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208
VYHLASKA

Ministerstva zdravotnictvi
ze dne 8. &ervna 2001,

kterou se méni vyhliska Ministerstva zdravotnictvi & 251/1998 Sb.,
kterou se stanovi metody pro zji§ovini toxicity chemickych litek a pFipravki

Ministerstvo zdravotnictvi stanovi podle § 4 novi metody pro zji§fovéni toxicity chemickych litek
odst. 1 pfsm. c) zdkona & 157/1998 Sb., o chemickych a pfipravki, se méni takto:
litkach a chemickych pfipraveich a o zmé&né nékterych

dalsich zikont:
5 CL1 1. Pfed metodu B.1. se vklad4 &4st ,,B. Vieobecny
Pfiloha k vyhldsce & 251/1998 Sb., kterou se sta- 1dvod“, kterd znf:

,,B. VSEOBECNY UVOD

1. ZAKLADNI POIMY
1.1 AKUTNI TOXICITA

zahrnuje nepiiznivé inky, které se objevi b&hem urcité doby (vétSinou 14 dni)
po podani jedné davky né&jake latky.

1.2 ZJEVNA TOXICITA

je vieobecny termin popisujici jasné piiznaky toxicity po aplikaci testované latky.
Jsou to piiznaky dostadujici pro posouzeni rizika a mély by byt takové, Ze po
zvyseni podavané davky mize byt ofekavan vznik té€zkych toxickych pfiznaki a
pravdépodobné i tmrti.

1.3 DAVKA

je mnoZstvi podavané testované latky. Davka je vyjadfena jako hmotnost (gramy
nebo miligramy) nebo jako hmotnost testované litky na jednotku hmotnosti
pokusného zvitete (napf. miligramy na kilogram télesné hmotnosti), nebo jako

konstantni dietni koncentrace (dily na milién dili nebo miligramy na kilogram
potravy).
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1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

DISKRIMINUJICI DAVKA

je nejvyssi ze &tyf pevnych davkovych hladin, kterou je mozno podat aniz by to
zplsobilo uhynuti (véetné humanniho utraceni) souvisejici s podanou latkou.

DAVKOVANI

je v8eobecny termin zahrnujici davku, frekvenci a celkovou dobu podavani.

LDs, (STREDNI SMRTNA DAVKA)

je statisticky vypodétena jednotlivd davka latky, kterd pravd€podobné zplsobi
za definovanou dobu smrt 50 % zvifat, kterym byla podana. Hodnota L.Ds, se udava
jako hmotnost testované latky na jednotku hmotnosti pokusného zviiete (mgkg”
télesné hmotnosti).

LCso (STREDNI SMRTNA KONCENTRACE)

je statisticky vypoc¢tena koncentrace latky, ktera pravdépodobné zpilisobi smrt do
uréité doby po expozici u 50 % pokusnych zvifat, exponovanych po definovanou
dobu. Hodnota LCsy se udava jako hmotnost testované latky ve standardnim
objemu vzduchu (mg.I™M.

NOAEL
je zkratka pro "no observed adverse effect level" (hladinu bez pozorovaného
nepfiznivého G&inku) a je to nejvy3si v pokusu pouzitd davka nebo expozi¢ni
koncentrace, pii které nedochézi k zjistitelnym toxickym piiznakim.

TOXICITA PO OPAKOVANE DAVCE/SUBCHRONICKA TOXICITA

zahrmuje nepfiznivé Glinky, které se objevi u pokusnych zvifat v disledku
opakovaného denniho podavani nebo expozice chemické latce, po dobu
predstavujici kratky usek ofekavané délky Zivota prisluSného ZivociSného druhu.

1.10 NEJVYSSI TOLEROVANA DAVKA (MTD - MAXIMUM TOLERATED DOSE)

je nejvy3si davka, kterd u zvifat vyvolava zfetelné projevy toxicity, aviak bez
podstatného vlivu na pteZiti s ohledem na ucinek, ktery je testovan.

1.11 PODRAZDENI KUZE

je vyvolani zan&tlivych zmén na kizi po aplikaci testovane latky.

