GLP v biologi1 - syllabus

GLP v biologii — zaklady QA/QC
Prehled aplikaci a postupu vyzadujicich GLP + prikladova studie

Vybrana témata detailnéji:

Leéciva a jejich regulace

Zaji1sténi zdravi Clovéka (a zajiSténi parametru kvality)
Bezpecnost latek pro ¢loveéka - toxikologicke studie
Laboratorni a pokusna zvirata

Bezpecnost latek pro prostredi - ekotoxikologie

Alternativni testovaci systémy
Problematika GMO




GLP v biologii - ivod

 BIOLOGIE — experimentalni véda vs. Prakticka
biologie/biochemie/mikrobiologie atd.

e Nutnost dodrzovat GLP zeyména,kdyz vysledky jsou vyuzity
pi1 rozhodovani

= Praktickad biologie a biochemie

Léciva (registrace/povoleni, vyroba, kontrola, pfipravy...)
Lékarska biologie a biochemie
Mikrobiologicka kvalita (potraviny, pitna voda)

Prumyslové chemické latky, potravni aditiva, potencialn¢ nebezpecné
agens (geneticky modifikované organismy) .. a jejich bezpecnost =
toxikologie, ekotoxikologie, biodegradabilita,

Dalsi zakonem dané¢ oblasti ve vztahu k biologii — dodrZeni etickych
pozadavku (napf. prace se zviraty/obratlovci)




GLP v biologn — zakladni principy a
prikladova STUDIE

* V Biologii plati stejn¢ principy jako pro
chemické analyzy (viz predchozi prednasSky —
QA/QC, detailni SOPs, dokumentace ...)

 Pfiklad - ,,jednoduché*“ STUDIE v rezimu GLP
>2>>->->




Prikladova STUDIE (viz priloha)

e Cil studie:
e Podkladovy material pro registraci (povoleni) vyuZiti aspirinu u prasat

* Jeden z dil¢ich podkladovych materialii - popis farmakokinetiky aspirinu u
prasat po jednorazovem podani (priklad)

« Experimentalni design:
8 zvifat (prasat), jednorazova aplikace aspirinu
» odbéry krve v definovanych Casech (0-144 h)
 sledovani hladin metaboliti K. AcSal a vyhodnoceni
« Realizace:
1) Plan projektu (100 stran + ptilohy SOPs)
» 2) Vystup — Zprava z realizace (detailni dokumentace v¢. Veskerych
odchylek)
e Pfima — jmenovitd — odpovédnost konkrétnich osob ... atd.



GLP v biologn 1 — LécCiva



GLP v biologn 1 — LécCiva

 GLP & presna dokumentace vyZzadovana u
humannich i veterinarnich léciv:
— Registrace pred pouzitim

 prukaz a dokumentace farmakokinetiky, cilove aktivity ve
srovnani s existujicimi postupy, bezpecnost pro lidi + nové 1
pro zivotni prostredi ...

— Dokumentace celého zivotniho cyklu - vyroba, ptipravy v
Iekarnach, kontrola kvality, aplikace, reporting vedlejSich ucinka,
likvidace (nebezpecny odpad)

— Statni autority:
 SUKL (Statni Gfad pro kontrolu 1é&iv)

« USKVBL (Ustav pro statni kontrolu veterinarnich
biopreparatu a 1&Civ)




GLP v biologn 1 — LécCiva

Zakladni zakonny dokument:
Cesky 1ékopis

(viz priklad: ke zkousSce znadt vnitini strukturu a zakladni obsah)

Aktualni C.L.: Vyhl. MZd CR ¢&. 180 /2002

Pozadavky na jakost, postup pi1 priprave,
zkousSeni, uchovavani a davkovani 1é¢iv

Rada dalsich dilcich norem
(napr. pozadavky na pripravy/nakiladani s cytotoxickymi lécivy =
vedlejsi karcinogenni ucinky ...)




