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SMERNICE KOMISE
ze dne 18. listopadu 1987,

kterou se po devité pfizpisobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o sblizovani
pravnich a spravnich p¥edpisiti tykajicich se klasifikace, baleni a oznacovini nebezpecnych litek

(88/302/EHS)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodaiského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 67/548/EHS ze dne
27. Cervna 1967 o sblizovdni pravnich a sprdavnich predpisi
tykajicich se klasifikace, baleni a oznacovani nebezpe¢nych
latek (*), ve znéni Sesté zmény podle smérnice 79/831/EHS (3,
a zejména na clanek 19 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze ¢l. 3 odst. 2 smérnice 67/548/EHS
stanovi, Ze fyzikdlné-chemické vlastnosti, toxicita a ekotoxicita
latek a piipravkd se stanovi podle metod specifikovanych
v piiloze V;

vzhledem k tomu, Ze ¢l. 3 odst. 1 smérnice 67/548/EHS
stanovi, Ze skute¢nd nebo potencidlni nebezpe¢nost pro Zzivotni
prostiedi bude hodnocena podle vlastnosti stanovenych
v piilohdch VII a VII;

vzhledem k tomu, Ze piiloha V, jak byla zavedena smérnici
84/449[EHS (°), obsahuje v soucasné dobé pouze zkusebni
metody pro vlastnosti uvedené v priloze VII a je tedy nezbytné
popsat zkusebni metody pro vlastnosti uvedené v priloze VIII;

vzhledem k tomu, Ze opatieni této smérnice jsou v souladu se
stanoviskem Vyboru pro pfizptsobeni technickému pokroku
smérnic pro odstranéni technickych ptekdzek obchodu na
tseku nebezpeénych latek a piipravkd,

() UFE vést. 196, 16.8.1967, 5. 1/67.
() UE vést. L 259, 15.10.1979, s. 10.
() Uk vést. L 251, 19.9.1984, s. 1.

PRIJALA TUTO SMERNIC:

Clanek 1

Text piilohy této smérnice se dopliuje do pilohy v smérnice
67/548EHS.

Cldnek 2
Clenské stity pfijmou a zveiejni predpisy nezbytné pro do-
sazeni souladu s touto smérnici nejpozdéji do 31. prosince

1988. Neprodlené o nich uvédomi Komisi. Budou tyto pfed-
pisy pouzivat nejpozdéji od 30. cervna 1989.

Cldnek 3
Tato smérnice je urcena clenskym statam.
V Bruselu dne 18. listopadu 1987.
Za Komisi

Stanley CLINTON DAVIS

clen Komise
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PRILOHA

Nize popsané zkusebni metody slouzi ke stanoveni nékterych toxickych a ekotoxickych vlastnosti uvedenych
v piiloze VIII smérnice Rady 79/831/EHS. Jsou zde popsdny zkuSebni metody vhodné pro stupe 1 a stupen 2 podle
piflohy VIII, nejsou vsak podle jednotlivych stupit rozdéleny.
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CAST B: METODY STANOVENI TOXICITY

OBECNY UVOD: CAST B

DLOUHODOBE STUDIE

Studie subchronické a chronické toxicity a studie karcinogenity

Charakterizace zkouSené litky a zkuSebni smési

Slozeni zkou$ené latky, véetné hlavnich necistot, a jeji relevantni fyzikdlné-chemické vlastnosti, véetné stélosti, by mély
byt zndmy pted zahdjenim jakékoli studie toxicity.

Fyzikdlné-chemické vlastnosti zkousené latky poskytuji dilezité informace pro vybér zplsobu podavani, pro ndvrh
kazdé jednotlivé studie a pro manipulaci se zkousenou ldtkou a jeji uchovévani.

Udaje o chemické struktuie a fyzikdlné-chemickych vlastnostech mohou téz poskytnout informaci o absorpénich
charakteristikich u pldnovaného zpisobu poddni a o moznostech metabolického zpracovini a distribuce latky
v tkdnich. Mohou téZ existovat tdaje o toxikokinetickych parametrech z pfedeslych studii toxicity
a z toxikokinetickych studif.

Zahdjeni studie by mél predchdzet vyvoj analytické metody pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni zkousené latky
(pokud mozno vcetné hlavnich necistot) v ddvkovacim médiu a v biologickém materidlu.

Pokusnd zvifata: vybér druhu a kmene

Vzhledem k tomu, Ze je nezbytné zvifata exponovat po dobu predstavujici pfevaznou &ast délky jejich Zzivota, existuje

zndm spontdnni vyskyt nemoci a tumort u kment pouzitych zvifat, jsou-li chovdny za srovnatelnych podminek.

Kmeny by mély byt dobfe charakterizovany a nesmi se u nich vyskytovat rusici vrozené vady. v tomto ohledu ma
urcitou vyhodu pouziti inbridnich zvifat nebo hybridd F1; jsou-li vSak k dispozici dostatecné pozadové tdaje
o outbridnich kmenech, mohou byt pouzity také zvifatech z definovaného zdsobniho chovu.

Péce o zvifata, podivini stravy a vody

Zkousky a studie na zvitatech musi byt provddény v souladu s vnitrostitnimi pfedpisy a musi pfi nich byt zohlednény
humdanni principy a mezindrodni vyvoj v oblasti ochrany zvifat.

Maji-li byt ziskdny smysluplné vysledky, je nezbytnd pifsnd kontrola podminek prostiedi a spravnd péce o zvifata.
Podminky chovu, chronickd choroba, medikamentdzni 1écba, necistoty ve stravé, vzduchu, vodé a stelivu a vieobecné
podminky chovu mohou vyznamné ovlivnit vysledky studii pfi opakované davce. Obecné by mél byt zndm tcinek
chemickych steriliza¢nich prostiedkd na studii.

Strava musi spliiovat veskeré pozadavky na vyzivu zkuSebniho druhu a nesmi obsahovat necistoty, které by mohly mit
vliv na vysledky zkousek. Hlodavci musi byt zdsobovani potravou a vodou ad libitum, pficemZz jim musi byt potrava
vyménovana alesponl jednou tydné. v soucasnosti se pouZivaji tfi typy stravy: béznd a syntetickd strava a rtzné druhy
specidlné slozené stravy.

Bez ohledu na zvoleny typ stravy musi dodavatelé periodickym sledovanim zarucit nutri¢ni hodnotu a obsah
kontaminujicich ldtek v zdkladni stravé a musi tyto informace poskytnout laboratofi s kazdou 3arzi potravy. Je vysoce
zddouci, aby byly zndmy Gcinky potravniho rezimu na metabolismus na vznik tumort a délku Zivota.
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Kromé toho muize zkusebni laboratoi provadét kontrolni analyzy stravy na slozky krmiva i nezddouci piimési véetné
karcinogent. Provadéji-li se takové analyzy, jejich vysledky se uchovaji a uvedou se v zdvérecné zprivé o kazdé
zkousené latce.

Béiné slozky stravy, o nichz je zndmo, Ze maji vliv na karcinogenezi (napf. antioxidanty, nenasycené mastné kyseliny,
selen) nesméji byt piitomny v rusivych koncentracich. Mozny vliv fady zndmych kontaminujicich litek obsazenych ve
stravé na posouzeni karcinogenity vyzaduje, aby byla u stravy vénovdna zvldstni pozornost piitomnosti reziduf
pesticidt, organochlorovych sloucenin, polycyklickych aromatickych uhlovodikd, estrogend, tézkych kovd, nitrosamint
a mykotoxintl.

Podavé-li se zkousend litka ve vodé nebo v potravé, je nezbytné provést zkousky stability. Na zdkladé zkousek stability
a homogenity fddné provedenych pied studiemi pfi opakované ddvce Ize stanovit, jak casto md byt strava pfipravovana
a sledovéna.

Pii sterilizaci stravy musi byt zndmy G¢inky takového oSetfeni na zkousenou latku a slozky stravy. v piipadé zjisténi
G¢inkd musi byt provedena vhodnd tprava.

P zkouskdch karcinogenity si musi byt experimentdtofi védomi mozné ptitomnosti kontaminujicich litek v pouzité
vodé. v zdsadé vyhovuje pitnd voda, pficemz by mélo byt zndmo jeji slozeni.

Koncentrace zkouSené litky ve stravé se upravuje podle ristu zvifat, aby se udrzoval piiblizné konstantni pifjem
zkouené litky na jednotku télesné hmotnosti.

Kontrolni a zkuSebni strava by mély mit pokud mozno podobnou nutri¢ni hodnotu. Je tedy tieba vzit v tivahu nutri¢ni
hodnotu zkousené latky ptimichané do stravy. Podle zkuSenosti by méné nez 5 % zkousené latky, kterd nemd vyZzivové

vlastnosti, nemélo mit vyznamngjsi vliv na nutri¢ni hodnotu stravy.

1. Inhala¢ni studie

Neni stanovena limitn{ zkouska, nebot nebylo mozné definovat jedinou limitni hodnotu pro inhala¢ni expozici.

2. Studie teratogenity

Zkusebni metody jsou primdrné zaméfeny na ordlni poddvani. v zévislosti na fyzikdlnich vlastnostech zkousené latky
nebo na pravdépodobném zpusobu expozice ¢lovéka lze pouzit jiné zplisoby podévani. v takovych piipadech se
zkusebni postup odpovidajicim zpiisobem upravi, pficemz se zohledni piislusnd kritéria 28dennich zkousek.

3. Toxikokinetika

Toxikokinetické studie pomdhaji pfi interpretaci a vyhodnoceni tidaji o toxicité. Tyto studie jsou uréeny k objasnéni
urcitych aspektd toxicity zkouSené chemické latky a vysledky mohou pomoci pfi pldnovéni dalsich studii toxicity.
Nepredpoklddd se, ze by bylo ve viech pfipadech nezbytné stanovit vSechny parametry. Pouze ve vzdcnych piipadech
bude nezbytné provést tiplnou fadu toxikokinetickych studif (studii absorpce, vylucovani, distribuce a metabolismu). Pro
ur¢ité slouceniny mohou byt vhodné zmény této fady nebo miize stacit studie s jedinou davkou.

Definice

Toxikokinetika: studie absorpce, distribuce, metabolismu a vyluCovani zkouSenych ldtek;

Absorpce: proces, kterym podand ldtka vstupuje do téla;

Vylu¢ovani: proces, kterym jsou podand litka a/nebo jeji metabolity vylouceny z téla;

Distribuce: proces, kterym je absorbovand ldtka a/nebo jeji metabolity rozdéleny v téle;

Metabolismus: proces, kterym je podand litka v téle strukturné ménéna enzymatickymi nebo neenzymatickymi

reakcemi;

4. Akutni a subakutni studie na druhém zvifecim druhu
Ucelem studie na druhém zvifecim druhu je doplnit zdvéry ucinéné z prvni zkousky.

V piipadé studie na druhém zvifecim druhu mohou byt pouzity jiz popsané metody nebo mohou byt upraveny pro
mensi pocet zvifat.
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5. Studie plodnosti

Je-li nezbytnd tfigeneracni zkouska reprodukce (plodnosti), mize byt popsand metoda dvougeneracni zkousky repro-
dukce rozsifena tak, aby pokryvala tieti generaci.

6. Studie mutagenity

Dopliujici zkousky mutagenity véetné screeningovych zkousek karcinogenity

V piiloze VIII smérnice se stanovi dopliwjici zkousky pro vySetfeni mutagenity nebo pro screening karcinogenity. Studie
uvedené v tomto oddilu mohou byt v zdsadé pouzity pro oba ucely.

Uvod

Prvni posouzeni mutagenni aktivity ldtky zahrnuje zkousku na genové (bodové) mutace v bakteriich a zkousku na
cytogenetické poskozeni savcich bunék (in vitro nebo in vivo); vhodné metody pro tuto zdkladni sadu byly popsiny
drive. Tento oddil se zabyva dopliujicimi zkouskami, které jsou vhodné pro ovéfeni ajnebo rozsifeni vysledkii zdkladni
sady a slouzi pro dalsi Gcely:

1. pro potvrzeni vysledkd ziskanych v zékladni sadé studii;

2. pro vySetieni ukazateld, které nebyly zahrnuty do zdkladni sady;

3. pro zahdjeni nebo prohloubeni studii in vivo.

Pro tyto ucely zahrnuji popsané zkousky eukaryotické systémy in vivo a in vitro a rozsifenou fadu biologickych
ukazateltl. Zkousky poskytuji informace o bodovych mutacich u organisma, které jsou sloZitéjsi nez bakterie pouzité

v zdkladni sad¢, a rozsifuji informace o schopnosti litky indukovat chromosomové aberace.

Jsou rovnéz popsdny zkousky na jiné ukazatele nez bodové mutace a chromosomové aberace. Poskytuji dopliujici
informace a mohou byt podle potieby zafazeny do zkusebnich schémat.

Obecné plati, Ze je-li zvazovan program dalsich studii mutagenity, mél by byt navrzen tak, aby poskytl prislusné
doplnujici informace o mutagennim a/nebo karcinogennim potencidlu latky.

Vybér studii, které mohou byt vhodné pro dany piipad, zdvisi na mnoha faktorech, véetné chemickych a fyzikdlnich
vlastnosti ldtky, vysledkti zdkladnich bakteridlnich a cytogenetickych zkousek, metabolického profilu latky, vysledki
dalsich studif toxicity a zndmych zptsobii pouziti ldtky. Pevné schéma vybéru zkousek je tedy nevhodné, s ohledem na
velky pocet faktort, které mohou vyZadovat zvdZeni. Urcité obecné zdsady vsak mohou slouZit jako voditko. Byla-li
zkouska v zdkladni sadé pozitivni, méla by byt mezi dopliikové studie zahrnuta alespon jedna zkouska umoznujici
hodnotit tentyZ geneticky ukazatel. Pokud byly obé zkousky v zdkladni sadé negativni, mély by byt jako dopliikové
zkousky obvykle provedeny zkousky na genové mutace a chromosomové aberace. MizZe byt rovnéz vhodné ziskat
doplnujici ddaje z indikdtorovych zkousek (viz niZe).

Metody pro tato vySetfovani jsou nize seskupeny na zaklad¢ jejich hlavniho (analyzovaného) genetického ukazatele:

Studie zkoumajici genové (bodové) mutace

Pro dalsi vySetfovani schopnosti ldtky vyvoldvat genové (bodové) mutace lze pouzit jednu z nésledujicich zkousek:
a) studie pfimé nebo zpétné mutace u eukaryotickych mikroorganismii (Saccharomyces cerevisiae);

b) studie piimych mutaci v sav¢ich bunkach in vitro;

¢) zkouska na recesivni letdlni mutace vdzané na pohlavi u Drosophila melanogaster;

d) zkouska na somatické mutace bunék in vivo, spot test na mysich.

Studie zkoumajici chromosomové aberace
Pro dalsi vySetfovani schopnosti ldtky vyvoldvat chromosomové aberace Ize pouzit jednu z nasledujicich zkousek:
a) cytogenetické studie na savcich in vivo;

Meéla by byt vzata v Gvahu analyza metafize bunék kostni dfené, pokud nebyla zafazena do zdkladniho vysetfeni
(studie zdkladni sady). Kromé toho muZe byt provedena také cytogenetickd analyza zdrode¢nych bunék in vivo;
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b) cytogenetickd studie na sav¢ich bunkdach in vitro, pokud nebyla zafazena do zdkladniho vySetfent;
¢) dominantni letdlni zkouska na hlodavcich;

d) zkouska na dédi¢nou translokaci u mysi.

Indikdtorové zkousky na ticinky na DNA

Jsou k dispozici metody, které poskytuji ditkaz nékterych Gcinkd na DNA, avsak jejich analyzovanym ukazatelem nejsou
ukazatele mutagennich G¢inkd. Tyto studie mohou podat dopliujici informace k vysledkiim studii mutagenity a mohou
byt uzitecné pii interpretaci takovych studif. v piipadé potieby mohou byt pro zkoumdni téchto jevii vhodné nasledujici
metody pouzivajici eukaryotické mikroorganismy nebo bunky savci:

a) mitotickd rekombinace u Saccharomyces cerevisiae;

b) poskozeni a reparace DNA — nepldnovand syntéza DNA v sav¢ich buikach — in vitro;

¢) vyména sesterskych chromatid v sav¢ich bunkach — in vitro.

Jiné indikdtorové metody vySetfovdni karcinogenniho potencidlu

Zkousky na transformaci savcich bunék umoziuji méfit schopnost litky vyvolat zmény morfologie a chovani
v bunénych kulturdch, u nichz se predpoklddd, Ze souviseji s maligni transformaci — in vivo. PouZzity mohou byt riizné
typy bunék a roznd kritéria transformace.

Posouzeni rizika dédicnych icinkii u savcii

Existuje nékolik metod pro méfeni dédicnych wcinkd vyvolanych genetickymi (bodovymi) mutacemi u savcid
(napf. zkouska na specifické umisténi gent v chromosomu u mysi()) nebo pro chromosomové aberace
(napf. zkouska na prenosné translokace u mysi). Tyto metody lze pouzit pro odhad mozného genetického rizika, které
ldtka pfedstavuje pro ¢lovéka. Vzhledem ke slozitosti téchto zkousek a k vysokému nezbytnému poctu zvifat, zejména

pro zkousku na specifické umisténi genti v chromosomu, je viak nezbytné dobré zdivodnéni pied provedenim téchto
studi.

(') Zkouska na specifické umisténi gentt v chromosomu u mysi (neni zafazena do tohoto dokumentu) miize byt pouzita pro méfeni
mutace zdrodecnych bunék v prvni generaci po expozici mutagenni ldtce. Zkouska umoziiuje detekovat a kvantifikovat genetické
zmény, které vedou ke zméndm v genovém produktu a projevuji se viditelnym fenotypem.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSKA SUBCHRONICKE ORALN{ TOXICITY

(90DENNI OPAKOVANA ORALNI APLIKACE NA HLODAVCICH)

METODA

Uvod

Viz obecny dvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ast B.

Referencni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

ZkouSend latka se denné¢ ordlné¢ poddvd v odstupniovanych davkich nékolika skupindm pokusnych zvifat
(hlodavct); kazdé skupiné se podavd jedna troven davky 90 dndi. v pribéhu obdobi poddvani se zvifata kazdy
den pozoruji, aby se zjistily pfiznaky toxicity. Zvifata, kterd v prubéhu zkousky uhynula, i zvifata, kterd do
konce zkousky pfezila, se pitvaji.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Piiprava

Nejméné pét dni pred zkouskou jsou zvifata chovdna v podminkdch chovu a krmeni, v jakych budou béhem
experimentu. Pfed zkouskou se provede ndhodny vybér zdravych mladych zvitat, kterd se pfifadi do
experimentdlnich a kontrolnich skupin.

Zkousenou ldtku Ize poddvat v potravé, sondou, v kapslich nebo v pitné vodé. Mohou byt pouzity i jiné
prostedky poddvani. VSem zvifatim se zkouSend litka podavd po celou dobu zkousky stejnou metodou.
Pouziva-li se pro usnadnéni aplikace vehikulum nebo jind piisada, musi o nich byt zndmo, Ze nemaji toxické
ucinky. Podle moznosti lze pouzit divéjsi tdaje.

Zkusebni podminky
Pokusnd zvitata

Prednostné se pouzivd potkan, pokud neexistuji divody proti tomu. Pouziji se mladd zdravd zvifata bézné
uzivanych laboratornich kment, v idedlnim pfipadé by na pocdtku podavani latky méli byt potkani mladsi nez
6 tydnd, v zddném piipadé by neméli byt starsi nez 8 tydni. Na zacitku studie by nemély odchylky
hmotnosti pouzitych zvifat piekrocit £20 % stfedni hodnoty. Provadi-li se subchronickd ordlni studie jako
piedbéznd studie pfed dlouhodobou studii, mél by byt v obou studiich pouzit stejny Zivocisny druh a kmen.

Pocet a pohlav{

Pro kazdou droven ddvek se pouzije nejméné 20 zvitat (10 samic a 10 samct). Samice musi byt nullipary
a nesméji byt bfezi. Pokud se budou zvifata usmrcovat v priabéhu studie, zvysi se celkovy pocet o pocet
zvifat, kterd budou usmrcena pfed ukoncenim studie. Kromé toho miize byt satelitni skupiné 20 zvitat
(10 zvifat kazdého pohlavi) poddvina vysokd troven ddvky po dobu 90 dnti a 28 dnd po poddvdni se
pozoruje vratnost, pietrvavani nebo zpozdény vyskyt toxickych tcinkd.
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Urovné ddvek

Meély by byt pouzity nejméné tii trovné ddvek a jedna kontrolni skupina. S vyjimkou podavani zkousené latky
se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné jako se zvifaty v experimentalni skupiné. Pouzivd-li se pro
usnadnéni aplikace vehikulum, podéva se kontrolni skupiné stejnym zptisobem jako pokusnym skupindm, a to
ve stejném mnozZstvi, jaké obdrzi skupina, které se aplikuje nejvyssi ddvka. Nejvyssi aroven davky by méla mit
za ndsledek toxické Gcinky, ale neméla by zptsobit zddnd uhynuti nebo by méla mit za ndsledek maly pocet

u clovéka, md nejnizsi dévka tuto hodnotu prekracovat. v idedlnim pifpadé by stfedni droven davky méla
vyvolat minimélni pozorovatelné toxické tcinky. Pouzije-li se vice nez jedna mezilehld troven dévky, mély by
se trovné lisit tak, aby vyvolaly odstupfiované toxické dcinky.

Ve skupindch s nizkou a stfedni drovni dévky a v kontrolnich skupindch by méla byt cetnost uhynuti nizka,
aby bylo mozné provést smysluplné hodnoceni vysledkd.

Podédvé-li se zkousend litka v potravé, mize se pouZit bud konstantni koncentrace v potravé (v ppm nebo
mg-kg! potravy), nebo konstantni ddvkovédni vzhledem k télesné hmotnosti zvifete; pouzitd moznost musi byt
specifikovana. Podava-li se litka sondou, mélo by se tak stdt kazdy den pfiblizné ve stejnou dobu. Davkovani
by se mélo podle potieby v pravidelnych intervalech (tydennich nebo ¢trndctidennich) prizptsobovat, aby bylo
konstantni vzhledem k télesné hmotnosti zvitete.

Limitni zkouska

Pokud 90denni zkouska provedend niZe popsanou metodou nevyvold zadné toxické ucinky pfi drovni ddvky
1000 mgkg' télesné hmotnosti za den nebo pii vyssi ddvce odpovidajici mozné expozici cloveka, je-li zndma,
neni dal3i zkouseni potfebné. Podavé-li se ldtka o nizké toxicité v potravé, je tfeba zajistit, aby ani aplikované

mnozstvi ani dal3i vlastnosti zkousené ldtky nebranily normalni vyzivé zvifat.

Doba pozorovani

Vsechna zvifata se pozoruji denné a zaznamendvaji se zndmky toxicity véetné doby ndstupu, zdvaznosti
a trvani. Zaznamenaji se doba uhynuti a cas, ve kterém se objevily a opét odeznély toxické Gcinky.

Postup

Zkousend litka se v idedlnim piipadé zvifatim poddvd sedm dni v tydnu po dobu 90 dnd. Zvifata
v satelitnich skupindch, kterd jsou urcena k ndslednému pozorovani, se pozoruji dalsich 28 dnii bez aplikace,
aby se posoudilo zotaveni z otravy nebo pfetrvavani toxickych Gcinkd.

Pozorovani v kleci zahrnuje zmény ktze, srsti, oci, sliznic, dychdni a krevnitho obéhu, zmény funkce
autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovdni. Méfeni spotfeby potravy
(a spotieby vody pii podavani zkousené ldtky v pitné vod¢) a hmotnosti zvifat se provadéji tydné. Je tieba
zajistit pravidelnou kontrolu zvifat, aby pokud mozno nedochdzelo ke ztrdtdim zvifat napf. v disledku
kanibalismu, autolyzy tkéni nebo chybného zafazeni.

Na konci zkousky se vSechna zvifata, kterd prezila, s vyjimkou satelitnich skupin, pitvaji. Zvifata nalezend
v agénii se vyfadi, humdnné utrati a pitvaji.

U vsech zvifat v¢etné kontrolnich se obvykle provadéji nasledujici vysetfeni:

a) oftalmologické vysetfeni oftalmoskopem nebo rovnocennym vhodnym piistrojem se provede pred poddnim
zkousené litky a na konci studie nejlépe u viech zvifat, alespon viak u skupiny s nejvyssi déavkou
a u kontrolnich skupin. Jsou-li zji§tény o¢ni zmény, vySetii se vSechna zvitata;

b) na konci zkousky se provede hematologické vysetieni, které md zahrnovat stanoveni hematokritu,
koncentrace hemoglobinu, poctu erythrocytt, celkového a diferencidlntho poctu leukocytl a testy srazlivosti
krve, zméfi se napiiklad doba srazlivosti, prothrombinovy cas, thrombinovy ¢as nebo pocet trombocytd;

(e}
~

na konci zkousky se provede biochemickd analyza krve. Pro tyto studie je vhodné analyzovat koncentraci
elektrolytti, metabolismus glycidd, funkci jater a ledvin. Vybér specifickych zkousek bude urcen pozorova-
nim zptsobu G¢inku latky. Navrhovand vysetfeni zahrnuji stanoveni vdpniku, fosforu, chloridd, sodiku,

drasliku, glukézy na lacno (délka doby hladovéni se voli podle Zivocisného druhu), hladiny sérové
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glutamdt-pyruvdt transaminasy ('), glutamdt-oxalacetdt transaminasy (%), ornitindekarboxylasy, gama-glutamyl-
transpeptidasy, dusiku mocoviny, albuminu, kreatininu, celkového bilirubinu a celkovych bilkovin v séru.
Mezi dal$i stanoveni, kterd mohou byt nezbytnd pro spravné toxikologické hodnoceni, patii stanoveni
lipid, hormond, acidobasické rovnovihy, methemoglobinu a aktivity cholinesterasy. Daldi biochemické
analyzy mohou byt pouzity, je-li nezbytné provést 3irsi vySetfeni pozorovanych t¢inkd;

d) analyza moci se bézné nevyzaduje, provadi se pouze na zdkladé ocekdvané nebo pozorované toxicity.

chemickych parametrti jesté pred zacitkem aplikace.

Pitva

U viech zvitat se provede pitva zahrnujici zevni prohlidku povrchu téla, viech télnich otvord, lebni, hrudni
a bfisni dutiny vcetné jejich obsahu. Jatra, ledviny, nadledviny a varlata se co nejdiive po sekci zvazi, aby
nedoslo k vysychdni.

Nisledujici orgdny a tkdné je tieba piechovdvat ve vhodném médiu s ohledem na moZznd pozd&jsi
histopatologickd vysetfeni: viechny tkdné s makroskopickymi lézemi, mozek — v fezech medula/pons, kiira
mozku a mozecku, podvések mozkovy, stitnd Zzldza/ptistitnd téliska, vSechny thymické tkdng, pradusnice
a plice, srdce, aorta, (slinné Zzlazy), jitra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka b¥isni, gonddy, déloha (pfidatné
pohlavni organy), (kdze), jicen, zaludek, dvandcternik, jejunum, ileum, caecum, tracnik, kone¢nik, mocovy
méchyt, reprezentativni lymfatické uzliny, (sami¢i mléénd zldza), (stehenni sval), periferni nerv, hrudni kost
s kostni dfeni, (oci), (kost stehenni v¢etné kloubnich ploch), (micha ve tfech trovnich — kr¢ni, stfedni hrudni
a bederni) a (slzné zlazy). Tkdn¢ v zdvorkdch se vySetiuji pouze v pifpad¢, Ze lze na jejich postizeni usuzovat
z piiznakd toxicity nebo pokud souviseji s cilovym orgdnem.

Histopatologickd vysetien{

a) Uplné histopatologické vysetfeni orginti a tkdni se provede u viech zvifat skupiny, které byla podina
nejvyssi dévka, a u zvifat kontrolni skupiny.

b) Vysetii se vSechny makroskopické léze.

) Vysetii se cilové organy v jinych ddvkovych skupindch.

d) Plice zvifat ve skupindch s nizkou a stfedni ddvkou se histopatologicky vysetii k zjisténi pfiznaka infekce,
nebof to umoziuje vhodné posouzeni zdravotntho stavu zvifat. Zvazi se histopatologické vysetfeni jater
a ledvin u téchto skupin. Dalsi histopatologickd vySetfeni se u zvifat téchto skupin nemusi provddét
rutinné, musi se vSak provést vzdy na orgdnech, na kterych byly zjistény léze ve skupiné s vysokou
davkou.

¢) V piipadé pouziti satelitni skupiny se provede histopatologické vySetieni tkdni a orgdnd, na kterych byly
pozorovény G¢inky u exponovanych skupin.

UDAJE

Udaje se shrnou do tabulky, pricem? se uvede u kazdé experimentdlni skupiny pocet zvifat na zacitku

zkousky, pocet zvifat vykazujicich 1éze a procento zvifat vykazujicich jednotlivé typy lézi. Vysledky se
vyhodnoti vhodnou statistickou metodou. MiZe byt pouzita jakdkoli uzndvand statistickd metoda.

ZPRAVY

Protokol o zkousce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:
— zZivocisny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, strava,

— zkudebni podminky,

— drovné ddvek (véetné vehikula, pokud je pouzito) a koncentrace,

— udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a davky,

(") Nyni zndmé jako alaninaminotransferasa.
() Nyni zndma jako aspartitaminotransferasa.
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— droven bez G¢inku, pokud ji lze stanovit,

— doba uhynuti béhem experimentu, pfipadné tdaj o preziti zvifat do konce sledovdni,
— popis toxickych nebo jinych Gcinka,

— doba, kdy byly pozoroviny jednotlivé abnormdlni pfiznaky, a jejich dalsi vyvoj,

— udaje o spotfebé potravy a o télesné hmotnosti,

— oftalmologické nlezy,

— provedend hematologickd vysetfeni a jejich vysledky,

— provedend biochemickd vySetfeni a jejich vysledky (véetné vysledka piipadnych analyz moci),
— pitevni nélezy,

— podrobny popis vSech histopatologickych nalezt,

— statistické vyhodnoceni vysledkd, kde je to mozné,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

3.2 Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢ist B.

4. LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ast B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSKA SUBCHRONICKE ORALN{ TOXICITY

(90DENNI OPAKOVANA ORALNI APLIKACE NA NEHLODAVCICH)

METODA

Uvod

Viz obecny dvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ist B.

Referenéni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Zkousend latka se denné¢ ordlné¢ poddvd v odstupniovanych davkich nékolika skupindm pokusnych zvifat
(nehlodavctl); kazdé skupiné se poddva jedna droven ddvky 90 dnu. v pribéhu obdobi podavéni se zvifata
kazdy den pozoruji, aby se zjistily ptiznaky toxicity. Zvifata, kterd v pribéhu zkousky uhynula, i zvitata, kterd
do konce zkousky prezila, se pitvaji.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Piiprava

Nejméné pét dni pred zkouskou jsou zvifata chovdna v podminkdch chovu a krmeni, v jakych budou béhem
experimentu. Pred zkouskou se provede ndhodny vybér zdravych mladych zvitat, kterd se pfifadi do
experimentdlnich a kontrolnich skupin.

Zkousenou litku lze poddvat v potravé nebo miize byt vhodné&jsi podavani v kapslich. Mohou byt pouzity jiné
zpusoby ordlniho poddvini. VSem zvitatim se zkouSend ldtka poddvd po celou dobu zkousky stejnou
metodou. Pouziva-li se pro usnadnéni aplikace vehikulum nebo jind piisada, musi o nich byt zndmo, Zze

nemaji toxické dcinky. Podle moznosti Ize pouzit divéjsi ddaje.
Zkusebni podminky
Pokusnd zvifata

Obvykle se jako zivocisny druh — nehlodavec — pouzivd pes, pficemz se ddvd piednost definovanému plemeni.
Mohou byt pouzity jiné druhy nehlodavct. Pouziji se mladd zdravd zvifata; v piipadé psti se s poddvanim
zatne ve véku od Ctyf do Sesti mésici a ne pozdéji nez v deviti mésicich veéku. Provadi-li se zkouska
subchronické ordlni toxicity jako predbéznd studie pred dlouhodobou zkouskou, mél by byt v obou zkouskich
pouzit stejny zivocisny druh a plemeno.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou troven ddvek se pouzije nejméné osm zvifat (Ctyfi samice a Ctyfi samci). Pocet zvifat na konci
pokusu musi byt takovy, aby umoznil vyhodnoceni toxickych aéinkd.

Urovné divek

Meély by byt pouzity nejméné tii trovné ddvek a jedna kontrolni skupina. S vyjimkou podavani zkousené latky
se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné jako se zvifaty v experimentdlni skupiné. Nejvyssi droven
davky mé vyvolat toxické G¢inky, avak nezpusobit zddnd uhynuti. Nejniz§i Groven davky by neméla vyvolat
7ddné piiznaky toxicity.
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Pokud existuji odhady expozice u clovéka, md nejnizsi ddvka tuto hodnotu prekracovat. v idedlnim piipadé by
stiedni drovenl ddvky méla vyvolat minimdlni pozorovatelné toxické tcinky. Pouzije-li se vice nez jedna
mezilehld droven ddvky, mély by se trovné lisit tak, aby vyvolaly odstupnované toxické dcinky.

Ve skupiné s nizkou a stfedni trovni ddvky a v kontrolni skupiné by k uhynuti rovnéz nemélo dochdzet.

Poddva-li se litka o nizké toxicité v potravé, je tieba zajistit, aby ani aplikované mnozstvi, ani dalsi vlastnosti
zkousené ldtky nebrdnily normdlni vyzivé zvifat.

Podéva-li se zkouSend litka v potravé, miize se pouzit bud konstantni koncentrace v potravé (v ppm nebo
mgkg? potravy), nebo konstantni ddvkovani vzhledem k télesné hmotnosti zvifete; pouZitd moznost musi byt
specifikovana. Podavé-li se latka piimo, napiiklad v kapslich, mélo by se tak stit kazdy den piiblizné ve
stejnou dobu a divkovani by se mélo podle potieby v tydennich intervalech piizptsobovat, aby bylo
konstantni vzhledem k telesné hmotnosti zvifete. Provadi-li se zkouska subchronické ordlni toxicity jako
piedbéznd zkouska pred dlouhodobou zkouskou, méla by byt obvykle v obou studiich pouZita stejnd strava.

Limitni zkouska

Pokud 90denni zkouska provedend nize popsanou metodou nevyvold zddné toxické dcinky pifi drovni ddvky
1000 mgkg" télesné hmotnosti za den nebo pii vyssi dévce odpovidajici mozné expozici ¢loveka, je-li zndma,
neni dal3i zkouSeni potiebné. Poddvd-li se litka o nizké toxicité v potravé, je tieba zajistit, aby ani aplikované
mnozstvi ani dal3i vlastnosti zkousené latky nebranily normalni vyzivé zvifat.

Doba pozorovani

Vsechna zvifata se pozoruji denné a zaznamendvaji se zndmky toxicity véetné doby ndstupu, zdvaznosti
a trvani. Zaznamenaji se doba uhynuti a cas, ve kterém se objevily a opét odeznély toxické Gcinky.

Postup

Zkousend latka se v idedlnim piipadé zvifatim podavd sedm dni v tydnu po dobu 90 dnd. Poddvi-li se viak
litka jingm zptsobem nez v potravé, povazuje se z praktickych divodd za pfijatelné poddvat litku 5 dnf
v tydnu.

Pozorovéni zahrnuje zmény kuaZze, srsti, o&i, sliznic, dychdni a krevniho obéhu, zmény funkce autonomni
a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovdni, av§ak neomezuje se pouze na né. Méfeni
spotieby potravy (a spotfeby vody pii poddvani zkousené litky v pitné vodé) a hmotnosti zvitat se provadéji
tydné.

Nejméné jednou denné se provadéji peclivd Klinickd vySetfeni s vhodnymi opatfenimi k minimalizaci ztrdt
zvifat pro zkousku. Po ukonceni doby expozice se pitvaji viechna zvifata, kterd piezila. Zvifata nalezend
v agénii se vyfadi, humdnné utrati a pitvaji.

U v3ech zvifat v¢etné kontrolnich se obvykle provadéji nasledujici vysetfeni:

a) oftalmologické vysetieni oftalmoskopem nebo rovnocennym vhodnym piistrojem se provede pted pod-
dvanim zkousené latky a na konci studie nejlépe u viech zvifat, alespor vSak u skupiny s nejvyssi davkou a
u kontrolnich skupin. Jsou-li zji§tény oéni zmény, vySetii se viechna zvitata;

=

na zacitku zkousky, poté bud v mési¢nich intervalech, nebo uprostied zkousky a poté na konci zkousky se
provede hematologické vySetfeni, které ma zahrnovat stanoveni hematokritu, koncentrace hemoglobinu,
poctu erythrocytd, celkového a diferencidlntho poctu leukocytl a testy srazlivosti krve, zmé# se napiiklad
doba srézlivosti, prothrombinovy cas, thrombinovy ¢as nebo pocet trombocytd;

¢) na zacitku zkousky, poté bud v mési¢nich intervalech, nebo uprostted zkousky, a poté na konci zkousky
se provede biochemickd analyza krve. Pro tyto studie je vhodné analyzovat koncentraci elektrolytd,
metabolismus glycidd, funkci jater a ledvin. Vybér specifickych zkousek bude urcen pozorovinim zptsobu
ucinku latky. Navrhovand vysetfeni zahrnuji stanoveni vdpniku, fosforu, chloridt, sodiku, drasliku, glukézy
na la¢no (délka doby hladovéni se voli podle Zivocisného druhu nebo plemene), hladiny sérové glutamat-
pyruvat  transaminasy ('),  glutamdt-oxalacetit  transaminasy (),  ornitindekarboxylasy, = gama

(") Nyni zndmé jako alaninaminotransferasa.
() Nyni zndma jako aspartitaminotransferasa.
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-glutamyltranspeptidasy, dusiku mocoviny, albuminu, kreatininu, celkového bilirubinu a celkovych bilkovin
v séru. Mezi dalsi stanoveni, kterdi mohou byt nezbytnd pro sprdvné toxikologické hodnoceni, patii
stanoveni lipiddi, hormont, acidobasické rovnovahy, methemoglobinu a aktivity cholinesterasy. Dalsi
biochemické analyzy mohou byt pouzity, je-li nezbytné provést $irsi vySetieni pozorovanych dcinkd. Pred
odbérem vzorka krve by nehlodavci méli hladovét (ne vice nez 24 hy);

d) analyza modi se bézné nevyzaduje, provadi se pouze na zdkladé ocekdvané nebo pozorované toxicity.
Pitva

U vsech zvifat se provede pitva zahrnujici zevni prohlidku povrchu téla, vSech télnich otvorti, lebni, hrudni
a bfi$ni dutiny vcetné jejich obsahu. Jatra, ledviny, nadledviny, titnd Zliza (s pfistitnymi télisky) a varlata se co
nejdiive po sekci zvazi, aby nedoslo k vysychdni.

Ndsledujici orgdny a tkdné je tieba pfechovdvat ve vhodném médiu s ohledem na moZznd pozd&jsi
histopatologickd vysetfeni: viechny tkdné s makroskopickymi lézemi, mozek — v fezech medula/pons, kiira
mozku a mozecku, podvések mozkovy, stitnd 7ldza/piistitnd téliska, vechny thymické tkdné, (pradusnice),
plice, srdce, aorta, slinné zldzy, jatra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka bfisni, gonddy, déloha (ptidatné
pohlavni organy), (kaze), zlu¢nik, jicen, Zaludek, dvandcternik, jejunum, ileum, caecum, tra¢nik, konecnik,
mocovy méchyf, reprezentativni lymfatické uzliny, (sami¢i mlécnd Zzldza), (stehenni sval), periferni nerv, (oci),
hrudni kost s kostni dfeni, (kost stehenni vcetné kloubnich ploch), (micha ve tfech tirovnich — kréni, stfedni
hrudni a bederni). Tkdn¢ v zdvorkdch se vySetfuji pouze v pifpadé, Ze lze na jejich postizeni usuzovat
z piznakd toxicity nebo pokud souviseji s cilovym orgdnem.

Histopatologickd vysetfen{

Uplné histopatologické vySetieni organti a tkani se provede u viech zvitat skupiny, které byla poddna nejvy3si
davka, a u zvifat kontrolni skupiny. Histopatologické vysetfeni zvifat z dalsich ddvkovych skupin se provede
na orgdnech, u kterych byly nalezeny léze u skupiny s nejvyssi davkou, nebo je-li to potiebné na zdkladé
klinickych pozorovéni.

UDAJE

Udaje se shrnou do tabulky, pricemz se uvede u kazdé experimentdlni skupiny pocet zvifat na zaéitku
zkousky, pocet zvifat vykazujicich léze, typy 1ézi a procento zvifat vykazujicich jednotlivé typy lézi. Vysledky
se vyhodnoti vhodnou statistickou metodou. MiZe byt pouzita jakdkoli uzndvand statistickd metoda.

ZPRAVY

Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— Zivocisny druh, plemeno nebo kmen, piivod, podminky chovu, strava,

— zkusebni podminky,

— trovné dévek (véetné vehikula, pokud je pouzito) a koncentrace,

— tudaje o toxickych reakcich podle pohlavi a dévky,

— droven bez t¢inku, pokud ji lze stanovit,

— doba uhynuti béhem experimentu, pfipadné tdaj o preziti zvifat do konce sledovdni,
— popis toxickych nebo jinych acinkd (se zvldstnim dirazem na klinické ndlezy),
— doba, kdy byly pozoroviny jednotlivé abnormdlni pfiznaky, a jejich dalsi vyvoj,
— udaje o spotfebé potravy a o télesné hmotnosti,

— oftalmologické nlezy,



104 Utedni véstnik Evropské unie 13[sv. 9

— provedend hematologickd vysetfeni a jejich vysledky,

— provedend biochemickd vysetfeni a jejich vysledky (véetné vysledkt piipadnych analyz moci),
— pitevni nélezy,

— podrobny popis vSech histopatologickych nalezt,

— statistické vyhodnoceni vysledkd, kde je to mozné,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

3.2 Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢ist B.

4. LITERATURA

Viz obecny dvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

STUDIE SUBCHRONICKE DERMALN{ TOXICITY

(90DENNI OPAKOVANA KOZNI APLIKACE NA HLODAVCICH)

METODA

Uvod

Viz obecny tdvod, ¢ist B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ast B.

Referenéni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Zkousend litka se denné po dobu 90 dni nandsi na kazi v odstupnovanych ddvkich n&kolika skupindm
pokusnych zvifat, kazdé skupiné jedna tdroven dévky. v pribéhu obdobi aplikace se zvifata kazdy den
pozoruji, aby se zjistily pfiznaky toxicity. Zvifata, kterd v priibéhu zkousky uhynula, i zvitata, kterd do konce
zkousky prezila, se pitvaji.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Priprava

Nejméné pét dni pred zkouskou jsou zvifata chovdna v podminkdch chovu a krmeni, v jakych budou béhem
experimentu. Pfed zkouskou se provede ndhodny vybér zdravych mladych zvitat, kterd se pfifadi do
experimentdlnich a kontrolnich skupin. Kratce pfed zahdjenim zkousky se zvifatim ostithd srst na zddech.
Vyholen{ srsti je rovnéz mozné, mélo by se vsak provést asi 24 hodin pred zkouskou. Ostithdni nebo oholeni
je obvykle tieba opakovat priiblizné v tydennich intervalech. Pfi stithini nebo holeni srsti je tieba dbdt na to,
aby se neporanila kiize. Pro aplikaci zkousené litky se pfipravi nejméné 10 % povrchu téla. Pfi rozhodovani
o velikosti pfipravované plochy kuze, kterd ma byt zbavena srsti, a o velikosti kryctho obvazu je tfeba vzit
v tvahu hmotnost zvifat. P¥ zkouskdch pevnych latek, které mohou byt v piipadé potieby rozetfeny na
prach, se zkousend ldtka dostatecné navlhéi vodou popiipadé vhodnym vehikulem, aby byl zajistén dobry styk
s kuzi. Kapalné zkousené litky se zpravidla aplikuji nefedéné. Aplikace se provadi pét az sedm dnt v tydnu.

Zkusebni podminky
Pokusnd zvitata

Muze byt pouzit dospély potkan, krdlik nebo morce. Lze pouzit i jiné Zivocisné druhy, ale jejich pouziti musi
byt zdtvodnéno. Na zacitku zkousky by nemélo rozpéti odchylek hmotnosti prekrocit 20 % pfislusné
stedni hodnoty. Provadi-li se subchronickd dermdlni studie jako pfedbéznd studie pfed dlouhodobou studif,
mél by byt v obou studiich pouzit stejny Zivocisny druh a kmen.

