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251
\{YHLASKA

Ministerstva zdravotnictvi
ze dne 16. Fjna 1998,
kterou se stanovi metody pro zjiifovani toxicity chemickych létek a pfipravki

Ministerstvo  zdravotnictvi stanovi podle § 4
odst. 1 pism. ¢) zdkona &. 157/1998 Sb., o chemickych
litkich a chemickych pipraveich a o zméné nékterych
dalsich zdkond:

. §1

Tato vyhliska stanovi metody pro zjistovini ne-
bezpe€nych vlastmosti chemickych litek a chemickych
pfipravkil vysoce toxickych, toxickych, zdrav{ $kodli-
vych, Ziravych, drizdivych, senzibiﬁzu)fcich, karcino-
gennich, mutagennich a toxickych pro reprodukei (dile
jen ,toxicita chemickych litek a p‘ffpraviﬁ").‘)

§2

(1) Tozicita chemickych ldvek a pripravki se zjis-

tye zkouskami providénymu metodami uvedenymi
v ptiloze této vyhldsky

{2) Ke zjisdovan{ roxicity chemickych litek a pii-
pravki Ize pouZit 1 jiné metody, pokud jsou pfinejmen-
§im stejné cithvé, pfesné a reprodukovatelné jako me-
tody uvedené v odstavci 1, prednostné viak metody
bez pouziti pokusnych zvitat?) a metody doporufené
Organizaci pro hospodiiskou spoluprici a rozvoj
(OECD).%)

§3

Tato vyhliZka nabyvd winnosti dnem 1. ledna
1999.

Minstr.

MUDr, David, CSc. v. .

') § 2 odst 8 pism. f) aZ n) zikona & 157/1998 Sh., o chemickych litkich a chemickych pfipravcich a o zméné nékterych

dalsich zikon

3y Zikon &. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti 1yrinf, ve znén{ zdkond & 162/1993 Sb., €. 193/1994 Sb., &. 243/1997 Sb.

a €. 30/1998 Sh.

’) Smémice Organizace pro hospoddiskou spoluprici a rozvoj pro zkouSeni chemikilii. Oddil 4 — vliv na zdravi (OECD
Guidelines for Testing of Chemicals. Section 4 ~ Health Effects)
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Pfiloha k vyhlisce & 251/1998 Sb.

Metody pro zjist’ovini toxicity chemickych litek a pripravka

B.1. AKUTNIi TOXICITA ORALNI (PER 0S)

I METODA

[.1 Princip testovaci metody

Testovand ldtka se poddvd v odstupiiovanych dévkich nékolika skupinim
pokusnych zvitat ordlné sondou, a to kaZdé skupiné jedna Grove divky. Zvolené
divky je moZno stanovit podle vysledkdl orientaniho testu. Registruji se
pozorované Géinky a uhynuti. Zvifata, kterd uhynou b&hem pokusu, i zvitata, kterd
pfeZiji konec pokusu, se pitvaji. Tato metoda se pouZiva pfedev§im pit pokusech na
hlodavceich.

Zvifata se zavaZnymi a pietrvavajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tfeba huménnim
zplsobem utratit. Testované latky se nesmé&ji podivat v takovych davkich a
takovym zplisobem, o kterych je zndmo, Ze vyvolavaji znadnou bolest a swes
nasledkem svych leptavych nebo drazdivych vlastnosti. . .

1.2 Popis metody

1.2.1 Ptiprava

Nejméné 5 dni pfed testem jsou zvifata chovéna v podminkédch chovu a krmeni,
v jakych budou béhem experimentu. Pfed testem se zdrava mlad4 dospéla zvirata
nihodné pfitadi do jednotlivych experimentélnich skupin.

Pokud je tieba, piipravi se roztok nebo suspenze testované litky ve vhodném
vehikulu. Doporucuje se jako prvni uvéZit pouZiti vodného roztoku, dalsi volbou je
roztok v rostlinném oleji, teprve potom jako daldi moZnost roztok v jinych
vhodnych vehikulich nebo suspenze. U nevodnych vehikuli musi byt zndmy nebo
uréeny pied testem nebo béhem ného jejich relevantni tomkologlcke vlastnosti.
U hlodavcl by objem nemél normélné pfekrogit 10 ml kg télesne hmotnosti;
vyjimkou jsou vodné roztoky, jichZ je moino podivat a# 20 ml.kg™. Variabilita
objemi litky podavané v testech by se méla minimalizovat takovou tpravou
koncentraci, aby se zajistil konstantni objem na viech hladinich davek. Soucasné je
tfeba zvolit vhodnou koncentraci latky ve vehikulu tak, aby bylo minimalizovano
lokélni draZdivé pasobeni.

1.2.2 Experimentalni podminky

1.2.2.1 Pokusnag zvifFara

Dévé se prednost potkandm, pokud nejsou znamy divody proti tomu. Je tieba
pouZivat mladych zdravych zvifat z bézné uZivanych pokusnych kmend. Na zagatku
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1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.3

testu by u obou pohlavi nemélo variatni rozpéti hmotnost: zvifat (pro kaZdé pohlavi
zvlast) prekrocit + 20 % stiedni hodnoty.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou hladinu dévek pouZit nejméné 5 hlodavci stejného pohlavi. Pouzivé-li
se samic, musi byt nullipary a nesmi byt biezi. Pokud je k dispozici informace, Ze
jedno z obou pohlavi je vyrazné citlivéjsi, je tfeba pouZivat zvifata tohoto pohlavi.

Poznamka: Pouzivaji-li se v akutnich testech toxicity zvifata vy§§ich druhd, nez
jsou hlodavci, méle by se zvazit pouZiti mendiho poltu zvifat. Davky je tfeba
pedlivé zvolit a je tfeba zajistit, aby nebyla pfekrodena Grovefi stfedn& toxicke
davky. V takovych testech je tieba se vyvarovat podéni letalnich divek testované
latky. .

Volba ddvek

Ma byt dostatedny pofet hladin divek, nejméné ti, a maji byt vhodné
odstupiiovény tak, aby byl u testovacich skupin viditelny rozsah toxickych uinkit a
mortality. Ziskané (daje musi sta¢it na znazomé&ni vztahu mezi davkou a (¢inkem, a
pokud je to moZné, musi umozZnit stanoveni LDsy s piijatelnou spolehlivosti.

Limitni test

S pouzitim hlodavci Ize provést limitni test jednou davkou nejméné 2000 mg kg™

télesné hmotnosti na skupiniach 5 samcii a 5 samic s pouZitim vy$e popsanych
postupl. Pokud podana latka zplsobi uhynuti, je tfeba'uvaZit provedeni uplné
studie.

Doba pozorovdni

Doba pozorovani by méla ¢init nejméné 14 dni. Nelze j1 vSak stanovit rigordzné.
Méla by byt urlena podle obrazu otravy, rychlosti vyvoje otravy a trvéni fize
zotaveni. Dobu pozorovani je moino podle potieby prodlouzit. DilezZita je doba,
kdy se projevy otravy objevi a vymizi, a doba do uhynuti, zvlasté tam, kde je patrna
tendence k zpoZdéné mortalité.

Popis postupu

Pted podanim testované latky maji byt zvifata hladovd. Potkanim se potrava
odebere vecer pied testem. U zvifat s vy33i rychlosti litkové vymény posta&i kratsi
hladovéni; pfistup k pitné vodé neni omezen. V den pokusu se zvifata zva3i a
testovana latkd se poda sondou oralné v jedné ddvce. Neni-li moZno podat davku
najednou, lze podat aplikovanou divku po mendich mnozstvich béhem nejvyse 24
hodin. Po podédni davky je tfeba zamezt piistup k potravé jesté 3 - 4 hodiny.
Podéva-li se Jatka frakcionované b&hem uréitého obdobi, mize byt zidouci - podle
délky tohoto obdobi - potravu a vodu zvitatim poskytnout.

Po podéani latky se pozorovani provadé)i a zaznamenavaji systematicky, pro kazdé

zvife se vedou samostainé ziznamy Béhem prvniho dne je tfeba provadét Zastd
pozorovéni. Je nezbytné sledovat a zaznamenat mistni uginek aphkovane latky a
bezprostiedni reaker zvifat na aplikaci.
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Nejméné jednou b&hem kazdého pracovniho dne je tfeba provadét pecliva klinicka
vySetieni. Jina pozorovdni se provadgji denné s vhodnymi opatfenimi
k minimalizaci ztrdt zvifat pro studii, napf. pitva nebo zmrazeni uhynulych zvifat, a
izolace ¢i usmrceni slabych nebo umirajicich zvifat. Pozorovani zahmuje zmény
klZe, srsti, odi, sliznic, dychani a krevniho ob&hu, zmény funkce autonomni a,
centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovani. Zvla$tni pozornost
je tieba vénovat tremoru, kifefovym jeviim, slinéni, prijmu, letargii, spinku a
komatu. OkamZik uhynuti je tfeba zaznamenat co nejpfesnéji.

Zvitata, kterd béhem pokusu uhynou, i ta, kterd pfeziji az do konce pokusu, se
pitvaji. Viechny patologicke ndlezy se zaznamenaji. Je-li to indikovano, odeberou
se tkané pro histologické vys3etieni.

Hodnoceni toxicity u druhého pohlavi

Po dokonteni pokusu na jednom pohlavi, poda se litka nejméné jedné skupiné

o péti zvifatech druhého pohlavi-s cilem zjistit, zda zvifata druhého pohlavi nejsou
vyrazné citlivéj§i na testovanou latku. V jednotlivych pripadech miZe byt
odivodnéno pouziti mensiho poftu zvifat. Pokud je k dispozici spolehlivd
informace, %e zvifata testovaného pohlavi jsou vyrazné€ citliv&jdi, testovani na
zvitatech druhého pohlavi je mozno vynechat.

UDAIE

Udaje se sestavuji do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentélni skupinu
patrny podet zvifat na podatku pokusu, doba uhynuti jednotlivych zvifat, poet
zvitat s jinymi projevy otravy, popis toxickych uginki a pitevnich nalezd. Stanoveni
hmotnosti jednotlivych zvifat se provede bezprostiedné pfed podanim testované
latky, pak v tydennich intervalech a v'dobé uhynuti. Zmény hmotnosti je tfeba
stanovit a zaznamenat, pfeZivaji-li zvifata déle neZ jeden den. Zvifata, kterd byla
humdnnim zpiisobem utracena s ohledem na stres a bolest vyvolané podanou litkou,
se zaznamenavaji jako uhynuti vyvolané touto litkou. LDso se vypo&te uznivanou
metodou. Vyhodnoceni idajd by mélo zahrnovat také vztah, pokud existuje, mezi
expozici zvifat testované latce a vyskytem a stupném v3ech abnormalit véetn€ zmén
chovani, klinickych symptomi, makroskopickych lézi, zmén télesné hmotnosti,
mortality a ostatnich toxickych G¢inkd.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zpriva o prubéhu pokusu

Zprava o priabéhu pokusu ma pokud moZno obsahovat tyto informace :
- Zivo&isny druh, kmen, piivod, podminky chovu, potrava atd.,

- experimentalni podminky,

- Grovn& davek (v&etnd vehikula, pokud se pouije) a koncéntrace,

- pohlavi zvirat,

- tabelaré Gdaje o odpovédich podle pohlavi a podie hladiny davek (pocet
uhynulych zvirat, pofet zvifat s projevy otravy, poet exponovanych zvifat),
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- doba uhynuti po podéni testované litky, diivody a kriteria pro huménni utraceni
zvifat - viechna jina pozorovani,

- hodnota LDsy pro to pohlavi, u kterého byl proveden uplny pokus, a to pro
l4denni pozorovéni {s uvedenim metody vypoctu),

- 95 %-ni meze spolehlivosti pro LDsg, pokud je 1ze vypoéitat,

- kfivka zavislosti mortality na davce a jeji smérmice, (pokud je stanoveni danou
metodou mozné),

- pitevni nilezy, |
- viechny histopatologicléé nalezy,

vysledky v3ech testii na druhém pohlavi,

- rozbor vysledkii (zvla3tni pozornost je tfeba vénovat uinku, ktery by mohlo mit
humanni utraceni zvifat béhem testu na vypoétenou hodnotu LDsy),

- interpretace vysledki.
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B.1.bis AKUTNI TOXICITA ORALNI (PER 0S) - METODA FIXNI DAVKY

METODA

Princip testovaci metody

Test akutni ordlni toxicity poskytuje informace o nepfiznivych aéincich, které
mohou nasledovat béhem kratké doby po oralnim podani jedné davky testované
latky.

-

Metoda s fixni davkou se provédi ve dvou etapéich.

V pitedbézné orientacni studii se sekvencnim zplisobem sleduji uginky nékolika
davek pH oralni aplikaci sondou u zvifat t¢hoZ pohlavi, vidy jedno zvife na davku.
Orientaéni studie poskytuje informaci o vztahu davky a toxicity, véetné odhadu
minimalni letdlni ddvky. Normalné se v této prvni etapé nepouZije vic neZ péti
zZvifat.

V hlavni studii se latka podava oralné sondou skupinim péti samci a péti samic
v jedné z téchto fixnich divek: 5, 50, S00 nebo 2000 mg.kg™' télesné hmotnosti.
Pouzitd divka se odvodi z pfedbéZné orientaéni studie, a to jako davka, kterd
pravdépodobné vyvola "zejmou toxicitu" (viz ¢ist B - VSeobecny ivod bod 1.2),
ale ne uhynuti.

Po podani se pozoruji i€inky. Jestlize vybrand vychozi Groven divky vyvola
zfejmou toxicitu, ale Zidnou mortalitu, neni tfeba zidné dal3i testovani. KdyZ na
zvolené tirovni davky neni pozorovéna zfejmd toxicita, latka se znova otestuje na
nejblizéi vy3si drovni davky. Pokud zvifata uhynou nebo kdyz zdvaina toxickd -
reakce vyzaduje humanni utraceni, litka se znova otestuje na nejblizSi nizsi drovni
davky. _
Tento postup umoZiuje zjistit "diskriminujici davku” (viz &ast B - Vieobecny tvod
bod 1.2), §j. nejvyssi z pfedem stanovenych trovni davky, ktefou je moZno podat
aniz by doslo k tthynu (v&etné pfipadli humanniho utraceni).

Zvifata se zivainymi a pfetrvavajicim. pfiznaky stresu a bolesti je tfeba humannim

zplisobem utratit. Testované litky se nesméji podévat v takovych davkach a
takovym zpisobem, o kterych je znamo, Ze vyvoldvaji znafnou bolest a stres
nésledkem svych leptavych nebo drazdivych vlastnosti.

Popis metody

Piiprava

Pokusnd zvifata

Déva se ptednost potkaniim. pokud nejsou znamy divody proti tomu. '

Je tieba pouZivat béiné uZivané kmeny pokusnych zvifat. Na zatdtku testu by
u obou pohlavi nemélo variaéni rozpéti hmotnosti zvitat (pro kaZdé pohlavi zvlast)
piekrogit £ 20 % stfedni hodnoty.
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Nejmeéné 5 dni pfed testem jsou zvifata chovana v podminkdch ustdjeni a krmeni,
v jakych budou b8hem experimentu. Pfed testem se zdravd mladi dospéla zvitata
nahodné piifadi do jednotlivych experimentalnich skupin orientaéni studie a hlavni
studie. BéZné stadi pro hlavni studii jedna skupina kaZdého z obou pohlavi.
Pfiprava a poddvani ddvky

Pokud je tteba, piipravi se roztok nebo suspenze testované litky ve vhodném
vehikulu. Doporutuje se jako prvni uvazit pouZiti vodného roztoku, dalsi volbou je
roztok v rostlinném oleji, teprve potom jako dalsi moZnost roztok v jinych
vhodnych vehikulich nebo suspenze. U nevodnych vehikuli musi byt znimy nebo
ureny pied testem nebo b&hem ného jejich relevantni toxikologické vlastnosti.
U hlodavel by objem nemél normélné piekrodit 10 mlkg" télesné hmotnosti;
vyjimkou jsou vodné roztoky, jichz je moZno podédvat az 20 ml.kg". Variabilita
objem( litky poddvané v testech by se méla minimalizovat takovou upravou
koncentraci, aby se zajistil konstantni objem na v3ech hladinach davek.

Pfed poddnim testované litky maji byt zvifata hladovd. Potkanim se potrava
odebere veer pfed testem; piistup k pitné vodé neni omezen. V den pokusu se
zvifata zvaZi a testovana latka se poda sondou orilné v jediné davce. Neni-li mozno
podat davku najednou, lze podat aplikovanou davku po menSich mnozstvich béhem
nejvySe 24 hodin. Po podédni divky je tfeba zamezit pristup k potravé jedt& 3 - 4
hodiny. Podavé-li se ldtka frakcionované béhem uréitého obdobi, miiZe byt Zidouci
- podle délky tohoto obdobi - potravu a vodu zvifatim poskytnout.

Popis postupu

Orientaéni studie

VySettuji se i¢inky riznych davek na jednotliva zvitata. Normalné se pouZivaji
samuce, pokud nejsou k dipozici Udaje, Ze jsou samci citlivéjdim pohlavim. Davky
se podavaji sekvenéné. fekd se alespori 24 hodin pfed podanim divky dal§imu
zviteti. V3echna zvifata se pe¢livé pozoruji s cilem zjistit projevy otravy nejméné po
sedm dni; pokud pretrvavaji projevy mimé otravy sedmy den, zvife se musi
pozorovat jesté po dalsmh sedm dni. Posuzuji se nasledujici vychozi hladiny davek:

50, 500 a 2000 mg.kg"'. Jestlize zvolend vychozi davka nevyvola tézkou otravu a
prltom nejblizsi vyssi vyvold uhynuti, potom je nutné podat podle potieby jednu
nebo vice vmezefenych drovni davek. Tento zpiisob by mél poskytnout informace
o urovni(ich) davek, kterd(€) vyvoldva(vaji) pfiznaky otravy a o nejmen3i davce,
ktera vyvolava mortalitu.

Je tteba pokusit se vybrat vychozi divku podle tidaji o ptibuznych chemickych
latkach. Pokud nejsou k dispozici, doporuduje se pouzit jako prvni davky
500 mg.kg™. Jeslize se po vychozi davce nepozoruji pfiznaky otravy, vy§etmje se
dalii vy33i Groven dévky. Jestlize nedojde k uhynuti pfi 2000 mg.kg™, je orienta&ni
studie skonéena a hlavni studii je tfeba provest na této urovni davky. JestliZze jsou
pti pouziti vvchozi ddvky (napf. 500 mgkg™) z_psteny 1€2ké Ucinky, vyZadujici

- huménni utraceni, je poddna dalSimu zvifeti nejbh2si niz3i davka (napf. 50 mg.kg -

1). Jestlize toto zvife pfeZivd. mohou byt pouZity pro dal3i zvitata vhodné davky
mezi uréenymi fixnimi divkami. Za normdlnich podminek se neoZekava, Ze je pii
tomto postupu zapotiebi vice neZ 3 zvifat.
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1.2.2.2 Hlavni studie

Pro kazdou vysetfovanou ddvkovou hladinu by se mélo pouZit nejméné 10 zvifat
(5 samic a 5 samci). Samice by mély byt nullipary a nemély by byt biezi.

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

Daévka, kterd bude uzZita v testu, ma byt zvolena z jedné ze 4 fixnich Grovni davek,
jmenovité 5, 50, 500 nebo 2000 mg.kg™" télesné hmotnosti. Zvolena vychozi drovedi
davky by méla byt ta, kterd pravdépodobné vyvola zfejmou toxicitu, aviak nikoliv
mortalitu (v&eing utraceni z humannich diivodi); nahodné uhynuti nejsou zahrnuta,
ale maji byt zaznamenana. Jestlize tato ddvka vyvola Zfejmou toxicituy, ale nevyvold
mortalitu, neni zapotfebi dalSiho testovani.

Kdyz podani zvolené davky nevyvola zfejmou toxicitu, je nutné latku znowvu
testovat na dal3{ vy3§i arovni dévek. Zvifata by viak méla byt dale pozorovana tak,
aby pozorovaci obdobi bylo kompletni. JestliZe tézkd toxicka odpoved vyZaduje
huménni utraceni zvifat nebo kdyZ se projevi mortalita viivem latky, m&la by byt

latka znovu testovdna na dalsi nizsi urovni davek. Opét ta zvifata, ktera neni nutné
humanné utratit, by méla byt pozorovéna po celé pozorovaci obdobi.

Po podani litky se pozorovéni provadéji a zaznamenavaji systematicky. Pro kazdé
zvite se vedou samostatné zaznamy. Je nezbytné sledovat a zaznamenat mistni
U¢inek aplikované latky a bezprostfedni reakei zvifat na aplikaci.

Doba pozorovani by méla byt nejméné 14 dni. Nelze ji viak stanovit rigorozné.
Méla by byt uréena podle obrazu otravy, rychlosti vyvoje otravy a trvani faze
zotaveni, Dobu pozorovani je mozno podle potfeby predlouzit. Ditlezita je doba,
kdy se projevy otravy projevi a vymizi a doba do uhynuti, zviasté tam, kde je patrna
tendence k pozdnimu vzniku toxickych piiznakil.

Petliva klinickd vysetfeni je tfeba provadét nejméné dvakrat prvni den po podani
latky a nejméné jedenkrét za den dali dny. Zvifata vykazujici patrné zndmky bolesti
nebo vyrazné pfiznaky stresu je tfeba humanné utratit. Castéjsi pozorovani jsou
provadéna b&hem nékolika prvnich dni po podani litky, jestlize zvifata déle
vykazuji ptiznaky toxicity. Test miiZe byt ukongen v pfipadé, kdyz je ziejmé, Ze
byla zvolena prili$ vysoka déavka.

Pozorovéni se zaméfuje na zmény kiZe, srsti, oéi, sliznic, dychani a krevniho
obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické
aktivity a chovani. Zvlasini pozornost je tfeba vénovat tremoru, kfe€ovym jeviim,
slinéni, prijmu, letargii, spanku a komatu.

Stanoveni hmotnosti jednotlivych zvifat se provede bezprostfedné pfed podanim
testované latky, denné po dalsi 3 dny a potom jednou tydné. Zvifata, kterd uhynou
béhem testu, i ta, kterd preZivaji do konce testu, se zvaii a pitvaji. VSechny
makroskopické patologické zmény se zaznamenavaji. Je-li to indikovano, odeberou
se tkané pro histopatologické vy3etreni.

V zdvislosti na iéincich predchazejici urovné déavky miiZe byt zapotfebi vySetieni
druhé nebo vyjimeé&né tfeti hladiny davky.

V piipad#,Ze {atka vyvoldva montalitu pfi divce 5 mg kg ! (nebo jestliZe orientaéni
studie naznatuje monalitu pii této ddvce), je tieba dale vySetfovat akutni toxicitu
testované latky.
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UDAJE

Udaje z orientaéni i hlavni studie se sestavuji do tabulky jednotlivé pro kazdou
testovanou Uroveri divky. Z ni musi byt patmy pocet zvifat na poddtku pokusu;
polet zvifat s pfiznaky toxicity; poet zvifat uhynulych béhem testu nebo
utracenych z huménnich diivodu; popis toxickych ti€ink; pro hlavni studii, zda byl
pozorovén zfejmy toxicky icinek, ktery lze pfipsat testované latce; &asovy priabsh
viech toxickych u€inkd; vysledky pitvy. V pfipadé, ze zvifata pfeZivaji déle neZ
den, je tfeba vypodcitat a zaznamenat zmény hmotnosti,

Zvirata, kterd jsou huménné utracena vzhledem ke stresu aebo bolestem vyvolanym
testovanou ldtkou, jsou zaznamenana jako uhynuti vyvolana testovanou latkou.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprava o pribéhu pokusu

Zpriva o pribéhu pokusu mi pokud moZno obsahovat tyto informace pro
orientaéni i hlavni studii:

- 2ivodisny druh, kmen, plvod, podminky ustdjeni, krmeni, atd.,

- experimentaini podminky,

- tirovné davek (v&etné vehikula, pokud se pouZije) a koncentrace,
- kompletni vysledky viech vySetfovanych drovni dé\-fek

- ve forme tabulky idaje o odpovédich podle pohlavi a pedle tirovni davek (pocet

pouZitych zvifat; zmény 1élesné hmotnosti; pfipadné podet uhynulych zvifat nebo
zvifat utracenych b&hem testu; pocet zvifat s pfiznaky toxicity; povaha stupen a
trvani uéinku),

- ¢asovy priibeh nastupu toxickych pfiznaki a zda byly reversibilni,

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

- pitevni nalezy,
- viechny histopatologické nalezy,
- diskuse vvsledku,

- interpretace vysledkl, v€etné piiznakil zfejmé toxicity a diskriminujici davkové
hladiny zjisténé v testu .
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3.2 Hodnoceni a interpretace
| Davka Vysledky Interpretace
5 mg.kg" t¢lesné hmotnosti Méné nez 100%  preziti| Latky, které jsou velmi
Jedovaté
100% pieziti, ale ziejma|Latky, které jsou jedovaré
toxicita Viz vysledky pfi 50 mg.kg™"
100% pfeziti; neni zfejma
toxicita
50 mg kg™ télesné hmotnosti Méné nez 100%  preZiti | Latky, které mohou byt
Jjedovaté nebo velmi jedovaté.
. Viz vysledky pii 5 mg.kg'
Latky, které jsou zdravi
100% pieZiti, ale zfejma|Skodlivé
toxicita Viz vysledky u 500 mg kg™
100% pfeziti; neni ziegjma
- toxicita
500 mg kg™ télesné hmotnosti |(Méné nez 100%  preziti| Latky, které mohou byt
Jjedovaié nabo zdravi
Skodiivé, Viz vysledky u 50
mg.kg’
100% pfeziti, ale =zfejma|Latky, které Ize povaZovat za
toxicita latky bez vyznamné akutni
toxicity
100% pfeiti; neni zfejmi| Viz vysledky u 2000 mg.kg’'
toxicita .
2000 mg.kg" télesné hmotnosti | Mené nez 100% preziti Viz vysledky u 500 mg kg™
100% preziti s nebo bez ziejmé| Latky, které nemaji
toxicity vyznamnou akutni toxicitu
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1.3

1.3.

1

B.1 tris AKUTNI TOXICITA (ORALN{) - METODA STANOVENI TRIDY
AKUTNI TOXICITY

METODA
Uvod

Metoda stanoveni ttidy akutni toxicity poskytuje informace jak pro posuzovani
rizika, tak pro Geely klasifikace rizika.

Metoda pouziva tii pevné stanovenych davek v pfiméfenych odstupech, tak aby
bylo moZno testovanou latku na zdklad€é vysledki zafadit. Kromé toho postup
popsany pro tuto testovaci metedu umoZiuje vybér tfi doplikovych pevné
stanovenych davek, které lze pouZit bud' jako alternativni davky pro urdité body
rozhodovaciho procesu, nebo pro daldi testovani. PouZiti nékteré z téchto
dopliikovych ddvek je moZno uvaZit, pokud je Zadouci nebo nezbytné dalsi
zpiesnéni.

Metoda pouZiva pevné stanovené poldtetni davky a neni uréena pro vypodet
presné LD, . UmoZiuje stanoveni rozsahu expozic, ve kierém se ofekdva
umrtnost, protoZe smut édsti zvitat je 1 u této metody hlavnim kritériem G&inku.
Vysledky testu maji umoznit klasifikaci latky. Vzhledem k sekvenénimu postupu
by trvdni testt mohlo byt delSi neZ postup popsany v metodé B.l. Hlavni
vyhodou této metody je mensi spotfeba zvifat nez u metody akutni toxicity
(oralni) (B.1) i neZ u alternativni metody fixni davky (B.1 bis)

Princip testovaci metody

Latka se podava oralné skupiné pokusnych zvifat v jedné ze stanovenvch divek.
Testovéni se provadi postupné, v kazdém kroku se pouZivaji tfi zvifata stejného
pohlavi. Neni nutné providét pfedb&mou studii. Pfitomnost nebo nepfitomnost
thynu zvifat ve vztahu k poddvané latce rozhodne o dalsim kroku, t.j.