1.12 PODRAZDENI OCI

je vyvolani zmén na oku po aplikaci testované latky na povrch oka.
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1.13 SENZIBILIZACE KUZE (ALERGICKA KONTAKTNI DERMATITIDA)

je imunologicky vyvolana reakce kiiZze na testovanou latku.

1.14 POLEPTANI KUZE

je vyvolani nevratného tkatiového poskozeni kiize pifi piisobeni testované latky
po dobu od 3 minut do 4 hodin.

1.15 TOXIKOKINETIKA

je studium absorpce, distribuce, metabolismu a exkrece testovanych latek.

1.16 ABSORPCE

oznaduje proces(y), kterym(i) aplikovana latka vstupuje do téla.

1.17 EXKRECE

oznaduje proces(y), kterym(i) aplikovana latka pfipadné jeji metabolity jsou
odstrafiovany z téla.

1.18 DISTRIBUCE

oznaCuje proces(y), kterym(i) je absorbovana latka piipadn€ jeji metabolity
rozd€lovany v téle.

1.19 METABOLISMUS

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

2. AKUTNI - OPAKOVANA APLIKACE/ SUBCHRONICKA A CHRONICKA
TOXICITA

Akutni toxické uéinky a organova nebo systémova toxicita mohou byt
vyhodnoceny za pouZiti velkého po¢tu riznych testid toxicity (metody B.1 - B.5), ze
kterych miZe byt po jediné aplikaci ziskan pfedbé&zny odhad toxicity.

V zavislosti na toxicité latky lze zvolit rizné postupy od limitniho testu az
po kompletni stanoveni LD,,. Pro inhalacni studie neni limitni test navrZen,

protoZe nebylo mozné definovat limitni hodnotu jednorazové inhalaéni expozice.

Pozornost by méla byt vénovéana metodam, které vyuZivaji co nejmensi poCet zvifat
a minimalizuji utrpeni zvifete, naptiklad metoda pevné davky (metoda B.1 bis) a
metoda stanoveni tfidy akutni toxicity (metoda B.1 tris). Pfi testovéani na jednom
druhu miZe studie na druhém druhu doplnit zavéry vyvozené z prvni studie. V
tomto ptipadé miiZze byt pouZita standardni testovaci metoda nebo miiZe byt pouZito
mensiho poctu zvifat.
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Testem toxicity s opakovanou aplikaci (metody B.7, B.8 a B.9) se posuzuji toxické
uéinky vznikajici v diisledku opakované expozice. DileZité je klinické pozorovani
zvitat tak, aby se ziskalo co nejvice informaci. Tyto testy by mély pomoci zjistit
cilové organy toxicity a toxické a netoxické davky. Od dlouhodobych studii se
vyzaduje zkoumani té€chto aspekti do vétsi hloubky (metody B.26 - B.30 a B.33).

3. MUTAGENITA - GENOTOXICITA

Mutagenita se vztahuje k indukci trvalych pfenosnych zmén v mnoZzstvi nebo
struktufe genetického materidlu bun€k nebo organismi. Tyto zmény ("mutace")
mohou postihnout jediny gen nebo segmenty genii, blok genii nebo celé
chromozémy. Utinky na celé chromozémy se mohou projevovat zménou jejich
struktury nebo poctu.

Mutagenni aktivita latky se stanovi testy in vitro na genové (bodové) mutace

v baktériich (metoda B.13/14) anebo na strukturalni chromozémové aberace
v sav¢ich buitkach (metoda B.10).

Pfijatelné jsou také postupy in vivo, napf. micronucleus test (metoda B.12) nebo
analyza metafaze chromozoml kostni difené (metoda B.11). Je vSak tfeba déavat
jednoznaéné piednost in vitro metodam, pokud nejsou kontraindikovany.

Pro latky vyrabéné ve velkém mnozstvi nebo pro stanoveni a kontrolu rizika mohou
byt vyzadovany jest¢ dalsi studie ke zjist€éni mutagenity nebo k pfedbéZnému
vySetieni na karcinogenitu. Tyto studie lze vyuzit k n€kolika Géelim: potvrzeni
vysledkl ziskanych zakladnim souborem testl; zkoumdani ucinkG nezachycenych
zikladnim souborem metod; zah4ajeni nebo rozsifeni studii in vivo.

