy ve stejny den, kdy je potomstvo
vazeno. Rodi¢ovska P a F; zvifata se vaZi prvni den aplikace a pak tydné€. Viechna
pozorovani se zaznamenavaji individudlné pro kazdé dospélé zvire.

Doba gestace se po¢ita od nultého dne tehotenstvi. Kazdy vrh se co nejdfive po
porodu vySetti a stanovi se poéty a pohlavi mlad’at, po¢et mrtvych a Zivych porodi a
ptitomnost hrubych anomalii.

Mrtva mlad’ata a mlad’ata utracenad ve &tvrtém dnu se uchovaji pro vySetfeni
moznych defektt. Ziva mlad’ata se spoditaji a celé vrhy se zvazi rano po porodu, ve
&tvrtém a sedmém dnu a potom kazdy tyden do ukonéeni studie, kdy jsou zvifata
zvazena individualng. Pozoruji se a zaznamenavaji viechny abnormality v chovani a

fyzickém stavu matek a potomstva.
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1.3.5 Patologie
1.3.5.1 Pitva

Vsechna dospéla zvifata generaci P a F, se utraceji, jakmile neni nutné je déle
uchovavat pro posouzeni u¢inku latky na reprodukci. Zvifata generace F| nevybrana
pro pfipousténi a viechna zvifata generace F; se utrati po odstaveni.

Po utraceni nebo umrti se u vSech rodi¢ovskych zvifat P a F; makroskopicky vySetti
na strukturni abnormality a patologické zmény se zvlastni pozornosti k organiim
reprodukéniho systému. Mlad’ata uhynuld nebo v agénii se vySetti na defekty.
1.3.5.2 Histopatologické vySetfeni

Vaje€niky, déloha, délozni hrdlo, vagina, varlata, epididymis, semenné kanalky,
koagulacni Zlazka, prostata, hypofysa a dalsi cilové organy vSech zvifat generaci P a
F, se uchovaji pro mikroskopické vySetteni. V ptipadé, Ze tyto organy nebyly
doposud vySetfeny v jinych mnohadavkovych studiich, provede se mikroskopické
vySetfeni u vdech P a F; zvifat kontrolni skupiny a skupiny dostavajici nejvyssi
davku, ktera byla vybrana pro pfipousténi, a dale u zvifat, ktera zemiela v pribéhu
pokusu. Organy, které jevily abnormality u téchto skupin zvifat, se vySetii i u zvifat
ostatnich davkovych skupin. V téchto pfipadech se mikroskopicky vysetiuji viechny
tkané makroskopicky postizené. Jak jiz bylo uvedeno, reprodukéni organy zvifat
podezielych z neplodnosti se maji téZ podrobit mikroskopické analyze.

2 UDAIJE

Udaje se zapisuji do tabulek, kde je uveden pro kazdou davkovou skupinu podet
zvifat na zaCatku pokusu, pocet téhotnych samic, typ zmén a procento zvifat
nesoucich tyto zmény.

Numerické vysledky se zpracovavaji vhodnou statistickou metodou. MiiZe se pouzit
kterakoliv obecné pfijimana statisticka metoda.

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA
V souladu s pfisluinymi pravnimi predpisy’ musi byt zpracovén projekt pokusu a o
prib&hu pokusu je nutno vést protokol.
Zprava o experimentu obsahuje nasledujici udaje:
- druh /kmen pouzZitych zvifat,
- udaje o toxické odezvé v zavislosti na davce a pohlavi, véetné ukazatelu
plodnosti, gestace a Zivotaschopnosti,
- dobu uhynuti v pribéhu studie nebo zda zvifata pfeZila do ukonceni pokusu,

-  tabulka uvadé&jici hmotnost u kazdého vrhu, primémou hmotnost
jednotlivych mlad’at a individualni hmotnost potomki pted utracenim,

- toxické a dalsi u¢inky na reprodukci, potomstvo a postnatalni rist,

- den, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormélni pfiznaky a jejich dalsi
Vyvoj,

- t&lesna hmotnost zvifat P a F| generace, vybranych pro pfipousténi,

- pitevni nalezy,

- detailni popis viech mikroskopickych nalezd, statistické zpracovani viech
udajt, pokud je moZné.

Diskuse vysledki.

Zavéry.



Cistka 147 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Strana 8745

B.36 TOXIKOKINETIKA
1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi.”
1.1 Princip testovaci metody

Testovana latka se podava vhodnou cestou. V zavislosti na zaméfeni studie mtze byt
latka podavana jednordzové nebo opakované v pribéhu stanovené doby jedné nebo
né€kolika skupindm experimentalnich zvitat. Latka, respektive jeji metabolity, jsou
pak podle u¢elu studie stanovovany v t&lnich tekutinach, tkanich anebo v exkretech.

Studie mohou byt provadény s ,.neznadenou® & ,,znadenou* formou testované latky.
JestliZe je pouZito znageni, umisti se tak, aby poskytlo co nejvice informaci o osudu
testované latky v organismu.

1.2 Popis testovaci metody

1.3 Piipravy

Pokusna zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznagena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
ptedpisu.'” Pted zahajenim testovéni Jsou zvifata ndhodné rozdélena do skupin. Pro
feSeni specielnich otdzek se miZe pouzit velmi mladych, bfezich ¢&i
premedikovanych zvifat.

—
(V)]
—

Experimentdlni podminky

1.3.1.1  Pokusnd zvirata

Toxikokinetické studie se provadéji na jednom ¢&i vice vhodnych Zivogisnych
druzich, uzivanych nebo uvaZovanych pro uziti v jinych toxikologickych studiich
zabyvajicich se testovanou latkou. JestliZe jsou pro testovani pouZivani hlodavci,
nemeéla by byt variabilita hmotnosti vy$si nez + 20 % primémé hodnoty.

1.3.1.2  Pocet a pohlavi

Pfi studiu absorpce a vylu€ovani se uZije nejprve 4 zvifat pro kazdou jednotlivou
davku. Pro testovani neni ddvana pfednost uritému pohlavi, ale za uréitych
podminek mize vzniknout potfeba provadét studie na obou pohlavich. Jestlize jsou
nalezeny rozdilné odpovédi u riznych pohlavi, potom je tfeba testovat 4 zvifata
kazdého pohlavi. V pfipadé ostatnich druhd zvifat (jinych nez hlodavci) je mozné
pouzit menSi pocet zvirat.

Je-li studovana tkanova distribuce, pak je pfi ureni pocéateéni velikosti skupiny
zvifat tfeba brat v Givahu jak podet zvifat, kterd budou utracena v kazdém ¢asovém
bodu, tak pocet ¢asovych bodd, v nichz bude testovani provadéno.

Je-li studovan metabolismus, pak je velikost skupiny zvifat umérna potfebam studie.

Zahrnuje-li studie v&tsi podet davek a sledovanych &asovych intervald, pak je
potieba, aby bylo ve skupiné tolik zvifat, aby v kazdém c¢asovém intervalu pfi
planovaném utrceni zvifat byla ve skupiné minimalné 2 zvifata. Velikost skupiny
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musi byt dostateCna, aby pro latku respektive jeji metabolity jeji metabolity poskytla
piijatelné charakteristiky ve fézi retence, rovnovazného stavu a deplece.

1.3.1.3 Davky

V pfipadé¢ jednorazového podani se pouziji nejméné 2 rizné davky testované latky, a
to nizka davka, po kterd nema Z4dné toxické téinky a vysoka davka, po které mohou
byt nalezeny zmény v toxikokinetickych parametrech nebo kterd vyvolava toxické
uéinky.

V ptipadé opakovaného podavani je vétsinou dostate¢né podani nizkych davek latky.
Za urtitych podminek miiZze byt nezbytné i podavani vysoké davky.

1.3.14 Zpisob aplikace

Toxikokinetické studie se provadi stejnym zpisobem aplikace a je-li to vhodné i se
stejnym vehikulem tak, jak jsou pouZivany v ostatnich toxikologickych studiich.
Testovana latka je bud’ podévéna ordlné sondou nebo v potravé, nebo se aplikuje na
kaZzi, nebo inhalaéné vzdy po urlenou dobu skupiné experimentalnich zvifat.
Intravenosni podani testované latky muZe byt uZitené pro stanoveni relativniho
vstfebavani pfi jinych zpisobech aplikace. Navic, kratce po intravenosni aplikaci
latky mohou byt ziskany duleZité informace o distribuci latky v organismu.

Vidy je nutno pamatovat na moznou interferenci vehikula s testovanou latkou.
Pozornost je potfeba vénovat i rozdilim ve vstfebavani v pfipadg, je-li testovana

latka podana sondou nebo v potravé, a pfesnému stanoveni davky, zvlasté je-li
testovana ldtka poddvéna v potrave.

1.3.1.5 Doba sledovani

Vsechna zvifata se sleduji denné a zaznamenavaji se pfiznaky toxicity i dalsi
vyznamné klinické udaje spolu s udaji o jejich pocatku, velikosti a trvani.

1.3.1.6 Popis postupu
Po zvazeni pokusnych zvifat je testovana latka podana zplisobem pfiméfenym uéelu.
Ve zdivodnénych ptipadech je mozZno nechat zvifata pfed podanim testované latky
vyhladovét.

1.3.1.7 Absorpce

Ke sledovani rychlosti a rozsahu absorpce podavané latky mohou byt pouzity rizné
metody s nebo bez referenéni skupiny (referenéni skupinou se rozumi ta skupina, ve
které je testovana latka podavana takovym zpisobem, ktery zajiSt'uje uplnou
biologickou dostupnost latky), a to napf-.:
- stanoveni mnoZstvi testované latky a ev. jejich metabolitd v exkretech napf.
v moéi, zludi, stolici, vydechovaném vzduchu a také jejich zbytkd v karkasu,

-  porovnani biologické odpovédi (napf. studie akutni toxicity) mezi
testovanou a kontrolni a ptipadné referenéni skupinou,

- porovnani mnozstvi latky resp. jejich metabolitd vylu¢ovanych ledvinami
mezi testovanou a kontrolni a pfipadné referen¢ni skupinou,
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- stanoveni plochy pod kiivkou zavislosti koncentraci testované latky a ev.
jejich metabolith v plazmé na Case a porovnani s daty ziskanymi v
referen¢ni skupiné.

1.3.2 Distribuce

V soutasné dobé€ jsou dostupné 2 ptistupy, z nichZz pro analyzu distribuéniho
schématu mohou byt pouZity jeden &i oba:

- pfi pouZiti celotélové autoradiografie lze ziskat uZite¢né kvalitativni
informace;

- kvantitativni informace poskytuje stanoveni koncentraci a mnozstvi
testované latky a jejich pfipadnych metaboliti v tkdnich a orginech,
ziskanych ze zvifat v rliiznych Easovych intervalech po zah4jeni expozice.

1.3.3 VyluCovani

Pfi studiu vylu¢ovéni se sbird mog, stolice, vydechovany vzduch a v uritych
pfipadech Zlu¢. MnoZstvi testované latky a jejich ptipadnych metabolit se v téchto
exkretech stanovuje nékolikrt po podani latky, a to bud’ do vyloudeni 95 % z
podaného mnoZstvi nebo nejvyse 7 dnd od pocatku vyludovani.

Ve specielnich pfipadech se sleduje vyluCovani testované latky v mléce v dobg
laktace testovanych zvifat.

1.3.4 Metabolismus

K urCeni rozsahu a schématu metabolismu latky se biologické vzorky analyzuji
vhodnymi technikami. M¢€la by byt objasnéna struktura metabolitd a navrZeno
odpovidajici metabolické schéma tam, kde je tieba odpovédét na otazky
z ptedchazejicich toxikologickych studii. Pro ziskdni informaci o metabolismu mize
byt prospésné provedeni in vitro studii.

Dal$i informace o vztahu mezi metabolismem a toxicitou latky lze ziskat
z biochemickych studii napf. studiem u¢inkG latky na enzymy metabolického
systému, sledovanim poklesu endogennich neproteinovych sloucenin obsahujicich -
SH skupiny a nebo vazby latky na makromolekuly.

2 UDAJE

Ziskané udaje se podle typu provadéné studie sumarizuji v tabulkach, pokud mozno
doplnénych grafickym zndzornénim.

Pro kazdou testovanou skupinu se uvedou priméry a charakteristiky variability ve
vztahu k ¢asu, davce, tkani a organim (pokud je to dileZité). Mira vstfebani i
mnozstvi a rychlost vyluCovani se stanovi vhodnymi metodami. V pfipadé
metabolickych studii by méla byt identifikovana struktura metabolitd a navrzeny
metabolické cesty studované latky.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s pfislusnymi pravnimi piedpisy”’ musi byt zpracovan projekt pokusu a o
pribéhu pokusu je nutno vést protokol.

(U8 )

Podle typu provadéné studie obsahuje zprava o testu nasledujici udaje:
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- zivo€isny druh, kmen, zdroj, Zivotni podminky, vyZiva,
- charakteristika znaceného materialu, jestlize byl pouzit,
- velikost davky a intervaly podani,

- zplsob(y) podani a vSechna pouZita vehikula,

- toxické a i ostatni pozorované uginky,

- metody stanoveni testované latky a ev. jejich metaboliti v biologickém
materidlu véetné vydechovaného vzduchu,

-  tabulky vysledkd rozdélené podle pohlavi, davky, rezimu, ¢asu, tkani a
organd,
- uvedeni rozsahu vstiebavani a vyluGovani v zavislosti na Case,

- metody uZité pro charakterizaci a identifikaci metabolitd v biologickém
materialu,

- metody uZité pro biochemicka stanoveni tykajici se metabolismu,
- navrhované schéma pro metabolismus.

Diskuse vysledku.
Zavéry.
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B.37 POZDNI NEUROTOXITA ORGANICKYCH SLOUCENIN
FOSFORU - AKUTNI EXPOZICE

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spoleéenstvi.“”

1.1 Uvod

Pfi stanoveni a vyhodnoceni toxickych u€inkd latek je dulezité vzit v Gvahu
schopnost ur€ité skupiny latek vyvolat specificky typ neurotoxicity, ktery nemize
byt zjiStén v jinych studiich toxicity. U ur¢itych organickych slouc¢enin fosforu byly
pozorovany zpozdéné projevy neurotoxicity a maji byt testovany touto metodou.

VySetfovaci testy in vitro mohou byt pouZity pro vyhledavani latek, které mohou
vyvolat pozdni polyneuropatii. Negativni nalez z in vitro studii v3ak neni moZno
povaZovat za dikaz, Ze latka nema schopnost vyvolat pozdni neurotoxicitu.