- — neni zapotiebi Zidné dalsi testovani;

— dal3i krok bude proveden se stejnou davkou, ale se zvitaty druhého pohlavi;

Popis metody
Ptiprava

Zdravd mlada dospéld zvifata jsou ndhodné vybrina, oznacena tak, aby byla
moZna identifikace jednotlivych zvifat, a chovana ve svych klecich neyméng
5 dntli pfed zahdjenim testu, aby si mohla zvyknout na laboratorni ‘podminky
Zvifata mohou byt v klecich ve skupindch podle pohlavi a davky, ale poéet zvifat
v jedné kleci musi umozZnit jasné pozorovani kazdého zvifete.

Testované latka je aplikovana zvifatim v jediné davce Zaludedni sondou nebo
vhodnou kanylou.
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1.3.2

Pokud je to tieba, testovana latka se rozpusti nebo suspenduje ve vhodném
nosi¢i. Doporuduje se nejprve zvaZit pouZiti vodného roztoku/suspenze, pak
pouzZiti roztoku/emulze v jedlém rostinném oleji (napf. kukufiném) a pak
roztoku v jinych nesitich. Pro nevodnd vehikula musi byt zndma jejich toxicka
charakteristika; pokud-neni znama, musi byt stancvena jest® pfed testem.

Zvifata jsou pred aplikovanim latky po uréitou dobu bez potravy (napf. potkani
pres noc a mysi 3 - 4 hodiny); pfistup k vodé se neomezuje.

Experimentidlni podminky

{321 Pokusndg zviFata

Dava se ptednost potkanim, pokud nejsou znamy divody proti tomu. Samice
musi byt nullipary a nesmi byt bfezi.

Na zacatku studie by nemélo vanaéni rozpéti hmotnosti zvitat (pro kazdé pohlavi
zvl48?) prekroéit + 20 % stfedni hodnoty.

1322 Pocet a pohlavi

Pro kaZdy krok se pouZivaji tfi zvifata jednoho pohlavi. V dvodnim kroku muZe
byt pouzito kterékoli pohlavi.

1323 Urovné ddvek

Vychozi davkova troveit je vybrdna ze tii pevnych trovni, t. zn. 25, 200 a 2000
-l . » . w ] r .
mg.kg télesné hmotnosti. Vychozi trovei davky by méla byt takovd, aby
s nejvétsi pravdépodobnosti zplsobila uhynuti alespofi nékterych zvifat, jimz
byla latka poddna. V zavislosti na vychozi divce se pouZije pfisluiného diagramu

postupu popsaného v Dodatku 1.

Pro vyb&r pohlavi a vychozi ddvky je tieba vyuZit veSkeré dostupné informace,
véetné informaci o vztahu struktury a G€inku. Pokud tyto informace naznacuji, Ze
umrtnost je nepravdépodobna i pfi nejvy33i drovni dédvky (2000 mg kg télesné
hmotnosti), pak se provede limitni test. Kde nejsou Zidné informace o testované
latce, doporucuje se - s ohledem na pokusnd zvifata - pouzit vychozi davku
200 mg.kg'l t&lesné hmotnosti.

V nékterych pkipadech je tfeba dile zpfesnit ziskanou informaci, neZ jak to
dovoluje test s tfemi pevnymi davkovymi urovnémi ve vysi 25, 200 a 2000
mg.kg " télesné hmotnosti. V téchto piipadech se miZe uvaZovat o dal§im‘
testovani pfi doplitkovych pevnych davkich ve vy 5, 50 nebo 500 mgkg
télesné hmotnosti. -

Nemaji se aplikovat davky, o kterych je zndmo, Ze zplsobuji svymi leptavymi
nebo t&Zce drazdicimi Uéinky znaénou bolest a stres.

Casovy interval mezi aphikaZnimi skupinami je zdvisly na rychlosti nistupu, na
trvani a zavaZnosti toxickvch pfiznakil. Testovéni na zvifatech druhého pohlavi
nebo pti daldi davce je tfeba odloZit, dokud neni jisté, Ze zvirata pfedchozi davku
ptezila.
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1.3.2.4

1325

. 1.33

1.3.3.1

Limitni test

Limitni test s jedinou drovni davky ve vy3i 2000 mg.l\:g-l télesné hmotnosti se
* providi na tfech zvifatech kazdého pohlavi. Pokud dojde k uhynuti souvisejicim

s podanim latky, Ize dal{ testovani proveést pti davkiach 200 mg kg-[ (nebc 500
= -

mg.kg ) télesné hmotnosti. .

Doba pozorovani

Ptezivajici zvifata je tfeba pozorovat obvykle po dobu 14 dnd, kromé pfipadi,
kdy musi byt zvifata vyloufena z dalSiho pozorovani a humanné utracena
z dlivodii ochrany zvifat. Trvani pozoroviani by viak nemélo byt stanoveno
pfedem pevné; miiZe byt prodlouZeno podle toxickych reakci, doby jejich
nistupu a délky zotavovaciho obdobi. Je dileZité zaznamenavat dobu, kdy se
objevi a mizi pfiznaky toxicity, zvldst& jde-li o zpoZdéné toxické pfiznaky.
Veskera pozorovani jsou systematicky zaznamendvina: ziznamy jsou vedeny pro
kazdé jednotlivé zvite.

Popis postupu

Po obdobi hladovéni jsoi zvifata pfed podanim zkuebni liatky zvaZena. Po
aplikaci latky jsou zvitata bez potravy po dobu daldich 3 - 4 hodin. Kde je davka
poddvana po &astech b&hem uréité doby, mlzZe byt - v zdvislosti na délce této
doby - nezbytné poskytnout zvifatiim potravu i vodu,

Maximalni objem tekutiny, ktery muZe byt podidn najednou, zavisi na velikosti
zvifete. U hlodaveil by objem nemé&l normdlné pfesahnout 1 ml na 100 g télesné
hmotnosti, v ptipadé vodnych roztokl lze pedat i 2 ml na 100 g télesné

_hmotnosti. Rozdily v poddvaném objemu je tfeba minimalizovat upravenim
koncentrace tak, aby byl podavan tyZ objem na viech urovnich dévky. JestliZe
neni mozné podat divku celou najednou, je mozné ji aplikovat po &astech po
dobu nepfekraéujici 24 hodin.

Podrobnosti postupu testovéni jsou popsany v Dodatku 1.
Vieobecné pozorovdni

Peélivé klinické pozorovani se provadi dvakrat za prvni den (den aplikace) nebo
¢astéji, pokud to vyzaduje reakce zvitat na podani latky, a dile neyméné jednou
denné. Zvifata, kterd jsou nalezena v agondlnim stavu, nebo zvifata vykazujici
ptiznaky siné bolesti a pietrvdvajiciho siln€ho stresu, je tfeba humanné utratit.
tato zvifata jsou hodnocena stejné jako jako zvifata uhynuld.

At uz byla zvifata utracena z huménnich ddivodtt nebo byla nalezena mrtva, dobu
smrti je tfeba zaznamenat co nejpfesnéji. Daldi pozorovéni se provadi, dokud
zvifata vykazuji pfiznaky toxicity. Pozorovani zahmuje zmény na ki a srsti,

" na oéich a sliznicich, a také na dychacim, ob&hovém, vegetativnim a centralnim
nervovém systému, motorické aktivité a chovédni. Pozornost je tieba vénovat
vyskytu tfesu, kfeti, slinéni, priijmu, letargie, spanku a kématu.

Veskera pozorovani jsou sysiematicky zaznamendvana: zaznamy jsou vedeny pro
kazdé jednotlivé zvite,
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Télesna hmotnost

Vsechna zvifata jsou zvaZena krétce pred podanim testované latky a pak nejméng
jednou tydné. Poéitaji se a zaznamenavaji zmény hmotnosti. Na konci testu jsou
pfezivajici zvifata zvaZena pied tim, neZ budou humdnné utracena.

Pitva

U vsech zvifat pouZitych ve studii, véetné uhynulych a utracenych béhem testu,
se provede pitva. Viechny makroskopické patologické zmény jsou zaznamendny
pro kaZdé zvite zvlast. Pro ziskani daldich uZite€nych informaci je moZno uvazit
mikroskopické vysetfeni organd vykazujicich znamky makroskopické patologie
u zvitat preZivajicich 24 a vice hodin.

SBER A ZAZNAM UDAJU

K dispozici musi byt idaje o kazdém jednotlivém zvifeti. Navic jsou vechny
udaje shrnuty do tabulkové formy, uvadéjici u kaZdé testované skupiny podet
pouZitych zvifat, pofet zvifat vykazujicich pfiznaky toxicity, pofet zvifat
uhynulych v priibéhu testu nebo utracenych z huméannich divodd, dobu umrti
jednotlivych zvifat, popis, ¢asovy pribéh a vratnost toxickych uéinkil, a pitevni
nalezy. ‘
Vieobecné pouceni o interpretaci vysledki pro klasifikaci je uvedeno
v Dodatku 2.

ZAVERCNA ZPRAVA

Zprava o priibéhu pokusu

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

Pokusnd zvifata:

— zivo¢isny druh/kmen;

— mikrobiologicky stav zvifat, je-li znam;

— pocet, stdfi a pohlavi zvifat:

— zdroj. podminky chovu, potrava atd.;

— hmotnost jednotlivych zvifat na zagatku testu, déle v tydennich intervalech a

na konci testu. -

Podminky testovani.

— zdivodnéni vybéru velukula, pokud je jiné nez voda;

— podrobné tdaje o zpusobu aplikace testované latky véem& poddvanych

objemi a doby aplikace;

— podrobné udaje o potravé a kvalité vody (véetné druhu a zdroje);

— zdtivodn&ni vybéru pocatecni dévky.

Vysledky-

— sestaveni udaji o reakcich kazdého zvitete do tabulek podle pohlavi a
davkové trovné (t. zn. zvifata vykazujici pfiznaky toxicity véetné imrti,
charakier, zavaZnost a trvani G¢inkd);

— nastup a &asovy prabéh pfiznakd toxicity a jejich reverzibilita u kaZdého

Zvitete; .
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— pitevni nélezy a histopatologické nélezy u kaZdého zvitete, jsou-li dispozici.
Diskuse vysledki:

Hodnoceni a interpretace:
4. LITERATURA

1Y

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

POSTUP TESTOVANI

~

(78 )

. Jak bylo uvedeno v bodu 1.4.2.3, vychozi dévka by méla byt ta ze tii pevné

stanovenych davkovych trovni, kterd pravdépodobné zptisobi uhynuti aspof u
nékterych zvifat. Pro vybér vychozi davky lze pounzit nasledujici informace:
— tidaje o fyzikainé-chemickych vlastnostech,
— vztah struktury a u€inku,
— viechny Gdaje z jinych testd toxicity a
— ptedpokladané pouZiti testované latky.

. Pisludné vyvojové diagramy uvedené v tomto dodatku stanovuji postup pro

kazdou vychozi ddvku. V zdvislosti na poétu humdnng utracenych nebo
uhynulych zvifat postupuje testovani tak, jak naznacuji Sipky.

. Pokud po aplikaci vychozi davky 25 nebo 200 mg.kg-l‘télesné hmotnosti

uhyne pouze jedno zvife druhého pohlavi, obvykle se jiz dale netestuje. Pokud
viak pfitom nejsou u ostatnich 5 zvifat Zadné toxické pfiznaky, je tfeba pitvou
ovEfit moZnost, Ze Umni nesouviselo s podinou latkou. Jestlize se tato
moznost potvrdi, je tfeba pokraéovat v testovani na vy33i drovni davky.

. Pokud po davce 2000 mg.lq;‘;-I t8lesné hmotnosti uhyne jedno zvite kaZzdého

pohlavi, d4 se predpokladat, Ze hodnota LD, pfekroi davku 2000 mg.kg-l

t&lesné hmotnosti. ProtoZe je to viak jen hraniéni vysledek, je tfeba peélivé
posoudit reakce zbyvajicich dvou zvifat kazdého pohlavi: zfetelné, vyrazné
toxické pfiznaky u téchto zvifat mohou byt divodem pro klasifikaci

X
odpovidajici hodnoté LD, ve vy3i 2000 mg.kg télesné hnotnosti nebo mensi,
nebo mohou byt podnétem pro dalsi testovani na stejné urovni davky.

. Postup umozZiiuje testovani s tfemi dopliikovymi pevné stanovenymi davkami

(varianta 2). Této varianty je moZno pouZit bud’ k vybéru alternativni davky v
daném bodu rozhodovacim procesu, nebo pro dalsi testovani po dokonceni
testovani podle varianty 1.

-1 ) .
Postup testovani s vychozi ddvkou 25 mg.kg télesné hmotnosti

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

Pod ramecky je poget uhynulych nebo utracenych zvifat (0, 1, 2, 3). Podle poétu
uhynulych zvifat se v testovani pokraduje ve sméru Sipek az do dosaZeni Sedého
ramecku.

Varianta 1 - Ukondéeni testu: Klasifikace se provede na zakladé koneénych
hodnot uvedenych v pfisludném 3edém riamecku nebo podle zpisobu
vyhodnoceni uvedeného v Dodatku 2.

Varianta 2 - Pokraovani testu s ptisluinou dopliikovou davkou.
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Ukonéeni testu: Klasifikace se provede na zékladé koneénych hodnot
uvedenych v piislu$ném Sedém ramecku.

b [ * -l - " r
Postup testovani s vychozi davkou 200 meo ke télesné hmotnosti

V rameccich je uddna davka, pocet zvirat a pohlavi (1 - pohlav;' zvolené jako
prvni, 2 - pohlavi zvolené jako druhé).

Pod rdmecky je podet uhynulych nebo utracenych zvitat (0, 1, 2, 3). Podle poétu
uhynulych zvifat se v testovani pokraduje ve sméru Sipek a2 do dosazeni sedého
ramecku.

Varianta 1 - Ukonéeni testu: Klasifikace se provede na zikladé koneénych
hodnot uvedenych v piislu$ném 3edém rdmecku nebo podle zpiisobu
vyhodnoceni uvedeného v Dodatku 2.

Varianta 2 - Pokracovani testu s ptisiuSnou dopliikovou davkou.

Ukonéeni testu: Klasifikace se provede na zikladé koneénych hodnot
uvedenych v pfislu$ném Sedém rdmecku.

-
Postup testovini s vychozi davkou 2000 mg.ke t€lesné hmotnosti

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

Pod ramecky je poCet uhynulych nebo utracenych zvitat (0, 1, 2, 3). Podle poétu
uhynulych zvifat se v testovani pokracuje ve sméru Sipek aZ do dosaZeni $edého
ramecku. '

Varianta 1 - Ukongeni testu: Klasifikace se provede na zikladé konegnych
hodnot uvedenych v pfisludném 3edém rimecku nebo podle zplisobu
vyhodnoceni uvedeného v Dodatku 2.

Varianta 2 - PokraCovini testu s pfisludnou dopliikovou davkou.

Ukonceni testu: Klasifikace se provede na zikladé koneénych hodnot -
uvedenych v pfisludném 3edém rdmecku.
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DODATEK 2

Interpretace vysledkd zaloZenvch na testovaci varianté |

V rameécich je uddna dévka, podet zvifat a pohfavi (1 - pohlavi zvolené jako
prvni, 2 - pohlavi zvolené jako druhé).

Pod rdmedéky je po&et uhynulych nebo utracenych zvifat (0, 1, 2, 3).

Sedé ramecky pod rametkem "ZADNE DALSI TESTOVANI" v diagramech
tohoto dodatku obsahuji koneéné hodnoty pro klasifikaci. Po testovani podle
varianty 1 se pfislu$nd Sipka sleduje dokud se nedosdhne pfislusného rdmecku.
(Hodnoty v rameccich vyznatuji horni hranice pro ptisluny zplsob klasifikace.
Lezatd osmitka znamend, Ze LD, je vet3i neZ hodnota v nejblizsim rimecku

vlevo.)
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vehozi didvkou 25 m télesné hmotnosti

} Testovacf postup s

{a

25 mg/kg
3 zvifata

pohlavi 1

[
0-1

200 mg/kg
3 zvifata

pohlavi 1

200 mg/kg

3 zvifata
pohlavi 2

23

2000 mg/kg

3 zvitata
pohlavi 1

3 zvifata
pohlavi 2

) - S T . !
St T VARIANTA 1: . UKONCENL.TESTU
.. 25 mglkg. '_| . 200mg/kg | WOmgke {
B .’ =~ .+ VARIANTA 2: POKRACOVANITESTU
— ] L [ ] l ]
¥ 4 y
5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvifata 3 zvitata 3 zvifata
23 0l 23 0l 23 0]
N | — 1 1 ]
5 mp/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvitata 3 zvifata 3 zvilata
pohlavi 2 pohiavi 2 pohlavi 2
23 01 . 23 0-1 23 01
Y S S T T
N \UKONCENI TESTU - !
Am | S0mgie | Somgkg | e
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( b )_Testovaci postup s vychozi ddvkou 200 m télesné hmotnosti

25 mg/kg
3 zvifata

200 mg/kg

3 zvitata

r

2000 mg/kg
3 zvitata

pohlavi 1 pohlavf 1 pohlavi 1
23 0-1 23 0-1
I— N
200 mg/kg 2000 mg/kg
| 3 zvitata 3 zvifata
pohlavi 2 pohlavi 2

Py

]
VARIANTA 1.: UKONCENI TESTU '
25 mg/kg | 200 mg/kg I 2000 mg/ke | ©

VARIANTA 2.: POKRACOVANI TESTU

I_l_l I T | I |

5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zviFata 3 zvifata 3 zvitata
2-3 0-1 23 0-1 2-3 0-1
] l ] | — i
+5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvifata 3 zvitata 3 zviata
pohlav{ 2 " pohlavi 2 pohlavi 2
| 1 1 ]
2-3 0-1 2-3 0-1 2.3 0-1
v | ! ) | v 1 ]
| ' I ' |
, UKONCENI TESTU

Smglkgl . 50 mg/kg | 500 mg/kg | w
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vchozi davkou 2000 m

télesné hmotnosti

{ ¢ ). Testovaci postup s

|
2-3

25 mg/kg
3 zvilata

pohlavi 2

200 mg/kg
3 zvitata

pohlavi 1

|
o-1 23 0-1

200 mg/kg
3 zvifata

pohlavi 2

2000 mg/kg

3 zvifata
pohlavi 1

2000 mpg/kg
3 zvirata

pohlavi 2

2.3 23 0
0-1 ' I
K
e VARIANTA 1.: UKONCEN] TESTU o
25 mg/kg 200 mg/kg | 2000mgns | =
EEE VARIANTA 2.: POKRACOVANS TESTU |
| ] L l | | l |
Smg/kg 50 mg/kg S00 mg/kg
3 zvifata 3 zvitata 3 zvifata
i1
23 0l 23 01 23 01
] | 3 ]
Smgke 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvifata 3 zvitata 3 zvifata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2
23 01 2-3 0-1 23 0
J‘r l : l L l l hJ l l
T .- TR B - L
. , UKONCENI  TESTU )
. Smml 50 mg/kg - | w

500 mg/kg

~
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Interpretace vysledki zaloZenych na testovaci varianté 1

a) Vychozi divka 25 mg/kg télesné hmotnosti

X

*

25 mg/ke
3 zvitata

000 mg/kg
} zvifata

pohlavi 1

pohlavi 1

] |
2-3 0-1 2-3 0-1

25 mg/kg 200 mg/kg
3 zvifata 3 zvifata
pohlavi 2 pohlavi 2

ZADNE D@éi TESTOVANI

— 3—I «—— 3
2 2
) 4 L ] . A + A4 x
1 ] ] 1 )
50 200 | 500 1000 2000 |
] do0 | | Js00
1 3 ¥
oo |
L h 4 h 4 v v v A
zoom;injL 1 zooonyﬁ e ]
h 2 , ‘Y v 9 - b 4
300 mg/kg | © |
9 y
f 50 |l s00 I © |
h 4 v L y h 4 ¥ ¥ v ]

500 mg/kg 1p00 mgfkg B500 mrkg || oo
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b) Vychozi divka 200 mg/kg télesné hmotnosti

25 mpfkg
3 zvifata

pehlavi 2

P00 mg/ke
B zvifata
pohlavi 2

3

Y - 23 0-1
0-1 | t
l |
ZADNE, DALSI TESTOVANI
3 (pfi 200 u polll.l] — 3—
i jiné 2
h J h ¥ - A v v
: 1 I ] I . 1 L
LDy . - 25 | 50 200 rsoo 1000 2000
mg/kg hmotnosti | 30 i Joo |, l 3500
) J h J h 4
L isTlg [ i o
.“' - r v JI’ v 1
I ZSng' [ 2wggf_ig I zaoomg_lfi I ]
y r y y . 4 - h 4
L. 3omens- ~ ]| 300 mg/kg_ 11 o |
A 4 r 9
L som Il soomgng . [ w0 |
¥ ¥ v v v v ¥ .
- 500 mg/kg P06 mg/kg (500 merke |[ -




Cistka 88

Shirka zikont . 251 / 1998

¢) Vychozi divka 2000 mg/kg télesné hmotnosti

25 mg/kg
3 zvifata

pohlavi 1

25 mg/kg
3 zvifata

pohlavi 2

200 mg/kg
3 zvifata

pohlavi 1 '

2-3

200 mg/kg
3 zvitata
pohlavi 2

ZADNE DALSI TESTOVANI

3(pF 200 u pohl..l)l

3 ( pti 2000 w pohl 1)

Jiné

v v ‘ i’mé pH 1030 u poh]l])
LD 25 50 200 500 1000 2000 |
mg/ke Tumotnosti | 30 | | 300 I 3500
A i r b
| 25 mfg | w
' h y _ A 4 v v L 4
I zs:.gf_.g L znnmgT_g I 2000 mgkg I
] ¥ L 4
T | 300 mg/kg | w
b h
l 50 | s00 mpke Il w
¥ L v v J? JF )
500 mg/kg mg/kg 3500 mg/kg
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1.2

1322

B.2. AKUTNI TOXICITA (INHALACNI)

METODA

Uvod
Je uzitetné pfed pokusem ziskat idaje o rozdéleni velikosti &4stic, tenzi par, teploté
tani, teploté varu, teploté vzplanuti a vybuSnosti (jsou-li stanovitelné) testované

Jdatky

Princip metody

Nékolik skupin pokusnych zvifat je exponovino studované litce po uréenou dobu
v'odstupiiovanych kencentracich, a to jedné koncentraci v kazdé skupiné.. Potom se
zvifata pozoruji a zjistuji se (Cinky a pfipady uhynuti. Zvitata, ktera béhem pokusu
uhynou, i ta, ktera pfeziji do konce pokusu, se pitvaji.

Zvitata se zdvaZnymi a pfetrvdvajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tieba humannim
zpisobem utratit. Testované latky se nemaji podavat v takovych koncentracich a
takovym zplsobem, o kterych je znamo, Ze vyvolavaji znaénou bolest a stres
nasledkemn svych leptavych nebo draZdivych vlastnosti.

Popis metody

Ptiprava

Nejméné 5 dni pfed testem jsou zvifata chovana v podminkdch ustijeni a krmeni,
v jakych budou béhem experimentu. Pfed testem se zdrava miada zvitata nahodné
pfifadi do potfebného poétu expenimentdlnich skupin. Pokud to nevyZaduje typ
pouzivaneho expoziéniho zafizeni, neni tfeba podrobit zvifata simulované expozici.

Pevné testované latky je tfeba rozmelnit na &astice prislusné velikosti. Pokud je
tieba, pfidd se k testované latce vhodné vehikulum tak, aby v ovzdudi vaikla
piisiudna koncentrace testované latky; v tom pripadé se zafadi také kontrolni
skupina s vehikulem. Pokud se uZije pro usnadnéni aplikace vehikulum nebo jind
aditiva, musi byt o nich zndmo, Ze nemaji toxicky uéinek. Existyji-li vhodna
historickd data, je mozno je vyuzit.

Experimentalni podminky

Pokusna :vifata

Dava se pfednost potkanim, pokud nejsou znamy divody proti tomu. PouZivi se
b&Zn€ uiivanych pokusnych kmend. Na zacitku studie nema variaéni rozpéti
hrmotnost: zvifat pfekro€it + 20 % stfedni hodnoty (pro kazdé pohlavi zvlast).

Pocet a pohlavi +

Pro kazdou davkovou hladinu je tfeba pouZit nejméné 10 hlodaved (5 samic a
3 same). Samice musi byt nullipary & nesmi byt biezi.
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1.3.2.4

[1.3.2.5

1.3.26

1.3.2.7

Pozndmka: PouZivaji-li se v akutnich testech toxicity zvifata vy33ich druhl, nez
jsou hlodavci, mélo by se zvazit pouZiti menstho poétu zvifat. Davky je tieba
petlivé volit a je tieba zaruéit, aby nebyly piekroeny mimé toxické davky. V téchto
testech je tfeba vyhnout se podavani letdlnich davek testované latky.

Expoziéni koncentrace

Ma byt dostateCny polet Urovni divek, nejméné ti, a maji byt vhodné&
odstupiiovany tak, aby byl u testovacich skupin viditelny rozsah toxickych u¢inkd a
montality. Ziskané udaje musi stafit na znazoméni vztahu mezi davkou a mortalitou
a, pokud je to moZné, musi umoZnit stanoveni LCs s pfijatelnou spolehlivosti.

Limitni test

Nedojde-li po 4 hodinové expozici 5 sameti a 5 samic plynu v koncentraci 20 mg.I”
nebo param ¢i aerosolu tekuté nebo pevné litky v koncentraci 5 mgl” (nebo -
v pripadech, kdy tuto koncentraci neni mozné pouzit v disledku fyzikalnich nebo
chemickych vlastnosti sledované litky véetné rizika vybuchu - pii expozici
maximalni dosaZitelné koncentraci) béhem 14 dnd k Zidné mortalité vyvolané
sledovanou latkou, povazuji se dal3i pokusy za zbyteéné.

Doba expozice

Nejkratii doba expozice ma byt 4 hodiny.

Vybaveni

Pro pokusy se zvifaty je tfeba pouZit inhalaéni zafizeni, které umo#iuje dynamické

proudéni vzduchu s vyménou vzduchu nejméné 12krdt za hodinu, aby byl zaruten
piiméfeny obsah kysliku a rovnomémé rozdéleni litky v expoziéni atmosféfe.
Pouzije-li se expozién{ box, je tieba ho konstruovat tak, aby se co nejvice
omezovalo shiukovdni zvifat a aby inhalaéni expozice testované ldtce byla
maximalni. Pro zajit2ni stability atmosféry v inhalaénim boxu by neme| v zdsadé
celkovy objem pokusnych zvifat presahnout 5% objemu boxu. Je také moiné
pouzit inhalaéni expozice oralné-nasdlni, samotné hlavy nebo individuaini
celotélové expozice; prvni dva zplsoby expozice minimalizuji pfijem litky jinymi
cestami.

Doba pozorovdni

Doba pozorovani by méla trvat nejméné |4 dni. Nelze ji viak stanovit rigordzné.
Miize ziviset na toxickych reakecich, na rychlosti jejich vzniku a na trvani fize
zotaveni. Dobu pozorovani je moZno podle potieby prodlouZit Rozhodujici je doba,
kdy se objevi a op&t odezni projevy otravy, stejné jako doba do uhynuti, zvlasté tam,
kde je patrna tendence ke zpozdéné mortalité.

Popis postupu

Zvifata se bezprostfedné pfed expozici zvdZi Exponuji se po dobu 4 hodin od
ustaveni rovnovahy koncentrace studované latky. Nastaveni rovnovahy by mélo byt
rychlé. Teplota béhem pokusu mi byt 22°C * 3 °C. Relativni vlhkost ma byt
idedlné mezi 30% a 70%, s vyjimkou pfipadd, kde to neni moiné (napi.
experimenty s aerosoly), UdrZovani mimé negativniho tlaku uvnutf komory (< 5 mm
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vodniho sloupce) zabrani unikani testované latky do okoli. Béhem expozice se
nepodéava potrava ani voda.

PouZivaji se vhodné systémy pro vytvofeni a monitorovani testovaci atmosféry.
Systém musi zarufovat, Ze stabilnich podminek expozice bude dosaZeno co
nejrychleji. Konstrukce a provoz boxu méa zafistovat homogenni distribuci
testované atmosféry v komore.