Pro tyto uéely zahrnuji metody B.15 az B.25 jak eukaryontni systémy in vivo a
in vitro, tak roz§ituji rozsah biologickych u€inkl. Tyto testy poskytuji informace

vvvvvv

pouzivané v zakladnim souboru testtl.

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

Konkrétni studie, vhodna pro dany pfipad, bude zaviset na cetnych faktorech,
véetné chemické a fyzikalni charakteristiky latky, vysledki zékladnich
bakterialnich a cytogenetickych testi, metabolického profilu latky, vysledkd dalSich
testl toxicity a znamych zptisobll pouziti latky.

Pro posuzovani rizika dédi¢nych u¢inkt u savcil jsou k dispozici metody na detekci
dédi¢nych G&inkd v celém savéim organizmu, at’ uZ vyvolanych genovymi
(bodovymi) mutacemi, napi. specificky locus test u mysi detekujici mutace
zarode¢né buiky v prvni generaci (nezahrnuto v této piiloze), nebo
chromozémovymi aberacemi, napf. test na pfenosné translokace u mysi (metoda
B.25). Téchto metod 1ze pouZit pfi odhadovani moZného genetického rizika latky pro
8lovéka. Vzhledem ke sloZitosti téchto testd a velmi velkému podétu potfebnych
zvifat, zv1asté pro specificky locus test, je tfeba se rozhodovat pro takovou studii jen
na zaklad¢€ zavaZznych divodi.
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Pfi stanoveni genotoxicity se postupuje podle standardniho metodického protokolu
vypracovaného pro danou metodiku po projednani s Narodni referenéni laboratofi
genetické toxikologie.

4. KARCINOGENITA

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

Predbézné informace o genotoxickém karcinogennim potencidlu latky se Cerpaji ze
studii mutagenity/genotoxicity. Dal§i informace poskytuji testy toxicity pii
opakované aplikaci a testy subchronické nebo chronické toxicity. Test toxicity pii
opakované aplikaci, metoda B.7, a dlouhodobégjsi studie s opakovanym podavanim
zahmuji posouzeni takovych histopatologickych zmén, napt. hyperplazie v uréitych
tkanich, které by mohly byt také vyznamné. Tyto studie a toxikokinetické informace
mohou pomoci identifikovat chemické latky skarcinogennim potencidlem, které
vyzaduji dalsi, podrobné&jsi zkoumani tohoto aspektu pomoci testu karcinogenity
(metoda B.32) nebo Casto v kombinované studii chronické toxicity/karcinogenity
(metoda B.33).

K dispozici jsou rovnéZ testy transformace bunék savct, které uréuji schopnost latky
vyvolat takové morfologické zmény a zmény chovani bunéénych kultur, u kterych se
pfedpoklada souvislost s maligni transformaci - in vivo (metoda B.21). PouZiva se
nékolika riznych bun&énych typt a kritérii pro transformaci.

5. REPRODUKCNI TOXICITA

Reprodukéni toxicita se zjistuje riznymi zplsoby, napf. podle zhorSeni
reprodukénich funkei nebo schopnosti samcti a samic (vliv na plodnost) nebo podle
nedédi¢nych $kodlivych u€inkd na potomstvo (vyvojova toxicita) zahrnujici také
teratogenitu a u¢inky v priib€hu laktace.

Testovaci metoda (metoda B.31) pro studie zaméfené na teratogenitu jako soucast
vyvojové toxicity po¢itd hlavné s ordlnim podavanim. Alternativn€ mohou byt
pouZity jiné zplsoby aplikace v zavislosti na fyzikalnich vlastnostech testovane latky
nebo podle pravdépodobného zpisobu expozice €loveka. V takovych pfipadech je
téeba testovaci metodu vhodn€ upravit.

Pokud je vyZadovan tfigeneraéni reprodukéni test je moZno popisovanou metodu pro
dvougenera¢ni reprodukéni test (metoda B.35) rozsifit tak, aby pokryl tfeti generaci.