GLP v biologn 2
— ochrana (zdravi) Cloveka -



GLP v biologi1 2 — zdravi Clovéka

Zdravi Clovéka ovliviuje fada faktoru, jejichz KVALITA musi
byt kontrolovana (statem) a GLP hraje vyznamnou roli:

- potraviny, pitna voda, rekreacni voda, vn¢jSi ovzdusi, pracovni
ovzdusi, hlu¢nost ... (+léCiva)

- zdravotni peCe (vySetfeni, analyzy ... spravna I¢karska praxe)

Zajisténi kvality = Autority— Ministerstva (MZe, MZd, MZP) a
zi1izovaneé Ustavy (fada prekryvi v kompetencich)

— Statni zdravotni tstav

— Zdravotni Gstavy (zpr. krajskeé)

— Hygienicke stanice

— Statni veterinarni sprava



GLP v biologi1 2 — zdravi Clovéka

* Pro kazdou kategor, t.:
— Potraviny, Pitnd voda, Rekreacni voda, Ovzdusi

— Zdravotni péce

definovany ruzn¢ pozadavky na kvalitu

o Chemické rozbory - limity pro vybrané toxicke latky (ruzné druhy potravin,
ruzné limity): toxické kovy — pr. Hg, toxiny plisni, persistentni ldtky
(polychlorované bifenyly, dioxiny), pesticidy, nepovolene ndahrazky

» Mikrobiologickd bezpecnost (kultivace nebo jiny priikaz patogenii - napr.
metody molekuldrni biologie - Listerie)

» Specifické pozadavky (napr. prasnost — napr. limity pro PM10 = particulate
matter > 1 Omicrometri, hlucnost ...)

o Lékarska vySetieni a analyzy (napr. priikaz rakovinnych biomarkerii,
tehotenstvi, pritomnost HIV ...)




GLP v biologii 3
Vyuziti obratlovcu jako modelu v biologii



GLP v biologii 3 - MODELY v biologii

Existuje mnoho pristupt v biologii

(Ffada musi byt vyuzivana pri hodnoceni
,,bezpecnosti* pro zdravi ¢lovéka — viz predchozi
diskuze — leCiva, bezpecnost chemickych latek ...)

Obratlovci:

— 1n v1vo (zvirata)

— eXx vivo (organy zvirat)

— 1n vitro (bunky, bunécné linie)
Bezobratli
Rostliny

Bakterie




Vyuziti zvirat (=obratlovcu)
— zvlastni pripad (eticke aspekty...)

* Pravni ramec — nutnost regulace

— Zakon na ochranu zvirat proti tyrani 246/1992
— Vyhlaska 311/1997 (o vyuziti pokusnych zvirat)

« Zakon + vyhlaska definuje:

— CO je zvire (!! OBRATLOVEC, kromé embryi a plodu)
* typy zvirat, laboratorni / pokusne ...

— KDO a KDY smi zvifata vyuzivat (jakékoliv uziti zvirat!)
« Vyzaduje se registrace UKOZ (MZe)

— JAK lze experimenty realizovat (dodrzovani pravidel GLP)
 projekt pokusu
 protokol pokusu, evidence




Vyznam vyuziti zvifat (obratlovcu,
savcu / pokusnych zvirat)

* Unikatni 3D prostorove usporadani

* Fyziologickeé a Farmako(Toxo)kinetické procesy (podobné s
Clovékem)

* Lze pozorovat komplexni u€inky (podobné s Clovékem)
« Mnoho latek ma vice mechanismu toxického efektu

e 7 téchto a dalSich duvodu - nutno testovat in vivo
— Uginnost 1é¢iv (v&. Vedlejsich u¢ink)

— Bezpecnost kosmetickych piipravki ' LEGISLATIVA EU
— Toxicita chemickych latek pro ¢loveéka -~ REACH®*




Z.akon stanovi - kdy lze zvirat vyuzit

— vyroba, vyvoj, kontrola kvality, nezavadnosti a uinnosti
1éCiv, biopreparatu, potravin a event. jinych vyrobku
— studium nemoci, prevence, diagnostika, 1¢Ceni

— studium fyziologickych procesu
— ochrana Zivotniho prostiedi
— vyukana SS a VS

Z.akon stanovi - kdy se zkouSeni vyzaduje

OCHRANA CLOVEKA a HOSP. ZVIRAT
potraviny, zemedélské latky
kontrola lecCiv
vyroba 1€€iv - farmakologické preklinické studie
farmakokinetika
nezadouci ucinky
toxicita (akutni, chronicka)
mutagenita, kancerogenita
reproduk¢ni toxicita




GLP 4
BezpecCnost chemickych latek - tivod



Jsou nebezpeclne/toxicke latky
regulovany ?
Do nedavna — neexistovala povinnost prumyslu
prokazovat bezpeCnost chemikalii

Existovala fada ruznych (Casto protichudnych)
regulaci

Soucasnost
— EU = sjednoceni — nova legislativa REACH

— USA, Japonsko, Canada atd. — podobny vyvoj

Pro zvlastni pripady stdle existuji specificke
direktivy (napr. pesticidy ...)