Je tieba zajistit méfeni nebo monitorovani podminek expozice:
(a) méfeni pritoku vzduchu (kontinuaing),

(b) skute¢na’ koncentrace studované latky se méfi v dychaci zon& alespoii tiikrat
b&hem expozice (nékterd ovzdudi, napt. aerosoly ve vysoké koncentraci, mohou
vyZadovat &astéj§i monitorovani). Béhem jedné expozice se nemd koncentrace
odchylovat od stiedni hodnoty o vice nez + 15 %. U nékterych aerosol, kde této
tirovné regulace neni moZné dosahnout, se pripousti vétsi rozsah kolisani. Po celou
dobu trvini experimentu maji byt koncentrace tak stabilni, jak je to prakticky
mozZné. Pokud se tyka &dstic a aerosolil, mé&ii se distribuce velikosti &4stic tak asto,
jak to pokus vyZaduje {ale nejméng jednou pro kaZdou testovanou skupinu),

wowr

¢) teplota a vihkost vzduchu se méfi pokud moZno kontinudlng.

Béhem expozice i po jejim skonéeni se pozorovani provadéji a zaznamendvaji
systematicky. KaZdé zvife ma sviij individudini protokol. Béhem prvniho dne je
tfeba provddét pozorovani Casto. Mimmalné jednou kazdy pracovni den je tfeba
provést peclivé klinické vysetfeni. Daldi kaZdodenni pozorovani a odpovidajici
opatfeni maji slouZit maximalnimu sniZeni ztrat zvifat pro studii, napf. pitvou nebo
zmrazenim uhynulych zvifat nebo 1zolaci ¢i utracenim slabych nebo umirajicich
zZvirat.

Pozorovani zahmuje zmeény kiZe, srsti, oéi, sliznic, dychani a krevnihc obéhu,
zmeény funkce autonomni a centralni nervoveé soustavy, somatomotorické aktivity a
chovéni. Zvlastni pozomost je tfeba vénovat vnéj§imu dychani, tremoru, kfedovym
jeviim, slinéni, prijmu, letargii, spanku a komatu. Okamzik vhynuti je tfeba zachytit
co nejpresnéji. Hmotnost jednotlivych zvifat se stanovuje po expozici tydné a
v okamZiku uhynuti.

Zvitata, ktera b&hem pokusu uhynou i ta, ktera pfeZiji' do konce pokusu, se pitvaji
se zvldtnim zfetelem ke vdem zméndm homi i dolni &asti dychaciho trakmu.
Viechny makroskopické patologické zmény se zaznamenivaji a odeberou se
piislusné tkané pro histopatologické vysetfeni.

UDAJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentdlni skupinu
patrny polet zvifat na pofdtku pokusu, doba uhynuti jednotlivych zvifat, pocet
zvifat vykazujicich dal3i piiznaky toxicity, popis toxickvch U¢inkd a pitevni nalezy.
Zmény hmotnosti je tfeba vypotitat a zaznamenat pokud zvifata preziji déle nez
jeden den. Zvifata, ktera jsou humanné utracena vzhledem ke stresu nebo
k bolestem vyvolanym testovanou latkou, jsou zaznamendna jako uhynuti vyvolana
testovanou latkou. LCsg se vypoéte uzndvanou metodou. Déle se hodnoti vztah -
pokud existuje - mezi expozici zvifete testované litce a vyskytem a stupném vsech
abnormalit, v&etné zmén chovani, klinickych symptomd, makroskopickych
poskozeni, zmén télesné hmotnosti, mortality a v3ech dalgich toxickvch Gginka.

3
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[T ]

(3]
o

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o pribé&hu pokusu
Zprava o priib&hu pokusu obsahuje pokud moZno nésledujici informace:
- Zivodisny druh, kmen, piivod, podminky ustdjeni, krmeni, atd.

- podminky pokusu: popis expoziniho zafizeni vietné konstrukce, typu, rozméri,

zdroje vzduchu, systému pfipravy aerosoit, klimatizaéniho systému a zpiisobu
umisténi zvifat v expoziénim boxu, pokud je pouZivdn. Je tieba popsat pfistroje
pro méfeni teploty, vlhkosti vzduchu, koncentrace a distribuce velikosti Edstic
aerosolu.

- idaje o expozici se sestavi do tabulky a uvedou spolu s priimémymi hodnotami a
charakteristikou variability (napi. smérodatnou odchylkou). Maji pokud moimo
obsahovat tyto udaje:

a) rychlost prittoku vzduchu v inhalaénim zafizeni;
b) tepiota a vihkost vzduchu;

c) nominalni koncentrace (celkové mnoZstvi testované latky piividéné do
inhalaéniho zafizeni, délené objemem vzduchu); .

Pozn.:pii expozici aerosolim litek v roztoku (napf. ve vodg) je tieba uvidét
nejen vyslednou koncentraci latky ve vzduchu, nybrz také, pokud je to moiné,
koncentraci U&inné latky ve vehikulu.

d) povaha vehikula, pokud bylo uZito;

e) skuteéna koncentrace v dychaci zoné; f) hmotnostni median aerodynamického
praméru (MMAD) a geometricka  smérodatna odchylka (GSD);

-

g} doba do ustaveni rovnovahy;
h) doba expozice:

- tabulky toxickych reakcich podle pohlavi a Grovné expezice (. po€et zvifat, kiera
v pokuse uhynula nebo byla humanné utracena; poCet zvifat s piiznaky toxicity;
pocet exponovanych zvirat);

- doba uhynuti béhem expozice nebo po jejim skonéeni, divody a kriténia pro
humanni utraceni zvifat,
- viechna pozorovani;
- hodnota LCso pro kazdé pohlavi stanoveni po skonfeni doby pozorovani
(s uvedenim metody vypoétu);

- 95%-ni interval spolehlivosti pro LCsq (pokud je moZno jej stanovit),

- ktivka zavislosti mortality na dévce (koncentraci) a jeji smémice (pokud to
dovoluje metoda stanoveni): - pitevni nilezy;

- viechny histopatologické nalezy;

- diskuse vysledkll (se zvlastnim zetelem k vlivu pfipadného utraceni zvirat z
hurmannich divod béhem testu na vypoétenou hodnotu LCsp);

- interpretace vysledki. ' -
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B.3. AKUTNI TOXICITA (DERMALNI)

L METODA

11 Princip metody

Testovana latka se nanasi na kiZi v odstupfiovanych ddvkach n&kolika skupindm
pokusnych zvifat, a to kaZdé skupiné jedna uroven davky. Pozoru)i a zaznamenavaji
se udinky a pfipady uhynuti. Zvifata, kterd uhynou béhem pokusu, i zvifata, ktera
pieziji konec pokusu, se pitvaji.

Zvitata se zavaZnymi a pfetrvavajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tfeba humannim
zpilsobem utratit. Testované latky se nemaji podavat v takovych dévkach a takovym
zplsobem, o kterych je zndmo, Ze vyvoldvaji znatnou bolest a stres ndsledkem
svych leptavych nebo drazdivych vlastnosti.

1.2 Popis metody

1.2.1 Piiprava

Nejméné 5 dni pfed testem jsou zvifata chovdna v pokusnych klecich
v podminkich ustdjeni a krmeni, v jakych budou b&hem experimentu. Pfed testem
se zdravéd mladd dospéld zvifata nihodné pfifadi do jednotlivych experimentdlnich
skupin Asi 24 hodin pied zahdjenim testu se srst zvifat na zddech ostithd nebo
oholi. Pt stfihani nebo holeni srsti je tfeba dbit na to, aby se neposkodila
(napf.abrazi) kiiZe, coZ by mohlo zmeénit jeji propustnost. Pro aplikaci testované
latky se pfipravi nejméné 10 % povrchu téla. PH pokusech s pevnymi latkami,
ptipadné pfipravenymi v praskové formé, je tfeba latku dostatecné navlhiit vodou
nebo vhodnym vehikulem, aby byl dobry kontakt s kiZi. PH pouziti vehikula je
nutné brat v avahu vliv vehikula na priinik testované latky kiZi. Vybér vehikula by
se mé| #dit tim, v jaké formé se mhZe dana latka ostat do styku s lidskou kiiZi, a ze
viech relevantnich zplsobl vybrat ten, ktery nejvice usnadiuje prinik kiZi.
Testované kapaliny se zpravidla aplikuji nefedéné.

1.2.2 Experimentdlni podminky

[.2.2.1 Pokusnd zvifata

Puzivé se dospélych potkanil nebo kralikii. Lze pouzit i jiné Zivo€isné druhy, pokud
jsou pro to diivody. Je tfeba volit znamé kmeny pokusnych zvifat. Na zalatku testu
by nemélo variaéni rozpéti hmotnosti zvirat (pro kazdé pohlavi zvlast) piekroéit
1 20 % stfedni hodnoty.

[.2.2.2 Pocet a pohlavi

Pro kazdou uroven davek pouZit nejméné 5 zvifat stejného pohlavi. Pouziva-li se
samic. musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Pokud je k dispozici informace, Ze
jedno z obou pohlavi je vyrazné citlivéjsi, je tfeba pouZivat zvitata tohoto pohlavi.
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1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

(PF)

Pozndmka: PouZivaji-li se v akutnich testech toxicity zvifata vy33ich druhtl, nez
jsou hlodavci, mélo by se zvaZit pouZiti meniiho poétu zvifat. Davky je tfeba
peclivé zvolit a je tfeba zajistit, aby se nepiekrocily mimé toxické davky. V techto
testech je tfeba vyhnout se podavani letdlnich davek testované latky.

Davkovdni

Ma byt dostateény potet ddvkovych urovni, nejméné tfi, a maji byt vhodné
odstupiiovany tak, aby vznikly testovaci skupiny se zfetelnym rozsahem toxickych
ucinkt a mortality. Pii rorhodovani o Urovnich davek je tfeba vzit v 1ivahu draZdivé
nebo leptavé (inky testované latky. Ziskané Gidaje musi stadit na znazomnéni vztahu
mezi davkou a tidinkem, a pokud moznc umoZnit stanoveni LDsp s piijatelnou
spolehlivosti.

Limitni test

Lze proveést limitni test Jednou davkou nejméné 2000 mg, kg télesné hmotnosti na
skupindch 5 samcil a 5 samic s pouZitim vy3e popsanych postupil. Pokud latka
zplsobi uhynuti, je tfeba provést Gplnou studii.

Doba pozorovdni

Doba pozorovani m4 byt nejméné 14 dni. Nelze ji viak stanovit rigorozné. Méla by
byt urfena podle obrazu otravy, rychlosti vyvoje otravy a trvani fize zotaveni. Dobu
pozorovani je moZno podle potfeby prodlouZit. Rozhodujici je doba, kdy se pfiznak
otravy projevi a vymiz{ a doba do uhynuti, zviasté tam, kde je patmd tendence
k vyskytu pozdnich uhynuti.

Popis postupu

Zvitata se chovaji jednotlivé v klecich. Testovana latka se nanese rovnomémé na
plochu, kterd &ini asi 10 % celkového povrchu téla. Pro vysoce toxické litky milZe
byt 1ato plocha mensi; mélo by se v3ak aplikovat stejnomémé na co nejvétsi ¢ast
této plochy.

Testovana latka je po expoziéni dobu 24 hodin udrZovéna v kontaktu s kiiZi pomoci
porézniho mulového obvazu a nedréazdivé néplasti. Testovanou plochu je déle tfeba
vhodnym zpdisobem piekryt, aby se mulovy obvaz a testovana latka fixovaly a aby
se zabranilo oralnimu pfijmu. K zamezeni poZiti latky je moZno pouZit i prostiedki
pro omezeni volnosti pohybu, uplnou immobilizaci viak nelze doporuéit.

Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky testované litky, pokud moZno vodou
nebo'jinvm vhodnym zpdsobem se provede ocidténi pokozky.

Pozorovani je tfeba ihned systematicky zaznamendvat. Pro kaZdé zvife je tfeba vést

samostatné zaznamy. Prvni den se zvifata pozoruji casto. Nejméné jednou kaZdy
pracovni den je tieba provést petlivé klinické vy3etfeni. Daldi kaZdodenni
pozorovani a odpovidajici opatfeni maji slouZit maximalnimu sniZeni ztrat zvifat
pro studii, napf. pitvou nebo zmrazenim uhynulych zvifat nebo izolaci a utracenim
slabych &l umirajicich zvirat.

Pozorovani zahmuje zmény srsti, kiize, na kterou byla provedena aplikace, oci a
sliznic, a také dychani a krevniho ob&hu, zmény funkce autonomni a centrdlni
nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovdni. Zvlastni pozomnost je tteba
vénovat tremoru, kieCovym jevim, slinéni. priijmu, letargii, spanku a komatu.



Strana 7856

Shirka zdkont &. 251 / 1998 Cistha 88

1.2.3.1
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Okamzik uhynuti je tfeba zachytit co nejpfesnéji. Zvifata, kterd béhem pokusu
uhynou, i kterd pfeziji az do konce pokusu, se pitvaji. Viechny makroskopické
patologické zmény se zaznamendvaji a poSkozené tkdné se odeberou pro
histopatologické vysetieni.

Hodnoceni toxicity u druhého pohlavi

Po dokonéeni studie na jednom pohlavi se poda litka nejméné jedné skupiné o péti
zvifatech drvhého pohlavi, aby se zjistilo, zda zvifata druhého pohlavi nejsou
vyramé citlivéj§i na testovanou latku V konkrétnich ptipadech miZe byt
odivodnéno pouZiti mendtho poltu zvifat. Pokud je k dispozici spolehliva
informace, Ze zvifata testovaného pohlavi jsou vyrazné citlivéjsi, testoviani na
zvitatech druhého pohlavi je moZno vynechat.

UDAJE o

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentalni skupinu

patrny polet zvifat na poédtku pokusu, doba uhynuti jednotlivych zvitat, podet
zvirat s jinymi projevy otravy, popis toxickych a¢inki a pitevnich nalezi. Stanoveni
hmotnosti jednotlivych zvifat se provede bezprostfedné pfed podanim testované
latky. pak v tydennich intervalech a pied utracenim. Zmény hmotnosti je tfeba
stanovit a zaznamenat, pfeZiji-li zvifata déle neZ jeden den. Zvifata, ktera byla
huménnim zpdsobem utracena s ohledem na stres a bolesti vyvolané podanou
latkou, se zaznamenavaji jako uhynuti vyvolané touto litkou. LDsp se vypoéte
uzndvanou metodou. Dale se hodnoti vztah, pokud existuje, mezi expozici zvifat
testované lace a vyskytem a stupném viech abnormalit véetné zmén chovani,
klinickych symptomi, makroskopickych 1€zi, zmén télesné hmotnosti, mortality a
vsech ostatnich toxickych a€inki.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zpré\;a o_ pribéhu pokusu

Zprava o pribéhu pokusu ma pokud moZno obsahovat tyto informace:
« zivotisny druh, kmen, pivod. podminky chovu, krmeni atd.,

- podminky pokusu (véetné zplsobu ofi5téni kiize a typu obvazu: okluzivni nebo
neokluzivni).

- urovné ddvek (v&etné vehikula, pokud je uZito) a koncentrace,
- pohlavi pokusnych zvifat,

- tabulky toxickych reakci podle pohlavi a podle ddvek (podet zvifat uhynulych
nebo humanné utracenych béhem testu; podet zvifat s piiznaky toxicity; pocet
exponovanych zvirat),

- doba uhynuti po podani testované latky, diivedy a kritéria pro humann{ utraceni
zZvifat.

- vSechna pozoroviéni,
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- hodnota LDsp pro to pohlavi, u kterého byl proveden vuplny pokus, a to pro
14tidenni pozorovani (s uvedenim metody vypodtu),

- 95%-ni interval spolehlivosti pro LDsg (pokud jej 1ze stanovit),

- kiivka zavislosti mortality na davce a jeji smérnice (pokud je stanoveni danou
metodou moZne),

- pitevni nalezy,
- viechny histopatologicke ndlezy,
- visledky v3ech testli na druhém pohlavi,

- rozbor vysledkd (zvlastni pozomost vénovat moZnému ovlivnéni vypoétené
hodnoty LDsg v souvislosti s utracenim zvifat z humannich divodil b&hem testu),

- interpretace vysledkd.
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B.4. AKUTNI TOXICITA (KOZNi DRAZDIVOST)

METODA

Princip metody
Vychoz{ tivahy

Je tfeba peclivé zvazit viechny dostupné informace o dané latce s cilem sniZit na
minimum testovani latky za podminek, které mohou vyvolat vyrazné t&zké reakce.
Nisledujici informace miiZe byt uzite¢nd pro posouzeni, zda je vhodny uplny test,
studie na jediném zvifeti nebo zda neni zapotfebi dal3i testovani.

a) Fyzikalné-chemické vlastnosti a chemicka reaktivita. Silné kyselé nebo zisadité
latky (napi. pH rovné ¢i mensi 2 nebo pH rovné &i vétsi 11,5) neni tieba testovat na
primérni kozni draZdivost, jestlize mohou byt ofekdvany leptavé uginky. Je tfeba
vzit v ivahu také alkalickou nebo kyselou rezervu.

b) JestliZe jsou dostupné presvédCivé doklady zavaznych G¢inkd latky ze spolehlivé
validizovanych n vitra testi), neni vyZadovin uplny test.

¢) Vysledky ze studii akutni toxicity. Jestlize byla latka v testu akuwni toxicity po
dermalni aplikaci studovdna pfi limitni drovni diavky (2000 mgkg' télesné
hmotnosti) a nebylo pozorovino podraZzdéni kiZe, neni tieba dilé testovat koZni
drazdivost. RovnéZ neni tfeba testovat latky vysoce toxické pfi dermdlni cesté
vstupu

Studovana latka se nanese v jednordzové davee na ki nékolika pokusnych zvirat,

pficemz kazdé zvife slouzi jako svoje vlastni kontrola. Po stanovené dobé se odeéte,
vyhodnoti a ndsledné popiSe stupefi podraZdéni, aby bylo moZno provést iplné
posouzeni iginkd. Doba pozorovani musi byt dostateéné dlouha, aby bylo mozné
plné zhodnotit také reverzibilitu pozorovanych aéinki.

Zvitata se zdvaznymi a pietrvavajicimi pfiznaky stresu a bolest je tfeba humannim
zplsobem utratit.

Popis metody

Piiprava

Asi 24 hodin pred zahdjenim testu se srst zvifat na zidech ostfiha nebo oholi. PH
stithani nebo holeni srsti je tfeba dbdt na to, aby se neposkodila kiiZe (napf abrazi)
Je moZno pouZit pouze zvifata se zdravou, neporanénou kiizi.

Nekteré kmeny kralika maji ostriivky husté srsti, které jsou vyraznéjii v nékterych
obdobich roku. Testované latky se nesmi nanadet na tyto zony nistu husté srsti.

Pti pokusech s pevnymu |atkami, pfipadné pfipravenymi v praskové formé, je tteba
testovanou latku dostate¢né navlhéit vodou, pfipadné jinym vhodnym vehikulem,
aby byl dobry kontakt s kiZi. Pfi pouZiti vehikula je numné brat v uvahu vliv
vehikula na podréZdéni kiize testovanou litkou. Testované kapaliny se zpravidla
aplikuji nezfed&né.
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1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.3

Experimentilni podminky

Pokusna zviFata

Je moZné pouzit rizné druhy savci, je viak téeba dit pfednost albinu kralika,

Pocet zviFat

Jestlize je z m vuro screeningovych testit nebo jinych uvah podezfeni, Ze latka -
miZe vyvolavat nekrézu (napf.je leptavé) je tieba uvaZit provedeni testu na jednom
zvifeti. Jestlize vysledky tohoto testu nenaznaduji leptavé iiinky, je tieba doplnit
testovani na dvou dal3ich zvifatech.

" Pro 1piny test jsou nutnd nejméné tfi zdravd dospé&id zvifata. Neni tfeba zvlastnich

zvitat pro neo3etienou kontrolni skupinu, pro vyjasnéni ptipadil nejednoznaénych
reakci mohou byt pouZita dali zvifata.
Ddvkovani

Pokud nejsou zadné zvlastni divody pro jiny postup, nanese se na testovaci misto
kize 0,5ml kapaliny nebo 0,5 g tuhé nebo polotuhé Ilatky. Pnlehle oblasti

. neosetfené kizZe zvitete slouZi v testu jako vlastni kontrola.

Doba pozorovani

Dobu pozorovani neni moZno stanovit rigordzné. Musi byt dostate¢né& dlouhd, aby
bylo mozno lpiné vyhodnotit vratnost nebo nevratnost ucinkfl. Normalné neni tfeba
prekracovat dobu 14 dni po aplikaci.

-

Popis postupu

Zvitata se chovaji jednotlivé v klecich. Testovand latka se nanese na malou plochu
(asi 6 cm?) kize a pokryje se plitkem mulu pidrfovanym nedrdZdivou néplasti.
U Kkapalin a nékterych past mize byt vhodné nanést nejprve testovanou latku na
mul, a pak jej pripevnit na kiiZi. Po dobu trvini expozice je tfeba pfidrZovat platek
volné na kiizi vhodnym okluzivnim nebo astecné okluzivnim obvazem. Je ticba
zabrinit tomu, aby se zvife dostalo k mulu 2 mohlo pfijmout testovanou latku oralné

nebo ji vdechnout,

Na konci doby exposice je tfeba odstranit zbylou testovanou latku vodou, pokud je
to mozné, nebo vhodnym rozpoustédlem, ale tak, aby nebyla ovlivnéna pfipadna
reakce kiiZze nebo celistvost pokoZky.

Doba expozice je obvykle 4 hodiny.

Pokud existuje podezieni. Ze litka mZe vyvolat nekrézu (napi.tim, Ze piisobi
poleptani. je tfeba zkrdut délku expozice (napf. na | hodinu nebo 3 minuty). PH
takovém testovani je moné pouZit nejprve jediné zvite a aplikovat.3 platky mulu
soucasné. pokud to akutni dermalni toxicita testované litky nevyluéuje. Prvni platek
se odstrani po 3 minutéch. Pokud neni pozorovana zivaZnd kozni reakce, odstrani
se druhy platek po 1 hodin® Pokud pozorovini v této fizi naznaéuji, Ze je nezbymna
4-hodinova expozice a e neodporuje principu huménniho zachazeni, odstrani se
tfeti platek po 4 hodinach a klasifikuji se stupné odpovédi kiize. V piipadé, Ze byla
mo2na 4 hodinova expozice, je tfeba dopinit test s pouZitim nejméné dvou dalsich
zvitat; pokud to neni kontraindikovdno z humannich divodd (napf. jestlize po
4 hodinach expozice je pozorovana nekroza kiiZe).
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JestliZe je zavaina koZni reakce (napf. nekréza) pozorovana po 3 minutich nebo po
1 hoding, je test okamzité ukonéen.

"Za uréitych podminek je moZné navrhnout deldi expozice, napfiklad pokud to
odpovidd o¢ekdvanému zplisobu pouziti a expozici u &lovéka

Pozorovani a vyhodnoceni

Zvifata je tfeba pozorovat na pfiznaky erytému a koZniho edému a stupeti reakee
kiiZe po 60 minutich a ddle 24, 48 a 72 hodin po odstranéni plétku s testovanou
latkou. Stupeft podrazdéni kiZe se klasifikuje a zaznamendvd podle systému
uvedeného v tabulce 1. Jestlize nebylo behem 72 hodin dosaZeno uplného odeznéni
reakce, provadi se pozorovani dile. Vedle podrazdéni kitZe je tfeba podrobné popsat
viechny zdvaZné Iéze jako poleptani (nevratnd destrukce koZni tkdng) a jiné toxické
tcinky. K objasnéni pochybnych reakci nebo odpovédi, maskovanych zabarvenim
klize testovanou latkou, je tfeba pouZit technik histopatologického vy3etfeni nebo
méreni tlouitky kozni tasy.

UDAJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro ka?dé pokusné zvite patrny stupefi
podréZdéni posouzenim erytému a edému po celou dobu pozorovani. Je tfeba
rovné? uvést viechny zivainé iéze, popis stupné a povahy podriZdéni kize,
reversibilitu nebo polepténi a viechny dalsi pozorované toxické itinky.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zpriva o pribé&hu pokusu

Zprava o priib&hu pokusu obsahuje poku;i mo#no tyto informace:

- Zivo¢idny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, krmeni atd.,

- expenmentdlni podminky (véetné relevantnich fyzikdlné chemickych viastnosti
testované ldtky, technik pripravy a <Zidténi kOZe, typ obvazu, okluzivni,

semiokluzivni,

- ve formé tabulky udaje o kozni reakci pro kadé jednothivé zvife pii kazdém
pozorovani (za 1, 24, 48 a 72 hodin atd. po odstranéni mulu),-

- popis zjiSténych vaznych poSkozeni véetné poleptani,

- popis intenzity a povahy zjidt2ného podraZdéni a pripadné histopatoiogickych
nalezil,

- popis viech dalsich toxickych u€inkd vedle podrazdéni kize,

. - diskuse vysledki.

- vvhodnoceni vysledki.
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4, DODATEK
4.1. Stupnice reakce klzZe

Hodnota
1. Hodnoceni erytému a pfiskvaru
1.1 Zadny erytém
1.2 Velmi slaby erytém (stéZi viditelny)
1.3 Zietelné viditelny erytém
1.4 Mimy az vyrazny erytém
1.5 Tézky erytém (silné zrudnuti) nebo
tvorba pfiskvaru (hloubkové poskozeni -

nekroza)  znemoZiiujici  posouzeni
erytému

B WD =D

2. Hodnoceni edému

2.1 Zadny edém

2.2 Velmi lehky edém (stézi viditelny)
2.3 Lehky edém (okraje jsou zfetelné,
plocha je ohrani¢ena zZetelnym
vyvy3enim)

2.4 Mimy edém (okmaje vyvySeny asi
01 mm) .
2.5 Vyrazny edém (zdufeni vice neZ 1 4
mm a otok pfesahujici hranice
exponované plochy)

B e O

Klasifikace podle indexu koZni drdzdivosti {[y})

Ixi se vypoéte jako aritmeticky priimér ze souétil stupné reakce pro erytém a edém v
jednotlivych intervalech ode¢tu u jednoho jedince a z takto ziskanych hodnot u
vEech exponovanych jedincli se vypoéte aritmeticky primér.

Klasifikace Ik

nedrédi ' Iy <0,5
lehce drazdi 05<ljy<3
stiedné drazdi 3<ly £5

silné drazdi Igi >5
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1.1.1

1.2

1.2.2.1

B.5. AKUTNI TOXICITA (OCNi DRAZDIVOST)

METODA
Princip metody

Vychozi dvahy

Je tieba petlivé zvaZit viechny dostupné informace o dané ldtce s cilern sniZt na
minimum testovani latky za podminek, které mohou vyvolat té7ké reakce. K tomu
mohou byt uZiteéné néasledujici informace.

a) Fyzikaln&-chemické vlastnosti a chemicka reaktivita. Napf. silné kyselé nebo
zasadité litky, které - jak je moZno ofekdvat - vyvolaji v oku pH rovné & mensi 2
nebo pH rovné & vétsi 11,5, neni tieba testovat, pokud lze ofekavat zdvaini
poskozeni. Je tieba vzit v vahu také alkalickou nebo kyselou rezervu.

b) Vysledky spolehlivé validizovanych alternativnich studii; latky s prokizanymi
potencidlng leptavymi nebo silné dréZdivymi viastnostmi nemaji byt dile testovany
na draZdivost pro oko. protoZe lze pfedpokladat, Ze tyto latky budou mit zivaimé
G¢inky na oko pfi testovani touto metodou.

c) Vysledky ze studii koZni drézdivosti. Latky, které vykazovaly zfejmé leptavé

nebo vyrazné dra2divé uéinky na kuzi ve studii koZni draZdivosti, neni tfeba dile
testovat na drazdivost pro oko, protoZe lze pfedpokladat Ze budou mit na oéi
zavaZné atinky. ,
Testovana latka se v jednordzové ddvce aplikuje do jednoho oka nékolika pokusnym
zvifatim, pfitom neexponované oko slouZi jako kontrola. Ve stanovenych
intervalech se odecte a vyhodnoti stupefi podraZdéni a reakce se dile popise, aby
bylo moZno provést Upiné posouzeni G¢inku. Doba pozorovani musi byt dostatedné
dlouha, aby bylo moiné jednozna¢né zhodnout také vratnost nebo nevratnost
pozorovanych ucinki.

Zvifata se zdvaZnymi a pietrvavajicimi piiznaky stresu a bolesti je tfeba humannim
Zpusobem utratit.