6. NEUROTOXICITA

Neurotoxicita se zjistuje rtiznymi zplsoby, napi. podle funkénich zmén nebo
strukturnich a biochemickych zmén v centralnim nebo perifernim nervovém
systému. Pfedb&Zné upozornéni na neurotoxicitu miiZe vzejit z testli akutni toxicity.
Test toxicity pfi opakované aplikaci (metoda B.7) zahmuje také posouzeni
neurotoxického U¢inku. Metoda by méla pomoci odhalit chemické latky s
neurotoxickym potencidlem, které vyZaduji dalsi, hloubkové zkouméni tohoto
aspektu. Navic je dilezité vzit v dvahu specifické neurotoxické ucinky, ktere
nemohou byt odhaleny v jinych studiich toxicity. Bylo napfiklad zji§téno, Ze jisté
organické slouCeniny fosforu zpisobuji pozdni toxicitu, ktera je posuzovana
metodami B.37 a B.38 po jednordzovém nebo opakovaném podani latky.



Castka 79 Sbirka zikont & 208 / 2001 Strana 4567

7. IMUNOTOXICITA

Imunotoxicita se zjiStuje rGznymi zpiisoby, napiiklad podle imunosuprese anebo
podle zvétSeni odpovédi imunitniho systému, které ma za nasledek bud
hypersensitivitu nebo navozenou autoimunitu. Test toxicity pfi opakované aplikaci
(metoda B.7), zahrnuje stanoveni imunotoxickych ucinka. Metoda by méla pomoci
odhalit chemické latky s imunotoxickym potencidlem, vyZadujici dal$i, hloubkové
zkoumani tohoto aspektu.

8. TOXIKOKINETIKA

Toxikokinetické studie pomadhaji pii interpretaci a vyhodnoceni udaji o toxicité,
objastiuji specifické aspekty toxicity testované chemické latky a vysledky mohou
pomoci pii navrhu dalSich studii toxicity. Nepfedpokladd se, Ze bude v kazdém
pfipadé zapotiebi stanovit viechny parametry. Pouze v ojedinélych pfipadech bude
nezbytna celd posloupnost toxikokinetickych studii (studie absorpce, distribuce,
metabolismu a exkrece). U n€kterych slou¢enin mohou byt vhodné zmény v této
sekvenci nebo se miZe ukazat jako dostatend studie s jednorazovym podanim
(metoda B.36).

Informace o chemické struktufe a fyzikalné-chemickych vlastnostech mohou také
poskytnout idaje, umoziujici odhad charakteristik absorpce pii planovaném zptisobu
aplikace, metabolismu a distribuce do tkani. Pfispét mohou také informace
o toxikokinetickych  parametrech z  pfedchézejicich  toxikologickych a
toxikokinetickych studii.

9. CHARAKTERISTIKY TESTOVANE LATKY

Slozeni testované latky, v&etné vyznamnéjsich necistot, a jeji relevantni fyzikalne-
chemické vlastnosti véetné stability je tieba znat pied zahajenim jakékoli
toxikologicke studie.

Fyzikalné-chemické vlastnosti testované latky poskytuji informace dileZit€¢ pro
vybeér zplisobu podavani, pro navrh konkrétni studie a pro manipulaci s latkou a jeji
skladovani.

Vypracovani analytické metody pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni testovane
latky (a také pokud mozno vét§ich nelistot) v davkovacim médiu a biologickém
materialu by mé&l pfedchazet zahajeni studie.

Vsechny informace tykajici se identifikace, fyzikalné-chemickych vlastnosti, Cistoty
a chovani testované latky maji byt zahmuty v zavérecné zpravé o testu.

10. PECE O ZVIRATA

Pro toxikologické testy je piisna kontrola podminek prostfedi, ve kterém jsou zvifata
chovana, a spravna péce o zvitata podstatnou podminkou.