REGULACE chem. latek v EU

* Evropska unie - ECHA (European Chemical Agency)

» REACH (Registration, Evaluation and Authorisation of
Chemicals)

REACH Deadlines
Q> oy ——Q)
o

Y

Registration
not required

Deadline
1% June 2018
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REACH (Registration, Evaluation and
Authorisation of Chemicals)

VSechny chemikalie vyrabéné nebo dovazené do EU
musi byt registrovany, zhodnoceny (testovany) a
autorizovany (naklady nese prumysl)

Hodnoceni rizik — cca 30000 chemikalii

— harmonogram dle dulezZitosti (nejdiive HVP - High Volume
Production chemicals > 1000 t/rok, postupné¢ ostatni

Hodnocené parametry
— Fyz.chemi. vlastnosti + degradabilita, persistence
— Toxicita pro Cloveka

— Nebezpecnost pro prostiedi - ekotoxicita




REACH EU
predp. pocty testovanych chemikalii

Table 6. Estimated testing needs (% of total number of substances)

Endpoint AMinimum Average Mazimum
6.3 Skin sensifisation 7486 10263 13728
(23.5) (35.1) (46.8)
6.2 Eve wrritation (incl. in vivo) 5023 6010 8182
(20.1) {23.5) {27.9)
6.4.4 In vivo mutagenicity study 6580 6380 6380
(22.4) (22.4) (22.4)
1.1.2 Growth inhibition algae 2638 3277 11466
(9.0) {18.0) (39.1)
7.1.4 Active sludge respiration test 4616 4616 4616
(15.7) (15.7) (15.7)
1.1.1 Short-term Daphnia toxicity 2321 4006 8708
(7.9 (14.0) (30.0)
6.1 Skin irmitation/corrosion (1ncl. in vivo) 1974 3940 5817
(6.7) {(13.4) {19.9)
7.2.2.1 Hydrolysis 2691 3425 4518
(9.2) (11.7) (15.4)
6.4.1 Gene mutation study in bacteria 873 2016 6424
(3.0 (0.9) (21.9)
6.4.2 Cytogemcity study n mammalian cells 875 2016 6424
(3.0) (9.9) (21.9)
5.7.2 Development toxicity study 2408 2803 3711
(8.2) (9.9) (12.6)
7.2.1.1 Eeady biodegradability test 1574 2624 5752
(5.4) (8.9) (19.6)
6.7.3 Two-generation reproduction toxicity 1665 2135 2699
(5.7) (7.3) (9.2)




REACH EU
predp. naklady na testovani

Table 8. Estimated testing costs for most costly endpoints (Million EURO)
Endpoint Minimum Average Maximum
6.7.2 Development toxicity study 306 476 611
6.7.3 Two-generation reproduction foxicity 203 376 475
6.4.4 In vivo mutagenicity study 120 120 120
0.6.2 Sub-chronic toxicity 16 111 210
6.6.3 Long-term repeated dose toxicity study 44 52 73
(incl. 6.9 Carcinogenicity study)
6.6.1 Short-term repeated dose toxicity study 13 449 189
6.4.2 Cyvtogenicity study in mammalian cells 16 52 116
6.3 Skin sensitisation 29 40 54
7.2.1.1 Beadv biodegradability test 19 32
7.3.2 Accumulation 14 28
71.1.2 Growth inhibition algae 13 26
6.7.1 Development toxicity screening 12 26
7.2.2.1 Hydrolysis 16 21




GLP 4

BezpeCnost chemickych latek pro
Cloveka

(toxicita, karcinogenita / lab. zvirata)



Kter¢ latky jsou toxicke ?

» Kazdj latka je toxicka, zalezi jen na DAVCE a DOBE
PODANI (expozice)

— Kratkodoba (akutni) expozice
-> akutni rychl¢ uCinky (smrt)
— Dlouhodoba (chronicka) expozice

VVVVVV

reproduk¢ni toxicita ...)

