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« Sekundarni a terciarni
konzumenti

e Druhy z fadu dravcu a
sov, Selmy — konecCny
clanek potravni pyramidy

* DelSi doba zivota —
potencial bioakumulace

e ? zakoncentrovani/
metabolizace latek v
potravnich retezcich
Savci — modelové
organismy pro humanni
toxikologii
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3 R PRINCIP

1959: Russel & Burch: “3Rs principle”

Replacem ent - nahrazeni in vivo experimentt alternativami
Reduction - snizeni poétu zvitat pro zjiSténi pozadovanych informaci
Refinement - snizeni bolesti a utrpeni

Ochrana zvirat a etika prace s laboratornimi zviraty

o Zakon €. 246/1992 Sb. na ochranu zvirat proti tyrani - novelizovan zakonem €.
359/2012

* Vyhlaska €. 207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zvirat, ve
znéni pozdéjSich predpisu

Smeérnice Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU o ochrane zvifat pouzivanych pro
védecke ucely

* pouziti minimalniho pocCtu zvirat, pfi nemz Ize zajistit spolehlivé vysledky, co nejSetrnéjsi metody

* upravuje odbornou pfipravu k ziskani kvalifikace a odborné zpUsobilosti pracovnikd provadéjicich
experimenty na zvifatech — musi absolvovat nalezité vzdélani a odbornou pripravu

Doporuceni Komise tykajici se pokynl pro umisténi zvifat pouzivanych pro pokusné a jiné
védeckée ucely a péci o né (2007/526/ES)
- stanovi podminky chovu a ochrany pokusnych zvifat
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Ochrana zvirat a etika prace s laboratornimi zviraty

statni organy ochrany zvirat v Ceské republice:
 ministerstvo zemeédeélstvi (www.eAGRI.cz)

Vybor pro ochranu zvirat pouzivanych pro védeckeé ucely (VOZPVU)

- poradenstvi, pokud jde o ziskani, chov a umisténi pokusnych zvifat, péci o né a pouzivani
pokusnych zvifat k pokusiim
http://eaqgri.cz/public/web/mze/ochrana-zvirat/kontakty/vybor-pro-ochranu-zvirat-pouzivanych-pro/

Ustiedni komise pro ochranu zvirat (UKOZ) - vybor pro ochranu pokusnych zvifat
(VOP2)
http://eagri.cz/public/web/mze/ochrana-zvirat/kontakty/ustredni-komise-pro-ochranu-zvirat/
https://www.svscr.cz/zdravi-zvirat/ustredni-komise-pro-ochranu-zvirat/

Organy statni veterinarni spravy
https://www.svscr.cz/zdravi-zvirat/

e pracovnici provadgjici experimenty na zvifatech musi byt drziteli osvédceni odborné
zpusobilosti pro praci s pokusnymi zvifaty podle 8 17 zakona 246/1992 Sb.

» pracovisté musi splhnovat podminky zakona 167/1993 Sb. o Statnim veterinarnim dozoru a
byt drzitelem akreditace uzivatelského zarizeni a osvédceni pro chovné a dodavatelské
zafizeni dle zakona 246/1992 Sb. v platném znéni (udéluje MZe)

» akreditované pracovisté - nezavisla odborna komise dle zakona - posuzuje a schvaluje

vSechny projekty pokusu podle pfedpisu, dohlizi, ovéfuje
Centrum pro vyzkum 8 .
(6) toxickych tatek odbornou zpusobilost
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Divoci ptaci v prostredi

Druhy citlivé na pesticidy, teézke
kovy, POPSs, sinicové toxiny

Predevsim rybozravé druhy —
vrchol potravniho retézce

* Vliv na centralni nervovy
system
e Zmeény chovani
e Poruchy smyslu
e Endokrinni ucinky
e Poruchy reprodukce
* Mortalita embryi
« Malformace embryi

q Snizeni reprodukéni kondice populaci
£R)
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Ptaci - skupina necilovych organismu pro pesticidy

 Primarni intoxikace
 Sekundarni intoxikace
 Udaje o toxicité latek pro ptaky jsou nenahraditelné
— akutni toxicita
— chronicka toxicita

Testy toxicity pro ptaky =

Cil: hodnoceni vlivu antropogennich kontaminantu (pesticidy ady.

podpora registrace takovych novych latek a pripravku, které:
 mohou pfedstavovat chronickou expozici ptaku
* jsou persistentni

e se mohou kumulovat v rostlinach a zviratech

» vykazaly vliv na reprodukci laboratornich savcu.
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ety ety el grEicion

OECD guidelines
Section 2: Effects on Biotic Systems |

« OECD GUIDELINES FOR TESTING OF
CHEMICALS

205, 1984: Avian dietary toxicity test
206, 1984: Avian reproduction test

223, 2016: Avian Acute Oral Toxicity Test
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EPA Series 850

Ecological Effects Test Guidelines

850.2000 Background and Special
Considerations - Tests with Terrestrial Wildlife

850.2100 Avian acute oral toxicity test
850.2200 Avian dietary toxicity test
850.2300 Avian reproduction test

850.2400 Wild mammal toxicity testing
850.2500 Field Testing for Terrestrial Wildlife

http://www.epa.gov/ocspp/pubs/frs/publications/Test_ Gu
Idelines/series850.htm
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OECD 205 Avian dietary toxicity test

Test akutni peroralni toxicity u ptak

Testovaci organismy: kifepelka japonska (Coturnix coturnix japonica),
bazant obecny (Phasianus colchicus),

(pfipadné: koroptev, vrana, kavka, Spacek, racek, vlastovka, kos,

drozd, pénice, holub, kané, postolka, volavka, kormoran).