Pocet a pohlav{

Pro kazdou troven ddvek se pouzije nejméné 20 zvifat (10 samic a 10 samctl) se zdravou kizi. Samice musi
byt nullipary a nesméji byt biezi. Pokud se budou zvifata usmrcovat v pribéhu studie, zvysi se celkovy pocet
o0 pocet zvifat, kterd budou usmrcena pied ukonéenim studie. Kromé toho muze byt satelitni skupiné 20 zvitat
(10 zvitat kazdého pohlavi) aplikovina vysokd droven ddvky po dobu 90 dnii a 28 dnii po podavini se
pozoruje vratnost, pietrvavani nebo zpozdény vyskyt toxickych Gcinkd.
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Urovné ddvek

Pouziji se nejméné tii Grovné ddvek a kontrolni skupina nebo, je-li pouzito vehikulum, kontrolni skupina
s vehikulem. Doba expozice by méla byt nejméné Sest hodin denné. Zkousend ldtka by méla byt aplikovdna
kazdy den piiblizné ve stejnou dobu a dévkovdni by mélo byt pravidelné (tydné nebo kazdych &trndct dnt)
piizplisobeno, aby bylo konstantni vzhledem k télesné hmotnosti zvifete. S vyjimkou aplikace zkousené latky
se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné jako se zvifaty v experimentalni skupiné. Pouzivd-li se pro
usnadnéni aplikace vehikulum, aplikuje se kontrolni skupiné stejnym zptisobem jako pokusnym skupindm,
a to ve stejném mnozZstvi, jaké obdrzi skupina, které se aplikuje nejvyssi dévka. Nejvyssi droven davky by méla
mit za ndsledek toxické acinky, ale neméla by zpusobit Zddnd uhynuti nebo by méla mit za ndsledek maly

expozice u cloveéka, md nejnizsi ddvka tuto hodnotu piekracovat. v idedlnim piipadé by stfedni troven ddvky
méla vyvolat minimélni pozorovatelné toxické wc¢inky. PouZije-li se vice nez jedna mezilehld tdroven davky,
mély by se drovné lisit tak, aby vyvolaly odstupnované toxické acinky. Ve skupindch s nizkou a stfedni drovni
dévky a v kontrolnich skupindch by méla byt cetnost uhynuti nizkd, aby bylo mozné provést smysluplné
hodnoceni vysledka.

Vede-li aplikace zkousené latky k zdvaznému podrdzdéni kiize, je tieba sniZit koncentraci, coz u vysoké
drovné davky mutze vést k omezeni nebo vylouceni ostatnich toxickych ucinkd. Doslo-li k zdvaznému
poskozeni kiize, je nutné zkousku ukoncit a provést ji znovu s niz§imi koncentracemi.

Limitni zkouska

Nevyvold-li pfi pfedbézné studii aplikace davky 1000 mgkg™ nebo vyssi davky, kterd odpovidd mozné
expozici ¢lovéka, je-li zndma, zadné toxické Gcinky, neni dalsi zkousSeni potiebné.

Doba pozorovani{

Zvifata se pozoruji denné s cilem zaznamenat piiznaky toxicity. Zaznamenaji se doba uhynuti a Cas, ve kterém
se objevily a opét odeznély toxické acinky.

Postup

Zvitata se chovaji jednotlivé v klecich. Zvifatim se aplikuje zkouSend ldtka denné nejlépe 7 dni v tydnu po
dobu 90 dn.

Zvitata v satelitnich skupindch, kterd jsou urcena k ndslednému pozorovani, se pozoruji dalsich 28 dnd bez
aplikace, aby se posoudilo zotaveni z otravy nebo pretrvavani toxickych ucink. Doba expozice by méla byt
nejméné Sest hodin denné.

Zkousena litka se nanese rovnomérné na plochu, kterd ¢ini asi 10 % celkového povrchu téla. v piipadé
vysoce toxickych ldtek mtize byt tato plocha mensi; méla by se vSak poryt co nejvétsi ¢ast této plochy co

“ivs

nejslabsi a nejstejnomérngjsi vrstvou.

Béhem expozice se zkouSend ldtka udrzuje ve styku s kazi pomoci porézniho mulového obvazu a nedrdzdivé
ndplasti. Zkusebni plocha se dile vhodnym zplisobem pickryje, aby se mulovy obvaz a zkousend ldtka
fixovaly a aby zvifata zkouSenou latku nepozila. k zamezeni poziti latky je mozno pouZit i prostfedky pro
omezeni volnosti pohybu, plné znehybnéni se vSak nedoporucuje.

Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky zkouSené litky pokud mozno vodou nebo jinym vhodnym
zptisobem ocisténi kize.

Vsechna zvifata se pozoruji denné a zaznamendvaji se zndmky toxicity vcetné doby ndstupu, zdvaznosti
a trvani. Pozorovéni v kleci zahrnuje zmény kize, srsti, o¢i, sliznic, dychani a krevniho ob¢hu, zmény funkce
autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovdni. Méfeni spotfeby potravy
a hmotnosti zvifat se provadgji tydné. Je tieba zajistit pravidelnou kontrolu zvifat, aby pokud mozno
nedochdzelo ke ztratdm zvifat napf. v duasledku kanibalismu, autolyzy tkdni nebo chybného zafazeni. Na
konci zkousky se viechna zvifata, kterd prezila, s vyjimkou satelitnich skupin, pitvaji. Zvitata nalezend v agénii
se vyfadi, humédnné utrat{ a pitvaji.

U v3ech zvifat véetné kontrolnich se obvykle provadéji ndsledujici vysetfeni:

a) oftalmologické vysetieni oftalmoskopem nebo rovnocennym vhodnym piistrojem se provede pied podai-
vanim zkousené latky a na konci studie nejlépe u viech zvifat, alespon vsak u skupiny s nejvyssi dévkou a
u kontrolnich skupin. Jsou-li zji§tény o¢ni zmény, vySetii se vSechna zvitata;
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b) na konci zkousky se provede hematologické vysetfeni, které md zahrnovat stanoveni hematokritu,
koncentrace hemoglobinu, poctu erythrocyti, celkového a diferencidlniho poctu leukocytl a testy srazlivosti
krve, zméfi se napiiklad doba srazlivosti, prothrombinovy ¢as, thrombinovy ¢as nebo pocet trombocytd;

(e}
~

na konci zkousky se provede biochemickd analyza krve. Pro tyto studie je vhodné analyzovat koncentraci
elektrolytdi, metabolismus glycidd, funkci jater a ledvin. Vybér specifickych zkousek bude urcen pozorova-
nim zptsobu Gc¢inku latky. Navrhovand vysetfeni zahrnuji stanoveni vdpniku, fosforu, chloridd, sodiku,
drasliku, glukézy na la¢no (délka doby hladovéni se voli podle Zivocisného druhu), hladiny sérové glutamét-
pyruvét-transaminasy ('), glutamdt-oxalacett-transaminasy (?), ornitindekarboxylasy, gama-glutamyltranspep-
tidasy, dustku mocoviny, albuminu, kreatininu, celkového bilirubinu a celkovych bilkovin v séru.

Mezi dal$i stanoveni, kterd mohou byt nezbytnd pro spravné toxikologické hodnoceni, patii stanoveni
lipid, hormont, acidobasické rovnovihy, methemoglobinu a aktivity cholinesterasy. Dalsi biochemické
analyzy mohou byt pouzity, je-li nezbytné provést $irs{ vySetfeni pozorovanych Gcinkd;

d) analyza modi se bézné nevyzaduje, provadi se pouze na zdkladé ocekdvané nebo pozorované toxicity.

chemickych parametrti jesté pied zacdtkem aplikace.

Pitva

U vSech zvifat se provede pitva zahrnujici zevni prohlidku povrchu téla, viech télnich otvord, lebni, hrudni
a bfisn{ dutiny vcetné jejich obsahu. Jatra, ledviny, nadledviny a varlata se co nejdiive po sekci zvazi, aby
nedoslo k vysychdni. Nésledujici orgdny a tkdn¢ je tieba prechovavat ve vhodném médiu s ohledem na mozna
pozdéjsi histopatologickd vysetfeni: viechny tkdné s makroskopickymi lézemi, mozek — v fezech medula/pons,
kira mozku a mozecku, podvések mozkovy, stitnd Zzldza[pfistitnd téliska, vSechny thymické tkéng, (pri-
dusnice), plice, srdce, aorta, slinné Zzldzy, jatra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka bfisni, gonddy, déloha,
piidatné pohlavni organy, zluénik (je-li pfitomen), jicen, zaludek, dvanicternik, jejunum, ileum, caecum,
tracnik, konecnik, mocovy méchy¥, reprezentativni lymfatické uzliny, (sami¢i mlécnd zldza), (stehenni sval),
periferni nerv, (oci), (hrudni kost s kostni dfeni), (kost stehenni vcetné kloubnich ploch), (micha ve tiech
drovnich — kréni, stfedni hrudni a bederni) a (slzné zldzy). Tkdné v zdvorkach se vySetfuji v pouze piipadé, ze
lze na jejich postizeni usuzovat z piiznaka toxicity nebo pokud souviseji s cilovym orgdnem.

Histopatologickd vySetfeni

&

Uplné histopatologické vysetieni normélni a exponované kize, orgdnt a tkdni se provede u viech zvitat
kontrolni skupiny a u zvifat skupiny, které byla poddna nejvyssi davka.

b) Vysetii se vSechny makroskopické 1éze.
) Vysetii se cilové organy v jinych ddvkovych skupindch.

d) Pouziji-li se potkani, plice zvifat ve skupinich s nizkou a stfedni ddvkou se histopatologicky vyseti{
k zjisténi piiznakd infekce, nebof to umoziiuje vhodné posouzeni zdravotniho stavu zvifat. Dals{
histopatologickd vySetfeni se u zvifat téchto skupin nemusi provadét rutinné, musi se vsak provést vzdy
na orgdnech, na kterych byly zjistény 1éze ve skupiné s vysokou davkou.

o
-~

V piipadé pouziti satelitni skupiny se provede histopatologické vySetfeni tkdni a orgdnd, na kterych byly
pozorovany Gcinky u exponovanych skupin.

UDAJE

Udaje se shrnou do tabulky, piicemz se uvede u kazdé experimentdlni skupiny pocet zvifat na zacitku
zkousky, pocet zvifat vykazujicich léze, typy 1ézi a procento zvifat vykazujicich jednotlivé typy lézi. Vysledky
se vyhodnoti vhodnou statistickou metodou. MiZe byt pouzita jakdkoli uzndvand statistickd metoda.

(") Nyni zndmé jako alaninaminotransferasa.
() Nyni zndma jako aspartitaminotransferasa.
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3. ZPRAVY
3.1 Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— zZivocisny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, strava,

— zkusebni podminky,

— drovné davek (véetné vehikula, pokud je pouzito) a koncentrace,

— udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a davky,

— droven bez G¢inku, pokud ji lze stanovit,

— doba uhynuti béhem experimentu, pifpadné tdaj o preziti zvitat do konce sledovéni,
— popis toxickych nebo jinych Gcinkd,

— doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormdlni pfiznaky, a jejich dalsi vyvoj,

— udaje o spotfebé potravy a o télesné hmotnosti,

— oftalmologické nalezy,

— provedend hematologickd vysetfeni a jejich vysledky,

— provedend biochemickd vySetieni a jejich vysledky (véetné vysledka piipadnych analyz moci),
— pitevni nélezy,

— podrobny popis vSech histopatologickych ndlezt,

— statistické vyhodnoceni vysledkt, kde je to mozné,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

3.2 Hodnoceni a interpretace

Viz obecny dvod, ¢ast B.

4. LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

STUDIE SUBCHRONICKE INHALACNI TOXICITY

(90DENNI OPAKOVANA INHALACNI EXPOZICE NA HLODAVCICH)

METODA

Uvod

Viz obecny tvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ast B.

Referenéni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Nékolik skupin pokusnych zvifat se denné po 90 dni vystavi po definovanou dobu zkouSené ldtce
v odstupniovanych koncentracich, a to kazdd skupina jedné koncentraci. Je-li pouzito pro usnadnéni piipravy
vhodné koncentrace zkouSené litky v ovzdusi vehikulum, pouzije se kontrolni skupina exponovand vehikulu.
v pribéhu obdobi aplikace se zvifata kazdy den pozoruji, aby se zjistily piiznaky toxicity. Zvifata, kterd
v prubéhu zkousky uhynula, i zvifata, kterd do konce zkousky piezila, se pitvaji.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Priprava

Nejméné pét dni pied zkouskou jsou zvifata chovdna v podminkdch chovu a krmeni, v jakych budou béhem
experimentu. Pfed zkouskou se provede nahodny vybér zdravych mladych zvifat, kterd se nahodné pfifadi do
experimentdlnich a kontrolnich skupin. Je-li to nezbytné, pfidd se ke zkousené litce vhodné vehikulum tak,
aby v ovzdusi vznikla pozadovand koncentrace zkousené latky. Pouziva-li se pro usnadnéni aplikace vehikulum

nebo jind pifsada, musi o nich byt zndmo, Ze nemaji toxické acinky. Podle moznosti lze pouzit difvéjsi ddaje.
Zkusebni podminky
Pokusnd zvitata

Prednostné se pouzivd potkan, pokud neexistuji divody proti tomu. Pouziji se mladd zdravd zvifata bézné
uzivanych laboratornich kmenti. Na zacdtku zkousky by nemélo rozpéti odchylek hmotnosti pouzitych zvifat
piekrocit £20 % piislusné stiedni hodnoty. Provadi-li se subchronickd inhalacni studie jako predbéznd studie
pied dlouhodobou studii, mél by byt v obou studiich pouzit stejny Zivocisny druh a kmen.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou tdroven koncentrace se pouzije nejméné 20 zvifat (10 samic a 10 samct). Samice musi byt
nullipary a nesméji byt bfezi. Pokud se budou zvifata usmrcovat v pribéhu studie, zvysi se celkovy pocet
o pocet zvifat, kterd budou usmrcena pied ukoncenim studie. Kromé toho mize byt satelitni skupiné 20
zvitat (10 zvifat kazdého pohlavi) poddvina vysokd koncentrace po dobu 90 dni a 28 dni po podavdni se
pozoruje vratnost, pietrvavani nebo zpozdény vyskyt toxickych tGcinkd.
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Expozi¢ni koncentrace

Pouziji se nejméné tii koncentrace a kontrolni skupina nebo, v piipadé pouziti vehikula, kontrolni skupina
s vehikulem (v koncentraci odpovidajici koncentraci vehikula pfi nejvyssi drovni zkousené ldtky). S vyjimkou
aplikace zkouSené litky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné jako se zvifaty v experimentdlni
skupiné. Nejvyssi koncentrace by méla mit za ndsledek toxické dcinky, ale neméla by zptsobit Zddnd uhynuti,
nebo by méla mit za ndsledek maly pocet uhynuti. Pokud existuji odhady expozice u ¢lovéka, md nejnizsi
koncentrace tuto hodnotu piekracovat. v idedlnim piipadé by stiedni droven koncentrace méla vyvolat
minimalni pozorovatelné toxické Gcinky. PouZije-li se vice nez jedna mezilehld droven koncentrace, mély by
se trovné lisit tak, aby vyvolaly odstupniované toxické acinky. Ve skupindch s nizkou a stfedni trovni dévky a
v kontrolnich skupindch by méla byt cetnost uhynuti nizkd, aby bylo mozné provést smysluplné hodnoceni
vysledk.

Doba expozice

Denni expozice mé trvat 6 hodin od ustaveni rovnovahy koncentrace v expozicni komofe. Maji-li byt splnény
specifické pozadavky, musi se zvolit jind doba.

Zatizeni

Pro pokusy se zvitaty by méla byt pouzita inhala¢ni zafizeni, kterd umoznuji dynamické proudéni vzduchu
s vyménou vzduchu nejméné 12krat za hodinu, aby byly zajistény pi¥iméfeny obsah kysliku a rovnomérné
rozdéleni ldtky v expozi¢ni atmosféfe. Pouzije-li se expozicni komora, méla by jeji konstrukce minimalizovat
stisnénost pokusnych zvifat a maximalizovat inhala¢ni expozici zkousené ldtce. Pro zajisténi stlosti atmosféry
v komote by obecné nemél celkovy objem, ktery zaujimaji pokusnd zvifata, pfesdhnout 5 % objemu expozi¢ni
komory. Lze pouzit ordlné-nasdlni expozici nebo expozici hlavy nebo expozici celého téla v samostatné
expozi¢ni komofte; prvni dva zpiisoby expozice minimalizuji pifjem latky jinymi cestami.

Doba pozorovidni

Zvifata se pozoruji denné béhem expozice a zotavovani s cilem zaznamenat piiznaky toxicity. Zaznamenaji se
doba uhynuti a cas, ve kterém se objevily a opét odeznély toxické ucinky.

Postup

Zvitata se vystavi zkouSené ldtce denné, pét az sedm dnil v tydnu, po dobu 90 dnd. Zvifata v satelitnich
skupindch, kterd jsou urCena k ndslednému pozorovani, se pozoruji dalsich 28 dnl bez aplikace, aby se
posoudilo zotaveni z otravy nebo pietrvavani toxickych Gcinkd. Teplota, pii které md byt zkouska provedena,
by méla byt udriovdna na 22 + 3 °C. Relativni vlhkost md byt v idedlnim piipadé udrzovdna mezi 30 %
a 70 %, ale v urcitych pifpadech to nemusi byt realizovatelné (napf. u zkousek nékterych aerosolit). Béhem
expozice se nepoddvd potrava ani voda.

Pouzije se dynamicky inhalacni systém s vhodnym kontrolnim analytickym systémem pro regulaci koncen-
trace. Aby bylo dosazeno vyhovujicich koncentraci, doporucuje se provést piedbézny experiment. Pritok by
mél byt nastaven tak, aby zajistil homogenni podminky v celé expozi¢ni komote. Systém by mél zajistit, ze
stalych podminek expozice bude dosazeno co nejrychleji.

Provadi se méfeni nebo monitorovéni téchto veli¢in:
a) prutok vzduchu (kontinudlng);

b) skute¢nd koncentrace zkousené litky v dychaci zoné. Béhem denni expozice se nemd koncentrace lisit od
stiedni hodnoty o vice nez +15 %. u nékterych aerosolii vSak nelze této trovné regulace dosdhnout
a piipousti se vétsi rozsah kolisani. Béhem celé studie maji byt kazdodenni koncentrace co nejstalejsi. PFi
vyvoji generdtoru aerosolu je tfeba analyzovat velikosti Cdstic tak, aby byla ustavena stabilni koncentrace
aerosolu. Béhem expozice se co nejcastéji provadi analyza za ucelem zjisténi konzistence distribuce velikosti
Céstic;

o
~

teplota a vlhkost;

d) béhem expozice a po jejim ukonceni se provadéji a systematicky zaznamendvaji pozorovéni; zdznamy se
vedou pro kazdé jednotlivé zvife. Viechna zvifata se pozoruji denné a zaznamendvaji se piiznaky toxicity,
véetné doby jejich ndstupu, zdvaznosti a trvani. Pozorovéani v kleci zahrnuje zmény kuze, srsti, o¢i, sliznic,
dychani a krevniho obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické
aktivity a chovdni. Méfeni spotieby potravy a hmotnosti zvifat se provadéji tydné. Je tieba zajistit
pravidelnou kontrolu zvifat, aby pokud mozno nedochdzelo ke ztrtdm zvifat napf. v dasledku kaniba-
lismu, autolyzy tkdni nebo chybného zafazeni. Po ukonceni doby expozice se pitvaji viechna zvifata, kterd
piezila. Zvifata nalezend v agdnii se vyfadi, humdnné utrati a pitvaji.
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U v3ech zvifat véetné kontrolnich se obvykle provadéji nasledujici vysetfeni:

a) oftalmologické vySetieni oftalmoskopem nebo rovnocennym vhodnym piistrojem se provede pied poda-
vanim zkousené latky a na konci studie nejlépe u viech zvitat, alespon vsak u skupiny s nejvyssi davkou
a u kontrolnich skupin. Jsou-li zji§tény o¢ni zmény, vySetii se viechna zvitata;

b) na konci zkousky se provede hematologické vysetfeni, které md zahrnovat stanoveni hematokritu,
koncentrace hemoglobinu, poctu erythrocytd, celkového a diferencidlniho poctu leukocytl a testy srazlivosti
krve, zméfi se napiiklad doba srazlivosti, prothrombinovy ¢as, thrombinovy ¢as nebo pocet trombocytd;

(e}
~

na konci zkousky se provede biochemickd analyza krve. Pro tyto studie je vhodné analyzovat koncentraci
elektrolytti, metabolismus glycidd, funkci jater a ledvin. Vybér specifickych zkousek bude urcen pozorové-
nim zptsobu G¢inku latky. Navrhovand vysetfeni zahrnuji stanoveni vdpniku, fosforu, chloridd, sodiku,
drasliku, glukézy na lacno (délka doby hladovéni se voli podle Zivocisného druhu), hladiny sérové glutamat-
pyruvét transaminasy ('), glutamdt-oxalacetdt transaminasy (%), ornitindekarboxylasy, gama-glutamyltranspep-
tidasy, dusiku mocoviny, albuminu, kreatininu, celkového bilirubinu a celkovych bilkovin v séru. Mezi dalsi
stanoveni, kterd mohou byt nezbytnd pro sprdvné toxikologické hodnoceni, patii stanoveni lipidd,
hormont, acidobasické rovnovéhy, methemoglobinu a aktivity cholinesterasy. Dalsi biochemické analyzy
mohou byt pouzity, je-li nezbytné provést $irsi vySetfeni pozorovanych ucinkda;

d) analyza modi se bézné nevyzaduje, provadi se pouze na zdkladé ocekdvané nebo pozorované toxicity.

chemickych parametr(i jesté pied zacdtkem expozice.

Pitva

U viech zvitat se provede pitva zahrnujici zevni prohlidku povrchu téla, vSech télnich otvord, lebni, hrudni
a biisni dutiny vcetné jejich obsahu. Jatra, ledviny, nadledviny a varlata se co nejdifve po sekci zvdzi, aby
nedoslo k vysychdni. Nésledujici orgény a tkdné je tieba ptechovavat ve vhodném médiu s ohledem na moznd
pozdgjsi histopatologickd vysetfeni: viechny tkdné s makroskopickymi lézemi, plice — vyjmou se neporueny,
zvézi se a fixuji vhodnym médiem tak, aby se zachovala struktura plic (za vhodny postup se povazuje perfusni
fixace), tkdi nasofaryngu, mozek — v fezech medula/pons, kira mozku a mozecku, podvések mozkovy, $titnd
7ldzalpristitnd téliska, vSechny thymické tkdng, priidusnice, plice, srdce, aorta, slinné Zzlizy, jdtra, slezina,
ledviny, nadledviny, slinivka bfisni, gonddy, d¢loha (pfidatné pohlavni organy), (kize), zlucnik (je-li piitomen),
jicen, zaludek, dvandcternik, jejunum, ileum, caecum, tracnik, konecnik, mocovy méchyt, reprezentativni
lymfatické uzliny, (sami¢i mlécnd Zzldza), (stehenni sval), periferni nerv, (o¢i), hrudni kost s kostni dfeni, (kost
stehenni véetné kloubnich ploch) a (micha ve tiech trovnich — kr¢ni, stfedni hrudni a bederni). Tkdné
v zévorkéch se vysetiuji v pouze piipadé, Ze lze na jejich postizeni usuzovat z piiznakd toxicity nebo pokud
souviseji s cilovym orgdnem.

Histopatologickd vysetien{

a) Uplné histopatologické vysetent respiraéntho systému a ostatnich orgdnt a tkdn{ se provede u viech zvifat
kontrolni skupiny a u zvifat skupiny, kterd byla exponovina nejvyssi koncentraci.

b) Vysetii se viechny makroskopické léze.

¢) Vysetii se cilové orgdny v jinych davkovych skupindch.

&

Plice zvitat ve skupindch s nizkou a stfedni ddvkou se histopatologicky vyseti, nebot to umoznuje vhodné
posouzeni zdravotniho stavu zvitat. Dalsi histopatologickd vysetfeni se u zvifat téchto skupin nemusi
provadét rutinn€, musi se vSak provést vidy na orgdnech, na kterych byly zjistény léze ve skupiné
s vysokou koncentraci.

o
-~

V piipadé pouziti satelitni skupiny se provede histopatologické vySetfeni tkdni a orgdnd, na kterych byly
pozorovédny tcinky u exponovanych skupin.

(") Nyni zndmé jako alaninaminotransferasa.
() Nyni zndma jako aspartitaminotransferasa.
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3.1

3.2

UDAJE
Udaje se shrnou do tabulky, pficemz se uvede u kazdé experimentdlni skupiny pocet zvifat na zacitku

zkousky, pocet zvifat vykazujicich léze, typ lézi a procento zvifat vykazujicich jednotlivé typy 1ézi. Vysledky se
vyhodnoti vhodnou statistickou metodou. MiZe byt pouzita jakdkoli uzndvand statistickd metoda.

ZPRAVY

Protokol o zkousce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— 7Zivocisny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, strava,

— zkuSebni podminky:
Popis expozicniho zatizeni: vCetné konstrukce, typu, rozmérd, zdroje vzduchu, systému piipravy aerosold,
klimatiza¢niho systému, popis Cisténi odpadniho vzduchu a zptsobu umisténi zvifat ve zkusebni komore,
pokud je pouzita. Popisi se zafizeni pro méfeni teploty, vlhkosti vzduchu, popiipadé stdlosti koncentraci

nebo distribuce velikosti ¢dstic aerosolu.

Udaje o expozici: zpracuji se do tabulky s uvedenim stiednich hodnot a charakteristik variability
(napf. smérodatné odchylky) a mély by pokud mozno zahrnovat tyto informace:

a) prutok vzduchu inhalacnim zafizenim;
b) teplota a vlhkost vzduchu;

¢) nomindlni koncentrace (celkové mnozstvi zkousené latky ptivadéné do inhala¢niho zafizeni délené
objemem vzduchu);

d) povaha vehikula, pokud bylo pouzito;
e) skute¢nd koncentrace v dychaci zoné;
f) medidn velikosti ¢dstic (podle moznosti):
— udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a koncentrace,
— droven bez t¢inku, pokud ji lze stanovit,
— doba uhynuti béhem experimentu, piipadné udaj o preziti zvitat do konce sledovéni,
— popis toxickych nebo jinych tcinkd,
— doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormdlni ptiznaky a jejich dalsi vyvoj,
— ddaje o spotiebé potravy a o télesné hmotnosti,
— oftalmologické nalezy,
— provedend hematologickd vysetfeni a jejich vysledky,
— provedend biochemicka vySetfeni a jejich vysledky (véetné vysledki piipadnych analyz moci),
— pitevni nélezy,
— podrobny popis vSech histopatologickych nalezt,
— statistické vyhodnoceni vysledkd, kde je to mozné,
— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢ist B.

LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSKA TERATOGENITY NA HLODAVCICH a NEHLODAVCICH

METODA

Uvod

Viz obecny tvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny dvod, ¢ast B.

Referenéni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Zkousend litka se poddvd v odstupriovanych davkich nebo koncentracich nékolika skupindm bfezich
pokusnych zvitat; kazdé skupiné se poddvéd jedna troven davky, alespori v tom obdobi bfezosti, ve kterém
dochdzi k organogenezi. Kritce pfed ocekdvanym datem vrhu jsou bfezi samice utraceny a jejich déloha
i s obsahem je vySetfena. Tato zkusebni metoda zahrnuje studium embryo- a fetotoxicity.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Priprava

Zdravé mladé dospélé samice, které nikdy nebyly biezi, stejného véku a velikosti jsou aklimatizovdny pfi
laboratornich podminkdch alesponi pét dni pied zapocetim zkousky a poté jsou piipusténi samci s ovéfenou
plodnosti. Provede se ndhodny vybér oplozenych samic, které se rozdéli do experimentédlnich skupin.

Oplodnéni muaze byt zajisténo pfirozenou cestou nebo umélou inseminaci. ZkouSend litka je poddvéna
samicim denné, poddvini za¢ind Casné po implantaci a pokracuje béhem obdobi organogeneze. Den pred
terminem se plody vyjmou hysterektomif a podrobi se sledovani abnormalit skeletu a vnitinich organt vcetné
sledovani zpomaleného ristu, opozdéné osifikace a krvaceni do stieva.

Zkusebni podminky
Pokusnd zvifata

Bézné pouzivanymi druhy jsou potkan, mys, kiecek a kralik. Upfednostiiovanymi druhy jsou potkan a krélik.
Pouziji se bézné¢ uzivané laboratorni kmeny. PouZivany kmen by nemél mit nizkou plodnost a mély by u n¢j
byt zndmy reakce na teratogeny. Zvifata jsou chovéna jednotlivé.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou droven davky je tieba pouZit alesponn 20 bfezich potkand, mysi nebo kieck nebo 12 bfezich
krélikd. Cilem je zajistit dostatecny pocet vrhii a mlddat pro hodnoceni teratogenniho potencidlu latky.

Urovné ddvek

Mély by byt pouzity nejméné tii drovné ddvek a jedna kontrolni skupina. Poddva-li se zkouSend ldtka ve
vehikulu, pouzije se také kontrolni skupina s vehikulem. Je-li pouzito vehikulum, je tieba také zndt jeho
toxikologické vlastnosti; nesmi byt teratogenni a nesmi mit ani vliv na reprodukci. S vyjimkou aplikace
zkousené latky se se zvifaty v kontrolni skupiné (kontrolnich skupindch) zachdzi stejné jako se zvifaty
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v experimentélnich skupindch. Pokud to fyzikdlné-chemické nebo biologické vlastnosti dovoluji, méla by
nejvyssi davka zkouSené litky v idedlnim piipadé u matek vyvolat takové projevy toxicity, jako je mirné
snizeni véhy, aviak ne vice nez 10 % tmrti. Nizkd drovenn davek by neméla vyvolat pozorovatelné tcinky,
které by mohly byt pfipisoviny zkousené ldtce. RozloZeni mezilehlych dédvek mezi nizkou a vysokou ddvkou
by mélo tvofit geometrickou Fadu.

Limitni zkouska

Pokud latka o nizké toxicité neposkytne pii trovni davky 1 000 mgkg' Zddné dikazy o embryotoxicité nebo
teratogenité, neni zkouseni pii dalsich drovnich dévky potiebné.

Doba expozice

Dnem 0 je u zkousky den, kdy je pozorovina vagindlni zitka a/nebo spermie (pokud je to mozné). Doba
aplikace by méla zahrnovat obdobi hlavni organogeneze. Za toto obdobi je mozno povazovat 6. aZ 15. den
u potkana a mysi, 6. aZ 14. den u kiecka a 6. az 18. den u krélika. v pFipadé, Ze se za den 0 povazuje den,
kdy bylo pozorovdno pafeni nebo byla provedena uméld inseminace, pfipocte se k pfedchozim tdajim jeden
den. Alternativné muze byt aplikace ukoncena jeden den pred ocekdvanym vrhem.

Doba pozorovani

Kazdy den se provadi peclivé klinické vySetfeni. Denné se provadéji dalsi pozorovani a vhodnd opatieni
k minimalizaci ztrdt zvifat pro studii.

Postup

Zkousend latka se podava ordlné sondou. Zkousend ltka se poddvd denné piiblizné ve stejnou dobu.

ZkuSebnim samicim se poddvd zkousend litka denné po celé piislusné obdobi testu. Ddvka muze byt vztazena
na hmotnost samic na pocatku poddvani litky nebo, vzhledem k rychlému nartstu hmotnosti béhem btezosti,
mohou byt zvifata pravidelné vaZena a ddvka muze byt upravovina podle posledniho vaZeni. Zndmky toxicity
se zaznamendvaji denné ihned po zjidténi, véetné doby néstupu, zdvaznosti a trvani. Samice vykazujici zndmky
potratu nebo predcasného vrhu se utrati a ¥adné makroskopicky vysetii. v pozorovani po ukonéeni podavani
latky se pokracuje az do piiblizné jednoho dne pted vrhem; tGéelem je postihnout vétsinu obdobi bfezosti, ale
vyhnout se komplikacim pfi interpretaci vysledkd po pfirozeném vrhu. Pozorovéni v kleci zahrnuje zmény
kaze, srsti, oci, sliznic, dychdni a krevniho ob¢hu, autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické
aktivity a chovani, av§ak neomezuje se pouze na né. Tydné se méfi spotieba potravy. Zvifata se tydné vazi.

Pitva

Pfi uhynut{ béhem studie nebo na jejim konci se samice makroskopicky vysetii na morfologické abnormality
nebo patologické zmény, které mohly mit vliv na pribéh bfezosti. Thned po smrti se odstrani déloha a jeji
obsah se vySetti, pokud jde o timrti embryf a zdrodkil a pocet Zivych zdrodkd. Obvykle je mozné urcit dobu
umrti zdrodki v déloze, jestlize k nému dojde. u potkand a krélikGi je mozné stanovit pocet Zlutych télisek.
Ur¢i se pohlavi zdrodkd, zaznamend se hmotnost jednotlivych zdrodkt a vypocte se primérnd hmotnost
zdrodku. Po vyjmuti se kazdy zdrodek vy3etf{ zevné. u potkand, mysi a kieckt se vySetif kosterni abnormality
u zhruba jedné tfetiny az poloviny vrhu a u zbytku se vhodnymi metodami vySetii abnormality mékkych
tkdni. u krélika se kazdy zdrodek dikladné vysetii pitvou z hlediska abnormalit vnitfnosti a poté skeletu.

UDAJE

Udaje se shrnou do tabulky, pricemz se u kaZdé experimentilni skupiny uvede pocet zvifat na zacitku
zkousky, pocet zvitat, kterd jsou brezi, pocet a procento Zivych zdrodku a zdrodki s abnormalitami skeletu
nebo mékkych tkéni a vztah vyskytu abnormalit a urcitych vrha. Vysledky se vyhodnoti vhodnou statistickou
metodou. MiZe byt pouzita jakdkoli uzndvand statistickd metoda.
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3.

3.1

3.2

ZPRAVY

Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

zivocisny druh, kmen, ptvod, podminky chovu, strava,

zkugebni podminky,

trovné davek (vetné vehikula, pokud je pouzito) a koncentrace,

tdaje o toxickych reakcich podle davky,

droven bez U¢inku (pokud ji Ize stanovit),

doba uhynuti béhem experimentu nebo ddaj o preziti zvitat do konce sledovéni,
popis toxickych nebo jinych acinkd,

doba, kdy byly pozorovény jednotlivé abnormalni pfiznaky, a jejich dalsi vyvoj,
tdaje o spotfebé potravy a o télesné hmotnosti,

tdaje o zdrodcich (Zivé/mrtvé plody, pohlavi, defekty mekkych tkdni a skeletu),
tidaje o jednotlivych vrzich (Zivé[mrtvé plody, pohlavi, defekty mékkych tkdni a skeletu pro kazdy vrh),
statistické vyhodnoceni vysledkd,

diskuse o vysledcich,

interpretace vysledk.

Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢ist B.

LITERATURA

Viz obecny dvod, ¢ast B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSKA CHRONICKE TOXICITY

METODA

Uvod

Viz obecny tvod, ¢ist B.

Definice

Viz obecny dvod, ¢ast B.

Referencni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Zkousend litka se obvykle poddvd vhodnou cestou sedm dni v tydnu, nékolika skupindm pokusnych zvitat,
kazdé skupiné jedna droven davky, po veétsi cdst Zivota zvifat. Behem expozice zkousené ldtce a po expozici se
zvifata denné pozoruji za tcelem sledovani projevii toxicity.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Piiprava

Nejméné pét dni pred zkouskou jsou zvifata chovdna v podminkdch chovu a krmeni, v jakych budou béhem
experimentu. Pred zkouskou se provede ndhodny vybér zdravych mladych zvitat, kterd se pfifadi do
experimentdlnich a kontrolnich skupin.

Zkusebni podminky
Pokusnd zvitata

Upfednostiuje se potkan. Na zdkladé predchozich studii je mozné pouzit i jiné druhy (hlodavce nebo
nehlodavce). Pouziji se mladd zdravd zvifata bézné uzivanych laboratornich kmend a s expozici se zacne co
nejdiive po odstaveni mlddat.

Na zacdtku studie by nemély odchylky hmotnosti pouzitych zvitat piekrocit +20 % stiedni hodnoty. Provadi-li
se subchronickd ordlni studie jako pfedbéznd studie pred dlouhodobou studii, mél by byt v obou studiich
pouzit stejny zivocisny druh, plemeno a kmen.

Pocet a pohlavi

U hlodavct se pouzije nejméné 40 zvifat (20 samic a 20 samctl) pro kazdou troven dévky a pro soubéznou
kontrolni skupinu. Samice musi byt nullipary a nesméji byt bfezi. Pokud se budou zvifata usmrcovat
v priibéhu studie, zvysi se celkovy pocet o pocet zvifat, kterd budou usmrcena pred ukoncenim studie.

V piipadé nehlodavch je pfijatelny mensi pocet zvifat, aviak alespon ¢tyfi od kazdého pohlavi ve skupiné.
Urovné ddvek a frekvence expozic

Pouziji se alespon tii trovné ddvek a jedna soubéznd kontrolni skupina. Nejvyssi troven dévky by méla
vyvolat zietelné zndmky toxicity, ale neméla by zptisobit nadmérnou letalitu. Nejnizsi droven dévky by neméla
vyvolat zddné priznaky toxicity.
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Stiedni ddvka (ddvky) by méla byt zvolena ve stfednim pasmu mezi vysokou a nizkou davkou.
Vybér divek by mél zohlediovat tdaje z pfedchozich zkousek a studii toxicity.

Zvifata se obvykle exponuji denné. Pokud se zkousend ldtka poddvd v pitné vodé nebo v potravé, méla by
k nim mit zvifata stdly piistup.

Kontrolni skupiny

Pouzije se soubéZnd kontrolni skupina, kterd je ve viech ohledech identickd s exponovanymi skupinami,
s vyjimkou expozice zkousené latce.

Ve zvldstnich piipadech, jako jsou inhalacni studie s acrosoly, nebo pouZije-li se pro ordlni podavani
emulgdtor, jehoz biologickd aktivita neni charakterizovdna, nasadi se soubéznd neexponovand kontrolni
skupina. S negativni kontrolni skupinou se zachazi stejné jako s experimentdlnimi skupinami, pouze se zvifata
neexponuji zkousené ldtce ani zddnému vehikulu.

Zpusob poddvani

Dvéma hlavnimi zplisoby poddvani jsou ordlni a inhalacni podavdni. Volba zptsobu podavini zdvisi na
fyzikdlnich a chemickych charakteristikich zkousené litky a pravdépodobném zplsobu expozice clovéka.

Pouziti dermdlni aplikace vyvoldvd znacné praktické problémy. Chronickd systémovd toxicita v disledku
kozniho vstiebdni muze byt obvykle odvozena z vysledku ordlntho testu a znalosti rozsahu kozniho
vstiebavani zjisténych z predchozich zkousek dermdlni toxicity.

Oralni studie

Vstiebdva-li se zkousend ldtka z gastrointestindlntho traktu a je-li poziti jedna z cest, jimiz muZze byt
exponovan clovek, ddva se prednost ordlni aplikaci, pokud neexistuji divody proti tomu.

Zvifata mohou dostdvat zkousenou latku v potravé, rozpusténou v pitné vodé nebo podavanou v kapslich.

V idedlnim piipadé se litka poddvd sedm dni v tydnu, protoze ddvkovini pét dnd v tydnu muize vést
k zotaveni nebo k névratu toxicity v obdobi bez aplikace, ¢imz mohou byt ovlivnény vysledky a ndsledné
hodnoceni. Zejména z praktickych divodd se vSak ddvkovani pétkrt tydné povazuje za piijatelné.

Inhala¢ni studie

Protoze jsou inhalacni studie technicky komplikovangjsi nez jiné zpusoby aplikace, jsou zde uvedeny
podrobngji informace o tomto zptsobu poddvdni. Je tieba také poznamenat, Ze ve specifickych situacich
miiZe byt platnou alternativou intratrachedlni instilace.

Dlouhodobé expozice obvykle napodobuji predpoklddané expozice ¢lovéka, pficemz je zvife obvykle expono-
véno po ustdleni koncentrace v expozicni komofe $est hodin denné po pét dnli v tydnu (pferuSovand
expozice), nebo jde-li 0 moznou expozici v okolnim prostiedi, 22-24 hodin denné po sedm dni v tydnu
(kontinudlni expozice), s priblizné jednou hodinou denné pro krmeni zvifat ve stejnou denni dobu, kterd se
vyuzije i pro CiSténi expoziéniho komory. v obou pfipadech jsou zvifata obvykle exponovdna neménnym
koncentracim zkousené latky. Hlavni rozdil mezi pferusovanou a kontinudlni expozici spocivd v tom, Ze pii
prvni z nich md zvife 17-18 hodin, béhem nichZ se mtZze zotavit z ¢inka denni expozice; béhem vikendu je
tato doba jesté deli.

Volba preruované nebo kontinudlni expozice zdvisi na cilech studie a na expozici clovéka, kterd md byt
simulovdna. Je vSak tieba vzit v tvahu urcité technické obtize. Protivahou vyhody kontinudlni expozice pro
simulaci podminek okolniho prostfedi miize byt nezbytnost zajistit vodu a krmeni béhem expozice a potieba
zajistit komplikovangjsi (a spolehlivéjsi) piipravu aerosolu a par a monitorovaci techniku.

Expozi¢ni komory

Zvifata se exponuji v inhalacnich komordch, jejichz konstrukce zarucuje dynamické proudéni vzduchu
s vyménou vzduchu nejméné 12krdt za hodinu, aby byly zajiStény pfiméfeny obsah kysliku a rovnomérné
rozdéleni latky v expozicni atmosféfe. Kontrolni a expozi¢ni komory by mély mit identickou konstrukci, aby
byly expoziéni podminky srovnatelné ve vSech ohledech kromé expozice zkousené latce. Uvniti komory se
obvykle udrzuje mirny podtlak, aby nedochdzelo k dniku zkousené litky do okolniho prostiedi. Komory by
mély minimalizovat stisnénost pokusnych zvifat. Pro zajisténi stdlosti atmosféry v komofe by obecné nemél
celkovy ,objem*, ktery zaujimaji pokusnd zvifata, pfesdhnout 5 % objemu expozi¢ni komory.
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Provadi se méfeni nebo monitorovéani téchto velicin:
i) pratok vzduchu: pratok vzduchu komorou by mél byt kontrolovan nejlépe kontinudlng;

ii) koncentrace: béhem denni expozice se nemd koncentrace zkousené latky lisit od stfedni hodnoty o vice
nez 15 %;

ii

teplota a vlhkost: pro hlodavce by méla byt teplota udrzovdna v rozmezi 22 £ 2 °C a vlhkost v komorach
30-70 %, kromé piipadi, kdy je pouzivana k rozptyleni zkousené litky v atmosféfe komory voda.
Upfednostiuje se, aby byly kontinudlné kontrolovany oba parametry;

méfeni velikosti ¢dstic: méla by byt stanovena distribuce velikosti ¢dstic v atmosféte komor u tekutych
nebo pevnych aerosoltl. Aerosolové &dstice by mély mit respirabilni velikost pro pouzité zkuSebni zvife.
Vzorky atmosféry komor se odebiraji z dychaci zony zvifat. Vzorek vzduchu by mél byt reprezentativni
pro distribuci Castic, kterym je zvife exponovino, a mél by gravimetricky odpovidat celému suspendova-
nému aerosolu, i kdyz znacnd cdst aerosolu neni respirabilni. Analyza velikosti ¢astic by méla byt
provadéna béhem vyvoje generujictho systému tak Casto, aby se zajistila stabilita aerosolu; béhem expozice
pak tak casto, aby bylo mozno posoudit stabilitu distribuce ¢astic, kterym jsou zvifata exponovéna.

3,'

Délka studie

Obdobi podavani by mélo trvat nejméné 12 mésict.
Postup

Pozorovani

Nejméné jednou denné se provddi peclivé klinické vySetfeni. Denné se provadéji dodatecnd pozorovdni
s odpovidajicimi zakroky k minimalizaci ztrdt zvifat ve studii, napf. pitva nebo uloZeni zvifat, kterd jsou
nalezena mrtvd, do lednice a izolace nebo utraceni zvifat, kterd jsou slabd nebo v agénii. Je tfeba provadét
peclivd pozorovéni, aby se spolehlivé zachytil ndstup a progrese viech toxickych tc¢inkd a minimalizovaly se
ztraty v dasledku nemoci, autolyzy nebo kanibalismu.

Zaznamendvaji se klinické pfiznaky, vcetné neurologickych a o¢nich zmén u vSech zvifat, a dédle piipady
uhynuti. Zaznamendva se doba ndstupu a postup toxickych piiznakd véetné podezieni na tumor.

Télesnd hmotnost se zaznamendva individudlné u vsech zvifat jednou tydné béhem prvnich 13 tydnt obdobi
zkousky a alespon jednou za Ctyfi tydny po tomto obdobi. Méfeni spotieby potravy se provadi tydné béhem

prvnich 13 tydnd studie a poté piiblizné ve tiimésicnich intervalech, pokud zdravotni stav nebo zmény télesné
hmotnosti nevyzaduji jinou Cetnost méfeni.