* Hodnoceni a srovnani toxicity:

— nej¢. LD50 (letalni davka 50) — davka, ktera s nejvetsi
pravdépodobnosti zpiisobi smrt 50% exponovanych jedincti
(vyjadreni jako koncentrace — napt. mg/kg zive vahy)

— dalsi parametry ,,bezpeCnosti* — napt. TDI —tolerovatelny
denni prijem (napi. mg/kg zivé vahy/den)




DL, perorilné,
potkan

AKUTNI TOXICITA
beroralni podani — lab. zvire:potkan

charakteristika

krané jedovata

velm jedovata

Priblizné
odpovidajici
smrielna da
pro clovéka
Spetka (cca 0,1g)

vka

Cajova lzicka (4 ml)

porovnavaci latka,
DL, peroralné, potkan
S

TEPP 1.2 mg'kg
fluoroctan sodny
1.5 mg/kg

KON 13 mg'kg

HoCl, 37 mo/ko

Jedovata

malo jedovata

Polevkova lzice
(30g)

Salek (250 g)

NaF 200 mg/'kg
DDT 400 mg/kg
amylalkohol 1,0 g/kg

ethylenglykol 6,1 g'kg

Tab. ¢ 1 :
SAdN - Praha 1964)

prakticky nejedovata

relativné neskodna

Pozn,

pullitr

Litry nebo kg

aceton 9.8 g'kg
ethanol 140 o/kg
glycenin 28,0 g/'kg

Rozdéleni toxickych latek podle akutni toxicity (Marhold: Prehled primyslove toxikologie,
I'EPP je tetra ethylpyrofosfar 1. (C.H,.0), PO.OPO(O.CH,),




CHRONICKA TOXICITA

Vysetieni mené specifickych efektii pi1 dlouhodobém (opakovaneém)
podavani

Davka se odvozuje z akutni toxicity

(nejvyssi koncentrace ~ LD50, dale 10x a 50x nizsi)
D¢élka studie zavisi na ,,predpokladaném‘ schématu podavani latky (pf.
Lécivo 2x denné, 3 mésice ...)

predpokliadané délka studie

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

Slozity design a fada pozadavku
— Zvirata (vice druhu, stari, pohlavi...), pocty ve skupiné
Vyhodnoceni - pitva (definované ukony), statistika ...

Ekonomicka narocnost , etické problémy ... GLP!



REPRODUKCNI TOXICITA

« Zjstuyje se vliv na
— sexualni chovani zvirat
— prenatalni mortalitu
— fetalni abnormality & poskozeni béhem Zivota

* Experimenty

— zmény fertility, vliv na F a M gamety (poméry narozenych
F a M); toxicita pro embrya a féty, zmeny gravidity
ovlivilujici fety, vliv na rust a vyvoj délohy a placenty,
porod, postnatalni vyvoj a laktaci matky, vliv na potomstvo
(schopnost ucent)

» Slozity design a narocn¢ vyhodnoceni — viz chronicka
toxicita



HODNOCENI KANCEROGENITY

Mutagenni a genotoxicke latky — zpravidla povazovany za
karcinogenni
— Rakovina — velky problém pro zdpadni civilizaci
— Oproti jinym toxickym latkdm - karcinogeny jsou povazovany za
,,bezprahov¢ plisobici*
» Neexistuje bezpecna davka (1 jedna molekula miize vyvolat efekt)

W w7/

Experimentalni prukaz karcinogenity — nejnarocn¢jsi studie
(celoZivotni expozice, stovky zvirat v experimentu ...)
— POZOR - ne vzdy vSak existuji korelace vysledkt - zvite vs. Clovek (1)

Rada klasifika¢nich schémat chemickych latek
— WHO (Svétova zdravotnicka organizace)
— TARC - Intern. Agency for Research of Cancer



KLASIFIKACE IARC

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

Group 2
— Group 2A: The agent (mixture) 1s probably carcinogenic to humans.
— Group 2B: The agent (mixture) 1s possibly carcinogenic to humans.

Group 3: The agent (mixture or exposure circumstance) 1s not
classifiable as to its carcinogenicity to humans.

Group 4: The agent (mixture) 1s probably not carcinogenic to
humans.