1.2 Definice

Do skupiny latek oznaCenych v nazvu této metody jako ,,organické sloudeniny
fosforu* patfi elektricky neutrdlni organické estery, thioestery nebo anhydridy
kyseliny fosfore¢né, fosfonové nebo amidofosforeéné nebo pfislusnych kyselin
thiofosforenych, thiofosfonovych nebo amidothiofosforeénych, nebo jiné latky,
které mohou zpisobit pozdni neurotoxicitu, pozorovanou u nékterych latek této
skupiny.

Pozdni neurotoxicita je syndrom projevujici se ataxii, distdlni axonopatii, zménami
v miSe a perifernim nervu s pozdnim pocatkem téchto ptiznakul, a dale inhibici a
starnutim specifické esterazy - NTE (neuropathy target esterase) v nervove tkani.

1.3 Referenc¢ni latky

Referendni latka mlzZe byt testovana na pozitivni kontrolni skupiné k prikazu, ze
v laboratornich podminkach se reakce testovanych druhd podstatné nezménila.

Ptikladem $iroce pouZzivané referenéni latky s pozdnim neurotoxickym t¢inkem je
tri-o-tolylfosfat (CAS 78-30-8, EINECS 201-103-5, chemicky nazev:
tris(2-metylfenyl) ester kyseliny fosfore¢né, syn: tri-o-kresylfosfat (TOCP).

1.4 Princip testovaci metody

Testovana latka se podava oralné v jediné davce slepicim, chranénym pted moznymi
akutnimi cholinergnimi uéinky. Zvifata se pozoruji po dobu 21 dnii, zaznamenava se
jejich abnormalni chovéni, ataxie a parézy. Biochemické vy3etfeni, zvla$t¢ inhibice
NTE, se provadi u slepic ndhodn& vybranych z kazdé skupiny, obvykle 24 a 48 hodin
po podani latky. 21 dnG po podani litky jsou zbyvajici slepice utraceny a je
provedeno histopatologické vy3etfeni vybranych nervovych tkéni.

1.5 Popis metody testovani

1.5.1 Piiprava

Mladé zdravé dospélé slepice bez interferujicich virovych onemocnéni a
farmakologické 1é&by a s normalni chizi se nahodné pfifadi do experimentéalni a
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kontrolni skupiny. Pokusnd zvifata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi, a stafi
v souladu s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'® a oznadena tak, aby
byla mozn4 identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho
pravniho pfedpisu. 10) Pouzivaji se dostate¢né velké klece nebo ohrady umoziujici
volny pohyb slepic a snadné pozorovani chize.

Testovana latka se podava ordlné sondou, Zelatinovymi tobolkami nebo jinou
srovnatelnou metodou. Tekutiny se podédvaji netedéné nebo rozpusténé ve vhodném
vehikulu, jako je napiiklad kukufi€ny olej. Pevné latky je vhodné rozpustit, nebot’
velké davky pevnych latek v zelatinovych tobolkidch by se nemusely dostate¢né
vstiebat. U nevodnych nosi¢l musi byt znamy nebo ureny pfed testem jejich
toxikologické vlastnosti.

1.5.2 Experimentdlni podminky

1.5.

[\
—

Pokusnad zviFata

Doporu¢uji se mladé nosnice kura domdciho (Gallus gallus domesticus) ve vEku
8 az 12 mésicd. Pouzivaji se plemena o standardni velikosti a chovaji se za
podminek, které dovoluji volny pohyb.

1.5.2.2 Pocet a pohlavi

Kromé testovaci skupiny se pouZije jak kontrolni skupina s vehikulem, tak pozitivni
kontrolni skupina. S vyjimkou aplikace testované latky se se zvifaty v kontrolni
skupiné zachazi stejné jako s pokusnymi.

V kazdé skupiné ma byt dostateény pocet slepic, aby alespori 6 z nich mohlo byt
utraceno pro biochemické vySetfeni (3 prvni a 3 druhy den po podani) a aby 6
z nich ptezilo pozorovani trvajici 21 dnd.

Pozitivni kontrolni skupina se muZe testovat soub&Zné nebo se muZe pouzit
kontrolni skupina z neddvné historie. Ma mit alespofi 6 slepic, kterym se podava
latka vyvolavajici pozdni neurotoxicitu, 3 slepice jsou ur¢eny pro biochemii a 3
slepice pro histologii. Doporu¢uje se periodicky dopliovat historické udaje, kdyZ se
v provadgjici laboratofi zméni néktery ze zakladnich prvkd testu (napt. plemeno,
potrava, podminky chovu).

1.5.2.3  Volba ddvek

Ma byt provedena predbézna studie s vyuZitim pfislusného poétu slepic a skupin
v riznych urovnich dévek, aby se dala stanovit Grovei, ktera bude pouzita v hlavni
studii. Ur¢ita umrtnost je v této predbézné studii nezbytnd pro stanoveni ptiméfené
davky v hlavni studii. Aby se zabranilo umrti pro akutni cholinergni G¢inky, pouZiva
se atropin nebo jiny ochranny pfipravek, o kterém je znamo, Ze neinterferuje
s pozdnimi neurotoxickymi u¢inky. Kodhadu maximalni neletalni davky
testovanych latek miize byt pouZito riiznych typi testovacich metod (viz metoda B.1
bis). Historické tidaje pro slepice nebo jiné toxikologické informace mohou byt také
napomocné pti vybéru davky.

Uroveti davky testované latky v hlavni studii by méla byt co nejvyssi s pnhlednutim
k vysledkiim ptedbézné studie vybéru dévky a hornimu limitu davky 2000 mg.kg"
télesné hmotnosti. P¥{padné thyny by nemély ovlivnit pfeziti dostatecného poctu
zvifat, to je $esti pro biochemii a po 21 dnech 3esti pro histologii. Atropin nebo jiny
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1.5.

1.5.

1.5.
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ochranny pfipravek, o kterém je znamo, Ze neinterferuje s pozdnimi neurotoxickymi
u¢inky, se ma pouzit jako ochrana pted akutnimi cholinergnimi G&inky.

Jestlize test s davkou nejméné 2000 mg.kg™ t&lesné hmotnosti, za pouziti postupl
popsanych pro tuto studii, nevyvola Zadné pozorované toxické ucinky a jestlize
podle udajt u latek s pfibuznou strukturou neni divod toxicitu ocekavat, pak neni
tfeba uvaZovat o studii s poddnim vyssi davky. Limitni test se neprovadi, pokud
expozice, vyskytujici se u lidi, naznacuje potfebu pouziti jests vyssi trovné davky.

Doba pozorovani je 21 dnd.

Popis postupu

Po aplikaci prostfedku, ochrafiujictho pfed Gmrtim na nasledky akutniho
cholinergniho €inku, je testovana latka podana v jediné davce.

Vseobecné pozorovdni

Pozorovani ma zagit okamZité po podani latky. V3echny slepice se peclivé pozoruji
nékolikrat v prabéhu prvnich 2 dnii a pak aspori jednou denné po dobu 21 dni nebo
dokud nebudou utraceny podle planu. Veskeré ptiznaky toxicity se Zaznamenavaji,
veetné nastupu, typu, stupné a trvani abnormalniho chovani. Ataxie se hodnoti podle
nejmeéné Ctyfstupfiové stupnice a zaznamenava se paréza. Nejméné dvakrat tydné se
slepice vykazujici patologické zmény vyjmou z kleci a vystavi nucené motorické
aktivité jako napf. vystupovani po Zebtiku, aby se usnadnilo posouzeni minimalnich
toxickych u¢inkd. Umirajici zvifata a zvifata se zavaZnymi a pretrvavajicimi
pfiznaky utrpeni a bolesti je tfeba vyfadit, humannim zpdsobem utratit a pitvat.

Télesnd hmotnost

VSechny slepice se zvaZzi t€sn€ pfed podanim testované latky a pak aspori jednou
tydné.

Biochemie

6 slepic ndhodné vybranych z kazdé testované a kontrolni skupiny s vehikulem a 3
slepice z pozitivni kontrolni skupiny (je-li skupina pouZita) se usmrti v prvnich
dnech po aplikaci latky. Pro analyzu inhibice NTE se vyjmou mozek a lumbalni
micha. Je vhodné vypreparovat také nervus ischiadicus a analyzovat jeho tkai na
inhibici NTE. Bézné se usmrcuji 3 slepice z kontrolni a kazdé testované skupiny po
24 hodinach a dalsi tfi po 48 hodinach, 3 slepice z pozitivni kontrolni skupiny se
usmrcuji pouze po 24 hodinach. Jestlize pozorovani klinickych pfiznaki naznaduje,
ze toxickd latka se vorganismu pohybuje velmi pomalu (hodnoti se néstup
cholinergnich pfiznaki), pak je vyhodné&jsi odebrat vzorky tkané dvakrat ze 3 zvifat,
a to mezi 24 az 72 hodinami po podani latky.

U téchto vzorkl tkané se pfipadné provede také analyza acetylcholinesterazy
(AChE). In vivo mlzZe vSak nastat spontanni reaktivace AChE, coZ muzZe vést
k podcenéni latky jako inhibitoru AChE.

1.5.3.4 Pitva

Pitva vSech zvifat (planované usmrcenych i utracenych pro Spatny celkovy stav)
zahrnuje makroskopické posouzeni stavu mozku a michy.
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1.5.3.5  Histopatologické vysetieni

Nervova tkan zpfezivS§ich zvifat (nepouzitych pro biochemické studie) se
histologicky vySetti. Tkdné se fixuji in situ za pouziti perfuznich technik. Odebira
se: mozedek (stfedni podélny fez), prodlouzend micha, micha - fezy michy se
provad€ji v horni kréni &asti, stfedni hrudni a lumbosakralni, z perifernich nervii se
odebira distalni ¢ast z n. tibialis (a jeho vétve k m.gastrocnemius) a z n. ischiadicus.
Rezy se barvi specifickymi barvivy na myelin a axony.

2 SBER A ZAZNAM UDAJU

Negativni vysledky o W¢incich sledovanych touto metodou (biochemie,
histopatologie a zmény chovani) béiné nevyzaduji dalsi testovani na pozdni
neurotoxicitu. Nepriikazné nebo neurcité vysledky mohou vyzadovat dalsi sledovani.

Uvadgji se tdaje pro jednotliva zvitata. Udaje se dale sestavi do tabulky. Z ni musi
byt pro kazdou experimentalni skupinu patrny pocet zvifat na poc¢atku pokusu a
pocet zvifat jevicich poSkozeni, zmény chovéani nebo biochemické ucinky, typy a
stuped téchto poskozeni nebo G¢inkl a procento zvifat vykazujicich kazdy typ a
stupeii poskozeni nebo uc¢inku.

Vysledky studie se vyhodnoti z hlediska vyskytu, zavaznosti a korelace mezi
zménami chovani, biochemickymi a histopatologickymi néalezy a dalSimi
pozorovanymi jevy u testovanych a kontrolnich skupin.

Ciselné vysledky je tfeba vyhodnotit vhodnou a obecné uznivanou statistickou
metodou. Statistické metody se zvoli jiZ v dob€ planovani studie.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

(V8)

V souladu s pfislusnymi pravnimi predpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu a o
pribéhu pokusu je nutno vést protokol.

Testovana zvirata:
- pouzité plemeno;
- pocet a stafi zvifat;
- zdroj, podminky ustajeni atd.;
- hmotnosti jednotlivych zvifat na zacatku studie.
Podminky testovani:
- podrobné tdaje o ptipravé, stabilité a homogenité testované latky;
- zdtivodnéni vybéru vehikula;
- podrobné tdaje o zplisobu aplikace testované latky;
- podrobné udaje o potravé a kvalité vody;
- zdGvodnéni vybrané trovné davek;

- specifikace podavanych davek, véetné podrobnych udaji o vehikulu, objemu
a fyzikalni formé aplikované latky;

- podrobné tidaje o podani ochranného pfipravku.
Vysledky:
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- udaje o télesné hmotnosti;
- udaje o toxickych odpovédich podle ddvkovych skupin, véetné amrtnosti;

- charakter, stupen a trvani klinickych ptiznakt (at’ vratnych nebo
nevratnych);

- podrobny popis biochemickych vySetfeni a jejich vysledky;
- pitevni nalezy;

- podrobny popis viech histopatologickych nalezl;

statistické vyhodnoceni vysledki, u kterych je to mozné.
Diskuse.

Zaveéry.



Strana 8754 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Cistka 147

B.38 POZDNI NEUROTOXITA ORGANICKYCH SLOUCENIN
FOSFORU
28-DENNI OPAKOVANA EXPOZICE

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spole&enstvi.”

1.1 Uvod

Pfi stanoveni a vyhodnoceni toxickych u¢inkd latek je dalezité vzit v tvahu
schopnost urcité skupiny latek vyvolat specificky typ neurotoxicity, ktery nemuze
byt zjidtén v jinych studiich toxicity. U uréitych organickych slou¢enin fosforu byly
pozorovany zpoZdéné projevy neurotoxicity a maji byt testovany touto metodou.

VySetfovaci testy in vitro mohou byt pouzity pro vyhledavani latek, které mohou
vyvolat pozdni polyneuropatii. Negativni nalez z in vitro studii vSak neni mozZno
povazovat za diikaz, Ze latka nema schopnost vyvolat pozdni neurotoxicitu.

Tento 28-denni test pozdni neurotoxicity poskytuje informace o mozném zdravotnim
riziku vznikajicim zexpozic opakovanych béhem urgitého kratkého ¢Easového
obdobi. Poskytne informace o zavislosti odpovédi na ddvce a miize poskytnout
odhad rozpéti davkovych urovni, ve kterém nejsou pozorovany Zadné nepfiznivé
ucinky. Tato uroven se pouziva pro stanoveni kritérii bezpeéné expozice.

1.2 Definice

Do skupiny latek oznaenych v nazvu této metody jako ,,organické sloueniny
fosforu™ patfi elektricky neutrdlni organické estery, thioestery nebo anhydridy
kyseliny fosfore¢né, fosfonové nebo amidofosfore¢né nebo pfislusnych kyselin
thiofosfore¢nych, thiofosfonovych nebo amidothiofosfore¢nych, nebo jiné latky,
které mohou zplsobit pozdni neurotoxicitu, pozorovanou u nékterych latek této
skupiny.

Pozdni neurotoxicita je syndrom projevujici se ataxii, distalni axonopatii, zménami
v miSe a perifernim nervu s pozdnim pocatkem téchto pfiznakl a dale inhibici a
starnutim specifické esterazy - NTE (neuropathy target esterase) v nervové tkani.