Popis metcdy

Pfiprava

24 hodin pfed testem se u kaidého z predbéiné vybranych pokusnych zvirat
provede vySetfeni obou oéi. Zvifata, u kterych se zjisti podrazdéni oéi, ocni defekt
nebo poskozeni rohovky se z experimentu vylouéi.

Experimentalni podminky

Pokusna zvirata

Atkoliv se pouZivaji nizné druhy pokusnych zvifat, doporucuje se davat pkednost
zdravému dospélému albinotickému kraliku.
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1.2.2.2

1.2.2.3

1.2.2.4

Pocet zvirat

_JestliZe se ofekavaji vyrazné Ginky, je tieba zvolit test na jediném zvifeti. Jestlize
vysledky tohoto testu na jednom krélikovi naznacuji, Ze litka mé vyrazné drazdivé
(reversibilni 1&inek) nebo leptavé (irreversibilni u¢inek) d¢inky pro oko pH pouziti
popsaného postupu, neni tfeba dalii testovani ofni drizdivosti u dalich zvifat.
K vysetfeni specifickych aspektl mohou byt pfipadné testovana dalsi zvifata.

V ostatnich piipadech je tfeba pouzit nejméné tfi zvifat. Vyjasnéni nejednoznaénych
nidlezii mZe vyZzadovat pouZiti dal§ich zvifat.

Urovedi ddvek

Pii testovani kapalin se pouzivd davka 0,1 ml. U tuhych latek, past a zmitych latek

je tieba pouzit objem 0,1 ml nebo hmotnost cca 0,1 g (hmotnost je vidy tfeba
uvést). Jedna-li se o tuhou nebo hrub& zmitou latku, je tfeba ji rozemiit na jemny

prafek. Objem homogenni litky se stanovi aZ po opatmém zhutnéni, napf.

poklepavanim na mérnou nidobku.

U latek uzavienych ve sprejich s pumpou nebo tlakovych aerosolovych nédobkéch
je tfeba vystifknout a sebrat 0,1 ml latky a instilovat ji do oka padie popisu pro
kapaliny,

~

Doba pozorovdni

Délku doby pozorovani neni mozno stanovit rigordzné. Musi byt dostate¢né dlouh4,
aby bylo mozZno posoudit vratnost nebo nevratnost pozorovanych G&inkti. Normaing
viak sta¢i 21 dnii po aplikaci studované latky.

Popis postupu

Zvifata je tfeba pfechovavat jednotlivé v klecich. Testovana latka se aplikuje
kazdému zvifet: do spojivkového vaku jednoho cka tak, Ze se spodni vicko lehce
odchlipne od o&ni bulvy. Vigka se pak asi na 1 sekundu lehce k sobé pridrZi, aby se
Fadna.latka neztratilq. Druhé oko, na které se latka neaplikuje, slouZi jako kontrolni.

Jestlize se predpoklada, Ze latka miZe vyvolat pfilidnou bolest, 1ze pfed instilaci
testované latky pouzit lokélni anestetikum. Aby bylo zajisténo, Ze nésledkem
anestetika nedojde k vyznamnym zméndm v reakci na testovanou litku, je tfeba
peclive zvolit typ, koncentraci a dobu aplikace lokdlniho anestetika. Stejnym
zplisobem se musi anestezovat i kontrolni oko.

O¢i pokusnych zvifat je moZno vymyvat nejdfive 24 hodiny po aplikaci testované
latky. Po 24 hodinach je moZno odi vypléchnout, pokud se to povaZuje za vhodné.

U nekterych latek, které pii této testovaci metodé vyvolaji podrazdéni, je mozno
provést daléi zkousKy s pouZitim krélikd, kterym se brzy po instilaci latky vymyji
ofi. V téchto pipadech se doporu¢uje pouzit 3 kréliky. Pil minuty po instilaci se
ofi vymyvaji rovnéz po pll munuty s pouZitim takového objemu kapaliny a rychlosti
prittoku, aby nedoslo k po3kozeni.

Pozorovdni a vyhodnoceni

Oi se vySetiuji po 1, 24, 48 a 72 hodinach. Neprojevuji-li se po 72 hodinich Z4dné
piiznaky o€nich lézi, je mozno zkousku ukontit. Dobu pozorovani je tieba
prodlouzit, pokud pietrvavd postiZeni rohovky nebo jiné ptiznaky podrizdéni oka
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tak, aby bylo mo#no posoudit vyvoj zmeén a jejich vratnost &i nevratnost. Vedle
pozorovani na rohovce, duhovce a spojivee je tfeba zaznamenat a uvést ve zpravé i
jiné zjisténé léze.

Intenzitu reakce oka je tfeba pii kazdém vysetieni stanovit podle stupnice v piiloze
a zaznamenat. {Klasifikace reakci oka pfipoudti rizné moznosti interpretace. Jako
pomiicku pro testujici laboratofe a ty, kdo provade&ji hodnoceni, je moZno pouZit
ilustrovanou referenéni tabulku podrdzdéni oka.)

VySetfovani reakci je moZno usnadnit pouZitim binokularni lupy, ruéni $térbinové
lampy, o&niho mikroskopu nebo jinych vhodnych zafizeni. Po zaznamendni
pozorovani po 24 hodindch je moZno ofi nékterych nebo viech zvifat vysetfit
mimoto je§té fluoresceinem.

UDAJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdé pokusné zvite patrny stupeti
podraZdéni v daném intervalu pozorovani. Je tieba uvést popis stupné a charakteru
podrazdéni, pfitomnost zavaZznych lézi a viechny mimoocni Uéinky.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprdva o prubéhu pokusu

Zpréva o pribéhu pokusu obsahuje nasledujici informace:

- udaje o zvifatech (druhu, kmen, pivod, podminky chovu, krmeni atd.,

- experimentalni podminky (v&etné relevantnich fyzikalné-chemickych vlastnosti
testované [dtky), .

- v tabelarni formé vyéet drazdivych nebo leptavych uéinki pro jednotliva zvifata
pfi kazdém pozorovani (napi. po 1, 24, 48 a 72 hodinéch),

- popis v3ech zjisténych zdvaznych 1ézi,

- podrobny popis intenzity, charakteru: a vratnosti zjidténého podraZdéni a
poleptani, véetné postiZené oblasti rohovky,

- popis metody hodnoceni pro jednotlivé asové body (1, 24, 48 a 72 hod.), napt.
Stérbinova lampa, oéni mikroskop, fluorescein atd.,

- popis vSech zjisténych mimoo¢nich mistnich uéinki,
- diskuse vysledki,

- interpretace vysledkd.
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4, DODATEK
4.1 Stupnice zmé&n na oku
Hodnota

A. Spojivka - otok
Edém neni pfitomen 0
Slaby edém zahrnujici m2urku 1
Vyrazny edém s everzi vicka 2
Edém zpisobujici uzavieni viéek na polovinu 3
Edém zavirajici vi¢ka vice neZ na polovinu nebo zcela 4
B. Spojivka - slzeni
Slzeni neni pfitomno 0
Slabé slzeni (nutno odliSit od béZné sekrece ve vnitinim koutku 1
Slzeni se zvlhéenim vicek a srsti v blizkosti oka 2
Slzeni se zvlhéenim videk a srsti v Sirokém okoli oka 3 -
C. Spojivka - enantém
Cévni kresba normaini 0
Nastiiknuti cév zfetelné V}?raméjéi oproti normé 1

Splyvajici cévni kresba, rozliSeni jednotlivych cév nesnadné, 2
difusnéjsi jasné Eervend barva

(2]

Difuzni tmave éervena barva
D. Duhovka - anomalie
Anomalie nejsou pfitomny 0

Nepravidelnd struktura duhovky, pfekrveni, otoky, nastfiknuti cév 1
kolem rohovky (jedna nebo vice tdchto charakteristik), reakce na

svétlo je zachovand, pfipadné opoZdéna

Reakce na svétio neni pritomna, rozsahlé destrukce a hemorhagie v 2
duhovce (jedna nebo vice téchto charaktenstik)

E. Rohovka - stupeii neprihlednosti -
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. Hodnota
Neprtthlednost neni pfitoinna 0

Nepriihledn4 oblast je difuzniho diseminovaného charakteru, detaily |
duhovky zistdvaji jasné viditelné

Nepriihledna oblast je prisvitnd, snadno se identifikuje, detaily 2
duhovky lehce zastfené

Pritomnost zoény opalescence, detaily duhovky nejsou wibec 3
viditelné; obrys zornice st¢Zi viditelny

Uplna nepriihlednost rohovky, duhovka je zcela neviditelna 4
F. Rohovka - plocha neprihlednosti

Neprihlednost je pozorovatelnd, ale jeji plocha je < 1/4 plochy 1

rohovky

1/4 < plocha neprithlednosti < 1/2 plochy rohovky 2

1/2 < plocha neprihlednosti < 3/4 plochy rohovky 3

plocha neprithlednosti > 3/4 plochy rohovky 4
4.2 Vypodet akutniho indexu ofni draZdivosti (Ipa)

Individuslni index oCni draZdivosti { [ o ) pro kaZdé zvife a kaZdy interval
hodnoceni se vypoéte podle vztahu

lor = 2.(A+B+C) + 5.D + 5.EF

Primémy index o&ni drézdivosti (Ipp) pro kazdy interval hodnoceni se vypodte pro
kazdy interval hodnoceni jako primér z I

Akutni index oéni draZdivosti Ipa je roven nejvy3simu [op zjisténému v priib&hu
testu

4.3 Klasifikace

Klasifikace Ioa

- nedrazdi 0-49
mirné drazdi 5-149
drazdi ~ 15-29,9
siiné drazdi 30-3599
velmi silné drazdi 60.- 79,9

extrémné drazdi 80-110
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B.6. SENZIBILIZACE KUZE
METODA
Uvod

Pozndmbky:

Citlivost a detekéni schopnost testl pro zjidtovédni latek s potencidlnim
senzibilizaénim #éinkem na lidskou kiiZi jsou povaZovdny za vyznamné pro
klasifikaéni systém toxicity v oblasti vefejného zdravotnictvi,

Neexistuje jedina testovaci metoda, kterd by dostateéné spolehlivé identifikovala
viechny latky s potencidlnim senzibilizadnim tG&inkem pro lidskou kiiZi a ktera by
se hodila pro viechny latky.

P#i volbé testu je tfeba uvaZovat faktory jako napf. fyzikalni charakteristiky latky,
v&etné schopnosti priniku kizi.

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

Testy s adjuvans se zdaji byt pfesnéjsi v predikci pravd&podobného senzibilizaéniho
udinku pro lidskou kdzi neZ metody bez Freundova kompletniho adjuvans, a proto
se jim davd prednost.

Maximiza&ni test na mor¢atech(Guinea-pig Maximization Test - GPMT) je velmi
rozditeny test s adjuvans. A&koliv k adhaleni schopnosti ltky vyvolat senzibilizagni
reakci existuje nékolik dalsich metod, j¢ GPMT povaZovan za preferovanou
techniku s adjuvans.

U mnoha skupin chemickych latek jsou testy bez adjuvans (ptednost se dava
Buehlerovu testu) povaZovany za méneé citlive.

V urditych pipadech 1ze zdiivodnit volbu Buehlerova testu s povrchovou aplikaci
spise nez intradermalni injekci pouZivanou v maximizaénim testu na morlatech.
Pro pouziti Buehlerova testu je tfeba uvést odborné dirvody.

V této metodické kapitole jsou popsdny maximizani test na morceti (GPMT) a
Buehlerilv test. Lze pouZit i jinych metod, pokud jsou spolehlivé validizované a
pokud jsou odborné divody pro jejich pouZiti. _

Pokud screeningovy test provedeny uzndvanou metodou da pozitivni vysledek, je
mozno testovanou latku oznacit jako potencidlni senzibilizator bez dalsiho testovani
na mor&atech. Pfi negativnim vysledku je v3ak nuiné provést test na moreti, tak jak
je popsan v téte metodické kapitole.

Definice

Senzibilizace kife: (alergicka  kontaktni dermatitida) je imunologicky
zprostiedkovand koZzmt reakce na ldtku. U ¢Ziovéka mohou byt reakce
charakterizované svéd&nim, zarudnutim kiZe, otokem, pupenci, puchyiky, bulami
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(velkymi puchy#i) nebo kombinaci t&chto pfiznakd. U jinych Zivodidnych druhd se
'mohou reakce lisit a miiZe byt zjisténo pouze zarudnuti nebo otok. |

Indukéni expozice: experimentélni expozice subjektu testované litce se zdmérem
navodit stav precitlivélosti.

Indukcni obdobi: obdobi nejméné jednoho tydne po indukéni expozici, v prabéhu
kterého se mize rozvinout stav pfecitlivélosti.

Provokacni expozice (challenge): experimentdini expozice subjektu dive
vystaveného testované latce po indukénim obdaobi pro stanoveni, zda subjekt odpovi
reakei precitlivélosti.

Referenéni latky

Citlivost a spolehlivost pouiité experimentdlni metody by méla byt ovfovana
kaZdych Sest mésic s pouZitim latek, o kterych je znamo, Ze maji mimy aZ stfedné
silny senzibilizaéni O¢inek pro kiZi.

U spravné provedeného testu se ofekdvad reakce na mimé/stiedni senzibilatory
nejméné 30 % u metody s adjuvans, a nejméné 15 % u metody bez adjuvans.

Piednost se dava nasledujicim latkdm:

Cislo CAS Cislo EINECS chemicky nizev genericky /obchodni
nazev

101-86-0 202-983-3 2-hexyl-3-fenyl-2- alfa-
propenal hexylcinnamaldehyd

149-30-4 205-736-8 2-merkaptobenzothiazol ] kaptax
2

%4-07-7, 202-303-3 Ethyl ester kyseliny p-|benzokain
aminobenzooveé (

Mohou nastat okolnosti, kdy pti dostateéném odbomém zdavodn&ni mohou' byt
pouzity jiné kontrolni latky splitujiei vyse uvedena kntéria.

Princip testovaci metody

Pokusna zvitata jsou nejprve exponovana testované ldtce intradermalnimi injekcemi

‘pripadné epidermadlni aplikaci (indukéni expozice). Po obdobi 10 az 14 dnt
(indukéni obdobi), v pribéhu kierého se mlZe rozvinout imunitni reakce, jsou
zvirata exponovéna provokacni ddvce. Rozsah a stupert koni 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
aphkovana provokatni davka.

Popis testovacich metod
Jestlize je povaZovidno za nezbytné odstranit testovanou latku, provede se to

s pouzitim vody nebo vhodného rozpoustédla tak, aby- nebyla naruiena vznikla
kaZni reakce nebo integrita pokoZky.
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1511

Maximizaéni test na morfatech (GPMT)

PFiprava

Zdrava mladé dospéla albinoticka mor¢ata se aklimatizuji na laboratomi podminky
po dobu aspofi 5 dnii pfed zahdjenim testu. Pfed testem se zvifata nahodné& rozdéli
do expozi€nich a kontroinich skupin. Odstranéni srsti se provede stiihanim,
holenim nebo chemickou depilaci, v zdvislost: na pouzité testovaci metodé. Je tfeba
dbdt na to, aby nedoslo k poskozeni kiZe. Zvifata se zvdZi pfed zahajenim testu a na
konci testu.

1.5.1.2 Experimentdini podminky
1.5.1.2.1. Pokusnd zvifata -

Pouzivaji se bézné laboratorni kmeny albinotickych morcat.

1.5.1.2.2. Poéet a pohlavi

1.5.1.2.3

Lze pouZit samce i samice. Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi.
Exponovanou skupinu tvofi nejméné 10 zvifat a neyméné 5 =zvifat je tfeba
v kontrolni skupiné. PouZije-i se mendiho poftu nez 20 testovanych a 10
kontrolnich moréat a neni mozné dojit k zdvéru, Ze testovana latka je senzibilizator,
doporutuje se testovini na daldich zvifatech, aby se dosdhlo celkového podtu
nejmeéné 20 testovanych a 10 kontrolnich zvirat.

Davkové Urovné

Koncentrace testované latky pouZitd pro kaZdou induk&ni expozici se upravi na
takovou Groven, kterou zvifata celkové dobfe snaseji a kterd je nejvyssi pisobici
mimé aZ stfedni podrazdéni kiiZe, Jako provokaéni koncentrace se pouZije
maximalni koncentrace, kterd u nesenzibilizovanych zvifat nevyvolava podraZdéni
k(Ze. V ptipadé potieby je moZno vhodné koncentrace stanovit v predbémém
pokusu na dvou nebo tiech zvitatech. Pro tento el lze uvaZit pouZiti zvitat,
ktervm bylo aplikovano FCA.

1513 Popis postupu
I.5.1.3.1. Indukce -

Den 0 - Testovana skupina

Nasledujici 3 dvojice subkutdnnich injekci, kazda pé 0,1 ml, se podaji do lopatkové
oblasti zbavené srsti symetricky podle stfedni linie:

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

Injekce 2: testovana latka ve vhodném vehikulu ve zvolené koncentraci,

Injekce 3: testovand latka ve zvolené koncentraci pfipravena ve smési FCA s vodou
nebo fyziologickym roztokem v objemovém poméru 1 : 1.

Pro injekei 3 se latky ve vodé rozpustné rozpusti pied smisenim s FCA ve vodné
fazi. Latky rozpustné v lipidech nebo latky nerozpusiné se rozptyli v nezfedéném
FCA. Koneéna koncentrace testované latky pro injekci 3 ma byt stejnd jako pro
injekei 2. ’

Injekee 1 a 2 se aplikuji blizko sebe a co nejbliZe hlavé, zatimco injekce 3 smérem
ke kaudalni ¢4sti testovaci plochy.
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Den 0 - Kontrolni skupina

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

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

Injekce 2: nefedéné vehikulum;

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

5.-7.den - Testované a kontrolni skupiny

Piiblizné dvacet &tyft hodin pfed lokdlni indukcni aplikaci, jestliZe -latka neni
drazdiva pro kiizi, se na testovaci plochu po dikladném ostfihdni piipadné choleni
natfe 0,5 ml 10 % laurylsulfidtu sodného ve vazeling, za déelem navozeni mistniho
podrazdéni.

6. - 8. den - Testovana skupina

Testovaci plocha se zbavi srsti. Testovanou litkou ve vhodném vehikulu je
- napustén filtratni papir (2 x 4 cm), ktery se pak piiloZi na testovaci plochu 2 fixuje

pomoci okluzivniho obvazu na dobu 48 hodin. Vybér vehikula se fidi odbornymi

divody; pevné latky jsou jemné rozetfeny a prevedeny do vhodného vehikula;
kapaliny lze aplikovat pfimo.

6. - 8. den - Kontrolni skupina

Testovaci plocha se znovu zbavi ststi. Samotné vehikulum se nanese a zafixue
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 zvitete je
aplikovina testovana litka v plitku nebo v komirce a na druhy bok se stejnym
zpisobem aplikuje pouze vehikulum (pokud je to tfeba). Plitky se poméci
okluzivniho obvazu udriuji v kontaktu s kitZi po 24 hodiny.

-

1.5.1.3.3. Pozorovani a vvhodnoceni: testované a kontrolni skupiny

~— pfiblizné 21 hodin po odstranéni niplasti se provokaéni plocha vygisti, ditkladn&
ostfiha pfipadné oholi a v pfipadé potfeby depiluje;

— piiblimé po dalSich tfech hodindch (pfiblizné 48 hodin od zalatku aplikace
provokacni davky) se pozoruje kozni reakce a zaznamendvé se podle stupnice
uvedené v dodatku;

— pfibliZné 24 hodin po tomto pozorovani se provede druhé pozorovani a zdznam
reakce kiize (72 hodin). i

Doporutuje se systém "slepého odettu” u testovanych i kontroinich zvifat, kdy

pozorujici osoba nevi, které zvife bylo senzibilizovano a které je kontrolni.

/
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Pokud je k vyjasnéni vysledkd nutnd druhd provokace (tj. opakovand provokace),
provede se pfiblizné o tyden pozd&ji, v pfipadé potieby znovu s kontrolni skupinou
s vehikulem. Opakovanou provokaci 1ze také provést na pivodni kontrolni skupiné.
Viechny koZni regkce a neobvyklé nilezy, vZetné celkovych reakei, které jsou
disledkem induk&nich a provokagnich postupll se zaznamenavajf podle stupnice
Magnussona / Kligmana (viz dodatek). K objasnéni spomych nilezl je moZno
pouZit daldich technik, jako napf. histopatologického vySetfeni nebo méfeni
tloudtky koZnich fas.

Buehlertiv test
PFiprava
Zdrava mlada dospéla albinoticka morcata se aklimatizuji na laboratorni podminky
po dobu aspoil 5 dnil pred zahajenim testu. Pfed testem se zvifata nahodné rozdéli
do expozi¢nich a kontrolnich skupin. Odstranéni srsti se provede stifhdnim,
holenim nebo chemickou depilaci, v zdvislosti na pouZité testovaci metodg. Je tieba
dbét na to , aby nedoslo k po3kozeni kiiZe. Zvifata se zvazi pfed zahdjenim testu a
na konci testu.

Experimentdini podminky

. Pokusna zvifata

Pouzivaji se bé2né laboratorni kmeny albinotickych morcat.

Pocet a pohlavi

Lze pouZit samce a/nebo samice. Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi.
Pouzije se minimaln& 20 zvifat v testované skupiné a nejméné 10 zvifat v kontrolni
skupiné.

Davkové urovné i

Koncentrace testované latky pouZitd pro kaZdou indukéni expozici se upravi na
takovou uroved, kterd je nejvyssi plisobici mimé ale ne velmi silné podraZdéni
kiZe. Jako provokaéni koncentrace se pouzije maximalni koncentrace, kterd
u nesenzibilizovanych zvifat nevyvolava podrizdéni kize. V pfipadé potfeby je
moino vhodné koncentrace stanovit v predbéZném pokusu na dvou nebo tfech
zvitatech. -

Pro testované latky rozpustné ve vod& je vhodné pouzit vodu nebo zfedEny
nedrazdici roztok detergentu jako vehikula. Pro jiné latky je preferovan 80 % roztok
etanol / voda pro indukci a aceton pro provokaci.

Postup
Indukce
Den 0 - Testovana skupina

Jeden bok je zbaven srsti (dikladné ostfihan). Systém platkoveho testu se dokonale
nasyti testovanou litkou ve vhodném vehikulu (vybér vehikula se fidi odbornymi
davody; kapaliny lze ptipadn aplikovat pfimo).

Platkovy test je pfiloZen na testovaci plochu a pfidrZovin v kontaktu s klizt
piekryvacim platkem nebo komiirkou a vhodnym obvazem po dobu 6 hodin.
Systém platkového testu musi byt okluzivni Vhodny je bavinény polStafek, at’ uz
kruhovy nebo &verhranny, s plochou pfibliZné 4 - & em?. Je preferovéne pfidrZeni
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s pouZitim vhodného pfidriovade, aby se zajistila okluze. Jestlize je pouZito
obvazani, mohou byt nutné dalsi expozice.

Den ( - Kontrolni skupina

Jeden bok je zbaven srsti (dikladng ostfihan). Na testovaci plochu je naneseno
pouze vehikulum, a to podobnym zptisobem jako u testované skupiny. Platkovy test
je pfiloZen na testovaci plochu a ptidrZovin v kontaktu s kitZi ptekryvacim platkem
nebo komiirkou a vhodnym obvazem po dobu 6 hodin. Pokud je moZno prokazat,
Ze negativni kontrolni skupina neni nutni, lze pouZit &isté kontrolni skupiny bez
aplikace.

6.-8.a 13 - 15. den -Testovana a kontrolni skupina

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

1..5.2.3.2. Provokace

2

(S
[¥7)

L3

27. - 29. den - Testovand a kontrolni skupina

Neo3etfeny bok testovanych a kontrolnich zvifat je zbaven srsti (dikladng osttihdn).
Okluzivni platek obsahujici pfisluiné mnoZstvi testované litky v maximalni
nedrézdivé koncentraci se aplikuje na zadni &st neo3etfeného bok testovanych a
kontrolnich zvifat Na pfedni ¢dst neo3etfeného boku testovanych a koatrolnich
zvitat se pfipadn? mitZe aplikovat okluzni plitek s vehikulem. Piekryvaci platky
nebo komiirky jsou pfidrZzovany v kontaktu s kiZi vhodnym obvazem po dobu
6 hodin.

. Pozorovani a hodnoceni

~— piiblizné 21 hodin po odstranéni platku se provokaéni plocha zbavi srsti;

— piiblizné o tfi hodiny pozd&ji (pfiblizné 30 hodin po aplikaci provokaéniho
platku) se pozoruji koZni reakce a zaznamenavaji podle stupnice uvedené
v dodatku;

— ptiblizné po dalsich 24 hodinich (tj. pfibliZné 54 hodin po  aplikaci
provokacniho platku) se kozni reakce znovu pozoruji a zaznamenaji,

Doporutuje se systém "slepého odeCtu” u testovanych i kontrolnich zvifat, kdy

pozorujici osoba nevi, kieré zvife byio senzibilizovano a které je kontrolni.

Pokud je k vyjasnéni vysledkd nutna druhéd provokace (1. opakovana provokace),

provede se pfiblizné o tyden pozdéji, v pfipadé potfeby znovu s kontrolni skupinou

s vehikulem. Opakovanou provokaci Ize také provést na plivodni kontrolni skuping.

Viechny koZni reakce a neobvykié nilezy, veetné celkovych reakei, které jsou

disledkem indukénich a provokaénich postupll se zaznamenavaji podle stupnice

Magnussona/Kligmana (viz dodatek). K objasnéni spornych nalezii je mo#no pouzit

dalSich technik. jako napi. histopatologického vyS3etfeni nebo méfeni tloudtky

KozZnich fas.

SBER A ZAZNAM UDAJU (GPMT A BUEHLERUV TEST)

Udaje se sestavi do tabulky, ze které musi byt pro kazdé pokusné zvife patrnd
reakce kii¥e pii kazdém pozorovani.
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3. ZAVERECNA ZPRAVA (GPMP A BUEHLERUV TEST)

Pokud byl proveden pfed zahdjenim testu na morcatech test screeningovy, je tieba
uvést popis tohoto testu nebo jeho citaci (napf. LLNA - test regiondlnich
lymfatickych uelin, MEST - test ztludténi ucha u my$i) véetn& viech podrobnosti
postupu a vysledki ziskanych pro testované a referenéni latky.,

kAN Zpriva o priibéhu pokusu (GPMT a Buehleriiv test)

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

Pokusnd zvifata.

~— pouzity kmen mordat;

~— pocet, stafi a pohlavi zvifat;

— podminky chovy, strava atd.;

— bhmotnost jednotlivych zvifat na za¢atku a konci testu.

Experimentdlni podminky:

— zpiisob pfipravy mista pro plitkovy test;

-— podrobné informace o materialech a technice plitkového testu;

— vysiedek pilotni studie se zivérem o indukénich a provokagnich koncentracich
pro vlastni test;

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

— zdlivodnéni vybéru vehikula,

— koncentrace a celkova mnoZstvi testované latky a vehikula, pouzita pro indukci
a provokaci.

Vysledky:

— souhrn vysledkl posledni kontroly citlivosti a spolehlivosti (viz 1.3.) vietné
pouZité referenéni latky, jeji koncentrace a vehikula;

— viechna pozorovani pro ka2dé zvife v€etné systému klasifikace;

— slovni popis charakieru a stupné pozorovanych uéinki;

— viechny histopatologické nalezy.

Diskuse vysledki

Zavéry

4, LITERATURA
Tato metoda je analogicka s metodou OECD TG 406.
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Dodatek
5.1 Stu'pm.r'ce Magnus.s:ona/Kligmana pro hodnoceni vyvolanych patologickych reakci
0 = Zadna viditelna zména;
1 = slabé nebo skvmité zarudnuti kiiZe;
2 = stfedné& vyrazné a splyvajici zarudnuti kiize;

3 = intenzivni zarudnuti a zdufeni kizZe.