GLP 5
BezpeCnost chemickych latek pro
prostredi

= ekotoxikologie



Ekotoxikologie

Véda s fadou aplikaci, jejimz cilem je racionalné chranit EKOSYSTEM,
populace a spoleCenstva organismu
(na rozdil o toxikologie — predmeétem je ochrana jednoho druhu = clovek)

Ekosystém — slozitd struktura a funkce bioty
Nutna je ochrana vSech stupni (troficke trovng)
— Producenti (fasy, rostliny ...)
— Konzumenti riznych fadi (bezobratli, obratlovci)
— Destruenti (mikroorganismy)

Nelze otestovat u€inky na vSechny druhy
— existuji ,,modely* = zastupci vyznamnych skupin (trofickych stupni)

Hodnoceni ekotoxicity — podobné principy jako toxikologie

— LC50 (letalni koncentrace 50), EC50 (efektivni koncentrace 50 — napt. reprodukcni
toxicita)

- NOEC — bezpecna hladina (,,no observed effect concentration®



UTEX# 614

Scanedesmus gquadricavda

Rasové testy toxicity

v

Rasy
Selenastrum capricornutum

Scenendesmus subcapitatus
Sc. quadricauda
Chlorella vulgaris




Toxicita pro rostliny
- zpravidla zastupci jednodéloznych i dvoudeéloznych (vice
druht)

14-d Shoot Length

( {1 7\
L A 1w
YW

\ [C50=29.7 mg/g

0RS3 0 RST 10 il 40 W

Barley [war. Chapais)
pxposed to Fraction 3
[Znd distillation) in RS
{definitive test)
mpy et ]




Priklady - Ekotoxikologické biotesty
- Konzumenti — bezobratli — vodni prostredi

Daphnia magna

Artemia salina

Gammarus Chironomus riparius




Zivorodka duhova (Pavi ocko), Poecilia reticulata Danio rerio (syn. Brachydanio rerio)

Obr. 3: Pimephales promelas (1 - samicka, 2 - saméek)




Test aguria of fish test




BAKTERIE — vyznamny model v
testovani

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

« Vyuziti pfi testovani ,,bezpeCnosti* latek (1 jinych vzorku — extrakty
Z potravin ...)
— rychlé (skriningove) testy akutni toxicity (MICROTOX)

— genotoxicita - jednoduche sledovani poSkozeni DNA:
Amesuyv test




TEST AKUTNI TOXICITY - MICROTOX

- morska luminiscenéni bakteri Vibrio fisheri
- kratkodoba expozice testované latce (5-30 min)
- sledovani zmen prirozené luminiscence — odpovida toxicite

- usporadani:
kyvety (zkumavky), stanoveni v luminometru




est na reverzni mutace se Salmonella typhimurium
-PlUvodni kmen neroste na zivném médiu
- Latka vyvola (reverzni) mutaci -> bakterie rostou
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Jake testy se realn€ uzivaji?
Existuji alternativy k 1in vivo testum ?

ALTERNATIVNI METODY

Standardizace v biologii
vs. alternativy




Moznosti vyuziti ruznych modelu v biologii

— Obratlovci — tj. 1n vivo (celd zvirata)
« Rada etickych a praktickych (finanénich) limitaci
— Nahrada in vivo experimentu - koncept "3R"
« Reduction (Snizovani),
« Refinement (Zmirnovani),
» Replacement (Nahrazovani)

— Alternativni metody
e ex vivo (organy zvirat)

* 1n vitro (bunky, bunééne¢ linie, enzymy ...)

Vvhody alternativnich metod

— snizovani pocti zvirat
— mechanistické metody ("dioxinova" toxicita)

— rychlejsi, levnéjsi, moZznost hodnoceni vice vzorku



Standardni metody

V odborn¢ literature - velké mnozstvi experimentalnich metod
Meéné metod je standardizovanych a validovanych:

STANDARDIZACE metod — vysledky akceptovateln€ mezi
staty — snizovani nakladu / omezeni opakovanych hodnoceni

Prejimani standardizovanych metod do legislativ

— napr. CR — Vyhl. 433/2004 Sb. — Metody testovani toxicity (vychdzi z
OECD guidelines)