1.3 Princip testovaci metody

Testovana latka se podava denné oralné slepicim po dobu 28 dnid. Zvifata jsou
sledovana nejméné jednou denné, zaznamenava se abnormélni chovéni, ataxie a
paréza jesté 14 dni po posledni davce. Biochemické vySetieni, zvlast¢ inhibice NTE,
se provadi u slepic nadhodné vybranych z kazdé skupiny 24 a 48 hodin po poslednim
podani latky. 2 tydny po posledni davce jsou zbyvajici slepice utraceny a je
provedeno histopatologické vysetfeni vybranych nervovych tkani.

1.4 Popis testovaci metody

1.4.1 Ptiprava
Pokusna zvifata jsou vybrdna sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlaStniho pravniho pf'edpisulo) a oznalena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykéni stanovi § 10 zvlastniho pravniho
predpisu. 1
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Mladé zdravé dospé&lé slepice bez interferujicich virovych onemocnéni a
farmakologické 1é¢by a s normalni chiizi se ndhodné ptifadi do experimentalni a
kontrolni skupiny. Nejméné 5 dni pied zahijenim studie jsou zvifata chovana
v podminkach chovu a krmeni, v jakych budou béhem experimentu.

Pouzivaji se dostate¢né velké klece nebo ohrady umoziiujici volny pohyb slepic a
snadné pozorovani chuze.

Testovana latka se podava oralné, denné 7 dni v tydnu, bud’ sondou, Zelatinovymi
tobolkami nebo jinou srovnatelnou metodou. Tekutiny se podavaji nefedéné nebo
rozpusténé ve vhodném vehikulu jako je naptiklad kukufiény olej. Pevné latky je
vhodné rozpustit, nebot’ velké davky pevnych latek v Zelatinovych tobolkach by se
nemusely dostateCné vstfebat. U nevodnych nosi¢d musi byt zndmy nebo uréeny
pted testem jejich toxikologické vlastnosti.

1.4.2 Experimentalni podminky

1.4.2.1 Pokusnad zvifata

Doporucuji se mladé nosnice kura domdciho (Gallus gallus domesticus) ve véku 8
az 12 mésich. PouZivaji se plemena o standardni velikosti a chovaji se za podminek,
které dovoluji volny pohyb.

1.422 Pocet a pohlavi

Je tfeba pouzit nejméné 3 udrovné davek a 1 kontrolni skupinu s vehikulem.
S vyjimkou aplikace testované latky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachazi stejné
jako s pokusnymi.

V kazdé skupiné ma byt dostatedny podet slepic, aby alesponi 6 z nich mohlo byt
utraceno pro biochemické vysetieni (3 v kazdém ze 2 ¢asovych bodu) a aby 6 z nich
prezilo ¢trnactidenni pozorovani po ukonéeni expozice.

1.4.2.3 Volba davek

Déavkové urovné se zvoli s pfihlédnutim ke 3 vysledkim z akutniho testu na pozdni
neurotoxicitu a k dal$im ddajim o toxicité nebo kinetice testované latky. Nejvyssi
trovenl davky ma vyvolat toxické uéinky, nejlépe pfiznaky pozdni neurotoxicity,
nezplsobit Zadné uhynuti ani ziejmé utrpeni. Dale se zvoli fada klesajicich davek

svwr

neméla vyvolat Zddné pfiznaky toxicity.

1424 Limitni test

Jestlize test s davkou nejméné 1000 mgkg' télesné hmotnosti a den, za pouziti
postuplt popsanych pro tuto studii, nevyvola zadné pozorované toxické ucinky a
jestlize podle udajt u latek s pfibuznou strukturou neni diivod toxicitu ocekavat, pak
neni tfeba uvazovat o studii s podanim vy33i davky. Limitni test se neprovadi, pokud
expozice vyskytujici se u lidi nazna¢uje potfebu pouZiti jeSté vyssi urovné davky.

1.4.2.5 Doba pozorovdni

V3iechna zvifata se pozoruji nejméné jednou denné po dobu expozice a 14 dni po ni,
nebo do utraceni a do pitvy podle planu.
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1.4.3 Popis postupu
Testovana latka se podava 7 dnt v tydnu po 28 dntl.

1.43.1 Vseobecné pozorovdni

Pozorovani mé za¢it okamZité po podani latky. Vechny slepice se pe&livé pozoruji
nejméné jednou denné po 28 dnii a dalsich 14 dnii po ukonéeni aplikace, do utraceni
podle planu. Veskeré pfiznaky toxicity se zaznamenavaji, v&etné néstupu, typu,
stupné a trvani. Pozorovani ma zahrnovat abnormality chovéni, ale nem4 se na né&
omezovat. Ataxie se hodnoti podle nejméné &tyfstupfiové pofadové stupnice,
zaznamenava se paréza. Nejméné dvakrat tydné se slepice vyjmou z kleci a vystavi
nucené motorické aktivitg, jako napf. vystupovani po Zebiiku, aby se usnadnilo
posouzeni minimalnich toxickych u€inkd. Umirajici zvifata se zavaZznymi a
pfetrvavajicimi ptiznaky stresu a bolesti je tfeba vylougit, humannim zpisobem

utratit a pitvat.

1432 Télesnd hmotnost
V3echny slepice se zvazi tésné€ pfed prvnim podanim testované latky a pak alespon
jednou tydné.

1433 Biochemie

Sest slepic ndhodné vybranych z kazdé testované a kontrolni skupiny s vehikulem se
usmrti v prvnich dnech po aplikaci posledni davky. Pro analyzu inhibice NTE se
vyjmou mozek a lumbalni micha. Je vhodné vypreparovat také nervus ischiadicus a
analyzovat jeho tkan na inhibici NTE. Obvykle se usmrcuji tfi slepice z kontrolni a
kazdé testované skupiny po 24 hodinach a dalsi tfi po 48 hodinidch po poslednim
podani davky. Jestlize tdaje zakutni studie nebo jinych studii (napf.
toxikokinetickych) naznaduji, Ze je vyhodnéj$i jind doba usmrceni po posledni
aplikaci, pak se doporu€uje pouzit tuto dobu a zdlivodnéni uvést v dokumentaci.

U téchto vzorkll tkané se ptipadné provede také analyza acetylcholinesterazy
(AChE). In vivo muze v$ak nastat spontdnni reaktivace AChE, coz muze vést
k podcenéni latky jako inhibitoru AChE.

1434 Pitva

Pitva v3ech zvifat (planované usmrcenych i utracenych pro $patny celkova stav)
zahrnuje makroskopické posouzeni stavu mozku a michy.

1.4.3.5 Histopatologické vySetfeni

Nervova tkan z piezivsich zvifat (nepouzitych pro biochemické studie) se
histologicky vy3etti. Tkané se fixuji in situ za pouziti perfuznich technik. Odebira
se: mozeéek (stfedni podélny fez), prodlouzena micha, micha (fezy michy se provadi
v horni kréni &asti, stfedni hrudni a lumbosakralni), z perifernich nervi se odebira
distalni &ast z nervus tibialis (a jeho vétve k nervus gastrocnemius) a z
nervus ischiadicus. Rezy se barvi specifickymi barvivy na myelin a axony.

Nejprve se vy3etii fixované tkdn& viech zvifat kontrolni skupiny a skupiny s nejvy3si
davkou. Pokud se najdou u zvifat skupiny snejvy$si davkou znimky WuCinku,
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provede se histologické vySetfeni i na slepicich ze skupin, které dostaly davku
stfedni a nizkou.

2 SBER A ZAZNAM UDAJU

Pokud jsou vysledky ziskané touto metodou (biochemie, histopatologie a zmény
chovani) negativni, bézn¢ se neprovadi dalsi testovani na pozdni neurotoxicitu.
Neprukazné nebo neurcité vysledky mohou vyzadovat dalsi sledovani.

Uvadgji se udaje pro jednotliva zvitata. Udaje se dale sestavi do tabulky. Z ni musi
byt pro kazdou experimentdlni skupinu patrny pocet zvifat na pocatku pokusu a
pocet zvifat jevicich poskozeni, zmény chovani nebo biochemické ucinky, typy a
stupeti téchto poskozeni nebo ¢inkd a procento zvifat vykazujicich kazdy typ a
stuperi poSkozeni nebo G¢inku.

Vysledky studie se vyhodnoti zhlediska vyskytu, zavaZnosti a korelaci mezi
zménami chovani, biochemickymi a histopatologickymi nalezy a dalSimi
pozorovanymi jevy u testovanych a kontrolnich skupin.

Ciselné vysledky je tfeba vyhodnotit vhodnou a obecné uznévanou statistickou
metodou. Statistické metody se zvoli jiz v dobé pldnovani studie.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu s pfislusnymi pravnimi piedpisy”’ musi byt zpracovan projekt pokusu a o
pribé&hu pokusu je nutno vést protokol.

W

Zprava o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byt ziskany :
Testovand zvirata:
- pouzité plemeno,
- pocet a stafi zvifat,
- zdroj, podminky ustajeni atd.,
- hmotnosti jednotlivych zvifat na za¢atku studie.
Podminky testovani:
- podrobné udaje o pripravé, stabilité a homogenité testované latky,
- zdivodnéni vybéru vehikula,
- podrobné tidaje o zplisobu aplikace testované latky,
- podrobné udaje o potrave a kvalité vody,
- zdGivodnéni vybrané urovné davek,

- specifikace podavanych dévek, véetné podrobnych ddaji o vehikulu, objemu
a fyzikalni formé aplikované latky,

- zdivodnéni doby pro odbér na biochemické vysetfeni, je-li jind nez 24 a 48
hodin.

Vysledky:
- idaje o télesné hmotnosti,

- tdaje o toxickych odpovédich podle ddvkovych skupin, véetné umrtnosti,
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uroven bez uéinku (NOAEL),

charakter, stupen a trvani klinickych pfiznaki (at’ vratnych nebo
nevratnych),

podrobny popis biochemickych vySetieni a jejich vysledky,
pitevni nalezy,
podrobny popis viech histopatologickych nalezi,

statistické vyhodnoceni vysledkd, u kterych je to mozné.

Diskuse vysledku.

Zavery.
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B.39 TEST NEPLANOVANE SYNTEZY DNA
V SAVCICH JATERNICH BUNKACH IN VIVO

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi.”

1.1 Uvod

Utelem testu neplanované syntézy DNA (unscheduled DNA synthesis, UDS)
vsavCich jaternich burikich in vivo je ur¢it latky, vyvolavajici reparaci DNA
v jaternich burikach pokusnych zvitat.”

Tento test in vivo predstavuje metodu pro zjistovani genotoxickych ucinkd
chemickych latek v jatrech. Vysledek testu indikuje poSkozeni DNA v jaternich
buiikach a jeji naslednou reparaci. Jatra jsou obvykle hlavnim mistem metabolismu
absorbovanych slouenin; jsou proto vhodnym objektem pro detekci poSkozeni
DNA in vivo.

Existuji-li doklady o tom, zZe se testovana latka do cilové tkan¢ nedostane, neni tento
test vhodny.

Vysledek neplanované syntézy DNA (UDS) se hodnoti tak, Ze se stanovi absorpce
znatenych nukleosid v buiikdch, které neprochdzeji planovanou (S-faze) syntézou
DNA. Nejbéznéjsi je metoda, pfi které se autoradiograficky stanovi thymidin

v , “, . 3 . . ™ e v ., ’
znaceny tritiem ("H-TdR). Pro testy UDS in vivo se nejéast&ji pouzivaji potkani
jatra. Jiné tkan& neZ jatra se sice také mohou pouZit, nejsou vSak pfedmétem této
metody.

Detekce odpovédi zavisi na poétu bazi DNA, jeZ jsou v misté poSkozeni odstranény
a nahrazeny. Proto je metoda UDS zvlasté vhodna k detekci latek indukujicich
,longpatch repair (20 — 30 bazi), zatimco pro latky indukujici ,,shortpatch repair*
(1 - 3 baze) je méné citliva. Dale miZe dochazet k mutacim v disledku neopraveni,
chybného opraveni nebo chybné replikace 1ézi DNA. Rozsah odpovédi UDS nefika
nic o presnosti procesu reparace. Mimoto je mozné, Ze mutagen bude sice s DNA
reagovat, ale poskozeni DNA neni opraveno exciznim reparaénim procesem. To, Ze
UDS test neposkytuje o mutagenni aktivité specifické informace, je vyvazeno jeho
potencilni citlivosti, protoze poskytuje vysledek v celém genomu.

1.2 Definice

Buriky v reparaci: net nuclear grain (NNG) vy$si nez uréitd, pfedem stanovena
hodnota, kterou zd@ivodni laboratof provadéjici test.

Net nuclear grains (NNG): kvantitativni mira UDS aktivity bungk pfi
autoradiografickych testech UDS, vypodtend jako rozdil mezi poétem zm v jadfe
(NG) a praimémym poctem zrn v cytoplasmé (CG): NNG = NG - CG. Poéty NNG
se vypotitavaji pro jednotlivé buiiky a nasledng pfepotitany na bunky v kultufe,
v paralelnich kulturach apod.

Nepldnovand syntéza DNA (unscheduled DNA synthesis, UDS): opravna syntéza
DNA po excizi a odstranéni tseku DNA obsahujictho oblast poskozeni vyvolaného
chemickou latkou nebo fyzikalnim ¢inidlem.
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1.3 Princip metody

Test UDS v saveich jaternich buiikich in vivo indikuje repara¢ni syntézu DNA po
excizi a odstranéni segmentu DNA obsahujiciho oblast poskozeni vyvolaného
g:hemickou latkou nebo fyzikalnim pisobenim. Test vychazi obvykle z inkorporace
H-TdR do DNA jaternich bungk, charakteristickych nizkym poctem bunék v S-fazi
bunééného cyklu. Inkorporace ‘H-TdR se obvykle stanovi autoradiograficky,
protoZe tato technika neni tak nachylna k interferenci s buiikami v S-fazi, jako je
napf. scintilaéni metoda.

—
W)
—

Popis metody
1.3.2 Pfiprava

1.3.2.1 Vybér Zivocisného druhu

BéZn¢ se pouZivaji potkani, lze ov§em pouzit jakykoliv vhodny sav&i druh.
Pouzivaji se béZné laboratorni kmeny mladych zdravych dospé&lych jedinct.
Hmotnostni rozdily by pti zahajeni studie mély byt minimalni a u kazdého pohlavi
nemaji pfesahovat + 20 % primérné hmotnosti.