Hematologickd vysetfeni

Hematologickd vysetfeni (napf. obsah hemoglobinu, hematokrit, celkovy pocet erythrocytt, celkovy pocet
bilych krvinek, krevnich desticek nebo jiné ukazatele srdzlivosti) se provadéji po tiech mésicich, Sesti mésicich
a poté piiblizné v Sestimési¢nich intervalech a po ukonceni na vzorcich krve shromdzdénych od vsech
nehlodavcl a od 10 potkanti kazdého pohlavi z kazdé skupiny. Vzorky se ve viech intervalech odeberou
pokud mozno od stejnych potkanil. Kromé toho se pied zkouskou odebere vzorek od nehlodavea.

Pokud klinické vySetfeni zvifat nazna¢i zhorSeny zdravotni stav zvifat béhem studie, mél by byt stanoven
diferencidlni obraz bilych krvinek postizenych zvifat.

Diferencidlni obraz bilych krvinek se vySetfuje ve vzorcich od zvifat ve skupiné s nejvyssi davkou a
u kontrolnich skupin. Diferencidlni obraz bilych krvinek se vySetfuje u skupiny (skupin) s nejblizsi nizsi
davkou pouze tehdy, jsou-li mezi skupinou s nejvyssi davkou a kontrolnimi skupinami vyznamné odchylky
nebo pokud to indikuji patologické nalezy.

Analyza moci

Pro analyzu moci se shromazduji vzorky od viech nehlodavct a od 10 potkant kazdého pohlavi z kazdé
skupiny, pokud mozno od stejnych zvifat a ve stejnych intervalech jako hematologickd vySetfeni. u hlodavci
se provadéji nésledujici stanoveni bud na vzorcich jednotlivych zvifat, nebo na smésném vzorku pro
pohlavi/skupinu:

— vzhled moci: objem a hustota u jednotlivych zvifat,
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— bilkoviny, glukosa, ketolatky, okultni krvdceni (semikvantitativng),
— mikroskopické vysetfeni sedimentu (semikvantitativng).
Biochemické vysetfeni

V piiblizné Sestimési¢nich intervalech a po ukonceni studie se odeberou krevni vzorky pro biochemickad
méfeni od viech nehlodaved a od 10 potkant obojiho pohlavi z kazdé skupiny, pokud mozno od tychz
potkant v kazdém intervalu. Kromé toho se pfed zkouskou odeberou vzorky od nehlodavcii. Z téchto vzorka
se piipravi plasma a provedou se ndsledujici zkousky:

— celkova koncentrace bilkovin,
— koncentrace albuminu,

— testy na funkci jater (napf. aktivita basické fosfatasy, aktivita glutamdtpyruvét-transaminasy ('), glutamdat-
oxalacetdt-transaminasy, gama-glutamyltranspeptidasy (¥, ornitindekarboxylasy,

— metabolismus glyciddi, napf. glukosa v krvi na lacno,
— testy na funkci ledvin, napf. dusik mocoviny v krvi.
Pitva

U viech zvifat, véetné téch, kterd uhynula béhem zkousky nebo byla utracena v agénii, se provede pitva. Pied
utracenim se odeberou vzorky krve vsech zvifat pro diferencidlni obraz bilych krvinek. Viechny viditelné léze,
tumory nebo léze, které by mohly byt tumory, se uchovaji. Mél by byt proveden pokus porovnat anatomicko-
patologické zmény s mikroskopickymi nélezy.

Vsechny orgdny a tkdné se uchovaji pro histopatologické vysetfeni. To se obvykle tykd ndsledujicich orgdni
a tkdni: mozek () (v fezech medula/pons, kira mozku a mozecku), podvések mozkovy, §titnd Zzldza (vcetné
piistitnych télisek), thymus, plice (véetné pradusnice), srdce, aorta, slinné Zzldzy, jitra (), slezina, ledviny (),
nadledviny (), jicen, Zaludek, dvandcternik, jejunum, ileum, caecum, tracnik, konecnik, déloha, mocovy
méchyt, lymfatické uzliny, slinivka, gonddy (°), pfidatné pohlavni orgny, samici mlécné Zlazy, kaze, svalovina,
periferni nerv, micha (kr¢ni, hrudni a bederni), sternum s kostni dfeni a stehenni kost (v¢etné kloubu) a o¢i.
Optimélnim zptisobem konzervace plic a mocového méchyte je jejich naplnéni fixativem; naplnéni plic
v inhala¢nich studiich md zdsadni vyznam pro odpovidajici histopatologické vysetfeni. Ve specidlnich studiich,
jako jsou inhala¢ni studie, se studuje cely respiracni trakt vetné nosu, hltanu a hrtanu.

Byla-li provedena jind klinickd vySetfeni, mély by byt informace ziskané z téchto procedur k dispozici pred
mikroskopickym vySetfenim, protoze mohou byt patologovi vyznamnym voditkem.

Histopatologickd vySetfeni

Vsechny viditelné zmény, zejména tumory a jiné léze vyskytujici se v kterémkoli orgdnu, se zkoumaji
mikroskopicky. Kromé toho se doporucuji nasledujici postupy:

a) mikroskopické vysetfeni viech uchovanych orgdnd a tkdni s kompletnim popisem viech 1ézi nalezenych
1. u viech zvifat, kterd uhynula nebo byla utracena béhem studie;
2. u vech zvifat ze skupiny s vysokou ddvkou a z kontrolni skupiny;

b) organy ¢i tkdné vykazujici abnormality zplisobené nebo pravdépodobné zpusobené zkousenou latkou se
zkoumaji také ve skupindch s niz$imi ddvkami;

¢) prokazuji-li vysledky vyznamné zkriceni normalni délky Zivota zvifat nebo vyvoldni dcinkd, které by
mohly ovlivnit toxickou reakci, vySetif se vySe popsanym zptisobem skupina s nejblizsi nizsi davkou;

d) informace o vyskytu 1ézi, které se obvykle vyskytuji v pouzitém kmeni zvifat za stejnych laboratornich

zmén pozorovanych u exponovanych zvifat.

Nyni zndmd jako alaninaminotransferasa.

Nyni zndm4 jako aspartitaminotransferasa.

Tyto orgdny odebrané deseti zvifatim kazdého pohlavi u hlodavcii a viem nehlodavetm, a dale $titnd Zldza (véetné piistitnych télisek)
od vsech nehlodavct, se zvazi.
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3.1

3.2

UDAJE

Udaje se shrnou do tabulky, picem? se uvede u kazdé experimentdlni skupiny pocet zvifat na zacitku
zkousky, pocet zvifat vykazujicich 1éze a procento zvifat vykazujicich jednotlivé typy lézi. Vysledky se
vyhodnoti vhodnou statistickou metodou. Maze byt pouzita jakdkoli uzndvand statistickd metoda.

ZPRAVY

Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi, pokud mozno, obsahovat tyto informace:

zivocisny druh, kmen, pavod, podminky chovu, strava,
zkuSebni podminky:
popis expozi¢niho zafizent:

véetné konstrukee, typu, rozmérl, zdroje vzduchu, systému piipravy &stic a aerosolli, klimatizacniho
systému, popis Cisténi odpadniho vzduchu a zptsobu umisténi zvifat ve zkuSebni komore, pokud je
pouzita. PopiSi se zafizeni pro méfeni teploty, vlhkosti vzduchu, popiipadé stdlosti koncentraci nebo
distribuce velikosti ¢dstic aerosolu;

udaje o expozici:

zpracuji se do tabulky s uvedenim stfednich hodnot a charakteristik variability (napf. smérodatné od-
chylky); mély by zahrnovat tyto informace:

a) prutok vzduchu inhala¢nim zafizenim;
b) teplota a vlhkost vzduchu;

¢) nomindlni koncentrace (celkové mnozstvi zkousené latky ptivadéné do inhala¢niho zafizeni délené
objemem vzduchu);

d) druh vehikula, pokud bylo pouzito;

¢) skute¢nd koncentrace v dychaci zoné;

f) medidn velikosti ¢dstic (podle moznosti):

urovné ddvek (vcetné vehikula, je-li uZito) a koncentrace,

tidaje o toxickych reakcich podle pohlavi a dévky,

arovenl bez Gcinku,

doba uhynuti béhem experimentu, piipadné tidaj o pFeziti zvifat do konce sledovdni,
popis toxickych nebo jinych acinkd,

doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormdlni ptiznaky, a jejich dal3i vyvoj,
tdaje o spotiebé potravy a o télesné hmotnosti,

oftalmologické ndlezy,

provedend hematologickd vysetfeni a jejich vysledky,

provedend biochemickd vysetfeni a jejich vysledky (véetné vysledkd vsech analyz moci),
pitevni ndlezy,

podrobny popis vSech histopatologickych nalezt,

statistické zpracovani vysledkd, kde je to mozné,

diskuse o vysledcich,

interpretace vysledk.

Hodnoceni a interpretace

Viz obecny dvod, ¢ast B.

LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSKA KARCINOGENITY

METODA

Uvod

Viz obecny dvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ist B.

Referenéni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Zkousend litka se poddvd obvykle sedm dni v tydnu vhodnou cestou nékolika skupindm pokusnych zvitat,
kazdé skupiné jedna droven dévky, po vétsi ¢dst Zivota zvifat. Béhem expozice zkouSené ltce a po expozici se
zvifata denné pozoruji za tcelem sledovani projevii toxicity, zejména vyvinu tumoru.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody

Nejméné pét dni pred zkouskou jsou zvifata chovdna v podminkdch chovu a krmeni, v jakych budou béhem
experimentu. Pfed zkouskou se provede ndhodny vybér zdravych mladych zvitat, kterd se pfifadi do
experimentdlnich a kontrolnich skupin.

Pokusnd zvifata

Na zdkladé pfedchozich studii je mozné pouzit jiné druhy (hlodavce nebo nehlodavce). Pouzivaji se zdrava
mladd zvifata bézné chovanych kment laboratornich zvifat. Expozice by méla byt zapocata co nejdiive po
odstaveni mlddat.

Na zacdtku studie by nemély odchylky hmotnosti pouzitych zvifat piekrocit 20 % stfedni hodnoty. Provadi-li
se subchronickd ordlni studie jako pfedbéznd studie pred dlouhodobou studii, mél by byt v obou studiich
pouzit stejny Zivocisny druh, plemeno a kmen.

Pocet a pohlavi

U hlodavct: se pouzije nejméné 100 zvifat (50 samic a 50 samcti) pro kazdou droveil ddvek a pro soubéznou
kontrolni skupinu. Samice musi byt nullipary a nesméji byt biezi. Pokud se budou zvifata usmrcovat
v prubéhu studie, zvysi se celkovy pocet o pocet zvifat, kterd budou usmrcena pfed ukoncenim studie.

Urovné ddvek a frekvence expozic

Pouziji se alespoil tii trovné didvky a jedna soub&znd kontrolni skupina. Nejvy$si troven ddvky by meéla
vyvolat piznaky minimdlni toxicity, jako je mirny pokles vdhovych pfirGstki (méné nez 10 %), bez
podstatnéjsich zmén normélni doby Zivota v dasledku jinych tcinkd nez tumort.

Nejnizsi troven ddvky by neméla mit vliv na normdlni riist, vyvoj a délku Zivota zvifete nebo vyvolat jakékoli
zndmky toxicity. Obecné by neméla byt nizsi nez 10 % nejvyssi dévky.
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Stiedni ddvka (ddvky) by méla byt zvolena ve stfednim pasmu mezi vysokou a nizkou davkou.
Vybér trovni ddvek by mél zohledriovat tdaje z predchozich zkousek a studii toxicity.

Zvifata se obvykle exponuji denné. Pokud se zkouSend litka podavd v pitné vodé nebo v potravé, méla by
k nim mit zvifata stily pfistup.

Kontrolni skupiny

Pouzije se soubéZnd kontrolni skupina, kterd je ve viech ohledech identickd s exponovanymi skupinami,
s vyjimkou expozice zkousené latce.

Ve zvldstnich piipadech, jako jsou inhala¢ni studie s acrosoly, nebo pouzije-li se pro ordlni poddvini
emulgdtor, jehoZ biologickd aktivita neni charakterizovdna, nasadi se dalsi kontrolni skupina, kterd neni
exponovana vehikulu.

Zpusob poddvidni

Tfemi hlavnimi zptisoby poddvéni jsou ordlni poddvani, dermdlni aplikace a inhala¢ni podévani. Volba
zplisobu podévani zdvisi na fyzikdlnich a chemickych charakteristikich zkousené litky a pravdépodobném
zplisobu expozice ¢lovéka.

Oralni studie

Vstiebdva-li se zkousend litka z gastrointestindlntho traktu a je-li poZiti jedna z cest, jimiz muze byt
exponovan clovék, davd se pfednost ordlni aplikaci, pokud neexistuji divody proti tomu. Zvifata mohou
dostévat zkousenou latku v potravé, rozpusténou v pitné vodé nebo podévanou v kapslich.

V idedlnim piipadé se litka poddvd sedm dni v tydnu, protoze ddvkovdni pét dnd v tydnu muize vést
k zotaveni nebo k névratu toxicity v obdobi bez aplikace, ¢imz mohou byt ovlivnény vysledky a ndsledné
hodnoceni. Zejména z praktickych divodd se vSak ddvkovdni pétkrdt tydné povazuje za prijatelné.

Dermélni studie

Dermdlni expozice nanesenim piimo na kizi muZze byt zvolena jako simulace hlavni cesty expozice u ¢lovéka
a jako modelovy systém vyvolani koZznich 1ézi.

Inhala¢ni studie

Protoze jsou inhalacni studie technicky komplikovanéjsi nez jiné zplsoby aplikace, jsou zde uvedeny
podrobngji informace o tomto zplisobu poddvdni. Je tfeba poznamenat, Ze ve specifickych situacich muze
byt platnou alternativou intratrachedlni instilace.

Dlouhodobé expozice obvykle napodobuji predpoklddané expozice ¢lovéka, pficemz je zvife obvykle expono-
vano po ustdleni koncentrace v inhala¢ni komofe Sest hodin denné po pét dnt v tydnu (pferuSovand
expozice), nebo jde-li 0 moznou expozici v okolnim prostiedi, 22-24 hodin denné po sedm dni v tydnu
(kontinudlni expozice), s pfiblizné jednou hodinou denné pro krmeni zvifat ve stejnou denni dobu, kterd se
vyuzije i pro CiSténi expozicniho komory. v obou pifpadech jsou zvifata obvykle exponovdna neménnym
koncentracim zkousené létky.

Hlavni rozdil mezi pferusovanou a kontinualni expozici spocivd v tom, Ze pfi prvni z nich ma zvife 17-18
hodin, béhem nichz se muize zotavit z G¢ink denni expozice; béhem vikendu je tato doba jesté del3i.

Volba prerusované nebo kontinudlni expozice zdvisi na cilech studie a na expozici clovéka, kterd md byt
simulovéna. Je vak tfeba vzit v tvahu urcité technické obtiZe. Protivahou vyhody kontinudlni expozice pro
simulaci podminek okolniho prostfedi mize byt nezbytnost zajistit vodu a krmeni béhem expozice a potieba
zajistit komplikovangjsi (a spolehlivéjsi) piipravu aerosolu a par a monitorovaci techniku.

Expozi¢ni komory

Zvifata se exponuji v inhalacnich komordch, jejichz konstrukce zarucuje dynamické proudéni vzduchu
s vyménou vzduchu nejméné 12krdt za hodinu, aby byly zajiStény piiméfeny obsah kysliku a rovnomérné
rozdéleni latky v expozicni atmosféfe. Kontrolni a expozi¢ni komory by mély mit identickou konstrukci, aby
byly expoziéni podminky srovnatelné ve vSech ohledech kromé expozice zkousené latce. Uvniti komory se
obvykle udrzuje mirny podtlak, aby nedochdzelo k dniku zkousené litky do okolniho prostiedi. Komory by
mély minimalizovat stisnénost pokusnych zvifat. Pro zajisténi stdlosti atmosféry v komote by obecné nemél
celkovy ,objem*, ktery zaujimaji pokusnd zvifata, pfesdhnout 5 % objemu expozi¢ni komory.
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Provadi se méfeni nebo monitorovéni téchto veli¢in:

i) pratok vzduchu: pratok vzduchu komorou by mél byt kontrolovan nejlépe kontinudlng;

i) koncentrace: béhem denni expozice se nemd koncentrace lisit od stfedni hodnoty o vice nez £15 %.Kaz-
dodenni koncentrace maji byt béhem celé studie co nejstalejst;

ii

teplota a vlhkost: pro hlodavce by méla byt teplota udrzovdna v rozmezi 22 + 2 °C a vlhkost v komorach
30-70 %, kromé piipadt, kdy je pouZzivana k rozptyleni zkousené litky v atmosféfe komory voda.
Upfednostiuje se, aby byly oba parametry kontrolovany kontinudlng;

iv) méfeni velikosti ¢4stic: méla by byt stanovena distribuce velikosti ¢dstic v atmosféfe komor u tekutych
nebo pevnych aerosoltl. Aerosolové &dstice by mély mit respirabilni velikost pro pouzité zkuSebni zvife.
Vzorky atmosféry komor se odebiraji z dychaci zény zvifat. Vzorek vzduchu by mél byt reprezentativni
pro distribuci Castic, kterym je zvife exponovano, a mél by gravimetricky odpovidat celému suspendova-
nému acrosolu, i kdyZz znacnd st aerosolu neni respirabilni. Analyza velikosti ¢dstic by méla byt
provadéna béhem vyvoje generujictho systému tak Casto, aby se zajistila stabilita aerosolu; béhem expozice
pak tak casto, aby bylo mozno posoudit stabilitu distribuce ¢stic, kterym jsou zvifata exponovana.

Délka studie

Zkouska karcinogenity zahrnuje vétsi c¢dst obvyklé doby zivota pokusnych zvifat. Zkouska by méla byt
ukoncena po 18 mésicich u mysi a kiecka a po 24 mésicich u potkana; u nékterych kmend zvifat s delsi
dobou zZivota anebo s nizkym spontdnnim vyskytem tumort by viak méla byt ukoncena po 24 mésicich (u
mysi a kiecka) a po 30 mésicich (u potkana). Ukonceni takové prodlouzené studie je také prijatelné, pokud
pocet piezivajicich zvifat ve skupiné s nejnizsi ddvkou nebo v kontrolni skupiné klesne na 25 %. Pfi ukonceni
zkousky, ve které je zfetelny rozdil v reakci u rliznych pohlavi, se kazdé pohlavi posuzuje zvldst. Pokud
piedcasné uhyne ze zjevnych toxickych pficin jen skupina s vysokou dévkou, nemusi to nutné vést k ukonceni
celé zkousky za predpokladu, Ze toxické projevy necini problémy u ostatnich skupin. Negativni vysledek
zkousky lze uznat, pokud nejsou ztrity zvifat v disledku autolyzy, kanibalismu nebo laboratorné-technickych
chyb v zddné skupiné vétsi nez 10 % a preziti ve viech skupindch neklesne pod 50 % po 18 mésicich u mysi
a kiecka a po 24 mésicich u potkana.

Postup

Pozorovani

Denni pozorovani v kleci zahrnuje zmény ktize, srsti, oci, sliznic, dychdni a krevniho obéhu, zmény funkce
autonomni a centrilni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovani.

Je tieba zajistit pravidelnou kontrolu zvifat, aby pokud mozno nedochdzelo ke ztrdtdm zvifat napt. v dasledku
kanibalismu, autolyzy tkdni nebo chybného zafazeni. Zvitata nalezend v agénii se vyfadi, humdnné utrati
a pitvaji.

Klinické pfiznaky a mortalita se zaznamendvaji u vSech zvifat. Zvlastni pozornost se vénuje vyvoji tumort:
doba objeveni, lokalizace, rozméry, vzhled a progrese kazdého viditelného nebo hmatného tumoru se
zaznamenava.

Méfeni spotfeby potravy (a vody, je-li zkousend latka poddvéna v pitné vod¢) se provadi tydné béhem prvnich
13 tydnt studie a poté piiblizné ve tifmésicnich intervalech, pokud zdravotni stav nebo zmény télesné
hmotnosti nevyzaduji jinou Cetnost méfeni.

Télesnd hmotnost se zaznamendva individudlné u vsech zvifat jednou tydné béhem prvnich 13 tydnt obdobi
zkousky a alesponi jednou za Ctyfi tydny po tomto obdobi.
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3.1

Klinickd vySetfeni
Hematologie

Pokud pozorovéni zvitat v klecich svéd¢i o zhorSeném zdravotnim stavu zvifat béhem studie, provede se
stanoveni diferencidlniho obrazu bilych krvinek postizenych zvifat.

Po 12 mésicich, 18 mésicich a pfed utracenim zvifat se provede krevni ndtér od vsech zvitat. Diferencidlni
obraz bilych krvinek se vysetfuje ve vzorcich od zvitat ve skupiné s nejvyssi ddvkou a u kontrolnich skupin.
Pokud je to podle ddajl, zejména tdajii ziskanych pred utracenim nebo tdajii z vySetfeni patologickych zmén,
nutné, vysetii se diferencidl obraz i u skupiny s nejblizsi nizsi ddvkou.

Pitva

U viech zvitat, véetné téch, kterd uhynula béhem zkousky nebo byla utracena v agénii, se provede kompletni
pitva. Viechny viditelné tumory nebo 1éze nebo 1éze, které by mohly byt tumory, se uchovaji.

Niésledujici orgdny a tkdné je tfeba pfechovdvat ve vhodném médiu s ohledem na moznd pozdéjsi
histopatologickd vysetfeni: mozek (v fezech medula/pons, kira mozku a mozecku), podvések mozkovy, stitnd
zldzalpristitnd téliska, vSechny thymické tkdné, pridusnice a plice, srdce, aorta, slinné Zzldzy, jatra, slezina,
ledviny, nadledviny, slinivka bfi$ni, gonddy, déloha, pfidatné pohlavni orgdny, kize, jicen, Zaludek, dvandcter-
nik, jejunum, ileum, caecum, tracnik, konecnik, mocovy méchyt, reprezentativni lymfatické uzliny, samici
mléénd Zzldza, stehenni sval, periferni nerv, hrudni kost s kostni dfeni, kost stehenni (v¢etné kloubu), micha ve
tiech trovnich (krcni, stfedni hrudni a bederni) a odi.

Optimédlnim zptisobem konzervace plic a mocového méchyte je jejich naplnéni fixativem; naplnéni plic
v inhalacnich studiich ma zdsadni vyznam pro odpovidajici histopatologické vys3etfeni. v inhala¢nich studiich
se uchovava cely respiracni trakt véetné dutiny nosni, hltanu a hrtanu.

Histopatologickd vySetfeni

a) Uplné histopatologické vysetreni organt a tkdni se provede u viech zvifat, kterd uhynula nebo byla
utracena béhem studie, u vSech zvifat skupiny, které byla poddna nejvyssi davka, a u zvifat kontrolni
skupiny.

=

Vsechny tumory viditelné okem a léze, které by mohly byt tumory, se mikroskopicky vysetfi u viech
skupin.

) Je-li vyznamny rozdil ve vyskytu neoplastickych 1ézi mezi skupinou s vysokou ddvkou a kontrolni
skupinou, provede se histopatologické vysetieni v daném orgdnu ¢i tkdni i v dalsich skupindch.

d) Je-li preziti ve skupiné s vysokou ddvkou podstatné niz${ nez u kontrolni skupiny, provede se kompletni
vySetfeni skupiny s nejblizsi nizsi davkou.

¢) Jsou-li ve skupiné s vysokou davkou dikazy o vyvoldni toxickych nebo jinych dcinkd, které by mohly
ovlivnit neoplastickou odpovéd, provede se kompletni vysetieni skupiny s nejblizsi nizsi trovni davky.

UDAJE

Udaje se shrnou do tabulky, picem? se uvede u kazdé experimentdlni skupiny pocet zvifat na zalitku
zkousky, pocet zvifat vykazujicich tumory zji§téné béhem zkousky, doba jejich zjisténi a pocet zvifat s tumory
po utraceni. Vysledky se vyhodnoti vhodnou statistickou metodou. MaZe byt pouzita jakdkoli uzndvand
statistickd metoda.

ZPRAVY

Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— 7Zivocisny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, strava,
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— zkuSebni podminky:
popis expozi¢niho zafizent:
véetné konstrukee, typu, rozmérd, zdroje vzduchu, systému piipravy aerosolt, klimatizacniho systému,
popis ¢isténi odpadniho vzduchu a zptisobu umisténi zvitat ve zkusebni komofte, pokud je pouzita. Popisi
se zafizeni pro méfeni teploty, vlhkosti vzduchu, popfipadé stilosti koncentraci nebo distribuce velikosti
Castic aerosolu;

udaje o expozici:

zpracuji se do tabulky s uvedenim stfednich hodnot a charakteristik variability (napf. smérodatné od-
chylky); mély by zahrnovat tyto informace:

a) pritok vzduchu inhalaénim zafizenim,

b) teplota a vlhkost vzduchu,

¢) nomindlni koncentrace (celkové mnozstvi zkousené litky pfivddéné do inhala¢niho zafizeni délené
objemem vzduchu),

d) druh vehikula, pokud bylo pouzito,
e) skute¢nd koncentrace v dychaci z6né,
f) medidn velikosti ¢dstic (podle moznosti):
— trovné ddvek (véetné vehikula, je-li uzito) a koncentrace,
— incidence tumort podle pohlavi, ddvky a typu tumoru,
— doba uhynuti béhem experimentu, piipadné tdaj o preziti zvitat do konce sledovéni,
— vyskyt toxickych acinkd podle pohlavi a davky,
— popis toxickych nebo jinych Gcinkd,
— doba, kdy byly pozoroviny jednotlivé abnormdlni pfiznaky, a jejich dalsi vyvoj,
— ddaje o spotiebé potravy a o télesné hmotnosti,
— provedend hematologickd vysetfeni a jejich vysledky,
— pitevni ndlezy,
— podrobny popis vSech histopatologickych nalezt,
— statistické zpracovani vysledk(i a popis pouzitych metod,
— diskuse o vysledcich,
— interpretace vysledkd.

3.2 Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tdvod, ¢ist B.

4. LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ast B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

KOMBINOVANA ZKOUSKA CHRONICKE TOXICITY a KARCINOGENITY

METODA

Uvod

Viz obecny tvod, ¢ist B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ast B.

Referencni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Cilem kombinované zkousky chronické toxicity/karcinogenity je stanovit chronické a karcinogenni tcinky latky
u nékterého druhu savcd po dlouhodobé expozici.

Pro tento tcel je zkouska karcinogenity doplnéna alespon jednou exponovanou satelitni skupinou a kontrolni
satelitni skupinou. Davka pouZitd pro tuto exponovanou satelitni skupinu mize byt vy3si nez nejvyssi dévka
pouzitd pii zkouSce karcinogenity. Zvifata ve zkousce karcinogenity se vySetiuji jak na obecnou toxicitu, tak
na reakci na karcinogenni Gcinky. Zvifata v exponované satelitni skupiné se vysetfuji na obecnou toxicitu.

Zkousend ltka se obvykle poddvd vhodnou cestou sedm dni v tydnu, nékolika skupindm pokusnych zvitat,
kazdé skupiné jedna droven dévky, po veétsi ¢dst Zivota zvifat. Béhem expozice zkousené ltce a po expozici se
pokusnd zvifata denné pozoruji za dcelem sledovani projevii toxicity, zejména vyvinu tumoru.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody

Nejméné pét dni pred zkouskou jsou zvifata chovdna v podminkdch chovu a krmeni, v jakych budou béhem
experimentu. Pred zkouskou se provede ndhodny vybér zdravych mladych zvitat, kterd se pfifadi do
experimentdlnich a kontrolnich skupin.

Pokusnd zvifata

Upfednostiiuje se potkan. Na zdkladé predchozich studii je mozné pouzit i jiné druhy (hlodavce nebo
nehlodavce). PouZivaji se zdravd mladd zvifata z bézné chovanych kment laboratornich zvitat; expozice by
méla byt zapocata co nejdifve po odstaveni mlddat.

Na zacdtku studie by nemély odchylky hmotnosti pouzitych zvitat piekrocit +20 % stiedni hodnoty. Provadi-li
se subchronickd ordlni studie jako pfedbéznd studie pred dlouhodobou studii, mél by byt v obou studiich
pouzit stejny zivocisny druh a plemeno/kmen.

Pocet a pohlavi

U hlodavct se pouzije nejméné 100 zvitat (50 samic a 50 samct) pro kazdou droven dévek a pro soubéznou
kontrolni skupinu. Samice musi byt nullipary a nesméji byt biezi. Pokud se budou zvifata usmrcovat
v prubéhu studie, zvysi se celkovy pocet o pocet zvifat, kterd budou usmrcena pied ukoncenim studie.

Exponovand satelitni skupina (nebo skupiny) pro hodnoceni patologie jiné, nez jsou tumory, by méla
obsahovat 20 zvifat kazdého pohlavi, zatimco satelitni kontrolni skupina by méla obsahovat 10 zvitat
kazdého pohlavi.
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Urovné dévek a frekvence expozic

Pro zkouseni karcinogenity se pouZiji alespon tii trovné ddvek a jedna soubéznd kontrolni skupina. Nejvyssi
troven davky by méla vyvolat ptiznaky minimdlni toxicity, jako je mirny pokles véhovych priristka (méné nez
10 %), bez podstatngjsich zmén normélni doby Zivota v dusledku jinych G¢inkd nez tumort.

Nejnizsi Groven dévky by neméla mit vliv na normalni rist, vyvoj a délku Zivota zvifete nebo vyvolat jakékoli

zndmky toxicity. Obecné by neméla byt nizsi nez 10 % nejvyssi dévky.
Stiedni davka (ddvky) by méla byt zvolena ve stfednim pasmu mezi vysokou a nizkou davkou.
Vybér davek by mél zohlediiovat tdaje z predchozich zkousek a studif toxicity.

Pro dcely zkouseni chronické toxicity se do zkousky zahrnou dalsi exponované skupiny a soubéznd satelitni
kontrolni skupina. Vysokd ddvka by méla u exponovanych zvifat v satelitni skupiné vyvolat zfetelné piiznaky
toxicity.

Zvifata se obvykle exponuji denné. Pokud se zkousend ldtka poddvd v pitné vodé nebo v potravé, méla by
k nim mit zvifata stdly piistup.

Kontrolni skupiny

Pouzije se soubéZnd kontrolni skupina, kterd je ve viech ohledech identickd s exponovanymi skupinami,
s vyjimkou expozice zkousené latce.

Ve zvlastnich piipadech, jako jsou inhala¢ni studie s acrosoly, nebo pouZije-li se pro ordlni podavani
emulgdtor, jehoz biologickd aktivita neni charakterizovdna, nasadi se dalsi kontrolni skupina, kterd neni
exponovana vehikulu.

Zpusob podavini

Tfemi hlavnimi zptsoby poddvdni jsou ordlni podévani, dermdlni aplikace a inhala¢ni poddvéni. Volba
zplisobu podévani zdvisi na fyzikdlnich a chemickych charakteristikich zkousené litky a pravdépodobném
zptisobu expozice ¢lovéka.

Oralni studie

Vstiebava-li se zkousend litka z gastrointestindlntho traktu a je-li poziti jedna z cest, jimiz muZe byt
exponovan clovék, divd se piednost ordlni aplikaci, pokud neexistuji diivody proti tomu. Zvifata mohou
dostdvat zkousenou latku v potravé, rozpusténou v pitné vodé nebo poddvanou v kapslich. v idedlnim pfipadé
se latka poddvd sedm dni v tydnu, protoze ddvkovani pét dnt v tydnu muiize vést k zotaveni nebo k névratu
toxicity v obdobi bez aplikace, ¢imz mohou byt ovlivnény vysledky a ndsledné hodnoceni. Zejména
z praktickych divodi se vsak davkovani pétkrdt tydné povazuje za piijatelné.

Dermalni studie

Dermdlni expozice nanesenim piimo na kizi muize byt zvolena jako simulace hlavni cesty expozice u ¢lovéka
a jako modelovy systém vyvoldni koznich 1ézi.

Inhala¢ni studie

Protoze inhalacni studie jsou technicky komplikovangjsi nez jiné zptsoby aplikace, jsou zde uvedeny
podrobnéji informace o tomto zplisobu poddvani. Je tfeba poznamenat, Ze ve specifickych situacich mtze
byt platnou alternativou intratrachedlni instilace.

Dlouhodobé expozice obvykle napodobuji predpoklddané expozice ¢lovéka, pficemz je zvife obvykle expono-
vano po ustdleni koncentrace v inhala¢ni komofe Sest hodin denné po pét dnt v tydnu (pferuSovand
expozice), nebo jde-li o mozZnou expozici v okolnim prostfedi, 22-24 hodin denné po sedm dni v tydnu
(kontinudlni expozice), s pfiblizné jednou hodinou denné pro krmeni zvifat ve stejnou denni dobu, kterd se
vyuzije i pro Cisténi expozicniho komory. v obou piipadech jsou zvifata obvykle exponovina neménnym
koncentracim zkousené latky. Hlavni rozdil mezi pferuovanou a kontinudlni expozici spocivd v tom, Ze pii
prvni z nich mé zvife 17-18 hodin, béhem nichz se muze zotavit z G¢inkd denni expozice; béhem vikendu je
tato doba jesté delsi.
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Volba prerusované nebo kontinudlni expozice zdvisi na cilech studie a na expozici clovéka, kterd md byt
simulovéna. Je vak tfeba vzit v tvahu urcité technické obtize. Protivdhou vyhody kontinudlni expozice pro
simulaci podminek okolniho prostfedi miize byt nezbytnost zajistit vodu a krmeni béhem expozice a potieba
zajistit komplikovanéjsi (a spolehlivéjsi) pripravu aerosolu a par a monitorovaci techniku.

Expozi¢ni komory

Zvifata se exponuji v inhalacnich komordch, jejichz konstrukce zarucuje dynamické proudéni vzduchu
s vyménou vzduchu nejméné 12krit za hodinu, aby byly zajistény p¥iméfeny obsah kysliku a rovnomérné
rozdéleni litky v expoziéni atmosféie. Kontrolni a expoziéni komory by mély mit identickou konstrukei
a vzhled, aby byly expozi¢ni podminky srovnatelné ve vsech ohledech, kromé expozice zkousené latce. Uvnitf
komory se obvykle udrzuje mirny podtlak, aby nedochdzelo k tniku zkousené litky do okolntho prostiedi.
Komory by mély minimalizovat stisnénost pokusnych zvifat. Pro zaji§téni stdlosti atmosféry v komote by
obecné nemél celkovy ,objem*, ktery zaujimaji pokusnd zvifata, pfesdhnout 5 % objemu expozi¢ni komory.

Provadi se méfeni nebo monitorovani téchto veli¢in:

i) pratok vzduchu: pritok vzduchu komorou by mél byt kontrolovan nejlépe kontinudlng;

ii) koncentrace: béhem denni expozice se nemd koncentrace lisit od stfedni hodnoty o vice nez £15 %.Kaz-
dodenni koncentrace maji byt béhem celé studie co nejstalejst;

iii

teplota a vlhkost: pro hlodavce by méla byt teplota udrzovéna v rozmezi 22 + 2 °C a vlhkost v komordch
30-70 %, kromé piipadd, kdy je pouzivina k rozptyleni zkouSené litky v atmosféfe komory voda.
Upfednostiiuje se, aby byly oba parametry kontrolovény kontinudlng;

iv) méfeni velikosti ¢dstic: méla by byt stanovena distribuce velikosti ¢dstic v atmosféfe komor u tekutych
nebo pevnych aerosoli. Aerosolové Castice by mély mit respirabilni velikost pro pouzité zkusebni zvife.
Vzorky atmosféry komor se odebiraji z dychaci zény zvitat. Vzorek vzduchu by mél byt reprezentativni
pro distribuci ¢éstic, kterym je zvife exponovédno, a mél by gravimetricky odpovidat celému suspendova-
nému aerosolu, i kdyZz znacnd &dst aerosolu neni respirabilni. Analyza velikosti ¢dstic by méla byt
provddéna béhem vyvoje generujictho systému tak casto, aby se zajistila stabilita acrosolu; béhem expozic
pak tak casto, aby bylo mozno posoudit stabilitu distribuce ¢stic, kterym jsou zvifata exponovana.

Délka studie

Zkouska karcinogenity zahrnuje véts{ ¢dst normdlni doby Zivota pokusného zvifete. Zkouska by méla byt
ukoncena po 18 mésicich u mysi a kiecka a po 24 mésicich u potkana; u nékterych kmend zvifat s delsi
dobou 7Zivota anebo s nizkym spontdnnim vyskytem tumoril by viak méla byt ukoncena po 24 mésicich (u
mysi a kiecka) a po 30 mésicich (u potkana). Ukonceni takové prodlouzené studie je také piijatelné, pokud
pocet piezivajicich zvifat ve skupiné s nejnizsi ddvkou nebo v kontrolni skupiné klesne na 25 %. Pfi ukonceni
zkousky, ve které je zfetelny rozdil v reakci u rtznych pohlavi, se kazdé pohlavi posuzuje zvlast. Pokud
piedcasné uhyne ze zjevnych toxickych pficin jen skupina s vysokou ddvkou, nemusi to nutné vést k ukoncent
celé zkousky za predpokladu, Ze toxické projevy necini problémy u ostatnich skupin. Negativni vysledek
zkousky lze uznat, pokud nejsou ztraty zvifat v dusledku autolyzy, kanibalismu nebo laboratorné-technickych
chyb v zddné skupiné vétsi nez 10 % a preziti ve viech skupindch neklesne pod 50 % po 18 mésicich u mysi
a kiecka a po 24 mésicich u potkana.

Satelitni skupiny 20 exponovanych zvifat kazdého pohlavi a piislusnych 10 kontrolnich zvifat kazdého
pohlavi pouzitych pro testovdni chronické toxicity by mély v experimentu setrvat alespoi 12 mésicil.
u téchto zvifat by méla byt pldnovéna pitva za Gcelem zjisténi, zda se u nich nezévisle na procesu stérnuti

vyvinuly patologické projevy.

Postup

Pozorovani

Denni pozorovani v Kleci zahrnuje zmény kize, srsti, o¢i, sliznic, dychdni a krevniho obé¢hu, zmény funkce
autonomni a centrlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovani.
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U zvifat exponované satelitni skupiny (nebo skupin) se provadi v pifiméfenych intervalech klinické vysetfeni.

Je tieba zajistit pravidelnou kontrolu zvifat, aby pokud mozno nedochdzelo ke ztratdm zvifat napt. v dasledku
kanibalismu, autolyzy tkdni nebo chybného zafazeni. Zvitata nalezend v agénii se vyfadi, humdnné utrati
a pitvaji.

Zaznamendvaji se Klinické pi{znaky vcetné neurologickych a ocnich zmén u vSech zvifat a déle piipady
uhynuti. Zvldstni pozornost se vénuje vyvoji tumorti: doba objeveni, lokalizace, rozméry, vzhled a progrese
kazdého viditeIného nebo hmatatelného tumoru se zaznamenava.

Meéfeni spotieby potravy (a vody, je-li zkouSend litka poddvana v pitné vodé) se provadi tydné béhem prvnich
13 tydnd studie a poté piiblizné¢ ve tiimésicnich intervalech, pokud zdravotni stav nebo zmény télesné
hmotnosti nevyzaduji jinou Cetnost méfent.

Télesnd hmotnost se zaznamendva individudlné u vsech zvifat jednou tydné béhem prvnich 13 tydnti obdobi
zkousky a alesponl jednou za Ctyfi tydny po tomto obdobi.

Klinickd vysetfeni
Hematologie

Hematologickd vysetfeni (napf. obsah hemoglobinu, hematokrit, celkovy pocet erythrocytt, celkovy pocet
bilych krvinek, krevnich desticek nebo jiné ukazatele srdzlivosti) se provadéji po tiech mésicich, Sesti mésicich
a poté piiblizné v Sestimésicnich intervalech a po ukonéeni na vzorcich krve shromazdénych od 10 potkant
z kazdého pohlavi z kazdé skupiny. Vzorky se ve viech intervalech odeberou pokud mozno od stejnych
potkant.

Pokud pozorovani zvitat v klecich svéd¢i o zhorSeném zdravotnim stavu zvifat béhem studie, provede se
vySetieni diferencidlntho obrazu bilych krvinek postizenych zvitat.

Diferencidlni obraz bilych krvinek se vySetiuje ve vzorcich od zvitat ve skupiné s nejvyssi davkou a u kon-
trolnich skupin. Diferencidlni obraz bilych krvinek se vySetfuje u skupiny (skupin) s nejblizsi nizsi davkou
pouze tehdy, jsou-li mezi skupinou s nejvyssi davkou a kontrolnimi skupinami vyznamné odchylky nebo
pokud to indikuji patologické nélezy.

Analyza moci

Pro analyzu moci se shromazduji vzorky od 10 potkant kazdého pohlavi ze vSech skupin, pokud mozno od
stejnych zvifat a ve stejnych intervalech jako hematologickd vySetfeni. Nésledujici stanoveni se provadéji bud
na vzorcich jednotlivych zvifat, nebo na smésném vzorku pro pohlavi/skupinu hlodavci:

— vzhled moci: objem a hustota u jednotlivych zvifat,

— bilkoviny, glukosa, ketolatky, okultni krvdceni (semikvantitativng),
— mikroskopické vySetfeni sedimentu (semikvantitativné).
Biochemické vysetfeni

V piiblizné Sestimésicnich intervalech a po ukonceni se odeberou krevni vzorky pro biochemickd méfeni od
viech nehlodaved a od 10 potkanti obojiho pohlavi z kazdé skupiny, pokud mozno od tychz potkani
v kazdém intervalu. Kromé toho se pfed zkouskou odeberou vzorky od nehlodavci. Z téchto vzorkd se
piipravi plasma a provedou se ndsledujici zkousky:

— celkovd koncentrace bilkovin,
— koncentrace albuminu,

— testy na funkci jater (napf. aktivita basické fosfatasy, aktivita glutamdt-pyruvat-transaminasy ('), glutamdat-
oxalacetdt-transaminasy (), gama-glutamyltranspeptidasy, ornitindekarboxylasy,

— metabolismus glyciddi, napf. glukosa v krvi na lacno,

— testy na funkci ledvin, napf. dusik mocoviny v krvi.

(") Nyni zndmé jako alaninaminotransferasa.
() Nyni zndma jako aspartitaminotransferasa.
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Pitva

U vsech zvifat, véetné téch, kterd uhynula béhem zkousky nebo byla utracena v agénii, se provede kompletni
pitva. Pred utracenim se odeberou vzorky krve vSech zvifat pro diferencidlni obraz bilych krvinek. VSechny
viditelné tumory nebo léze, které by mohly byt tumory, se uchovaji. Mél by byt proveden pokus porovnat
anatomicko-patologické zmény s mikroskopickymi nalezy.

Vsechny orgdny a tkdné se uchovaji pro histopatologické vysetfeni. To se obvykle tykd nasledujicich orgdnt
a tkdni: mozek (') (medula/pons, kiira mozku a mozecku), podvések mozkovy, stitnd zliza (véetné piistitnych
télisek), thymus, plice (véetné prudusnice), srdce, aorta, slinné zldzy, jatra ('), slezina, ledviny ('), nadledviny ('),
jicen, zaludek, dvandcternik, jejunum, ileum, caecum, tracnik, konecnik, mocovy méchyf, lymfatické uzliny,
slinivka, gonddy ('), pfidatné pohlavni orginy, sami¢i mlécné zldzy, kiZze, svalovina, periferni nerv, micha
(kr¢nid, hrudni a bederni), sternum s kostni dfeni a stehenni kost (véetné kloub®) a odi.

Optimédlnim zptisobem konzervace plic a mocového méchyte je jejich naplnéni fixativem; naplnéni plic
v inhala¢nich studiich méd zdsadni vyznam pro odpovidajici histopatologické vysetieni. Ve specidlnich studiich,
jako jsou inhalacni studie, se studuje cely respiracni trakt véetné nosu, hltanu a hrtanu.

Byla-li provedena jind klinickd vySetfeni, mély by byt informace ziskané z téchto procedur k dispozici pred
mikroskopickym vySetfenim, protoZe mohou byt patologovi vyznamnym voditkem.

Histopatologickd vysetien{
V &sti studie pro zkouseni chronické toxicity:

Provede se podrobné vySetieni vsech uchovanych orgdni vSech zvifat satelitni skupiny s vysokou ddvkou
a satelitni kontrolni skupiny. Pokud jsou v satelitni skupiné exponované nejvyssi ddvce nalezeny patologické
zmény zpusobené latkou, vysetii se histologicky cilové organy vSech ostatnich zvifat z ostatnich exponovanych
satelitnich skupin i ze vSech exponovanych skupin ¢asti studie vénované karcinogenité pii jejim ukondeni.