10.1 PODMINKY CHOVU
Zivotni podminky v prostorech pro pokusna zvifata je tfeba piizpasobit jednotlivym
druhtim. Pro potkany, mys$i a morcata je vhodna teplota mistnosti 22 °C+3°C pii

relativni vlhkosti vzduchu 30 - 70 %; pro kraliky mé byt teplota 20 °C +3 °C pii
relativni vlhkosti vzduchu 30 - 70 %.
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Nékteré experimentalni techniky vyzkumu jsou zvlasté citlivé na teplotu. Pro tyto
ptipady jsou podrobnosti o pfislusnych podminkach uvedeny v popisu testované
metody. Pii v8ech zkouskach toxickych u€inkd je tfeba sledovat teplotu a vlhkost
vzduchu, zaznamenavat je a uvést je v zavérecné zprave o pribéhu pokusu.

Osvétleni ma byt umélé se stfidanim svétla a tmy po dvanacti hodinach. Podrobnosti
tykajici se osvétleni je tfeba zaznamenat a uvést ve zpravé o priibéhu pokusu.

Pokud metoda nevyzaduje jiny zplsob, mohou byt zvitata chovana jednotlivé nebo v
malych skupinach jedincii jednoho pohlavi, ne vice nez 5 zvifat v jedné kleci.

Podstatnou soucasti zpravy o pokusech na zvifatech jsou udaje o zplisobu chovu v
klecich a po€tu zvifat chovanych v jedné kleci jak béhem expozice sledované latce,
tak b&hem nasledujici doby pozorovani.

10.2 PODMINKY KRMENI

Krmeni musi vyhovovat vSem pozadavkim vyZivy pro pfisludny pouZzity zivoéisny
druh. Podavaji-li se zvifatim studované latky v potravé, miiZze se vyzivova hodnota
snizit vzijemnym plisobenim studované latky a né€které slozky potravy. MoZnost
takové reakce je nutno vzit v uvahu pii interpretaci vysledkid. PouZivaji se konvenéni
laboratorni diety s neomezenym pfistupem k pitné vod€. Pokud je testovana latka
podavéna v potravé, je tfeba tomu pfizpisobit vybér diety.

Pfimé&si v potrave, kter¢ maji prokazatelné vliv na toxicitu, nesméji byt pfitomny v
koncentracich, ve kterych by se tento vliv projevil.

11. OCHRANA ZVIRAT

Pti vypracovani testovacich metod musi byt vénovana potiebnd pozomost ochrang
zvitat.

SniZeni poltu a omezeni bolesti a stresu zvifat 1ze dosdhnou napf. pouzitim metody
fixni davky (B.1.bis) nebo metody stanoveni tfidy akutni toxicity (B.1.tris) . Metoda
s pevnou davkou nevyuziva smrti jako specifického kritéria a vyZaduje mensi pocet
zvifat. Metoda stanoveni tfidy akutni toxicity vyzZaduje v priméru o 70 % zvifat
méné neZ metoda B.1.

Zvitata se zavaZznymi a pietrvavajicimi pfiznaky stresu je tfeba huménnim zpiisobem
utratit; testované latky se nesméji podavat v takovych davkach a takovym zpisobem,
o kterych je znamo, Ze vyvolavaji zna¢nou bolest a stres nasledkem svych leptavych
nebo drazdivych vlastnosti.

PouZiti limitnich testd, nejen v testech akutni toxicity (metody B.1, B.2 a B.3), ale
také v in vivo testech mutagenity (metody B.11 a B.12), dovoluje vyhnout se
testovani zbyte¢né velkymi davkami.

Pii testovani drazdivosti je moZné test neprovést nebo jej omezit na studii u jednoho
zvifete, je-li to dostate¢né védecky zdlivodnitelné. Takové védecké zdlivodnéni mize
byt zaloZeno na fyzikalné-chemickych vlastnostech latky, na vysledcich jinych jiz
provedenych testii nebo na vysledcich dobie validizovanych testll in vitro. Naprtiklad,
byla-li s latkou provedena studie akutni koZni toxicity s davkou pouZivanou v
limitnim testu (metoda B.3) a nebylo-li pozorovano Zz4dné podrazdéni kiZe, dalsi
testovani koZni drazdivosti (metoda B.4) miize byt zbyteéné; latky, které
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prokazatelné vyvolaly poleptini nebo silné podrazdéni kize pfi studii koZni
drazdivosti (metoda B.4), nesmé&ji byt dale testovany na drazdéni oka.