1.3.3 Podminky chovu
V3eobecné podminky chovu jsou uvedeny v kapitole Vieobecny tivod.
Vlhkost by méla byt 50 — 60 %.

1.3.3.1 PFiprava zviFat

Pokusnd zvifata jsou vybrina sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho predpisu'” a oznadena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlastniho pravniho
predpisu.'”  Zdravi mladi dospéli jedinci se nahodné rozdéli do kontrolni a
experimentalni skupiny. Jedinci se jednoznaéné oznagi a klece je tfeba uspofadat
tak, aby se minimalizovaly ptipadné vlivy toho, jak a kde jsou klece umistény.

1.3.3.2 Testovand latka/pFiprava

Je-li testovana latka v pevném stavu a je-li to mozné, latka se pted podanim
zvifatim rozpusti nebo se pfipravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle nebo
vehikulu. Kapalné testované latky se mohou podavat pfimo nebo se pfed podavanim
fedi. Je tfeba pouzivat Cerstvé preparaty, ledaze idaje o stalosti (stabilité) prokazuji,
ze skladovéni ji neovlivni.

1.3.4 Podminky testu

1.3.4.1 Rozpoustédlo/vehikulum

Rozpoustédlo / vehikulum v pouzivanych davkach nesmi vyvolavat toxické ucinky a
nesmi s testovanou latkou chemicky reagovat. Pouziva-li se ne pfili§ znamé
rozpoustédlo, musi byt jeho pouziti podpofeno udaji o kompatibilité s testovanou
latkou. Doporucuje se, aby kde je to mozné, bylo na prvnim misté pouzito vodné
rozpoustédlo / vehikulum.
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1.3.4.2 Kontroly

Do kazdého testu je tfeba pro kazdé pohlavi zafadit soub&zné pozitivni a negativni
(rozpoustédlo/vehikulum) kontroly. Je tfeba zachazet se zvifaty ve vSech skupinach
stejné.

Pozitivni kontroly by mély indukovat UDS pifi davkach kdy lze ocekavat jejich
detekovatelné zvySeni nad spontanni uroveil. Pozitivni kontroly vyZadujici
metabolickou aktivaci se pouZivaji v davkach vedoucich ke stfedné vysoké odezvé.
Davky pfi pozitivni kontrole se voli tak, aby byly udinky patrné, ale pfitom
nenapovidaly hodnotiteli totoZnost zakodovaného preparatu. Mezi latky pro
pozitivni kontrolu patii napiiklad:

Doba odbéru vzorku Latka CAS EINECS

odbér v intervalu (2 — 4 hodiny) | N-nitrosodimethylamin | 62-75-9 | 200-249-8

odbér v intervalu (12 - 16 hodin) | N-2-fluorenylacetamid | 53-96-3 |200-188-6
(2-AAF)

Je moZno pouzit i jiné vhodné latky. Je mozna aplikace pozitivni kontroly jinou
cestou, nez je podavana testovana latka.

1.4 Postup

1.4.1 Poclet a pohlavi zvifat

-~

V kazdé skupiné musi byt miniméaln& 3 analyzovatelni jedinci. Pokud existuje
historicka databaze, pak pro soub&zné skupiny negativni a pozitivni kontroly
postaduji 1 nebo 2 jedinci.

Pokud v dobég, kdy se studie provadi, existuji udaje ze studii s tymZ Zivo¢iSnym
druhem vyuzivajicich tyZ expozi¢nich cest, prokazujici, Ze mezi obéma pohlavimi
nejsou v toxicité podstatné rozdily, je mozné provést testovani pouze na jednom
pohlavi, nejlépe na samcich. Tam, kde huménni expozice testovanym latkam mize
byt pohlavné specificka, jak je tomu napiiklad u nékterych farmaceutickych
pripravki, provadi se test na zvifatech odpovidajiciho pohlavi.

142 Davkovaci schéma

Testovana latka se obvykle podavé jednorazove.

143 Davkovani

Obvykle se pouzivaji 2 rizné davky. Nejvyssi davka je definovana jako davka
vyvolavajici takové znamky toxicity, Ze pfi vyS$3i davee ve stejném rezZimu by se
ocekéval letalni u¢inek. Nizsi davka pfedstavuje obecné 50-25 % davky vyssi.

Latky, jez vnizkych netoxickych déavkach vykazuji specifickou biologickou
aktivitu, jako jsou hormony nebo mitogeny, mohou predstavovat vyjimky z téchto
kritérii pro stanoveni davek a vyhodnocuji se ptipad od ptipadu. Provadi-li se studie
ke zjisténi rozpéti toxicity, protoze potfebné udaje nejsou k dispozici, je tieba ji
realizovat v téze laboratofi a za pouziti stejného zivo¢isného druhu, kmene, pohlavi
a pokusného rezimu, jaké se pak pouZiji v hlavni studii.
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Jako nejvyssi davku lze také definovat davku vyvolavajici uréité znamky toxicity
v jatrech (napt. pyknoticka jadra).

1.4.4 Limitni test

Jestlize test pfi ddvce minimalné 2 000 mg/kg hmotnosti podané v1 nebo 2
davkach tyz den nevyvoldva Zadné pozorovatelné toxické ucinky a jestlize se na
zéklad€ udaji o strukturné piibuznych latkach neodekava genotoxicita, nemusi se
provést uplnd studie. Podle odekdvané humanni expozice muze byt pouzZita
v limitnim testu vys§i davka.

1.4.5 Aplikace latky

Testovana latka se obvykle vpravuje zaludeéni sondou. V odivodnénych pfipadech
mohou byt pfijatelné i jiné expoziéni cesty. Intraperitonealni aplikace se vsak
nedoporucuje, protoZe by se tim mohla jatra vystavit plsobeni testované latky
pfimo, nikoli krevnim ob&hem. Maximalni objem kapaliny, ktera se da sondou nebo
injekci najednou vpravit, zavisi na velikosti pokusného zvifete a nema piekrocit
2 ml/100 g hmotnosti organismu; vy$8i davky musi byt zdivodnéné. S vyjimkou
drazdivych nebo Ziravych latek, jeZ normélné vykazuji pfi vysSich koncentracich
hor$i u€inky, je tfeba upravit koncentrace latky tak, aby objem byl ve viech
davkovych urovnich stejny a minimalizovala se tak objemova variabilita.

1.4.6 Pfiprava jaternich bunék

Jaterni buriky se z pokusnych zvifat zpracovavaji obvykle 12 — 16 hodin po podani
testované latky. Obvykle je zapotiebi jesté dalsi odbér (obvykle 2 — 4 hodiny po
podani latky), ledaze je po 12 - 16 hodinach pozitivni reakce zjevnd. Je oviem
moZno pouzit i jiné Easy odbéru vzorkl, je-li to odivodnéné na zakladé
toxikokinetickych udaji.

Kratkodobé kultury savéich jaternich bunék se obvykle zakladaji perfuzi jater in situ
kolagenazou. Je tfeba zajistit, aby se &erstvé disociované jaterni buiky mohly
prichytit ke vhodnému povrchu. Jaterni buiiky ze zvifat z negativni kontroly maji
mit minimalné 50 % Zivotaschopnost.

1.4.7 Stanoveni UDS

Cerstvé izolované savéi jaterni butiky se po vhodnou dobu (napf. 3 — 8 hodin)
obvykle inkubuji v médiu obsahujicim SH-TdR. Po inkubaci se médium odstran;
buitky se potom mohou inkubovat v médiu obsahujicim nadbytek neznateného
thymidinu, aby se sniZila neinkorporovana radioaktivita (tzv. ,,cold chase*). Buriky
se pak promyji, fixuji a vysusi. PHi delSich inkuba&nich intervalech nemusi se ,,cold
chase“ provadét. Skli¢ka s preparaty se ponofi do autoradiografické emulze a
exponuji se exponuji ve tmé (napt. po dobu jednoho nebo dvou tydnd v chladnilce),
vyvolaji, obarvi a poéitaji se exponovand stiibma zma. Z kazdého jedince se
ptipravi 2 nebo 3 preparaty.

1.4.8 Analyza

Mikroskopické preparaty musi obsahovat dostate¢ny pocet bunék s normalni
morfologii, aby bylo mozno UDS vyhodnotit. Mikroskopicky se hodnoti zjevné
znamky cytotoxicity (napf. pykndza, sniZend Groved radioaktivniho znaceni).
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Preparaty se pfed pocitanim zrn zakdduji. Vzdy na minimdlné 2 preparatech
z kazdého jedince se obvykle hodnoti 100 bunék; pokud je bunék méné& nez 100 na
Jedince, musi to byt zdivodnéné. Pfi poditani zm se nevyhodnocuji jadra v S-fazi,
ale podil bunék v S-fazi se registruje.

Vhodnou metodou se stanovi stupedi inkorporace *H-TdR do jader a cytoplazmy
v morfologicky normalnich burikch, zjisténych podle depozice stiibmych zrmek.

PoCet bun¢k se stanovi zpottu zm odpovidajicich bunéénym jadrim (NG) a
z pramémého pottu zm v cytoplasmatickych oblastech (CG) odpovidajicich jadram.
Jako hodnota CG se pouzije bud’ pocet bunék pro nejsilnéji oznacenou oblast
cytoplasmy, nebo priméméa hodnota dvou aZ tfi ndhodné vybranych oblasti
v blizkosti doty¢nych bunéénych jader. Po odpovidajicim zdivodnéni mohou byt
pouZity i jiné postupy stanoveni poétu bun&k (napf. poéitani celych bunék).

(3]

UDAIJE

2.1 Zpracovani vysledkt

Vysledky zahrnuji udaje z jednotlivych preparati a zvitat. Mimoto se viechna data
shrnou v tabeldrni formé. Pro kazdou buriku, kazdého jedince a kazdou davku a ¢as
se stanovi Cisty pocet ,,nuclear grain“ (NNG) odegtenim poétu CG od poétu NG.
Pocitaji-li se ,,butiky v opravé®, musi byt kritéria, kterymi se tyto buiky uréuji,
zdivodnéna a podloZena daty z historickych nebo soubéZnych negativnich kontrol.
Numerické vysledky se mohou vyhodnotit statistickymi metodami; pokud se

statistické testy pouZiji, je tfeba je vybrat a zdivodnit je$té pred zapodetim studie.

[§e]
[\)

Vyhodnoceni a interpretace vysledkt

Kritéria pro pozitivni / negativni reakci zahrnuji:

Pozitivni (D hodnoty NNG nad pfedem stanovenym prahem, zdivodnénym
na zéakladé historickych dat dané laboratote, nebo

(II)  hodnoty NNG vyznamné vy3si neZ u soubézné kontroly.

Negativni (I) hodnoty NNG na urovni/pod urovni historického prahu u
kontrol, nebo

(II)  hodnoty NNG nejsou signifikantné vys§i nez soubéZna
kontrola.

Je tfeba uvazit biologickou vyznamnost ziskanych dat, coz znamena, Ze je tfeba vzit
v ivahu parametry, jako jsou variabilita mezi jednotlivymi jedinci, vztah davka-
odpovéd’ a cytotoxicita. Pfi vyhodnocovani vysledkd lze pouzit statistické metody;
statistickd vyznamnost by vSak neméla byt pro pozitivni reakci rozhodujicim
faktorem.

VétSina experimentd poskytuje jednozna¢né pozitivni nebo negativni vysledky,
v ojedinélych ptipadech v3ak nelze ze ziskaného souboru dat vyvodit o aktivité
testované latky definitivni zdvér. Vysledky mohou byt stdle nejednoznaéné nebo
problematicke, i kdyz se experiment n€kolikrat opakuje.

Pozitivni vysledek testu UDS se sav¢imi jaternimi butikami in vivo ukazuje, Ze
testovana latka vyvolava v savéich jaternich burikéach in vivo poSkozeni DNA, které
Ize opravit nepldnovanou syntézou DNA in vitro. Negativni vysledek ukazuje, Ze za
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danych experimentalnich podminek testovana latka nevyvolava takové poskozeni
DNA, jez je timto testem zjistitelna.

Je tfeba vzit v Gvahu, jaka je pravdépodobnost, Ze testovana latka dosdhne Sirokého
pouziti nebo je specificka pro ur¢itou cilovou tkan (napf. systémova toxicita).
3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s ptislusnymi pravnimi ptedpisy” musi byt zpracovan projekt pokusu
a o prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

Ve zpravé o priibéhu pokusu je tteba uvést tyto informace:
Rozpoustédlo / vehikulum :
- zdtivodnéni volby vehikula,

—  rozpustnost a stabilita testované latky v rozpoustédle/vehikulu, pokud je
znama.

Pokusna zvirata:
—  pouzity Zivo¢i$ny drulvkmen,
—  pocet, vék a pohlavi jedinci,
- puvod, chovné podminky, strava apod.,

- hmotnost jednotlivych zvifat na po¢atku testu, véetné hmotnostniho rozpéti,
prumérd a smérodatnych odchylek pro jednotlivé skupiny.

Podminky pokusu:

- pozitivni a negativni (rozpoustédlo/vehikulum) kontroly,

—  1daje ze studie pro ureni rozpéti, byla-li provedena,

- zdivodnéni zvolenych urovni davek,

—  podrobnosti o pfipravé testované latky,

—  podrobnosti o podavani testované latky,

-  zdivodnéni zpisobu podavani,

- ptipadné metody k ovéfeni, Ze se latka dostala do krevniho ob&hu nebo do
cilové tkang,

- pipadny ptevod koncentrace latky v potravé/pitné vodé (ppm) na faktickou
davku (mg/kg hmotnosti /den ),

- podrobnosti o kvalité potravy a vody,

- podrobné schéma podéavani testované latky a odbéru vzorkd,
- metody zjistovani toxicity,

- metoda pfipravy a kultivace jaternich bunék,

-~ pouzita autoradiograficka metoda,

- podet pripravenych preparatl a pocet hodnocenych bunék,

- kritéria analyzy,
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- kritéria, jimiz se studie hodnoti jako pozitivni, negativni nebo
nejednoznaéna.

Vysledky:

- prumémé hodnoty poétd stfibrmych zrn v jadrech, cytoplazmé a ,,net nuclear
grains* pro jednotlivé preparaty, zvifata a skupiny,

- vztah davka-odpovéd’, pokud je k dispozici,
—  statistické hodnoceni, bylo-li provedeno,
- znamky toxicity,

- udaje ze soubéZnych negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich
kontrol,

—  historické udaje znegativnich (rozpous$tédlo/vehikulum) a pozitivnich
kontrol véetné rozpéti, priméru a smérodatnych odchylek,

- pocet ,,bunék v opravé®, byl-li stanoven,
- pocet bunék v S-fazi, byl-li stanoven,

—  Zivotaschopnost bunék..
Diskuse vysledkd.