V ¢&asti studie pro zkouseni karcinogenity:

a) dplné histopatologické vysetfeni orgdnt a tkdni se provede u vSech zvifat, kterd uhynula nebo byla
utracena béhem zkousky, u vsech zvifat skupiny, které byla poddna nejvyssi davka, a u vSech zvifat
kontrolni skupiny;

b) vSechny tumory viditelné okem a léze, které by mohly byt tumory, se mikroskopicky vysetii u vsech
skupin ve vech orgdnech;

) je-li vyznamny rozdil ve vyskytu neoplastickych lézi mezi skupinou s vysokou ddvkou a kontrolni
skupinou, provede se histopatologické vysetieni v daném orgdnu ¢i tkdni i v dalsich skupindch;

d) je-li preziti ve skupiné s vysokou davkou podstatné nizsi nez u kontrolnich skupin, provede se kompletni
vySeteni skupiny s nejblizsi nizsi davkou;

e) jsou-li ve skupiné s vysokou didvkou dikazy o vyvoldni toxickych nebo jinych tcinkd, které by mohly
ovlivnit neoplastickou odpovéd, provede se kompletni vysetieni skupiny s nejblizsi nizsi dévkou.

UDAJE

Udaje se shrnou do tabulky, pficemz se u kazdé experimentdlni skupiny uvede pocet zvifat na zacdtku
zkousky, pocet zvifat vykazujicich tumory nebo toxické Gcinky zjisténé béhem zkousky, doba jejich zjisténi
a pocet zvifat s tumory zjiSténymi po utraceni. Vysledky se vyhodnoti vhodnou statistickou metodou. Muze
byt pouzita jakdkoli uzndvand statistickd metoda.

ZPRAVY

Protokol o zkous$ce
Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— zZivocisny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, strava,

(') Tyto organy odebrané 10 hlodavctim kazdého pohlavi se zvdzi.
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3.2

— zkuSebni podminky:

popis expozi¢niho zafizent:

véetné konstrukce, typu, rozmérd, zdroje vzduchu, systému piipravy Cdstic aerosolt, klimatiza¢niho
systému, popis Cisténi odpadniho vzduchu a zptsobu umisténi zvitat ve zkuSebni komofe, pokud je
pouzita. Popi§i se zafizeni pro méfeni teploty, vlhkosti vzduchu, popiipadé stilosti koncentraci nebo
distribuce velikosti ¢dstic aerosolu;

udaje o expozici:

zpracuji se do tabulky s uvedenim stfednich hodnot a charakteristik variability (napf. smérodatné od-
chylky); mély by zahrnovat tyto informace:

a) pritok vzduchu inhalaénim zafizenim;

b) teplota a vlhkost vzduchu,

¢) nomindlni koncentrace (celkové mnozstvi zkousené litky pfivddéné do inhala¢niho zafizeni délené
objemem vzduchu);

d) druh vehikula, pokud bylo pouzito;

e) skute¢nd koncentrace v dychaci z6né;

f) medidn velikosti ¢dstic (podle moznosti):

tirovné dévek (véetné vehikula, je-li uZito) a koncentrace,
vyskyt tumort podle pohlavi, davky a typu tumoru,

doba uhynuti béhem experimentu, pfipadné tdaj o pieziti zvifat do konce sledovani, véetné satelitnich
skupin,

— vyskyt toxickych dcinkd podle pohlavi a davky,

— popis toxickych nebo jinych acinka,

— doba, kdy byly pozoroviny jednotlivé abnormdlni pfiznaky, a jejich dalsi vyvoj,
— oftalmologické nilezy,

— udaje o spotfebé potravy a o télesné hmotnosti,

— provedend hematologickd vysetfeni a jejich vysledky,

— provedend biochemickd vySetfeni a jejich vysledky (véetné vysledkd vSech analyz moci),
— pitevni nélezy,

— podrobny popis vSech histopatologickych nalezt,

— statistické zpracovani vysledkti a popis pouzitych metod,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢dst B.

LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ast B.
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1.3

1.4

1.5

1.6

]EDNOGENERACNf ZKOUSKA TOXICITY PRO REPRODUKCI

METODA

Uvod

Viz obecny tvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny dvod, ¢ast B.

Referen¢ni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Zkousend ldtka se poddvd nékolika skupindm samic a samcti v odstupniovanych dédvkich. Samctim se podava
zkousend latka v dobé rlistu a v pribéhu alespon jednoho tplného spermatogenniho cyklu (pfiblizné 56 dnti
u mysi a 70 dnd u potkana), aby byl zachycen jakykoli nepfiznivy tcinek zkouSené litky na spermatogenezi.

Samicim rodicovské generace (P) se poddvd litka po dobu alespont dvou estrilnich cykld, aby byl zachycen
jakykoli nepiiznivy ucinek zkousené litky na estrus. Zvifata jsou poté pfipusténa. v dobé pfipusténi se

zkusebni ldtka podavd zvifatim obou pohlavi, v dobé brezosti a laktace pouze samicim.

Pro inhala¢ni aplikaci je tfeba metodu modifikovat.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Piiprava

Pred zkouskou se provede ndhodny vybér zdravych mladych dospélych zvitat, kterd se pfifadi do experimen-
talnich a kontrolnich skupin. Nejméné pét dni pred zkouskou jsou zvifata chovdna v podminkdch chovu
a krmeni, v jakych budou béhem experimentu.

Doporucuje se podavat zkousenou ldtku v potravé nebo v pitné vodé. Jiné zpusoby podani jsou také pfijatelné.
Vsem zvifatim se zkouSend litka poddvd po celou dobu zkousky stejnou metodou. Pouzivd-li se pro
usnadnéni aplikace vehikulum nebo jind ptisada, musi byt o nich zndmo, Ze nemaji toxické ucinky.

Litka se poddvd sedm dni v tydnu.

Pokusnd zvifata

Vybér druhu

Upfednostiiovanymi druhy jsou potkan nebo mys. PouZivaji se zdravd zvifata, dosud nepouZitd pro jiné
experimenty. Pouzivany kmen by nemél mit nizkou plodnost. Pokusnd zvifata musi byt plné charakterizovéna

co do druhu, kmene, pohlavi, hmotnosti a/nebo véku.

Plodnost musi byt ovéfena vhodnym zptsobem u obou pohlavi. Zvifata v experimentdlni i kontrolni skupiné
musi byt odstavena pfed zahdjenim aplikace.

Pocet a pohlavi

Kazdd experimentdlni i kontrolni skupina musi mit dostatecny pocet zvifat, aby bylo zaruceno pfiblizné¢ 20
bfezich samic s pfiblizné stejnym terminem vrhu.

Cilem je ziskat dostatecny pocet bfezich samic a dostatecné potomstvo, a tim zajistit spolehlivé hodnoceni
vlivu latky na plodnost, prubéh biezosti a matefské chovdni v generaci P a laktaci, riist a vjvoj potomstva
generace F od poceti do odstaveni.
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Zkusebni podminky

Vodu a potravu dostdvaji zvifata ad libitum. Pfed vrhem se bfezi samice pfemisti do oddélenych vrhnich nebo
matefskych kleci a je jim poskytnut materidl pro vytvofeni hnizda.

Urovné dévek

Pouziji se alespori tfi exponované skupiny a jedna kontrolni. Pouzivé-li se pro usnadnéni aplikace zkousené
latky vehikulum, poddva se kontrolni skupiné v nejvy$sim pouzitém objemu. Snizuje-li zkousend ldtka pifjem
a vyuzit{ potravy, miZe byt nezbytné pouzit parové krmenou kontrolni skupinu. Pokud to dovoluji fyzikdlné-
chemické vlastnosti nebo biologické tcinky zkousené latky, md nejvyssi davka v idedlnim piipadé vyvoldvat
toxicitu, aviak nikoli uhynuti v rodicovské populaci zvifat (P). Stfedni ddvka (ddvky) by méla vyvoldvat
minimdlni toxické dcinky, které by mohly byt pripisoviny zkousené ldtce, a nejniz$i ddvka by nemeéla
vyvoldvat zddné pozorovatelné nepiiznivé Gcinky ani u rodi¢d ani u potomstva. PF poddni sondou nebo
v kapslich se ddvka stanovi individudlné na zdkladé hmotnosti zvifete a kazdy tyden se pfizptsobuje podle
zmény hmotnosti. u bfezich samic mohou byt ddvky popiipadé urceny na zdkladé télesné hmotnosti v 0.
nebo 6. dni bfezosti.

Limitn{ zkouska

Pokud latka o nizké toxicité neposkytne p¥i drovni ddvky 1 000 mgkg! Zddné dikazy o vlivu na reprodukéni
schopnost, neni zkouseni pii daldich drovnich ddvky potiebné. Pokud predbéznd studie prokaze, Ze vysokd
dévka vyvoldvajici u matek jasné piiznaky toxicity nemd nepiiznivé Gcinky na plodnost, neni zkousSeni pii
dalsich drovnich dévky potiebné.

Provedeni zkousky

Plin pokusu

Denni poddvéni samciim rodicovské generace (P) se zahdji ve véku péti az deviti tydnt po nejméné pétidenni
aklimatizaci po odstaveni. u potkana se v poddvani pokracuje po 10 tydnii do obdobi piipousténi (u mysi
osm tydnt). Samci se bud’ utrati a vySetii na konci obdobi pfipousténi, nebo se pokracuje v poddvani a samci
mohou byt pouziti pro produkci druhého vrhu a utrati se a vySetfi jesté¢ pred koncem studie. u samic
rodicovské generace (P) se poddvini zahdji po nejméné pétidenni aklimatizaci a pokracuje se v ném alespon
do doby dvou tydnt pifed obdobim pfipousténi. v dennim poddvani se poté pokracuje po celé tii tydny
obdobi pfipousténi, v dobé brezosti a poté az do odstaveni generace F. Mize byt nezbytné zménit plin
davkovéni podle dostupnych znalosti o vlastnostech zkouSené litky, napf. o indukci metabolismu a/nebo
bioakumulaci.

Postup pfi pfipousténi

Ve studiich toxicity pro reprodukci je mozné pouzit parovani 1:1 (jeden samec a jedna samice) anebo 1:2
(jeden samec a dvé samice).

V piipadé parovani 1:1 se samice ponechd s tymz samcem do zabfeznuti nebo po dobu tif tydni. Kazdé rino
se samice vySetif na piitomnost spermatu nebo vagindlni zdtky. Dnem 0 bfezosti je den, kdy je pozorovina
vagindlni zdtka ajnebo spermie.

Pary, u kterych nedojde k oplodnéni, se vySetii s cilem zjistit diavod neplodnosti. To mutze zahrnovat
poskytnuti dalsi piilezitosti k oplodnéni se zvifetem s osvédéenou plodnosti nebo mikroskopické vysettent
reprodukénich orgdndi nebo vysetfeni estrdlniho cyklu a spermatogeneze.

Velikost vrht

Zvifatim exponovanym ve studii fertility se ponechd moznost vrhit normalné a pecovat o své potomstvo do
okamziku odstaveni bez standardizace velikosti vrhi.

Pii standardizaci vrhi se doporucuje ndsledujici postup. Mezi 1. a 4. dnem po vrhu se velikost vSech vrhi
upravi vyfazenim nadbytecnych jedinct tak, aby bylo pokud mozno dosazeno poctu 4 samcl a 4 samic na
vrh. Pokud pocet mladych samct nebo samic neumoznuje ponechat ¢tyfi z kazdého pohlavi, je mozné se
tomu Cdstecné piizplsobit (napf. ponechat pét samct a tii samice). Vrhy s méné neZz osmi potomky nelze
standardizovat.
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3.1

Pozorovani

Po dobu zkousky se kazdé zvite pozoruje alespon jednou denné. Zaznamendvaji se vyznamné zmény chovani,
piiznaky ztizeného nebo prodlouzeného vrhu a vSechny pfiznaky toxicity, véetné mortality. Pfed obdobim
piipousténi i béhem ného se denné méif pifjem potravy. Po vrhu a v pribéhu laktace se méH pifjem potravy
(a vody, pokud se litka poddvé v pitné vod¢) ve stejny den, kdy se vdzi potomstvo. Samci a samice rodi¢ovské
generace (P) se vazi prvni den poddvini a poté tydné. Vechna pozorovani se zaznamendvaji individudlné pro
kazdé dospélé zvite.

Doba gestace se pocitd ode dne 0 brezosti. Kazdy vrh se co nejdiive po vrhu vySeti a stanovi se pocty
a pohlavi mlddat, pocet mrtvé a Zivé narozenych mlddat a piitomnost ndpadnych anomdlif.

Mrtvd mlddata a mlddata utracend ve 4. dnu se uchovaji pro vysetfeni na mozné defekty. Zivd mlddata se
spocitaji a celé vrhy se zvdzi rdno po vrhu, ve 4. a 7. dnu a poté kazdy tyden do ukonceni studie, kdy se
zvifata zvazi jednotlivé. Zaznamendavaji se v§echny pozorované abnormality v chovani a fyzickém stavu matek
nebo potomstva.

Patologie
Pitva

Po utraceni nebo umrti béhem studie se vSechna zvifata generace P makroskopicky vySetii na strukturni
abnormality anebo patologické zmény, pficemz se zvlastni pozornost vénuje organtim reprodukéniho systému.
Uhynuld mlddata nebo mlddata v agénii se vySetif na defekty.

Histopatologickd vySetien{

Vajecniky, déloha, délozni hrdlo, vagina, varlata, epididymis, semenné vacky, prostata, koagulacni 7ldza,
hypofysa a cilovy orgdn (cilové orgdny) viech zvitat generace P se uchovaji pro mikroskopické vyseteni.
v piipadé, Ze tyto orgdny dosud nebyly vySetieny v jinych studiich s vice ddvkami, provede se podle moznosti
mikroskopické vysetfen{ u vsech zvitat ze skupiny s nejvyssi davkou a u kontrolni skupiny a déle u zvitat,
kterd uhynula v pribéhu studie.

Orgény, které u téchto skupin zvifat vykazovaly abnormality, se vySeti{ i u zvifat generace P ostatnich
davkovych skupin. v téchto pifpadech se mikroskopicky vySetii vSechny tkdné vykazujici makroskopické
zmény. Jak jiz bylo doporuceno v oddile o pfipousténi, mohou byt reprodukéni orgdny zvifat podezielych
z neplodnosti podrobeny mikroskopické analyze.

UDAJE

Udaje se shrnou do tabulky, pficemz se u kazdé experimentdlni skupiny uvede pocet zvifat na zacdtku
zkousky, pocet plodnych samctl, pocet bfezich samic, typ zmén a procento zvifat vykazujicich jednotlivé typy
zmén.

Podle moznosti se numerické vysledky vyhodnoti vhodnou statistickou metodou. Mtize byt pouzita jakdkoli
vSeobecné uzndvand statistickd metoda.

ZPRAVY

Protokol o zkousce
Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:
— druh/kmen pouzitych zvifat,

— udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a davky, vcetné ukazateld plodnosti, gestace a Zivotaschopnosti,
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3.2

— doba uhynuti béhem studie, nebo zda zvifata ptezila do pldnovaného utraceni nebo do konce studie,

— tabulka s Gdaji o hmotnosti kazdého vrhu, primérné hmotnosti mlddat a individudlni hmotnosti potomku
pii ukonéeni studie,

— toxické a dalsi Gcinky pro reprodukci, potomstvo a postnatalni riist,

— den, kdy byly pozorovény jednotlivé abnormdlni piiznaky, a jejich dalsi vyvoj,
— tdaje o télesné hmotnosti zvifat generace P,

— pitevni nélezy,

— podrobny popis vSech histopatologickych nélezt,

— statistické vyhodnoceni vysledkd, kde je to mozné,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢ast B.

LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

DVOUGENERACNI ZKOUSKA TOXICITY PRO REPRODUKCI

METODA

Uvod

Viz obecny tvod, ¢ist B.

Definice

Viz obecny dvod, ¢ist B.

Referenéni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Zkousend litka se poddvd nékolika skupinim samic a samct v odstupiiovanych ddvkdch. Samctim rodicovské
generace (P) se poddvd zkousend ldtka v dobé riistu a alesponi v pribéhu jednoho dplného spermatogenniho
cyklu (pfiblizné 56 dni u mysi a 70 dnt u potkana), aby byl zachycen jakykoli nepfiznivy tc¢inek zkousené
latky na spermatogenezi.

Samicim rodicovské generace (P) se podavé litka po dobu alespon dvou estrdlnich cykla, aby byl zachycen
jakykoli nepiiznivy ucinek zkousené litky na estrus. Zvifata jsou poté pripusténa. v dobé pfipusténi se
zkusebni ldtka podavé zvifatim obou pohlavi, v dobé bfezosti a laktace pouze samicim. Po odstaveni se ldtka
poddvd zvifatim generace potomstva F v pribéhu jejich ristu az do dospélosti, v dobé pafeni a produkce
generace F, az do doby odstaveni generace F,. Pro inhalacni aplikaci je tfeba metodu modifikovat.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Pfiprava

Pred zkouskou se provede ndhodny vybér zdravych zvifat, kterd se pfifadi do experimentdlnich a kontrolnich
skupin. Nejméné pét dni pied zkouskou jsou rodicovskd zvitata (P) chovdna v podminkdch chovu a krmeni,
v jakych budou béhem experimentu. Doporucuje se poddvat zkousenou litku v potravé nebo v pitné vodé.
Jiné zpisoby poddni jsou také prijatelné. VSem zvifatiim se zkouSend ldtka poddvd po celou dobu zkousky
stejnou metodou. Pouzivé-li se pro usnadnéni aplikace vehikulum nebo jind piisada, musi o nich byt zndmo,
Ze nemaji toxicky ucinek. Latka se poddvd sedm dni v tydnu.

Pokusnd zvifata: vybér druht
Upfednostiiovanymi druhy jsou potkan nebo mys.

Pouzivaji se zdravéd zvitata generace P, dosud nepouZitd pro jiné experimenty. Pouzivany kmen by nemél mit
nizkou plodnost. Pokusnd zvifata musi byt plné charakterizovdna co do druhu, kmene, pohlavi, hmotnosti
ajnebo veku.

Plodnost musi byt ovéfena vhodnym zpiisobem u obou pohlavi. Zvifata v experimentalni i kontrolni skupiné
musi byt odstavena pfed zahdjenim aplikace.

Pocet a pohlavi

Kazdd experimentdlni i kontrolni skupina musi mit dostate¢ny pocet zvifat, aby bylo zaruceno piiblizné 20
bfezich samic s pfiblizné stejnym terminem vrhu. Cilem je ziskat dostate¢ny pocet bfezich samic a dostatecné
potomstvo, a tim zajistit spolehlivé hodnoceni vlivu litky na plodnost, priibéh bfezosti, mateiské chovéni,
laktaci, réist a vyvoj potomstva generace F, od poceti do odstaveni a vyvoj jejich potomstva (F,) do odstaveni.
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Zkugebni podminky

Vodu a potravu dostdvaji zvifata ad libitum. Pfed vrhem se bfezi samice pfemisti do oddélenych vrhnich nebo
matefskych kleci a je jim poskytnut materidl pro vytvofeni hnizda.

Urovné dévek

Pouziji se alespon tfi exponované skupiny a jedna kontrolni. PouZivd-li se pii aplikaci zkousené latky
vehikulum, podavd se kontrolni skupiné v nejvy$§im pouzitém objemu. SniZuje-li zkousend ldtka pifjem
a vyuzit{ potravy, mizZe byt nezbytné pouzit parové krmenou kontrolni skupinu. Pokud to dovoluji fyzikdlné-
chemické vlastnosti nebo biologické tcinky zkousené ldtky, md nejvyssi davka v idedlnim piipadé vyvoldvat
toxicitu, aviak nikoli uhynuti v rodicovské populaci zvifat (P). Stiedni ddvka (ddvky) by méla vyvoldvat
minimdln{ toxické ucinky, které by mohly byt pfipisovany zkousSené litce, a nejnizsi ddvka by neméla
vyvolédvat zddné pozorovatelné nepiiznivé Gcinky ani u rodi¢d ani u potomstva. P¥ poddvini sondou nebo
v kapslich se ddvka stanovi individudlné na zdkladé hmotnosti zvifete a kazdy tyden se pfizptsobuje podle
zmény hmotnosti. u bfezich samic mohou byt dévky popfipadé urceny na zdkladé télesné hmotnosti v 0.
nebo 6. dni bfezosti.

Limitni zkouska

Pokud latka o nizké toxicité neposkytne p¥i drovni ddvky 1 000 mgkg! Zddné dukazy o vlivu na reprodukéni
schopnost, neni zkouseni pifi dalsich drovnich ddvek potfebné. Pokud predbéznd studie prokaze, Ze vysokd
davka vyvoldvajici u matek jasné piiznaky toxicity nemd nepiiznivé Gcinky na plodnost, neni zkouseni pfi
dalsich drovnich davky potiebné.

Provedeni zkousky

Plin pokusu

Denni poddvéni samciim rodicovské generace (P) se zahdji ve véku péti az deviti tydnt po nejméné pétidenni
aklimatizaci po odstaveni. u potkana se v poddvani pokracuje po 10 tydni do obdobi piipousténi (u mysi
osm tydnd). Samci se bud’ utrati a vy3etii na konci obdobi pfipousténi, nebo se pokracuje v poddvani a samci
mohou byt pouziti pro produkci druhého vrhu a utrati se a vySetii jesté pfed koncem studie.

U samic rodicovské generace (P) se podavani zahdji po nejméné pétidenni aklimatizaci a pokracuje se v ném
alespont do doby dvou tydnt pied obdobim pfipousténi. v dennim poddvdni se poté pokracuje po celé tii
tydny obdobi pfipousténi, v dobé brezosti a poté az do odstaveni generace F,. Miize byt nezbytné zménit plin
dévkovéni podle dostupnych znalosti o vlastnostech zkouSené latky, napf. o indukci metabolismu a/nebo
bioakumulaci.

Podavani zvifatim generace F, zacind po odstaveni a konci jejich utracenim.

Postup pfi pfipousténi

Ve studiich toxicity pro reprodukci je mozné pouzit parovani 1:1 (jeden samec a jedna samice) anebo 1:2
(jeden samec a dvé samice).

V piipadé parovani 1:1 se samice ponechd s tymz samcem do zabfeznuti nebo po dobu tif tydni. Kazdé rino
se samice vySetif na piitomnost spermatu nebo vagindlni zdtky. Dnem 0 bfezosti je den, kdy je pozorovina
vagindlni zdtka a/nebo spermie. Vzhledem k vyvoji spermiogenese se zvifata generace F, nepouZzivaji pro
pfipousténi az do véku 11 tydnii u mysi a 13 tydnd u potkana. Za tcelem produkce potomstva F, se pro
pfipousténi zvifat generace F, ndhodné vyberou jeden samec a jedna samice z kazdého vrhu a sparuji se se

zvifaty z jiného vrhu téze ddvkové skupiny. Zvifata, kterd se nepouziji, se utrati po odstaveni.
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Pary, u kterych nedojde k oplodnéni, se vySetii s cilem zjistit diavod neplodnosti. To muiZe zahrnovat
poskytnuti dalsi piilezitosti k oplodnéni se zvifetem s osvéd¢enou plodnosti nebo mikroskopické vysetteni
reprodukénich orgdnti nebo vySetfeni estrdlniho cyklu a spermatogeneze.

Velikost vrhii

Zvifatim exponovanym ve studii fertility se ponechd moznost vrhat normdlné a pecovat o své potomstvo do
okamziku odstaveni bez standardizace velikosti vrhi.

Pii standardizaci vrhi se doporucuje ndsledujici postup. Mezi 1. a 4. dnem po vrhu se velikost vSech vrhi
upravi vyfazenim nadbytecnych jedinct tak, aby bylo pokud mozno dosazeno pocétu 4 samcl a 4 samic na
vrh. Pokud pocet mladych samct nebo samic neumoznuje ponechat ¢tyfi z kazdého pohlavi, je mozné se
tomu CdsteCné piizpisobit (napf. ponechat pét samcli a tfi samice). Vrhy s méné nez osmi potomky nelze
standardizovat. Standardizace vrhii generace F, se provede obdobnym zptisobem.

Pozorovdni

Po dobu zkousky se kazdé zvite pozoruje alespon jednou denné. Zaznamendvaji se vyznamné zmény chovani,
piiznaky ztizeného nebo prodlouzeného vrhu a vSechny pfiznaky toxicity, véetné mortality. Pfed obdobim
piipousténi i béhem ného se tydné méf pifjem potravy. Béhem bfezosti 1ze piipadné kontrolovat pifjem
potravy denné. Po vrhu a v prubé¢hu laktace se méf pifjem potravy ve stejny den, kdy se vazi potomstvo.
Samci a samice rodicovské generace (P a F)) se vazi prvni den poddvani a poté tydné. VSechna pozorovani se
zaznamendvaji individudlng pro kazdé dospélé zvite.

Doba gestace se pocitdi ode dne 0 bfezosti. Kazdy vrh se co nejdiive po vrhu vySeti a stanovi se pocty
a pohlavi mlddat, pocet mrtvé a Zivé narozenych mlddat a pfitomnost ndpadnych anomalif.

Mrtvd mlddata a mlddata utracend ve 4. dnu se uchovaji pro vySetfeni na mozné defekty. Zivd mlddata se
spocitaji a celé vrhy se zvadzi rdno po vrhu, ve 4. a 7. dnu a poté kazdy tyden do ukonceni studie, kdy se
zvifata zvdzi jednotlivé. Zaznamendvaji se viechny pozorované abnormality v chovdni a fyzickém stavu matek
nebo potomstva.

Patologie

Pitva

Viechna dospéld zvifata generaci P a F  se utrati, jakmile nejsou nezbytnd pro posouzeni tcinkd na
reprodukci. Zvifata generace F,, kterd nebyla vybrdna pro pfipousténi, a viechna zvifata generace F, se utrati
po odstaveni.

Po utraceni nebo dmrti béhem studie se viechna zvifata rodicovské generace (P a F,) mikroskopicky vysetii na
strukturni abnormality anebo patologické zmény, pricemz se zvldstni pozornost vénuje orgdnim reproduke-
niho systému. Uhynuld mlddata nebo mlddata v agénii se vysetif na defekty.

Histopatologickd vySetfeni

Vajec¢niky, déloha, délozni hrdlo, vagina, varlata, epididymis, semenné vicky, koagulacni zldza, prostata,
hypofysa a cilovy organ (cilové orgény) viech zvifat generace P a F, se uchovaji pro mikroskopické vysetfent.
v piipadg¢, Ze tyto organy dosud nebyly vySetfeny v jinych studiich s vice davkami, provede se podle moznosti
mikroskopické vysetfeni u viech zvifat ze skupiny s nejvyssi davkou a u vSech kontrolnich zvifat generace P
a zvifat generace F pouzitych pro pfipousténi a pokud mozno u zvifat, kterd uhynula v pribéhu studie.
Orgény, které vykazovaly u téchto skupin zvifat abnormality, se vySeti{ i u zvifat ostatnich ddvkovych skupin.
v téchto piipadech se mikroskopicky vySeti vSechny tkdné vykazujici makroskopické zmény. Jak jiz bylo
doporu¢eno v oddile o pfipousténi, mohou byt reprodukéni orgdny zvitat podezielych z neplodnosti
podrobeny mikroskopické analyze.
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3.1

3.2

UDAJE
Zpracovdni vysledkii

Udaje se shrnou do tabulky, pricemz se u kaZdé experimentdlni skupiny uvede pocet zvifat na zalitku
zkousky, pocet brezich samic, typ zmén a procento zvitat vykazujicich jednotlivé typy zmén.

Podle moznosti se numerické vysledky vyhodnoti vhodnou statistickou metodou. Muize byt pouzita jakdkoli
vSeobecné uzndvand statistickd metoda.

ZPRAVY

Protokol o zkousce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— druh/kmen pouzitych zvifat,

— udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a davky, véetné ukazatelt plodnosti, gestace a Zivotaschopnosti,
— doba uhynuti béhem studie, nebo zda zvifata prezila zvitat do konce studie,

— tabulka s ddaji 0 hmotnosti kazdého vrhu, primérné hmotnosti mlidat a individudlni hmotnosti potomki
pii ukonéeni studie,

— toxické a dalsi Gcinky pro reprodukci, potomstvo a postnatdlni riist,

— den, kdy byly pozoroviny jednotlivé abnormdlni pfiznaky, a jejich dalsi vyvoj,
— télesnd hmotnost zvifat generace P a F, vybranych pro piipousténi,

— pitevni nélezy,

— podrobny popis vSech mikroskopickych nalezd,

— statistické vyhodnoceni vysledkd, kde je to mozné,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢dst B.

LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

STUDIE TOXIKOKINETIKY

METODA

Uvod

Viz obecny dvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ist B.

Referenéni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

ZkouSend ldtka se poddvd vhodnym zplsobem. v zdvislosti na wcelu studie je mozné litku podévat
v jednordzové ddvce nebo v opakovanych dévkich po stanovenou dobu jedné nebo nékolika skupindm
pokusnych zvifat. Litka a/nebo jeji metabolity se poté podle typu studie stanovi v télnich tekutindch, tkdnich
ajnebo v exkretech.

Studie mohou byt provddény s ,neznacenou“ nebo ,znaCenou® formou zkousené ldtky. Jestlize se pouzije
znacend latka, musi byt znacena tak, aby se ziskalo co nejvice informaci o osudu slouceniny v organismu.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Priprava

Zdravd mladd dospéld zvifata se nejméné pét dnti pfed zkouskou aklimatizuji na laboratorni podminky. Pfed
zkouskou se provede nahodny vybér zvifat, kterd se pfifadi do experimentdlnich skupin. Pro feSeni specidlnich
otdzek mohou byt pouzita velmi mladd, bfezi nebo premedikovand zvifata.

Zkusebni podminky
Pokusnd zvifata

Toxikokinetické studie mohou byt provddény na jednom nebo vice vhodnych Zivocisnych druzich; mély by byt
provadény na druzich pouzivanych nebo urCenych pro uziti v jinych toxikologickych studiich s toutéz
zkouSenou latkou. Pouziji-li se ve zkousce hlodavci, nemély by odchylky hmotnosti prekrocit 20 % stredni
hodnoty hmotnosti.

Pocet a pohlav{

Pro studium absorpce a vylucovani se zpocitku pro kazdou troven davky pouzije skupina Ctyf zvitat. Vybér
podle pohlavi se nepozaduje, za urcitych podminek viak méze byt potfeba studovat obé pohlavi. Existuje-li
mezi pohlavimi rozdil v odezvé, pouziji se Ctyfi zvifata kazdého pohlavi. v piipadé studii na nehlodavcich
muzZe byt pouzito méné zvifat.

P studiu distribuce v tkdni se pii urceni pocdtecni velikosti skupiny zohledni pocet zvifat, kterd budou
utracena v jednotlivych ¢asovych bodech, a pocet zkoumanych casovych bod.
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Pii studiu metabolismu se velikost skupiny upravi podle potieb studie.

U studii s vice ddvkami a u studii s vice ¢asovymi body se pii urceni velikosti skupiny zohledni pocet
casovych bodu a planovanych utracenf; skupina vSak nesmi vSak byt mensi nez 2 zvifata. Velikost skupiny
zvifat by méla byt dostatecnd k tomu, aby poskytla charakteristiky faze retence, rovnovdzného stavu a deplece
(podle potteby) u zkousené litky a/nebo metabolitd.

Urovné ddvek

V piipadé jednordzového podani se pouziji nejméné 2 ruzné trovné ddvek zkousené latky. Pouzije se nizkd
davka latky, po které nejsou pozoroviny zddné toxické ucinky, a vysokd davka, po které by mohly byt
nalezeny zmény v toxikokinetickych parametrech nebo kterd vyvoldva toxické dcinky.

V piipadé opakovaného podini ddvky vétsinou sta¢i nizkd dévka; za urcitych podminek vsak mize byt

nezbytné také podani vysoké davky.

Zpusob podavani

U toxikokinetické studie se pouzije stejny zptsob poddvéni, a je-li to vhodné, také stejné vehikulum, jaké se
pouzivaji v jinych toxikologickych studiich. Zkousend latka se obvykle poddva ordlné sondou nebo v potrave,
aplikuje se na kazi nebo se podévd inhalaéné po stanovenou dobu skupiné pokusnych zvifat. Intravenosni
poddni zkouSené litky mize byt uzitecné pro stanoveni relativni rychlosti vstfebdvdni pfi jiném zptsobu
aplikace. Kromé toho mohou byt krdtce po intravenosni aplikaci ziskdny dalezité informace o distribuci ldtky
Vv organismu.

Je tieba zvazit moznou interferenci vehikula a zkousené litky. Je tieba také vénovat pozornost rozdilim ve
vstfebdvani, podava-li se zkousend ldtka sondou nebo v potravé, a potfebé piesného stanoveni ddvky, zejména
pii podavani zkousené litky v potravé.

Doba pozorovani{

Vsechna zvifata se pozoruji denné a piiznaky toxicity i dalsi relevantni klinickd pozorovani se zaznamendvaji
spolu s udaji o jejich ndstupu, zdvaznosti a trvani.

Postup

Po zvdzeni pokusnych zvifat se vhodnym zpusobem podd zkousend litka. Podle potieby lze zvifata pred
podanim zkousené latky nechat vyhladovét.

Absorpce

Rychlost a rozsah absorpce poddvané latky lze stanovit riznymi metodami, a to s referencni skupinou nebo
bez ni ('), napiiklad:

— stanovenim mnozstvi zkouSené latky a/nebo jejich metabolitt v exkretech, napf. v modi, Zludi, stolici,
vydechovaném vzduchu, a také jejich zbytktl v karkasu,

— porovnanim biologické odezvy (napf. studii akutni toxicity) exponované a kontrolni a/nebo referenni
skupiny,

— porovndnim mnozstvi litky a/nebo jejich metabolitt vylucovanych ledvinami u exponované ajnebo
referen¢ni skupiny,

— stanovenim plochy pod kiivkou zévislosti koncentraci zkousené latky a/nebo jejich metabolitti v plazmé na
Case a porovnanim s Gdaji ziskanymi u referen¢ni skupiny.

(') V této metodé je referencni skupinou skupina, které je zkousend litka podévéna jinym zplisobem, ktery zajistuje dplnou biologickou
dostupnost davky.
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3.1

Distribuce

V soucasné dob¢ jsou pro analyzu distribu¢niho schématu k dispozici dva piistupy, které mohou byt pouzity
jednotlivé nebo spole¢né:

— uzite¢né kvalitativni informace lze ziskat pii pouziti celotélové autoradiografie,

— kvantitativni informace poskytuje stanoveni koncentraci a mnozstvi zkousené latky a/nebo jejich metabo-
litd v tkdnich a orgdnech ziskanych utracenim zvifat v rliznych casovych intervalech po zahdjeni expozice.

Vylucovani{

Pii studiu vylucovani se sbird moc, stolice, vydechovany vzduch, v uréitych piipadech zlu¢. Mnozstvi zkousené
litky a/nebo jejich metabolitti se v téchto exkretech stanovuje nékolikrdt po podani litky, a to bud az do
vylouceni 95 % podané dévky, nebo do uplynuti 7 dntt od pocdtku vylucovani, podle toho, k ¢emu dojde
drive.

Ve specidlnich piipadech muize byt také nezbytné sledovat vylucovédni zkouSené litky v mléce v dobé laktace
zkusebnich zvitat.

Metabolismus

Za Ucelem stanoveni rozsahu a schématu metabolismu se biologické vzorky analyzuji vhodnymi technikami.
Meéla by byt objasnéna struktura metabolitd a mélo by byt navrzeno odpovidajici schéma metabolismu, je-li
tieba odpovédét na otazky z predchdzejicich toxikologickych studif. Pro ziskdni informaci o metabolismu
muze byt uzitecné provedeni studif in vitro.

Dal3i informace o vztahu mezi metabolismem a toxicitou lze ziskat z biochemickych studii, napf. ze studia
ucinkt latky na enzymy metabolického systému, ze sledovani poklesu endogennich neproteinovych sloucenin
obsahujicich -SH skupiny a z vazby latky na makromolekuly.

UDAJE

V zévislosti na typu provadéné studie se tdaje shrnou do tabulky a podle potieby doplni grafickou prezentaci.
Pro kazdou experimentdlni skupinu se uvedou zédvislosti pramérti a statistickych odchylek naméfenych hodnot
na Case, ddvce, tkdnich a orgdnech (pokud je to relevantni). Stupen vstiebdni a mnozstvi a rychlost vylu¢ovani
se stanovi vhodnymi metodami. Jsou-li provddény studie metabolismu, uvede se struktura identifikovanych
metaboliti a mozné schéma metabolismu.

ZPRAVY

Protokol o zkousce

Podle typu provddéné studie musi protokol o zkousce obsahovat pokud mozno tyto informace:
— zZivocisny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, strava,

— charakteristika znacené latky, je-li pouzita,

— trovné ddvek a intervaly podévani,

— zpusob (zpusoby) poddvani a vSechna pouzitd vehikula,

— pozorované toxické a jiné ucinky,

— metody stanoveni zkouSené ldtky a/nebo jejich metabolitd v biologickém materidlu véetné vydechovaného
vzduchu,

— tabulky vysledkt rozdélenych podle pohlavi, davky, stravy, Casu, tkdni a orgdnd,
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— udaje o rozsahu vstiebavani a vyluCovani v zévislosti na Case,

— metody pouzité pro popis a identifikaci metabolitd v biologickém materidlu,
— metody pouzité pro biochemickd stanoveni tykajici se metabolismu,

— navrhované schéma metabolismu,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

3.2 Hodnoceni a interpretace

Viz obecny dvod, ¢ist B.

4. LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSEN] MUTAGENITY a SCREENING KARCINOGENITY

ZKOUSKA NA GENOVE MUTACE u SACCHAROMYCES CEREVISIAE

METODA

Uvod

Viz obecny tvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ist B.

Referen¢ni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Ruzné haploidni a diploidni kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisise mohou byt pouzity ke stanoveni chemicky
indukovanych genovych mutaci za pifitomnosti metabolické aktivace nebo bez ni.

Jsou vyuzivany piimé mutacni systémy u haploidnich kment, jako méfeni mutaci z Cervenych mutantt
vyzadujicich adenin (ade-1, ade-2) na dvojité bilé mutanty vyZzadujici adenin, a selektivni systémy, jako je
indukce rezistence vici kanavinu a cykloheximidu.

V nejlépe ovéfeném reverznim mutacnim systému se vyuzivd haploidniho kmene XV 185-14C s nonsense
mutacemi (ochre) ade 2-1, arg 4-17, lys 1-1 a trp 5-48, které jsou vratné piisobenim mutagend vyvolavajicich
zdménu bazi, indukujicich mutace ve specifickém misté nebo ochre-supresorové mutace. 185-14C nese rovnéz
marker his 1-7, missense mutaci, revertovanou prevazné mutacemi v dal$im misté, a marker hom 3-10, ktery je
revertovan posunovymi mutageny.

U diploidnich kment S. cerevisiae je jedinym Siroce vyuzivanym kmenem D, ktery je homozygotni pro ilv 1-
92.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody

Piiprava

Roztoky zkouSenych chemickych litek a kontrol se pfipravi tésné pred zkouSenim za pouziti vhodného
vehikula. u organickych latek, které nejsou rozpustné ve vodé, se pouzije nejvyse 2 % (obj) roztok
v organickych rozpoustédlech, jako je ethanol, aceton nebo dimethylsulfoxid (DMSO). Konecnd koncentrace
vehikula nesmi{ vyznamné ovlivnit Zivotaschopnost bunék a charakteristiky ristu.

Metabolickd aktivace

Buriky se exponuji zkousenym chemickym latkdm jak v pfitomnosti, tak v nepfitomnosti vhodného vnéjsiho
metabolického aktivacniho systému.

Nejcastéji pouzivanym systémem je kofaktorem dotovand postmitochondridlni frakce pfipravend z jater
hlodavct, upravovand ¢inidly indukujicimi enzymy. Pouziti jinych druhd, tkdni, postmitochondridlnich frakei
nebo postuptt mize byt rovnéz vhodné pro metabolickou aktivaci.



13[sv. 9

Utedn{ véstnik Evropské unie

145

Zkugebni podminky
Zku$ebni kmeny

Nejpouzivanéjsi kmeny pro studie genovych mutaci jsou haploidni kmen XV 185-14C a diploidni kmen D..
Jiné kmeny mohou byt rovnéz vhodné.

Média
Pro urceni poctu pieZivajicich a mutovanych bunéek se pouziji vhodnd kultivacni média.
Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Soubézné se nasadi pozitivni kontroly, neexponované kontroly a kontroly s rozpoustédlem. Pro kazdou
specifickou muta¢ni zménu se pouziji odpovidajici pozitivni kontrolni chemické latky.

Expozi¢ni koncentrace

Pouzije se nejméné pét dostate¢né odstupiiovanych koncentraci zkousené chemické latky. u toxickych ldtek
nemda nejvyssi zkousend koncentrace snizovat pfeziti na méné nez 5 — 10 %. Latky, které jsou relativné
nerozpustné ve vodé, se za pouziti vhodnych postupl zkousi az k mezi rozpustnosti. Nejvyssi koncentrace
u netoxickych ldtek dobfe rozpustnych ve vodé se urci ptipad od piipadu.

Podminky inkubace

Misky se inkubuji v temnu ¢tyfi aZz sedm dni pii 28 az 30 °C.

Frekvence spontdnnich mutac{

Pouziji se subkultury s ¢etnosti spontdnnich mutaci v obvyklém pfijatelném rozmezi.
Pocet misek

Pro stanoveni poctu prototrofnich bunék vznikajicich genovymi mutacemi a pro stanoveni Zivotaschopnosti
bunék se pouziji nejméné tii misky na jednu koncentraci. u experimentii s markery, jako je hom 3-10 s nizkou
mutacni rychlosti, se pocet misek zvysi, aby byly ziskdny statisticky relevantni tdaje.

Postup

Expozice kmenti S. cerevisiae se obvykle provede v kapalném prostiedi a zahrnuje bud bunky ve staciondrni
fazi, nebo rostouci bunky. Vychozi experimenty se provedou na rostoucich burikdch: 1-5 x 107 bunék/ml se
za protiepavani vystavi zkouSené litce na dobu az 18 h pii 28 az 37 °C; podle potieby se v prabé¢hu
expozice piidd odpovidajici mnoZzstvi metabolické aktivacni smési. Na konci expozicni doby se burnky
centrifuguji, promyji a naockuji na vhodné kultivatni médium. Po inkubaci se na miskdch spocitaji piezivajici
buriky a bunky s indukovanymi genovymi mutacemi.

Jestlize je prvni experiment negativni, provede se druhy experiment s bufikami ve staciondrni fdzi. Jestlize je
prvni experiment pozitivni, potvrdi se vhodnym nezédvislym experimentem.

UDAJE

Udaje se zpracuji v tabulkové formé a uvede se pocet kolonif, pocet mutac, Cetnost piezivajicich bunek
a Cetnost mutaci. Vsechny vysledky se potvrdi nezdvislym experimentem. Udaje se vyhodnoti vhodnymi
statistickymi metodami.



146 Utedni véstnik Evropské unie 13[sv. 9

3. ZPRAVY
3.1 Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— pouzity kmen,

— zkusebni podminky: buriky ve staciondrni fizi nebo rostouci builky, slozeni médii, teplota a délka
inkubace, metabolicky aktivacni systém,

— podminky expozice: trovné expozice, postup a délka expozice, teplota pii expozici, pozitivni a negativni
kontroly,

— pocet kolonif, pocet mutantti, Cetnost prezivajicich bunék a cetnost mutaci, podle moznosti vztah davky
a Ucinku, statistické honoceni ddaja,

— diskuse o vysledcich,
— interpretace vysledk.
3.2 Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢ist B.

4. LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSKA NA MITOTICKOU REKOMBINACI u SACCHAROMYCES CEREVISIAE

METODA

Uvod
Viz obecny tvod, ¢ist B.

Definice

Viz obecny dvod, ¢ast B.

Referenéni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Mitotickou rekombinaci u Saccharomyces cerevisiae lze detekovat mezi geny (obecnéji mezi genem a jeho
centromerou) a uvnitf gend. Prvni pfipad je nazyvdn mitotické piekiizeni a vytvai{ recipro¢ni produkty,
zatimco druhy pfipad je vétSinou nereciproéni a nazyvad se genovd konverze. PiekiiZeni se obecné stanovi na
zaklad¢ tvorby recesivnich homozygotnich kolonif nebo sektort vzniklych u heterozygotnich kment, zatimco
genovd konverze se stanovi na zakladé tvorby prototrofnich revertant vzniklych u auxotrofniho heteroalelic-
kého kmene, ktery nese dvé razné defektni alely téhoz genu. Nejcastéji pouzivanymi kmeny pro detekci
mitotické genové konverze jsou D, (heteroalelicky v ade 2 a trp 5), D, (heteroalelicky v trp 5), BZ,,
(heteroalelicky v arg 4) a JD, (heteroalelicky v his 4 a trp 5). Mitotické piekiizeni produkujici cervené
a rizové homozygotni sektory lze stanovit u D, nebo D, (ktery slouzi rovnéz k méfeni mitotické genové
konverze a reverznich mutaci v ilv 1-92); oba kmeny jsou heteroalelické pro komplementdrni alely ade 2.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Piiprava

Roztoky zkousenych chemickych ldtek a kontrol nebo referencnich sloucenin se piipravi tésné pred zkousenim
za pouziti vhodného vehikula. u organickych ldtek, které nejsou rozpustné ve vodé, se pouzije nejvyse
2 % (obj.) roztok v organickych rozpoustédlech, jako jsou ethanol, aceton nebo dimethylsulfoxid (DMSO).
Kone¢nd koncentrace vehikula nesmi vyznamné ovlivnit Zivotaschopnost bunék a charakteristiky ristu.