5.2 Klasifikace potencidlu senzibilizace

Podle frekvence pozitivity pii provokadni expozici, tj. podle toho kolik zvifat v ramci
pokusu bylo danou latkou senzibilizovano, se litka klasifikuje jako

slaby alergen (I.st.) - 0-8% zvifat

mimny alergen (1 st.) - 9-28% zvifat

sttedné silny alergen (TIl.st.} - 29-64% zvifat
silny alergen (IV .st.) - 65-80% zvitat

extrémni alergen (V.st.) - 81-100% zvifat
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B.7. SUBAKUTNI TOXICITA ORALNI
(28 DENNI OPAKOVANA APLIKACE)

METODA

Princip testoviaci metody

Testovana latka se podavd denné po 28 dni v odstupfiovanych divkich ngkolika
skupinam pokusnych zvifat ordlné, a to kaZdé skupiné jedna iiroven davky. Beéhem
obdobi poddvani se zvifata denné peéllivé pozoruji, aby se zjistily ptiznaky
toxicity. Pitva se provede u viech zvifat, kterd uhynou nebo jsou utracena b&hem
pokusu; také zvitata, ktera pieZiji konec pokusu, se utrati a pitvaji,

Popis metody

Péiprava

Zdravd mladd zvitata se nahodné pfifadi do kontrolni skupiny a jednotlivych
experimentdlnich skupin. Klece jsou usporadany tak, aby se co nejvice vylouéil
vliv umisténi klece. KaZdé jednotlivé zvife je jednoznatné oznateno. Nejméné
5 dni pfed zatitkem studie jsou zvifata chovdna v podminkéch ustijeni a krmeni,
v jakych budou béhem experimentu.

Testovanou latku lze poc_lévﬂ sondou nebo v potravé nebo v pitné vodE, podle
a&elu studie a fyzikalné-chemtckych viastnosti latky.

Pokud je to tfeba, rozpusti nebo suspenduje se testovana litka ve vhodném nosiéi

(vehikulu). Doporucuje se nejprve zvazit pouZiti vodného roztoku / suspenze, pak
pouZiti roztoku/emulze v jedlém rostlinném oleji (napf. kukufiéném) a pak
roztoku v jinych nosiéich. Pro nevodnd vehikula musi byt zndma jejich toxickd
charakteristika; pokud neni znidma, musi byt stanovena jeité pied testem. Je
nezbytné ov&fit stabilitu latky v zvoleném vehikulu.

Experimentdini podminky
Pokusnd zvifata

Davi se piednost potkaniim, ale je moZno pouZit i jiného druhu hlodavet. Je tieba
pouzivat mladych zdravych zvifat z béiné uZivanych pokusnych kmend. Samice
musi byt nullipary a nesmi byt biezi. Podavani latky by mélo zacit co nejdiive po
odstavu a v kazdém ptipadé dfive neZ zvifata dosdhnou véku 9 tydnd.

Na zaéatku studie by nemélo variaéni rozpéti hmotnosti zvifat (pro kazdé pohlavi
zvlast) pekroéit + 20 % stfedni hodnoty.

Pokud mi tato studie slouZit jako pfédbéin;’r pokus pfed dlouhodobou studii, je
treba v obou studiich pouZit zvifata stejného kmene a ze stejného zdroje.

1222 Poéetapohlavi
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Pro kaZzdou hladinu divek se pouZije nejméné 10 zvifat (5 samic a 5 samed). Pokud
se zvifata budou zabijet v pribéhu studie, je nutno zvysit celkovy pocet zvitat
o0 pocet zvifat, kterd budou zabita pifed koncem pokusu.

Mimoto je moZno podévat daisi skupiné (satelitni skupiné) 10ti zvifat (5 zvifat
kazdého pohlavi) po dobu 28 dnii nejvy35i davku a béhem nésledujicich 14 dni po
poddvani sledovat vratnost, trvani nebo zpozdény vyskyt toxickych éinkd.”
Pouziva se také satelitni skupiny 10 kontrolnich zvifat (5 zvifat kazdého pohlavi).

1223, Volba divek

Je tieba pouZit nejméné tii urovné ddvek a jednu kontrolni skupinu. S vyjimkou
aplikace testované litky se se zvifaty v kontrolni skuping zachazi stejng jako
s pokusnymi. PouzZiva-li se vehikulum pro usnadnéni aplikace, podava se kontrolni
skupiné stejnym zpiisobem jako pokusnym skupindm, a to ve stejném mnoZstvi,
které obdrzi skupina, které se aplikuje nejvyssi davka.

‘ Pokud se podle dostupnych informaci nedd ofekdvat G&inek pfi denni davce
1000 mg.kg™ télesné hmotnosti, je moZno provést limitni test. Nejsou-li takovd
data k dispozici, lze provést pfedb&inou vyhledavaci studii za U&elem stanoveni
dévek.

Pfi vybéru davek je tfeba vzit v Gvahu viechny existujici idaje z toxikologickych a
toxikokinetickych studii o testované latce piipadné latkich pfibuznych.

Nejvy33i droved davky ma vyvolat toxické (inky, ale nezpisobit 24dné uhynuti
ani velké utrpeni. Dale se vyberou davky v klesajici fadé tak, aby umoznily
prokazat zavislost ulinku na davce. NejniZ3i troved davky by neméla vyvolat
zadné pfiznaky toxicity (NOAEL). Obvykle je vhodny dvoj- a2 &tytnasobny odstup
mezi sousednimi divkami; pokud je potieba pokryt vétdi rozsah davek, je lepsi
pridat &tvrtou ddvkovou skupinu, neZ zvolit ptilid velky odstup mezi davkami
(napt. faktor vétsi nez 10).

Pokud se testovani latka poddvéd v potravé nebo pitné vodé, je dillezité zajistit, aby
poddvané mnozstvi latky neovliviiovalo vyZivu a vodni rovnovihu, Podava-li se
testovand latka v potravé, mizZe se pouZit bud’ konstantni koncentrace (v ppm)
nebo konstantni ddvkovédni ve vztahu k télesné hmotnosti zvifete; pouZitou
alternativu je tfeba uvést. Aplikuje-li se litka sondou, méle by se tak dit kazdy den
ve stejnou dobu, a davkovini pfizplsobovat zménam télesné hmotnosti zvifete.

Pokud mé tato studie slouzit jako ptedbéiny pokus pfed dlouhodobou studii, je
tieba v obou-studiich pouZit stejné potravy.

1.22.4. Limitnitest

Neprokaze-li test provedeny zde popisovanym zpusobem zadné toxickeé ucinky pHi

T dévce 1000 mg.kg™ telesné hmotnosti za den nebo pii takové koncentraci v potravé
nebo vodé, kterd této davce odpovida, a pokud toxicita testované latky nevyplyva
z analogie s pfibuznymi litkami, je moZno od provedeni kompletniho testovani pii
tfech davkovych trovnich upusm Toto pravidio limitniho testu plati, pokud Gdaje
o expozici lidi nenaznauji, Ze je tieba testovat pfi vy33ich davkach.

1.225. Doba pozorovani

Doba pozorovéni je 28 dni. Zvitata satelitni skupiny jsou pozorovina nejméné
dalSich 14 dni bez aplikace s cilem zachytit pripadné zpoZdéné udinky a pro
posouzeni pfetrvavani nebo vratnosti uéinku.
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1.2.3.

-

1.2

1.2
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3.1

I

Popis postupu

Zvifatim se podavi testovand litka 7 dni v tydnu po dobu 28 dnil, ve
zdtivodnénych piipadech 5 dni v tydau. Denni divka se podéva jednorazové
Zaludedni sondou nebo vhodnou intubaéni kanylou. Maximalni objem tekutiny,
kiery miZe byt podan najednou, zdvisi na velikosti zvifete. Objem by nemél
normalné pfesahnout 1 ml na 100 g télesné hmotnosti, v pfipadé vodnych roziokd
1ze podat i 2 ml na 100 g télesné hmotnosti. Rozdily v poddvaném objemu je tfeba
minimalizovat upravenim koncentrace tak, aby byl podavan tyZ objem na v3ech
Grovnich ddvky. Neplati to u latek draZdivych a leptavych, u kterych je tfeba
obvykle pogitat se stupifiovanymi téinky pfi vysSich koncentracich.

Vieobecné pozorovani

Vieobecné klinické pozorovéni se provddi nejméné jednou denné, nejlépe v tutéz
denni dobu a s uvaZenim doby oéekdvaného maxima utinku po aplikaci.
Zaznamenavé se zdravotni stav zvifat. Nejméné dvakrét denné se provede zb&Zna
prohlidka viech zvifat za icelem zjiSténi morbidity a mortality. Zvifata moribundni
a zvitata projevujici silnou bolest nebo stres jsou vyfazena, utracena humannim
zplisobem a pitvana.

Diikladné klinické vySetfeni viech zvifat se provede pfed prvni aplikaci (za iéelem
intraindividualniho porovnani) a déle nejméné jednou tydné. Toto pozorovani se
d&je mimo chovnou klec v standardnim pozorovacim prostoru a nejlépe pokazdé
ve stejnou denni dobu. Vysledky pozorovini se peélivé zaznamendvaji, nejlépe
s pouzitim skérovaciho systému, standardizovaného v testujici laboratofi. Je tfeba
zajistit, aby se podminky pozorovdni ménily co nejméng; osoba, provadéjici-
pozorovani by nejlépe neméla zndt piislusnost zvitat do davkovych skupin.

Pozorovani zzhrnuje zmény kiiZe, srsti, odi a sliznic, ptitomnost sekretil a exkrett,
zmény dychani a vegetativnich funkci (slzeni, zjeZeni srsti, velikost zornic) a
piipadné dal§i. Zaznamenavaj{ se zmény chiize, polohy, dale reakce na manipulaci,
piitomnost klonickych a tonickych pohybd, stereotypd v chovéni (vytrvalé istici
pohyby nebo krouzeni) nebo bizarnich vzorcii chovani (napf. sebeposkozovini,
pohyb pozadu).

Ve &tvrtém tydnu’ aplikace se otestuji reakce na rizné senzorické podnéty (napt.
sluchové, zrakové, proprioceptivni), zméfi se sila Gchopu a celkovd motorickd
aktivita, Dal3i podrobné informace o postupech, které je moZno k testovani pouZit,
jsou uvedeny v literatufe (viz V3eobecny uvod, &ast B).

Pozorovani funkénich poruch ve &vrtém tydnu aplikace lze ptipadné vynechat,
pokud 28-denni studie slouZi jako predbéZnd studie pro nasledujici studii
"subchronickou  (90-denni); v tom pfipadé je pozorovani funkinich poruch
zafazeno do této dlouhodobé studie. OvSem i v tomto pfipadé jsou hdaje o
funkénich poruchach ve &tvrtém tydnu 28-denni studie vhodnym vychodiskem pro
vybér davek pro subchronickou studii.

Vyjimetné lze vynechat pozorovani funkénich poruch u skupin vykazujicich
takové piiznaky toxicity, které by pfi posuzovén{ funkéniho stavu zvitete vadily.

Télesna hmotnost a pfijem potravy a vody

Zvitata se vazi nejméné jednou tydné. Spotieba potravy a vody se méfi nejméné
jednou tydng, také v piipadg aplikace v pitné vodé.
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Hematologie

Hematologické vySetfeni na konci pokusu zahrmuje stanoveni hematokritu,
koncentrace hemoglobinu, poétu erytrocytl, celkového a diferencidlniho podtu
leukocytli, poétu trombocyti a zméfeni srazlivosti krve.

Krev se odebere tésné pfed nebo v prubé&hu utraceni zvifete, misto odkud se krev
odebrala se zaznamena. Krev se skladuje za vhodnych podminek. ‘

Biochemicka analyza

Biochemicka analyz krve za acelem posouzeni.zdvainych toxickych uéink( na
tkané, zvlasté na jatra a ledviny, se provede u viech zvifat t¢sné pied nebo
v pribéhu utraceni (kromé zvifat uvhynulych nebo utracenych -b&hem pokusu?.
Doporuéuje se nechat zvifata bez potravy pfes noc pied odbérem krve V.
Vysetfeni plazmy a sera zahmuje stanoveni sodiku, drasliku, glukézy, celkového
cholesterolu, modoviny, kreatininu, celkovych proteind, albuminu, aktivity alespoii
dvou enzymu indikujicich G¢inky na jaterni bufky ( jako alaninaminotransferdza,
aspartataminotransferdza, alkalicki  fosfatiza, gama glutamyitranspeptidaza,
sorbitoldehydrogendza). Zméfeni daldich enzymt (jaterniho nebo jiného plivodu) a
ZluGovych kyselin mizZe v nékterych pfipadech poskytnout uZiteéné informace.

Dalsi moznost je Easové definovany sbér a vySetfeni mo&i béhem posledniho tydne
studie: hodnotit je mo#no vzhled, objem, osmolalitu nebo specifickou hmotnost,
pH, bilkoviny, glukdzu a krev piip. krvinky.

Dale je tfeba uvaZit stanoveni nespecifickych indikdtori poskozeni tkdni v séru.

Daldi charakteristiky je tfeba stanovit u latek zndmych nebo podezielych
z plsobeni na ur€ité metabolické funkce: stanoveni vapniku, fosforu, triglyceridi
na laéno, lipidl, specifickych hormond, methemoglobinu, aktivity cholinesterazy.
Ugelnost téchto vysetfeni se posuzuje podle prislusnosti do uréitych skupin latek
nebo piipad od pfipadu

Obecné je tfeba postupovat pruZné, brdt v (vahu pouzity Zivodidny druh a
pozorované nebo ofekdvané u¢inky dané latky.

Pokud nejsou k dispozici udaje o normdlnich hodnotach ‘nékler)'fch
hematologickych nebo biochemickych proménnych, je tfeba uvazit jejich stanoveni
jesté pred zaddtkem studie.

Pitva

U v3ech zvifat pouZitych ve studii se provede pitva, zahrnujici peélivé vysetfeni
vnéjsiho povrchu téla, viech otvorl, dutiny lebni, hrudni a bfisni, a jejich obsahu.
Jatra, ledviny, nadledvinky, varlata, nadvarlata, brzlik, slezina, mozek a srdce
viech zvifat se fadné olisti od ulpénych tkani a co nejdfive po sekci se zvadi ve
vihkém stavu, aby se pfedeslo vysychéani.

') VySetienf na lagne je Zidouci pro Fadu méfen v séru 2 plazmé, zvidit€ pro glukézu. Hlavni ditvod pro

toto doporutent je to, Zc u nehladovéjicich zvifat je vySii variabihea vijsledicd, keers by mohla mas-
kovat jemné zmeény a ztiZit interpretaci. Na druhé strané, hladovéni pies noc by mohlo mit vliv na
celkovy merabolistus a u aplikace v potravé by zasdhla do pravidelnosu expozice testavané litce.
Pokud se odebird krev na lano, je 1ieba biochemické vySctteni provést a2 pe pozorovini funkénich
poruch ve 4. tydnu testu.
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Nasledujici tkdng je tfeba prechovavat ve vhodném médiu s ohledem na typ tkdng a
planovand pozdéjsi histopatologickd vy3etfeni: viechny tkdné s makroskopickymi
zménami, mozek (reprezentativni oblasti véetné hemisfér, mozedku a mostu),
michu, Zaludek, tenké i tlusté stfevo (v&etné Peyerovych platd), jitra, ledviny,
nadledvinky, slezinu, srdce, brzlik, 3titnou Zlazu, pridu3nici a plice (konzervované
naplnénim fixanim roztokem a pak ponofenim), gonddy a pfidatné pohlavni
organy (napf. délohu, prostatu), mofovy méchyf, lymfatické uzliny (pfednostné
jedna pro oblast aplikace a jedna vzdilend pro pokryti systémovych uginki),
periferni nerv (n. ischiadicus nebo n. tibialis), nejlépe v blizkosti svalu, fez kostni
dfené (nebo Cerstvy ndtér z nasité kostni dfené). Podle klinickych nebo jinych
nilezi je mozno zvolit i dal3i tkdné. Kaidy orgdn, ktery by mohl! byt cilovym
organem pro pisobeni testované latky, je tfeba uchovat.

1.236. Histopatologicka vysSetifent

)

(93]

U videch zvitat skupiny, které byla poddna nejvy38i davka, a u zvifat kontrolni
skupiny je tfeba provést histologické vySetfeni uchovanych organii a tkani. Pokud
se v orgdnech a tkdnich ve skupiné s nejvy3si ddvkou objevi poskozeni zplisobena
testovanou litkou, je nutno provést histologické vySetfeni téchto tkdni i u viech
skupin s niZ8imi ddvkami.

Viechny makroskopické léze je tfeba vySetiit.

U zvifat satelitnich skupin, pokud byly do studie zafazeny, je tfeba proveést
histologické vysetfeni se zvladmim dirazem na orgény a tkané, ve kterych se
objevily iéinky otravy u ostatnich exponovanych zvifat.

SBER A ZAZNAM UDAJU

K dispozici musi byt tidaje o0 kazdém jednotlivém zvifeti, Navic jsou veskeré (daje
sumarizovany do tabulkové formy, uvadéjici u kaidé testované skupiny podet
pouzitych zvitat, polet zvifat vykazujicich pfiznaky toxicity, polet zvifat
uhynulych v priibéhu testu nebo utracenych z humannich ddvodi, dobu dmrti
jednotlivych zvitat, popis toxickych piimaki vietn® doby nastupu, trvani a
zdvainosti kakdého phiznaku, podet zvirat vykazujicich 1éze, typ 1ézi a procento
zvifat s jednotlivymi typy lézi.

Vysledky v &iselné formé je tfeba vyhodnotit vhednou a uznivanou statistickou
metodou. Statistickou metodu je tieba zvolit jiZ pfi planovani studie.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zpriva o pribéhu pokusu

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

Pokusna =virata:

— Zivodidny druh / kmen;

~— podet, stafi a pohlavi zvirat;

— zdroj, podminky chovu, potrava atd.;

— hmotnost jednotlivych zvifat na zalatku testu, ddle v tydennich intervalech a na
konci testu,

Podminky testovani:
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— zdGvodnéni vybéru vehikula, pokud je jiné nez voda;

— zdéivodnéni vybéru davek;

— podrobné Gdaje o Giprave testované litky pro aplikaci, pfipadné o pfipravé diety,
o dosazenych koncentracich, stabilité a homogenit& pfipravku;

— podrobné udaje o zpisobu aplikace testované Jatky; i

— pfepodet z koncentrace latky v dieté nebo vodé (ppm) na skuteénou denni davku
v mg na kg télesné hmotnosti {pokud jde o aplikaci v dieit nebo vodé);

— podrobné Gdaje o potravé a kvalité vody (véetn& druhu a zdroje);

Vysledky: '

— télesna hmotnost a jeji zmény;

— spotfeba potravy a vody;

— 1daje o toxickych reakcich podle pohlavi a ddvkové trovné, véetné popisu
priznaki toxicity; )

— povaha, zavaznost a trvani klinickych ndlezii, pfip. zda jsou vratné nebo
nevratné; . :

— posouzeni reaktivity na smyslové podnéty, ichopoveé sily -2 motorické aktivity;

— vysiedky hematologického vySetieni s ptisludnymi normami;

— vysledky biochemického vy3etfeni s pfislu$nymi normami;

— télesna hmotnost pfi utraceni a hmotnosti orgédnd;

— pitevni nalezy;

— podrobny popis viech histopatologickych nélez;

— udaje o absorpci, pokud byly ziskany;

— statistické zpracovani vysledki.

Diskuse vysledki: )

Zaveéry:

LITERATURA

Tat6 metoda je analogicka metodé OECD TG 407.
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1.3.2.1

1322

B.8. SUBAKUTNi TOXICITA INHALACNI (28 DENNI OPAKOVANA
APLIKACE)

METODA

_Uvod

Pted pokusem je tieba ziskat iidaje o testované latce. rozdéleni velikosti &astic, ten-
ze par, bod t4ni, bod varu, bod vzplanutf a vybuSnost (jsou-li stanovitelné).

Princip metody

Neékolik skupin pokusnych zvifat je exponovano studované litce denné po uréitou
dobu, v odstupfiovanych koncentracich, kaZda skupina jedné koncentraci, a to po
28 dni. PouZije-li se pro dosaZeni vhodné koncentrace testované litky v atmosféte
vehikulum, je tfteba pouZit kontrolni skupinu pro vehikulum. Béhem trvani pokusu
se zvitata denné pozoruji a zjidt'uji se piiznaky toxickych 0cinkd. Zvifata, ktera bé-
hem pokusu uhynou, i 1a, kterd pieZiji do konce pokusu, se pitvaji.

Popis metody

Ptiprava

Nejméné 5 dni pfed testem jsou zvifata chovédna v podminkach ustdjeni a krmeni,
v jakych budou béhem experimentu. Pied testem se zdravad mlad4 zvifata ndhodné
ptifadi do jednotlivych experimentainich skupin. Pokud je tfeba, pfidi se k testova-
né latce vhodné vehikulum tak, aby v ovzdusi vanikla pfislu$na koncentrace testo-
vané latky. Pokud se uzije pro usnadnéni aplikace vehikulum nebo jind aditiva, musi
byt o nich zndmo, Ze nemaji toxicky G¢inek. Existuji-li vhodnd historickd data, je

, MoZno je vyuit.

Experimentdlni podminky

Pokusnd =viFata

Ddva se pfednost potkandm, pt;kud nejsou znamy divody proti tomu. Pracuje se na
mliadych zdravych zvitatech z béZné uZivanych pokusnych kment. Na za¢atku stu-
die nema varia¢ni rozpéti hmotnosti zvifat piekrocit 20 % stfedni hodnoty (pro

kazdé pohlavi zvlast).

Pocet a pohlavi

Pro kazdou testovanou skupinu je tieba pouzit nejméng 10 zvifat (5 samic a 5 sam-
clt). Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Pokud se zvifata budou zabijet
v pribéhu studie, je nutno zvysit celkovy podet zvifat o podet zvifat, kterd budou
zabita pred koncem pokusu. Mimoto je moZno exponovat vysoké koncentraci sate-
litni skupinu 10ti zvifat (5 zvitat kazdého pohlavi) po dobu 28 dnil a béhem nasle-
dujicich 14 dnd sledovat vratnost, pretrvavani nebo zpozdény vyskyt toxickych
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uéinkl. PouZiva se také satelitni skupiny 10 kontrolnich zviiat (5 zvifat kazdého
pohlavi). i .

1.3.2.3  Expoziéni koncentrace

PouZiji se nejméné tfi skupiny s riznou trovni koncentrace a jedna kontroini skupi-
na, ptipadné kontrolni skupina's vehikulem - pokud se uZije - v koncentraci stejné
jako u skupiny s nejvy33i kencentraci testované latky. S vyjimkou aplikace testova-
né ldtky se se zvifaty v kontrolni skupin€ zachazi stejné jako s pokusnymi. Nejvy3si
koncentrace ma vyvolat toxické G€inky, ale nezplsobit Zidné uhynuti nebo jen
v malém poétu. Nejnizsi koncentrace by neméla vyvolat Zadné pfiznaky toxicity.
Pokud existuji odhady expozice u ¢lovéka, md nejniZsi koncentrace tuto hodnotu
piekracovat. Idedlng by stiedni koncentrace méla vyvolat toxicky Géinek na hrani-
cich zjistitelnosti. Aplikuji-li se vice neZ 3 drovné koncentraci, maji byt voleny tak,

. aby vyvolaly odstupriované toxické uéinky. Ve skupindch s nizkou a stfedni koncen-
traci a v kontrolni skupiné by poget uhynuti mél byt nizky, jinak je vyhodnoceni
vysledkd obtiZné.

1 3.24  Trvdni expozice

Trvani expozice ma byt 6 hodin denng; v pfipadé specifickych pozadavkd je mo#né
pouzit i jinych dob expozice.

1.3.23  Expoziéni zaFizeni

Pro pokusy se zvifaty se pouZivd dynamické expoziini zafizeni, které zaruluje

+ proudéni vzduchu s vyménou nejméné 12krat za hodinu, aby byl zaruéen ptiméfeny
obsah kysliku a rovnomémé rozdéleni latky v expozicni atmosféte. PouZije-li se ex-
pozitni box, je tfeba ho konstruovat tak, aby se zamezilo co nejvice shiukovani zvi-
fat a aby inhalaéni expozice testované litce byla co nejvy3si. Pro zajiiténi stability
atmosféry v inhaladnim boxu nemél by v zisadé celkovy objem pokusnych zvirat
presdhnout 3% objemu boxu. Je mozné pouzit inhalaéni expozice ordlné-nasalni,
samotné hlavy nebo individudini celotélové expozice; prvm dva zplisoby expozice
minimalizuji ptijem latky jinymi cestami

1.326 Dobapozorovdni

Pokusn4 zvitata je tfeba denné pozorovat béhem celého obdobi expozice i zotaveni
a zaznamenavat toxické G€inky. Je tieba zaznamenat dobu uhynuti a &as, ve kterém
se objevi a op&t odezni toxické ucinky.

1.3.3 Pop1s postupu

Zvitata se exponuji testované latce denné, 5 - 7 dndi v tydnu. po dobu 28 dnt. Zvifa-
ta v satelitnich skupindch, ktera jsou uréena k nislednému pozorovani, jsou pozoro-
vana dal3ich 14 dnii bez aplikace, k posouzeni zotaveni z otravy nebo pretrvavani
toxickych U&inkd. Teplota béhem experimentu ma byt 22 °C + 3 °C. Relativni vlh-
kost ma byt mezi 30 % a 70 %, s vyjimkou piipadd, kde to neni moiné (napt. expe-
rimenty s aerosoly). Udrzovani mimé negativniho tlaku uvniti komory (£5mm
vodniho sloupce} zabrani unikani testované latky do okoli. B&hem expozice se ne-
podava potrava ani voda.

Pouziva se dynamicky inhalaén{ systém s vhodnou analytickou kontrolou koncen-
trace. Doporuduje se provést predbéimy pokus pro ziskéni potfebnych koncentraci
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Rychlost priitoku vzduchu je tfeba nastavit tak, aby podminky v celém expozi&nim
boxu byly stejné. Systém musi zaru¢ovat, Ze stabilnich podminek expezice bude do-
sazeno co nejrychle;ji.

Meéieni nebo monitorovani podminek expozice;
a) Méfeni priitoku vzduchu {(kontinualné).

b) Skutecna koncentrace studované latky se méfi v dychaci zoné. Béhem jedné ex-
pozice se nemd koncentrace odchylovat od stfedni hodnoty o vice nez + 15%..
U nékterych prach a aerosold, kde této trovné regulace neni mozné dosiahnout, se
plipousti vétsi rozsah koliséni. Po celou dobu trvani experimentu maji byt koncen-
trace tak stabilni, jak je to prakticky moZné. Pokud se tyka ¢astic a aerosolil, m&H se
distribuce velikosti &4stic tydne v kaZdé testované skupineé.

c) Teplota a vihkost vzduchu pokud moZno kontinuiiné.

Béhem expozice a po jejim skonCeni se pozorovani provadéji a zaznamendvaji sy-
stematicky; kaZdé zvife mé& svij individualni protokol. Viechna zvifata je tfeba
denné pozorovat na pfiznaky toxickych G¢inkh a zaznamendvat jejich vyskyt, stupefi
a trvini. Pozorovani zahrnuje zmény kizZe, srsti, ofi, sliznic, dychédni a krevniho
obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické
aktivity a chovani. Hmotnosti zvifat se zaznamenavaji tydné. Doporutuje se zazna-
menavat tydné i spotiebu potravy. Je tfeba zajistit pravidelné prohliZeni zvifat, aby
pokud moZno nedochdzelo ke ztritdm zvifat jako napi. v disledku kanibalismu,
autolyzy tkani nebo chybného zafazeni.

Po skonéeni studie se viechna zvitata, kterd pieiila, s vyjimkou satelitnich skupin,
pitvaji, Umirajici zvifata 2 zvifata v t€zkém stresu &i trpici bolesti je tfeba okam#ité
vyfadit, huméanné utratit a pitvat.

Na konci pokusu se u viech zvifat vEetng kontrolnich provedou nésledujici vy3e-
tfeni: .

1.Hematologické vysetfeni ma zahmovat alespoi stanoveni hematokritu, koncen-
trace hemoglobinu, poétu erytrocytil, celkového a diferencidlniho podtu leukocyti a
srazlivosti krve.

2.Biochemicka analyza krve: k posouzeni funkce jater a ledvin stanovit alespof je-
den z téchto parametri: alaninaminotransferasa v séru (dfive zndma jako glutamat-

pyruvit-transaminasa), aspartatammotransferasa séra (dfive znama jako glutamit-
oxalacetit-transaminasa). dusik mo¢oviny, albumin, kreatinin, celkovy bilirubin 2

celkové bilkoviny v séru.