Zavéry.
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B.40 LEPTAVE UCINKY NA KUZI

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spole¢enstvi.®’
1.1 Uvod

Evropské centrum pro validaci alternativnich metod (European Centre for the
Validation of Alternative Methods, ECVAM, Joint Research Centre, European
Commission) schvalilo jakoZto védecky validni dva testy in vitro na leptavé &inky na
kizi: test na principu méfeni transkutanniho elektrického odporu kiZe potkana
(transcutaneous electrical resistance, TER) a test vyuZivajici modelu lidské kaze.®
Valida¢ni studie ECVAM prokazala, ze oba testy dokaZi spolehlivé rozliSovat mezi
znamymi latkami leptajicimi a neleptajicimi kGzi. Mimoto test vychézejici z modelu
lidské kiZze umoZiiuje spravné rozliSovat jednotlivé stupné leptavych G¢ink(i (znamé
latky zpusobu_uc1 tézke poleptam kze R35, a ostatni latky zpusobujici poleptani kize,
R34).% Je uveden popis a postupy obou testd; vybér mezi obéma testy zavisi na
konkrétnich poZadavcich a na preferencich uZivatele.

1.2 Definice
Poleptdni kiZe: zplsobeni nevratného poskozeni tkané kiZe po aplikaci testované
latky.

1.3 Referenc¢ni latky

Zadna referenéni latka neni specifikovana, viz viak odst. 1.5.3.4 a 1.7.2.3.
1.4 Princip metody - test TER na kuzi potkana

Testovany material se nanese na dobu az 24 hodin na epidermalni povrch ter¢ikl kiize
odebrané z mladych potkani utracenych humannim zpGsobem. Latky, které maji
leptavé ucinky, jsou identifikovany podle své schopnosti porudit normalni integritu a
bariérové funkce stratum corneum. Tato schopnost se méfi jakozto pokles mherentmho
transkutanniho elektrického odporu (TER) pod urcitou prahovou hodnotu (5 kQ).9
Drazdivé a nedrazdivé litky TER pod prahovou hodnotu nesmzujl V piipadé
detergentl a neutrdlnich organickych latek (jejichz definici viz v 1it¥ je mozno do
zkusebmho postupu zaradit test fixace barviva, aby se Sanll pocet faleSnych pozitivnich
vysledkd, jez se u téchto typd chemickych latek vyskytuji.?

1.5 Popis metody - test TER na kGzi potkana

1.5.1 Pokusna zvirata

Pokusni zvifata jsou vybrana sohledem na druh, pohlavi, a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvlastniho pravniho pfedpisulo) a oznacena tak, aby byla mozna
identifikace jednotlivych zvifat. Dobu navykani stanovi § 10 zvlaStniho pravniho
predpisu.'”

Pro piipravu koZnich teréikil jsou pouzivani mladi (20- aZ 23-denni) potkani, Wistar
nebo srovnatelny kmen. Malymi nlizkami na zvifata se peclivé odstrani srst z dorzélni a
bo¢ni plochy. Zvitata se pak omyji peglivym otiranim a oblast se ponofi do roztoku
antibiotika, naptiklad streptomycinu, penicilinu, chloramfenikolu nebo amfotericinu,
v koncentracich inhibujicich rist bakterii. Tieti nebo ¢tvrty den po prvnim omyti se
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zvitata omyji antibiotiky znovu a béhem 3 dni se pouziji. Pro ptipravu koznich vzorkt
nesméji byt zvifata starsi nez 31 dni.

1.5.2 Ptiprava ter¢ika kize

Zvitata se humdnnim zplsobem usmrti, sejme se kiZe z dorzilni plochy a zté se
opatrné sloupne prebyteény tuk. Kize se pfilozi pfes konec polytetrafluorethylenové
(PTFE) trubice, a to epidermdlni stranou k trubici. Pfes konec trubice se ptetihne
gumovy O-krouZek, kterym se kiize pfipne, a pfebyte¢na tkan se odfizne. Rozméry
trubice a O-krouzku ukazuje obr. 1. Gumovy O-krouZek se pak zatésni pe¢livé ke konci
PTFE trubice Zlutou vazelinou. Trubice se ponofi do nadoby obsahujici roztok siranu
hote¢natého (154 mM), kde je pfidrzovana pruzinovou sponou (obr. 2).

1.5.3 Popis postupu

1.5.5.1 Naneseni testované latky

Je-li testovana latka v tekutém stavu, nanese se na epidermalni povrch uvnitf trubice
(obr. 2). Je-li ve stavu pevném, nanese se na teréik v takovém mnozZstvi, aby se pokryl
cely povrch epidermis, na povrch latky se pfida 150 pl deionizované vody a trubicemi
se jemné zatfepe. Testovand latka musi mit skizi maximalni moZny kontakt.
U nékterych pevnych latek toho lze dosahnout zahtatim latky na 30°C, aby se roztavila,
nebo rozetfenim zrnitého materidlu na jemny prasek. Pouziji se vzdy 3 teréiky pro
kazdou latku. Latka se nanasi na dobu 24 hodin (viz téZ 1.5.3.4) a odstrani se
promyvanim proudem vodovodni vody teplé maximalné 30°C tak dlouho, dokud se
latka vyplavuje. Odstranéni testované latky, ktera v trubici ztuhla, se d4 napomoci
vymyvanim prudkym proudem vody teplé zhruba 30°C.

1.53.2 MéFeni TER

Transkutanni elektricky odpor (TER) se méfi pomoci nizkonapét'ového impedanéniho
mastku pro stiidavy proud (napf. AIM 401 nebo 6401 ¢i ekvivalentniho). Pfed méienim
elektrického odporu se snizi povrchové napéti kiize ptidavkem dostate¢ného objemu
70% ethanolu, kterym se pokryje epidermis. Po nékolika sekundach se ethanol odstrani
tak, Ze se trubice oto¢i, a tkan se hydratuje ptidavkem 3 mililitrd 154 mM roztoku
siranu hofe¢natého. Elektrody mistku se pfiloZi na ob¢ strany kize a zméri se odpor
v kQ/terCik (obr. 2). Rozméry elektrod a délku holé elektrody pod krokosvorkou
ukazuje obr. 1. Svorka vnitini (silné) elektrody se béhem méfeni ulozi navrch PTFE
trubice tak, aby byla do roztoku siranu hofe¢natého ponofena vidy stejnad délka
elektrody. Vnéjsi (tenka) elektroda se ulozi do receptorové komiirky tak, aby lezela na
dné. Je tieba dodrZovat konstantni vzdalenost mezi spodni hranou pruzinové svorky a
spodkem PTFE trubice (obr. 1), tato vzdalenost ma vliv na ziskanou hodnotu odporu.

Upozortiujeme, Ze je-li naméfeny odpor vyssi nez 20 kQ, miiZe to byt diisledek toho, ze
testovana latka prekryva epidermalni povrch ter¢iku kiiZze. Je moZno se pokusit tento
povlak odstranit, napfiklad tak, Ze se PTFE trubice utésni palcem v rukavici a zhruba 10
sekund se protfepava, roztok siranu hofe¢natého se vylije a méfeni odporu se opakuje
s ¢erstvym roztokem.



Strana 8768 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Cistka 147

Primérna nameéfena hodnota TER je akceptovana, pokud hodnoty ze soub&zné pozitivni
a negativni kontroly lezi vrozmezich pfijatelnych pro tuto metodu. Navrhované
kontrolni latky a pfislusna akceptovatelna rozmezi odporu pro popisovanou metodu a
aparaturu jsou tyto:

Kontrola Latka Rozmezi odporu (kQ)
Pozitivni 10 M kyselina chlorovodikova (36%) 0,5-1,0
Negativni | destilovana voda 10 -25

1.5.3.3 Modifikovany postup pro povrchové aktivni ldtky a neutrdlni organické
latky

Pokud je pfi testovani povrchové aktivnich latek (detergentll) nebo neutralnich
organickych latek hodnota TER mensi nebo rovna 5 kQ, lze na této tkani provést
hodnoceni priniku (penetrace) barviva. Timto postupem se zjisti, zda se nejednd o
vysledky falesné pozitivni .%

1.5.3.3.1 Naneseni a odstranéni barviva sulforhodaminu B

Po prvotnim oS3etieni testovanou latkou se na epidermalni povrch viech ter&ikii nanese
na 2 hodiny po 150 pl 10% (w/v) roztoku sulforhodaminu B v destilované vods.
Terciky kiZe se pak zhruba po dobu 10 sekund oplachuji prudkym proudem vodovodni
vody, ktera ma nejvySe pokojovou teplotu. Tim se ma odstranit piebyteéné
(nenavazané) barvivo. Kazdy tercik kize se pak opatrné sejme z PTFE trubice a ulozi
do nadobky (napt. do 20 ml sklenénych kyvet pro scintilaci) obsahujici 8 ml
deionizované vody. Nadobky se po dobu 5 minut jemné& tfepou, aby se odstranily
vedkeré zbytky prebyte¢ného (nenavazaného) barviva. Tento oplach se opakuje. Pak se
ter¢iky vyjmou a vlozi do nadobek s 5 ml 30 % (w/v) roztoku dodecylsulfatu sodného
(SDS) v destilované vodé, kde se pies noc inkubuji pfi teploté 60°C. Po inkubaci se
ter¢iky vyjmou a zlikviduji a zbyvajici roztok se odstted’uje po dobu 8 minut pti teploté
21°C (relativni odstrediva sila ~175). Vzorek 1 ml supernatantu se pak zfedi 30 % (w/v)
roztokem SDS v destilované vodé vobjemovém poméru 1 v 5 (v/) (t. 1ml
supernatantu + 4 ml roztoku SDS). Opticka denzita (OD) roztoku se méfi pii cca 565
nm.

1.5.3.3.2 Vypocet obsahu barviva

Obsah sulforhodaminu B v terciku se vypoéitd zhodnoty OD (molarni extinkéni
koeficient sulforhodaminu B pfi 565 nm ¢ini 8,7 . 10* molekulovd hmotnost = 580).
Obsah sulforhodaminu B se vypolita pro kazdy teréik kGZe zvlast’ a stanovi se
primé&rna hodnota. Primérna hodnota navazaného barviva je akceptovana za podminky,
Ze soubézné kontrolni hodnoty spadaji do akceptovatelného rozsahu této metody. Za
akceptovatelnd rozmezi obsahu barviva se u kontrolnich latek pfi této metod¢ a
experimentalnim usporadani povazuji:
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Kontrola Latka Rozmezi obsahu
barviva (ug/ teréik)
Pozitivni 10 M kyselina chlorovodikova 40 - 100
Negativni destilovana voda 15 =135

1534 Doplnujici informace

Je mozné zvolit kratsi dobu plisobeni testované latky na ter&ik kiZe (napt. 2 hodiny) za
ucelem rozliSeni silné leptajicich latek. Ve validiza¢ni studii viak bylo zjiiténo, Ze test
TER precenuje leptave schopnosti nékterych testovanych latek aplikovanych na teréiky
kize na 2 hodiny,® jakkoliv umozZiiuje spravnou identifikaci leptajicich a neleptajicich
tatek po 24-hodinovém plisobeni.

Ziskané hodnoty TER mohou byt ovlivnény vlastnostmi a rozméry zkusebni aparatury a
experimentalnim postupem. Prahové hodnota pro leptavé uginky 5 kQ byla stanovena
na zadklad¢ udaji ziskanych na konkrétni aparatufe a pfi aplikaci postupu uvedeného
zde. Pokud by se zkuSebni podminky vyrazné zménily, mohlo by byt tfeba pouzito
jinych prahovych a kontrolnich hodnot. Proto se doporuguje okalibrovat metodiku i
prahovou hodnotu otestovamm fady referenCnich standardii vybranych z latek, jez byly
pouzity pii validagni studii.®’

1.6 Princip metody - test s modelem lidské ktze

Testovany material se nanasi topicky na dobu az 4 hodin na trojrozmémy model lidské
kliZe, sestavajici zrekonstruované epidermis s funk&ni stratum corneum. Leptajici
material se pozna podle schopnosti vyvolat pokles Zivotnosti bunék stanovené napiiklad
testem ,MTT reduction assay“ (MTT = 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5 difenyl
tetrazolium bromid) pod prahovou hodnotu definovanou pro danou expoziéni dobu.
Princip testu vychazi z predpokladu, Ze latky zplsobujici poleptani kize jsou ty, které
dokazi proniknout skrze stratum corneum (difuzi nebo erozi) a jsou dostate¢né
cytotoxické, aby privodily smrt bun€k v hlubsich bunéénych vrstvach.

1.7 Popis metody - test s modelem lidské kuze

1.7.1 Modely lidské kize

Modely lidské kize mohou pochdzet zriznych zdrojii, musi vsak spliovat urcita
kritéria. Model musi mit funkéni stratum corneum s podkladovou vrstvou Zivych bunék.
Bariérova funkce stratum corneum musi byt pfiméfené zachovéana. To lze prokazat tim,
Ze model bude rezistentni vigi cytotoxicité po naneseni latek, o nichZ je zndmo, Ze jsou
pro buiiky cytotoxické, které vSak normélné skrze stratum corneum neprochazeji.
Model musi za definovanych experimentalnich podminek vykazovat reprodukovatelné
vysledky.

Zivotnost Zivych bunék v modelu musi byt dostacujici k tomu, aby se dalo dobte rozlidit
mezi latkami pozitivni a negativni kontroly. Zivotnost bunék (méfend naptiklad
velikosti redukce MTT, tj. OD hodnotou) po expozici latce pouzité jako negativni
kontrola musi leZet v pEijatelnych mezich pro dany model. Podobné v ptipadé latky pro
pozitivni kontrolu (ve srovnani s latkami pro negativni kontrolu) musi hodnoty
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Zivotnosti spadat do uréenych mezi. Je velmi dilezité, aby bylo prokazano, Ze pouzity
predik¢ni model odpovida mezindrodnimu validaénimu standardu .

1.7.2 Popis postupu

1.7.2.1 Naneseni testovaného materidlu

Je-li testovana latka tekuta, nanese se tak, aby pokryvala povrch kiize (minimalni
mnozstvi 25 ul/cmz). Je-li pevna, nanese se tak, aby pokryvala kiZi, a nasledné se
zvlhei, aby se s kiZi zajistil dobry styk. Pokud je to tfeba, pevné latky se pied aplikaci
roztiraji na praSek. U metody nana$eni musi byt prokdzano, Ze je vhodna pro Siroky
rozsah latek.” Po uplynuti doby expozice se materidl z povrchu kize peclivé smyje
fyziologickym roztokem.