Metabolickd aktivace

Buiiky se exponuji zkouSenym chemickym litkdm jak v pritomnosti, tak v nepfitomnosti vhodného vnéjstho
metabolického aktivaéniho systému. Nejcast&ji pouzivanym systémem je kofaktorem dotovand postmitochon-
dridlni frakce pfipravend z jater hlodavci, upravovand cinidly indukujicimi enzymy. Pouziti jinych druhd, tkéni,
postmitochondridlnich frakei nebo postupti mize byt rovnéz vhodné pro metabolickou aktivaci.

Zkusebni podminky

Zkusebni kmeny



148

Utedn{ véstnik Evropské unie

13[sv. 9

Média
Pro uréeni poctu piezivajicich bunék a cetnosti mitotické rekombinace se pouziji vhodnd kultivacni média.
Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Soubézné se nasadi pozitivni kontroly, neexponované kontroly a kontroly s rozpoustédlem. Pro kazdou
specifickou rekombinacni zménu se pouziji odpovidajici pozitivni kontrolni chemické latky.

Expozi¢ni koncentrace

Pouzije se nejméné pét dostate¢né odstupiiovanych koncentraci zkousené chemické latky. Mezi faktory, které
maji byt zohlednény, pati{ cytotoxicita a rozpustnost. Nejnizsi koncentrace nesm{ mit vliv na Zivotaschopnost
bunék. u toxickych litek nemd nejvyssi zkouSend koncentrace sniZovat pfeziti na méné nez 5-10 %. Ldtky,
které jsou relativné nerozpustné ve vodé, se za pouziti vhodnych postupt zkousi az k mezi rozpustnosti.
Nejvyssi koncentrace u netoxickych latek dobfe rozpustnych ve vodé se urci pifpad od piipadu.

Buniky mohou exponovany zkousené chemické latce bud' ve staciondrni fdzi, nebo béhem rastu po dobu az
18 h. Dlouhodobé exponované kultury vsak maji byt mikroskopicky kontrolovdny na tvorbu spor, jejichz
piftomnost zkousku znehodnocuje.

Podminky inkubace

Misky se inkubuji v temnu ¢tyfi az sedm dni p¥ 28 az 30 °C. Misky pouzité pro prikaz Cervenych
a rizovych homozygotnich sektorli tvofenych mitotickym piekiizenim se pied pocitinim umisti v chladnicce
(pfi pfiblizné 4 °C) na dalsi 1-2 dny, aby se mohly utvofit odpovidajici pigmentované kolonie.

Cetnost spontdnni mitotické rekombinace
Pouziji se subkultury s Cetnosti spontdnni mitotické rekombinace v obvyklém pfijatelném rozmezi.
Pocet misek

Pro stanoveni poctu prototrofnich bunék vznikajicich mitotickou genovou konverzi a pro stanoveni Zivota-
schopnosti bunék se pouzije nejméné ti misek na jednu koncentraci. Pro stanoveni recesivni homozygocity
tvofené mitotickym piekiiZenim se pocet misek zvysi, aby bylo dosazeno dostatecného poctu kolonii.

Postup

Expozice kmenti S. cerevisiae se obvykle provede v kapalném prostiedi a zahrnuje bud bunky ve staciondrni
fazi, nebo rostouci buriky. Vychozi experimenty se provedou na rostoucich bunkdch. 1-5 x 107 bunék/ml se
za protiepavani vystavi zkousené ltce na dobu az 18 h pii 28 az 37 °C; podle potieby se v priibéhu
expozice pridd odpovidajici mnozstvi metabolické aktivacni smési.

Na konci expozi¢ni doby se buriky centrifuguji, promyji a naockuji na vhodné kultivaéni médium. Po inkubaci
se na miskdch spocitaji prezivajici buriky a pocet indukci mitotické rekombinace.

Jestlize je prvni experiment negativni, provede se druhy experiment s bufikami ve staciondrni fézi. Jestlize je
prvni pokus pozitivni, potvdi se dalsim vhodnym nezavislym experimentem.

UDAJE

Udaje se zpracuji v tabulkové formé a uvede se pocet kolonif, pocet rekombinaci, etnost pieZivajicich bunék
a Cetnost rekombinaci.

Vysledky se potvrdi nezdvislym experimentem.

Udaje se vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.
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3. ZPRAVY
3.1 Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— pouzity kmen,

— zkusebni podminky: buriky ve staciondrni fizi nebo rostouci builky, slozeni médii, teplota a délka
inkubace, metabolicky aktivacni systém,

— podminky expozice: Groven expozice, postup a délka expozice, teplota pii expozici, pozitivni a negativni
kontroly,

— pocet kolonii, pocet rekombinaci, Cetnost prezivajicich bunék a Cetnost rekombinaci, podle moznosti vztah
davky a tcinku, statistické vyhodnoceni tdaju,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledk.

3.2 Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢ist B.

4. LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSKA NA GENOVE MUTACE v SAVCICH BUNKACH IN VITRO

METODA

Uvod
Viz obecny tvod, ¢dst B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢dst B.

Referenéni litky
Z4dné.
Podstata zkuSebni metody

Bunéné kultury savcich bunék mohou byt pouzity k detekci mutaci indukovanych chemickymi ldtkami.
Nejcastéji pouzivanymi bunéénymi liniemi jsou buniky lymfomu mysi L5178Y a linie CHO a V-79 bungk
kiecka cinského. v téchto bunéénych liniich jsou nejcastéji uzivanymi systémy detekce mutaci v lokusech
thymidinkinasy (TK), hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferasy (HPRT) (') a Na‘'/K* ATPasy. Systémy TK
a HPRT detekuji mutace pdarti bazi, posunové mutace a malé delece; systém Na'[K" detekuje pouze mutace
part bazi.

Bunky, které v disledku mutace TK'—»TK neobsahuji thymidinkinasu (TK), jsou rezistentni
k bromodeoxyuridinu (BrDU), fluorodeoxyuridinu (FdU) nebo trifluorothymidinu (TFT), protoZe tyto antime-
tabolity nejsou zabudovdny do bunéinych nukleotidt ,salvage“-enzymatickym systémem thymidinkinasy;
nukleotidy potiebné pro bunétny metabolismus jsou ziskdviny vyhradné syntézou de novo. v pitomnosti
thyimidinkinasy jsou BrdU, FdU nebo TFT zabudovdny do nukleotid, coz vede k inhibici bunétného
metabolismu a cytotoxickému d¢inku. Mutantni buriky jsou tedy schopny proliferace za piitomnosti BrdU,
FdU nebo TFT, zatimco normdlni bunky, které obsahuji thymidinkinasu, tuto schopnost nemaji. Podobné lze
u bunék s deficientnim HPRT provést selekci prostiednictvim rezistence k 8-azaguaninu (AG) nebo 6-
thioguaninu (TG). u bunék s alteraci Na*[K* ATPasy lze provést selekci prostiednictvim rezistence k ouabainu.

Cytotoxicita se zjisti méfenim Gc¢inku zkouSeného materidlu na schopnost vytvafet kolonie (Gicinnost klono-
vani) nebo stanovenim rychlosti riistu kultur. Cetnost mutant@ se stanovi tak, 7e se nasadi zndmy pocet bunék
do média obsahujictho selekéni ¢inidlo pro detekei mutantnich bunék a do média bez selekéniho c¢inidla, aby
byla stanovena Zivotaschopnost. Po vhodné inkubacni dobé se spocitaji kolonie. Cetnost mutanté se vypocte
z poctu mutantnich kolonii korigovaného poctem prezivajicich bunék.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Priprava

Bunky

Pro pouziti v této zkousce jsou k dispozici riizné typy bunécnych linii. Patif mezi né subklony bunék L5178Y,
CHO nebo V-79 s prokdzanou citlivosti k chemickym mutageniim, vysokou t¢innosti klonovani a nizkou
etnosti spontdnnich mutaci. u bunék mdze byt pravidelné kontrolovdna stabilita karyotypu a mély by byt
kontrolovany, zda nejsou kontaminovdny mykoplasmaty. Ostatni typy bunék mohou byt pouzity v piipad¢, ze
opravnénost jejich pouziti ke zkouseni chemicky indukované genové mutace je plné prokdzana.

() Dtive HGPRT.
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Médium

Pouziji se vhodna kultiva¢ni média a inkubacni podminky (teplota, pouzité kultivacni nidoby, koncentrace CO,
a vlhkost). Média a séra by méla byt zvolena podle selek¢nich systémi a typti bunék pouzitych pii zkousce.

Zkousend litka

Pred exponovanim bunék se zkouSené latky mohou rozpustit nebo suspendovat v kultivaénim médiu nebo ve
vhodnych vehikulech. Kone¢nd koncentrace vehikula v kultufe nesmi ovlivnit Zivotaschopnost bunék nebo
rychlost ristu.

Metabolickd aktivace

Buniky se exponuji zkousené chemické latce jak v pfitomnosti, tak v nepiitomnosti vhodného vnéjstho savciho
metabolického aktiva¢niho systému. Pokud se pouziji bunétné typy s vnitini metabolickou aktivitou, mélo by
byt zndmo, Ze Groven a vlastnosti této aktivity jsou vhodné pro zkouSenou tfidu chemickych latek.

Zkusebni podminky
Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Do kazdého experimentu se nasadi pozitivni kontroly, jimiz je jak pfimo pusobici chemickd ldtka, tak ltka
vyzadujici metabolickou aktivaci; rovnéz se pouziji negativni kontroly (s vehikulem).

Piikladem pozitivni kontroly mohou byt tyto latky:
— pifmo plisobici latky:
— ethyl-methansulfont,
— hycanthon,
— nepifmo pusobici ltky (vyzadujici metabolickou aktivaci):
— N-(fluoren-2-yl)acetamid,
— 7,12-dimethylbenzoanthracen,
— N-nitrosodimethylamin.
Podle potieby se zafadi dalsi pozitivni kontrola ze stejné tiidy chemickych ldtek, jako je zkousend ldtka.
Expozi¢ni koncentrace

Pouzije se nékolik koncentraci zkousené ldtky. Tyto koncentrace musi vyvoldvat toxicky dcinek zévisly na
koncentraci, pficemZ nejvyssi koncentrace vede k nizké trovni preziti bunék a droven preziti bunek pii
nejniz§i koncentraci méd byt piiblizné stejnd jako u negativni kontroly.

Latky, které jsou relativné nerozpustné ve vodé, se za pouziti vhodnych postupt zkousi az k mezi
rozpustnosti. Nejvyssi koncentrace u netoxickych latek dobfe rozpustnych ve vodé se ur¢i piipad od piipadu.

Postup

Pocet bunék pouzitych pro jednu kulturu musi byt odvozen od cetnosti spontinnich mutaci; obvykle se
pouzivd pocet Zivych bunék, ktery je 10ndsobkem prevracené hodnoty Cetnosti spontdnnich mutaci.

Expozice by méla trvat vhodnou dobu, obvykle je G¢innd doba od dvou do péti hodin. Buiiky bez dostatecné
vlastni metabolické aktivity musi byt exponovdny zkousené litce jak s vhodnym metabolickym aktivatnim
systémem, tak bez n¢ho. Na konci expoziéni doby se z bunék vymyje zkousend latka a bunky se kultivuji, aby
mohla byt zhodnocena jejich Zivotaschopnost a projev mutacniho fenotypu.

Ke konci fize exprese, kterd by méla byt dostatecné dlouhd k vyvolini optimélni fenotypické exprese
indukovanych mutaci, se bunky kultivuji v médiu se selektivnimi litkami a bez nich za tcelem stanoveni
poctu mutaci a zZivotaschopnosti bunék.

Vsechny vysledky se potvrdi nezévislym experimentem.
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3.1.

3.2

UDAJE

Udaje se zpracuji v tabulkové formé. Jednotlivé pro kazdou misku se u zkousené litky a kontrol uvede pocet
mutaci a pocet prezivajicich bunék. Rovnéz se uvede pramérny pocet kolonii na misku a smérodatnd
odchylka. Cetnost mutaci se vyjddii jako pocet mutantii na pocet prezivajicich bunék. Piezivani bunék
a G¢innosti klonovéni se vyjadii v procentech hodnoty kontrolni skupiny.

Udaje se vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.

ZPRAVY

Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi, pokud mozno, obsahovat tyto informace:

— pouzitd bunécnd linie, pocet bunénych kultur, metody udrzovéni bunéénych kultur,

— zkuSebni podminky: slozeni média, koncentrace CO,, koncentrace zkousené litky, pouzité vehikulum,
inkubaéni teplota, inkubacni doba, délka doby exprese (piipadné vcetné poctu nasazenych bunék, subkultur
a vymény média), délka expozice, hustota bunék béhem expozice, typ pouzitého savétho metabolického
aktivacniho systému, pozitivni a negativni kontroly, pouzité selekéni ¢inidlo,

— zdtvodnéni vybéru koncentraci,

— metody pouzité k pocitdni Zivotaschopnych a mutantnich bungk,
— statistické vyhodnoceny,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

Hodnoceni a interpretace

Viz obecny dvod, ¢ast B.

LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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ZKOUSKA NA POSKOZEN[ a REPARACI DNA - NEPLANOVANOU SYNTEZU DNA - v SAVCICH BUNKACH
IN VITRO

1. METODA

1.1 Uvod

Viz obecny dvod, ¢ast B.

1.2 Definice

Viz obecny tvod, ¢ist B.

1.3 Referenéni latky

Zadné.

1.4 Podstata zkuSebni metody

Zkouska na nepldnovanou syntézu DNA (UDS) umoziiuje méfit reparacni syntézu DNA po vystépeni
a nahrazeni ¢dsti DNA obsahujici oblast poskozeni indukovaného chemickymi nebo fyzikdlnimi faktory.
Zkouska je zalozena na inkorporaci znaceného thymidinu (CH-TdR) do DNA savcich bunék, které nejsou
v S-fazi bunéného cyklu. Inkorporace *H-TdR je stanovena autoradiograficky nebo kapalinovou scintilaéni
spektrometrii (LSC) DNA exponovanych bunék. Savei bunécné kultury, pokud ne piimo primdrni bunééné
kultury hepatocyt potkana, se exponuji zkousené litce jak v pfitomnosti, tak i v nepfitomnosti vnéjsiho
metabolického aktivacniho systému. UDS mizZe byt také stanovena in vivo.

1.5 Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

1.6 Popis zkuSebni metody
Priprava

Zkousené chemické litky a kontroly nebo referenéni ldtky se pfipravi v kultivaénim médiu nebo se rozpusti
nebo suspenduji ve vhodnych vehikulech a poté se pro ucely stanoveni zfedi kultivaénim médiem. Konecnd
koncentrace vehikula v kultufe nesmi ovliviiovat zivotaschopnost bunék.

Pro stanoven{ se pouziji primarni kultury hepatocytli potkana, lidskych lymfocytd, nebo zavedenych bunéc-
nych linif (lidskych diploidnich fibroblasta).

Buriky se exponuji zkousené chemické latce jak v pFtomnosti, tak v nepfitomnosti vhodného metabolického
aktiva¢niho systému.

Zkusebni podminky
Pocet kultur

Pro kazdy experimentdlni bod je potieba nejméné dvou bunénych kultur pro autoradiografii a Sesti kultur
(nebo méné, je-li to védecky zdtvodnitelné) pro metodu stanoveni UDS pomoci LSC.

Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Do kazdého experimentu se nasadi soubézné pozitivni a negativni (neexponované a/nebo s vehikulem)
kontroly v p¥tomnosti i v nepiftomnosti metabolického aktiva¢niho systému.
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Prikladem pozitivni kontroly pro stanoveni s hepatocyty potkana je 7,12-dimethylbenzoanthracen (7,12-
DMBA) nebo N-(fluoren-2-yl)acetamid (2-AAF). Piikladem pozitivni kontroly pro zavedené bunécné linie jak
pro autoradiografii, tak i pro LSC provddéné bez metabolické aktivace je 4-nitrochinolin-N-oxid (4-NQO); N-
nitrosodimethylamin je piikladem chemické litky pro pozitivni kontrolu pfi pouziti metabolického aktiva¢niho
systému.

Expozi¢ni koncentrace

Pouzije se nékolik koncentraci zkouSené litky v rozsahu piiméfeném pro stanoveni odezvy. Nejvyssi
koncentrace musi vyvoldvat cytotoxické tcinky. Latky, které jsou relativné nerozpustné ve vodé, se zkousi az
k mezi rozpustnosti. Nejvyssi koncentrace u netoxickych ldtek dobfe rozpustnych ve vodé se ur¢i piipad od
piipadu.

Bunky

Pro udrzovani kultur se pouziji vhodnd kultiva¢ni média, koncentrace co,, teplota a vlhkost. u zavedenych
bunénych linii musi byt pravidelné kontrolovdno, zda nejsou kontaminovany mykoplasmaty.

Metabolickd aktivace

U primdrnich kultur hepatocytd se nepouzivd metabolicky aktivaéni systém. Zavedené bunéné linie
a lymfocyty se exponuji zkouSené ldtce za piftomnosti i nepfitomnosti vhodného metabolického aktivaéniho
systému.

Postup
Piiprava kultur

Zavedené bunécné linie se pomnozi ze zdsobnich kultur (trypsinaci nebo setfepinim bunék z povrchu
kultiva¢ni nadoby), naockuji se do kultivacnich nddob ve vhodné hustot¢ a inkubuji se pii teploté 37 °C.

Kritkodobé kultury hepatocytt potkana se pfipravuji tak, Ze se umozni, aby se Cerstvé izolované hepatocyty
piichytily ve vhodném médiu k povrchu kultiva¢ni nadoby.

Kultury lidskych lymfocytil se zalozi vhodnou metodou.
Expozice kultur zkousené ldtce
Primérn{ hepatocyty potkana

Cerstvé izolované hepatocyty potkana se vhodnou dobu exponuji zkousené latce v médiu obsahujicim *H-TdR.
Po ukonceni expozice se médium z bunék odstrani, buniky se promyji, fixuji a vysusi. Prepardty se ponoii do
autoradiografické emulze (mtze byt pouzit také sloupdvaci félie), emulze se exponuje, vyvold, obarvi
a vyhodnoti.

Zavedené bunécné linie a lymfocyty

Autoradiografické techniky: Bunécné kultury se vhodnou dobu exponuji zkousené litce a poté se vystavi *H-TdR.
Doba expozice je zdvisld na druhu zkousené ldtky, na aktivité metabolického systému a na typu bunék.
k zachyceni vrcholu UDS je tfeba *H-TdR pfidat soucasné se zkouSenou litkou nebo nékolik minut po
expozici. Vybér mezi témito postupy zdvisi na mozné interakci mezi zkousenou latkou a *H-TdR. k rozliSeni
UDS od semikonzervativni replikace DNA se pouzivdi médium deficientni na arginin, nizky obsah séra nebo
hydroxymocovina v kultivatnim média, coZ pusobi inhibici semikonzervativni replikace DNA.

Stanoveni UDS pomoci LSC: Pred expozici zkousené ldtce se zablokuje vstup bunék do S-fize, jak bylo uvedeno
vyse; buriky se poté exponuji zkousené ldtce zptsobem popsanym pro autoradiografii. Na konci kultivace se
DNA extrahuje z bunék a stanovi se celkovy obsah DNA a rozsah zabudovéani *H-TdR.

Pouziji-li se ve vySe uvedenych metoddch lidské lymfocyty, je v nestimulovanych kulturdch suprese se-
mikonzervativni replikace DNA zbyte¢nd.
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2.1

2.2

3.1

Analyza
Vyhodnoceni autoradiografie

Pfi vyhodnocovdni UDS v bunécné kultute se jadra v S-fizi nehodnoti. Pro kazdou koncentraci se hodnoti
nejméné 50 bunék. Prepardty se pfed hodnocenim opatii kédem. v kazdém prepardtu se hodnoti nékolik
ndhodné vybranych vzdjemné vzdalenych poli. Mnozstvi zabudovaného *H-TdR v cytoplazmé se urdi v zéné
o velikosti tif jader v cytoplazmé kazdé hodnocené bunky.

Vyhodnoceni LSC
Pro stanoveni UDS pomoci LSC se pouZije piiméfeny pocet kultur pro kazdou koncentraci a pro kontroly.

Vsechny vysledky se potvrdi nezdvislym experimentem.

UDAJE

Udaje se zpracuji v tabulkové formé.

Vyhodnoceni autoradiografie

Rozsah zabudovdni *H-TdR do cytoplazmy a pocet zrn nalezenych mimo bunétné jadro se zaznamenaji
oddéleng.

Distribuci rozsahu zabudovani *H-TdR do cytoplazmy a pocet zrn v jidie lze popsat stfedni hodnotou,
medidnem a modem.

Vyhodnoceni LSC

U LSC se rozsah zabudovani *H-TdR zaznamend v dpm/ug DNA. Distribuci zabudovéni lze popsat stfedni
hodnotou dpm/pg DNA a smérodatnou odchylkou.

Udaje se vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.

ZPRAVY

Protokol o zkous$ce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— pouzité bunky, hustota a pocet pasdzi v dobé expozice kultury, pocet bunéénych kultur,
— metody pouzité k udrzovani bunéné kultury, véetné média, teploty a koncentrace CO,,
— zkousend latka, vehikulum, koncentrace a zdivodnéni vybéru koncentraci pro zkousku,
— podrobné tdaje o metabolickém aktiva¢nim systému,

— plén expozice,

— pozitivni a negativni kontroly,
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3.2

— pouzitd autoradiografickd technika,

— postupy pouzité k blokovan{ vstupu bunék do S-fize,

— postupy pouzité k extrakci DNA a ke stanoveni celkového obsahu DNA u metody LSC,
— vztah ddvkajodezva, je-li to mozné,

— statistické vyhodnocent,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢ist B.

LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ast B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSKA NA VYMENU SESTERSKYCH CHROMATID IN VITRO

METODA

Uvod

Viz obecny tvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny tdvod, ¢ist B.

Referen¢ni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Stanoveni vymény sesterskych chromatid (SCE) je kritkodobou zkouskou zaméfenou na detekci reciproéni
vymény DNA mezi dvéma sesterskymi chromatidami replikujictho se chromozomu. SCE piedstavuje vzdjem-
nou vyménu produktl replikace DNA v lokusech jevicich se jako homogenni. Proces vymény pravdépodobné
zahrnuje zlom a opétovné spojeni DNA, ackoliv zatim existuje mélo znalosti o molekuldrnim zakladu tohoto
procesu. Detekce SCE vyzaduje rozdilné znaceni sesterskych chromatid; toho se dosahuje zabudovinim
bromdeoxyuridinu (BrdU) do chromosomdlni DNA na dobu dvou bunéénych cykla.

Savei bunky in vitro se exponuji zkousené latce podle potieby za piitomnosti i nepfitomnosti sav¢iho vnéjsiho
metabolického aktivacniho systému a kultivuji se po dobu dvou replikacnich cykld v médiu obsahujicim BrdU.
Ke konci kultivace se buiky zpracuji inhibitorem délictho vieténka (napf. kolchicinem), aby se akumulovaly
buniky v C-metafdzi mitdzy; kultury se sklidi a pfipravi se preparty pro analyzu chromozomd.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Priprava

— Pro stanoveni se mohou pouzivat primdrni kultury (lidské lymfocyty) nebo zavedené bunécné linie
(napf. ovaridlni buriky kfecka ¢inského). u bunék musi byt pravidelné kontrolovéno, zda nejsou kontami-
novdny mykoplasmaty.

— Pouziji se vhodnd kultivacni média a inkubacni podminky (teplota, kultivacni nddoby, koncentrace CO,
a vlhkost).

— Pred exponovanim bunék se zkouSené litky rozpusti nebo suspenduji v kultivainim médiu nebo ve
vhodnych vehikulech. Konecnd koncentrace vehikula v kultufe nesmi ovlivnit Zivotaschopnost bunék nebo
rychlost rtstu; vliv na Cetnost SCE se sleduje kontrolou s rozpoustédlem.

— Bunky se exponuji zkousené latce jak v piitomnosti, tak v nepfitomnosti vnéjstho savéiho metabolického
aktivacniho systému. Pokud se pouziji bunéné typy s vnitini metabolickou aktivitou, mélo by byt zndmo,
e troven a vlastnosti této aktivity jsou vhodné pro zkousenou tiidu chemickych latek.

Zkusebni podminky
Pocet kultur

Pro kazdy experimentdlni bod se pouziji nejméné dvé kultury.
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Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Do kazdého experimentu se nasadi pozitivni kontroly vyuZivajici jak pifmo piisobici chemickou latku, tak
latku vyZzadujici metabolickou aktivaci; rovnéz se pouzije kontrola s vehikulem.

Piikladem pozitivni kontroly mohou byt tyto latky:

— pifmo pusobici latky:

— ethyl-methansulfont,

— nepifmo pusobici latky:

— cyklofosfamid.

Podle potieby se zatadi dalsi pozitivni kontrola ze stejné tfidy chemickych latek, jako je zkouSend litka.

Expozi¢ni koncentrace

Zkouseji se nejméné tii dostatecné odstupiiované koncentrace zkouSené ldtky. Nejvyssi koncentrace musi
vyvolat vyznamné toxické Gcinky, aviak zdroven musi umoznit pfiméfenou replikaci bunék. Litky, které jsou
relativné nerozpustné ve vod¢, se zkousi az k mezi rozpustnosti za pouziti vhodnych postupti. Nejvyssi
koncentrace u netoxickych ldtek dobfe rozpustnych ve vodé se ur¢i piipad od piipadu.

Postup

Piiprava kultur

Zavedené bunécné linie se pomnozi ze zdsobni kultury (napf. trypsinaci nebo setfepanim bunék z povrchu
kultiva¢ni nddoby), naockuji se do kultiva¢nich nddob ve vhodné hustoté a inkubuji se pii teploté¢ 37 °C. Pro
jednovrstevné kultury se stanovi takovy pocet bunék v kultivacni nddobé, aby v dobé¢ sklizné nepfesdhly 50 %
konfluenci. Lze také pouzit suspensni kultury. Lidské lymfocytdrni kultury se pfipravi vhodnymi postupy
z heparinizované krve a inkubuji pfi teplot¢ 37 °C.

Expozice

Buiiky v exponencialni fézi ristu se vhodnou dobu exponuji zkousené latce; ve vétsiné pripadi staci jedna az
dvé hodiny, avsak expozice muzZe byt v ur¢itych piipadech prodlouZena az na dva dplné bunécné cykly.
Buriky, které nemaji dostatecnou vnitini metabolickou aktivitu, musi byt exponovany zkousené chemické latce
za piftomnosti i za nepfitomnosti vhodného metabolického aktiva¢niho systému. Na konci expozi¢ni doby se
z bunék vymyje zkousend litka a bunky se kultivuji v piftomnosti BrdU po dva replikacni cykly. Je mozné
rovnéz exponovat bunky soucasné zkousené litce a BrdU po dobu dvou bunéénych cykli.

Lidské lymfocytarni kultury se exponuji, dokud jsou v semisynchronizovaném stavu.

Buniky se analyzuji v druhém mitotickém déleni po expozici, pficemz se zajisti, aby expozice chemické latce
probéhla v nejcitlivéjsim stddiu bunééného cyklu. VSechny kultury s pfidanym BrdU se udrzuji az do sklizné
v temnu nebo za slabého osvétleni Zdrovkou, aby se minimalizovala fotolyza DNA, ve které je zabudovin
BrdU.

Sklizen bunék

Jednu az ¢tyii hodiny pied sklizni bunék se kultury zpracuji inhibitorem délictho vieténka (napf. kolchicinem).
Kazda kultura se sklidi a samostatné zpracuje pro piipravu prepardt pro analyzu chromosomdi.

Piiprava prepardtl pro analyzu chromosomu a barveni

Preparéty pro analyzu chromosomt se piipravi standardnimi cytogenetickymi technikami. Barveni prepardtt ke
znazornéni SCE lze provést nékolika technikami (napf. fluorescencni metodou plus Giemsa).
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3.1

3.2

Analyza

Pocet analyzovanych bunék zdvisi na spontdnni cetnosti SCE v kontrole. Obvykle se hodnoti nejméné 25 dobre
rozprostienych metafdz{ na kulturu. Prepardty se pred analyzou opatii kédem. v lidskych lymfocytech se
analyzuji pouze metafize s 46 centromerami. u zavedenych linif se analyzuji pouze metafize, které se lisi
0 2 centromery od modalniho poctu centromer. Je tfeba stanovit, zda se za SCE povaZuje zména v barveni
v oblasti centromery. Vechny vysledky se potvrdi nezdvislym experimentem.

UDAJE

Udaje se zpracuji v tabulkové formé. Pro viechny exponované kultury a kontroly se samostatné zaznamend
pocet SCE pro kazdou metafdzi a pocet SCE/chromosom pro kazdou metafdzi.

Udaje se vyhodnot{ vhodnymi statistickymi metodami.

ZPRAVY

Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

pouzité buniky, metody udrzovani bunécné kultury,

zkuSebni podminky: slozeni média, koncentrace CO,, koncentrace zkousené latky, pouzité vehikulum,
inkubacni teplota, inkuba¢ni doba, délka expozice, pouzity inhibitor mitdzy, jeho koncentrace a délka jeho
ptsobeni, typ pouzitého savéitho metabolického aktivaéniho systému, pozitivni a negativni kontroly,

pocet kultur na kazdy experimentdlni bod,

podrobné tdaje o zplisobu piipravy prepardtt,

pocet analyzovanych metafdzi (oddélené pro kazdou kulturu),

stfedni hodnota po¢tu SCE/bunku a SCE/chromosom (oddélené pro kazdou kulturu,
kritéria hodnoceni SCE,

zdtvodnéni vybéru koncentrac,

vztah ddvkajodezva, je-li to mozné,

statistické vyhodnocent,

diskuse o vysledcich,

interpretace vysledk.

Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢ist B.

LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ast B.
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1.

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSKA NA RECESIVNI LETALN[ MUTACE VAZANE NA POHLAV] u DROSOPHILA MELANOGASTER

METODA

Uvod

Viz obecny tvod, ¢ist B.
Definice

Viz obecny tvod, ¢ist B.
Referen¢ni litky

Z4dné.

Podstata zkuSebni metody

Zkouska na recesivni letdlni mutace vdzané na pohlavi (SLRL) u Drosophila melanogaster umoziuje detekci
mutaci, a to jak bodovych mutaci, tak i malych deleci v zdrode¢énych bunkdch hmyzu. Tato zkouska je
zkouskou na pimé mutace vhodnou pro screening v piiblizné 800 lokusech chromosomu X; to ptedstavuje
asi 80 % vsech lokust chromosomu X. Chromosom X pfedstavuje pfiblizné jednu pétinu celého haploidniho
genomu.

Mutace v chromosomu X u Drosophila melanogaster se fenotypicky projevi u samcii nesoucich mutovany gen.
KdyZ je mutace letdlni v hemizygotnim stavu, lze na jeji pfitomnost usuzovat z absence jednoho ze dvou typt
samcich potomkd, kteff se obvykle rodi heterozygotni samici. Ve zkousce na SLRL se tyto skuteCnosti
vyuzivaji prostfednictvim specidlné oznacenych a uspofddanych chromosomd.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Priprava

Zdroje

Mohou byt pouziti samci dobie definované divoké linie a samice linie Muller-5. Mohou byt pouzity i jiné
vhodné znacené linie samic s vicendsobnou inversi chromosomu X.

ZkousSend ldtka

Zkousené latky se rozpusti ve vodé. Ldtky, které jsou nerozpustné ve vodé, se mohou rozpustit nebo
suspendovat ve vhodnych vehikulech (napf. ve smési ethanolu a Tween-60 nebo 80) a pied aplikaci se ddle
fedi vodou nebo fyziologickym roztokem. Pouziti dimethylsulfoxidu (DMSO) jako vehikula je tfeba se vyhnout.

Pocet zvifat

Citlivost a sfla zkousky se stanovi predem. Cetnost spontdnnich mutaci pozorovand v piislusné kontrolni
skupiné vyznamné ovlivni pocet exponovanych chromosomd, které je tieba analyzovat.

Zpusob poddvani

Expozice zkousené litce mtize byt ordlni, injekéni nebo mize jit o expozici plyndm nebo pardm. Pfi oralni
aplikaci (zkrmovdni) se zkousend litka poddvd v cukerném roztoku. Podle potieby lze zkousenou litku
rozpustit v 0,7 % roztoku NaCl a injekéné nastitknout do hrudni nebo bfisni dutiny.

Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Nasadi se negativni kontroly (s vehikulem) a pozitivni kontroly. Jsou-li k dispozici vhodné laboratorni tdaje
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3.1

3.2

Urovné expozice

Pouziji se ti Grovné expozice. Pro predbézny orienta¢ni odhad se pouZije jedna droven expozice rovnajici se
bud maximdlni tolerované koncentraci, nebo tdrovni vyvoldvajici zndmky toxicity. u netoxickych ldtek se

pouzije nejvyssi dosazitelnd koncentrace.

Postup

Samci divokého typu (ve staif 3-5 dntl) se exponuji zkouSené ldtce a jednotlivé jsou pripousténi k vice dosud
nepfipusténym samicim z linie Muller-5 nebo z jiné vhodné znacené linie (s vicendsobnou inverzi
chromosomu X). Samice se vymén{ za Cerstvé dosud nepiipusténé samice kazdé dva az tfi dny, aby se pokryl
cely bunény cyklus zdrode¢nych bunék. u potomkd téchto samic se sleduje letdlni Gcinek odpovidajici
uc¢inkim na zralé spermie, na spermatidy ve stfednim nebo pozdnim stddiu, na Casné spermatidy, spermato-
cyty a spermatogonie v dobé expozice.

Heterozygotni samice generace F, narozené z tohoto kiizeni se ddle kifZi jednotlivé (4. jedna samice/zku-
mavku) se svymi bratry. v generaci F, se v kazdé kultufe zaznamend absence samcii divokého typu. Jestlize se
v kultufe F| rodi samice nesouci letdlni mutaci v rodicovském chromosomu X (tj. nejsou nalezeni zddni samci
s ovlivnénym chromosomem), testuji se dcery téchto samic se stejnym genotypem, aby se zjistilo, zda se
letalita opakuje v psti generaci.

UDAJE

Udaje se zpracuji v tabulkové formé; uvede se pocet hodnocenych chromosomt X, pocet afertilnich samci
a pocet chromosomt s letdlni mutaci pro kazdou koncentraci, pro kazdé obdobi kiizeni a pro kazdého
exponovaného samce. Zaznamenavd se pocet klastrii rtiznych velikosti na kazdého samce. Vysledky se potvrdi
nezdvislym experimentem.

Zkouska na recesivni letdlni mutace vézané na pohlavi se vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.

Nahromadéni recesivnich letdlnich mutaci vzniklych v jednom samci se zpracuje a zhodnoti vhodnym
statistickym zptsobem.

ZPRAVY
Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— zdroje: pouzité linie nebo kmeny druhu Drosophila, vék hmyzu, pocet exponovanych samcti, pocet
sterilnich samcti, pocet vzniklych kultur F,, pocet kultur F, bez potomki, pocet zjiSténych chromosomi
nesoucich letdlni mutaci v kazdém stddiu zdrodecnych bunék,

— kritéria pro velikost exponovanych skupin,

— podminky zkousky: podrobny popis plénu expozice a odbéru vzorkd, Grovné expozice, idaje o toxicité,
podle potieby negativni kontroly (s rozpoustédlem) a pozitivni kontroly,

— kritéria hodnoceni letdlnich mutaci,
— vztah expozice[icinek, je-li to mozné,
— hodnoceni ddaja,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.
Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢ast B.

LITERATURA

Viz obecny tdvod, ¢ast B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSKY NA TRANSFORMACE SAVCICH BUNEK IN VITRO

METODA
Uvod
Viz obecny dvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ist B.
Referencni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Kultury sav¢ich bunék lze pouzit pro detekei fenotypickych zmén in vitro indukovanych chemickymi latkami
spojovanymi s maligni transformaci in vivo. Casto pouzivanymi bunikami jsou C3H10TY, 3T3, SHE, buiiky
potkant Fischer a zkouska se opird o zmény bunééné morfologie, tvorbu lozisek nebo zmény v uchyceni
v polotuhém agaru. Méné casto se pouzivaji systémy detekujici ostatni fyziologické ¢ morfologické zmény
v bunkich po expozici karcinogennim chemickym latkdm. Zadny vysledek zkousky in vitro neni dikazem
karcinogenity. Nékteré systémy jsou schopny detekovat promotory tumort. Cytotoxicita se zjisti méfenim
ucinku zkouseného materidlu na schopnost vytvaret kolonie (G¢innosti klonovani) nebo rychlosti rtistu kultur.
Stanovenim cytotoxicity lze zjistit, zda byla expozice zkousené latce toxikologicky relevantni, nelze ji vsak
pouzit k urCeni Cetnosti transformace ve viech experimentech, protoze u nékterych mohlo dojit k prodlouzent
inkubace nebo k replatingu.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Priprava

Bunky

Pro rtizné zkousky transformace existuje fada pouzitelnych bunéénych linif a primédrnich kultur. Experimentd-
tor musi zajistit, Ze buniky pouZité v testu transformace vykazuji piislusné fenotypické zmény po expozici
zndmym karcinogenim a Ze zkouska pouzivand v jeho laboratofi je ovéfena a Ze je dokumentovina jeji
validita a spolehlivost.

Médium
Pouzitd média a experimentdlni podminky musi byt vhodné pro pouzitou zkousku na transformace.
Zkousend ldtka

Pred exponovanim bunék je mozné zkousené ltky rozpustit nebo suspendovat v kultivatnim médiu nebo ve
vhodnych vehikulech. Kone¢nd koncentrace vehikula v kultufe nesmi ovlivnit Zivotaschopnost bunék, rychlost
ristu nebo vyskyt transformace.

Metabolickd aktivace

Buriky se exponuji zkousené ldtce jak v pritomnosti, tak v nepfitomnosti vhodného metabolického aktivaéniho
systému. Pokud se pouziji bunéné typy s vnitini metabolickou aktivitou, mélo by byt zndmo, Ze Groven
a vlastnosti této aktivity jsou vhodné pro zkousenou tidu chemickych létek.
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Zkugebni podminky
Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Do kazdého experimentu se nasadi pozitivni kontroly vyuZivajici jak piimo pisobici chemickou latku, tak
latku vyzadujici metabolickou aktivaci; rovnéz se pouzije kontrola s vehikulem.

Prikladem pozitivni kontroly mohou byt tyto latky:
— pfimo pusobici latky:
— ethyl-methansulfont,
— propano-3-lakton,
— latky vyzadujici metabolickou aktivaci:
— N-(fluoren-2-yl)acetamid,
— 4-dimethylaminoazobenzen,
— 7,12-dimethylbenzoanthracen.
Podle potieby se zatadi dalsi pozitivni kontrola ze stejné tfidy chemickych latek, jako je zkousend ldtka.
Expozi¢ni koncentrace

Pouzije se nékolik koncentraci zkousené ldtky. Tyto koncentrace musi vyvoldvat toxicky dcinek zavisly na
koncentraci, pficemz nejvyssi koncentrace md vést k nizké Grovni preziti bunék a droven preziti bunék pii
nejnizs{ koncentraci md byt piiblizné stejnd jako u negativni kontroly. Litky, které jsou relativné nerozpustné
ve vodé, se za pouziti vhodnych postupti zkousi az k mezi rozpustnosti. Nejvyssi koncentrace u netoxickych
latek dobfe rozpustnych ve vodé se ur¢i piipad od piipadu.

Postup

Buriky se exponuji dostatecnou dobu v zdvislosti na pouzitém zkusebnim systému; pii deli expozici mize byt
nezbytnd opakovand expozice spojend s vyménou média (a podle potieby s vyménou Cerstvé metabolické
aktivacni smési). Buniky, které nemaji dostate¢nou vnitini metabolickou aktivitu, musi byt exponovény zkous-
ené chemické latce za piitomnosti i za nepfitomnosti vhodného metabolického aktivacniho systému. Na konci
expozi¢ni doby se z bunék vymyje zkousend ldtka a buniky se kultivuji za vhodnych podminek, aby se mohl
projevit sledovany transformovany fenotyp; poté se zaznamend vyskyt transformace. Vsechny vysledky se
potvrdi nezavislym experimentem.

UDAJE

Udaje se zpracuji v tabulkové formé; podle pouzité zkousky jimi mohou byt napf. pocet misek, pocet misek
s transformaci nebo pocet transformovanych bunék. Podle potfeby se pieziti bunék vyjadii v procentech
pieziti v kontrolni kultufe a cetnost transformaci se vyjadii jako podil transformovanych bunéek
a zivotaschopnych bunék. Udaje se vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.

ZPRAVY

Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— typ pouzitych bunék, pocet bunénych kultur, metody udrzovani bunécnych kultur,

— zkudebni podminky: koncentrace zkousené litky, pouzité vehikulum, doba inkubace, délka a frekvence
expozice, hustota bunék béhem expozice, typ pouzitého vnéjstho metabolického aktivaéniho systému,
pozitivni a negativni kontroly, specifikace sledovaného fenotypu, pouzity selekéni systém (podle potieby),
zdtivodnéni vybéru koncentrac,
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— metody pocitdni Zivotaschopnych a transformovanych bunék,
— statistické vyhodnocent,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

3.2 Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tdvod, ¢ist B.

4. LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

DOMINANTNI LETALNI ZKOUSKA NA HLODAVCICH

METODA

Uvod

Viz obecny dvod, ¢ist B.

Definice

Viz obecny dvod, ¢ast B.

Referenéni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Dominantni letdlni dG¢inky zptsobuji embryondlni nebo fetdlni smrt. Indukce dominantnich letdlnich mutaci
po expozici chemické ldtce dokazuje, Ze tato ldtka poskozuje zdrode¢né tkané zkusebniho druhu. Obecné se
md za to, Ze dominantni letdlni mutace jsou zpusobeny poskozenim chromosomu (strukturni a numerické
abnormality). Smrt embrya exponované samice maze byt také vysledkem toxickych dcinkd.

Samci jsou zpravidla exponovéni zkousené ldtce a pafeni s neexponovanym dosud nepfipusténymi samicemi.
Raznd stddia zdrode¢nych bunék mohou byt testovdna oddélené pouzitim po sobé jdoucich intervalii pafeni.
NérGst mrtvych implantaci na samici v exponované skupiné nad pocet mrtvych implantaci na samici
v kontrolni skupiné odpovidd postimplantacnim ztrdtim. Preimplantacni ztrity se hodnoti na zdkladé poctu
zlutych télisek nebo porovnanim vSech implantaci na samici v exponované a kontrolni skupiné. Celkovd
dominantn{ letalita je souctem preimplanta¢nich a postimplantacnich ztrt. Vypocet celkové dominantni letality
je zaloZen na porovndni poctu zivych implantaci na samici v exponované skupiné s poctem Zivych implantaci
na samici v kontrolni skupiné. SniZeni poctu implantaci v nékterych intervalech mize byt zptsobeno zdnikem
bunék (tj. spermatocytll ajnebo spermatogonii).

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody

Priprava

Zkousend latka se pokud mozno rozpusti nebo suspenduje v isotonickém fyziologickém roztoku. Latky, které
jsou nerozpustné ve vod¢, se mohou rozpustit nebo suspendovat ve vhodnych vehikulech. Pouzité vehikulum
nesmi interferovat se zkouSenou ldtkou ani vyvoldvat toxické dcinky. PouZiji se Cerstvé piipravené roztoky
zkousené latky.

Zkusebni podminky
Zpusob poddvdni

Zkousend litka se obvykle poddvd pouze jednou. Na zdkladé toxikologickych informaci lze podivat litku
opakované. Obvyklymi zptisoby podavéni jsou ordlni aplikace sondou nebo intraperitonedlni injekce. Mohou
byt vhodné i jiné zpusoby aplikace.

Pokusnd zvifata

Jako zkuSebni druh se doporucuje potkan nebo mys. Provede se ndhodny vybér zdravych, pohlavné dospélych
zvifat, kterd se pfifadi do experimentilnich a kontrolnich skupin.
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Pocet a pohlavi

Pouzije se dostateny pocet exponovanych samcti s ohledem na spontdnni variabilitu hodnocené biologické
charakteristiky. Pocet se zvoli s ohledem na pfedem stanovenou citlivost detekce a statistickou vyznamnost.
v typické zkousce se napiiklad voli takovy pocet samcti v kazdé exponované skupiné, aby bylo dosazeno
30 — 50 brezich samic na dobu pfipousténi.

Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Do kazdého experimentu se nasadi soubéZné pozitivni a negativni kontroly (neexponované s vehikulem).
Jestlize jsou k dispozici pfijatelné vysledky pozitivni kontroly z neddvnych experiment provedenych v téze
laboratofi, mohou byt pouzity namisto soubéznych pozitivnich kontrol. Litky pro pozitivni kontroly se za
Gcelem prokazani citlivosti zkousky pouziji ve vhodnych nizkych ddvkdch (napf. MMS, intraperitonedlng,
10 mgkg?).