Standardizacni agentury:
OECD.org (! Velky vyznam — viz uvod do GLP/chemie)
ISO.org
USA - ASTM.org




OECD GUIDELINES — Chemicals Testing
www.oecd.org

5 hlavnich sekci — v ramci kazdé ,,stanardizované postupy*

Section 1: Physical Chemical Properties
Section 2: Effects on Biotic Systems (16 postupii)

Section 3: Degradation and Accumulation (8 postupu)

Section 4: Health Effects (86 postupii)

Section 5: Special Activities



201 Alga, Growth Inhibition Test (Lipdated Guideline, adopted Yth June 1984)

202 Daphnia sp. Acute Immaobilisation Test and Reproduction Test (Updated Guideline, adopted dth April
1984)

203 Fish, Acute Toxicity Test (LUpdated Guideline, adopted 17th July 1992)

204 Fizh, Prolonged Toxicity Test: 14-Day Study (Original Guideline, adopted 4th April 1954)
205 Awian Dietary Toxicity Test (Original Guideline, adopted 4th April 1954)

206 Avian Feproduction Test (Original Guideline, adopted 4th April 1984)

207 Earthworm, Acute Toxicity Tests (Orginal Guideline, adopted dth April 1954)

208 Terrestrial Plants, Growth Test (Original Guideline, adopted 4th April 1954)

209 Activated Sludge, Hespiration Inhibition Test (Original Guideline, adopted 4th April 1984)
210 Fizh, Early-Life Stage Toxicity Test (Original Guideline, adopted 17th July 1992

211 Daphnia magna Reproduction Test (Original Guideline, adopted 21st September 1955)

212 Fizsh, hort-term Toxicity Test on Embryo and Sac-Fry Stages (Original Guideline, adopted 21st
september 1993)

213 Honevbees, Acute Oral Toxicity Test (Original Guideline, adopted 21st September 1998)

214 Honeybees, Acute Contact Toxicity Test (Original Guideline, adopted 21st September 19598)

215 Fizh, Juvenile Growth Test (Original Guideline, adopted 21=st January 2000)

216 Soil Microorganisms, Mitrogen Transformation Test (Original Guideline, adopted 21st January 2000}




301 Feady Biodegradability

A: DOC Die-Away Test

B: COZ Evolution Test

C: Modified MITI Test (1)

D: Closed Bottle Test

E: Modified OECD Screening Test

F: Manometric Respirametry Test (Updated guideline, adopted 17th July 1992)

J02A Inherent Biodegradahility: Madified SCAS Test (Original Guideline, adopted 12th May 1981)

3028 Inherent Biodegradahility: Zahn-Wellens/EMPA Test (Updated Guideline, adapted 17th July 19592)

302C Inherent Biodegradahility: Modified MITI Test () (Original Guideline, adopted 12th May 1981)
303 Simulation Test - Aerobic Sewage Treatment

J03A Activated Sludge Units - 3036 Biofilms (Updated Guidelines, adopted 22nd January 2001)
JMA Inherent Biodegradahility in Soil (Onginal Guideline, adapted 12th May 1931)

305 Bioconcentration: Flow-through Fish Test (Updated Guideline, adopted 14th June 1936)

306 Biodegradability in Seawater (Original Guideline, adopted 17th July 19592)

307 Aerohic and Anaerohic Transfarmation in Saill (Original Guideline, adopted 24th April 2002

308 Aerobic and Anaerobic Transformation in Agquatic Sediment Systems (Original Guideline, adopted 24t
April 2002




401 Acute Oral Toxicity (Deleted Guideline, date of deletion: 20th December 2002) TOXiCita
402 Acute Dermal Toxicity (Updated Guideline, adopted 24th February 1957) pro élovéka:

403 Acute Inhalation Toxicity (Onginal Guideline, adopted 12th hMay 1951}

404 Acute Dermal Imtation/Carrosion (Updated Guideline, adopted 24th Apnl 2002 86 pOStuplol

405 Acute Eye Irritation/Carrasion (Updated Guideline, adopted 24th April 2002)
406 Skin Sensitization (Updated Guideline, adapted 17th July 1952
407 FHepeated Dose 28-day Oral Toxicity Study in Eodents (Updated Guideline, adopted 27th July 1995)

408 Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study in Rodents (Updated Guideline, adopted 21st September
1955)