1.7.2.2 MéFeni 2ivotnosti bunék

K méfeni Zivotnosti bunék se da pouzit jakakoliv validovana kvantitativni metoda.
Nejcastéji se pouziva redukce MTT, o které bylo prokdzano Ze v riznych laboratotich
poskytuje pfesné a reprodukovatelné vysledky.” Teréik kiize se na dobu 3 hodin ponofi
do roztoku MTT o koncentraci 0,3 mg/ml pfi teploté¢ 20 - 28°C. Vylouceny modry
formazanovy produkt se pak extrahuje (extrakce rozpoustédlem) a koncentrace
formazanu se stanovi méfenim OD pfi vinové délce 545 az 595 nm.

1.7.2.3 Doplniujici informace

Pouzity model kiize i pfesné dodrZeni doby piisobeni, promyvaciho postupu atd. maji na
zZivotnost bun¢k vyznamny vliv. Doporuéuje se metodu i predikéni model okalibrovat za
pouziti fady referenénich standardd vybranych z latek pouzitych ve validiza¢ni studii
ECVAM.? Je nezbytné nutné, aby bylo prokazano, Ze je pouzitd metoda za pouZziti
Siroké Skaly latek reprodukovatelnd podle mezinarodnich standardd jak v ramci dané
laboratofe, tak mezi riznymi laboratofemi. Minimalné musi metoda spliiovat kritéria
védecké validity definované diive® a vysledky takové validizaéni studie musi byt
zvefejnény v takovém védeckém Casopise, ve kterém ¢lanky pfed zvefejnénim
prochézeji odbornou revizi.

2 UDAIJE
2.1 Zpracovani vysledku
2.1.1 Test TER na kidzi potkana

Hodnoty odporu (v kQ) pro testovany material, pozitivni a negativni kontrolu a pro
piipadné standardni referenéni latky se uvadéji v tabelarni forme, a to data pro v3echny
replikace a opakované experimenty, primérné hodnoty a z nich vyvozena klasifikace.

2.1.2 Test s modelem lidské kiaze

Hodnoty OD a vypoétené procento Zivotaschopnych bunék se pro testovany material,
pozitivni a negativni kontroly a ptipadné standardni referen¢ni latky uvadéji v tabelarni
formé, a to data pro vSechny replikace a opakované experimenty, primémé hodnoty a
z nich vyvozena klasifikace.
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[N
(3]

Vyhodnoceni a interpretace vysledku

o
[3S]
—

Test TER na kizi potkana

Pokud je primémda hodnota TER pro testovany materidl vysSi nez 5 kQ, je latka
neleptajici. Je-li hodnota TER niZ$i nebo rovna 5 kQ a nejedna se ptitom o povrchové
aktivni latku (detergent) ¢i neutrdlni organickou latku, pak testovand latka leptavé
uéinky ma.

U povrchové aktivnich latek (detergentll) a neutrdlnich organickych latek, jeZ poskytuji
hodnoty TER neptesahujici 5 kQ, lze provést zkousku penetrace barviva. Je-li obsah
barviva v ter¢iku vyssi nebo rovny primérnému obsahu barviva v teréiku pfi soub&zné
provedené pozitivni kontrole s 36 % HCI, je testovana latka skute¢né€ pozitivni a tedy
ma leptavé ucinky, kdezto je-li obsah barviva v teréiku mensi, je testovana latka falesné
pozitivni a tedy leptavé ucinky nema.

222 Test s modelem lidské kaze

Hodnota OD pro negativni kontrolu pfedstavuje 100 % Zivotaschopnost bunék.
Z hodnot OD pro jednotlivé zkuSebni vzorky se vypoéte procentudlni Zivotnost vici
negativni kontrole. Hraniéni procentni podil Zivotaschopnych buné&k, ktery oddéluje
latky, které nezpisobuji poleptani kiZe, od téch, které poleptani zplsobuji, respektive
odlifuje jednotlivé tfidy leptavych viastnosti, musi byt v predikénim modelu jasné
definovan ptedtim, neZ je metoda validovana, a naslednou valida¢ni studii se musi
prokazat, 7e je tato hrani¢ni hodnota odpovidajici.”

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu e s ptislusnymi pravnimi pfedpisyg) musi byt zpracovan projekt pokusu a o
prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

(US)

Ve zpravé o pribéhu pokusu je tfeba uvést tyto informace:
Testovana latka:

- identifikaéni udaje, fyzikalni stav, popfipadé fyzikaln€-chemické vlastnosti;
pokud se pouzivaji referenéni latky, uvedou se tyto idaje i pro né.

Podminky pokusu:

- podrobny popis pouzitého postupu,

- popis a zdivodnéni viech pfipadnych modifikaci.
Vysledky:

- tabulka hodnot odporu (test TER) nebo procentudlni podil Zivotaschopnych
bunék (test s modelem lidské kiize) pro testovany materidl, pozitivni a negativni
kontroly a pfipadné standardni referenéni latky, a to idaje pro vSechny replikace
respektive opakované experimenty a primémé hodnoty;

- popis viech jinych pozorovanych efekti.
Diskuse vysledkd.
Zavéry.
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Obrazek 1
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Krokosvorka
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Obrazek 2

Aparatura pro test TER s kiizi potkana
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B.41 FOTOTOXICITA - TEST FOTOTOXICITY 3T3 NRU IN
VITRO

1 METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi.®’
1.2 Uvod

Fototoxicita je definovéna jako toxicka odezva (reakce), k niz dochazi, je-li kize
poprvé vystavena urCitym chemickym litkdm a nasledné pak svétlu, nebo je-li
podobné kize ozarena po celkovém podani uréité latky.

Informace ziskané v ramci testu fototoxicity 3T3 NRU in vitro slouzi ke stanoveni
fototoxického potencidlu dané testované latky, tedy ke zjisténi, zda dana latka ve
spojeni s expozici ultrafialovému a viditelnému zafeni pfedstavuje mozné nebezpeéi
nebo nikoli.

Toxikologickym vysledkem testu in vitro je stanoveni fototoxicity vyvolané
kombinovanym plisobenim latky a svétla, timto testem je mozné zjistit sloueniny,
které jsou fototoxické in vivo po celkové aplikaci a distribuci v kiiZi, a slouéeniny,
jez pisobi jako fotoiritanty po topickém naneseni na pokozku.

Test fototoxicity 3T3 NRU in vitro byl vypracovan a validovan v ramci spoleéného
projektu EU/COLIPA z let 1992 — 1997° jakozto validni alternativa in vitro viiii
riznym pouZivanym testlm in vivo. V roce 1996 doporugila pracovni schiize OECD
ptistup naslednych in vitro testit pro hodnoceni fototoxicity.®

Vysledky testu fototoxicity 3T3 NRU in vitro byly porovnany s akutnimi uéinky
fototoxicity/fotoiritace in vivo u zvifat a lidi a bylo zji§téno, Ze tento test ma pro
uvedené UCinky vynikajici predikéni schopnosti. Test neni navrZzen k tomu, aby
pfedpovidal jiné nepfiznivé u€inky, jeZ mohou z kombinovaného plisobeni latky a
svétla vzniknout, jako je fotogenotoxicita, fotoalergie nebo fotokarcinogenita, i kdyz
fada latek tyto specifické vlastnosti vykazuje, reaguje pii testu fototoxicity 3T3
NRU in vitro pozitivné. Test neni rovnéz uspofadan tak, aby umoziioval hodnoceni
stupné fototoxicity.

Sekvenéni pfistup testovani fototoxicity u chemickych latek je pfilozen viz dodatek.
1.3 Definice

Iradiance: intenzita ultrafialového (UV) ¢i viditelného zafeni dopadajiciho na
povrch; m&fena ve W/m® nebo v mW/cm?,

Ddvka svétla: mnoZstvi (= intenzita x ¢as) ultrafialového (UV) nebo viditelného
(VIS) zafeni dopadajiciho na povrch, vyjadrené v joulech (= W xs) na jednotku
povrchu, napt. J/m? nebo J/em®.

Pdsma vinovych délek ultrafialového svétla: podle doporu€eni CIE (Commission
International de L’Eclairage) se pouZivd oznafeni UVA (315 -400nm), UVB
(280 - 315 nm) a UVC (100 - 280 nm). PouZivaji se i jind vymezeni: za hranici
mezi pasmy UVA a UVB se ¢asto povazuje 320 nm a UVA se nékdy déli na UV-Al
a UV-A2 s hranici zhruba u 340 nm.

Zivotaschopnost (viabilita) bunék: parametr, kterym se méfi celkova aktivita
bun&&né populace (napt. pfijem barviva indikujiciho Zivou buriku, neutralni ¢ervene,
do bun&inych lysozomu), jeZ podle parametri méfenych danym testem a jeho
usporadani koreluje s celkovym po&tem resp. Zivotnosti (vitalitou) bunék.
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Relativni Zivotaschopnost (viabilita) bunék: Zivotaschopnost bunék vyjadiena
v porovnani s negativnimi kontrolami (rozpoustédlo), které prosly celou procedurou
testu (bud’ +UV nebo —UV), oviem bez pisobeni testované latky.

Predikéni model: algoritmus, kterym se vysledky testu toxicity transformuji
do predikce toxického potencidlu. V tomto metodickém névodu pro test je moZno
k transformaci vysledkt testu na fototoxicitu 3T3 NRU in vitro k predikei
fototoxického potencialu pouzit veli¢in PIF a MPE.

PIF (photo irritation factor, fotoiritacni faktor): koeficient pfedstavujici pomér 2
stejné GCinnych cytotoxickych koncentraci (ECso) testované latky ziskanych
v neptitomnosti (~UV) a v ptitomnosti (+UV) necytotoxického UVA/VIS ozafeni.

MPE (mean photo effect, stfedni fotoefekt): nova mira odvozena z matematické
analyzy kompletnjho priab&hu 2 kiivek koncentrace-odezva ziskanych
v nepfitomnosti (-UV) a v pfitomnosti (+UV) necytotoxického UVA/VIS ozéfeni.

Fototoxicita: akutni toxicka reakce (odezva), ktera vznikd po prvni expozici kiize
urdité latce a nasledné expozici kize svétlu, nebo reakce kterd je obdobné navozena
ozafenim kliZe po systémovém podani urcité latky.

Xl

reakci, k nimZ dochazi v kaZi poté, co na ni plsobi (topicky nebo oralné prijata)
néjaka latka. Tyto fototoxické reakce vedou vzdy k nespecifickému poskozeni bunék
(reakce podobné jako pti nadmémmém slunéni).

Fotoalergie: ziskana imunologicka reaktivita, ktera se pfi prvnim plsobeni latky a
svétla neprojevuje, a kdy je zapotiebi jednotydenni aZz dvoutydenni indukéni periody
k tomu, aby se reaktivita kiZe projevila.

Fotogenotoxicita: genotoxickd reakce (odezva) s genetickymi projevy, ke které
dochazi poté, co byly butiky vystaveny negenotoxické ddvce UV/VIS zafeni a
negenotoxickeé latky.

Fotokarcinogenita: karcinogenita vyvoland opakovanou aplikaci svétla a latky.
Pokud je tumorogeneze vyvoland UV zafenim zesilena latkou, mluvime o
fotokokarcinogenité.

1.4 Referené¢ni latky

Vedle chlorpromazinu jako latky pro pozitivni kontrolu, které je soubézné testovana
pti kazdé studii, se pro zavedeni testu na fototoxicitu 3T3 NRU doporucuje pouzit
jako referenéni latky podsoubor z latek, které byly pouZity pfi mezilaboratornim
porovnavani tohoto testu.”

1.5 Prvotni Givahy

Fototoxické uginky byly pozorovany u fady latek,” jejichz jedinym spoleénym
rysem je to, Ze dokazi absorbovat svételnou energii v oblasti slune¢niho zafeni.
Podle prvniho zékona fotochemie (Grotthausiv-Draperiv zakon) vyzaduje kazda
fotoreakce dostatednou absorpci svételnych kvant. Proto by se predtim, neZ se zacne
uvazovat o biologickém testovani podle tohoto metodického navodu, mélo vzdy
stanovit absorpéni spektrum testované litky v UV/VIS oblasti (napfiklad podle
zkugebni metody OECD ¢&. 101). Pokud je molami extink&ni/absorpéni koeficient
niz&i nez 10 litrt x mol™! x cm™', nema latka fotoreaktivni potencial a neni tfeba ji na
gkodlivé fotochemické Gginky testovat ani testem na fototoxicitu 3T3 NRU in vitro,
ani zadnym jinym biologickym testem (tabulka ¢&. 9).
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1.6 Princip metody

Byly zjistény Ctyfi mechanismy, kterymi muaZe absorpce svétla (chemickym)
chromoforem vyustit ve fototoxickou reakci,” pfi¢emZ vSechny vedou k poskozeni
bunék. Proto je test fototoxicity 3T3 NRU in vitro zaloZen na porovnani cytotoxicity
latky testované v pfitomnosti a nepfitomnosti necytotoxické davky UVA/VIS zateni.
Cytotoxicita se pfi tomto testu vyjadfuje jako koncentratné zavisly pokles pijmu
vitdlniho barviva, neutralni &ervené (neutral red, NR),® 24 hodin po pudsobeni
testované latky a ozafovani.

Buriky Balb/c 3T3 se kultivuji po dobu 24 hodin tak, aby se vytvofila kultura bunék
v jedné vrstvé (monolayer). Pro kazdou testovanou latku se preinkubuji dvé desticky
po 96 jamkach s latkou v osmi riznych koncentracich po dobu 1 hodiny. Jedna
z obou desti¢ek se pak vystavi necytotoxickému UVA/VIS zateni v davce 5 J/cm?
UVA (+UV experiment), druha destitka se uchovava v temnu (-UV experiment).
Vobou destickdch se pak médium nahradi médiem kultivaénim a po dal3ich
24 hodinéch kultivace se pomoci inkorporace neutralni dervené (neutral red uptake,
NRU) po dobu 3hodin stanovi Zivotaschopnost bun&k. Pro ka?dou zosmi
koncentraci se stanovi relativni Zivotaschopnost bunék, vyjadiena jako procento
hodnot u negativnich kontrol. K posouzeni fototoxického potencidlu se porovnaji
koncentratné zavislé reakce ziskané v ptitomnosti (+UV) a v neptitomnosti (-UV)
zateni, obvykle na urovni ECso, tj. pfi koncentraci inhibujici Zivotaschopnost bun&k
0 50 % v porovnéni s kontrolami bez ovlivnéni.