Mezi dalsi charakteristiky, které mohou byt potfebné pro dpiné toxikologické hod-
noceni, patti stanoveni: vapniku, fosforu, chloridil, sodiku, drasliku, glukdzy na lag-
no, lipidtl, hormont, acidobasické rovnovahy, methemoglobinu, aktivity cholineste-
rasy

Dal3i biochemické analvzy mohou byt v piipadé potfeby pouzity pro studium Sirsi-
ho spektra uéinku.

Pitva
U viech zvifat pouZitych ve studii se provede pitva. Aspoii jétra, ledviny, nadledvi-

ny, plice a varlata se co nejdiive po sekei zvaZi ve vihkém stavu, aby se pfedeslo
vysychani. Organy a tkané (dychaci systém, jatra, ledviny, slezina, varlata, nadled-
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1.3.3.2
2,

3.

3.1

viny a srdce, 1 viechny organy s makroskopickymi zménami nebo zménami veli-
kosti) Je tfeba pfechovavat ve vhodném médiu s chledem na pozdéjsi histopatoiogi-
cka vy3etfeni. Plice je tfeba vyjmout bez poskozeni, zvazit a fixovat vhodnym me-
diem, tak aby se zachovala struktura.

Histopatologické vysetfeni ’

U vsech zvifat skupiny, které byla podana nejvy3si koncentrace, a u zvifat kontrolni
skupiny, je tfeba provést histologické vy3etieni uchovanych orginti a tkani. Pokud
se v orgdnech a tkanich ve skupiné s nejvy33i koncentraci objevi poskozeni zpiiso-
bend testovanou litkou, je nutno provést histologické vy3etfeni t&chto tkani i
u viech skupin s niZ8imi ddvkami. U zvifat satelitnich skupin je tfeba provést histo-
logické vysetfeni se zvlaStnim diirazem na orgdny a tkdng, ve kterych se objevily
udinky otravy u ostatnich exponovanych zvifat.

UDAJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni mus{ byt pro kazdou experimentalni skupinu patr-
ny polet zvifat na po€atku pokusu a pocet zvifat s jednotlivymi formami podkozen;.

Vsiechny zjidténé vysledky je tfeba vyhodnotit vhodnou statistickou metodou. Je
k tomu moz2no pouZit kteroukoliv uznavanou statistickou metodu,

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprava o pribéhu pokusu
Zprava o priibéhu pokusu ma pokud mozZno obsahovat tyto k informace :

- Zivogisny druh, kmen, pivod, podminky iistajeni, krmeni atd.,

- podminky pokusu: popis expozi¢niho zafizeni véetné konstrukce, typu, rozmérd,
zdroje vzduchu, systému pfipravy Castic a aerosolii, klimatizaéniho systému, popis
likvidace odpadniho vzduchu a zpisobu umisténi zvifat v boxu, pokud je pouZivan.
Popsat pfistroje pro méfeni teploty, vlhkosti vzduchu, poptipadé stability koncen-
traci 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 moino ob-
sahovat tyto ddaje: a) rychlost pritoku vzduchu inhalaénim zafizenim; b) teplota a
vihkost vzduchu; ¢) nomindlni koncentrace (celkové mnoZstvi testované latky pfi-
vadéné do inhala€niho zafizeni, délené objemem vzduchu); d) povaha vehikula, po-
kud bylo uZito; e} skuteéna koncentrace v dychaci zong; f) hmotnostni median aero-
dynamickeho priméru (MMAD) a geometricka smérodatna odchylka (GSD),

- udaje o toxickych odpovédich podle pohlavi a podle koncentraci,

-‘dpba uhynuti béhem experimentu, piipadné udaj o pfeziti zvitat do konce sledo-
vani,

- popis toxickych nebo jinvch aéinku,

- uroven bez aéinku, '

- doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormalni ptiznaky, a jejich dalsi vyvoj,

- spotieba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,
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- hematologickd vysetfeni a jejich vysledky,

- biochemicka vysetieni a jejich vysledky,

- pitevni ndlezy, .

- detailni popis vSech histopatologickych nélezi,

- statistické vyhodnoceni vysledki, kde je to mozné,
- diskuse vysledk,

- interpretace vysledkd.
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B.9. SUBAKUTNi TOXICITA - DERMALNI (28 DENNi OPAKOVANA

APLIKACE)
L. METODA
1.1 Princip testovaci metody

Testovand latka se nanasi na kiZi denné po 28 dni v odstupiiovanych diavkach né-
kolika skupindm pokusnych zvifat a to kazdé skupiné jedna drovefi divky. B&hem
obdobi podavani se zvifata denné pozoruji, aby se zjistily ptiznaky toxicity. Zvifata,
ktera uhynou b&hem pokusu, i zvifata, ktera pfeZiji konec pokusu, se pitvaji.

1.2 Popis metody

1.2.1 Pfiprava

Nejméné 5 dni pfed testem jsou zvifata chovana v podminkach ustijeni a krmeni,

v jakych budou béhem experimentu, Pfed testem se zdrava mlada zvitata nahodné
ptifadi do jednotlivych experimentalnich skupin. Krétce pfed zadtkern pokusu se
osttiha srst na zddech pokusnych zvitat. Vyholeni srsti je rovnéZ moZné, mélo by se
viak provést cca 24 hodin pfed experimentem. Ostiihani nebo oholeni je potfeba
opakovat kazdy tyden. Pti stfihdni nebo holeni srsti je tfeba dbat na to, aby se nepo-
Skodila ktize (napi. abrazi). Pro nanaseni se pripravi nejméné 10% povrchu téla. Je
treba vzit v ivahu hmotnost zvifat pfi rozhodovani o velikosti pfipravované plochy
ktze a o velikosti kryciho obvazu. Pfi pokusech s tuhymi latkami, které mohou byt
pfipadné upraveny do praskové formy, je tfeba danou litku dostateéné navlhéit vo-
dou, ptipadné vhodnym vehikulem, aby byl zaru¢en dobry kontakt s kiiZi. Testované
kapaliny se zpravidla aplikuji nefedéné. Latka se nanasi denné 5 az 7 dni v tydnu.

1.2.2 Experimentdlni podminky

1.2.2.1  Pokusnag zvirata

Je mozno pouZivat dospélé potkany, kraliky nebo morcata. Je moZno pouZit i jiné

zvifeci druhy, jejich pouZiti viak musi byt odiivodnéné. Na zagatku studie by nemé-
lo variaéni rozpéti hmotnosti zvifat (pro kazdé pohlavi zvlast’) prekroéit £20 %
stiedni hodnoty.

1.2.2.2 Pocet a pohlavi

Pro kazdou hladinu davek pouzit nejméné 10 zvifat (5 samic a 5 samctl) se zdravou

kiazi. Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Pokud se zvifata budou zabijet
v pribéhu studie. je nutno zvysit celkovy pocet zvifat o poéet zvifat, ktera budou
zabita pred koncem pokusu. Mimoto je moZno podavat dalsi skupiné (satelitni sku-
pin€) 10ti zvifat (5 zvifat kazdého pohlavi) po dobu 28°dnii nejvyssi davku a béhem
nasledujicich 14 dnli po ukonéeni expozic sledovat vratnost, trvani nebo zpoZdény
vyskyt toxickych 1cinkd. PouZiva se také satelitni skupiny 10 kontrolnich zvifat
(5 zvitat kazdého pohlavi).
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1.2.2.3

Dadvkovadni

Je tieba pouZit nejméné tfi urovné davek a jednu kontrolni skupinu nebo - pokud se

pouzilo vehikula - kontrolni skupinu s aplikaci vehikula. Doba expozice ma byt
nejméné 6 hodin denné. Nanaseni testované litky by se mélo provadét kKazdy den ve
stejnou dobu. V intervalech tydennich nebo &trnactidennich je tfeba aplikovanou
davku piizpisobovat tak, aby se udrZovala stala hladina diavky 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 zplisobem jako pokusnym skupinam,
a to ve stejném mnozstvi, které se aplikuje skupiné s nejvys$si davkou. Nejvyssi
davka ma vyvolat toxické u¢inky, ale nezpisobit Zadné uhynuti nebo jen v malém
poltu. Nejniz8i davka by neméla vyvolat Zidné piiznaky toxicity. Pokud existuji
stfedni davka méla vyvolat jen toxicky ucinek na hranicich zjistitelnosti. Aplikuji-li
se vice neZ 3 urovné ddvek, maji byt vmezefené davky voleny tak, aby vyvolaly od-
stupfiované toxické ucinky. Ve skupiné s nizkou a stfedni diavkou a v kontrolni
skupiné by pocet uhynuti mél byt nizky, jinak je vyhodnoceni vysledku obtizné.

Vede-li aplikace testované latky k tézkému podrazdéni kize, je tfeba sniZit koncen-

traci, coZ u vysoké davkové urovné miize vést k omezeni nebo vylougeni ostatnich
toxickych u€inkd. Doslo-li k t&zkému podkozeni kiiZe, je dokonce za ur&itych okol-
nosti nutno pokus ukonéit a provést jej znova s niZ$imi koncentracemi.

Limitni test .

Nevyvola-li pfi predbézné studii aplikace davky 1000 mg.kg™ nebo vy3si davky,
ktera odpovida mozZné expozici &lovéka, Zadné toxické tinky, neni daldi zkouska
nutna.

Doba pozorovani

V3echna zvirata je tieba denné pozorovat na ptiznaky otravy, Je tfeba zaznamenat
dobu uhynuti a dobu, kdy se objevi a pfipadné opét odezni pfiznaky otravy.

Popis postupu

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

Testovanou latku je tfeba nanaSet rovnomémé na celou plochu, kterd pfedstavuje
asi 10 % povrchu t&la; u vysoce toxickych latek miiZe byt tato plocha mensi. Latkou
je treba pokryt co nejvétsi &ast pokusné plochy rovnomérné v co nejteni vrstvé.

Testovana latka je po expozi¢ni dobu 24 hodin udrzovéna v kontaktu s kiizi pomoci
porézniho mulového obvazu a nedrdzdivé néplasti. Testovanou plochu je dale tieba
vhodnym zplsobem pfekryt, aby se mulovy obvaz a testovana latka fixovaly a aby
se zabranilo oralnimu pfijmu. K zamezeni poziti latky je mozno pouzit i prostfedka
pro omezeni volnosti pohybu, iplnou immobilizaci viak nelze doporucit. Jako al-
ternativni metody je moZno pouzit " ochranného limce".
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1.2.3.2

Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky testované latky, pokud moZno vodou
nebo s pouZitim jiného vhodného zpiisobu oéisténi pokozky.

V3echna zvifata je tfeba denné pozorovat 2 zaznamenavat pfiznaky otravy véetné
Jejich potéatku, stupné a trvani. Pozorovani zahrnuje zmény srsti, kiiZe, oéi a sliznic,
a také dychani a krevniho ob&hu, zmény funkce autonomni a centréalni nervové sou-
stavy, somatomotorické aktivity a chovani. Hmotnosti zvitat se zaznamenavaji tyd-
né. Doporuduje se zaznamenavat tydné i spotfebu potravy. Je tfeba zajistit pravidel-
né prohliZeni zvifat, aby pokud moZno nedochézelo ke ztratim zvitat jako napf.
v disledku kanibalismu, autolyzy tkani nebo chybného zafazeni. Po skon&eni studie
se viechna zvifata, kterd preZila, s vyjimkou satelitnich skupin, pitvaji. Umirajici
zviiata a zvifata v tézkém stresu ¢i trpici bolesti je tfeba okamzité vyfadit, humanné
utratit a pitvat. :

Na konci pokusu se u viech zvifat véetné kontrolnich provedou nasledujici vyse-
tfeni:

1. Hematologické vy3etfeni ma zahmovat alespori stanoveni hematokritu, koncen-
trace hemoglobinu, poétu erytrocyti, celkového a diferencialniho po&tu leukocytt a

srazlivosti krve.

2. Biochemicka analyza krve: k posouzeni funkce jater a ledvin stanovit alespoti je-
den z t&chto parametr(: alaninaminotransferasa v séru (dtive znama jako glutamat-
pyruvit-transaminasa), aspartdtaminotransferasa séra (dfive glutamat-oxalacetat-
transaminasa), dusik moc&oviny, albumin, kreatinin, celkovy bilirubin a celkové bil-
koviny v séru.

Mezi dalsi charakteristiky, které mohou byt potfebné pro uplné toxikologické hod-
noceni patfi stanoveni: vapniku, fosforu, chloridii, sodiku, drasliku, glukézy na laé-
no, lipidd, hormoni, acidobasické rovnovahy, methemoglobinu, aktivity, cholineste-
rasy.

Dalsi biochemické analyzy mohou byt v pfipadé potieby pouzity pro studium &irsi-
ho spektra Géink.

Pirva

U v3ech zvifat pouzitych ve studii se provede pitva. Aspoii jatra, ledviny, nadledvi-
ny, plice a varlata se co nejdfive po sekci zvazi ve vlhkém stavu, aby se predeslo
vysychani. Orgdny a tkdné napf. normalni a exponovana kize, jatra, ledviny, slezi-
na, varlata, nadledviny, srdce i vechny organy s makroskopickymi lézemi nebo"
zménami velikosti) je tfeba pfechovavat ve vhodném médiu s ohledem na pozdé&jsi
histopatologicka vy3etfeni.

Histopatologickeé vysetreni

U viech zvitat skupiny, které byla podana nejvy3si davka, a u zvifat kontrolni sku-

piny. je tfeba provést histologické vy3etieni uchovanych organil a tkani. Pokud se
v organech a tkanich ve skupiné s nejvy3si davkou, objevi poskozeni zplisobena
testovanou latkou, je nutno provést histologické vy3etteni téchto tkani i u viech
skupin s niz3imi davkami. U zvifat satelitnich skupin je tfeba provést histologické
vySetfeni se zvlaStnim dirazem na organy a tkdné, ve kterych se objevily uéinky
otravy u ostatnich exponovanych zvifat.
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UDAIJE

Udaije se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentalni skupinu patr-
ny pocet zvitat na poCitku pokusu a pocet zvifat s jednotlivymi formami poskozeni.

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

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o pribéhu pokusu

Zprava o prubéhu pokusu ma pokud mozno obsahovat tyto informace :

- udaje o zvifatech (druh, kmen, plivod, podminkach chovu, krmeni atd.),

- experimentalni podminky ( véetné druhu obvazu; okluzivni nebo neokluzivni),
- urovné davek (véetné vehikula, pokud se pouZije) a koncentrace,

- tiroveii bez u¢inku, pokud ji lze stanovit,

- udaje o toxickych odpovédich podie pohlavi a davky,

- doba uhynuti béhem experimentu, pfipadné udaj o pfeziti zvifat do konce sledo-
vani,

- toxické nebo jiné ucinky,

- doba. kdy byly pozorovany jednotlivé abnormalni pfiznaky a jejich dalsi vyvoj,
- spotieba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,

- hematologicka vysetieni a jejich vysledky,

- biochemicka vy3etieni a jejich vysledky,

- pitevni nalezy, .

- detailni popis viech histopatologickych nilezi,

- statistické vyhodnoceni vysledki, kde je to mozné,

- diskuse vysledku,

- interpretace vysledk.
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B.10. MUTAGENITA ("IN VITRO" CYTOGENETICKY = TEST

NA SAVCICH BUNKACH) .
l. METODA
1.1 Princip metody .

Tento cytogeneticky test in vitro je kritkodoby test mutagenity pro detekci
strukturdlnich aberaci chromozomi v kultivovanych savéich busikach. Lze pouzit
jak kultur stabilizovanych buné&Enych linii, tak primamich kultur. Po expozici
testované latce v pfitomnosti i nepfitomnosti savéiho exogenniho metabolického
aktivaéniho systému je do bunééné kultury aplikovan mitoticky jed (napf. kolchidin)
ke kumulaci délicich se bunék (C metafize). Buriky jsou ve vhodné dobd
zpracovany a pak pfipraveny mikroskopické preparity. Preparity jsou obarveny a
metafdze jsou analyzovany z hiediska chromozomalnich abnormalit.

1.2 Popis metody
1.2.1 Ptiprava

1.2.1.1 Bunky
Pouzivaji se stabilizované bunééné linie, nebo kultury primamich buné&k, napk.
buriky ¢inského kiecka nebo lidské lymfocyty. Pred aplikaci na buiiky se testované
chemické latky rozpusti v kultivaénim médiu nebo ve vhodném vehikulu.
1.2.1.2 Metabolicky aktivacni systém

Buiiky se exponuji testované latce v pfitomnosti i za absence vhodného
metabolického aktivacniho systému. Nejcastéji je pouzivana post-mitochondrialni
frakce doplnéna kofaktory. pfipravena z jater hlodavell ovlivnénych enzymatickym
induktorem.

1.2.2 Experimentalni podminky
Pocet kultur

Pro kazdy experimentalni bod se pouzivaji nejméné dvé kultury.

Negativni a positivni kontroly °

~ Rozpoudiédlo (jestlize jako rozpoustédlo neni pouZito kultivaéni médium nebo
voda), aktivaéni smés, aktivaéni smés a rozpoustédlo, a neovlivnéna kultura jsou
pouzity jako negativni kontroly.

Mimoto zahmuje kaZdy experiment pozitivni kontrolu. Pouzije-li se k aktivaci
testované chemické latky smés pro metabolickou aktivaci, je tfeba jako pozitivni
kontrolu pouzit slouceninu. kterd prokazateln& vyzaduje metabolickou aktivaci.

Koncentrace
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Je tfeba pouZit nejméné tfi koncentrace studované latky. Rozpéti koncentraci by

mélo byt takové, aby se hodnota dekadického logaritmu lisila nejméné o jednu,
pfi€éemz nejvyssi koncentrace by méla blokovat mitotickou aktivitu asi o 50 %, nebo
vykazovat jiné znimky cytotoxicity. Jestlize neni latka toxickd, méla by byt
testovéina aZ na hranici rozpustnosti, nebo do maximalini koncentrace 5 mg/ml.

Kultivaéni podminky
Je tfeba pouzivat vhodni kultivaéni média a dodrzovat kultivaéni podminky (napf.
teplotu, kultiva&ni nadoby, koncentraci CO; a vlhkost).

Popis postupu

Pfiprava kultur
Stabilizované bunééné linie: Buiiky se ziskaji ze zisobnich kultur (napf. trypsinaci

nebo setfepanim), vyseji se ve vhodné hustoté do kultivaénich nadob a kultivuji pfi

T 37°C.

1.2.3.2

Lidské lymfocyty: ke kultivaénimu médiu se prida fytohemaglutinin, bovinni sérum,
antibiotika a plna heparinizovana krev. Kultivace probiha pfi 37 ©C.

Expozice kultur testované latce

(a) Expozice bez smési pro metabolickou aktivaci

Je tfeba, aby vSechny expozice pokryvaly nejméné trvini jednoho celého
bunééného cyklu. Okamzik fixace je tfeba volit tak, aby byly analyzovény prvni
vyskytnuvsi se mitézy po expozici.

Pokud expozice nepokryva celou dobu bunééného cyklu, je tieba volit rizné doby
fixace, aby se akumulovaly buriky, které byly béhem expozice v rliznych fazich
bunééného cyklu (tj. Gy, S a Ga).

Testované chemické latky se pfidavaji ke kulturdm stabilizovanych bunénych linii
v exponencidlni fazi ristu. Kultury lidskych lymfocytd se exponuji
v semisynchronni fazi ristu. :

(b) Expozice se smési pro metabolickou aktivaci

Testovana latka by méla byt pfitomna spolu s aktivaénim systémem co nejdéle, aniz
by piitom vyvolavala toxicky ucinek na bufiky. Pokud by tato expozice neméla
z diivodu toxicity obsahnout dobu celého bunééného cyklu, je tieba volit rizné doby
fixace, aby se akumulovaly buiiky, které byly b&hem expozice v riznych fazich
bunééného cyklu (napi.Gy, S a G3).

Zpracovani bunék:

Buné&né kultury jsou ovlivnény inhibitorem déliciho vieténka po odpovidajici
dobu pfed jejich zpracovinim. KaZda kultura je zpracovdvana pro pfipravu
preparatii k analyze chromozomil samostatné.

Je potieba buriky zpracovat nejméné ve dvou éasovych bodech. Doporucuje se, aby
jeden ¢asovy bod odpovidal pfiblizné jednomu bunénému cyklu a druhy byl
pozdéji. Tim se maji pokryt viechny féze bunétného cyklu a potitat s jeho
ptipadnym zpozdénim.
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1.2.3.3 Analyza chromozomu - pFiprava mikroskopickych prepardtit

e

(99}

Ptiprava zahmuje vystaveni bunék hypotonizaci, fixaci, naneseni na podloZni
skli¢ko a obarveni.

Analyza

Nejméné 100 dobfe rozprostfenych metafizi na kulturu se analyzuje na
chromozomové aberace. PodloZni sklicka se pfed analyzou zakéduji. U lidskych
lymfocyti se analyzuji pouze metafize se 46 centromerami.

Ve stabilizovanych bunéénych liniich se vyhodnocuji metafaze, jejichZ po&et se od
modalniho poétu lisi o + 2 centromery. |

Kromé toho je tieba pro kazdou davkovou iroveii zhodnotit mitoticky index nebo
jiny ukazatel cytotoxicity.

UDAIJE

Udaje se shrnou do tabulky. Aberace chromatidového typu (gapy, zlomy, vymény),
aberace chromozomového typu (gapy, zlomy, minutes, prstence, dicentrické a
polycentrické chromozomy) a pocet aberantnich metafazi (vietné gapii a bez gapli)
se uvedou samostatné pro viechny exponované kultury a kontrolni kultury.

Udaje se zpracuji odpovidajicimi statistickymi metodami.
Vysledky se porovnaji s odpovidajicimt negativnimi kontrolami.

Provadéji se nejméné 2 nezdvislé experimenty. Jeden experiment bude postadujici,
je-li to védecky zdivodnitelné. Neni nezbytné nutné provadét druhy experiment za
zcela identickych podminek jako prvni experiment. K ziskdni uZite¢nych udaji je
mozné nékteré podminky druhého experimentu pozmeénit.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o prub&hu pokusu

Zprava o priibéhu pokusu md pokud moZno obsahovat tyto informace :
- pouzité bunky. .

- experimentalni podminky: sloZeni média, koncentrace CO,, teplota pfi kultivaci,

doba kultivace, davkovani, doba expozice, doba pisobeni a koncentrace
mitotického jedu. typ metabolického aktivaéniho systému, pozitivni a negativni
kontroly,

- podet bunéénych kultur.
- pocet analyzovanych metafdzi (samostatné udaje pro jednotlivé kultury,
- mitoticky index nebo jiné zndmky cytotoxicity

- tvp a pocet aberaci pro exponovanou a kontrolni kulturu, modalni poéet
chromozomi v pouZitych stabilizovanych bunéénych liniich,

- statistické vyhodnoceni.
- diskuse vysledka,

- vvhodnoceni vysledka.
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B.1l. MUTAGENITA ("IN VIVO" CYTOGENETICKA ANALYZA
CHROMOSOMU KOSTNI DRENE SAVCU)

L. METODA

1.1 Princip metody

Tento cytogeneticky test in vivo je kritkodoby test mutagenity pro detekci
strukturalnich chromozomovych aberaci. V3eobecné se analyzuji chromozomové
aberace v prvnich mitézdch po expozici. U chemickych mutagenii je vétSina
indukovanych aberaci chromatidového typu.

PHi této metodé se pouzivaji savci, kterym se vhodnou cestou aplikuji testované
latky a kitefi se v uréitych okamzZicich usmrti pro zpracovani bunék kostni drené.
Pted usmrcenim zvifat se tato navic exponuji mitotickému jedu, napt. kolchicinu, ke
kumulaci délicich se bunék (C-metafize). Z bunék se pfipravi mikroskopické
prepardty suSené na vzduchu a obarvi se. Metafdze se mikroskopicky vysetfuji
k uréeni chromozomovych aberaci.

1.2 Popis metody

1.2.1 Ptiprava

Testované latky se rozpusti ve fyziologickém roztoku. Pokud jsou v ném
nerozpustné, rozpusti se nebo suspenduji ve vhodném vehikulu.

Pouzivaji se cerstvé pripravené roztoky testované latky. PouZije-li se pro usnadnéni
davkovani vehikulum, nesmi ani reagovat s testovanou latkou, ani ptsobit toxicky.

1.2.2 Experimentdlni podminky

1.2.2.1 Pokusna zvifata

PouZivaji se hlodavci, napf. potkani, my$i nebo €inSti kfecci. Zdrava dospéla
zvifata v mladém véku se nahodné rozdéli do exponovanych a kontrolnich skupin.

1.2.2 2 Pocet a pohlavi
V kazdé experimentalni i kontrolni skupiné se pouzivd nejméné pét samic a pét
samcti. Pokud pldn experimentu piedpoklada vice intervalii zpracovani po expozici,
je tfeba pouzit 10 zvifat na kazdy interval zpracovani a skupinu.

Pro skupinu positivni kontroly postatuje jeden Casovy interval zpracovani bunék.

1.2.2.3 Zpusob aplikace

Obvykle by se mély testované latky aplikovat jen jednou. Na zikladé:
toxikologickych informaci jsou moZné opakované aplikace. Jsou v3ak na misté jen
tam. kde testovana latka nema Zadné cytotoxické ucinky na buriky kostni diené.
Obvyklymi zpisoby aplikace jsou ordlni aplikace nebo intraperitonedlni injekce.
Podle potieby jsou vhodné i jiné zpisoby aplikace.
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1.2.2.4

1.2.2.

L

I

Negativni a positivni kontroly

Pro pozitivni kontrolu se pouziva litka, o které je znamo, Ze zpisobuje in vivo
chromozomové aberace. Negativni kontrolni skupina (s rozpoustédiem) tvoHi rovnéz
soucast kazdého experimentu.

Volba ddvek

V zdkladnim kroku se pouzZiva jedna ddvka testované litky. Jde o maximalni
tolerovanou davku nebo takovou davku, kterd vyvoldva uréité ptiznaky cytotoxicity,
napf. &asteénou inhibici mitézy.

Maximalni (limitni) divka u ,netoxickych” sloucenin, jejiz efekt po jednorizové
aplikaci musi byt zhodnocen, je 2 000 mg.kg™ télesné hmotnosti.

Jestlize se pouZije opakované davkovani, limitni divka je 1000 mg.kg™ t&lesné
hmotnosti a den.

Je moZno zvolit dalsi davky, je-li pro to védecky podklad.

Pokud test slouzi jako verifikaéni metoda, méla by se pouZit nejméné dvé dalsi
davkovini.

Popis postupu
Test mize byt proveden dvémi riznymi zpisoby:

(a) Zvifatim se jednou aplikuje maximalni tolerovana davka. Buiiky jsou odebirany

24 h po aplikaci. JestliZze vysledky jsou v této fazi jasné positivni, dal§i odbér bunék
neni nutny. JestliZe viak vysledky jsou negativni, nebo pochybné, zvoli se dva
¢asové intervaly odbéru bunék v rozmezi 6 - 48 h, aby testovanou litkou byl
ovlivnén cely bunéény cvklus.

Jestlize jsou pouzity daldi drovné davek, zpracovini by se mélo provést
v nejcitlivéj$im éasovém intervalu a pokud neni znam, pak 24 h po aplikaci.

(b) Pokud z informaci o farmakokinetice a metabolismu vyplyva, Ze jsou vhodné
opakované aplikace, jsou mozné. Zvifata by se pak méla usmrtit 6 a 24 hodin po
posledni aplikaci.

Zpracovani kostni diené

Pted usmrcenim zvifat se jim intraperitonedlné vstfikne vhodna davka mitotického
jedu, aby se ziskal dostate&n& velky pocet bunék, které jsou v C-metafizi. Kostni
dfen se ziska vyplichnutim izotonickym roztokem z obou stehennich kosti zvifat,
ktera byla usmrcena bezprostfedné predtim. Po vhodném hypotonickém zpracovéni
se bunky fixuji, nakapou na skli¢ko a po vysudeni na vzduchu se obarvi.

Analyza

PodloZni skli¢ka se pfed mikroskopickou analyzou zakdduji. Na jedno zvife se
vySetfuje na strukturdlni chromozomové aberace nejméné 50 dobte rozprostienych
metafazi s dplnym poctem centromer. Mimoto je mozno pro kazdé zvife stanovit
mitoticky index.