409 FHepeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study in Mon-Rodents (Updated Guideline, adopted 215t
oeptember 1993)

410 Hepeated Dose Dermal Toxicity: 21/28-day Study (Orniginal Guideline, adopted 12th May 1981)
411 Subchronic Dermal Toxicity: 90-day Study (Original Guideline, adopted 12th May 1931)

412 Hepeated Dose Inhalation Toxicity: 28-day or 14-day Study (Original Guideline, adopted 12th May
15981)

413 Subchronic Inhalation Toxicity: B0-day study (Original Guideline, adopted 12th May 1981)
414 Frenatal Developmental Taxicity Study (Updated Guideline, adopted 22nd January 2001)

415 One-Generation Reproduction Toxicity Study (Original Guideline, adopted 26th May 1983)
416 Two-Generation Heproduction Toxicity Study (Updated Guideline, adopted 22nd January 2001}

17 Toxicokinetics (Updated Guideline, adopted 4th Apri




Alternativni metody

e Mezinarodni agentury pro validaci alternativnich
postupu (cilem je ,,3R*)
~ ICVAM (USA)

— EU: ecvam.jrec.it
« ECVAM (European Centre for Validation of Alternative Methods)
« Casopis ATLA (Alternatives to Laboratory Animals)

« Kompletni navody na validované postupy (tedy
overene), ktere splnuji 3R, ale nejsou zatim
registrovany standardizaCnimi agenturami




a European Centre for the ¥alidation of Alternative Methods - Microsoft Internet Explorer

Soubor  Upravy  Zobrazit  Oblbené  Mastroje  Mapovéda
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Submission of new News Events and Downloads and
Test Methods to ECVAM Meetings E-Learning

Hew Scientifically ¥alidated Methods

ELISA test for batch potency testing of erysipelas vaccines
Date of the ESAC statement: 28 June 2002
Links:

Embryonic stem cell test for embryotoxicity
Date of the ESAC statement; 01 May 2002
Lindss: |

Micromass embryotoxicity assay
Date of the ESAC statement: 01 May 2002
Links: |

Whole rat embryo embryotoxicity assay
Date of the ESAC staterment: 01 May 2002
Linds: |

CORROSITEX assay for skin corrosivity

Date of the ESAC statement: 06 December 2000

Rermarks: The ESAC statement is based on the outcome of the US NTP-NICEATM study.
Lindss: |

ELISA test for batch potency testing of tetanus vaccines for human use LI
s (" EURCPEAN COMMISSHON
-’I_II 'II” IR SR
1 Joint Research Centre




EMBRYONIC STEM CELL TEST (EST)
The embryotoxic potential of chemicals is determined by the evaluation of the inhibition of differentiation of
embryonic stem cells (ES) and the inhikbition of growth of ES and 3T3 cells.

Objectives and Application

TYPE OF TESTIMG - screening, reducing and refining
LEVEL OF ASSESSMENT 0 toxic potential, toxic potency

: ificati i atep 1 Prepate a concerdration range of test chemical in assay
PURFOSE OF TESTING . classification and labelling, rank medium (=test solution) with ES cells (.75 % 10%/mD

The Embryonic Stem cells Test (EST) has been proposed as a sc
assay for potentially embryotoxic substances and for their classific
into three different classes of in vivo embryotoxicity (sfrong, weak e e e e al el el e ale e Raea 750 cells /20 pl test sobution
embryotoxic) (Genschow ef ai., 2002; Spielmann af af., 1997). (approx. 3020 diops /i)

The positive outcome of the recent ECYAM validation study confin

possibility for the use of the test within the context of OECD test gu Cell culture in "hanging d rops™

414, and Annex ', part B of the EU-Dangerous Substance Directi: (use ome peiri dish per conertration of test chented |
. e . unteated contiol = assay mednnm)

rEeDdDuit):jmg andfor refining the use of animal procedures {Anon., 199¢ Facubate (37 *C/5% (02 3 daps)

According to the study outcome, the Management Team conclude: Ind uction of ES cell aggregates

rather than representing a complete replacement, the test should

inthe context of testing strategies (Genschow ef ai, 2002).