1.7 Kritéria jakosti

Citlivost bunék vici zdfeni UVA, historické udaje: u bungk je tfeba pravidelné
provadét kontrolu citlivosti vii€i zafeni UVA. Buriky se nasadi v hustotg, ktera se
pouziva pfi testu fototoxicity 3T3 NRU in vitro, ptisti den se vystavi zaieni UVA
vdavce 1-9Jem® a dalsi den se testem NRU stanovi Zivotaschopnost bunék.
Bunky spliuji kritéria jakosti, jestlize jejich Zivotaschopnost po ozafeni davkou
UVA zafeni 5 J/cm® neni niZ3i nez 80 % Zivotaschopnosti kontrolnich vzorkl
uchovavanych vtemnu. PH nejvyssi davce UVA zafeni 9J/cm’ nema byt
Zivotaschopnost nizs$i nez 50 % Zzivotaschopnosti vzorkd uchovavanych v temnu.
Tato kontrola se provadi zhruba po kazdé deséaté pasazi bunék.

vv_ _»

Citlivost bunék negativni kontroly vici zdfeni UVA, béiny test: test spliiuje kritéria
jakosti, jestlize negativni kontroly (buriky v Earlové vyvaZzeném solném roztoku
[Earl’s balanced salt solution, EBSS] s 1 % roztokem dimethylsulfoxidu (DMSO)
nebo ethanolu (EtOH) nebo bez nich vykazuji v experimentu (+UVA)
Zivotaschopnost minimalné¢ 80% v porovnadni s neozafenymi burikkami v témz
rozpoustédle v ramci soub&zného experimentu v temnu (-UVA).

Zivotaschopnost negativnich kontrol: absolutni opticka hustota (ODsso nru) méfend
v NR extraktu negativnich kontrol ukazuje, zda onéch 1 x 10* bunék nasazenych
v kazdé jamce rostlo béhem dvou dnt testu s normalni dobou zdvojnasobeni. Test
spliiuje kritéria akceptovatelnosti, je-li priméma hodnota ODss nry u kontrol bez
ovlivnéni véti nebo rovna 0,2.

Pozitivni kontrola: pti kazdém testu na fototoxicitu 3T3 NRU in vitro je tfeba
provést soubéZny test se znamou fototoxickou latkou. Pti validaCni studii
EU/COLIPA byl jako latka pro pozitivni kontrolu pouzit chlorpromazin (CPZ);
proto se tato latka doporucuje. Pro CPZ testovany dle standardniho protokolu v testu
fototoxicity 3T3 NRU in vitro byla definovana tato kritéria akceptovatelnosti: CPZ
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ozafeny  (+UVA): ECs5p=0,1-2,0ug/ml, CPZ neozifeny (-UVA):
ECs0=7,0 - 90,0 ng/ml. Fotoiritaéni faktor (PIF), tzn. posun hodnoty ECsy, ma byt
minimalné 6.

Misto CPZ se pro soub&Znou pozitivni kontrolu daji pouzit i jiné znamé fototoxické
latky, pokud jsou vhodné pro charakteristiku chemické skupiny nebo rozpustnosti

testované (hodnocené) latky. V takovém ptipadé je tfeba na zdklad€ historickych dat
adekvatné definovat jako kritéria akceptovatelnosti rozsahy hodnot ECsp a PIF nebo

MPE (stfedni fotoefekt).
1.8 Popis metody
1.8.2 Ptiprava

1.8.2.1 Bunky

Pti validaéni studii byla pouZita stabilizovand bunéna linie mySich fibroblastid
Balb/c 3T3 klon 31, a to bud’ z ATCC nebo z ECACC; ta se proto doporuuje. Podle
stejného protokolu se daji s uspéchem pouzit i jiné buiiky nebo buné¢né linie, pokud
se kultivaéni podminky upravi podle jejich specifickych potieb; je vSak tfeba -
prokazat, Ze jsou stejné vhodné.

U bungk je tieba pravidelné kontrolovat, Ze nejsou kontaminoviny mykoplazmaty, a
smi se pouZit jen v pfipadé, Ze je vysledek kontroly uspokojivy.

Jelikoz citlivost bunék vi¢i UVA zéfeni miZe s poftem pasazZi naristat, je tfeba
100. Citlivost bunék Balb/c 3T3 viiéi UVA zéfeni je tieba pravidelné kontrolovat, a
to postupem kontroly jakosti popsanym v tomto metodickém navodu.

1.8.2.2 Média a kultivaéni podminky

Pro rutinni pasdZovani bunék a b&hem postupu je tieba pouzivat vhodna kultivaéni
média a inkubaéni podminky. V pfipadé bunék Balb/c 3T3 se jedna o DMEM
(Dulbeccova modifikace Eagleova media) obohaceny 10 % séra novorozenych telat,
4 mM glutaminu, penicilinem a streptomycinem a o inkubaci ve vihkém prostiedi
pti teploté 37°C/7,5% COa. Je nezbytné, aby podminky kultivace zajidtovaly
bunéény cyklus v normalnim historickém rozmezi pro dané burky resp. bunécnou
linii.
1.8.23 P¥iprava kultur

Buriky ze zmraZenych zasobnich kultur se nasadi v ptisluSné hustoté v kultivaénim
médiu a minimalng jednou se pred pouZitim v testu na fototoxicitu 3T3 NRU in vitro
pasazuji.

Pro test fototoxicity se buiiky nasadi v kultivaénim médiu v takové hustoté, aby na
konci testu (tj. kdy se stanovuje Zivotaschopnost bungk 48 hodin po nasazeni)
nedoglo ke konfluenci (ke splynuti v souvislou, jednolitou vrstvu bunék). V ptipadé

bundk Balb/c 3T3 kultivovanych v desti¢kach s 96 jamkami se doporucuje hustota
1 x 10* bunék v jedné jamce.

Pro kazdou testovanou latku se buiiky nasazuji identicky na dvé desticky s 96

jamkami, které pak prochazeji celym postupem za identickych kultiva¢nich
podminek, s vyjimkou doby, kdy je jedna z desti¢ek ozafovana (+UVA/VIS) a druha

je uchovéavéna v temnu (-UVA/VIS).



Strana 8778 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Cistka 147

1.8.2.4 Metabolickd aktivace

Zatimco pfi vSech testech in vitro pro posouzeni genotoxického nebo
karcinogenniho potencidlu je obecnym poZadavkem pouziti metabolizujiciho
systému, neni v pfipad€ fototoxikologie zndma Zzadna latka, kde by k tomu, aby
pisobila jako fototoxin invivo nebo in vitro, bylo metabolické transformace
zapotfebi. Nepoklada se proto ani za nutné, ani za védecky odivodnéné, aby se tento
test provadél s néjakym metabolickym aktivainim systémem.

1.8.2.5 Testovana ldtka / pFiprava

Testovana latka musi byt pfed pouZitim Cerstv€ pfipravena, ledaze udaje o jeji
stabilit¢ prokazuji, ze se da skladovat. Pokud je pravdépodobné, Ze by doslo
k fotodegradaci, musi se pfiprava provadét pod ¢ervenym svétlem.

Latka se rozpusti v pufrovaném solném roztoku, napiikliad v Earlové vyvdZeném
solném roztoku (EBSS) nebo ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem
(phosphate buffered saline, PBS), ktery — aby nemohlo dojit k interferenci béhem
ozafovani — nesmi obsahovat Zaddné proteinové slozky ani barevné indikatory pH,
pohlcujici svétlo.

Pokud je testovana latka ve vodé omezené rozpustnd, rozpusti se ve vhodném
rozpoustédle v koncentraci stonasobné vys§i, nez je pozadovand konecna
koncentrace, a nésledné se zfedi v poméru 1:100 pufrovanym solnym roztokem.
Pokud se pouziva rozpoustédlo, musi byt pfitomno v konstantnim objemu 1 % (v/v)
ve vSech kulturdch, tj. ve vSech koncentracich testované latky i v negativnich
kontrolach.

Jako rozpoustédlo se doporucuje dimethylsulfoxid (DMSO) nebo ethanol (EtOH).
Vhodna mohou byt i dalsi rozpoustédla s nizkou cytotoxicitou, naptiklad aceton, je
vsak tieba vzdy peélivé zvaZit jejich specifické vlastnosti, jako je pfipadna reakce
s testovanou latkou, potlaeni fototoxického efektu nebo vychytdvani radikald.

Aby se napomohlo rozpousténi, di se pouzit michéani resp. sonifikace, poptipadé
ohtev na 37°C.

1.8.2.6 Ozafovani UV svétlem / pFiprava

Svételny zdroj: volba spravného svételného zdroje a spravna filtrace je pfi testovani
fototoxicity kli¢ovym faktorem. Zafeni v UVA a ve viditelné oblasti je obvykle
spojovano s fotosenzibilizaci,” kdezto zifeni UVB je vtomto sméru méné
relevantni, je pfimo vysoce cytotoxické, pfiemz jeho cytotoxicita se pii pfechodu
od 313 nm k 280 nm zvySuje tisicinasobné.” Mezi kritéria pro volbu svételného
zdroje patfi zdsadni pozadavek, aby emitoval vinové délky, jeZ testovand latka
absorbuje, a aby byla svételnd dévka (dosaZitelna za pfiméfenou dobu) postadujici
ke zjidténi znamych fotosenzibilizujicich latek. Dale nesméji byt pouZité vlnové
délky a davky nepatfiéné poskozujici testovaci systém — patii sem i vyzafovani tepla
(infraervena oblast).

Za optimalni svételny zdroj se pokladaji solarni simuldtory, jimiz se simuluje
sluneéni zafeni. Jako tyto simulatory se pouZivaji xenonové vybojky a dale
(vysokotlaké) rtutové halogenové vybojky — ty maji tu vyhodu, Ze vyzafuji méné
tepla a jsou levngjsi, slune¢ni svétlo vSak imituji hife. Jelikoz vSechny solarni
simulatory emituji vyznamné mnoZstvi zafeni UVB, je tieba zafeni filtrovat tak, aby
se toto vysoce cytotoxické zafeni dostate¢né zeslabilo.
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Pro test na fototoxicitu 3T3 NRU in vitro je tfeba pouzit spektrum zafeni, kde se
slozka UVB prakticky nevyskytuje (UVA:UVB ~ 20:1). Ptklad spektralniho
rozloZeni filtrovaného zafeni solarniho simulatoru pou21teho pti valida¢ni studii
testu na fototoxicitu 3T3 NRU in vitro byl publikovan.®

Dozimetrie: intenzita svétla (iradiance) se musi pravidelné pted kazdym testem
fototoxicity kontrolovat pomoci vhodného 3irokopasmového UV-metru, ktery musi
byt kalibrovan pro dany zdroj. Funkénost UV-metru je tfeba kontrolovat, k ¢emuz se
doporu¢uje pouzit druhy, referen¢ni UV-metr téhoz typu a kalibrace. Idealni je, kdyz
se v del3ich intervalech méfi spektrilni iradiance filtrovaného svételného zdroje a
kontroluje se kalibrace Sirokopasmového UV-metru pomoci spektroradiometru;
takovd instrumentace ovSem vyZaduje kvalifikovanou obsluhu vyskoleného
personalu.

P#i valida¢ni studii bylo zjisténo, Ze davka UVA zafeni 5 J/cm? je pro buiiky Balb/c
3T3 necytotoxickd a pfitom dostateéné silna, aby excitovala i slab& fototoxické
latky. Aby se teto davky dosahlo b&hem 50 minut, musi byt iradiance nastavena na
1,666 mW/cm’. PouZije-li se jind bunééna linie nebo j jiny zdroj svétla, musi se davka
zafeni UVA upravit tak, aby butiky neposkozovala a byla dostate¢na k pritkazu
standardnich fototoxint. Doba svételné expozice se vypocitava podle vzorce:

davka svételného zéfeni (J/cm® x 1000) (1J=1W.ys)

t(min)= ' 5
intenzita ozafeni (mW/cm” x 60)

1.8.3 Podminky testu

Maximalni koncentrace testované latky nema pfevysit hodnotu 100 pg/ml, nebot
vSechny fototoxické latky byly detekovany pfi koncentracich m251ch pii vyssich
koncentracich se zvysuje &etnost fale$né pozitivnich vysledkt.” Hodnota pH pfi
nejvyssi koncentraci testované latky musi byt pfijatelna (oblast pH 6,5 — 7,8).

Rozsah koncentraci testované latky pti pouziti svétla (+UVA) a bez n&j (-UVA) je
tfeba stanovit v ramci pfedbéznych experimentii. Rozsah a postup koncentra¢ni fady
se zvoli tak, aby kiivky zavislosti koncentrace-odezva byly dostate¢né podlozeny
experimentalnimi udaji. PouZiva se koncentraéni geometrickd fada (s konstantnim
faktorem fedéni).

1.8.4 Popis postupu

1.8.4.1 Prvni den

Pripravi se suspenze 1x 10° bunék/ml v kultivaénim médiu. Do perifernich jamek
96 jamkové mikrotitratni desti¢ky pro tkanové kultury se odpipetuje po 100 pl
samotného média (= slepy pokus), do ostatnich Jamek se davkuje po 100 pl bunééné
suspenze o denzit€¢ 1x 10° bunék/ml (=1 x 10* bunék na jamku). Pro kazdou
testovanou latku se pfipravi dvé desticky — jedna pro stanoveni cytotoxicity
(-UVA), druhd pro stanoveni fotocytotoxicity (+UVA).

Buriky se inkubuji po dobu 24 hodin (7,5% CO2, 37°C), aby se vytvoiil
semikonfluentni monolayer. Tato inkubaéni doba umoZiiuje regeneraci a adherenci
bunék a jejich exponencialni rist.



Strana 8780 Sbirka zdkont & 443 / 2004 Cistka 147

1.8.4.2 Druhy den

Po inkubaci se kultivaéni médium z bun&k odstrani a promyje dvakrét objemem
150 ul EBSS/PBS na kazdou jamku. Pfida se 100 ul EBSS/PBS obsahujiciho
testovanou latku v pfislusné koncentraci nebo jenom rozpoustédlo (negativni
kontrola). Testovana latka se pfidava v 8 koncentracich. Buiiky s testovanou latkou
se inkubuji v temnu po dobu 60 minut (7,5 % CO,, 37 °C).

Cast testu s UVA (+UVA) se provadi tak, Ze se buitky za pokojové teploty ozatuji
po dobu 50 minut skrz vxcko desticky s 96 jamkami zafenim UVA o intenzité
1,7 mW/cm?® (= davka 5 J/cm? ). Aby nedochézelo ke kondenzaci vody pod vickem,
je tfeba pouzit ventilitoru. Duplicitni desticky (-UVA) se po dobu 50 minut
(= expozi¢ni doba UVA) uchovavaji za pokojové teploty v temném boxu.