Urovné divek

Obvykle se pouziji tii drovné ddvek. Nejvyssi davka md u exponovanych zvifat vyvolat zndmky toxicity nebo
snizené fertility. v nékterych pifpadech muze byt postacujici jedna vysokd davka.

Limitni zkouska

Netoxické latky se poddvaji v mnozstvi 5 g-kg? pii jednordzovém podévani nebo v ddvce 1 gkg! na den pii
opakovaném podavani.

Postup

Existuje nékolik plant expozice. Nejcastéji se pouzivd jednordzové podavani. Mohou vsak byt pouzity jiné
plany expozice.

Jeden samec je opakované kifzen s jednou nebo dvéma neexponovanymi dosud nepfipusténymi samicemi ve
vhodnych intervalech po expozici. Samice musi byt u samct ponechdny nejméné po dobu trvani jednoho
estrdlnfho cyklu, nebo dokud nedojde ke spafeni prokdzanému spermiemi ve vaginé nebo pitomnosti
vagindln{ zdtky.

PoCet pafeni po expozici je dén pldnem expozice a musi byt dostatecny, aby zahrnul vSechna stddia
zdrode¢nych bunék po expozici.

Samice se utrat{ v druhé poloviné brezosti a obsah délohy se vySetif za Gcelem urceni poctu mrtvych a Zivych
implantaci. Vaje¢niky mohou byt vysetfeny k urceni poctu Zlutych télisek.

UDAJE

Udaje se zpracuji v tabulkové formé a uvede se pocet samcii, pocet biezich samic a pocet nezabfezlych samic.
Samostatné se uvedou vysledky kazdého pafeni, véetné identifikace kazdého samce a samice. Pro kazdou
samici se zaznamend tyden péfeni, ddvka, kterou obdrzel samec, pocet Zivych a mrtvych implantaci.

Vypocet celkového dominantniho letdlntho Géinku je zaloZen na porovnédni poctu zivych implantaci na samici
v exponované skupiné a poctu Zivych implantaci na samici v kontrolni skupiné. Srovndni poméru mrtvych
implantaci k Zivym implantacim v exponované skupiné a téhoz poméru v kontrolni skupiné vypovidd
o postimplanta¢nich ztrdtach.

Zaznamenavaji-li se tdaje o Casné a pozdni letalité, musi byt v tabulkdch jasné odliSeny. Odhaduji-li se také
preimplantacni ztrty, uvedou se. Preimplantacni ztrity mohou byt vypocitiny jako rozdil mezi poctem
zlutych télisek a poctem implantaci nebo jako snizeni primérného poctu implantaci na délohu ve srovnani
s kontrolou.

Udaje se vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.
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3.1

3.2

ZPRAVY

Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

druh, kmen, v&k a hmotnost zvifat, pocet zvifat kazdého pohlavi v exponovanych a kontrolnich
skupindch,

zkousend ldtka, vehikulum, zkousené trovné ddvek a divody jejich vybéru, negativni a pozitivni kontroly,
tdaje o toxicité,

zptisob poddni a plan expozice,

plan péfent,

metody prukazu spafen,

doba usmrceni,

kritéria pro hodnoceni dominantnich letdlnich dcinkd,

vztah ddvkajodezva, je-li to mozné,

statistické vyhodnocent,

diskuse o vysledcich,

interpretace vysledk.

Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢ist B.

LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

CYTOGENETICKA ANALYZA SAVCICH ZARODECNYCH BUNEK IN VIVO

METODA

Uvod

Viz obecny tvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ist B.

Referenéni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Touto cytogenetickou zkouskou in vivo se detekuji strukturni chromosomové aberace ve spermatogoniich. Je
zaloZena na analyze mitéz spermatogonii na chromatidové a chromosomové typy aberaci.

V metodé se pouzivaji prepardty z varlat savcd, ktefi byli vhodnym zptsobem exponovani zkousené latce
a usmrceni v riznych intervalech. Pfed usmrcenim se zvifatim podd inhibitor délictho vieténka, napt.
kolchicin, aby doslo k nahromadéni bunék ve stidiu metafize mitdzy (C-metafdze). Zhotovi se mikroskopické
prepardty chromosomt ususené na vzduchu, obarvi se a analyzuji se pod mikroskopem.

Analyza spermatocytii v diakinézi (metafize 1) na mnohocetné translokace po expozici kmenovych bunék
spermatogonii muZe poskytnout dali uzite¢né informace.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody

Piiprava

Zkousené chemické latky se rozpusti v isotonickém fyziologickém roztoku. Litky nerozpustné ve vodé se
rozpusti nebo suspenduji ve vhodném vehikulu. PouZiji se Cerstvé piipravené roztoky zkouSené ldtky. Jestlize
bylo pro usnadnéni dévkovéni ldtky pouzito rozpoustédlo, nesmi interferovat se zkouSenou latkou ani
vyvolévat toxické tcinky.

Zpusob poddvani

Zkousend litka se obvykle poddvd pouze jednou. Na zdkladé toxikologickych informaci lze podivat litku
opakované. Opakované poddvani vsak muZe byt pouzito pouze tehdy, nevyvoldvd-li zkouSend litka vetsi
cytotoxické Gcinky v diferencujicich se spermatogoniich.

Obvyklymi zptsoby poddvéni jsou ordlni aplikace nebo intraperitonedlni injekce. Mohou byt vhodné i jiné
zplisoby podavani.

Pokusna zvifata
Nejcastéji se pouziva mys a kiecek ¢insky. Mohou byt pouzity také jiné sav¢i druhy.

Pouziji se pohlavné dospéli samci, ktefi se ndhodné rozdéli do exponovanych a kontrolnich skupin.
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Pocet zvitat

Pro exponovanou i kontrolni skupinu se pouzije nejméné pét samct.

Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Do kazdého experimentu se nasadi soubézné pozitivni kontroly a negativni kontroly (s vehikulem).

Latky pro pozitivni kontroly se pouziji ve vhodnych nizkych dévkich (napf. mitomycin C intraperitonedlné
0,3 mgkg?) k prokdzani citlivosti zkousky.

Urovné dévek

Pouzije se jedna ddvka zkousené ldtky, pficemZz tato ddvka md byt maximdlni tolerovanou ddvkou nebo
dévkou vyvoldvajici urcité zndmky cytotoxicity. Zptsobuje-li tato ddvka vysokou dmrtnost bunék, pouzije se
doplnujici ddvka s nizsi cytotoxicitou. Mé-li byt stanovena zévislost ddvkajodezva, poziji se nejméné tfi ddvky
(napf. k potvrzeni slabé pozitivni odezvy). u netoxickych latek se pouzije nejvyssi dosazitelnd koncentrace jak
pro jednordzovou, tak pro opakovanou aplikaci.

Postup

Zvifata se obvykle exponuji zkousené litce pouze jednou. Ve skupiné s nejvyssi davkou se odeberou vzorky
nejméné ve tiech intervalech po expozici. Prostfedni odbér se provede po 24 h. Vzhledem k tomu, Ze
zkousend latka mtze ovlivnit kinetiku bunééného cyklu, provede se jeden diivéjsi a jeden pozdéjsi odbér ve
vhodné dobé v rozmezi od 6 do 48 hodin. u dopliujicich Grovni dévky se vzorky odeberou v nejcitlivéjsim

okamziku, nebo po 24 hodin po aplikaci, pokud neni zndm.

Jinou moznosti je opakované poddvéni; zvifata se v takovém piipadé usmrti 24 hodin po posledni aplikaci.
Dalsi odbéry mohou byt provedeny v rozmezi od 6 do 24 hodin.

Piiprava prepardtl z varlat

Pred analyzou mitéz spermatogonii se zvifatim intraperitonedlné podd vhodnd dévka inhibitoru mitdzy, napt.
kolchicinu. Po vhodné dobé se zvifata usmrti. u mysi je tento interval tii az pét hodin, u kfecka ¢inského
muze byt potieba vice nez pét hodin.

Pouzije se technika prepardtdi suSenych na vzduchu. u nékterych druht mize byt nezbytnd tprava standard-
niho postupu. Pfipravi se bunécnd suspense, hypotonizuje se a fixuje. Buniky se rozprostfou na sklicko
a obarvi. Prepardty se pfed analyzou opatif kédem.

Analyza

Nejméné 100 dobfe rozprostfenych metafdzi s plnym poctem centromer se analyzuje na strukturdlni
chromosomové aberace. Kromé toho Ize za ticelem stanoveni mozného cytotoxického ticinku vypocitat pomér
mitéz spermatogonii k prvnim a druhym meiotickym metafizim ve vzorku celkem 100 délicich se bunék na
zvife.

UDAJE

Udaje se zpracuji v tabulkové formé. Vsechny typy aberaci se pro kazdé exponované a kontrolni zvife uvedou
samostatné. Uvede se celkovy pocet analyzovanych bunék a celkovy pocet aberantnich bunék na skupinu. Pro
kazdy parametr se uvede stfedni hodnota a smérodatnd odchylka. Pokud to bylo zjistovdno, uvede se
v tabulkové formé pomér mitéz spermatogonii k prvnim a druhym meiotickym metafdzim pro experimentdlni
a kontroln{ skupinu.

Udaje se vyhodnoti vhodnymi statistickymi metodami.
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3. ZPRAVY
3.1 Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:
— druh a kmen samcti, vék a hmotnost samcti,
— pocet zvifat v kazdé experimentdlni a kontrolni skupiné,

— zkudebni podminky, podrobny popis expozice, trovné davek, rozpoustédla, pouzity inhibitor délictho
vieténka,

— pocet analyzovanych bunék na zvife v kazdé skuping,

— pro kazdé exponované a kontrolni zvife: typy a pocty aberaci,
— statistické vyhodnoceny,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

3.2 Hodnoceni a interpretace

Viz obecny tvod, ¢dst B.

4. LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

SPOT TEST NA MYSICH

METODA
Uvod
Viz obecny tvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ist B.

Referenéni litky
74dné.
Podstata zkuSebni metody

Jednd se o zkousku na mysich in vivo, pfi niZ jsou vyvijejici se embrya exponovdna chemickym ldtkdm.
Cilovymi bufikami u vyvijejicich se embryi jsou melanoblasty a cilovymi geny jsou geny kontrolujici
pigmentaci srsti. Vyvijejici se embrya jsou heterozygotni pro fadu gent ovliviwjicich barvu srsti. Mutace
nebo ztrita (pfi rtznych genetickych udédlostech) dominantni alely v genu melanoblastu je vyjadrena
recesivnim fenotypem v dcefinych bunkach vytvérejicich skvrnu (spot) pozménéné barvy srsti narozené mysi.
Pocet potomkd s témito skvrnami, mutacemi, se zaznamend a jejich cetnost se porovnd s ¢etnosti u potomkd
exponovanych pouze rozpoustédlu. Spot test na mysich detekuje predpoklddané somatické mutace
v embryondlnich bunkach.

Kritéria jakosti

Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Piiprava

Zkousené chemické litky se pokud mozno rozpusti nebo suspenduji v isotonickém fyziologickém roztoku.
Latky, které jsou nerozpustné ve vodé, se rozpusti nebo suspenduji ve vhodnych vehikulech. Pouzité
vehikulum nesmi interferovat se zkousenou ldtkou ani vyvoldvat toxické dcinky. PouZiji se Cerstvé pfipravené
roztoky zkousené latky.

Pokusné zvifata

Mysi kmene T (nonagouti, afa; chinchilla, pink eye, c*p/c"p; brown, b/b; dilute, short ear, d se/d se; piebald
spotting, sfs) se zkifzi bud s kmenem HT (pallid, nonagouti, brachypody, pa a bp/pa a bp; leaden fuzzy,
In fz/ln fz; pearl pe/pe), nebo s kmenem C57 BL (nonagouti, aa). Mohou byt pouzita i jind kiizeni za
piedpokladu, Ze budou vznikat nonagouti potomci, napf. kifzeni mezi kmenem NMRI (nonagouti, a/a; albino,
c/c) a DBA (nonagouti, afa; brown, b/b; dilute d/d).

Pocet a pohlavi

Pouzije se dostatecny pocet brezich samic, aby byl zajistén dostatecny pocet Zivych potomki pro kazdou
pouzitou troven ddvky. Vhodnd velikost vzorku zdvisi na poctu skvrn pozorovanych u exponovanych mysi
a na rozsahu kontrolnich tdaji. Negativni vysledky jsou pFijatelné pouze tehdy, bylo-li hodnoceno nejméné
300 potomkdl samic exponovanych nejvyssi davce.

Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Meély by byt k dispozici soubézné kontrolni tidaje od mysi exponovanych pouze vehikulu (negativni kontroly).
laboratofi za pfedpokladu, Ze jsou homogenni. Neni-li u zkousené litky zjisténa mutagenita, mély by byt
k dispozici tidaje z pozitivnich kontrol, které byly timto testem ziskdny v posledni dobé v téze laboratofi pii
expozici chemické ldtce se zndmou mutagenitou.
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Zpusob poddvani

Obvyklymi zptsoby podavani jsou oralni aplikace sondou nebo intraperitonedlni injekce bfezi mysi. Podle
potieby se expozice provede inhalaci nebo jinym vhodnym zptsobem.

Urovné dévek

Pouziji se alesporl dvé trovné dévek, z nichZ jedna vyvoldvd zndmky toxicity nebo vede ke zmenseni velikosti
vrhu. u netoxickych latek se pouzije maximalni dosazitelnd koncentrace.

Postup

Zvitata se obvykle exponuji pouze jednou v 8. 9. nebo 10. dni brezosti, pficemZ se za 1. den brezosti
povazuje den, kdy byla zjisténa vagindlni zdtka. Tyto dny odpovidaji 7,25, 8,25 a 9,25 dne po koncepci.
Béhem téchto dnti lze provést postupné expozice.

Analyza

U mlddat se mezi tfetim a Ctvrtym tydnem po vrhu spocitd a zaznamend pocet skvrn. Rozlisuji se tii
kategorie skvrn:

a) bilé skvrny o priméru 5 mm ve stiedni ventrdlni linii, u nichz se pfedpoklddd, ze vznikly zdnikem bun¢k
(WMVS);

b) Zluté skvrny typu agouti vyskytujici se v okoli mlécnych zldz, genitdlii, hrdla, axil, oblasti slabin a uprostied
¢ela, u nichz se predpoklddd, ze vznikaji v disledku chybné diferenciace (MDS);

¢) pigmentované a bilé skvrny nahodné rozmisténé v srsti, u nichz se pfedpoklddd, Ze jsou vysledkem
somatickych mutaci (RS).

Vsechny tii kategorie se zaznamenaji, aviak pouze posledni, RS, je geneticky relevantni. Obtize s odliSenim
MDS od RS lze vyfesit pozorovanim chlupi ve fluorescenénim mikroskopu.

Zaznamendvaji se ndpadné makroskopické morfologické malformace potomka.

UDAJE

Uvede se celkovy pocet sledovanych potomki a pocet mlddat s jednou nebo vice skvrnami vyvolanymi podle

piedpokladu somatickymi mutacemi. Udaje ziskané u kontrolnich a exponovanych skupin se porovnavaji
vhodnymi metodami. Uvedou se rovnéz tdaje vztazené na velikost vrhu.

ZPRAVY

Protokol o zkousce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— kmen pouzity ke kfiZeni,

— pocet brezich samic v experimentdlnich a v kontrolnich skupindch,

— pramérnd velikost vrhu v experimentdlnich a v kontrolnich skupindch pfi vrhu a pfi odstaven,
— droven (Grovné) davky zkousené chemické latky,

— pouzité rozpoustédlo,
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— den brezosti, ve kterém byla poddna zkousend latka,
— zpusob podani,

— celkovy pocet sledovanych potomkid a pocet potomkid s kategoriemi skvrn WMVS, MDS a RS
v experimentdlnich a kontrolnich skupinach,

— makroskopické morfologické malformace,

— vztah ddvkajodezva u kategorie skvrn RS, je-li to mozné,
— statistické vyhodnoceny,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.

3.2 Hodnoceni a interpretace

Viz obecny dvod, ¢ast B.

4. LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ist B.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

ZKOUSKA NA DEDICNOU TRANSLOKACI u MYSi

METODA
Uvod
Viz obecny dvod, ¢ast B.

Definice

Viz obecny tvod, ¢ist B.
Referencni litky

Zadné.

Podstata zkuSebni metody

Zkouska na dédi¢nou translokaci u mysi detekuje strukturni a numerické chromosomové zmény v savcich
zdrode¢nych bufikdch zachycené v prvni generaci potomkt. u pozorovanych chromosomovych zmén se jednd
o recipro¢ni translokace a u samicich potomkd o ztrity chromosomu X. Nositelé translokaci a samice X0
vykazuji snizenou fertilitu, kterd se vyuzivd pro vybér potomstva F, pro cytogenetickou analyzu. Upln sterilita
je zptisobena nékterymi typy translokaci (autosomdlni translokaci X a translokaci typu centromera-telomera).
Translokace se analyzuji v meiotickych bunkdch samct ve stadiu diakinézy-metafdze 1, tzn. bud u samci
generace F, nebo samcich potomki samic generace F. Samice X0 jsou cytogeneticky identifikovany pii-
tomnosti pouhych 39 chromosomd v mitézdch z kostni dfené.

Kritéria jakosti
Nejsou stanovena.

Popis zkuSebni metody
Priprava

Zkousené chemické latky se rozpusti v isotonickém fyziologickém roztoku. Litky nerozpustné ve vodé se
rozpusti nebo suspenduji ve vhodnych vehikulech. PouZiji se cerstvé piipravené roztoky zkousené latky. Jestlize
bylo pro usnadnéni dévkovédni latky pouZito rozpoustédlo, nesmi interferovat se zkouSenou ldtkou ani
vyvolévat toxické tcinky.

Zpusob poddvani

Obvyklymi zplsoby podévani jsou ordlni aplikace sondou nebo intraperitonedlni injekce. Mohou byt vhodné
i jiné zptsoby aplikace.

Pokusnd zvifata

Z dtvodu snadngjsitho kifzeni a cytologické verifikace se tyto experimenty provddéji na mysich. Nepozaduje se
zadny specificky kmen mysi. Promérnd velikost vthu u kmene by vSak meéla byt vét3{ nez osm potomkd
a méla by byt pomérné stdld. Pouzivaji se zdravd pohlavné dospéld zvitata.

Pocet zvifat

Nezbytny pocet zvifat zdvisi na Cetnosti spontdnnich translokaci a na minimédlnim poctu indukovanych
translokaci pozadovaném pro pozitivni vysledek.

Zkouska se obvykle provddi analyzou samcti generace F. Zkousi se nejméné 500 samcii generace F, na
kazdou exponovanou skupinu. Jestlize se zahrnou také samice generace F,, je potfeba 300 samcli
a 300 samic.
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Pouziti negativnich a pozitivnich kontrol

Mély by byt k dispozici vhodné kontrolni tdaje ze soubézné kontroly a z diivéjsich pokust. Jestlize jsou
k dispozici pfijatelné vysledky pozitivnich kontrol z nedédvnych experimentd provedenych v téze laboratofi,
mohou byt pouzity namisto soubéznych pozitivnich kontrol.

Urovné dévek

Zkousi se jedna troven ddvky, obvykle nejvyssi ddvka vyvoldvajici minimdlni toxické Gcinky, aviak bez vlivu
na reprodukéni chovani nebo pfeziti. Pro stanoveni vztahu ddvka/odezva je tieba dvou dalsich, nizsich dévek.
u netoxickych chemickych ldtek se pouzije nejvyssi dosazitelnd davka.

Postup

Expozice a pafeni

Pouzivaji se dva plany expozice. Nejcastéji se voli jedno poddni zkousSené latky. Je rovnéz mozné podavat
zkousenou latku sedm dni v tydnu po 35 dntl. Pocet oplodnéni po expozici se Fdi planem expozice a je tieba
zajistit, aby byla analyzovédna vSechna exponovand bunécnd stddia zdrodecnych bunék. Na konci obdobi pafeni
se samice umisti do oddélenych kleci. u kazdého vrhu se zaznamend datum, velikost vrhu a pohlavi mlddat.
Vsichni sam¢i potomci se odstavi a sami¢i potomci se vylouci, pokud se nepouziji v experimentu.

Zjistovani translokacnich heterozygott

Pouziva se jedna ze dvou moznych metod:

— test fertility potomkd F, a ndslednd verifikace moznych nositeli translokaci cytogenetickou analyzou,

— cytogenetickd analyza viech samcti generace F, bez piedchoziho vybéru testem fertility.

a)

Ao

Test fertility
Snizenou fertilitu zvitat v generaci F, Ize stanovit z velikosti vrhu a/nebo analyzou obsahu délohy samic.
Kritéria urceni bézné a snizené fertility musi byt stanovena pro kazdy pouzity kmen mysi.

Pozorovdni velikosti vrhu: samci generace F, urceni k testovani jsou umisténi samostatné do kleci se samicemi
bud’ ze stejného experimentu, nebo ze stejné kolonie. Klece jsou kontroloviny denné pocinaje 18. dnem po
spafeni. Velikost vrhu a pohlavi generace F, se pfi vrhu zaznamenaji a vrh se poté vylouci. Jestlize jsou
testovany samice generace F,, ponechd se generace F, malych vrhii pro dalsi zkouseni. Samice — nositelky
translokaci se zjisti cytogenetickou analyzou translokaci u jakéhokoliv jejich sam¢tho potomka. Samice X0
se rozpoznaji ze zmény poméru samct a samic u jejich potomkd z 1: 1 na 1: 2. v ndsledném kroku se
normdlni zvifata generace F, vyfadi z dalstho testovani, jestlize prvni vrh generace F, dosahuje piedem
urené normdlni hodnoty nebo ji piekraCuje; v opacném piipadé se pozoruje druiq)'r nebo tfeti vrh
generace F,.

Zvifata generace F,, kterd po vyhodnoceni tif vrhii generace F, nemohou byt klasifikovina jako normdlni,
se déle testuji bud” analyzou obsahu délohy, nebo se pfimo podrobi cytogenetické analyze.

Analyzy obsahu délohy: Snizeni velikosti vrhu u nositelii translokaci je zptisobena smrti embryi, takZe vysoky
pocet mrtvych implantaci naznacuje pfitomnost translokaci u testovanych zvifat. Samci generace F,, kteff
maji byt testovdni, jsou pripousténi kazdy ke 2-3 samicim. Oplodnéni se zjistuje denni ranni kontrolou
vagindlni zdtky. Samice se usmrti po 14-16 dnech a zaznamenaji se Zivé a mrtvé zdrodky v jejich déloze.

Cytogenetickd analyza

Zhotovi se mikroskopické prepardty z varlat ususené na vzduchu. Nosici translokaci se identifikuji na
zdkladé piftomnosti multivalentnich konfiguraci ve stddiu diakinézy — metafdze I v primdrnich spermato-
cytech. Nélez nejméné dvou bunék s multivalentnimi asociacemi je pozadovanym dikazem, Ze testované
zvife je nositelem translokace.
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3.2

Jestlize nebyl proveden vybér testem fertility, vysetii se vSichni samci generace F, cytogeneticky. u kazdého
samce se mikroskopicky vysetf{ nejméné 25 bunék ve stddiu diakinézy — metafaze 1. Analyza mitotickych
metafdzi ve spermatogoniich nebo v kostni dfeni je nezbytnd u samcii generace F s malymi varlaty
a potlacenim meidzy pred diakinézi, nebo u samic generace F, s podezfenim na X0. Pfitomnost neobvykle
dlouhého ajnebo kritkého chromosomu v kazdé z 10 bunék je dilkazem existence Cistecné samci
translokacni sterility (typu centromera-telomera). Nékteré translokace mezi autosomdlnimi chromosomy
a chromozomem X zptisobujici sam¢f sterilitu mohou byt identifikovany pouze prouzkovacimi technikami
analyzy mitotickych chromosomd. Pitomnost 39 chromosomi ve viech 10 mitézdch je dikazem, Ze se
jednd o samice XO.

UDAJE

Udaje se zpracuji v tabulkové formé.

Pro kazdy interval pafeni se zaznamend primérnd velikost vthu a pomér pohlavi pfi narozen{ a pii odstaveni.

Udaje o fertilité¢ zvifat generace F, musi zahrnovat priimérnou velikost vrhu u vsech normélnich péfeni

a individudlni velikosti vrhii u nositel translokaci generace F. u analyzy obsahu délohy se uvede primérny

pocet zivych a mrtvych zdrodkt u normdlnich péfeni a individudlni pocty Zivych a mrtvych zdrodki pro

kazdé péfeni nositeltr translokaci generace F,.

U cytogenetické analyzy diakinéze-metafdze I se pro kazdého nositele translokaci uvede pocet typti multiva-
lentnich konfiguraci a celkovy pocet bunék.

U sterilnich jedinci generace F, se uvede pocet pafeni a jejich délka. Uvede se hmotnost varlat a podrobné
tdaje o cytogenetické analyze.

U samic X0 se uvede primérnd velikost vrhu, pomér pohlavi u generace F, a vysledky cytogenetické analyzy.

Pokud byli testem fertility pfedbézné vybrani mozni nositelé translokaci generace F,, uvede se v tabulkich
informace o tom, kolik z nich bylo potvrzeno jako translokacni heterozygoti.

Uvedou se tdaje z experimentd s negativnimi a pozitivnimi kontrolami.

ZPRAVY

Protokol o zkousce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— kmen mysi, stdff a hmotnost exponovanych zvifat,

— pocet rodicovskych zvifat kazdého pohlavi v exponovanych a kontrolnich skupindch,

— zkudebni podminky, podrobny popis expozice, Grovné davek, rozpoustédla, pouzité schéma pafen,
— pocet a pohlavi mlddat na samici, pocet a pohlavi potomkt uréenych pro analyzu translokaci,

— doba a kritéria analyzy translokac,

— pocet a podrobny popis nositelt translokaci, véetné tidaji o bfezosti a popiipadé o obsahu délohy,
— popis cytogenetické metody a mikroskopické analyzy, pokud mozno s obrazky,

— statistické vyhodnocent,

— diskuse o vysledcich,

— interpretace vysledkd.
Hodnoceni a interpretace

Viz obecny dvod, ¢ist B.

LITERATURA

Viz obecny tvod, ¢ast B.
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CAST C: METODY STANOVENI EKOTOXICITY

OBECNY UVOD: CAST C

Nize popsané zkusebni metody slouzi ke stanoveni nékterych ekotoxickych vlastnosti uvedenych v piiloze VIII smérnice
Rady 79/831/EHS. Oznamovatelé by si méli uvédomit, Ze text neobsahuje metody pro stanoveni ndsledujicich vlastnosti,
jejichz stanoveni se podle piflohy VIII poZaduje na stupni 1:

— dlouhodobé toxicity pro Daphnia magna,

— toxicity pro vyssi rostliny,

— dlouhodobé toxicity pro ryby,

— akumulace v urcitych druzich.

Vhodné metody pro stanoveni téchto vlastnosti budou ve svém koneéném znéni zvefejnény ve formé piizptsobeni
smérnice technickému pokroku. Do té doby by méli oznamovatelé pouzivat vhodné mezindrodné uzndvané metody,
které predlozi piislusnému orgdnu.
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1.1

1.2

1.3

1.4

ZKOUSKA INHIBICE RUSTU RAS

METODA

Uvod

Ucelem této zkousky je stanovit Gcinky litky na riist jednobunéénych zelenych fas. Relativné kritkodobymi
zkouskami lze posoudit Gcinky na nékolik generaci fas. Tato metoda muZe byt upravena pro pouZiti
s nékolika druhy jednobunécnych fas, pfic¢emz musi byt v protokolu o zkousce uveden popis pouzité metody.

vixs

Pouziti metody je nejsnadnéjsi v piipadé latek rozpustnych ve vodé, které za podminek zkousky pravdépo-
dobné zastdvaji ve vodé.

U litek s omezenou rozpustnosti ve zkusebnim médiu nebude pravdépodobné mozné kvantitativné stanovit
EC,, (viz definice nize).

Metodu Ize pouzit pro litky, které pfimo neovliviiuji méfeni ristu fas.
Pred provedenim zkousky je uzitecné ovéfit tyto informace:

— rozpustnost litky ve vodg,

— tlak par,

— strukturni vzorec,

— (istota latky,

— chemicka stabilita ve vodé a na svétle,

— metody analyzy pro kvantitativni stanoveni ldtky ve vodg,

— hodnota pK,

— rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda,

— vysledky zkousky ,snadné“ biologické rozlozitelnosti.

Definice a jednotky

Koncentrace bunék: pocet bunék na jeden mililitr.

Rast: zvySovani koncentrace bunék béhem doby trvdni zkousky.
Ristovd rychlost: ndrtist koncentrace bunék za jednotku casu.

EC,: v této metod¢ jde o koncentraci zkouSené latky, kterd mé za nésledek 50 % sniZeni ristu nebo rastové
rychlosti vzhledem ke kontrole.

NOEC (no observed effect concentration): v této metodé jde o nejvyssi zkusebni koncentraci, pfi niZ neni
pozorovdno zadné vyznamné snizeni ristu nebo ristové rychlosti vzhledem ke kontrole.

Referenéni litky

Zkouska s referencni latkou maze slouzit jako indikdtor nevyhovujicich zkuSebnich podminek. Pfi pouziti
referencni latky musi byt vysledky uvedeny do protokolu o zkousce. Jako referencni litka mize byt pouzit
dichroman draselny.

Podstata zkuSebni metody

Exponencidlné rostouci kultury vybranych zelenych fas jsou po nékolik generaci vystaveny za definovanych
podminek raznym koncentracim zkousené ldtky. Stanovi se sniZeni ristu za stanovené obdobi ve srovnani
s kontrolni kulturou.
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1.5
1.5.1

1.6
1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.1.3

Kritéria jakosti
Kritéria validity zkousky
Koncentrace bunék v kontrolnich kulturdch by se méla za tii dny zvysit alesponn 16krit.

Zabudovani zkousené litky z vody do biomasy fas neni nevyhnutelné divodem pro neplatnost zkousky.

Popis zkusebniho postupu

Piiprava

Piistroje a materidl
— Bé&zné laboratorni vybaveni.

— Kultivaéni banky o vhodném objemu (napf. Erlenmeyerovy baiiky na 250 ml jsou vhodné v piipadé
zkusebniho roztoku o objemu 100 ml).

— Kultivaéni zafizeni: mistnost nebo komora, v niz lze udrzovat teplotu v rozsahu 21-25 °C +2 °C a stdlé
rovnomérné osvétleni svétlem o vlnové délce od 400 do 700 nm. (Doporucuje se tok fotond 0,72:10% m-
251 s toleranci 20 %. Tento tok fotond se rovnd svételné intenzité 120 pE-m?s' a lze ho dosdhnout
univerzalnimi bilymi zéfivkami (teplota chromati¢nosti pfiblizné 4 200 K) poskytujicimi pfiblizné¢ 8 000 Ix,
méfeno sférickym kolektorem).

— Zafizeni pro stanoveni koncentrace bunék; napt. elektronicky pocitac castic, mikroskop s pocitaci komdir-
kou, fluorimetr, spektrofotometr, kolorimetr (Pozndmka: maji-li byt pii nizkych koncentracich bunék
ziskdny pii pouziti spektrofotometru pouzitelné vysledky, je nezbytné pouzit kyvety s optickou dréhou
nejméné 4 cm).

Médium pro kultivaci fas

Je doporuceno toto médium:

NH,Cl: 15 mgl!
Mg(l,-6H,0: 12 mgl!
CaCl,2H,0: 18 mgl!
MgS0,7H,0: 15 mg !
KH,PO,; 1,6 mg "
FeCl,-6H,0: 0,08 mg"
Na,EDTA-2H,0: 0,1 mgl!
H,BO, 0,185 mgl!
MnClz~4HZO: 0,415 mgl!
ZnCl;: 3x107 mgl!
CoCl 6H,0: 1,5%10° mg !
CuCl,-2H,0: 10° mgl!
Na,MoO,-2H,0: 7x107 mg"
NaHCO,: 50 mgl?

Po provzdusnéni a ustdleni by mélo mit médium hodnotu pH pfiblizné 8.

Pouziti jiného média neni timto doporucenim vylouceno za piedpokladu, Ze jsou dodrzeny tyto mezni
hodnoty nezbytnych slozek:

P: < 0,7 mgl!
N: < 10 mgl?
chelata¢ni ¢inidla: < 10”° mmoll!
tvrdost (Ca + Mg): < 0,6 mmol1!

Doporucené médium a médium uvedené v literatute (1) tyto podminky spliuji.

ZkuSebn{ organismy
Vybér druhti

Doporucuje se pouzit rychle rostouci druhy zelenych fas vhodné pro kultivaci a zkouSeni. Za vhodné se
povazuji tyto druhy:

— Selenastrum capricornutum ATCC 22662,
— Scenedesmus subspicatus 86.81 SAG,
— Chlorella vulgaris CCAP 211/11b.

Pouziti jiného druhu fas musi byt uvedeno ve zpravé.
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1.6.1.4

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

1.6.2.3

Plin zkousky
Pocate¢ni koncentrace bunék

Doporucuje se, aby byla pocite¢ni koncentrace bunék fasy Selenastrum capricornutum a fasy Scenedesmus
subspicatus ve zkuSebnich kulturdch pfiblizné 10* bunék v ml. Pouzije-li se jiny druh fasy, méla by byt
biomasa srovnatelnd.

Koncentrace zkousené latky

Rozsah koncentraci, ve kterém lze ocekdvat tcinky, se stanovi z vysledkii orientacnich zkousek. Pro zkousku
se zvoli geometrickd fada nejméné péti koncentraci. Nejniz$i zkouSend koncentrace by neméla vykazovat
zddny pozorovatelny tcinek na riist fas. Nejvy$si zkouSend koncentrace by méla omezit rst ve srovnani

s kontrolni zkouskou nejméné o 50 %, nejlépe by méla rist zcela zastavit.
Opakovini a kontroly

Plin zkousky by mél zahrnovat tfi opakovini s kazdou zkusebni koncentraci a v idedlnim pfipadé
dvojndsobek kontrol. Je-li pro to diivod, mtze byt plin zkousky upraven tak, Ze se pouzije vice koncen-
tracnich drovni a sniZi se pocet opakovani zkousky s kazdou koncentraci.

Pouzije-li se k rozpusténi zkousené latky vehikulum, zafadi se do planu zkousky dalsi kontroly obsahujici
vehikulum v nejvyssi koncentraci pouzité ve zkusebni kultufe.

Provedeni zkousky

Tento oddil obsahuje pokyny pro zkouseni snadno rozpustnych latek, $patné rozpustnych litek a tékavych
latek.

Zkouseni snadno rozpustnych ldtek

Zkusebni kultury o pozadované koncentraci zkousené litky a pozadovaném mnozstvi inokula fas se pfipravi
zfedénim alikvotnich podilii zdsobniho roztoku zkouSené ldtky a suspense fas filtrovanym kultivaénim
médiem fas.

Kultiva¢ni banky se protfepou a umisti do kultivacniho zafizeni. Béhem zkousky je nezbytné udrzovat bunky
v suspensi, aby se usnadnila vyména CO,. Toho Ize dosihnout jeho protiepdvinim, michinim nebo pro-
vzdusnovanim. Kultury se udrzuji pii teploté 21-25 °C udrzované s pfesnosti na 2 °C.

Koncentrace bunék v kazdé bance se stanovi nejméné po 24, 48 a 72 hodinich po zahdjeni zkousky.
Filtrované médium pro kultivaci fas slouzi ke stanoveni pozadi pfi pouziti pocitace Castic nebo jako slepy
pokus pii pouziti spektrofotometru.

pH se méf na zacdtku zkousky a po 72 hodindch.

Hodnota pH roztoku by se neméla béhem zkousky zménit vic nez o 1.

Zkouseni litek s omezenou rozpustnosti ve vodé

Jestlize je rozpustnost zkousené litky stejného fidu jako nejvyssi koncentrace pouzitd ve zkousce, je tfeba pro
piipravu zkouSenych roztokd pouze nepatné pozménit vyse popsany postup. Jako zdsobni roztok zkousené
latky muze slouZit nasyceny roztok. Jinou moznosti je dosdhnout pozadované koncentrace rozpusténim
zkousené litky v médiu pro kultivaci fas pfed pridinim suspense Fas.

Zasobni roztoky ldtek s nizkou rozpustnosti ve vodé mohou byt pfipraveny mechanickou dispergaci nebo
pouzitim vehikul s nizkou toxicitou pro fasy, napf. pouzitim organickych rozpoustédel, emulgdtori
a dispergdtort. Je-li pouzito vehikulum, neméla by jeho koncentrace piekrocit 100 mgl' a musi byt nasazeny
dal3i kontroly obsahujici vehikulum v nejvyssi pouzité koncentraci.

Zkouseni tékavych latek

V soucasné dobé neexistuje obecné pijaty zpusob zkouseni tékavych latek. Je-li o ldtce zndmo, Ze se snadno
vypafuje, mohou byt pouzity uzaviené kultiva¢ni nddoby se zvétSenym mrtvym objemem. Byly navrzeny
varianty této metody (1).

Meély by byt ucinény pokusy stanovit mnozstvi ldtky, které v roztoku zistalo; pfi interpretaci vysledkd zkousek
s tékavymi latkami v uzavienych systémech je doporuceno postupovat mimoradné opatrné.

UDAJE a VYHODNOCENI

Naméfené koncentrace bunék ve zkusebnich kulturdch a v kontroldch se spolu s koncentracemi zkousené latky
a dobami méfeni shrnou do tabulky. Stfedni hodnota koncentrace bunék pro kazdou zkuSebni koncentraci

a pro kontroly se vynese proti Casu a sestroji se riistovd kiivka.

Vztah koncentrace/U¢inek se stanovi dvéma ndsledujicimi postupy.
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2.1

2.2

Porovndni ploch pod ristovymi kiivkami

Plocha pod rtstovymi kiivkami se vypocte podle tohoto vzorce:

A= Ni- No x 1y +N1 +sz - 2Ny X (62 - t1) +Nn.1 +2Nn - 2Ny X (- tn1)
kde
A= = plocha,
N, = = pocet bun¢k v ml v case t,
N, = = naméfeny pocet bunék v 1 ml v case t,
N = = naméfeny pocet bun¢k v 1 ml v case t,

-
1}
!

= doba prvniho méfeni od pocitku zkousky,

—
I
1

doba n-tého méfeni od pocitku zkousky.

Potlaceni ristu bunék vyjadiené v % (I,) se pro kazdou koncentraci zkousené litky vypocte jako rozdil plochy
pod kontrolni rtistovou kfivkou (A) a plochy pod riistovou kiivkou pii dané koncentraci zkousené litky (A):

¢ - A

A
Ia = y x 100

Hodnoty I, se vynesou na semilogaritmicky nebo na pravdépodobnostni semilogaritmicky papir proti od-
povidajicim koncentracim. Vynesou-li se body na pravdépodobnostni papir, prolozi se body piimka, a to ru¢né
nebo pii piedpokladu lognormélniho rozdéleni hodnot regresnim vypoctem.

Hodnota EC,  se ziskd z priseciku (regresni) pifmky rovnobéziné s vodorovnou osou vedené bodem
I, = 50 %. Pro jednoznaéné oznaceni této hodnoty v rdmci této metody vypoctu se doporucuje pouzit
symbol EC, . v souladu s touto metodou, kdy se predpoklddaji méfeni po 24, 48 a 72 hodinich se pouzije
symbol E,C,/ (0~72 hodin).

Ostatni hodnoty EC, napi. EC, , lze rovnéz odecist ze zavislosti I, na logaritmu koncentrace.

10’

Porovnini riistovych rychlosti

Primérnou specifickou riistovou rychlost (4) pro exponencidlné rostouci kultury lze vypocitat podle rovnice:

_InN;-InN;
L

Primérnou specifickou ristovou rychlost Ize také odvodit ze sklonu regresni piimky v zévislosti In N na Case.

Snizen{ stfedni specifické riistové rychlosti v procentech pii vech koncentracich zkouSené litky ve srovndni
s kontrolni hodnotou se vynese proti logaritmu koncentrace. Hodnotu EC, | Ize odecist z vysledného grafu. Pro
jednoznacné oznaceni EC, odvozené touto metodou se doporucuje pouzit symbol EC,. Musi byt uvedeny
okamziky méfeni, napf. vztahuje-li se hodnota k casu 24 a 48 hodin, oznaci se symbolem EC, (24—
48 hodin).

Pozndmka: Ve vyrazu pro specifickou ristovou rychlost vystupuji logaritmy, a malé zmény riistové rychlosti
mohou tedy odpovidat velkym zméndm biomasy. Hodnoty E C a EC tedy nejsou Ciselné srovnatelné.

ZPRAVY
Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:
— zkousena latka: Gidaje o chemické identité;
— zkudebni organismus: ptvod, laboratorni kultura, ¢islo kmene, metoda kultivace;
— zkugebni podminky:
— datum zahdjeni a ukonceni zkousky a délka zkousen,
— teplota,

— slozeni média,
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kultivaéni zafizeni,

hodnoty pH roztoku na pocdtku a na konci zkousky (je-li pozorovino kolisdni pH o vice nez 1, uvede
se vysvétleni),

vehikulum a metoda pouzitd pro rozpousténi zkousené ldtky, koncentrace vehikula ve zkusebnich
roztocich,

intenzita a kvalita svétla,
zkousené koncentrace (naméfené nebo nomindlni);

— vysledky:

koncentrace bunék v jednotlivych barikich v kazdé dobé méfeni a metoda méfeni koncentrace bunék,
primérné hodnoty koncentrace bunék,

ristové kiivky,

grafické zndzornéni vztahu koncentrace[tcinek,

hodnoty EC a metoda vypoctu,

NOEC,

dalsi pozorované ticinky.

4. LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 201, rozhodnuti Rady C(81) 30 v kone¢ném znéni.

(2) Umweltbundesamt, Berlin, 1984, Verfahrepsvorschlag ,2Hemmung der Zellvermehrung bei der Griinalge
Scenedesmus subspicatus®, in: Rudolph/Boje: Okotoxikologie, ecomed, Landsberg, 1986.
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Doplnék

PRIKLAD POSTUPU KULTIVACE RAS

Obecné poznimky
Ucelem kultivace nasledujicim postupem je ziskdni kultur fas pro zkousky toxicity.

Mély by byt pouzity vhodné metody k tomu, aby bylo zajisténo, ze kultury fas nebudou infikovany bakteriemi
(ISO 4833). Vhodné mohou byt axenické kultury, aviak zdkladem jsou jednodruhové kultury.

Vsechny ¢innosti se provadéji za sterilnich podminek, aby nedoslo ke kontaminaci bakteriemi a jinymi fasami.

Pfistroje a materidl

Viz bod 1.6.1 Piiprava, ¢dst Zkusebni organismy.

Postupy pro ziskdni kultur fas
Priprava zivnych roztokii (médii)

Vsechny roztoky soli — Zivin se pfipravi jako koncentrované zdsobni roztoky a skladuji se v temnu a chladu. Sterilizuji
se filtraci nebo v autokldvu.

Médium se pfipravi pfiddnim sprdvnych mnozstvi zdsobnich roztoka do sterilizované destilované vody, pticemz se dbd
na to, aby nedoslo k zaneseni infekce. k ziskdni pevného média se piidavd 0,8 % agaru.

Kmenovd kultura

Kmenové kultury jsou malé kultury fas, které se pravidelné pfendseji do Cerstvého média, kde slouzi jako vychozi
zkuSebni materidl. Nejsou-li kultury pravidelné pouziviny, vyockovavaji se na Sikmy agar. Poté se nejméné jednou za
dva mésice pfendseji do cerstvého média.

Kmenové kultury se péstuji v Erlenmeyerovych bankdch obsahujicich vhodné medium (objem pfiblizné 100 ml). Jsou-li
fasy kultivovdny pii teploté 20 °C a stdlém osvétleni, musi se pfendset kazdy tyden.

Do banky s Cerstyym médiem se sterilni pipetou prenese takové mnozstvi ,staré“ kultury, aby byla vychozi koncentrace
u rychle rostoucitho druhu fas asi stokrdt mensi nez koncentrace staré kultury.

Rustovou rychlost druhu fas lze odegist z riistové kfivky. Je-li zndma, lze z ni odhadnout koncentraci, pfi niz musi byt
kultura prenesena do cerstvého média. Musi k tomu dojit pfed fazi odumirdni kultury.

Predkultura

Ucelem piedkultur je poskytnout dostatecné mnozstvi fas vhodnych pro naockovani zkusebnich kultur. Predkultura se
kultivuje za zkuSebnich podminek a pouzije se jest¢ béhem exponencidlniho ristu, to znamend obvykle po tfidenni
inkubacni lhité. Obsahuji-li kultury fas deformované nebo abnormalni buiky, musi se odstranit.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

TOXICITA PRO ZIZALY

ZKOUSKA NA UMELE PUDE
METODA

Uvod

V této laboratorni zkousce se zkousend ldtka piidd do umélé pudy, do které se na 14 dni umisti Zizaly. Po
této dobé (a popiipadé po sedmi dnech) se vySetif letdlni Gcinek ldtky na Zzizaly. Zkouska je metodou pro
relativné krdtkodoby orientacni screening dcinku chemickych ldtek na Zizaly pfi dermdlnim a dietdrnim
pifjmu.