Step 2 Prepare the same test solution as Step |

5 ml test solation

& e g © @,@@ "harging drops" from 1 petri dish”

& o% @

Cell culiure in suspension culiure
[use ore petri dish per corcertration of test chenncal ;
unteated contol = assay medmm)

Incubdte (37 *CA5% 0y /2 days)

Differenttation in “emhbryoid hodies" (EBs)
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dalsi priklady - "alternativni"
techniky

 Embrya a plody
(ze zdkona nejsou povazovany za ,,zvire )

— CHEST Chick Embryotoxicity Screening Test

— FETAX Frog Embryo Teratogenesis Assay
Xenopus (validovana alternativa testl teratogenity)




cheft beak (arraw) in the chacken embryo
after PS5 3 treatment (day 4) on day 2







Problematika regulace
Geneticky Modifikovanych
Organismu (GMO)



e Zakon

. Vyhlas

GMO v CR

153/2000

<y 372, 373, 374/2000 MZP

e Definice:

— Organismus

* biologicka jednotka (bunécna nebo nebunécna) schopna
rozmnozovani nebo prenosu dédi€. materidlu véetné viru

— GMO

 organismus (kromé ¢lovéka) zménény gen. modifikaci




Geneticka modifikace - zakon

* Co je Geneticka modifikace: ?

— rekombinantni techniky vytvarejici nové kombinace DNA - vlozeni
noveho useku jakymkoliv zptisobem do NK, plazmidu, vektoru ...

— techniky zavad¢jici déd. material pripraveny mimo organismus do
organismu (mikroinjekce, mikroenkapsulace ...)

— techniky bunécéné fuze, hybridizace bunck (!produkce monoklonalnich
protilatek)

e (Co neni Geneticka modifikace?
— oplozeni in vitro
— bakterialni konjugace a vSechny podobné pfirozené procesy
— 1ndukce polyploidie a haploidie
— mutageneze
— kiiZeni



Proc¢ regulovat GMO ?

* Predbézna opatrnost
— stale malo prostudovano
— nezname mozné dusledky vnaseni do prostiedi, napriklad:
« piime nebo nepfimé Skodlivé puisobeni na ¢loveka, zvifata, rostliny
» onemocnéni (GM bakterie)
» alergizace, toxicita

 vliv na dynamiku populaci a genetickou rozmanitost
* omezeni moZnosti leCby (rezistence vici ATB)
 ucCinky na biogeochemické procesy (fixace dusiku, kolobéh uhliku

)

* Pro kazdy GMO je tfeba zpracovat Analyzu Rizika

— detailni posouzeni Skodlivych ucinki a jejich miry




Schema regulace GMO

» Ministerstvo ZP registruje:
— seznamy uZzivatell (pravnicke osoby)
— seznamy GMO pro uzaviene¢ nakladani
— seznamy GMO pro vnaSeni do prostredi
— seznamy GMO pro vnaseni do ob¢hu

« Uzvatel
— registrace a zadost o zapis do prisluSného seznamu

* Dalsi organy

- CIZP celni organy, organy veterinarni spravy, UKSUZ,
SZU, USKVBL CZPI




Povinnosti uzivatele

« REGISTRACE
— Slozita forma zZadosti - fada pozadavku (pr. presna
definice geneticke zmeny pro ucely identifikace...)

— Povérené osoby (vzdélani, praxe ...)
— Odborny poradce

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




Analyza rizika GMO - 4 kategorie

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

e B - riziko, které muze byt odstranéno obecné znamymi
opatfenimi

* C - niziko, které mize byt odstranéno jen zvlastnimi naronymi
zasahy

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

* Podle kategorie rizika je nutno zabezpecit provoz zatizeni
— vybaveni
— provozni fad
* 1dentifikace, osoby, seznam a popis pracovnich postupu, vycet GMO a

jejich pocet, zasady vedeni evidence o provadéni sanitace, hygiena, vedeni
dokumentace ...

 opatfeni pro ptipad havarie - specialni havarijni plan



Nakladani s GMO - dukladna
dokumentace

PLAN ETAPY

— ucel, udaje o organismu, osoby, specifikace materidlu, postupy
nakladani, likvidace, odpady

— schvaleni odbornym poradcem

Provozni denik (kazdy zdpis s podpisem)
— plan etapy, prub¢h etapy
— primarni udaje (!)
— zapisy o kontrolach

ZavereCna zprava etapy

PriibéZna archivace a reporting -> MZP