Design:
ptaci ze stejné populace, 10-17 dni stafi, znamy puvod
Pfed testem min.7 dni aklimatizace, na zaCatku zvazeni jedincu,

(U volné zijicich ptaku: vecerni odlov, jedinec dostane pfi svitani jednorazoveé
davku v kapsuli).

Osvétleni 12 az 16 hodin denné
Expozice v potravé 5 dni (120 hodin), pak 3 dny krmna smés bez testovane latky

Min. 5 koncentraci latky v krmivu (limitni test 5000 ppm) — pfiprava rovhomernym
rozmisenim testovane latky se zakladni krmnou smeési

Pokud dochazi k amrti 7 a 8 den, prodlouzeni testu, az kdyz 2 dny po sobé bez
mortality, max. 21 dnu

10 jedincu na 1 klec
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Béhem testovani se sleduje: Y &8 » =
Priznaky intoxikace a abnormality v chovani 7/ ’
Mortalita .,% /
Hmotnost téla - 4

v OECD 205: 0.- 5., 8. den a na konci testu, je-li prodlouzen
Spotfeba krmiva

v OECD 205: 0.-5., 5.-8. den, 8.-posledni den testu, je-li prodlouzen

Vyhodnoceni:

doba od aplikace k prvnim pfiznakim toxicity

mortalita — LC50 (V OECD 205: 24hLC50, 48hLC50, 78hLC50, 96hLC50,
120hLC50)

doba potrfebna pro detoxikaci a obnoveni fyziologickych funkci

Validita testu:
Mortalita kontrolnich jedinct neprekrocila 10%
Koncentrace latky v krmivu neklesla pod 80%

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




OECD 223 (2016): Avian Acute Oral Toxicity Test

Sekvencni testovani — dle ucelu:

e (1) test limitni davky — pokud oCekavana nizka toxicita, davka
obvykle 2000 mg/kg, 5 ¢i 10 ptakd — porovnani s kontrolou

e (2) LD50-slope test — pokud je treba znat LD50 i sklon krivky
a/nebo konfidenéni interval, 3-4 stupné, 24-34 ptaku +
kontrola

e (3) LD50 test — pouze LD50, 2 stupné, 14 ptaku + kontrola

expozice gavazi - do volete nebo do zlaznateho zaludku
(proventriculus)

po davkovani ptaci pozorovani 14 dni

Centrum pro vyzkum
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Dose 5 birds at limit dose

v L4 v v
Outcome: 0 death Outcome: 1 death Outcome: 2-4 deaths Outcome: 5 deaths
L 4
Signs of toxicity Yes
1n survivors?

y

LDsp=limit

Yes

toxickych latek
v prostredi
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Dose 5 more
birds at limit

v

Mortality = 1/10?

No

Yy Vv

Y

Proceed to
Stage 2 of the

L~ 3| sequential design

Proceed to

Stage 1 of the
sequential design




Estimate LDso based on prior

knowledge Stage 1
(e.g., other studies or > 4 doses; 1bird/dose
limit dose test results)

.

Calculate working LDs, from Stage 1

A 4

Stage 2
LD -pnly test complete, 10 doses; 1 bird/dose

stopLa[l;ter Stage 2 and calculate/~ (study may start at Stage 2, depending on results from limit
50

dose test)

If 2 or more reversalg, calculate working If 0 or 1 reversals, calculate working
LDso and slope from Stages 1+2 LDs, from Stages 1+2
Stage 3a Stage 3b
2 doses; 5 birds/dose 5 doses; 2 birds/dose
If 2 or more reversals, or 2 or If 0 or 1 reversals and O or 1 partial Kills,
more partial kills calculate working LDs, from Stages 1+2+3b

A 4

Stage 4
5 doses; 2 birds/dose

L Dso-slope test complete; using all available data,
calculate final LDso, slope, and confidence intervals -~




Single-Dose Avian Embryotoxicity and Teratogenicity Test

Cil: stanoveni toxicity latky pfi pfimé aplikaci na
skorapku
Organismus - kachna divoka

Princip - pfima aplikace na skorapku (ropa, pesticidy,
DDT, PCB)

Vyhodnoceni:

 lihnivost

e nekrozy jater

e biochemické markery

* morfologické abnormality

e poruchy pohybu a metabolismu

Chick Embryotoxicity Screening Test (CHEST)-— podobné, aplikace do vajicka

©)
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Jegt reoracuerll taxieiy (O=CE) 20

Cil: stanoveni reprodukcni toxicity latky podavané rodiCovskym jedincim. Testy
zahrnuji uCinky na reprodukci, fertilitu a teratogenitu