Definice a jednotky

LC,: Koncentrace latky, u niz lze ocekdvat, Ze zptisobi béhem zkousky uhynuti 50 % testovacich zvifat.

Referencni latka

Referencni litka se pouzije k pravidelnému ovéfovani toho, zZe se citlivost zkuSebniho systému podstatné
nezménila.

Jako referencni ldtka se doporucuje chloracetamid analytické cistoty.

Podstata zkuSebni metody

Pada je proménlivé prostiedi, takZe se pro tuto zkousku pouzivd peclivé definovand uméld hlinitd ptda.
v definované umélé pudé se chovaji dospélé zizaly druhu Eisenia foetida (viz pozndmka v piiloze) a exponuji se
riznym koncentracim zkousené ldtky. Obsah nddob se po 14 dnech (a popiipadé i po sedmi dnech) po
zacdtku zkousky rozprostie na podlozku a spocitaji se Zizaly, které pii jednotlivych koncentracich prezily.
Kritéria jakosti

Zkouska je navrzena tak, aby byla z hlediska zkuSebniho substrdtu a organisméi co nejreprodukovatelnéjsi.
Uhyn v kontrolnich skupindch nesmi na konci zkousky prekrocit 10 %, jinak je zkouska neplatna.

Popis zkuSebni metody

Materidl

Zkuebni substrdt
Jako zékladni substrdt pro zkousku se pouzivd definovand uméld puda.
a) Zdakladni substrdt (procenta jsou vztazena k hmotnosti suiny)
— 10 % sfagnové raseliny (o pH co nejblize 5,5 az 6,0, bez viditelnych zbytkd rostlin a jemné mleté);
— 20 % kaolinitického jilu, pokud mozno s vice nez 50 % kaolinitu;
— asi 69 % priimyslového kiemenného pisku (pfevazuje jemny pisek s vice nez 50 % cdstic velikosti 0,05
az 0,2 mm). Pokud zkouSend litka neni dostatecné dispergovatelnd ve vodé, je tfeba ponechat

k dispozici pro pozdéjsi miSeni se zkouSenou litkou 10 g na kazdou zkuSebni nddobu;

— asi 1 % praskového chemicky cistého uhlicitanu vdpenatého (CaCO,) pfidaného pro dpravu pH na
6,0 £0,5

b) Zkusebni substrat
Zkusebni substrdt obsahuje zdkladni substrat, zkousenou litku a deionizovanou vodu.
Obsah vody ¢ini asi 25 aZ 42 % suché hmotnosti zékladniho substrdtu. Obsah vody v substrdtu se stanovi
vysuSenim vzorku do konstantni hmotnosti pfi 105 °C. Klicovym kritériem je, aby byla uméld pida
zvlhéena tak, aby neobsahovala stojici vodu. Miseni musi byt provddéno peclivé, aby bylo dosazeno
rovnomérného rozdéleni zkousené latky a substratu. Zptisob vpraveni zkousené latky do substritu je tieba
uvést ve zZprave.

¢) Kontrolni substrat

Kontrolni substrdt obsahuje zdkladni substrdt a vodu. Pfidavé-li se pfisada, musi dalsi kontrola obsahovat
stejné mnozstvi piisady.
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1.6.1.2  ZkuSebni nddoby

1.6.2

1.6.3

Sklenéné nddoby asi na jeden litr (Fddné prikryté viky z plastu, miskami nebo f6lii z plastu s vétracimi otvory)
naplnéné takovym mnozstvim vlhkého zkusebniho nebo kontrolniho substratu, které odpovidd 500 g suchého
substrétu.

Zkusebni podminky

Nédoby se uchovévaji v klimatizovanych komorach pii teploté 20 £ 2°C se stilym svétlem. Intenzita svétla by
méla byt 400 az 800 Ix.

Doba trvani zkousky je 14 dni, aviak Ghyn lze popiipadé vyhodnotit po sedmi dnech od zacitku zkousky.
Zku3ebni postup
ZkousSené koncentrace

Koncentrace zkousené latky se vyjadii v hmotnosti latky vztazené na jednotku suché hmotnosti zékladniho
substritu (mgkg").

Orientac¢ni zkouska

Rozsah koncentraci, které zpiisobuji thyn od 0 do 100 %, lze stanovit v orientacni zkousce, kterd poskytne
informace o vhodném rozmezi koncentraci pro hlavni zkousku.

Latka se zkousi pii téchto koncentracich: 1 000, 100; 10; 1; 0,1 mg latky na kg (suché hmotnosti) zkusebniho
substrtu.

Je-li tieba provést tplnou hlavni zkousku, staéi pro orientaéni zkousku jedna zkuSebni skupina o 10 Zizalich
na kazdou koncentraci a jedna pro neexponovanou kontrolu.

Hlavni zkouska

Vysledky orientacni zkousky se pouZziji pro volbu nejméné péti koncentraci tvoficich geometrickou fadu,
lisicich se faktorem nepiekracujicim 1,8 a presné pokryvajicich rozsah 0 az 100 % mortality.

Zkousky s témito fadami koncentraci by mély umoznit co nejpiesnéjsi odhad hodnoty LC,; a jejtho intervalu
spolehlivosti.

V hlavni zkousce se pouziji nejméné Ctyfi zkusebni skupiny na kazdou koncentraci a Ctyfi neexponované
kontrolni skupiny, kazdd o 10 zizalich. Jako vysledek pro tyto replikované skupiny se uvede pramér
a standardni smérodatnd odchylka.

Vyvolaji-li dvé po sobé jdouci koncentrace lisici se faktorem 1,8 thyn 0 a 100 %, jsou tyto dvé hodnoty
dostatecné pro identifikaci oblasti, ve které se nachdzi hodnota LC,,.

Miseni zdkladniho zku$ebniho substrdtu a zkou3ené latky

Zkusebni substrat musi byt pokud mozno piipraven bez jakychkoli jinych piisad, nez je voda. Tésné pied
zaCdtkem zkousky se emulze nebo disperse zkousené litky v deionizované vodé nebo v jiném rozpoustédle
smisi se zdkladnim zkuSebnim substritem nebo se na néj rovnomérné rozstitkd jemnym rozprasovacem pro
chromatografii nebo podobnym rozpraovacem.

Je-li zkousena latka nerozpustnd ve vodé, muze byt rozpusténa v co nejmensim objemu vhodného organic-
kého rozpoustédla (napf. hexanu, acetonu nebo chloroformu).

K rozpusténi, dispergaci nebo emulgaci zkousené litky mohou byt pouzita pouze Cinidla, kterd snadno
vytékaji. Zkusebni substrdt musi byt pred pouzitim odvétrdn. Mnozstvi odpafené vody musi byt nahrazeno.
Kontroly musi obsahovat stejné mnozstvi viech piisad.

Neni-li zkousend ldtka rozpustnd, dispergovatelnd ani emulgovatelnd v organickych rozpoustédlech, pfipravi se
smés 10 g kifemenného pisku a takového mnozstvi zkousené litky, které je potfebné pro zapracovani do
500 g zkusebniho substratu (suchd hmotnost), a ta se smisi s 490 g zdkladniho substratu (suchd hmotnost).

Pro kazdou zkusebni skupinu se do sklenéné nadoby vpravi mnozstvi vlhkého zkusebniho substratu, kterd
odpovidd 500 g suchého substrdtu, a na povrch substritu se umisti 10 Zzizal, které byly pfed pouzitim
24 hodin aklimatizoviny v podobném vlhkém zdkladnim substritu, poté rychle omyty a zbaveny prebytecné
vody osusenim na filtracnim papiru.

Nédoby se prikryji viky z plastu s otvory, miskami nebo f6lif, aby se zabrénilo vysychdni substritu, a udrzuji
se ve zkudebnich podminkdch 14 dni.

Vyhodnocenf se provede 14 dnf (popiipadé i sedm dni) po zahdjeni zkousky. Substrét se rozprostie na podnos
ze skla nebo korozivzdorné oceli. Zizaly se vySetif a stanovi se pocet prezivajicich jedincti. Zizaly se povazuji
za mrtvé, jestlize nereaguji na jemné mechanické podrdzdéni na pfednim konci.

Provadi-li se vySetfeni po sedmi dnech, nddoba se opét naplni substritem a prezivajici Zizaly se opét vloZi na
povrch téhoz zkuSebniho substratu.
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1.6.4

2.1

3.1

Zkugebni organismy

Ve zkousce se pouziji dospélé zizaly druhu Eisenia foetida (viz pozndmku v dopliku) (alespont dva mésice staré
s klitellem) o hmotnosti (ve vlhkém stavu) 300 az 600 mg. (Metody mnozeni viz doplnék.)

UDAJE

Zpracovani a vyhodnoceni vysledki
Uvedou se koncentrace zkousené litky a odpovidajici podil mrtvych Zizal v procentech.

Jsou-li daje dostacujici, stanovi se standardnimi metodami (Litchfield a Wilcoxon, 1949, nebo rovnocennd
metoda) hodnota LC, a interval spolehlivosti (p = 0,05). LC,; se uddvd v mg zkouSené litky na kg (suché
hmotnosti) zkuSebniho substratu.

V piipadech, kdy je sklon koncentraéni kiivky pro vypocet LC, piili§ strmy, staci graficky odhad této
hodnoty.

Vyvolaji-li dvé po sob¢ jdouci koncentrace lisici se faktorem 1,8 thyn 0 a 100 %, jsou tyto dvé hodnoty
dostatecné pro identifikaci oblasti, ve které se nachdzi hodnota LC,,.

ZPRAVY

Protokol o zkousce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— prohldseni, Ze zkouska byla provedena v souladu s vyse uvedenymi kritérii jakosti,
— provedené zkousky (orientacni zkouska a/nebo hlavni zkouska),

— piesny popis zkuSebnich podminek nebo prohldseni, Ze zkouska byla provedena podle této metody; musi
byt uvedeny vsechny odchylky,

— piesny popis zptsobu smiseni zkousené latky se zdkladnim substritem,

— informace o zkuSebnich organismech (druhy, stdf, primérnd hmotnost a rozpéti hmotnosti, podminky
mnoZeni, puvod),

— metoda pouzitd pro stanoveni LC,,

— vysledky zkousky vcetné vech pouzitych tdaji,

— popis pozorovanych symptomd nebo zmén v chovani zkusebnich organismd,
— thyn v kontrolach,

— hodnota LC, nebo nejvyssi zkousend koncentrace nevyvolavajici thyn a nejnizsi zkousend koncentrace
vyvolavajici 100 % thyn 14 dni (popiipadé i sedm dni) od zacatku zkousky,

— graf zévislosti koncentrace/odezva,

jakosti.
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Doplnék

MnoZeni a chov Zizal pfed zkouskou

Pro Gcely mnozeni se 30 az 50 dospélych zizal umisti do chovné schrnky s Cerstvym substritem a vyjmou se po
14 dnech. Tyto jedince je mozné pouzit pro dalsi chovné vsdzky. Zizaly vylihlé ze zdmotkd se pouziji ke zkouseni poté,
co dospéji (v uvedenych podminkidch po dvou az tfech mésicich).

Podminky chovu a mnoZeni

Klimatizovand ~ ko-  teplota 20 = 2 C, nejlépe s nepfetrzitym osvétlenim (intenzita 400-800 Ix).

mora:
Chovné nddoby: vhodné mélké nadoby o objemu 10 az 20 1
Substrat: druh Eisenia foetida je mozZné chovat v raznych zvifecich exkrementech. Jako chovné médium se

doporucuje pouzivat smés 50 % (obj.) raseliny a 50 % (obj.) hovéziho nebo konského hnoje.
Médium musi mit pH asi 6 az 7 (upravi se uhli¢itanem vdpenatym) a nizkou iontovou vodivost
(méné nez 6 mmhos nebo s 0,5 % koncentraci soli).

Substrat musi byt vlhky, ale ne piili§ mokry.

Kromé vy$e uvedené metody je mozné pouZivat i jiné Gspéné postupy.
Pozndmka: Druh Eisenia foetida existuje ve dvou forméch, které néktef{ taxonomové rozlisili na druhy (Bouche, 1972).
Jsou si morfologicky podobné, aviak jeden, Eisenia foetida foetida, md na clancich typické pficné pruhovini nebo

paskovani a druhy, Eisenia foetida andrei, toto pruhovdni postrddd a je rtzné Cervené zbarven. Pokud je to mozné,
pouzije se Eisenia foetida andrei. Jiné druhy je mozné pouzit, pokud je k dispozici potiebnd metodika.
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1.1

1.2

BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST

ZAHN-WELLENSOVA ZKOUSKA
METODA

Uvod

Ucelem metody je posoudit statickou zkouskou moznost tiplné biologické rozlozitelnosti netékavych organic-
kych litek rozpustnych ve vodé¢, jsou-li vystaveny tc¢inku pomeérné vysokych koncentraci mikroorganismi.

Muze dochizet k fyzikdlné-chemické adsorpci na suspendovanych pevnych &sticich; tato skutecnost musi byt
zohlednéna pii interpretaci vysledka (viz bod 3.2).

Zkousené latky jsou pouziviny v koncentracich odpovidajicich hodnotdim DOC od 50 do 400 mgl' nebo
hodnotém CHSK od 100 do 1000 mgl' (DOC = rozpustény organicky uhlik, CHSK = chemickd spotieba
kysliku). Tyto pomérné vysoké koncentrace umoznuji spolehlivou analyzu. Slouceniny s toxickymi vlastnostmi
mohou vak proces rozkladu zpomalit nebo zastavit.

V této metodé se uplnd biologickd rozlozitelnost zkousené litky posuzuje podle miry rozpusténého organic-
kého uhliku nebo chemické spotieby kysliku.

Soucasnym pouzitim specifické analytické metody mize byt stanovena také primarni biologickd rozlozitelnost
latek (Gbytek vychozi chemické ltky).

Touto metodou mohou byt zkouseny pouze organické latky, které maji pfi koncentracich pouzitych ve
zkousce tyto vlastnosti:

— jsou za zkuSebnich podminek rozpustné ve vode,

— maji za zkusebnich podminek zanedbatelny tlak par,

— neinhibuji bakterie,

— jsou ve zkuSebnim systému pouze omezené adsorbovény,
— pénénim nedochdzi ve zkouseném roztoku ke ztrdtdm.

Pii interpretaci ziskanych vysledkd budou uzite¢né informace o relativnim podilu hlavnich slozek zkusebniho
materidlu, zejména pokud jsou stanovené hodnoty biologické rozlozitelnosti nizké nebo marginalni.

Informace o toxicité zkousené litky pro mikroorganismy jsou diilezité rovnéz pro interpretaci nizsich hodnot
biologické rozlozitelnosti a volbu vhodnych koncentraci zkousené latky.

Definice a jednotky

Po ukonceni zkousky se mira rozkladu oznaci za ,biologickou rozlozitelnost stanovenou Zahn-Wellensovou
zkouskou*:

(Cr - Gg)

Dr (%) = {1 - (Cr - Cor)

}xlOO

kde:

D, = rozklad (%) v case T,

C, = hodnoty DOC (nebo CHSK) zkuSebni smési méfené tfi hodiny po zahdjeni zkousky (mgl')
(DOC = rozpustény organicky uhlik, CHSK = chemicka spotieba kysliku),

C, = hodnoty DOC nebo CHSK zkusebni smési v dobé odbéru vzorku (mgl?),

C, = hodnoty DOC nebo CHSK slepého pokusu v dobé odbéru vzorku (mgl?),

C,, = hodnoty DOC nebo CHSK slepé¢ho pokusu tfi hodiny po zahijeni zkousky (mg1").

Stupen rozloZitelnosti se zaokrouhli na celd procenta.
Jako procentudlni rozlozitelnost se uvede procentudlni sniZeni hodnot DOC (nebo CHSK) zkousené latky.

Rozdil mezi hodnotou naméfenou po tiech hodindch a vypocitanou nebo ptednostné naméfenou pocatecni
hodnotou poskytuje uzite¢nou informaci o rozlozitelnosti zkousené latky (viz bod 3.2 Interpretace vysledkd).
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1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

Referenéni litky

V nékterych piipadech mohou byt pifi posuzovani novych litek vyuZity referencni latky; zatim vsak nelze
doporucit zddné specifické referencni latky.

Podstata zkuSebni metody

Aktivovany kal, minerdln{ Zivné médium a zkousend ldtka jako zdroj uhliku ve vodném roztoku se smichaji ve
sklenéné nddobé na jeden az ¢tyfi litry s michadlem a provzdusiiovacim zafizenim. Suspense se michd
a provzdusnuje az 28 dni pii teploté 20-25 °C pii rozptyleném svétle nebo v temnu. Rozklad se sleduje
denné nebo v jinych vhodné stanovenych pravidelnych Casovych intervalech prostfednictvim méfeni hodnot
DOC (nebo CHSK) v odebraném vzorku po jeho filtraci. Procentudlni hodnota biologického rozkladu v case se
vyjadii jako pomér hodnot DOC (nebo CHSK) v dobé odbéru vzorku a hodnoty po tiech hodinich od
zahdjeni zkousky a slouzi jako mira rozkladu v daném case. Vysledky se vynesou do grafu proti ¢asu a vytvoii

kiivku biologického rozkladu.

Pi pouziti specifické analytické metody se méf{ zmény koncentraci ptivodni molekuly ldtky zptsobené
biologickym rozkladem (mira primdrni biologické rozlozZitelnosti).

Kritéria jakosti

Reprodukovatelnost této zkousky byla ovéfena mezilaboratornimi okruznimi testy.

Citlivost metody je znacné zdvisld na variabilité slepého vzorku, v mensi mife na pfesnosti stanoveni mnoZzstvi
rozpusténého organického uhliku a na koncentraci zkousené ldtky v suspensi.

Popis zkuSebniho postupu

Priprava

Reakéni ¢inidla

Zkusebni voda: pitnd voda s obsahem organického uhliku mensim nez 5 mgl’. Koncentrace vipenatych

a hofecnatych iontd nesmi piekrocit 2,7 mmoll'; v opaéném piipadé je nutné jako rozpoustédlo pouzit
deionizovanou nebo destilovanou vodu.

Kyselina sirovd p.a. 50 gl
Hydroxid sodny p.a. 40 gl
Minerdlni Zivné médium: v jednom litru deionizované vody se rozpusti:

Chlorid amonny NH,Cl p.a. 385 g
Dihydrogenfosfore¢nan sodny, NaH,PO,-2H,0 p.a. 334 ¢
Dihydrogenfosforecnan draselny, KH,PO, p.a. 85¢g
Hydrogenfosforecnan draselny, K,HPO, p.a. 21,75 ¢

Tento roztok slouZi jako Zivny roztok a jako pufr pH.

Piistroje a pomucky
Sklenéné nddoby na jeden az ctyfi litry (napf. vélcové nddoby).

Michacka se sklenénym nebo kovovym michadlem na vhodné stopce (michadlo by mélo byt umisténo
5-10 cm nad dnem nddoby). Namisto toho lze pouzit magnetické michadlo dlouhé 7-10 cm.

Sklenénd provzdusiovaci trubice o vnitinim priméru 2-4 mm. Vytsténi trubice by mélo byt umisténo asi
1 cm nad dnem nidoby.

Odstiedivka (cca 3 550g).
pH-metr.

Oxymetr.

Papirové filtry.

Zafizeni pro membranovou filtraci.

Membrédnové filtry o velikosti pért 0,45 pm. Vhodné membrénové filtry nesmi béhem filtrace uvolnovat ani
absorbovat uhlik.

Analyzétor ke stanoveni obsahu organického uhliku a vybaveni ke stanoveni CHSK.
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1.6.1.3

1.6.1.4

1.6.2

Piiprava inokula

Aktivovany kal z biologické cistirny se promyje zkusebni vodou (viz vy3e), a to bud (opakovanou) centrifugaci
nebo sedimentaci.

Aktivovany kal musi mit vhodné sloZeni. Takovy kal se vyskytuje v fddné fungujicich ¢istirndch odpadnich
vod. Mé-li byt ziskdno co nejvice rtiznych druhti nebo kment bakterif, mize byt vhodné namichat inokulum
z riznych zdroju (napf. z riznych Cistiren, z pidniho extraktu, z f¢nich vod atd.). Smés se zpracuje vyse
uvedenym zpiisobem.

Kontrola aktivity aktivovaného kalu je popsdna nize v bodu 1.6.2 v odstavci Funkéni kontrola aktivovaného
kalu.

Piiprava zku$ebnich roztoka

Do zkusebni nddoby se odméii 500 ml zkusebni vody, 2,5 ml minerdlntho Zivného roztoku na litr a pfidd se
aktivovany kal v mnozstvi odpovidajicim 0,2 az 1,0 g susiny v litru konecné smési. Pridd se takovy objem
zdkladniho roztoku zkousené ldtky, aby byla dosazeno koncentrace rozpusténého organického uhliku 50 az
400 mg na litr suspense. Odpovidajici hodnoty CHSK jsou 100 az 1 000 mgl'. Smés se doplni vodou do
celkového objemu jeden aZz ¢tyfi litry. Celkovy zvoleny objem je zdvisly na poctu odebiranych vzorkd nutnych
ke stanoveni hodnot DOC nebo CHSK a na tom, jaky objem budou mit odbéry pozadované pro analyticky
postup.

Zpravidla se za dostatecny objem povazuji dva litry. Soucasné se s kazdou zkuSebni sérif nasadi alespon jeden
kontrolni slepy vzorek; obsahuje pouze aktivovany kal a minerédlni Zivné médium doplnéné vodou na stejny
objem jako zkousend smés.

Postup zkousky

Zkusebni nddoby se promichdvaji magnetickymi michadly nebo $roubovitymi michadly pfi rozptyleném svétle
nebo v temnu pii teploté 20-25 °C. Nddoba se provzdusiuje tlakovym vzduchem, ktery je podle potieby
Cistén vatovym filtrem a pfes promyvacku. Musi byt zajisténo, aby nedoslo k usazeni kalu a aby koncentrace
rozpusténého kysliku neklesla pod 2 mgl™.

V pravidelnych intervalech (napf. denné) se méii pH a podle potieby se upravi na pH 7-8.

Ztraty vyparovanim se pred kazdym odbérem vzorku vyrovnaji potfebnym mnozstvim destilované nebo
deionizované vody. Je Gcelné vyznacit na nddobé hladinu kapaliny pied zacdtkem zkousky. Nové vyznaceni
se provede vzdy po odebrani vzorku (pfi vypnutém provzdusiovani a michani). Prvni vzorky se odebiraji vzdy
tii hodiny po zahdjeni zkousky s cilem zjistit miru adsorpce zkouseného materidlu na aktivovaném kalu.

Rozklad zkousené litky se sleduje stanovenim hodnoty DOC a CHSK provddénym denné nebo v jinych
pravidelnych intervalech. Vzorky ze zkusebni nddoby a ze slepého pokusu se zfiltruji pres peclivé promyty
papirovy filtr. Prvnich 5 ml filtrdtu se odstrani. Kaly, které se $patné filtruji, mohou byt oddéleny desetiminu-
tovym odstfedovanim. Provddi se nejméné dvé soubéznd stanoveni DOC a CHSK. Smés se nechd inkubovat az
28 dni.

Pozndmka: Vzorky, které zistavaji zakalené, se zfiltruji pfes membrdnovy filtr. Membranovy filtr nesmi
uvoliiovat ani adsorbovat Zadné organické latky.

Funk¢ni kontrola aktivovaného kalu

Soubézné s kazdou sérii pokust se nasadi nddoba se zndmou latkou, kterd slouzi ke kontrole funkéni kapacity
aktivovaného kalu. Jako vhodna latka pro tento Gcel se ukdzal diethylenglykol.

Adaptace

Jsou-li v pomérné kratkych casovych intervalech (napf. denné) provadény analyzy, lze na kiivce rozlozitelnosti
rozlisit adaptacni fazi (viz obrdzek 2). Proto by zkouska neméla byt nasazovdna na konci pracovniho tydne.

Jestlize k adaptaci dochdzi na konci normalni délky zkousky, mize byt zkouska prodlouzena az do kone¢ného
rozlozeni zkousené ldtky.

Pozndmka: Je-li tfeba dikladné poznat chovani aktivovaného kalu, exponuje se tentyz aktivovany kal jesté
jednou zkougené latce takto:

Michadlo a provzdusnovaci zafizeni se vypnou, aby se mohl aktivovany kal usadit. Supernatant se odlije,
dekantovany kal v nddobé se doplni vodou na objem dvou litrd, 15 min se michd a opét se nechd
sedimentovat. Po dekantaci supernatantu se zkouska opakuje se sedimentovanym kalem a stejnou zkousenou
litkou postupem podle vyse uvedenych bodii 1.6.1.4 a 1.6.2. Aktivovany kal maze byt namisto usazovanim
oddélen centrifugaci.

Adaptovany kal muZe byt smichdn s Cerstvym aktivovanym kalem tak, aby bylo dosaZeno koncentrace
0,2-1 g susiny na litr suspense.
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3.1

3.2

Piiprava pro analyzu
Vzorky se obvykle zfiltruji pies peclivé promyty papirovy filtr (k promyvéani se pouzije deionizovand voda).
Vzorky, které ztstanou zakalené, se zfiltruji pfes membranové filtry (0,45 pm).

Ve filtratech vzorku (prvnich 5 ml filtrdtu se odstrani) se p¥istrojem pro méfeni TOC provedou dvé stanoveni
koncentrace rozpusténého uhliku (DOC). Nemuize-li byt filtrdt analyzovan v den odbéru vzorku, musi byt do
piistiho dne uchovan v lednicce. Delsi skladovdni se nedoporucuje.

CHSK se ve filtrdtu vzorku stanovi analytickym postupem pro stanoveni CHSK popsanym nize v literatufe (2).

UDAJE a VYHODNOCENI

Koncentrace DOC ajnebo CHSK se stanovi alesponi ve dvou duplikdtnich vzorcich postupem uvedenym vyse
v bodu 1.6.2. Rozklad v ¢ase T se vypocte podle vzorce (s definicemi) uvedeného vyse v bodu 1.2.

Hodnota stupné rozkladu se zaokrouhli na celd procenta. Dosazend rozlozitelnost na konci zkousky se oznaci
za ,biologickou rozlozitelnost stanovenou Zahn-Wellensovou zkouskou*.

Pozndmka: Je-li dosazeno dplného rozkladu zkouSené ldtky pfed fédnym terminem ukonceni zkousky
a vysledek je potvrzen druhy den dali analyzou, mutZe byt zkouska ukoncena.

ZPRAVY

Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:
— podatecni koncentrace ltky,

— viechny informace a experimentdlni vysledky tykajici se zkousené litky, popfipadé referencni ldtky
a kontrolniho vzorku,

— koncentrace litky po tfech hodindch,
— kiivka biologického rozkladu s popisem,
— datum a misto odbéru zkusebnich organismd, stav adaptace, pouzitd koncentrace atd.,

— védecké odavodnéni vSech zmén ve zkusebniho postupu.

Interpretace vysledkii

Postupné ubyvani DOC nebo snizovani CHSK, ke kterému dochdzi béhem dnt az tydnt, naznacuje, Ze
zkousend latka je biologicky rozkldddna.

V mnoha piipadech viak mtze ovliviiovat vysledky zkousky fyzikdlné-chemickd adsorpce; to Ize prokdzat tim,
Ze se zjisti Gplné nebo castené ubyvani DOC nebo snizovani CHSK béhem prvnich tif hodin zkousky a Zze
rozdil mezi supernatantem ze slepého vzorku a ze zkouseného vzorku je necekané maly.

Mé-li se rozlisit biologickd rozloZitelnost (nebo cdstecnd biologickd rozlozitelnost) od adsorpce, je tieba
provést dalsi zkousky.

vixs

zdkladni zkousce (nejlépe ve zkousce respirometri).

Zkousené ldtky, které vykazuji velky tbytek DOC nebo pokles CHSK, ktery neni ovlivnén adsorpci, lze
poklddat za biologicky rozlozitelné. Céstecny, neadsorpéni tibytek znamend, Ze litka je alespoii Eastecné
biologicky rozlozitelnd. Nizky nebo nulovy tbytek DOC nebo pokles CHSK muze byt zptsoben inhibici
mikroorganisma zkousenou latkou, kterd se muiZze projevovat rozpusténim nebo tbytkem kalu nebo zdkalem
supernatantu. v takovych pfipadech se zkouska opakuje s nizsimi koncentracemi zkousené létky.
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Vyssi citlivosti miize byt dosazeno specifickymi analytickymi metodami nebo pouzitim zkousenych latek
znacenych “C. PH pouziti zkouSené litky znacené '*C bude probihajici rozklad zkousené litky potvrzen
vyvinem '*CO,.

Pokud se vysledek uddvd jako primdrni biologickd rozloZitelnost, mély by byt podle moznosti uvedeny zmény
v chemické struktufe, které zpusobily, Ze se snizil signdl vychozi zkousené latky.

Musi byt popsdna vhodnost analytické metody a vysledky stanoveni ve slepém Zivném médiu.

4. LITERATURA

(1) OECD Paris, 1981, Test Guideline 302 B, Rozhodnuti Rady C (81) 30 v konecném znéni.

(2) Pifloha v smérnice Komise 84/449/EHS (Uf. vést. L 251, 19. 9. 1984), metoda C.9 Rozlozitelnost:
Chemickd spotfeba kysliku.
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Doplnék

PRIKLAD VYHODNOCEN{

Organicka ltka:
Teoretickd koncentrace ve zkousce:

Teoreticky DOC:

Inokulum:
Koncentrace:

Adaptace:
Analyza:
Mnozstvi vzorku:
Referen¢ni latka:

Toxicita zkouSené litky:

4-ethoxybenzoovd kyselina
600 mgl!
390 mgl!

Cistirna odpadnich vod v ...
1 g susiny na litr

bez adaptace
stanoveni DOC
3 ml
diethylenglykol

7adné toxické tcinky pii koncentraci mensi nez 1 000 mgl!
Pouzitd zkouska: zkouska ve fermentacnich trubicich

, Referenéni litka Zkousend litka
Cas

Vziﬁf;“ Sleg%gz(?)rek DOC() | DOC (netto) |  Rozklad DOC () DOC (netto) |  Rozklad
i mgl mg !t % mgl mg " %
0 — — 300,0 — — 390,0 —
3h 40 298,0 294,0 2 371,6 367,6 6
1 den 6,1 2883 282,2 6 373,3 367,2 6
2 dny 5,0 281,2 276,2 8 360,0 355,0 9
5 dni 6,3 270,5 264,2 12 193,8 187,5 52
6 dnt 7.4 253,3 245,9 18 143,9 136,5 65
7 dnd 11,3 2125 201,2 33 104,5 93,2 76
8 dnt 7.8 142,5 134,7 55 58,9 51,1 87
9 dnt 7,0 35,0 28,0 91 18,1 11,1 97
10 dnii 18,0 37,0 19,0 94 20,2 2,0 99

(") Stfedni hodnota ze tif stanoveni.
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Obrdzek 1
Piiklad kfivek biologického rozkladu

Rozklad
(%)

"7 ¢ /

Latky:
@———g@ Pepton

D\ Alifaticky amin
O———{ Diethylenglykol

-

T
10 Doba (dny)

2 L2 1 g

Obrdzek 2

Piiklady adaptace kalu

Rozklad
(%)
100 4 '
h Ldtka
A Poly(vinylalkohol)
504 @——@ adaptovany

A——A neadaptovany

-

0 0 15 Doba (duy)
'-—— faze adaptace —-L— faze rozkladu ‘L konec
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BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST

SIMULACNI ZKOUSKA S AKTIVOVANYM KALEM
1. METODA

1.1 Uvod
1.1.1  Obecné pozndmky
Metoda je vhodnd pouze pro ty organické latky, které v koncentracich pouzivanych ve zkousce
— jsou natolik rozpustné ve vodé, aby bylo mozné pfipravit zkusebni roztoky,
— maji za zkusebnich podminek zanedbatelnou tenzi par,
— neinhibuji bakterie.

PFi interpretaci ziskanych vysledkii budou uZite¢né informace o relativnim podilu hlavnich sloZek zkusebniho
materidlu, zejména pokud jsou stanovené hodnoty biologické rozlozitelnosti nizké nebo margindlni.

Informace o toxicité¢ zkousené latky pro mikroorganismy jsou ddlezité rovnéz pro interpretaci nizsich hodnot
biologické rozlozitelnosti a volbu vhodnych koncentraci zkousené latky.

1.1.2  Stanoveni iplné biologické rozloZitelnosti (analjza DOC/CHSK)

Ucelem metody je stanoveni Gplné biologické rozloZitelnosti na zakladé méfeni dbytku zkousené litky
a vzniklych metabolitd v modelovém zafizeni s aktivovanym kalem pii koncentraci odpovidajici DOC vice
nez 12 mgl' (nebo CHSK piiblizné 40 mgl'); optimdlni je koncentrace DOC 20 mgl'. (DOC = rozpustény
organicky uhlik, CHSK = chemickd spotieba kysliku.)

Je nutné zndt obsah organického uhliku (nebo chemickou spotiebu kysliku) zkousené latky.

1.1.3  Stanoveni primdrni biologické rozloZitelnosti (specifickd analyza)

Ucelem metody je stanoveni primarni biologické rozlozitelnosti litky specifickou metodou v modelovém
zafizeni s aktivovanym kalem pfi koncentraci pfiblizné 20 mgl" (pokud to umoznuje analytickd metoda nebo

toxicita zkousené latky, maze byt pouzita nizsi nebo vyssi koncentrace zkousené latky). To umozni odhadnout
primérni biologickou rozlozZitelnost litky (vymizeni ptvodni vychozi chemické struktury).

Ucelem metody neni stanoveni stupné mineralizace zkousené latky.

Ke kvantitativni analyze musi byt k dispozici vhodna metoda.

1.2 Definice a jednotky
121  Analjza DOC/CHSK

Ubytek litky je vyjadien vztahem:

T-(E-E
pR— L= E=E) 1009 [1()]
kde:
DR = dbytek DOC nebo snizeni CHSK v %, vztazeno na zkousSenou ldtku pfi dané stiedni dobé zdrZen,
T = koncentrace zkouSené litky na ptitoku do zkuSebni jednotky v mg DOC na litr (nebo v mg CHSK na
litr),
E = koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku ze zkusebni jednotky v mg DOC na litr (nebo v mg CHSK
na litr),
E, = koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku z jednotky slepého pokusu v mg DOC na litr (nebo v mg

CHSK na litr).

Rozklad je definovén jako procentudlni tibytek DOC nebo snizeni CHSK pii dané dobé zdrZeni, vztazeny na
zkouenou latku.
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1.2.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

Specifickd analyza
Procentudlni dbytek zkousené litky ve vodné fazi (R) béhem dané doby zdrzeni je vyjadien vztahem:

¢ -C
RW:%X 100%  [1()]
1

kde:
C, = koncentrace litky v piitoku do zkuSebniho zafizeni (v mgl’, stanovend specifickou analyzou)
C, = koncentrace litky na odtoku ze zkuSebniho zafizeni (v mgl’, stanovend specifickou analyzou),

Referenéni litky

V nékterych piipadech miize byt pfi posuzovini novych litek uzitecné pouzit referencni latky; zatim vSak
nelze doporucit Zadné specifické referencni latky.

Princip zkuSebnich metod

Ke stanoveni uplné biologickd rozlozitelnosti se pouZivaji dvé paralelné pracujici modelovd zafizeni
s aktivovanym kalem (potvrzujici zkouska OECD nebo zafizeni s porézni nddobou). Zkousend litka se piidava
na piftoku do jedné z jednotek (se syntetickou odpadni vodou nebo s odpadni vodou z domdcnosti), zatimco
ve druhé je obsazena pouze odpadni voda. Ke stanoveni primarni biologické rozloZitelnosti pomoci specifické
analyzy zkousené ldtky na piitoku a odtoku se pouZzivd pouze jedna jednotka.

Na odtoku se méfi koncentrace DOC nebo CHSK nebo se stanovi koncentrace zkousené latky specifickou
analyzou.

Obsah DOC z materidlu obsazeného ve zkousce se nestanovuje, pouze se uvede.

Pfi méfeni DOC (nebo CHSK) se vychdzi z toho, Ze rozdil mezi primérnymi koncentracemi na odtoku ze
zkusebni a z kontroln{ jednotky je zpiisoben nerozlozenym podilem zkousené latky.

Jestlize jsou provadény specifické analyzy, lze stanovovat zmény koncentrace ptvodni chemické latky (primdrni
biologickd rozlozitelnost)

Obé zaiizeni mohou byt provozovéna jako ,spfazend pomoci postupu vzdjemné inokulace.

Kritéria jakosti

Vychozi koncentrace zkousené litky se voli s ohledem na druh analytické metody a jeji mez stanovitelnosti.

Popis zkuSebni metody

Piiprava

Ptistroje a pomucky

Pokud se neprovadi specifickd analyza, pouzivaji se dvé modelové zkusebni jednotky stejného typu.
Mohou byt pouzivany dva typy zafizeni:

Potvrzujici zkouska OECD

Zatizeni (doplnék 1) se sklddd ze zdsobni nddoby (A) na syntetickou odpadni vodu, ddvkovaciho cerpadla (B),
provzdusnovaci nddoby (C), sedimentacni nddoby (D), mamutky (E) k recirkulaci aktivovaného kalu a sbérné

nadoby na vycisténou vodu (F).

Nédoby (A a F) musf byt ze skla nebo z vhodného plastu a musf mit objem nejméné 24 1. Cerpadlo (B) musi
zaji§tovat konstantni pFitok syntetické odpadni vody do provzdusnovaci nddoby; mtze byt pouzit jakykoliv
vhodny systém zjistujici stanoveny pfitok a koncentraci. Za normdlnich podminek je vyska separdtoru (D)
nastavena tak, aby objem kultiva¢ni suspense v provzdusiovaci nddobé byl tii litry. v dolni ¢dsti konické ¢dsti
provzdusnovaci nddoby (C) je ponofena porézni provzdusnovaci krychlicka (G). Mnozstvi doddvaného vzduchu
muze byt kontrolovdno pritokomérem.
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1.6.1.2

1.6.1.3

1.6.1.4

1.6.1.5

Mamutka (E) je osazena tak, aby byl aktivovany kal ze separdtoru do provzdusnovaci nddoby dopravovin
nepretrzité a stejnomérné.

Zafizeni s porézni nddobou

Porézni nidoba je vyrobena z porézni polyethylenové folie (tloustka 2 mm, maximalni velikost pért 95 pm)
stocené do vilce o priméru 14 cm s kénickym dnem 45° (obrdzky 1 a 2 v dopliiku 2). Porézni nddoba je
umisténa v nepropustné nddobé o priméru 15 cm zhotovené z vhodného plastu, kterd md nad kénickou ¢dsti
odtok ve vySce 17,2 cm, ¢imZ je vymezen objem nddoba (3 litry). Na hornim konci vnitini nddoby je

upevnén kruhovy drzak z vhodného plastu tak, Ze mezi vnéjsi a vnitini nddobou je 0,5 cm odtokovd mezera.

Porézni nddoba muze byt umisténa do vodni ldzné regulované termostatem. Na dno vnitfni nddoby je
vhodnym rozvadécem piivadén vzduch.

Nédoby (A) a (E) musi byt ze skla nebo z vhodného plastu a musi mit objem nejméné 24 1. Cerpadlo (B)
musi zajistovat konstantni pFitok syntetické odpadni vody do provzdusiniovaci nidoby; muze byt pouzit
jakykoliv vhodny systém zajistujici stanoveny piitok a koncentraci.

K dispozici musi byt ndhradni porézni nddoby jako ndhrada za zanesené nddoby; zanesené nddoby se Cisti
ponofenim do roztoku chlornanu na 24 h a promytim tekouci vodou.

Filtrace

Pouzivaji se zafizeni pro membrdnovou filtraci a membrdnové filtry o velikost pért 0,45 pm. Vhodny
membréanovy filtr nesmi uvolfiovat uhlik a pii filtraci nesmi adsorbovat zkouSenou latku.

Odpadni voda
Muze byt pouzito bud vhodné syntetické zivné médium nebo odpadni voda z domécnosti.
Priklad syntetického Zivného média

V 1 1 vodovodni vody se rozpusti:

Pepton 160 mg
masovy extrakt 110 mg
Mocovina 30 mg
NaCl 7 mg
CaCl,2H,0 4 mg
MgSO,7H,0 2 mg
K,HPO, 28 mg

Odpadni vody z domacnosti:

Odebiraji se Cerstvé kazdy den z piepadu mechanického stupné Cistirny, kterd Cisti prevdzné odpadni vody
z domécnosti.

Zéisobni roztok zkouSené litky

Pripravi se napf. 1 % roztok zkousené latky, ktery se bude pfiddvat do zkuSebni jednotky. Stanovi se
koncentrace zkouSené litky, aby mohl byt urcen piislusny objem zdsobniho roztoku, ktery se pridd
k odpadni vodé nebo piimo dalsim ¢erpadlem do zkusebni jednotky, aby byla dosazena pozadovand zkusebni
koncentrace.

Inokulum

Pozndmka: Je-li pouzivina odpadni voda z domécnosti, neni divod pouZivat inokulum s malou koncentraci
bakterif, ale miize se pouzit aktivovany kal.

Mohou byt pouzita inokula z riznych zdrojtL.

T#i piiklady vhodného inokula:

a) Inokulum z odtoku biologické ¢istirny odpadnich vod

Inokulum se ziskd z odtoku dobfe fungujici Cistirny zpracovavajici pfevazné odpadni vody z domdcnosti.
Vzorek odtoku musi byt v dobé mezi odbérem a pouzitim uchovdn v aerobnich podminkach. Inokulum se
piipravi filtraci vzorku vody ptes hruby filtr, pficemz prvnich 200 ml filtrdtu se odstrani. Az do okamziku

pouziti se filtrdt uchovavd v aerobnich podminkdch. Inokulum musi byt pouzito v tyz den, kdy bylo
odebréno. k inokulaci se pouziji nejméné 3 ml.
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1.6.2

1.6.2.1

b) Smésné inokulum

Inokulum z odtoku biologické Cistirny odpadnich vod:

Viz ptedchozi popis.

Inokulum z ptdy:

100 g zahradni zeminy (Grodnd, nesterilni zemina) se suspenduje v 1 nechlorované pitné vody. (Zeminy
s extrémné vysokym obsahem jilu, pisku nebo humusu nejsou vhodné) Po zamichdni se nechd suspense
30 min usazovat. Supernatant se zfiltruje pres hruby filtracni papir, pficemz prvnich 200 ml filtrdtu se
odstrani. Filtrét se ihned provzdusiuje az do okamziku pouZiti. Inokulum musi byt pouzito v tyz den, kdy
bylo odebrano.

Inokulum z povrchové vody:

Dal3i dil smésného inokula se ziskd z mesosaprobnich povrchovych vod. Odebrany vzorek se zfiltruje pres
hruby filtraéni papir, pficemz prvnich 200 ml filtrdtu se odstrani. Az do okamziku pouziti se filtrdt uchovava

v aerobnich podminkdch. Inokulum musi byt pouzito v tyZ den, kdy bylo odebrino.

Stejné objemové dily tif dil¢ich inokul se smisi, dobfe promichaji a z této smési se odebere kone¢né inokulum.
k inokulaci se pouziji nejméné 3 ml.

¢) Inokulum z aktivovaného kalu

Jako inokulum se pouzije aktivovany kal (ne vice nez 3 litry) (s obsahem suspendovanych pevnych ¢astic do
2,5 gl") odebrany z provzdusiovaci nadrze Cistirny zpracovavajici prevdzné odpadni vody z domdcnosti.

Postup
Zkouska se provadi pifi laboratorni teploté¢ udrzované mezi 18 a 25 °C.
Zkouska muze byt podle potieby provddéna pii nizsich teplotich (do 10 °C); pokud se zkouSend litka za

téchto podminek rozklddd, nejsou zapotiebi 7ddnd dalsi méfeni Jestlize se vSak ldtka pfi nizsi teploté
nerozklddd, musi byt zkouska opakovdna pii teploté 18 az 25 °C.

Fize zapracovdni; tvorba kalu/stabilizace zafizen{

Fazi rtstu/stabilizace kalu je obdobi, béhem kterého dochdzi za provoznich podminek k ustdleni koncentrace
suspendovanych castic aktivovaného kalu a funkce zkusebni jednotky.

Rozbéhovd féze zacind prvni vsadkou zkouSené litky a konci dobou, kdy naméfeny ubytek zkousené latky
dosdhne plat (pomérné konstantni hodnoty). Tato fize nesmi trvat déle nez 6 tydnd.

Hodnotici fize je doba trvajici tfi tydny, kterd se pocitd od okamziku, kdy tbytek zkousené litky dosdhl
pomérné konstantni, zpravidla vysoké hodnoty. u ldtek, které se béhem Sesti tydnt rozlozily mélo nebo se
nerozlozily viibec, se za vyhodnocovaci fizi povazuje obdobi dalsich tif nédsledujicich tydni.

Na zacitku zkousky se zkuSebni jednotka (jednotky) naplni zkuSebni kapalinou s inokulem.