Roztok se odstrani a jamky se promyji dvakrat 150 ul EBSS/PBS. Poté se naplni
kultiva¢nim médiem a pfes noc (18 — 22 hodin) se inkubuji (7,5 % CO,, 37 °C).

1.8.4.3 Treti den
Mikroskopické hodnoceni

Buriky se prohlédnou pod mikroskopem s fazovym kontrastem. Zaznamenaji se
zmény morfologie bunék zplisobené cytotoxickym u€inkem testované latky. Tato
kontrola se doporucuje, aby se eliminovaly experimentalni chyby, ale pii
vyhodnocovini cytotoxicity nebo fototoxicity se tyto zdznamy nepouZiji.

Test prijmu neutrdini cervené (NR)

Burky se promyji objemem 150 pl pfedehfdtého EBSS/PBS. Promyvaci roztok se
odstrani jemnym poklepem. Ptida se 100 pl média s NR a inkubuje se pti 37 °C ve
zvlhéené atmosféte s 7,5 % CO; po dobu 3 hodin.

Po inkubaci se médium s NR odstrani a buiky se promyji objemem 150 pl
EBSS/PBS, jenZ se pak zcela a dikladné odstrani (je také mozZno desti¢ky
zcentrifugovat v obracené poloze).

Prida se presné 150 pl roztoku na uvolnéni NR (Cerstvé pfipravend smés ethanol/
kyselina octova).

Mikrotitra¢ni desti¢ky se po dobu 10 minut rychle tfepou na tfepacce, dokud se NR
z bunék nevyextrahuje a nevytvofi se homogenni roztok.

Na spektrofotometru se zméfi optickd hustota extraktu NR pfi 540 nm za pouZiti
slepého pokusu jako srovnavaciho roztoku. Udaje se uchovaji ve vhodném formatu
(napt. ASCII) pro dalsi analyzu.

2 UDAJE
2.2 Kvalita a kvantita Uudaji

Udaje musi umoziiovat smysluplnou analyzu vztahu koncentrace-odezva pti aplikaci
UVA/VIS zéafeni a bez ni. Je-li zjiSténa cytotoxicita, koncentraéni rozsah a postup
jednotlivych koncentraci se nastavi tak, aby se experimentdlni udaje daly vyjadrit
kiivkou. JelikoZ testovana latka muze byt aZ do definované limitni koncentrace
100 pg/ml v experimentu ve tm& (—UVA) necytotoxicka, ale pfi ozafovani (+UVA)
vysoce cytotoxicka, mize dojit k tomu, Ze se koncentratni rozsahy v obou ¢astech
experimentu budou muset fadové lisit, aby byl spln€n poZadavek adekvatni kvality
dat. Pokud neni cytotoxicita zjidténa v Zadné z obou Casti experimentu (ani pfi
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—UVA, ani pfi +UVA), postaduje testovani s velkym rozestupem mezi jednotlivymi
davkami aZ do nejvyssi koncentrace.

Jsou-li vysledky hrani¢ni — blizko d&lici &ary predikéniho modelu — je teba test pro
ovéteni opakovat.

Povazuje-li se opakovani testu za potiebné, mize byt dilezité pozménit
experimentalni podminky, aby se dosahlo jasného vysledku. Kli¢ovou proménnou
v tomto testu je pfiprava roztoki testované latky, nejvhodn&jsi pfi jeho opakovani je
variace téchto podminek (spolurozpoustédlo, roztirani, sonifikace). Lze také
uvaZovat o zménach inkubaéni doby pfed ozafovanim. U latek, jeZ jsou ve vodé
nestalé, mize mit vyznamny vliv zkraceni doby.

23 Zpracovani vysledkt

Pokud je to mozné, stanovi se koncentrace testované latky vedouci k 50 % inhibici
buné¢ného prijmu NR (ECsp). To lze uéinit tak, Ze se na data koncentrace-odezva
pouzije jakdkoliv vhodnd metoda nelineirni regrese (nejlépe Hillova funkce nebo
logisticka regrese) nebo se pouZije jind vhodna metoda proloZzeni.® Nez se hodnota
ECso pouZije pro dalsi vypoéty, je tieba zkontrolovat kvalitu proloZeni. K vypoétu
hodnoty ECs je také mozno pouzit grafické metody. V tomto pfipadé se doporuéuje
pouzit pravdépodobnostni papir (osa x: log, osa y: probit), protoze po této
transformaci byva kiivka koncentrace-odezva mnohdy téméf linearni.

2.4 Vyhodnoceni vysledkd (predikéni modely)

242 Predikéni model, verze 1: fotoirita&ni faktor (PIF)

Pokud se ziskaji uplné kfivky koncentrace-odezva jak za pfitomnosti (+UVA), tak
za nepiitomnosti (-UVA) svétla, se fotoiritaéni faktor (PIF) vypoéita podle vzorce
_EC,(-UV)

EC,,(+UV)

PIF

PIF <35, nepfedpovidd Zadny fototoxicky potencial, kdezto PIF >S5 fototoxicky
potencial pfedpovida.

Je-li latka cytotoxickd pouze ptfi +UVA, kdeZto pti ~UVA je necytotoxicka, neda se
PIF vypotitat, i kdyz se jedna o vysledek, ktery indikuje, Ze latka ma fototoxicky
potencidl. V takovém ptipadé se da vypocitat tzv. ,> PIF“, kdyz se test cytotoxicity
(-UV) provede az po maximalni zkuSebni koncentraci (Cmax) a tato hodnota se
dosadi do vzorce:

Conae (= UV)
ECso( + UV)

> PIF =

Pokud se da vypoc¢itat pouze ,,>PIF“, pak kazda hodnota > 1 ptedpovida fototoxicky
potencial.

Jestlize se nedd vypocitat ani ECso (-UV), ani ECsy (+UV), protoze latka
nevykazuje cytotoxicitu az do nejvyssi zkuSebni koncentrace, je to indikaci toho, Ze
latka nema Zzadny fototoxicky potencial. V takovém ptipadé se pouzivd formalni
»PIF = *1% &imZ se charakterizuje vysledek

Cmax( — UV)

Crax (+UV)

PIF =*1=
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Pokud se d4 ziskat pouze hodnota ,PIF = *1¢, predpovida to, Ze neni pfitomen
Zadny fototoxicky potencial.

V piipadech (b) a (c) je tfeba pfi predikci fototoxického potencialu vzit bedlivé
v tvahu koncentrace, jichZ se pii testu dosahlo.

243 Predik¢éni model, verze 2: stfedni fotoefekt (MPE)

Je moZzno také pouZit novéjsi verze modelu pro predikci fototoxického potencialu,
vypracovaného za pouziti dat z validaéni studie EU/COLIPA® a odzkouseného za
podminek slepé studie stanoveni fototoxicity in vitro u latek UV filtrd.® V tomto
modelu jsou pfekondna omezeni modelu PIF v téch pfipadech, kde nelze ziskat
hodnotu ECso. V tomto modelu se pouziva veli¢ina ,,stfedni fotoefekt“ (MPE)
zaloZend na porovndni celého pribéhu kfivek koncentrace-odezva. Pro aplikaci
modelu MPE byl na Humboldtové univerzité v Berliné vyvinut specidlni poitadovy
software, ktery 1ze obdrzet zdarma.

2.5 Interpretace vysledku

Pozitivni vysledek testu (PIF>5 nebo MPE >0,1) ukazuje, Ze dand latka ma
fototoxicky potencial. Pokud se k tomuto vysledku dojde pfi koncentracich nizsich
nez 10 ug/ml, je pravdépodobné, Ze latka bude pusobit jako fototoxin také za
riznych expozi¢nich podminek in vivo. Ziska-li se pozitivni vysledek pouze pii
nejvyssi zkuSebni koncentraci (100 pg/ml), bude pro posouzeni nebezpe&nosti nebo
fototoxické schopnosti dané latky nejspiSe zapotiebi dalich informaci. Sem mohou
spadat informace o penetraci, absorpci a mozné akumulaci latky v kaZi, nebo udaje
z testovani dané latky v jiném potvrzujicim alternativnim testu, napiiklad za pouziti
modelu lidské kaze in vitro.

Negativni vysledek testu fototoxicity 3T3 NRU in vitro (PIF <5 nebo MPE < 0,1)
ukazuje, Ze testovand latka neni fototoxickd pro pouZzité savéi builky v danych
podminkach. V ptipadech, kdy by se latka dala testovat i pfi nejvyssi koncentraci
100 pg/ml, negativni vysledek znamena, Ze latka nema zadny fototoxicky potenciél
a fototoxicita in vivo se da povaZovat za nepravdépodobnou. V ptipadech, kdy byly
pfi nizSich koncentracich ziskany identické koncentraéni zavislosti toxické reakce
(ECsp +UV a ECso —-UV), je interpretace dat stejna. Naproti tomu pokud nebyla
prokazana zadna toxicita (+UV ani —-UV) a pro omezenou rozpustnost latky se
nedalo dosahnout koncentrace 100 pg/ml, je mozno povaZovat tento test pro danou
latku za ne zcela vhodny a mélo by se uvaZovat o jiném, potvrzujicim testu
(naptiklad s pouzitim modelu kiZe in vitro nebo modelu kiize ex vivo nebo test in
vivo).

3 PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA ZPRAVA

V souladu se s pfisluSnymi pravnimi pfedpisyg) musi byt zpracovan projekt pokusu
a o prubéhu pokusu je nutno vést protokol.

Ve zpraveé o priib&éhu pokusu je tfeba uvést tyto informace:
Testovand ldtka:

-~ identifika¢ni idaje a &islo CAS, je-li znamo,

—  fyzikélni povaha a Cistota,

- fyzikalné-chemické vlastnosti, jeZ jsou k provedeni testu dilezité,
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stabilita a fotostabilita, jsou-li znamy.

Rozpoustédio:

zdivodnéni volby daného rozpoustédla,

rozpustnost testované latky v tomto rozpoustédle,
procenticky podil rozpoustédla v piisobicim médiu (EBSS nebo PBS).

typ a zdroj bunék,
neptitomnost mykoplazmat,
¢islo bun&cné pasaze, je-li znamo,

citlivost bunék vigi zafeni UVA stanovena pomoci ozafovaciho zafizeni,
jeZ se v testu na fototoxicitu 3T NRU in vitro pouziva.

Podminky pokusu (a) —inkubace pFed ovlivnénim a po ném:

typ a sloZeni kultiva¢niho média,
podminky inkubace (koncentrace CO, teplota, vlhkost),
doba inkubace (zpracovani pfed ni a po ni),

popis a zdivodnéni jakychkoli zmén

Podminky pokusu (b) — ovlivnéni ldtkou:

zdivodnéni volby koncentraci testované latky, které se pouZiji v pfitomnosti
ozafovani UV/VIS zafenim a bez néj,

v ptipadé omezené rozpustnosti testované latky a absence cytotoxicity
zdtivodnéni nejvyssi testované koncentrace,

typ a sloZeni pisobiciho média (pufrovany solny roztok),
doba ovliviiovani latkou.

Podminky pokusu (c) — ozarovani:

zddvodnéni volby daného svétleného zdroje,

spektralni charakteristika zafeni svételného zdroje,
charakteristiky propustnosti/absorpce pouZitého filtru (filtr),
charakteristika radiometru a podrobnosti o jeho kalibraci,
vzdalenost svételného zdroje od testovaného systému,
iradiance UVA (v mW/cm?) pHi této vzdalenosti,

doba expozice UV/VIS zafeni,

davka zafeni UVA (iradiance x ¢as) v J/cmz,

teplota bun&nych kultur béhem ozafovani a kultur soubézné uchovavanych
v temnu.

Podminky pokusu (d) —test NRU:
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slozeni média s NR,

doba inkubace s NR,

inkubaéni podminky (koncentrace CO,, teplota, vlhkost),

podminky extrakce NR (extrak¢ni ¢inidlo, doba extrakce),

vinova délka, pti které se spektrofotometricky odecitala opticka hustota NR,
druha vlnova délka (referenéni), byla-li pouzita,

sloZeni srovnavaciho roztoku pro spektrofotometrii (blanku), pokud byl
pouzit.

Vysledky:

Zivotaschopnost bunék pfi jednotlivych koncentracich testované latky,
vyjadfena v procentech vii¢i primémé Zivotaschopnosti kontrol,

kifivky koncentrace-odezva (koncentrace testované latky vs relativni
Zivotaschopnost bunék) ziskané soub&znymi experimenty +UVA a -UVA,

analyza kiivek koncentrace-odezva: podle moZnosti vypoéet hodnot ECso
(+UVA) aECso (-UVA),

porovnani obou kfivek koncentrace-odezva ziskanych za pouziti ozafovani
UV/VIS svétlem - vypoftem bud fotoiritaéniho faktoru (PIF) nebo
stfedniho fotoefektu (MPE),

klasifikace fototoxického potenciélu,
kritéria akceptovatelnosti testu (a) — soub&zna negativni kontrola:

absolutni Zivotaschopnost (optickd denzita extraktu NR) ozafenych a
neozafenych bunék,

historické udaje negativnich kontrol, primér a smérodatné odchylka,
kritéria akceptovatelnosti testu (b) — soub&zna pozitivni kontrola:

hodnoty ECso (+UVA), ECsp (-UVA) a PIF latky pouZité pro pozitivni

_kontrolu,

historické udaje latky pouzité pro pozitivni kontrolu: hodnoty ECso(+UVA),
ECso (-UVA) a PIF, praméry a smérodatné odchylky.

Diskuse vysledki.

Zavéry.
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Tabulka ¢. 9

Uloha testu fototoxicity 3T3 NRU v sekvenénim p¥istupu k testovini

fototoxicity latek

Prvotni hodnoceni latky
(Q)SAR, fotochemie

Dalsi

fotobiologické

UV/VIS K absorpci
absorpéni nedochazi
spektra ve
vhodnych

rozpoustédlech

Absorpce pfitomna

testovani neni
zapotiebi

Test fototoxicity 3T3 NRU in vitro

Regula¢ni
opatfeni pro
ptipad pouziti
lidmi, napft.
znadeni na obale

@ Pti koncentraci
>100 pg/ml

@ Pti koncentraci
<100 pg/mli

A A

| Validovany potvrzujici test|

(viz &ast 2.4.) @

Akutni
potencial
fotoxicity
neni

®

In vitro test
fotogenotoxicity

Test fotoalergie

©

Testovani bezpe¢nosti

u lidi
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