Testovaci organismus :
kachna divoka, koroptev polni, kiepelka; 14 dni adaptace

Design:

« minimalné 3 koncentrace latky v potravé, dle pfedbéznych laboratornich testu (ryba,
krysa), nebo takové, které jsou 5x vySSi, nez aktualni koncentrace dle analyz

* Nejlépe dle vysledkt akutniho peroralniho testu toxicity (OECD 205) — nejvysSi
koncentrace cca Y2 LC10

Expozice pfipravena rovhomérnym rozmisenim testované latky se zakladni krmnou smeési
Ptaci v klecich v parech

Na kazdou koncentraci aspon 12 paru

 expozice zacCina 10 tydnu pfed hnizdénim a pokraCuje 1-3 mésice ve snaskove
sezbéné, indukce snasky prodlouzenim fotoperiody

e vejce jsou denné odebirany a uskladnény, kontrola prosvicenim proti prasklinam

o kazdy tyden Ci 14 dni dany na inkubaci v lihni
V 6.-14. dni kontrola prosvicenim

mkatemv;klﬂkubatoru do lihné (napf. u kifepelky 16.den)
( A& middata se chovajil4 dni na adekvatni dieté



Tast raorgeliianf teudeiny (O=CP) 208

V prubéhu testu se sleduje:

v mortalita dospélcu
v pfiznaky intoxikace
v"  hmotnost téla dospélcu
v produkce vajec
v vyskyt kiapek
v tloustka skoiapky
v oplozenost vajec
v lihniveost kurat
v hmotnost téla mlad’at
v spotieba potravy dospélci, mlad'aty
v makroskopické patologické vysetieni - dospélci

Vyhodnoceni:

e mortalita, poCet vajec, sila skorapky, % oplodnénych

* lihnivost, % zivych mladat po 3 a 14 dnech

 malformace, deformace oc¢i, mozku, nohou a kridel,

* biochemické parametry (bilirubin, AP, AST, GST, DNA adukty..)

©)
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Pokusna Mistnhost Dobra ventilace

» Regulace teploty, vihkosti (50-75%), *Plastove skruze
svételného rezimu (12-16 hod svétla) *Vyhievné zarizeni - kloboukova
kvocna, zavésna BIOS

— optimum dle druhu a stari organismu




Test atraktivnosti riiznych rodenticidu pro ptaky (BBA —
metodika)

(Biologische Bundesanstalt fur Land und Forstwirtschaft (BBA)
In Braunschweig, Germany)

- Zjistit, zda je testovana latka prijimana v mnozstvi, ktere zpusobuje
priznaky otravy nebo mortalitu

- prognoza rizika akutnich otrav ptaku v realnych podminkach

- venkovni voliery

- bazanti, kfepelky, holub domaci

- adaptace 1 tyden

- 16 hod. hladovéni, 8 hodin
expozice — 3x po sobe

Pak 14 dni pozorovaci doba

©)
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PozoroValrl]

1. hod expozicni faze
se ptaci pozoruji
trvale

e Nasledujicich 7 hod.
1x za hod.

e Cyklus se opakuje 3
dny po sobeée

 Na posledni expozicni
fazi navazuje 14
denni pozorovani

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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VYHOUROCERINEsSTY

 Test akutni perordalni toxicity (OECD 205)
LC50

e Test na atraktivitu (BBA-metodika)
pokusna zvirata (druh, puavod, vék)
popis voliér a podminky testu v€. udaju o pocasi

poznatky z pozorovani - jak byla pfijimana testovana
substance

zmeny v chovani, priznaky otravy
télesna hmotnost testovacich jedincu
mortalita a makroskopicky patologicky nalez

©)|:
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Testovani toxicity na savcich

Cela fada normovanych testu na laboratornich savcich

Vyuziti: medicina, farmacie, chemicky vyzkum, humanni
toxikologie....

CSN ISO
EC directive
e EPA

OECD

In vivo, in vitro testy, specifické ucinky — neurotoxicita,
teratogenita, genotoxicita, karcinogenita

Akutni, subakutni, chronicka toxicita

©)
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MyS
Potkan
Morce domaci (Cavia aperea)

Krecek zlaty-syrsky (Mesocricetus auratus)
Kralik domaci (Oryctolagus cuniculus)

Pes domaci (Canis familiaris)

- nejcasteéji plemeno beagle

ko€ka, miniprase, slepice, primati

Nejcastéji pouzivané :

my3i 54%

Potkani/krysi 39%

morcata 2%

kralici 2%
ostatni (psi, ko€ky, zaby, primati...) 3%

©)
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Laboratorni mys (Mus musculus, var.alba)
- Vyslechtény z divokého typu

- hmotnost 30-40g, vSezravec

- pohlavni dospélost v 6-ti tydnech

- délka brezosti 17-21 dni

- pocet mlad’at ve vrhu cca 12

- pocet vrhii za rok 8-12

- priumérna délka zivota 1,5 - 2r.