Spusti se provzdu$novani (@ mamutka (E) v piipadé pouziti zkuSebniho zafizeni podle OECD) a zapne se
davkovaci zafizeni (B).

Pritok odpadnich vod bez zkousené litky do provzdusiovaci nddoby (C) se udrzuje na hodnoté jeden litr
nebo pul litru za hodinu; doba zdrzeni tak dosdhne tfi nebo Sesti hodin.

Intenzita provzdusnovani musi byt regulovdna tak, aby se obsah provzdusnovaci nddoby (C) udrzoval ve
vznosu a obsah rozpusténého kysliku neklesl pod hodnotu 2 mgl".

Pénéni smési musi byt zabranéno vhodnymi prostfedky. Nesmi byt pouzity odpénovace, které inhibuji
aktivovany kal.

Kal, ktery se shromazduje v horni ¢isti provzdusnovaci nadoby (C) (a u potvrzujici zkousky OECD na dné
sedimenta¢ni nadoby (D) a v cirkulacnim okruhu), musi byt alespoin jednou za den vracen do matecné
suspense setfenim nebo jinym vhodnych zpasobem.

Jestlize kal nesedimentuje, lze zvysit jeho hustotu piidavkem 2 ml 5 % roztoku chloridu Zelezitého a piidavek
podle potfeby opakovat.

Odtok ze sedimentaéni nddrze se shromazduje v nddobich (E nebo F) po dobu 20-24 h; pfed odebrdnim
vzorku se smés dukladné promichd. Nddoby (E nebo F) se musi peclivé cistit.

Pro potieby sledovani a fizeni Gcinnosti procesu se stanovi nejméné dvakrdt tydné CHSK nebo DOC
zfiltrovaného primérného vzorku vytoku ze zafizeni a zfiltrované smési ddvkované do zafizeni (k filtraci se
pouzivd membranovy filtr s velikosti pért 0,45 pm a prvnich (pfiblizné) 20 ml filtrdtu se odstrani).
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1.6.2.2

1.6.2.3

2.1

Kdyz se rozkladné procesy ustéli, vyrovnaji se i poklesy CHSK nebo DOC.

Susina kalu v provzdusnovaci niddobé se stanovuje dvakrit tydné (v gl1'). Zafizeni mohou byt provozovina
dvéma zptsoby: bud’ se susina kalu v provzdusnovaci nddobé stanovuje dvakrét tydné, a pokud je susina kalu
vy$si nez 2,5 g1, pebytecny kal se vypusti, nebo se denné odebere z kazdé nddoby 500 ml suspense, takze
stfedni doba zdrzeni kalu v zafizeni je Sest dni.

Jestlize jsou naméfené a hodnocené parametry (Gicinnost procesu stanovend na zdkladé dbytku CHSK nebo
DOC, koncentrace kalu, schopnost sedimentace kalu, zdkal kapalné fize atd) obou jednotek dostatecné
stabilni, muZe byt zahdjeno pfidavani zkousené ltky podle bodu 1.6.2.2 do pfitoku do jedné z jednotek.

Jinou mozZnosti je pfidat zkousenou litku na zacitku fize ristu kalu (1.6.2.1), a to zejména tehdy, je-li jako
inokulum pouzivan aktivovany kal.

Zku$ebni postup

Pii dodrzovani podminek pro rozbéhovou fdzi se do piitoku do zkusebniho zafizeni priddva zdsobni (asi 1 %)
roztok zkousené ldtky, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace materidlu v suspensi (DOC v rozmezi 10—
20 mgl! nebo CHSK 40 mgl"). To Ize provddét dennim pfimichdvanim zdsobniho roztoku do odpadni vody
nebo jeho piivddénim pomoci samostatného Cerpadla. Této koncentrace muze byt dosazeno postupné. Nema-
li zkousend latka toxické acinky pro aktivovany kal, mohou byt zkouseny i vyssi koncentrace.

Do jednotky se slepym vzorkem se dédvkuje pouze odpadni voda bez zkouSené ldtky. Z odtoku se odebiraji
vzorky pro analyzu a filtruji se pfes membranovy filtr (0,45 pm), pficemz se prvnich pfiblizné¢ 20 ml filtratu
odstrani.

Filtrdty vzorkt musi byt analyzovdny v den odbéru nebo musi byt vhodné konzervovany, napf. piidavkem
0,05 ml 1 % chloridu rtutnatého (HgCl) na kazdych 10 ml filtritu nebo uloZenim na 24 h pii teploté 2-
4 °C nebo pii teploté -18 °C na delsi dobu.

Rozbéhovd fize od okamziku piiddni zkousené ltky by neméla prekrocit Sest tydnt a vyhodnocovaci fize by
neméla byt krat3i nez ti tydny, tak aby bylo k dispozici 14-20 stanoveni pro vypocet kone¢ného vysledku.

Spfazend zafizeni

SptazZeni se dosdhne tak, Ze se mezi zaf{zenimi jednou denné vyméni 1,5 1 suspense (véetné kalu) z aeracnich
nadob. Dochdzi-li k silné adsorpci zkousené ldtky, odebere se 1,5 1 kapalné fize ze sedimentacni nadoby
a pfidd se do nddoby s aktivovanym kalem druhého zafizeni.

Analyza
Ke sledovani chovani zkousené litky mohou byt pouzity dvé metody:
stanoveni DOC a stanoveni CHSK.

Hodnoty DOC se stanovi duplicitné pomoci analyzatoru uhliku a hodnoty CHSK se stanovi podle literatury (2).

Specifickd analyza

Koncentrace zkousené ldtky se stanovi vhodnou analytickou metodou. Je-li to mozné, stanovi se také mnozstvi
latky adsorbované na aktivovany kal.

UDAJE a VYHODNOCENI

SpraZena zafizeni
Jsou-li pouzita spfazend zafizeni, vypocte se denné stupei odstranéni DR, a to postupem podle bodu 1.2.1.

Tyto denni hodnoty stupné odstranéni DR se opravi na hodnotu DR zohledniujici pfenos materidlu pii
ockovdni; tento vypocet se provadi podle rovnice [2] pro stiedni dobu prodleni tfi hodiny nebo podle
rovnice [3] pro stfedni dobu prodleni est hodin.
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8 100
DRc=- DR--— [2]
7 7
4 100
DRc=- DR-— [3]
3 3

Ze ziskanych hodnot se vypocte jejich pramér a ddle smérodatnd odchylka podle rovnice:

kde:

DR, = smérodatnd odchylka hodnot DR,
DR = primér hodnot DR,

n = pocet stanoveni.

Odlehlé hodnoty DR se vylouci vhodnou statistickou metodou, napi. Nalimovovou metodou (6) na hladiné
vyznamnosti 95 %, primér a smérodatnd odchylka se poté opét vypoctou bez odlehlych hodnot DR.

Vyslednd hodnota se poté vypocte podle rovnice [5]:

th-1; 0
n

DR=DR ¢

SDRc [5]

kde:

t @ = tabulkovd hodnota t pro n dvojic hodnot E a E, a hladinu vyznamnosti P (P= 1 - a), kde
P =95 % (1)

Vysledkem je stfedni hodnota na hladiné vyznamnosti 95 %, piislusnd smérodatnd odchylka, pocet hodnot
DR_bez odlehlych hodnot a pocet odlehlych hodnot, napiiklad

DR, = 98,6 £2,3 % dbytku DOC,
s = 4,65 % ubytku DOC,

n = 18,

x = pocet odlehlych hodnot.

Nesprazend zafizeni

Provozni vykon zafizeni mize byt ovéfen ndsledovné:

(CHSK nebo DOC odp. vody - CHSK nebo DOC vytoku)
(CHSK nebo DOC odp. vody)

% odstranéni CHSK nebo DOC = x 100

Dennim vyndsenim naméfenych hodnot dbytkt do grafu se projevi vSechny tendence, napf. adaptace.
Vyuziti stanoveni CHSK/DOC
Denni hodnota stupné odstranéni DR se vypocte podle bodu 1.2.1.

Vypocte se primér z dennich hodnot; kromé toho se podle rovnice [6] vypocte smérodatnd odchylka:

6]

SDR =

kde:

S = smérodatnd odchylka hodnot DR,
DR = primér hodnot DR,

n = pocet stanoveni.
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3.1

Odlehlé hodnoty DR se vylou¢i vhodnou statistickou metodou, napf. Nalimovovou metodou (6) na hlading
vyznamnosti 95 %, a primér a smérodatnd odchylka se poté opét vypoctou bez odlehlych hodnot DR.

Vyslednd hodnota se vypocte podle rovnice [7]:

th-1; @

DR =DR + -~ 7
Jn sor - [7]
kde:
t @ = tabulkovd hodnota t pro n dvojic hodnot E a E, a hladinu vyznamnosti P (P= 1 - a), kde

P =95 %(1).

Vysledkem je stfedni hodnota na hladiné vyznamnosti 95 %, piislusnd smérodatnd odchylka, pocet
hodnot DR_bez odlehlych hodnot a pocet odlehlych hodnot, napiiklad

DR

N

n

X

= 98,6 £2,3 % ubytku DOC,

4,65 % tbytku DOC,
= 18,

= pocet odlehlych hodnot.

Postup pii specifické analyze

Odstranéni zkousené litky z vodné faze (R) v % se vypocte podle bodu 1.2.2.

ZPRAVY

Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

formuléi uvedeny v doplitku 3 s pracovnimi podminkami zkousky,

druh pouzitého zkudebniho zafizeni (zafizeni potvrzujici zkousku OECD nebo zafizeni s porézni nado-
bou),

zplisob provozovéni zafizeni: spfazend nebo nespfazend zafizeni,

druh odpadnich vod: syntetické nebo odpadni vody z domadcnosti, u odpadnich vod z domdacnosti datum
a misto odbéru,

druh inokula, datum a misto odbéru,
popis pouzitych analytickych metod, pokud byly provadény specifické analyzy,
grafické vyjadieni zavislosti ibytku CHSK nebo DOC na case béhem rozbéhové a vyhodnocovaci féze,

analyticky vytézek stanoveni obsahu zkouSené litky prostfednictvim CHSK nebo DOC v zdsobnim
roztoku,

pii provadéni specifické analyzy grafické vyjadfeni zdvislosti procentudlniho tbytku zkousené latky
z kapalné fize na case (béhem rozbéhové a vyhodnocovaci féze),

stfedni tbytek DOC nebo CHSK zkousené litky a smérodatnd odchylka vypoctené z vysledka ziskanych
béhem vyhodnocovaci féze, tj. kdy je tbytek zkousené latky konstantni nebo kdy se pomér ustalil,

grafické vyjadieni zévislosti koncentrace aktivovaného kalu na case,

jakékoli pozndmky tykajici se aktivovaného kalu (odstrafiovani piebytecného kalu ze zafizeni, tvorba
shlukd, pouziti FeCl, atd.),

koncentrace zkousené latky pouzité ve zkousce,
viechny vysledky analyz kalu,

vSechny informace a experimentdlni vysledky tykajici se zkousené litky a referencni litky, pokud byla
pouzita,

védecké zdivodnéni vSech odchylek a zmén metody.
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Interpretace vysledkii

Pricinou nizké hodnoty tbytku zkousené litky z vodné fize muze byt inhibice mikroorganismi zptsobend
zkousenou litkou. Projevuje se to predeviim rozpousténim a ztrdtou kalu, zakalovinim kapalné fize
a sniZenim Gcinnosti odstraiovani CHSK nebo DOC v zafizeni.

Neékdy hraje roli fyzikalné-chemickd adsorpce. Mezi biologickym ptisobenim na molekuly latky a jeji fyzikdlné-
chemickou adsorpci je mozné rozlisit pomoci analyzy kalu po odpovidajici desorpci.

Ma-li se rozlisit biologickd rozlozitelnost (nebo cdstecnd biologickd rozloZitelnost) od adsorpce, je tieba
provést dalsi zkousky.

zkousce (nejlépe ve zkousce respirometrii).

Vysoké hodnoty tbytku DOC nebo CHSK jsou zpravidla zptsobeny biologickym rozkladem, pfi nizkych
hodnotdch dbytku nelze odlisit biologicky rozklad od jinych mechanismt odstranéni latky. Pokud
napf. rozpustnd sloucenina vykazuje vysoky stupen adsorpce (98 %) a denné je odstranovdno 10 % kalu,
dochdzi az ke 40 % odstranéni litky z tohoto kalu; je-li denné odstrariovino 30 % kalu, miize eliminace na
zdkladé adsorpce a odstranéni kalu vzriist na 65 % (4).

Pii pouziti specifickych analyz je tieba vénovat pozornost vlivu struktury litky na specifickou analyzu. Ubytek
latky stanoveny specifickou analyzou nemuze byt interpretovan jako mineralizace latky.
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303 (1980), str. 406 — 408.
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Doplnék 1

Obrdzek 1

vzduch

mamutka

zdsobnik na vytok
provzdustiovaci krychlicka
priittokomér (nepovinné )

Legenda: A: zésobnik

: davkovaci zafizeni
provzdusiiovaci nidoba (kapacita 3 1)
sedimentadni nidoba
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Obrdzek 2
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Doplnek 2

Obrdzek 1

Zatizeni pouZivané pro stanoveni biologické rozlozitelnosti

I

G
A B E
- 5y 1
vzduch
Legenda: A:  zésobnik; E:  zésobnik na vytok;
B: dévkovaci Eerpadlo; F:  provzdusiiovaci krychli¢ka;
C:  porézni provzdusiiovaci nddoba; G: rotametr (nepovinné).
D: vnéjsi nepropustnd nddoba;

Obrdzek 2

Detaily tfilitrové porézni provzdusiiovaci nidoby

Vnitfni primér porézni

nddobky
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Doplnék 3
Pracovni podminky simula¢ni zkousky s aktivovanym kalem
Zaskrtne se pro kazdou skupinu
Zafizeni

Pritkaznd zkouska OECD

Zafizeni s porézni nddobou

Zpiisob provozu

samostatnd jednotka
spfazena zaffzeni
nespfazend zafizen{
Preockovdni

Z4dné

aktivované kalem

kapalnou fdzi vzniklou po sedimentaci
Stiedni doba zdrZeni

3 hodiny

6 hodin

Zivné médium

odpadni voda z domécnosti
syntetickd odpadni voda
Inokulum

z Cistirny odpadnich vod
smésné inokulum

aktivovany kal
Priddni zkousené ldtky
na zacdtku
Postupné

po vytvofeni kalu
Analyzy

Specifickd

CHSK

DOC
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1.1

1.2

BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST

ZKOUSKA NA INHIBICI DYCHANI AKTIVOVANEHO KALU

METODA

Uvod

Popsanou metodou se posuzuje vliv zkouSené litky na mikroorganismy méfenim rychlosti jejich dychdni za
definovanych podminek v pfitomnosti riznych koncentraci zkousené latky.

Ucelem této metody je poskytnout rychlou screeningovou metodu, kterou lze urcit litky, které mohou
nepiiznivé ovlivnit aerobni mikrobidlni ¢istirny vod, a odhadnout vhodné koncentrace zkousenych latek, které
nejsou inhibujici a které je mozno pouzit ve zkouskich biologické rozlozitelnosti.

Hlavni zkousce mutZze predchdzet orientacni zkouska. Poskytne informace o rozsahu koncentraci, které je
mozné pouZit v hlavni zkousce.

Do planu zkousky se zafadi dvé kontroly, jedna na zacitku a druhd na konci fady pokust. Kazdd dévka
aktivovaného kalu se také kontroluje pomoci referencni latky.

Tato metoda je nejsnadnéji pouzitelnd pro ldtky, které diky své rozpustnosti a nizké tekavosti zistdvaji
vétsinou ve vodé.

U létek s nizkou rozpustnosti v médiich pouzivanych ve zkousce mize byt nemozné stanovit EC, .

Pokud mé zkousend ldtka sklon k rozkladu oxidac¢ni fosforylaci, mohou vysledky zaloZzené na absorpci kysliku
vést k nespravnym zdvértm.

Pred provedenim zkousky je uZzitecné ovéfit tyto informace:
— rozpustnost latky ve vodg,

— tlak par,

— strukturni vzorec,

— distota zkouSené latky.

Doporuceni

Aktivovany kal mize obsahovat potencidlné patogenni organismy a je tfeba s nim zachdzet opatrné.

Definice a jednotky

Respiracni rychlost je spotieba kysliku mikroorganismy odpadnich vod v aerobnim kalu obecné vyjddrend
v mg O, na 1 mg kalu za hodinu.

Pro vypocet inhibicntho ucinku zkousené latky pfi urcité koncentraci se respiracni rychlost vyjadfuje
v procentech primérné hodnoty dvou kontrolnich respira¢nich rychlosti:

2R,
1-—""_) x 100 = % inhibi
( Re, +Rc2> x 100 = % inhibice
kde:
R = rychlost spotieby kysliku pii pouzité koncentraci zkousené ltky,
Re, = rychlost spotieby kysliku v kontrole 1,
Rc, = rychlost spotieby kysliku v kontrole 2.

EC,, je v této zkousce koncentrace zkousené latky, pii které Cini respiracni rychlost 50 % hodnoty vychdzejici
z kontroly za podminek popsanych v této metodé.
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1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.1.3

1.6.2

Referenéni litky

Jako referencni litka se doporucuje zndmy inhibitor dychdni 3,5-dichlorfenol, kterym by mélo byt pro-
sttednictvim ovéfeni EC, | u kazdé davky aktivovaného kalu zkontrolovano, Ze kal neni mimofadné citlivy.

Princip zkuSebni metody

Respiracni rychlost aktivovaného kalu vyzivovaného standardnim mnozstvim syntetické odpadni vody se méf
po dobé kontaktu 30 minut nebo 3 hodiny, popiipadé v obou ¢asech. Mé&fi se také respiracni rychlost téhoz
aktivovaného kalu v piftomnosti raznych koncentraci zkousené létky za jinak stejnych podminek. Inhibi¢ni
ucinek zkousené latky pii urcité koncentraci se vyjadii v procentech primérné respira¢ni rychlosti ze dvou
kontrol. Hodnota EC, se vypocte ze stanoveni pii riiznych koncentracich.

Kritéria jakosti
Vysledky zkousky jsou platné, jestlize
— se respiracni rychlosti dvou kontrolnich pokusii od sebe lis{ nejvyse o 15 %,

— EC,, (pro 30 min a/nebo pro 3 h) 3,5-dichlorfenolu lezi v pfijatelném rozmezi 5-30 mg I'.

Popis zkuSebni metody
Cinidla
Roztoky zkouSené latky

Roztoky zkousené latky se pripravi Cerstvé na zacitku studie s pouZitim zdsobniho roztoku. Postupuje-li se
niZe popsanym postupem, je vhodnd koncentrace zdsobntho roztoku 0,5 g1

Roztok kontrolni ldtky

Roztok 3,5-dichlorfenolu Ize pfipravit napiiklad rozpusténim 0,5 g 3,5-dichlorfenolu v 10 ml 1M NaOH,
zfedénim na pfiblizné 30 ml destilovanou vodou, za michdni pfidinim 0,5M H,SO, do zacinajictho srizeni —
bude potieba asi 8 ml 0,5M H,SO, — a konecnym doplnénim smési destilovanou vodou na 1 litr. pH musi
byt poté 7 az 8.

Syntetickd odpadni voda

Syntetickd odpadni voda se pfipravi rozpusténim ndsledujictho mnozstvi latek v 1 litru vody:

— 16 g peptonu,

— 11 g masového extraktu,

— 3 g mocoviny,

— 0,7 g Nadl,

— 04 g CaCl-2H,0,

— 0,2 g MgSO,7H0,

— 2,8 g KHPO,.

Pozndmka 1: Tato syntetickd odpadni voda md stondsobnou koncentraci oproti vodé popsané v technické
zpravé OECD ,Névrh metody stanoveni biologické rozloZitelnosti povrchové aktivnich litek pouZzivanych
v syntetickych detergentech® (11. 6. 1976), s pridavkem hydrogenfosfore¢nanu draselného.

Pozndmka 2: Nepouzije-li se piipravené médium ihned, pfechovdvd se v temnu pii 0-4 °C ne déle nez jeden
tyden za podminek, které nezpusobuji zddné zmény v jeho slozeni. Médium muze byt pfed uschovinim
sterilizovdno, nebo je mozné pepton a masovy extrakt pfidat kratce pred provedenim zkousky. Pfed pouzitim
je nutné médium dikladné promichat a upravit pH.

Pistroje a pomiicky

MéFici aparatura: Pfesnd konstrukce neni podstatnd. Musi vSak mit volny prostor nad kapalinou a sonda musi
piesné zapadat do hrdla odmérné banky.

Kromé bézného laboratorniho vybaveni jsou nezbytné zejména tyto pristroje:
— méfici pfistroje,

— provzdusniovaci zafizeni,

— pH-metr s elektrodou,

— kyslikové elektroda.
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1.6.3

1.6.4

Pfiprava inokula

Jako mikrobidlni inokulum pro zkousku se pouzivd aktivovany kal z ¢istirny odpadnich vod Cistici prevazné
odpadni vody z domdcnosti.

Je-li to nutné, je mozné pii doddni kalu do laboratofe odstranit hrubé cistice kratkodobym usazenim (napf.
15 min) a dekantovat horni vrstvu jemnéjsich pevnych castic pro pouziti. Alternativné je mozné kal nékolik
sekund promichdvat.

Pokud se kromé toho pfedpoklddd, ze je pfitomna litka s inhibi¢cnim dc¢inkem, promyje se kal vodovodni
vodou nebo isotonickym roztokem. Po centrifugaci se supernatant dekantuje (tento postup se opakuje tikrat).

Malé mnozstvi kalu se zvdzi a vysu$i. Z vysledku je mozné vypocitat mnozstvi vlhkého kalu, které je nutné
suspendovat ve vod¢, aby se ziskal aktivovany kal v oblasti koncentraci suspendovanych pevnych ldtek ve
smésné kapaliné mezi 2 a 4 gl'. Dodrzi-li se niZe doporuCeny postup ziskd se zkuebni médium
s koncentraci kalu 0,8 az 1,6 gl'.

Neni-li mozné kal pouzit v den, kdy byl odebrdn, pfidd se ke kazdému litru aktivovaného kalu pfipraveného
tak, jak je popsdno vyse, 50 ml syntetické odpadni vody; kal se poté provzdusnuje ptes noc pii 20 + 2 °C.
Poté se béhem dne za provzdusinovani udrzuje az do pouziti. Pfed pouzitim se zkontroluje pH, a je-li tieba,
upravi se na 6-8. Obsah suspendovanych pevnych ldtek ve smésné kapaliné se stanovi zptisobem popsanym
v predchozim odstavci.

Je-li tieba v ndsledujici dny pouzit stejné davky kalu (nejvySe po ¢ctyfi dny), pfidd se na konci kazdého
pracovniho dne dalsich 50 ml syntetické odpadni vody na litr kalu.

Provedeni zkousky

Trvéni/doba kontaktu: 30 minut ajnebo 3 hodiny, béhem kterych probihd provzdusnovini
Voda: Pitnd voda (v piipadé potieby zbavend chléru)

Pivod vzduchu: Cisty vzduch, prosty oleje. Priitok 0,5-1 l'min

Méfici aparatura: Barika s plochym dnem, jakd se pouzivd pro stanoveni BSK
Oxymetr: Vhodnd kyslikové elektroda se zapisovacem

Zivny roztok: Syntetickd odpadni voda (viz vyse)

Zkousena latka: Roztok zkousené latky se pfipravi Cerstvy na zacatku zkousky
Referené¢ni latka: Napf. 3,5-dichlorfenol (nejméné tii koncentrace)

Kontrola: Naockovany vzorek bez zkousené latky

Teplota: 20 £ 2 °C

Nize je uveden navrZeny experimentdlni postup, ktery je mozné pouzit pro dobu kontaktu tfi hodiny jak pro
zkouSenou, tak pro referen¢ni latku:

Pouzije se nékolik nddob (napf. kddinek na jeden litr).

Pouzije se alesponn pét koncentraci lisicich se konstantnim faktorem pokud mozno nepfevysujicim hodnotu
3,2

V case ,0“ se 16 ml syntetické odpadni vody doplni vodou na 300 ml. Pfidd se 200 ml mikrobidlniho inokula
a vyslednd smés (500 ml) se prevede do prvni nddoby (prvni kontrola C).

Zkusebni nddoby je nutno nepfetrzité provzdusiiovat, aby bylo zaruceno, ze koncentrace rozpusténého kysliku
neklesne pod 2,5 mgl', a aby tésné pred méfenim respiracni rychlosti byla koncentrace kysliku piiblizné
6,5 mgl'.
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3.1

3.2

V case ,15 min“ (15 min je libovolné zvoleny, aviak vhodny interval) se opakuje tentyZ postup, ktery se lisi
pouze tim, Ze se k 16 ml syntetické odpadni vody ptidd 100 ml zdsobniho roztoku zkousené litky pied
doplnénim vodou na 300 ml a pfiddnim mikrobidlniho inokula na celkovy objem 500 ml. Tato smés se poté
pievede do druhé nadoby a provzdusiuje se, jak bylo popsdno vyse. Tento postup se opakuje v 15minutovych
intervalech s riznymi objemy zdsobniho roztoku zkousené ldtky, &imz se ziskd fada nddob obsahujicich rtzné
koncentrace zkousené latky. Nakonec se piipravi druhd kontrola (C)).

Po tfech hodindch se zaznamend pH, dobfe promichany vzorek obsahu prvni nddoby se prevede do méfici
aparatury a v dobé do 10 min se zméf respiracni rychlost.

Stanoven{ se opakuje u obsahu kazdé z nddob v 15minutovych intervalech tak, ze doba kontaktu v kazdé
nadob¢ je tii hodiny.

Referencni ltka se zkousi na kazdé ddvce mikrobidlniho inokula tymz zptsobem.

Maji-li se méfeni provddét po 30 minutdch kontaktu, je tieba pouZit jiny rezim (napf. pouZiti vice nez
jednoho oxymetru).

Je-li pozadoviano méfeni chemické spotieby kysliku, pfipravi se dalsi nddoby obsahujici zkousenou latku,

syntetickou odpadni vodu a ¢istou vodu, aviak zddny aktivovany kal. Spotfeba kysliku se zméif a zaznamend
po dobé provzdusnovani 30 min a/nebo tfi hodiny (doba kontaktu).

UDAJE a VYHODNOCENI

Respiracni rychlost se vypocte ze zdznamu zapisovace mezi koncentracemi O, pfiblizné 6,5 mgl' a 2,5 mgl",
nebo za obdobi deseti minut, je-li respiracni rychlost nizkd. Usek respiraéni knvky, ze které se vyhodnocuje
respiracni rychlost, musi byt linedrni.

Jestlize se respiracni rychlosti v obou kontrolich od sebe lisi o vice nez 15 % nebo EC, referencni litky (za
30 min a/nebo tii hodiny) nelezi v pfijatelném rozmezi (5-30 mgl' pro 3,5-dichlorfenol), je zkouska

neplatnd a musi se opakovat.

Pro kazdou zkouSenou koncentraci (viz bod 1.2) se vypocte inhibice v %. Inhibice v % se vynese proti
koncentraci do semilogaritmického (nebo logaritmicko-probitového) papiru a odecte se hodnota EC_ .

Standardnimi postupy lze stanovit pro hodnoty EC, 95 % interval spolehlivosti.
ZPRAVY

Protokol o zkousce
Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:
— zkousend latka: chemické identifikacni tdaje,
— systém pouzity pii zkousce: zdroj, koncentrace a veskerd pfedbéznd dprava aktivovaného kalu,
— zkudebni podminky:
— pH reakéni smési pred méfenim respirace,
— zkudebni teplota,
— doba trvani zkousky,
— referencni litka a jeji zméfend hodnota EC,,
— abiotickd spotieba kysliku (pokud k ni dochdzi).
— vysledky:
— vSechny naméfené hodnoty,
— kiivka inhibice a metoda vypoctu EC,,
— EC,, a podle moznosti 95 % interval spolehlivosti, EC,, a EC,,

— veskerd pozorovani a veskeré odchylky od této zkusebni metody, které mohly ovlivnit vysledek.

Interpretace vysledkii

Hodnotu EC_ je tieba povazovat pouze za orientacni hodnotu pravdépodobné toxicity zkousené latky bud’ pfi
zpracovani odpadnich vod aktivovanym kalem, nebo pro mikroorganismy v odpadnich vodach, protoze slozité
interakce, ke kterym dochdzi v Zivotnim prostiedi, nelze pfesné simulovat laboratorni zkouskou. Kromé toho
zkousené latky, které mohou mit inhibi¢ni G¢inky na oxidaci amoniaku, mohou také zplisobovat atypické
inhibi¢ni kfivky. Proto je nutné interpretovat tyto kiivky opatrné.
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1.2

BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST

MODIFIKOVANA ZKOUSKA SCAS

METODA

Uvod

Ucelem této metody je hodnoceni potencidlni tplné biologické rozlozitelnosti netékavych organickych litek
rozpustnych ve vod¢, jsou-li po dlouhou dobu vystaveny pomérné vysokym koncentracim mikroorganismd.
Zivotaschopnost mikroorganism@ se udrzuje po tuto dobu dennfmi piidavky Zivin z usazené odpadni vody.
(Pro potiebu béhem vikendii Ize odpadni vodu ptechovavat pii 4 °C. Lze rovnéz pouzit syntetickou odpadni
vodu podle potvrzujici zkousky OECD.)

Pii interpretaci vysledkil (viz bod 3.2) je tieba vzit v Gvahu, Ze muze dochdzet k fyzikdlné-chemické adsorpci
na suspendovanych pevnych latkdch.

V disledku dlouhé doby zdrzeni kapalné fize (36 h) a pribézného pfiddvani Zivin nesimuluje zkouska
podminky existujici v €istirné odpadnich vod. Vysledky ziskané pti pokusech s rtiznymi zkouSenymi ldtkami

ukazuji, Ze zkouska md vysoky potencidl biologického rozkladu.

Podminky, za nichz probihd zkouska, jsou vysoce piiznivé pro vybér a/nebo adaptaci mikroorganisma
schopnych rozklddat zkousenou latku. (Postup je mozné pouzit také k ziskdvani aklimatizovanych inokul,
pro pouziti v jinych zkouskach.)

V této metodé se uplnd biologickd rozlozitelnost zkousené litky posuzuje podle miry rozpusténého organic-
kého uhliku. SpiSe nez z rozdilu C, — C_  se doporucuje stanovovat DOC po okyseleni a piecisténi.

anorg

Soucasnym pouzitim specifické analytické metody mize byt stanovena také primdrni rozloZitelnost latky
(ibytek vychozi chemické latky).

Touto metodou mohou byt zkouseny pouze organické latky, které maji pii koncentracich pouzitych ve
zkousce tyto vlastnosti:

— jsou rozpustné ve vodé (nejméné 20 mg rozpusténého organického uhliku na litr),
— maji zanedbatelny tlak par,

— neinhibuji bakterie,

— nejsou ve zkuSebnim systému vyznamné adsorbovény,

— pénénim nedochdzi ve zkouseném roztoku ke ztrdtdm.

Musi byt stanoven obsah organického uhliku ve zkousené latce.

PFi interpretaci ziskanych vysledkii budou uZite¢né informace o relativnim podilu hlavnich sloZek zkusebniho
materidlu, zejména pokud jsou stanovené hodnoty biologické rozlozitelnosti nizké nebo margindlni.

Informace o toxicité zkousené litky pro mikroorganismy jsou ddlezité rovnéz pro interpretaci nizsich hodnot
biologické rozlozitelnosti a volbu vhodnych koncentraci zkouSené latky.

Definice a jednotky

C. = koncentrace zkousené litky na zacdtku provzdusiiovactho cyklu, vyjidiend jako mnozstvi organického
uhliku piitomného nebo pfidaného k usazené odpadni vodé (mgl?),

C, = koncentrace rozpusténého organického uhliku zjisténd v supernatantu zkuSebniho roztoku na konci
provzdusnovaciho cyklu (mgl?),
C. = koncentrace rozpusténého organického uhliku zjisténd v supernatantu kontrolniho roztoku na konci

provzdusnovaciho cyklu (mgl").

Biologicky rozklad je v této metodé definovan jako tibytek organického uhliku. Biologicky rozklad lze vyjadrit
jako:
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1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1. Procentudlni tbytek D, mnoZstvi denné pfiddvané latky:

G- (G-

Dg,
d: CT

x 100 [1]

kde D, = rozklad/denni piidavek.
2. Procentudlni tbytek D , mnozstvi litky piftomné na zacdtku kazdého dne:

2Cr 4+ Gy - G -3C 41y + 3C iy
2Cr + Gy - Cy

201 -2(C - C)

C2Cr + (G - Co)

x 100 [2(a)]

ssd =

x 100 [2(b)]

kde D_, = rozklad/mnozstvi litky na zacatku dne,
indexy i a (i + 1) se vztahuji ke dni méfeni.

Rovnice 2(a) se doporucuje, jestlize se DOC ve vytokové vodé ze dne na den méni, zatimco rovnici 2(b) lze
pouzit v piipadé, ze DOC zistdvd ve vytokové vodé ze dne na den relativné konstantni.

Referenéni litky

V nékterych piipadech mohou byt pfi posuzovani novych latek vyuzity referencni latky; zatim vSak nelze
doporucit zadné specifické referencni latky.

V dopliku 1 jsou uvedeny tdaje k nékolika sloucenindm vyhodnocenym v okruznich testech; jsou urCeny
pfedev§im pro potiebu obcasné kalibrace metody a dale umozni srovndni vysledkt ziskanych jinymi
metodami.

Podstata zkuSebni metody

Aktivovany kal z Cistirny odpadnich vod se vpravi do semikontinudlni jednotky pro aktivovany kal (SCAS,
semi-continuous activated sludge unit). Piidd se zkouSend ldtka a usazend odpadni voda z domdcnosti a smés se
23 h provzdusnuje. Provzdusiiovani se poté ukonci, kal se nechd usadit a supernatant se odstrani.

Zbyvajici kal v provzdusiiovaci komofe se pak smisi s dalsi alikvotni &sti zkousené litky a odpadni vody
a cyklus se opakuje.

Biologicky rozklad se ur¢i stanovenim obsahu rozpusténého organického uhliku v supernatantu. Tato hodnota
se porovnd s hodnotou zjisténou pro supernatant z kontrolni nddoby, do které byla pfiddna pouze usazend
odpadni voda.

Pi pouziti specifické analytické metody se méif zmény koncentraci ptivodni molekuly litky (mira primarni
biologické rozlozitelnosti).

Kritéria jakosti

Reprodukovatelnost této metody zalozené na tbytku rozpusténého organického uhliku dosud nebyla stano-
vena. (Pokud jde o primdrni biologicky rozklad, dosahuje se velmi pfesnych hodnot pro litky, které dosahuji
vysokého stupné rozkladu.)

Citlivost metody je ve velké mife dédna kolisdnim slepého pokusu a v men$i mife pfesnosti stanoveni
rozpusténého organického uhliku a obsahem zkousené litky v kapaliné na zacdtku kazdého cyklu.

Popis zkugebniho postupu
Priprava

Pro kazdou zkousenou litku a pro kontrolni zkousky se sestavi dostatecny pocet Cistych provzdusinovacich
jednotek, popfipadé je mozné pouzit origindlni zkuSebni jednotku SCAS o obsahu 1,5 1, a trubice pro piivod

vzduchu (obrazek 1). Stlaceny vzduch pfivadény do zkusebnich jednotek, pfecistény vatovym filtrem, nesmi
obsahovat organicky uhlik a musi byt pfedem nasycen vodou, aby se snizily ztrity vypafovanim.

Vzorek kapaliny s aktivovanym kalem obsahujici 1 — 4 g suspendovanych pevnych latek v 1 litru se ziskd
z Cistirny pracujici s aktivovanym kalem, Cistici pfevdzné odpadni vody z domdcnosti. Pro kazdou pro-
vzdusnovaci jednotku je potieba piiblizné 150 ml kapaliny s aktivovanym kalem.
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1.6.3

Zasobni roztoky zkousené latky se pfipravuji s pouzitim destilované vody; obvykle se pozaduje koncentrace
400 mg organického uhliku na litr, aby se nastavila na zacitku kazdého cyklu provzdusiovéini koncentrace
zkousené latky 20 mg uhliku na litr, nedochdzi-li k biologickému rozkladu.

Umoznuje-li to toxicita pro mikroorganismy, jsou piipustné vyssi koncentrace.
ZméH se obsah organického uhliku zdsobnich roztokd.

Zkusebni podminky

Zkouska se provadi pii 20 — 25 °C.

Pouzije se vysokd koncentrace aerobnich mikroorganisméi (1-4 g na litr suspendovanych latek) a efektivni
doba zdrzeni je 36 hodin. Uhlikaté litky v pfividéné odpadni vodé se ve velké mife oxiduji, obvykle béhem
osmi hodin po zac¢itku kazdého cyklu provzdusnovani. Poté kal po zbytek provzdusiiovaciho cyklu endogenné
dychd a v této dobé je jedinym dostupnym substritem zkousend sloucenina, pokud se také rychle nerozloZi.
Tyto skutecnosti spolu s dennim opakovanym ockovanim, pouzivd-li se jako médium odpadni voda
z domdcnosti, vytvafeji vysoce piiznivé podminky jak pro aklimatizaci, tak pro vysoky stupen rozkladu.

Provedeni zkousky

Odebere se vzorek kapaliny s aktivovanym kalem z vhodné Cistirny pracujici s aktivovanym kalem a Cistici
pievdzné odpadni vody z domdcnosti nebo vzorek kapaliny z laboratorni jednotky a udrZuje se v aerobnich
podminkdch az do pouziti v laboratofi. Kazdd provzdusnovaci i kontroln{ jednotka se naplni 150 ml kapaliny
s aktivovanym kalem (pouziva-li se origindlni jednotka pro zkousku SCAS, je tfeba uvedené objemy na-
sobit 10) a zahdji se provzdusnovani. Po 23 hodin se provzdusiovani ukonc¢i a kal se nechd 45 minut
usazovat. Postupné se oteviou kohouty vSech nddob a odeberou se 100ml podily supernatantu. Ke
zbyvajicimu kalu v kazdé provzdusiovaci jednotce se pfidd 100 ml usazené odpadni vody z domdcnosti
ziskané bezprostiedné pred pouzitim. Opét se zahdji provzdusiovdni. v této etapé se nepfiddvaji zddné
zkousené litky a do jednotek se denné piiddvd pouze odpadni voda z domdcnosti do té doby, dokud neni
voda po usazen{ ¢ird. To trvd obvykle az dva tydny, béhem nichz se obsah rozpusténého organického uhliku
v supernatantu na konci kazdého provzdusiiovaciho cyklu piiblizi konstantni hodnoté.

Na konci této fze se jednotlivé usazené kaly smisi a do kazdé jednotky se vpravi 50 ml vysledného smésného
kalu.

Do kontrolnich jednotek se pridd 95 ml usazené odpadni vody a 5 ml vody a do zkuSebnich jednotek se
piidd 95 ml usazené odpadni vody a 5 ml piislusného zdsobniho roztoku zkousené litky (400 mgl'). Znovu
se zahdji provzdusnovini a pokracuje se v ném 23 h. Kal se poté nechd 45 min usazovat, odebere se
supernatant a analyzuje se na obsah rozpusténého organického uhliku.

Vyse uvedeny postup plnéni a odbéru se opakuje v prubéhu zkousky denné.

Pred usazovanim muZe byt nezbytné ocistit stény jednotek, aby se piedeslo hromadéni pevnych litek nad
hladinou kapaliny. Pro kazdou jednotku se pouZije samostatnd stérka nebo kartd¢, aby nedoslo ke vzdjemné
kontaminaci.

V idedlnim piipadé se rozpustény organicky uhlik stanovi v supernatantu denné, ale pfipoustéji se i méné
Casté analyzy. Pfed analyzou se kapaliny zfiltruji pres promyté membranové filtry o velikosti pérd 0,45 pm
nebo se odstiedi. Vhodny membranovy filtr nesmi uvolfiovat uhlik a pii filtraci nesmi adsorbovat zkousenou
latku. Teplota vzorku po dobu, kdy je v odstiedivce, nesmi presdhnout 40 °C.

Délka zkousky u latek, u nichz dochdzi k malému biologickému rozkladu nebo se nerozklddaji vibec, neni

stanovena, ale na zakladé zkusenosti lze doporucit, aby trvala nejméné 12 tydnd, ne avsak déle nez 26 tydna.

UDAJE a VYHODNOCENI

Hodnoty koncentrace rozpusténého organického uhliku v supernatantu ve zkuSebnich jednotkich
a v kontrolnich jednotkdch se vynesou do grafu proti casu.

Po skonceni biologického rozkladu by se koncentrace zjisténd ve zkuSebni jednotce méla blizit hodnoté
v kontrolni jednotce. Jakmile se ve tfech po sobé ndsledujicich méfenich zjisti, Ze rozdil mezi obéma
hladinami je konstantni, provede se takovy pocet daldich méfeni, ktery je postaCujici pro statistické vy-
hodnoceni vysledkii, a vypocte se procentudlni hodnota biologického rozkladu zkousené litky (D, nebo D_,
viz 1.2).
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3.

3.1

3.2

ZPRAVY

Protokol o zkouSce
Protokol o zkousce musi pokud mozno obsahovat tyto informace:

— veskeré informace o druhu odpadni vody, typu pouzité jednotky a o experimentalnich vysledcich tykajicich
se zkouSené latky, referencni latky (pokud byla pouzita) a slepého pokusu,

— teplota,

— kiivka dbytku s popisem, zptisob vypoctu (viz bod 1.2),

— datum a lokalita, kde byly odebrany aktivovany kal a odpadni voda, stav adaptace, koncentrace atd.,
— védecké diivody pro jakékoli zmény ve zkuSebnim postupu,

— podpis a datum.

Interpretace vysledki

Protoze latky, které maji byt zkousené touto metodou, nejsou snadno biologicky rozlozitelné, bude obvykle
jakykoli tbytek DOC, ke kterému dojde pouze v dusledku biologického rozkladu, rozlozeny do dnii nebo
tydnd, s vyjimkou piipadd, kdy je aklimatizace ndhld, coz se projevi ndhlym vymizenim zkousené litky po
nékolika tydnech.

Nékdy vsak muaze hrdt vyznamnou dlohu fyzikdlné-chemickd adsorpce, kterd se projevi dplnym nebo
Castecnym ubytkem pfidaného DOC na zaldtku. Dalsi vyvoj zdvisi na faktorech, jako jsou mira adsorpce
a koncentrace suspendovanych litek v nepouzité vytokové vodé. Obvykle rozdil mezi koncentraci DOC
v supernatantech u kontrol a u zkusebnich jednotek postupné vzristd z pocitecni nizké hodnoty a tento
rozdil poté zistdvd na nové hodnoté po zbytek experimentu, pokud nedojde k aklimatizaci.

Mé-li se rozlisit biologickd rozlozitelnost (nebo ¢dstecnd biologickd rozlozitelnost) od adsorpce, je tfeba

jako inokulum v nékteré zdkladni zkousce (nejlépe ve zkousce respirometrii).

Zkousené latky, které vykazuji v této zkousce velky ubytek DOC, Ize poklddat za potencidlné biologicky
rozlozitelné. Castecny, neadsorpéni tbytek znamend, Ze litka je alespon &dstecné biologicky rozloZitelnd.

Nizky nebo nulovy tbytek DOC muze byt zptsoben inhibici mikroorganismi zkousenou litkou, kterd se
muiZe projevovat rozpusténim nebo udbytkem kalu nebo zdkalem supernatantu. v takovych piipadech se
zkouska opakuje s nizsi koncentraci zkousené latky.

Vyssi citlivosti mazZe byt dosazeno specifickymi analytickymi metodami nebo pouzitim ldtek znacenych 'C.
Pii pouziti zkousené latky znacené '“C bude probihajici rozklad zkousené litky potvrzen vyvinem 'CO..

Pokud se vysledek udava jako primdrni biologicka rozlozZitelnost, mély by byt podle moznosti uvedeny zmény
v chemické struktufe, které zpusobily, Ze se sniZil signdl vychozi zkousené latky.

Musi byt popsdna vhodnost analytické metody a vysledky stanoveni ve slepém zkudebnim médiu.

LITERATURA
(1) OECD Paris, 1981, Test Guideline 302 B, rozhodnuti Rady C (81) 30 v kone¢ném znéni.
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Doplnék 1

Zkouska SCAS: piiklad vysledki

Procento biologic- ) “
Latka ¢ " ¢ - 9 kého rozkladu Délka zkousky
(mg'") (mg") D (dny)
da
4-acetamidobenzen-1-sulfonat 17,2 2,0 85 40
4-dodecylbenzen-1-sulfont 17,3 8,4 51,4 40
4-nitrofenol 16,9 0,8 95,3 40
diethylenglykol 16,5 0,2 98,8 40
anilin 16,9 1,7 95,9 40
cyklopentantetrakarboxylat 17,9 3,2 81,1 120
Doplnék 2
Piiklad zkusSebni aparatury
Obrdzek 1
}e——30 mm——-1
vzduch \
320mm
~ \ ——
=

objem 50 ml