UDAJE g
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Udaje se shrnou do tabulky. Chromatidové a izochromatidové aberace (gapy,
zlomy, vymény), a mitotické indexy, pokud byly zjiitény, se uvedou samostatné pro
viechna exponovana i kontrolni zvifata. Mimoto je tfeba pro kazdou experimentalni
i kontrolni skupinu uvést primémé hodnoty a smérodatné odchylky. Udaje se
vyhodnoti pomoci vhodnych statistickych metod.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o prubéhu pokusu

Zpréava o pribéhu pokusu ma pokud moZno obsahovat tyto informace :

- druh, kmen a stafi pouZitych zvirat,

- pocet zvifat (samcil/samic) v experimentalnich a kontrolnich skupinach,

- experimentalni podminky: detailni popis expozice resp. odbér vzorkil, davkovani,
trvani expozice, pouZity mitoticky jed a jeho koncentrace,

- podet analyzovanych metafézi na jedno zvite,

- mitoticky index, pokud je znam,

- druh a pocet aberaci samostatné pro exponovana a kontrolni zvifata,
- statistické vyhodnoceni,

- diskuse vysledku,

- vyhodnoceni vysledkd.
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B.12. MUTAGENITA (MICRONUCLEUS TEST)

1. METODA

1.1 Princip metody

Mikronukleus test je kratkodoby test pro dilkkaz pokozeni chromozomti nebo
poskozeni déliciho aparatu chemickymi latkami in vivo. Zakladem této metody je
zvySeny vyskyt mikrojader v polychromatickych erytrocytech exponovanych zvitat
ve srovnani s kontrolnimi zviraty.

Mikrojadra se tvoii z fragmentd chromozomd nebo celych chromozémi
opozdénych v mitdse. Pii vyvoji erytrocytl z erytroblastl je jadro vytlageno,
zatimco mikronukleus miZe zistat v cytoplasmé. V tomto testu se proto
vyhodnocuji mladé polychromni erytrocyty z kostni dfené laboratornich savci,
kterym byla vhodnou cestou aplikovana testovand latka. Kostni dfeii se vyplachne
ze stehennich kosti zvifat, zhotovi se nitéry a obarvi se. Mikroskopicky se zjistuje
podet mikrojader v polychromnich erytrocytech a mimoto se stanovi pomér
polychromnich erytrocyti k normochromnim.

1.2 Popis metody

1.2.1 Priprava

Testované latky se rozpusti v isotonickém roztoku. Pokud jsou v ném nerozpustné,
rozpusti se nebo se suspenduji ve vhodném vehikulu. Pouzije-li se vehikulum,
nesmi ani reagovat s testovanou latkou, ani pisobit toxicky. Obvykle se pouZivaji
Cerstvé pripravené roztoky testované latky.

1.2.2 Experimentadlni podminky

1.2.2.1 Pokusnad zvifata

Doporucuje se pouzivat mysi, je vSak mozno pouzivat i jiné savce. Zdrava dospéla
zvitata v mladém véku se ndhodné rozdéli do exponovanych a kontrolnich skupin.

1.2.2.2 Pocet a pohlavi

V kazdé experimentélni i kentrolni skupiné se pouZiva nejméné pét samic a pét
samci. Pokud plan experimentu pfedpoklada vice intervald zpracovani po expoziei,
je tieba pouzit 10 zvifat na kaZdy interval zpracovani a skupinu. Pro skupinu
positivni kontroly postacuje jeden Casovy interval zpracovani bunék.

1.2.2.3 Zpisob aplikace

Obvykle by se mély testované latky aplikovat jen jednou. Na zaklad#
toxikologickych informaci jsou moZné opakované aplikace. Jsou viak na misté jen
tam, kde testovana latka nema Zadné cytotoxické ucinky na buiky kostni dieng.
Obvyklymi zplsoby aplikace jsou oralni aplikace nebo intraperitonealni injekce.
Podle potfeby jsou vhodné i jiné zplsoby aplikace.
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1.2.2.4 Negativni a positivni kontroly

1.2.2.5

1.2.

A2

Pii kazdém experimentu se pouZivaji jak pozitivni, tak negativni (s rozpoustédlem)
kontroly. )

Volba ddvek

V zikladnim kroku se pouzivd jedna davka testované latky. Jde o maximdlni
tolerovanou davku nebo takovou davku, ktera vyvolava uréité pfiznaky cytotoxicity,
napf. zménu v poméru polychromnich a normochromnich erytrocyt

Maximalni (limitni) diavka u ,netoxickych® sloucenin, jejiz efekt po jednorazové
aplikaci musi byt zhodnocen, je 2 000 mg.kg" t&lesné hmotnosti.

Jestlize se pouzije opakované davkovéni, limitni davka je 1000 mgkg™ télesné
hmotnosti a den.

Je mozno zvolit dal3i davky, je-li pro to védecky podklad.

Pokud test slouzi jako verifikacni metoda, méla by se pouZit nejméné dvé dalsi
davkovani.
Popis postupu

Test miiZe probihat dvéma riiznymi zplisoby:

(a) Zvitata jsou exponovina testované idtce jednou. Zpracovani by se mélo provést
v okamZiku nejvy33i Eetnosti mikrojader, ktery se viak miiZe lisit u riznych litek.
Proto je kostni dieri odebirana nejméné ve dvou intervalech ne viak dfive nez 12 ha
ne pozdéji nez 48 h po aplikaci testované latky.

Jestlize jsou pouzity dal3i idrovné divek, zpracovani by se mélo provést
v nejcitlivéjsim okamZiku a pokud neni znam, pak 24 h po aplikaci.

(b) Pokud z informaci o farmakokinetice a metabolismu vyplyva, e jsou vhodné
opakované aplikace, je moZné je pouzit. Zvifata by se pak méla usmrtit v jednom
intervalu ne dfive, nez 12 h po posledni aplikaci.

Zpracovani kostni dfené

Kostni dieii se ziska vyplachnutim bovinnim sérem z obou stehennich kosti zvifat,
kterd byla usmrcena bezprostfedné pfedtim. Sedimentace bunék se provadi
centrifugovanim, supernatant se odstrani. Kapky homogenni bunééné syspenze se
nanesou na podlozni skli¢ko, pfipravi se nitéry a po vysuSeni na vzduchu se obarvi.

Analyza
Podlozni sklicka se pred mikroskopickou analyzou zakdduji. Na jedno zvire se pro
stanoveni ¢etnosti mikronuklet analyzuje nejméné 1000 polychromnich erytrocytii.

Pomeér normochromnich erytrocyti k polychromnim se stanovi pro kazdé jednotlivé
zvite z 1000 erytrocytd.

UDAIJE

Udaje se shrnou do tabulky. Pocet vyhodnocenych polychromnich erytrocyti, pocet
polychromnich erytrocyti s mikronukley, procento bunék s mikronukley a pomér
normochromnich a polychromnich erytrocytli se uvedou samostatné pro viechna
exponovana zvifata i -pro kontrolni zvifata, Mimoto je tieba pro kazdou
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experimentalni i kontrolni skupinu uvést primémé hodnoty a smérodatné odchylky.
Udaje se vyhodnoti pomoci vhodnych statistickych metod.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zpriva o pribéhu pokusu

Zprava o prubéhu pokusu ma pokud mozno obsahovat tyto informace :

- druh, kmen a stdfi pouzitych zvirat,

- pocet zvifat (samcii/samic) v experimentdlnich a kontrolnich skupinéch,

- experimentdlni podminky: detailni popis expozice a odbéru vzorki, diavkovani,
udaje o toxicité, o negativnich a pozitivnich kontrolach,

- kritéria pro klasifikaci mikronuklet,
- vztah davka-ucinek, je-li to mozné

- statistické vyhodnoceni,

- diskuse vysledki,

- vyhodnoceni vysledki.



Cistka 88 Sbirka zikont ¢. 251 / 1998 Strana 7899

B.13. MUTAGENITA (ESCHERICHIA COLI - TEST ZPETNE MUTACE)

1. METODA °

1.1 Princip metody

Reverzni systém na tryptofanu (trp) zivislych kmend E. coli je mikrobidlni test,
v némz se méfi zména trp’ — trp” indukovana chemickymi latkami, které zpiisobuji
zamény bazi v genomu organismu.

Bakterie se vystavi pisobeni testované ldtky s pfidavkem a bez ptidavku systému
metabolické aktivace. Po piiméfené inkubaini dob& na minimdlnim médiu se
spocitaji kolonie revertant a porovnaji s poltem spontdnnich revertujicich bunék
v neovlivnéné kontrolni kultufe a v kontrolni kultufe s pfidavkem pouze
rozpoustédla.

1.2 Popis metody
K provedeni experimentu je moZno pouzit dvou metod:
(1) metody s predinkubaci
(2) ptimy miskovy test; pfi ném se smisi bakterie a testovand litka s vrchnim

agarem a vylije se na povrch Petriho misky se selektivnim médiem.

1.2.1 Ptiprava

1.2.1.1 Bakterie

Bakterie se kultivuji pfi 37 °C do Pozdm exponencialni, resp. do ¢asné stac1onam1
faze. Hustota bunék ma Einit asi 10° - 10° na 1 ml.

1.2.1.2 Metabolicka aktivace

Bakterie maji byt vystaveny pilisobeni testované latky jak s pfidavkem, tak i bez
pfidavku vhodného metabolického aktivaéniho systému. Nejéastéji uZivany systém
je postmitochondridlni frakce pfipravend z jater hlodavcd po aplikaci latek
indukuyjicich enzymy a doplnéna kofaktory.

ot
8]
1~

Experimentdlni podminky

1.2.2.1 Testovaci kmeny

Pouzivaji se tii kmeny - WP2, WP2 uvr A a”WP2 uvr A pKM 101. Je nezbymné
pouzivat standardizované metody kultivace a uchovavéni kultur kmeni. Je tfeba
kontrolovat podminky ristu a genetické vlastnosti kment, jejich citlivost vi&i
ultrafialovému zafeni a mitomycinu C a rezistenci kmene WP2 uvr A pKM 101
vidi ampicilinu. Poget spontannich revertant ma byt pro viechny kmeny v rozmezi

ocekavaného rozptylu.

1.2.2.2 AMédia
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Pro riist a selekci mutantl se pouZivd vhodné selektivni médium spolecné
s vhodnym vrchnim agarem.

1.2.2.3 Negativni a positivni kontroly

Je nutno souasné nasadit jak neexponované kultury, tak kultury dopinéné
rozpoustédly. Pozitivni kontroly je nutno provadét pro tyto dva déely:

a) Potvrzeni citlivosti bakteridlnich kmeni. Pro testy bez metabolické aktivace je
mozno jako positivni kontroly pouzivat metylmetansulfondt, 4-nitrochinolinoxid
nebo etylnitrosomocovinu.

b) Dikaz aktivity odpovidajiciho metabolického aktiva¢niho systému. Jako
pozitivni kontrolni ldtka je pro ovéfeni metabolické aktivity pro viechny kmeny
vhodny 2-aminoantracen. Pokud je to mozné, méla by se pozitivni kontrola provést
s latkou, ktera patii ke stejné tfidé chemickych latek jako testovana latka.

1.2.2.4 Koncentrace testované latky na jednu misku

Pouzije se neyméné pét niznych koncentraci testované latky, které se od sebe lisi
o semilogaritmické rozdily. Latky se zkouseji aZ po mez rozpustnosti resp. toxicity.
Toxicita se prokaZe sniZzenim poétu spontannich revertant, sniZzenym riistem pozadi
nebo na zdkladé pieZivini bakterii v exponovanych kulturach. Netoxické latky je
tieba testovat az do koncentrace 5 mg/misku, nez je moino je povaZovat za
negativni.

1.2.2.5 Podminky inkubace
Inkubace misek se provadi pii 37 °C 48 aZ 72 hodin.

1.2.3 Popis postupu

Pti pfimém miskovém testu bez metabolické aktivace se ptida testovana litka a
0. ml C&erstvé bakterialni kultury k 2,0ml vrchniho agaru. Pfi testech
s metabolickou aktivaci se po pfidani testované latky a bakterii k vrchnimu agaru
prida 0,5 ml aktivacéni smési s vhodnym mnozstvim postmitochondrialni frakce.
Obsah kazdé zkumavky se promisi a vylije na povrch misky se selektivnim médiem.
Po ztuhnuti vrchniho agaru se misky inkubuji pfi 37 °C 48 az 72 hodin. Po uplynuti
inkubacn{ doby se spocitaji revertantni kolonie na misku.

Pfi metodé s predinkubaci se pfipravi smés z testované latky, 0,1 ml erstvé
bakteridini kultury a vhodného mnoZzstvi aktivatni smési nebo stejného mnoZstvi
tlumivého roztoku a uréitou dobu se inkubuje, neZ se pfida 2,0 ml vrchniho agaru,
Dalsi pribéh se nelisi od miskové metody.

U obou metod je nutno pouZit nejméné ti misek na jednu koncentraci.

1o

UDAJE

Uvedou se potty revertantnich kolonii na misku jak pro kontrolni série, tak pro
série s testovanou litkou. Je tfeba uvést jednotlivé i primémé hodnoty revertant na
misku a smérodatné odchylky jak pro testovanou latku, tak pro kontrolni stanoveni.

Udaje se vyhodnoti pomoci vhodnych statistickych metod.
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Je tfeba provést nejméné dva nezavislé pokusy. Neni nutné, aby druhy pokus
probéhl identicky s prvnim experimentem. MiZe byt vyhodné zménit urcité
podminky testu a ziskat tak dalsi dilezité udaje.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprava o priibéhu pokusu

Zpréva o prib&hu pokusu mé pokud moZno obsahovat tyto .informace :

- bakterie a pouZité kmeny,

- experimentalni podminky: koncentrace, toxicita, slozeni médii, metodika
(preinkubace - inkubace), metabolicky aktivaéni systém, referenéni latky,
negativni kontroly; .

- podet kolonii na misku, priméma hodnota revertant na misku, smérodatna
odchylka, vztah ddvka-u¢inek, pokud je to mozné,

- diskuse vysledki;

- vyhodnoceni vysiedku.
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1.2

1.2.2
1.2.2.1

1.2.2.2

B.14. MUTAGENITA (SALMONELLA TYPHIMURIUM - TEST ZPETNE
MUTACE) '

METODA

Princip metody

Reverzni systém na histidinu (his) zavislych kment Salmonelly typhimurium je
mikrobidlni test, ve kterém se m&f zména his’ — his" indukovand chemickymi

latkami typu zimény bazi nebo posunovych mutaci v genomu organismu.

Bakterie se vystavi pusobeni testované litky s pfidavkem a béz pridavku
metabolického aktivaéniho systému a nanesou se na minimiini médium.. Po
priméfené inkubalni dobé se spotitaji kolonie revertovanych bunék a porovnaji
s poltem spontinnich revertant v neexponované kontrolni kultufe a v kontrolni
kultyte s ptidavkem pouze rozpoustédla.

Popis metody
Pfiprava -

Bakterie

Cerstvé pfipravené bakterialni kultury se  kultivuji pfi 37°C do pozdni
exponencialni, resp. do ¢asné stacionami faze rstu. Hustota bunék ma ¢init asi
10° - 10” bunék na ml.

Metabolickd aktivace

Bakterie maji byt vystaveny piisobeni testované latky jak s pfidavkem, tak i bez
pridavku vhodného metabolického aktivaéniho systému. Nejéastéji uzivany systém
je postmitochondridlni frakce pfipravend z jater hlodaved po aplikaci latek
indukujicich enzymy a doplnéna kofaktory.

Experimentdlni podminky

Testovaci kmeny

Je tfeba pouzit nejméné &tyfi kmeny - TA 1535, TA 1537 nebo TA 97, TA 98 a TA
100. Dopliikkové je moZzno pouzivat dalsi kmeny jako TA 1538 a TA102. Je
nezbytné pouzivat jednotné metody kultivace a uchovavéni kultur kmenti. Musi byt
kontrolovédny podminky ristu a genetické vlastnosti kment, jejich citlivost viigi
ultrafialovému zéfeni a krystalové violeti a jejich rezistenci vii¢i ampicilinu. Pocet
spontannich revertant se ma pohybovat pro viechny kmeny v rozmezi o¢ekivaného

rozptylu.

Média

Je tieba pouzivat vhodné selektivni médium v kombinaci s vhodnym vrchnim
agarem. g
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1.2.2.3 Negativni a positivni kontroly

2.5

e

Je nutno soucasné nasadit jak neexponované kultury, tak kontrolni kultury
exponované rozpoustédlim.

Pozitivni kontroly je nutno provadét pro tyto dva Gcely:

a) Potvrzeni citlivosti bakteridinich kment. Pro testy bez metabolické aktivace je
mozno pouZivat tyto latky:

Kmen Latka pouzivana pro reverzi
TA 1535, TA 100 azid sodny

TA 1538, TA 98, TA 97 2-nitrofluoren

TA 1537 9-aminoakridin

TA 102 kumenhydroperoxid

b) Dikaz aktivity vhodného metabolizujiciho systému. Jako pozitivni kontrolni
latka je pro ovéfeni metabolické aktivity pro viechny kmeny vhodny
2-aminoantracen. Pokud je to moZné, méla by se pozitivni kontrola provést s litkou,
kterd patii ke stejné tfidé chemickych latek jako testovana ldtka.

.Koncentrace testované latky na jednu misku

Pouzije se nejméné pét miznych koncentraci testované latky, které se od sebe 1isi
o semilogaritmické rozdily. Latky se zkou3eji aZ po mez rozpustnosti resp. toxicity.
Toxicita se prokdZe sniZenim po¢tu spontinnich revertant, sniZzenyr ristem pozadi
nebo podle prezivani bakterii v exponovanych kulturich. Netoxicke ldtky je tfeba
zkouset az do koncentrace 5 mg/misku, neZ je moZno je povazovat za negativni.

Podminky inkubace
Inkubace misek se provadi pfi 37 °C 48 az 72 hodin.

Popis postupu

Pfi pfimém miskovém testu bez metabolické aktivace se ptida testovana latka a
0,1 ml ¢&erstvé bakteridlni kultury k 2,0ml vrchniho agaru. Pf testech
s metabolickou aktivaci se po pfidani testované litky a bakterii k vrchnimu agaru
pfida 0,5 ml aktivaéni smési s vhodnym mnoZstvim postmitochondridlni frakce.
Obsah kazdé zkumavky se promisi a vylije na povrch misky se selektivnim médiem.
Po ztuhnuti vrchniho agaru se misky inkubuji pfi 37 °C 48 az 72 hodiny. Po
uplynuti inkubaéni doby se spotitaji revertantni kolonie na misku. Pfi metodé
s predinkubaci se pipravi smés sledované litky, 0,1 ml &erstvé bakteridlni kultury,
vhodného mnoZstvi aktivaéni smési nebo stejného mnozstvi tlumivého roztoku a
predbéiné se inkubuje, natez se pfida 2,0 ml vrchniho agaru. Dalsi priib&h se nelisi
od miskové metody.

U obou metod je nutno pouzit nejméné tii misek na jednu koncentraci.
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UDAIJE

Uvedou se potty revertantnich kolonii na misku jak pro kontrolni série, tak pro
série s testovanou latkou.

Je tfeba uvést jednotlivé i primémé hodnoty revertantnich kolonii na misku a
smérodatné odchylky jak pro testovanou ldtku, tak pro kontrolni stanoveni.

Udaje se vyhodnoti pomoci vhodnych statistickych metod.

Je tieba provést nejméné dva nezdvislé pokusy. Neni nutné, aby druhy pokus
probéhl identicky s prvnim experimentem. MiuzZe byt vyhodné zménit urdité
podminky testu a ziskat tak dal3i diileZité udaje.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o pribéhu pokusu

Zpréava o pritbéhu pokusu obsahuje pokud moZno tyto informace:
- bakterie a pouzity kmen,

- experimentlni podminky: koncentrace, toxicita, sloZzeni médii, metody
(preinkubace - inkubace), metabolicky aktivaéni systém, referenéni litky,
negativni kontroly,

- pocet kolonii na misku, priméma hodnota revertantnich kolonii na misku,
smérodatna odchylka, vztah ddvka-icinek, pokud je to mozné,

- diskuse vysledka,
- vyhodnoceni vysledki.
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B.15 GENOVE MUTACE - SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1. METODA

1.1 Princip metody

Rizné haploidni a diploidni kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae mohou byt
uZity pro uréeni produkce genovych mutaci indukovanych chemickymi latkami bez
a s metabolickou aktivaci.

Jsou vyuzivany forward mutaéni systémy u haploidnich kmeni, jako je
miravznikumutaci z &ervenych, adenin vyZadujicich mutant (ade-I, ade-2} na
dvojité, adenin vyZzadujici bilé mutanty a selektivni systémy jako je indukce
resistence ke canavaninu 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 1-1 a trp
3-48. Mutace jsou vratné pilisobenim mutagenii typu zamény bazi, které indukuji
mutace ve specifickém mist&, nebo okrové supresorové mutace. XV185-14C nese
rovnéz his /-7 marker, missense mutaci, revertovanou pfevazné mutacemi v dalSim
misté a marker hom 3-10, ktery je revertovan posunovymi mutageny.

U diploidnich kmeni S. cerevisiae je jedinym 3iroce vyuZivanym kmenem D;, ktery
" je homozygotni pro ilv 1-92.

1.2 Popis metody

1.2.1 Ptiprava

Roztoky testovanych litek a kontrol maji byt piipraveny tésné pfed testovanim za
pouziti vhodného vehikula. U organickych latek ve vodé nerozpustnych se nema
uZit roztok vy3si neZ 2 objemova % v organickych rozpoustédlech jako je etanol,
aceton nebo dimetylsulfoxid (DMSO). Findlni koncentrace vehikula nema
vyznamné ovlivnit Zivotnost a charakteristiky rustu.

Metabolicka aktivace

Buiiky maji byt exponovény testovanym litkdm jak v pfitomnosti, tak
v neptitomnosti vhodného metabolického aktivacniho systému.

Nejéastdji uzivanym systémem je postmitochondridlni frakce pfipravend z jater
hlodavet po aplikaci latek indukujicich enzymy a doplnéna kofaktory. UZiti jinych
druhd, tkdni, postmitochondridlnich frakei €i postupil miiZze 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 D, jsou nejuzivanéjsi pro studie
genovych mutaci. Jiné kmeny mohou byt rovnéz vhodné.
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1.2.2:2 Media

Odpovidajici kultivatni media jsou uZivdna pro uréeni poétu pfeZivajicich a
mutovanych bunék.

1.2.2.3 Negativni a positivni kontroly

Positivni, neovlivnéné -a rozpoustédlem ovlivnéné kontroly jsou pouZivany
souasné. Pro kazdou specifickou mutaéni zm&nu maji byt pouZity odpovidajici
positivni kontrolni chemické latky.

1.2.2.4 Koncentrace

Ma byt pouzito nejméné 5 vhodné zvolenych koncentraci. U toxickych latek nema
nejvyssi pouzita koncentrace redukovat preZiti pod 5 - 10%. Latky ve vodé
relativné nerozpustné maji byt testoviny aZ po mez rozpustnosti latky za pouziti
vhodnych postupi. Nejvy3si koncentrace pro ltky netoxickeé, ve vodé rozpustné, je
uréena pripad od ptipadu. ‘

1.2.2.5 Kultivaéni podminky
Misky jsou inkubovany po sedm dni pfi 28 a2 30 °C ve tmé.

1.2.2.6 Frekvence sponténnich mutaci

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

1.2.2.7 Pocet replikaci

Je nutno pouZit nejméné tfi misek na jedau koncentraci u testu s prototrofnimi
burikami a u Zivotnosti bunék. U experimentd uZivajicich markery jako hom 3-10
s nizkou mutaéni rychlosti musi byt poet misek zvysen, aby byly ziskany statisticky
relevantni Gdaje.

1.2.3 Popis postupu

Ovlivnéni kmenl S. cerevisiae je obvykle provadéno ve zkumavce v tekutém
prostfedi a zahmuje bud’ staciondmni nebo rostoum buriky. Zakladni pokusy maji byt
provedeny na rostoucich bufikach: 1-5 x 107 bunék/ml j Je vystaveno testované latce
po dobu az 18 h pfi 28 aZ 30 °C za tiepani. Odpovidajici mnozstvi metabolického
aktivaéniho systému je pfiddno v pribéhu ovlivnéni, pokud je to potfebné. Po
skonceni ovlivnéni jsou buiky centrifugovany, promyty a vyo&kovany na vhodné
kultivatni medium. Po inkubaci jsou poditany prezivajici bunky a buriky s indukci
genovych mutaci.

Jestlize je prvni pokus negativni, ma byt proveden druhy pokus s buiikami ve
staciondmi fazi. Jestlize je prvni pokus positivni. je potvrzen dalsim vhodnym
nezdvislym experimentem.

o

UDAJE

Udaje maji byt presentovany v tabulkové formé a zahmuji poéet kolonii, podet
mutant, preZivajicich bunék a frekvenci mutaci. Viechny vysledky maji byt
potvrzeny nezavislym experimentem, Udaje maji byt vyhodnoceny vhodnymi
statistickymi metodami.
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Zpriava o pribéhu pokusu
" Zprava o pribéhu pokusu obsahuje informace o:
- pouzitych kmenech,

- podminkéch testu: buriky vestacionamni fazi nebo rostouci, sloZeni medii,-tepiota
a trvani inkubace, metabolicky aktivacni systém, .

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

- poétu kolonii, po&tu mutant, pfeZivajicich bunék a frekvenci mutaci, vztahu davky
a i¢inku, pokud je to moZné, .

- diskusi vysledkd,

- vyhodnoceni vysledk. : b
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B.16 MITOTICKA REKOMBINACE - SACCHAROMYCES CEREVISIAE -

1. METODA

1.1 Princip metody

Mitotickd rekombinace u Saccharomycs cerevisiae mize byt detekovana mezi geny
(obecnéji mezi genem a jeho centromerou) a uvnitf genli. Prvni piipad je nazyvan
mitotické pfekfiZeni a vytvafi reciproéni produkty, kdeZto druhy pfipad je vétinou
nereciprodni a je nazyvén genovad konverse. PiekfiZeni je obecné testovano na
zdkladé tvorby recesivnich homozygotnich kolonii nebo sektorii vzniklych
u heterozygotnich kmentl, genovd konverse je testovina na zikladé tvorby
prototrofnich revertant vzniklych u auxotrofniho heteroalelického kmene, ktery nese
dvé riizné defektni alely téhoz genu. NejCastéji uzivané kmeny pro detekci mitotické
genové konverse jsou Dy (heteroalelicky v ade 2 a trp 3), D; (heteroalelicky v trp
3), BZj; (heteroalelicky v arg 4) a ID1 (heteroalelicky v his 4 a trp 5). Mitotické
pfekfiZeni produkujici Eervené a ntZové sektory muZe byt testovano u Ds nebo D5
(ktery rovnéZz méfi mitotickou genovou konversi a reversni mutace v ilv 1-92). Oba
kmeriy jsou heteroalelické pro komplementami alely ade 2.

1.2 Popis metody

1.2.1 Ptiprava

Roztoky testovanych latek a kontrol maji byt pfipraveny tésné pied testovinim za
pouziti vhodného vehikula. U organickych latek ve vodé nerozpustnych se nema
uzit roztok vy$3i nez 2 objemova % v organickych rozpoustédlech jako je etanol,
aceton nebo dimetylsulfoxid. (DMSO). Finalni koncentrace vehikula nema
vyznamné ovlivnit Zivotnost a charakteristiky rstu.

Metabolickad aktivace

Buriky maji byt vystaveny pulsobeni testovanych litek jak v pEitomnosti, tak
v nepfitomnosti vhodného exogenniho metabolického aktivaéniho systému.
Nejéastéji uzivanym systémem je postmitochondridlni frakce pfipravena z jater
hlodavci po aplikaci latek indukujicich enzymy a doplnéna kofaktory. Uziti jinych
druhdi, tkani, postmitochondridlnich frakci €i postupd mézZe byt rovnéz vhodné pro
metabolickou aktivaci.