Laboratorni potkan (Rattus norvegicus, var.alba)
- VysSlechtén z divokého typu kfizenim s krysou

- hmotnost 250-400 g, vSezravec

- pohlavni dospélost v 12-ti tydnech

- délka brezosti 19-22 dni

- pocet mlad’at ve vrhu 8-16

- prumérna délka zivota 3r.

©)
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Péce o laboratorni zvirata

- Zpusob ustajeni

Volba druhu a kmene zvirat
- minimalné 2 druhy, podle charakteru testu

- pomér pohlavi 1:1
- stejny vék jedinci

- Pravidelna kontrola Velikost pokusnych skupin

zdravotlioieeel - podle potreb statistického zpracovani dat

- Kontrola jakosti krmiva - podle délky testu
pitné vody a podestylky
- Cistota Hladina davek a frekvence expozice
- Rezim pokusti - nej€asteji tri hladiny davek
zachovani zZivota
- stfredni — odpovida 1/10 max. davky

- frekvence — normalné 1x denné

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Typy expozice

Oralni - podani usty (oralng, per os, p.o.)
Dermalni - aplikace na kuzi
Inhalacni - podani vdechovanim

e dle toho se stanovuje oralni, dermalni, inhalacni toxicita
o u vysledku testu toxicity nutné vzdy uvadét expozicni cestu

AKUTNI
SUBCHRONICKE
CHRONICKE

ExpoziCni davka se zpravidla uvadi v prepocCtu na kg hmotnosti
organismu, pripadné na kg potravy

©)
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Vyhodnocované parametry

Siroké spektrum — nejcastéjsi :

 mortalita, biochemické parametry krve, telesna
hmotnost

* reprodukce, pocet a preziti mladych

 hmotnost organu

 histopatologické hodnoceni

o spermatogram, reprodukcni schopnost a aktivita

e sterilita

e mutace, mikrojadra, nadory

S
Q-_'o



NARIZENI KOMISE (ES) €. 440/2008

o kterym se stanovi zkusebni metody podle narizeni
Evropskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006
0 registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani
chemickych latek

« CASTA: METODY PRO STANOVENI FYZIKALNE-
CHEMICKYCH VLASTNOSTI

« CAST B: METODY STANOVENI TOXICITY A JINYCH
UCINKU NA ZDRAVI

« CAST C: METODY STANOVENI| EKOTOXICITY

©)=
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CAST B: METODY STANOVENI TOXICITY A JINYCH UCINKU

NA ZDRAVI

e B.l.a AKUTNIi ORALNI TOXICITA — METODA FIXNIi DAVKY

e B.1.b AKUTNIi ORALNI TOXICITA — METODA STANOVENI TRIDY AKUTNIi TOXICITY
e B.2 AKUTNi TOXICITA (INHALACNI)

e B.3 AKUTNI| TOXICITA (DERMALNI)

« B.4 AKUTNI TOXICITA: DRAZDIVE A LEPTAVE UCINKY NA KUZI

« B.5 AKUTNI TOXICITA: DRAZDIVE/LEPTAVE UCINKY NA OCI

« B.6 SENZIBILIZACE KUZE

e B.7 ORALNI TOXICITA (28DENNi OPAKOVANA APLIKACE)

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

« B.9 DERMALNI TOXICITA (28DENNi OPAKOVANA APLIKACE)

e« B.10 MUTAGENITA — ZKOUSKA NA CHROMOZOMOVE ABERACE U SAVCU IN
VITRO

e B.11 MUTAGENITA — ZKOUSKA NA CHROMOZOMOVE ABERACE V BUNKACH
KOSTNIi DRENE SAVCU IN VIVO

e B.12 MUTAGENITA — TEST SAVCICH ERYTROCYTARNICH MIKROJADER IN VIVO
e B.13/14 MUTAGENITA — ZKOUSKA NA REVERZNI MUTACE S BAKTERIEMI

e B.15 ZKOUSENI MUTAGENITY A SCREENING KARCINOGENITY — ZKOUSKA NA
GENOVE MUTACE U SACCHAROMYCES CEREVISIAE

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




GAST B: METODY STANOVENI TOXICITY..... (pokracovani)

e B.16 ZKOUSKA NA MITOTICKOU REKOMBINACI U SACCHAROMYCES CEREVISIAE
e« B.17 MUTAGENITA — ZKOUSKA NA GENOVE MUTACE V BUNKACH SAvVCU IN VITRO

e B.18 ZKOUSKA NA POSKOZENI A REPARACI DNA — NEPLANOVANOU SYNTEZU DNA —
V SAVCICH BUNKACH IN VITRO

« B.19 ZKOUSKA NA VYMENU SESTERSKYCH CHROMATID IN VITRO

e B.20 ZKOUSKA NA RECESIVNI LETALNI MUTACE VAZANE NA POHLAVI U
DROSOPHILA MELANOGASTER

« B.21 ZKOUSKY NA TRANSFORMACE SAVCIiCH BUNEK IN VITRO

e B.22 DOMINANTNI LETALN|{ ZKOUSKA NA HLODAVCICH

e B.23 ZKOUSKA NA CHROMOSOMOVE ABERACE VE SPERMATOGONIICH SAVCU
« B.24 SPOT TEST NA MYSICH

« B.25 ZKOUSKA NA DEDICNOU TRANSLOKACI U MYSI

« B.26 ZKOUSKA SUBCHRONICKE ORALNI TOXICITY NA HLODAVCICH (90DENNI
OPAKOVANA INHALACNI EXPOZICE NA HLODAVCICH)

e B.27 ZKOUSKA SUBCHRONICKE ORALNI TOXICITY STUDIE ORALNI TOXICITY NA
NEHLODAVCICH (90DENN|{ OPAKOVANA APLIKACE)

« B.28 STUDIE SUBCHRONICKE DERMALNI TOXICITY (90DENNi OPAKOVANA KOZNI
APLIKACE NA HLODAVCICH)

« B.29 STUDIE SUBCHRONICKE INHALACNI TOXICITY (90DENNI OPAKOVANA
INHALACNI EXPOZICE NA HLODAVCICH)

©)
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GAST B: METODY STANOVENI TOXICITY..... (pokragovani)

e B.30 ZKOUSKA CHRONICKE TOXICITY

e B.31 STUDIE PRENATALNI VYVOJOVE TOXICITY

e B.32 ZKOUSKA KARCINOGENITY

« B.33 KOMBINOVANA ZKOUSKA CHRONICKE TOXICITY A KARCINOGENITY

e B.34 JEDNOGENERACNI| ZKOUSKA TOXICITY PRO REPRODUKCI

« B.35 DVOUGENERACNI STUDIE REPRODUKCNI TOXICITY

e B.36 STUDIE TOXIKOKINETIKY

« B.37 POZDNi NEUROTOXICITA ORG. SLOUCENIN FOSFORU PO AKUTNi EXPOZICI

+ B.38 POZDNi NEUROTOXICITA ORGANICKYCH SLOUCENIN FOSFORU — 28DENNI
OPAKOVANA EXPOZICE

.« B.39 ZKOUSKA NA NEPLANOVANOU SYNTEZU DNA (UDS) V JATERNICH BUNKACH
SAVCU IN VIVO 378

 B.40 LEPTAVE UCINKY NA KUZI IN VITRO: ZKOUSKA TRANSKUTANNIHO
ELEKTRICKEHO ODPORU (TER)

« B.40.a LEPTAVE UCINKY NA KUZI IN VITRO: NA MODELU LIDSKE KUZE

e B.41 ZKOUSKA FOTOTOXICITY 3T3 NRU IN VITRO

e B.42 SENZIBILIZACE KUZE: S VYSETRENIM LOKALNICH LYMFATICKYCH UZLIN
e B.43 ZKOUSKA NEUROTOXICITY NA HLODAVCICH

« B.44 ABSORPCE KUZi: METODA IN VIVO

« B.45 ABSORPCE KUZi: METODA IN VITRO

©)
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OECD guidelines

- Section 4: Health Effects

402 Acute Dermal Toxicity 403 Acute Inhalation Toxicity

404 Acute Dermal Irritation/Corrosion

405 Acute Eye Irritation/Corrosion

406 Skin Sensitisation

407 Repeated Dose 28-day Oral Toxicity Study in Rodents

408 Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study in Rodents

409 Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study in Non-Rodents
410 Repeated Dose Dermal Toxicity: 21/28-day Study

411 Subchronic Dermal Toxicity: 90-day Study

412 Repeated Dose Inhalation Toxicity: 28-day or 14-day Study
413 Subchronic Inhalation Toxicity: 90-day Study

414 Prenatal Developmental Toxicity Study

415 One-Generation Reproduction Toxicity Study

416 Two-Generation Reproduction Toxicity Study

417 Toxicokinetics

418 Delayed Neurotoxicity of Organophosphorus Substances
Following Acute Exposure

419 Delayed Neurotoxicity of Organophosphorus Substances: 28-day

Repeated Dose Study

420 Acute Oral Toxicity - Fixed Dose Method

421 Reproduction/Developmental Toxicity Screening Test
422 Combined Repeated Dose Toxicity Study with the
Reproduction/Developmental Toxicity

423 Acute Oral toxicity - Acute Toxic Class Method
424 Neurotoxicity Study in Rodents

425 Acute Oral Toxicity: Up-and-Down Procedure
426 Developmental Neurotoxicity Study ~

427 Skin Absorption: In Vivo Method

428 Skin Absorption: In Vitro Method

429 Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay

430 In Vitro Skin Corrosion: Transcutaneous Electrical Resistance
Test (TER)

431 In Vitro Skin Corrosion: Human Skin Model Test

432 In Vitro 3T3 NRU Phototoxicity Test

435 In Vitro Membrane Barrier Test Method for Skin Corrosion
440 Uterotrophic Bioassay in Rodents: a short-term screening test
for oestrogenic properties

451 Carcinogenicity Studies (Original Guideline,

452 Chronic Toxicity Studies (Original Guideline, 453 Combined
Chronic Toxicity/Carcinogenicity Studies

471 Bacterial Reverse Mutation Test (Updated Guideline, adopted
473 In vitro Mammalian Chromosomal Aberration Test (Updated
Guideline,