1.2.2 Experimentalni podminky

1
1.2.2.1 Testovaci kmeny <
- - -~ w . . * \“- “ 2 =m
Nejuzivanéjsi jsou diploidni kmeny Dy, Ds, D7 2 JD1. Uziti jinych kmeni maize byt
rovnéz vhodné.
1.2.2.2 Media

Odpovidajici . kultivaéni media jsou uZivana pro ureni pfeZivajicich bunék a
frekvenci mitotické rekombinace
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1.2.2.3
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1.2.2.5

1.2.2.7

Negativni a positivni kontroly \

Positivni. neovlivnéné a rozpoustédlem ovlivnéné kontroly jsou pouZivany
soutasné. Pro kaZdou specifickou mutacni zménu maji byt pouZity odpovidajici
positivni kontrolni chemické latky.

Koncentrace

Ma byt pouiito nejméné 5 vhodné zvolenych koncentraci Musx’ b)’/t bran ohled na
U toxickych latek nema nejvysm pouZitd koncentrace redukovat pfeZiti pod
5 - 10%. Latky ve vodé relativné nerozpustné maji byt testovany aZz po mez
rozpustnosti latky za pouziti vhodnych postupli. Nejvy33i koncentrace pro litky
netoxické, ve vodé rozpustné, je urena pfipad od pfipadu.

Buiiky mohou byt vystaveny plisobeni testované latky bud’ ve stacionarni fazi nebo

béhem ristu po dobu aZ 18 h. Kultury dlouhodobé ovliviiované maji byt
mikroskopicky kontrolovany pro tvorbu spor, jejichZ pfitomnost test znehodnocuje.

Podminky inkubace

Misky jsou inkubovany ve tmé po &tyfi aZ sedm dni pfi 28-30 °C. Misky pouiité pro
prikaz &ervenych a riiZovych sektord tvofenych mitotickym piekfiZenim maji byt
umistény v chladniéce (cca 4 °C) po dalsi 1 - 2 dny pred pocitdnim, aby se mohly
utvofit odpovidajici pigmentované kolonie.

Spontdnni frekvence mitotické rekombinace

Maji byt uzity subkultury s frekvenci spontannich mutaci v rozmezi akceptovanych
normélnich hodnot.

Pocdet replikaci

Je nutno pouZit nejméné tii misek na jednu koncentraci u testu prototrofnich bunék
tvotenych mitotickou genovou konversi a pro tréeni Zivotnosti bunék. V pfipadé
testovani recesivni homozygosity tvofené mitotickym pfekfiZzenim méa byt pocet
misek zvy3en, aby bylo dosaZeno dostateéného poétu kolonii.

Postup

Ovlivnéni S. cerevisiae probiha obvykle jako zkumavkovy test v tekutém prostiedi a
zahrnuje bud’ stacionarni nebo rostoum buriky. Zakladni pokusy maji byt provedeny
na rostoucich bufikch. -5 x 107 bungk/ml je vystavenq testované latce po dobu az
18 h pti 28 aZ 30 °C za tfepani. Odpovidajici mnoZstvi metabolického aktivaéniho
systému je pfiddno v prib&hu ovlivnéni, pokud je to potiebné.

Po skonéeni ovlivnéni jsou buiiky centrifugovany, promyty a vyoékovany na vhodné
kultivaéni medium. Po inkubaci jsou pocitdny pfeZivajici buiky a buiiky s indukci
mitotické rekombinace.

Jestlize je prvni pokus negativni, mi byt proveden druhy pokus s buikami ve
stacionarni fazi Jestlize je prvni pokus positivni. je potvrzen dalsim vhodnym
nezavislvm experimentem.
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UDAIJE

Udaje maji byt presentovany v tabulkové formé a zahrnuji podet kolonii, poée_t
rekombinaci, pfeZivajicich bunék a frekvenci rekombinaci.

Vysledky maji byt potvrzeny v nezdvislém experimentu.

Udaje maji byt vyhodnoceny vhodnymi statistickymi metodami.
ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o priub&hu pokusu

Zprava o prib&hu pokusu ma, pokud mozno, obsahovat nésledujici informace:
- pouZité kmeny,

- podminky testu: buriky ve stacionérni fizi nebo rostouci, slozem medii, teplota a
trvani inkubace, metabolicky aktivacni systém,

- podminky vlastniho experimentu: hladina expozice, postup a trvani ovlivnéni,
teplota pii ovlivnéni, positivni a negatwm kontroly,

- podet kolonii, pocet rekombinant, pfeZivajicich bunék a frekvence rekombinaci,
vztah ddvky a téinku, pokud je to moZné, statistické hodnoceni dat,

- diskusi vysledka, -

- vyhodnoceni vysledka.
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1.3.1.1

B.17 "IN VITRO" TEST NA GENOVE MUTACE V SAVCICH BUNKACH

METODA

Princip metody

Buné&éné kultury savéich bunék mohou byt pouzity k detekci mutaci indukovanych
lymfomovych bunék L5178Y, CHO a V-79 linie bunék &inského kietka. V téchto
bunéénych liniich jsou nejéastéji uZivanymi systémy detekce mutaci v lokusech
thymidin kinasy (TK), hypoxanthin guanin phosphoribosyl transferasy (HPRT),
(dtive HGPRT) a Na'/K* ATPasy. Systémy TK a HPRT detekuji mutace parovani
basi, frameshift mutace a malé delece. Systém Na'/K* detekuje pouze mutace
parovani basi.

Buriky s deficienci thymidin kinasy (TK), vyvolanou forward mutaci TK' - TK,
jsou resistentni k bromodeoxyuridinu (BrDU), fluorodeoxyuridinu (FdU) nebo
trifluorothymidinu (TFT), protoZe tyto antimetabolity nejsou inkorporovany do
bunéénych nukleotidd "salvage" enzymatickym systémem thymidin kinasy.
Nukleotidy potiebné pro bunény metabolismus jsou ziskavany vyhradné syntésou
de novo. Jestlize v pfitomnosti thymidin kinasy jsou BrDU, FdU, nebo TFT
inkorporovany do nukleotidd, je vysledkem inhibice bunétného metabolismu a
cytotoxicky efekt. Proto jsou mutované bunky schopné proliferace v pfitomnosti
BrDU, FdU, nebo TFT, zatimco normalni buriky obsahujici thymidin kinasu nejsou
proliferace schopny. Podobn& buiiky s deficienci HPRT jsou selektivné resistentni
k 8-azaguaninu (AG) nebo k 6-thioguaninu (TG). Bufiky s alteraci Na'/K* ATPasy
jsou selektivné resistentni k ouabainu.

Cytotoxicita je stanovena méfenim iéinku testovaného materidlu na schopnost
vytvéfet kolonie (cloning efficiency) nebo rychiosti ristu kultury. Frekvence mutaci
je uréovana inokulaci zndmého poétu bunék jak do média obsahujiciho selektivni
latky k detekci mutovanych bunék, tak do média bez selektivnich latek k ureni
poétu prezivajicich bunék. Po ukonéeni kultivace jsou pocitiny kolonie. Frekvence
mutaci je urfovdna z poétu kolonii mutovanych bun€k korigovaného poétem
ptezivajicich bun&k.

Kriteria kvality
Zadna.

Popis metody
Priprava

Bunky

Pro tento test je dostupna fada buné€nych linii. Patfi mezi né sublinie L5178Y,
bufiky inského kfetka CHO, nebo V-79 s vyraznou citlivosti k chemickym
mutagentim, s vysokou schopnosti vytvafet kolonie (cloning efficiency) a s nizkou
frekvenci spontannich mutaci. U bunék musi byt pravidelné kontrolovina stabilita
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karyotypu a mély by byt kontrolovdny z hlediska kontaminace Mycof;lasmaty.
Ostatni typy bun€k mohou byt pouZity pouze s podminkou, Ze opravnénost jejich
pouziti jako testu pro chemicky indukované genové mutace je plné prokdzana.

1.3.1.2 Médium

Musi byt pouzita vhodné kultivaéni média a dodrzeny vhodné kultivaéni podminky
(teplota, kultivaéni nidoby, koncentrace CO; a vlhkost). Média a séra musi byt
vybrana s ohledem na selektivni system a typ bunék pouZitych v testu.

1.3.1.3 Testovand ldtka

Testované latky se rozpusti, nebo suspenduji v kultivaénim médiu nebo ve vhodném
rozpouStédle. Kone¢nd koncentrace rozpoustédla v kultufe nesmi nepfiznivé
ovliviiovat Zivotnost bunék nebo rychlost nistu.

1.3.1.4 Metabolicky aktivaéni systém

Buiiky musi byt exponovany testované litce jak v pfitomnosti, tak i bez pouziti
exogenniho savéiho metabolického aktivainiho systému. Pfipoudti se pouziti
bunéénych typl s vnitfni (vlastni) metabolickou aktivitou, jestlize uroven a
vlastnosti této aktivity jsou vhodné pro testovanou skupinu chemickych latek.

1.3.2 Experimentalni podminky

1.3.2.1 Negativni a positivni kontroly

Do kaZdého experimentu musi byt zafazeny positivni kontroly zahmujici jak ptimo
pisobici latky, tak latky vyZadujici metabolickou aktivaci. Zirovei musi byt také
pouzity negativni kontroly (s rozpoustédlem).

Déle jsou uvedeny pfikiady latek. které mohou byt pouZity jako positivni kontroly:

- pfimo pusobici latky: etylmetansulfonat, hycanthon, )

- nepiimo pusobici latky (vyZadujici metabolickou aktivaci) : 2-acetylaminofluoren,
7,12-dimetylbenzantracen, N-nitrosodimetylamin.

Je-li to potieba, zafazuje se dodate¢nd positivni kontrola ze stejné chemické
" skupiny, jako je testovana latka.

1.3.2.2 Koncentrace

Musi byt pouZito nékolik koncentraci testované latky. Tyto koncentrace musi
vyvoldvat toxicky efekt zavisly na koncentraci, nejvyssi koncentrace indukuje

nizkou drovedi pfezivajicich bunék a polet pfezivajicich bunék v nejnizsi
koncentraci ma byt pfiblizné stejny jako v negativni kontrole.
Latky ve vodé Spatné rozpustné musi byt testovany v koncentracich a2 na hranici

rozpustnosti za pouziti vhodnygh postupl. Pro netoxické latky ve vodé dobie
rozpustné se nejvyssi koncentrace testované latky urduje pfipad od pfipadu.

1.3.3 Vlastni experiment

Pocet bunék pouzitych pro jednu kulturu musi byt odvozen od spontanni frekvence
mutaci. Obvykle se pouZiva podet Zivych bunék, ktery je 10ti nisobkem prevracené
hodnoty frekvence spontannich mutaci.
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Buriky musi byt exponovény dostate¢nou dobu, ve vétsiné piipad( postauje délka
expozice v délce 2 - 5 hodin. Buiiky bez dostate¢né vlastni metabolické aktivity
musi byt exponovéiny testované latce spoleéné jak s vhodnym metabolickym
systémem, tak i bez ného. Po ukonleni expozice jsou buiiky promyty istym
médiem bez testované latky a dale kultivovdny, aby mohla byt zhodnocena jejich
viabilita a projev mutaénfho fenotypu.

Ke konci faze exprese, kterd by méla byt dostatetné dlouha k vyvolani optimalni
fenotypické exprese indukovanych mutaci, jsou buiiky kuitivovany v médiu s a bez
selektivnich latek ke zhodnoceni poétu mutaci a Zivotnosti bunék.

V3echny vysledky musi byt potvrzeny v nezdvislych experimentech.

UDAIJE

Udaje se shmou do tabulky. Poget mutaci a pfezivani bunék musi byt vyjadfeno pro
testovanou latku i pro kontroly a pro kazdou misku samostatn€. Dile je tieba uvést
primémy poéet kolonii na misku a smérodatnou odchylku. Frekvence mutaci musi
byt vyjadiena jako poéet mutantil na podet pieZivajicich bunék. PfeZivani bunék a
schopnost vytvafet kolonie (cloning efficiency se vyjadfuje jako procento hodnot
kontrolni skupiny.

Udaje musi byt vyhodnoceny pomoci vhodnych statistickych metod.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o pribéhu pokusu ‘
Zprava o priibéhu pokusu obsahuje, je-li to moZné, informace o:

- pouzité bun&éné linii, po&tu kultur v pokusu, metoddch udrzovéni bunénych
kultur, '

- podminkéch experimentu: sloZeni média, koncentrace CQO,, koncentrace testované
latky, pouzité rozpoustédlo, kultivaéni teplota, délka kultivace, trvani faze exprese
(véetné poltu inokulovanych bunék a subkultur), trvani expozice, hustota bunék
béhem expozice, druh pouzitého metabolickéhq aktivadniho systému, positivni a
negativni kontroly, pouzité selektivni latky, ’

- zdivodnéni vybéru koncentraci, ‘
- metodé pouziti k vypoétu Zivych a mutovanych bunék,

- statistickém vyhodnoceni,

- diskusi vysledkd,

- interpretaci vysledk.
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1.2.2.1

1.2.2.2

B.18 POSKOZENI DNA REPARACE - NEPLANOVANA SYNTEZA DNA -
SAVCI BUNKY IN VITRO

METODA

Princip metody

Test neplanované syntézy DNA (UDS) umoziuje métit reperaéni syntézu DNA po
excizi a odstranéni Cdsti DNA obsahujici oblast poskozeni indukovaného
chemlckymn nebo fyzikdlnimi faktory. Test je zaloZen na inkorporaci zna¢eného
tymldmu (*H-TdR) do DNA savéich bunék, které nejsou v S fazi bunééného cyklu.
Vzestup *H-TdR je stanoven autoradiograficky, nebo kapalnou scintilaini metodou
(LSC) v exponovanych buikéach. PouZivaji se primarni bun&&né kultury potkanich
hepatocytli, které jsou exponovany testovanou litkou jak v pritomnosti tak i
v nepfitomnosti exogenniho metabolického aktiva¢niho systému. UDS miiZe byt
také stanovena v systému in vivo.

Popis metody

Ptiprava .

Testované latky a slouceniny pouzité jako kontrolni, nebo referendni 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 nepfiznive ovliviiovat Zivotnost bunék.

Pouzivaji se pouze primokultury potkanich hepatocyti, lidskych lymfocytit, nebo
stabilizovanych buné&nych linii (lidské diploidni fibroblasty).

Buriky jsou exponovany testované litce v pfitomnostt a nepfitomnosti vhodného
metabolického aktivaéniho systému.

Experimentalni podminky

Pocet kultur

Pro kazdy experimentalni bod je potfeba nejméné dvou bunéénych kultur pro
autoradiografii a 3esti kultur (nebo méné, je-li to védecky zdivodnitelné) pro LSC
uDSs. .

Negativni a positivni kontroly

V kaZdém experimentu musi byt souCasné zafazeny negativni a positivni kontroly
v pfitomnosti i v nepfitomnosti metabolického aktivagniho systému.

Jako positivni kontrolu lze pro potkani hepatocyty pouzit 7,12-dimethylbenz-
anthracen (7,12-DMBA), nebo 2-acetylaminofluoren (2-AAF). Jako positivni
kontrolu pro stabilisované bun&&né linie jak pro autoradiografii, tak i pro LSC bez
metabolické aktivace lze pouZit 4-nitroquinolin-N-oxid (4-NQO). Jako positivni
kontrolu pfi pouZiti metabolického aktivaéniho systému lze pouzit N-dimethyl-
nitrosamin.
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1.2.2.4
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Koncentrace testované ldtky

Musi byt pouZito nékolik koncentraci testované litky. Nejvy3$3i koncentrace musi
vyvolavat toxicky efekt.

Latky ve vodé $patné rozpustné musi byt testovany v koncentracich az na hranici
rozpustnosti za pouziti vhodnych postupi. Pro netoxické latky ve vod& dobte
rozpustné se nejvy3si koncentrace testované latky uréuje pfipad od pripadu.

Buriky

Pro udrZovani kultur musi byt pouZito vhodné ristové médium, koncentrace CO,,
teplota a vihkost. Stabilizované bunécné linie musi byt pravidelné kontrolovany na
piitomnost Mycoplasmat.

Metabolickad aktivace

Pro primokultury hepatocyti se metabolicky aktivatni systém nepouZivi.
Stabilizované bunéiné linie a lymfocyty jsou exponovany testované latce
v pfitomnosti i nepfitomnosti vhodného metabolického aktivaéniho systému.

Vlastni experiment

PFiprava kultur

Stabilizovand bunééna linie se piipravuje ze zdsobni kultury (trypsinaci nebo
setfepanim bunék z povrchu kultivaéni nadoby), inokuluje se do kultivaénich nadob
ve vhodné hustoté a inkubuje pii 37 °C.

Kritkodobé kultury potkannich hepatocytll se pfipravuji tak, Ze se umoZni erstvé
isolovanym hepatocytim pfichytit se ve vhodném meédiu k povrchu kultivaéni
nadoby.

Kultury lidskych lymfocyri jsou zaloZeny pomoci vhodné metody.

Expozice kultur testované latce

Primarni hepatocyty potkana. Cerstvé isolované hepatocyty potkana jsou
exponovany testované laice v médiu obsahujicim H-TdR po vhodnou dobu. Po
ukonéené expozici je médium odstranéno, buniky promyty, fixovany a suSeny.
Sklicka jsou ponofena do autoradiografické emulse (altemativné milZe byt pouZit
stripping film), exponovana, vyvoléna, obarvena a vyhodnocena.

Stabilizované bunééné linie a lymfocyty

Autoradiografické techniky: Bunééné kultury Iisou exponovany testované ldtce po
vhodnou dobu a pak jsou vystaveny pisobeni "H-TdR. Doba pusobeni je zdvisla na
druhu testované latky, aktivit® metabolického systému a na typu bunék. K zachyceni
nejvyssiho vrcholu UDS je tieba SH-TdR pfidat soucasné s testovanou latkou, nebo
nekolik minut po expozici. Vybér mezi t€mito 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 hydroxyurey do kultivatniho média coz zpisobi inhibici
semikonzervativni replikace DNA.

Stanoveni UDS pomoci LSC: Pied expozici testované latce je tfeba blokovat vstup
bunék do S-fize, jak bylo shora uvedeno. Buiiky jsou pak exponovany testované
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latce jak bylo popsano pro autoradiografii. Na konci kultivace je DNA extrahovana
z bundk a stanoven celkovy obsah DNA a uréen rozsah inkorporace *H-TdR.

Jestlize jsou pouzity ve shora uvedenych metodich lidské lymfocyty, je
v nestimulovanych kulturdch suprese semikonzervativni replikace DNA zbytecna.

1.2.4  Analyza

1.2.4.1 Vyhodnoceni autoradiografie

Pti vyhodnocovani UDS v bunééné kultufe se jidra v S-fazi nehodnoti. Hodnoti se
nejméné 50 bunék v kazdém experimentdlnim bodé. Prepardty je tfeba zakddovat
pfed vyhodnocovanim. V kazdém preparatu se hodnoti nékolik nahodné vybranych
poli. MnoZstvi inkorporovaného *H-TdR v cytoplasmé se ur¢i v zén& o velikosti i
jader v cytoplasmé kazdé hodnocené buriky. ‘

1.2.4.2 Vyhodnoceni LSC

Pro stanoveni LSC UDS se pouzije ptiméfeny pocet kultur pro kaZdou koncentraci
testované latky a pro kontroly.

Vysledky musi byt potvrzeny v nezivislych experimentech.

UDAIJE
Udaje musi byt uvedeny v tabulkach.

o

[ L)
—

Vyhodnoceni autoradiografie

Rozsah inkorporace *H-TdR do cytoplasmy a pocet zm nalezenych mimo bunééné
jadro se zaznamenavaji oddélené.

Rozsah inkorporace H-TdR do cytoplasmy a podet zm v jadfe je hodnocen pomoci
priuméru, medianu a modu.

1~
(8]

Vyhodnoceni LSC

[nkorporace JH-TdR se zaznamenava jako dpm/pg DNA. Primémé hodnota
dpm/ug DNA spolu se smérodatnou odchylkou se pouzivaji k vyjadieni distribuce
inkorporace.

Udaje se vyhodnocuji vhodnymi statistickymi metodami.

ZAVERECNA ZPRAVA

(93]

L% ]
p—

Zprdva o prubéhu pokusu
Zprava o priub&hu pokusu obsahuje, je-li to mozné, informace o:

- pouzitych burikich, jejich hustoté a &islu pasdZe v dobé ovlivnéni kultury, po&tu
bunéénych kultur, -

- metodach pouzitych k udrzovani kultury, médiu, teploté, koncentraci COy,

- testované laice, rozpoustédle, koncentracich a zdivodnéni jejich vybéru
v experimentu, ,
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- metabolickém aktivaénim systému,

- pokusném schématu,

- positivnich 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/ii€inek, je-li to moZné,
- statistickém vyhodnoceni,

- diskusi vysledki,

- interpretaci vysledkﬁ:
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B.19 SCE - VYMENA SESTERSKYCH CHROMATID IN VITRO

METODA

Princip metody

SCE je kratkodoby test pro detekci reciprofnich vymén DNA mezi dvéma
sesterskymi chromatidami chromozému. SCE representuji vymény identickych
sekvenci DNA mezi replikacnimi produkty v identickych (homolognich) lokusech.
SCE pravdépodobné vyzaduje zlom a opétovné spojeni, ale je zatim malo znalosti
o molekularnim zakladé tohoto procesu. Detekce SCE vyZaduje diferenéni znadéeni
sesterskych chromatid. Toho se dosahuje inkorporaci bromodeoxyuridinu (BrdU) do
chromozomaini DNA na dobu dvou bunéénych cykli.

Sav¢i buiiky in vitro jsou exponovany testované litce v pfitomnosti i bez
pfitomnosti exogenniho metabolického aktivaéniho systému, je-li to potfebné.
Kultivuji se po dobu dvou replikaénich cykld v médiu obsahujicim BrdU. Ke konci
kultivace se buiiky ovlivni inhibitorem déliciho vieténka (napf. kolchicin)
k akumulaci bunék v c-metafizi mitézy. Po ukonceni kultivace jsou buriky
zpracovany a pfipraveny preparaty pro analyzu chromozomdi.

Popis metody

Ptiprava

Pouzivaji se primokultury, (lidské lymfocyty) nebo stabilizované bunééné linie
(ovaridlni buiiky ¢inského kietka). Bunécné linte musi byt kontrolovany z hlediska

"kontaminace Mycoplasmaty,

Pouzivaji se vhodna kultivaini média a kultivatni podminky (teplota, kultivaéni
nadoby, koncentrace COs a vlhkost),

Testovana latka se rozpousti, nebo suspenduje v kultivaérim médiu, nebo ve
vhodném rozpoustédle. Vyslednd koncentrace rozpoustédla nesmi vyznamné
ovlivnit zivotnost bunék, rychlost ristu nebo frekvenci SCE,

Buriky se exponuji testované latce v pfitomnosti i bez pfitomnosti vhodného
exogenniho savéiho metabolického aktivaéniho systému. Phipoudti se pouziti
bunéénych typl s vnitini (vlastni) metabolickou aktivitou, jestliZe drovent a
vlastnosti této aktivity jsou vhodné pro testovanou skupinu chemickych latek.

Experimentdlni podminky

Pocet kultur

Pro kazdy experimentalni bod se pouziji nejméné dvé kultury.

Negativni a pozitivai kontroly

V kazdém experimentu musi byt zafazeny positivni kontroly s latkami s primym
mutagennim uéinkem a latky vyZadujici metabolickou aktivaci. Dile musi byt
pouzita negativni kontrola s pouzitym rozpoustédlem.
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1.2.2.3°

Jako positivni kontrolu [ze pouZit:

- pfimo pisobici mutageny: etylmetansulfonat

- nepfimo plsobici mutageny: cyklofosfamid

Je-li tfeba, je mozZné zafadit dalsi positivni kontrolu ze stejné chemické skupiny jako
je testovana latka.

Koncentrace

Testuji se nejméné tfi davky. Nejvy33i koncentrace testované litky musi mit
signifikantni toxicky G¢inek, ale zarovenl musi umoznit adekvatni replikaci bunék.
Ve vodé relativné nerozpustné latky je tieba testovat aZ na hranici jejich
rozpustnosti za pouziti vhodnych postupl. Nejvy33i pouZitd koncentrace ve vodé
rozpustné netoxické latky se uréuje individudlné.

Popis postupu

Priprava kultur

Stabilizovand bunééni linie se pfipravuje se zasobni kultury (trypsinaci, nebo
setfepanim bunék z povrchu kultivaéni niddoby), inokuluje se do kultivaénich niadob
ve vhodné hustoté a inkubuje pfi 37 °C. Pro monovrstevné kultury se stanovi takovy
podet bunék v kultivaéni nadobé, aby na konci kultivace nevytvafely vice neZ
z 50 % konfluentni vrstvu. Lze také pouZit suspensnich kultur. Lidské lymfocytami
kultury se ptipravi z heparinizované krve b&mymi postupy a inkubuji pfi 37 °C.

~

Uxpozice kultur

Buriky jsou exponoviny testované litce v exponencidlni fazi ristu po vhodnou
dobu. Ve vétdiné pripadl stati jedna aZz dv& hodiny, ale expozice miZe byt
prodlouZena aZz na dva bunéiné cykly, je-li to tfeba. Buiky, které nemaji
dostateénou vlastni metabolickou aktivitu, musi byt exponovany testovanou latkou
v pritoinnosti i nepfitomnosti vhodného metabolického aktivaéniho systému. Na
konci expozice je testovand latka z média odstranéna, buiiky vymyty a dale
kultivovany v ristovém médiu s BrdU dva replikacni cykly. Alternativné mohou byt
buiiky exponovany soucasné s testovanou latkou a BrdU po dobu dvou buné¢nych
cyklu.

Lidské lymfocytdrni kultury jsou exponoviny testovanou litkou dokud jsou
v semisynchronizovanych podminkéch.

Buriky jsou analyzoviny v druhém mitotickém déleni po expozici testované latce,
ktera prob&hla v nejcitlivéj3im stadiu bunééného cyklu. V3echny kultury s BrdU je
tieba udrZzovat v temnu, nebo ve svétle zastinéné zarovky, aby se zabranilo fotolyze
DNA ve které je inkorporovany BrdU.

Zpracovani bunék

Jednu a? étyfi hodniny pred ukonéenim kultivace se do kultur pfidd inhibitor
déliciho vieténka (napF. kolchicin). Kazda kultura se zpracovava samostatné.
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1.2.3.4 Priprava prepardti a barveni

Prepardty se pfipravi standardni cytogenetickou technikou. Barveni preparath ke
znézoméni SCE mize byt provedeno né€kolika technikami (napf. fluorescenéni plus
Giemsa).

1.2.3.5 Analyza

LI

[F% ]
—

Pocet analyzovanych bunék je zavisly na spontdnni frekvenci SCE v kontrole.
Obvykle se hodnoti nejméné 25 dobfe rozprostienych metafizi na kazdou kulturu.
Preparaty musi byt zakédovany pfed analyzou. V lidskych lymfocytech se analyzuji
pouze metafaze s 46 centromerami. U stabilizovanych linii pouze metafize, které se
li8i 0 + 2 centromery od modainiho poétu centromer. Je tfeba stanovit, zda se budou

analyzovat SCE v oblasti centromery. Vysledky musi byt ovéteny v nezivislych
experimentech. .

UDAIJE

Udaje se zpracovévaji tabulkovou formou. Zaznamenava se polet SCE v kaZdé
metafézi a potet SCE/chromozém zvla$t pro kazdou metafézi v exponovanych i
kontrolnich skupinach.

Udaje se hodnoti vhodnymi statistickymi metodami.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o prubéhu pokusu
Zprava o prubéhu pokusu obsahuje, je-li to moZné, informace o:
- pouZitych buiikach, metodach pouzitych k udrZovani kultury,

- kultiva¢nich podminkach: sloZeni média, teploté, koncentraci CO,, koncentraci
testované latky, rozpoustédle, kultivaénich nidobéch, délce expozice, inhibitoru
mitozy a jeho koncentraci i jeho délce plisobeni, metabolickém aktivaénim systému,
positivnich a negativnich kontrolach,

- pottu kultur pro kazdy experimentalni bod,

- zplsobu pfipravy mikroskopickych preparath

- po¢tu analyzovanych metafazi (oddélen& pro kazdou kulturu)

- primémém pottu SCE/buriku a SCE/chromozém (oddélené pro kazdou kulturu
- kritériich hodnoceni SCE '

- zdGvodnéni vvbéru koncentraci

- vztahu davka/téinek, je-li to mozné,

- statistickém vyhodnoceni,

- diskusi vysledkd,

- interpretaci vysledku.