474 Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test

475 Mammalian Bone Marrow Chromosomal Aberration Test

476 In vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test

478 Genetic Toxicology: Rodent Dominant Lethal Test

479 Genetic Toxicology: In vitro Sister Chromatid Exchange Assay
in Mammalian Cells

480 Genetic Toxicology: Saccharomyces cerevisiae, Gene Mutation
Assay

482 Genetic Toxicology: DNA Damage and Repair, Unscheduled
DNA Synthesis in Mammalian Cells in vitro

483 Mammalian Spermatogonial Chromosome Aberration Test

484 Genetic Toxicology: Mouse Spot Test

485 Genetic Toxicology: Mouse Heritable Translocation Assay

486 Unscheduled DNA Synthesis (UDS) Test with Mammalian Liver
Cells in vivo



Akutni oralni toxicita

- Skodlivy Géinek latky po oralni aplikaci jedné davky (per os,
kovovou sondou do zaludku), kratkodobé expozici, nebo po nékolika
davkach béhem 24 h

- Vychozi zkouSka pro dalSi toxikologickeé studie, stanoveni stupné
toxicity chemické substance

- Stfedni smrtelna davka LD50
- Doba pozorovani — min.14 dnu
- Nejvhodnéjsi zvire — potkan

- priznaky toxicity — zmény hmotnosti, vzhledu, ktize, srsti, oci,
sliznic, dychani a krevniho obéhu, vegetativniho a centralniho
nervového systému, motorické aktivity a chovani, vyskyt tresu, kreci,
slinéni, prajmu, letargii, spanku a kdomatu. Po ukonceni pitva,
histopatologické vysetreni.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Akutni oralni toxicita , Acute toxic class*

e OECD guideline 423

o 2 -4 kroky, v prvnim kroku je 3 zviratiim stejného pohlavi podana jedna
z davek 25, 200 nebo 2000 mg/kg

 podle reakce na prvni davku experiment pokracuje
— stejna davka zviratiim opacného pohlavi
— vySSi nebo nizsi davka zviratiim stejného pohlavi
— experiment kong¢i
« vysledkem testu neni presné ur€eni LD., , pouze zarazeni latky do tridy
toxicity

e OECD guideline 425

v prvnim kroku je 1 zvireti podana davka odpovidajici kvalifikovanému
odhadu LDg,

 pokud v 1 kroku zvife zemre (vykazuje zretelné projevy akutni
intoxikace) je dalSimu zvireti podana davka nizsi a naopak

* experiment pokracuje do nalezeni hrani€nich davek - z nich je proveden
presnéjsi odhad LD,

(6) Centrum pro vyzkum » vysledkem testu je presny odhad LD,

toxickych latek
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Akutni inhalacni toxicita

u plynnych latek, par a aerosoll

- stanoveni Skodlivych ucinkl latky v dychaném vzduchu

- stanoveni LC50 (mg/kg, ppm) — poloviéni letalni koncentrace
uhyn 50% zvirat po 4 hodinové expozici

- odstupnované davky - min. 3 koncentrace

- sledovani a popis ucinki

Akutni dermalni toxicita

» testovani latek, u nichz je predpokladana vyznamna kozni expozice

« sSkodlivy ucinek po kratkodobé dermaini aplikaci (mg/kg)

« stanoveni LD, sledovani a popis uéinkii

« |atka se nanaSi na na hrbet po depilaci - plocha cca 10% povrchu téla
 odstupnované davky (koncentrace)

« aplikace - roztok, suspenze, kaSe

 kralik, potkan, morce IN VITRO ALTERNATIVY

8)
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Testy subakutni toxicity

* obvykle 28 dni
e expozice 1x denné po celou délku testu - oralni, dermalni, nebo inhalaéni
« davky latky odvozeny od 1/10 LD,, koncentrace 1/10 LC.,z akutniho testu

Parametry sledované v prlibéhu pokusu.

 hmotnost, pfirustek, umrtnost, spotreba potravy a vody, chovani zvirete,
metabolismus, mechanismus a rychlost vylu€ovani, fyziologicka vySetreni,
biochemicka Setreni, reprodukcni schopnosti

Po ukonCeni pokusu se pokusna a kontrolni skupina utrati a provede se pitva a
cela rada vysetreni

 Podklady pro NOEL, NOAEL, LOAEL a jine, statistické vyhodnoceni

Subakutni oralni toxicita

» aplikace latky v potrave, ve vodé, sondou pfimo do zaludku
* min.10 zvifat (nejCastéji potkani), min. 3 hladiny davek
e pribézné sledovani, vazeni atd.

©)
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Subakutni inhalacni toxicita

» testované zvife v atmosféfe zkoumané latky 14 nebo 28 dnu
e narocné technické zabezpeceni, plynuly denni tok zkoumané latky
o v atmosfére 19% kysliku

 min. 20 zvirat (nejCastéji potkani), 3 skupiny pro 3 koncentracni hladiny,
pozorovani zmeén

Subakutni dermalni toxicita

» Skodlivy ucCinek latky po opakované denni aplikaci

« stanoveni hladiny ,nulového ucinku® (max. davka bez Skodliveého ucinku —
mg/kg)

» sledovani ,kumulacni toxicity” - Skodlivy uCinek opakované davky

* morce, kralik, depilace 10% povrchu téla, aplikace — kapalina, kaSe, prasek

* denni pozorovani zmeén na pokozce, srsti, oCich, sliznici; pohybove ustroji,
vaha, pfijem potravy.....

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Testy na subchronickou toxicitu

90 denni test, expozice oralni, dermalni ¢i inhalacni

» opakované podavani testované slouceniny

» expozice 1x denné po celou délku testu, moznost kumulace

« v CR — spolu s akutni toxicitou — poZzadovany pro vétsinu novych chemickych
latek

 velka vypovidaci schopnost, poznani cilovych organu, povahy tkariového nebo

organového poskozeni

 urCeni hladiny ,nulového ucinku®

3 hladiny davek, odvozeny od 1/10 LD50 nebo LC50

« zejména hlodavci (mys, potkan); test na 2 zivocCiS. druzich: 1 hlodavec a 1

zvire, které nepatfi do Fadu hlodavcu

V pribéhu pokusu se sleduje cela fada parametru — pfirastky hmotnosti,
spotfeba vody, zmény chovani, hematologie, klinicka chemie krve, moci

Na konci pokusu se zvirata utrati a provede se pitva a cela rada vysSetreni;
dukladné histopatologické vySetieni, tkanove léze, vahy organu
Podklady pro NOEL, NOAEL, LOAEL a jiné

©)
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Testy chronické toxicity

e pro zjisténi kumulacnich, mutagennich, karcinogennich a teratogennich
vlastnosti latek

» expozice probiha po vétSinu doby zivota laboratornino zvirete, experimentalnée
narocne, dlouhodobé testy, cca 2 roky
o expozice oralni, dermalni Ci inhalacni
» aplikovana latka — dobre prostudovana, v dostateCném mnozstvi na celou dobu
testu (stejna Sarze, stejna kvalita)
« dukladna péce o laboratorni zvifata (sterilizace podestylky, konstantni klima,
pravidelné stfidani period den-noc, kvalitni (analyzované) krmivo
e min. 2 druhy zvifat, 504 + 509 + kontrolni skupina 50 zvifat (253+ 25%)
« 3 hladiny davek
- nizka, na prahu ,nulového ucinku®
- stredni
- vysoka, na hranici intoxikace
* modelovani pracovniho prostfedi — 5x v tydnu + (,,volny vikend*)
e doba testu - potkani 24 mésicu, mysi, kfe¢ci 18 mésicu
e pozorovani, patobiochemické vysSetreni

©)
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Testy reprodukcni toxicity

e vicegeneracni studie

« cilem zjistit vliv latky nebo jejich metabolitt na reprodukci savcu (vlivy na nasledujici
generace).

» zkouSena latka je podavana samcum a samicim ve vhodné dobé pred kopulaci — aplikace
muze pokracovat aZz do dalSich generaci
» sleduje se toxicita pro rodice, vliv na fertilitu samcu i samic, zabfeznuti, uhnizdéni, doba

gravidity, porod, laktace, velikost vrhi, vaha a vitalita mladat, rust a vyvoj potomstva od
pocCeti do porodu pfes dospélost az k reprodukéni funkci potomku

o testy reprodukéni toxicity nejsou uréeny k detekci malformaci (zniCeni malformovanych
potomkl matkou = vyvojova toxicita).

Testy vyvojove toxicity - teratogenity

» vliv na prenatalni vyvoj, na pregnantni samice, vyvoj embrya a plodu, zmény embryonalniho
a fetalniho rustu, strukturalni zmény (embryoletalita, fetotoxicita).

» teratogenita = vznik malformaci, které mohou nebo nemohou byt slucitelné se zivotem

» aplikace zkoumané latky v odstuprfiovanych davkach po urcitou dobu - ¢ast gravidity
pokusnych zvirat (organogeneze)

* potkan, mys, kralik

* sleduje se toxicita pro matku, embryotoxicita — preimplantaéni ztraty + resorbce embrya,
pocet zivych plodu, vaha plodu, malformace pevnych a mékkych tkani, trvalé zmény
(strukturalni, funkéni) na embryu v obdobi vyvoje

Centrum pro vyzkum
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Testy genotoxicity

Zhodnoceni potencialu latek ptsobit na geneticky material bunék (DNA)
Sady in vitro testd

Standardni série testl (s/bez metabolickou aktivac)
— Test na genovou mutaci u bakterii (Amesdv test)

— In vitro test na chromosomalni poskozeni savcich bunek

— In vivo test na chromosomalni poskozeni haematopoetickych bunék
hlodavcl

« micronucleus test na savcich erytrocytech

o chromosomalni aberace bunék savci kostni drene

Centrum pro vyzkum
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Testy karcinogenity

Expozice v nizkych koncentracich, ale po dlouhou dobu (Casto po cely Zivot).
Testy karcinogenity by mely byt zvazovany:

« v pripadé pozitivnich vysledk{ testl genotoxicity v /n vitro a in vivo testech,
e u latek strukturalné pribuznych se znamymi karcinogeny,

« v pripadé, Ze vysledky dlouhodobé toxicity ukazuji na moznou karcinogenitu.
expozice po prakticky celou délku zivota (mysS a potkan > 1-2 roky)

test zahrnuje dvourocni studii u potkand a 18-ti mésicni studii u mysi, nebo
pouze u krys, a v pripade pozitivity i dalsi druh

minimalné 3 rizné davky- nejvyssi = vyrazna toxicita

v v s

Parametry: zmény chovani; vahy organu; patologie, histopatologie (klinicka
chemie)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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DEVSIRIEISYY

Imunotoxicita

« V pripadé, Ze studie chronické toxicity prokazi plsobeni zmén ve velikosti ¢i hmotnosti
lymfoidnich organt nebo histologické zmény v lymfoidnich tkanich, kostni dreni nebo
perifernich lymfocytech

Neurotoxicita

testy neurotoxicity jestlize:
« substance nélezZi do trid latek znAmych UcCinky neurotoxicity:
— organofosfaty — acetylcholinesteraza,
— pyrethroidy — zmény chovani, funkéni zmeény,
— karbamaty,
— avermektiny,

« se prokazuji v toxikologickych studiich histologické, biofyz. nebo biochem. zmény na
nervovem systemu.

Laboratorni zvirata: potkani

Toxikokinetické studie

cilem ukazat dosazené zatizeni organizmu (koncentraci v télnich tekutinach a tkanich)
ve vztahu k davce a k ¢asovému priibéhu studie

srovnat dosazenou expozici (hladiny v téle) s toxikologickymi nalezy v rliznych organech
Endokrinni disrupce - viz. Prednaka &.11

Centrum pro vyzkum
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Testovani novych léCiv

 behem ranych fazi se obvykle vytvori paleta chemikalii s
drobnymi odliShostmi a aplikuji se na zvirata — studuje
se pak farmakokinetika — jak je latka absorbovana,
distribuovana, metabolizovana a odstranena

» vysledky jdou co nejrychleji zpét k chemikum a cely
postup se opakuje
e pred pokusem na lidskych dobrovolnicich musi byt

— vyzkouseno na dvou druzich zvirat (zpravidla
hlodavec — nehlodavec)

— absorbce, distribuce, metabolismus a eliminace |écCiva
musi byt podrobné popsana

©)=
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Testovani novych lécCiv

In vivo farmacology

— zkouma se rovnez akutni toxicita u zvirat a simuluji se
ucCinky v pripadnem pouziti na lidech
— cilem je stanovit pomeér ucinnost/toxicita

e nevyhovujici farmakokinetika blokuje 60 — 70%
testovanych latek

e toxicita eliminuje dalSich 30%

* dnes rovnez toxikogenomika vyuzivajici DNA
microarrays/sekvenaci, kde se ukazi zmény mnohem
rychleji nez studovani biochemickych nebo
fyziologickych zmén na zvireti, které se projevi az za
radoveé 2 — 4 tydny

©)
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Testy toxicity na volne zijicich savcich

(EPA 850.2400 Wild mammal acute toxicity)

Cil: ovéfit v pfirodnich podminkach vysledky laboratornich testd na
hlodavcich
V pfipadé latek, které jsou primo vnaseny do pfirozeného prostredi druhu

Testovaci organismy: volné zijici hlodavci - mys, hrabos, zajic, kralik,
dale fretka, liska, lovna zvér, (US - norek, skunk, bobr) — vybrat dle
relevantnosti pro danou latku a prostredi aplikace

Design: 28 dnu expozice v klecich, pfirodni podminky, davkovani do
vody a potravy

Vyhodnoceni: mortalita, ovogeneze, spermatogram, reprodukcéni
aktivita, vyvoj embryi, biochemie krve a organu (slezina, jatra).

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Volné zijici savci jako model v biomonitoringu

rejsek maly (Sorex minutus)
rejsek obecny (Sorex araneus)
hrabos polni (Microtus arvalis)
nornik rudy (Clethrionomys glareolus)
mysice lesni (Apodemus flavicollis)

Studovana oblast -_
severozapadni Cechy

Krusné hory, Mostecka panev
30°42' N 13°36°

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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testy mutagennich vlivl vnéjSiho prostredi

aberace chromosomu v somatickych a pohlavnich bunkach
vyskyt mikrojader v somatickych bunkach
(mikronucleus test)
abnormality spermii

rezidua tézkych kovu

zakladni udaje z populacni ekologie
- abundance
- pomeér pohlavi
- populaéni struktura
- reprodukce
- denzita a produktivita

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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DalSi zdroje informaci z monitoringu/bioindikaci

e analyzy kosti a tuku dlouho Zijicich zvirat (vice nez 4 roky -
jelen, prase divoke, sparkata zver, vrany, kavky hnizdici na urc.
teritoriu)

» kolonialné hnizdici ptaci - rackoveé, kormorani a populace —
analyza vajec

* vnitfnosti lovné zvére (monitoring)

 odlov hraboSu z pfirody struktura populaci, vyvoj mladat —
mortalita, teratogenita

* bioakumulace PAU, PCB, DDT, TK....
* Dbiochemie+ genetika krve

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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