Je nutno neustale vyvijet a ov€fovat alternativni postupy, které mohou poskytovat
stejnou troveri informaci jako soucasné testy na zvifatech a budou pfitom vyuZivat
mensiho poCtu zvifat, budou pusobit méné utrpeni nebo se Uplné obejdou bez
pouzivani zvifat.

Pokud budou takové metody k dispozici, musi byt jejich pouziti pro charakterizovani
rizika, naslednou klasifikaci a oznafovani latky podle nebezpe€nosti brano v uvahu
vSude tam, kde je to mozZné.

12. HODNOCENI A INTERPRETACE

P#i hodnoceni a interpretaci pokusi na zvifatech a testl in vitro je nutno mit na
zfeteli, Ze ptimé extrapolace na €lovéka je mozna jen v omezené mife; doklady o
nepfiznivych u¢incich u lidi, pokud jsou k dispozici, mohou slouZit k ovéfeni
vysledki testovani.

Vysledky testovani mohou byt pouZity pro klasifikaci a oznafovani novych i
stavajicich latek podle uc€inka na zdravi ¢lovéka na zaklad€ vlastnosti zjisténych a
kvantifikovanych témito metodami.

Tyto vysledky mohou byt také pouzity pro studie, zaméfené na posuzovani rizika
novych i stavajicich latek.“.

2. Metody B.10., B.11. a B.12 zné&ji:

,,B.10. MUTAGENITA - TEST CHROMOZOMOVYCH ABERACI

U SAVCU IN VITRO
1. METODA
Metoda je replikaci OECD TG 473, In Vitro Mammalian Chromosome Aberration
Test (1997).
1.1 UVOD

Ukelem analyzy chromozémovych aberaci in vitro je nalézt latky, jeZ v kulturach
sav&ich bun&k zplsobuji strukturdlni chromozémové aberace (1) (2) (3). Strukturalni
aberace jsou dvojiho druhu: chromozémové a chromatidové. Aberace vyvolané
chemickymi mutageny jsou vétSinou chromatidové, dochéazi viak téz k aberacim
chromozémového typu. Vznik polyploidie miZe naznacovat, Ze dana chemicka latka
je schopna vyvolavat numerické aberace. Tato metoda vSak neni navrzena k analyze
numerickych aberaci a béZné se k tomuto ucelu nepouziva. Chromozémové mutace a
ptibuzné jevy jsou pfic¢inou fady genetickych chorob u €loveka a existuji presvédcive
doklady toho, Ze chromozémové mutace a piibuzné jevy, jez zplsobuji zmény
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v onkogenech a tumorsupresorovych genech somatickych bunék, hraji ulohu pf#i
vzniku rakoviny u ¢loveéka a experimentalnich zvitat.

Tento test se pouZiva k odhaleni moZnych sav&ich mutagenii a karcinogenii. Rada
chemickych latek, které jsou v tomto testu pozitivni, je sice pro sabce karcinogenni,
neni v8ak dostate¢na korelace mezi timto testem a karcinogenitou. Tato korelace
zavisi na druhu latky a existuje stale vice dokladil o tom, Ze existuji chemické latky,
jejichZ karcinogenni vlastnosti se timto testem nezjisti, protoZe zfejmé piisobi jinym
mechanismem neZ pfimym poSkozenim DNA

K analyze chromozémovych aberaci in vitro se mohou pouzit kultury
stabilizovanych bun&énych linii, bunénych kmenti nebo primarni bunééné kultury.
Pouzite¢ buniky jsou vybrany na zékladé schopnosti ristu v kultufe, stability
karyotypu, poctu chromozému, jejich diverzity a etnosti spontannich
chromozomovych aberaci.

Testy in vitro vyzaduji obecné exogenni zdroj metabolické aktivace. Tento systém
metabolicke aktivace nedokaZe dokonale napodobit podminky u savcil in vivo. Je
tieba se vyvarovat podminek, které by mohly vést k pozitivnim vysledkiim, jez
neodrazeji vnitini mutagenitu, nybrZ jsou zpisobeny zménami pH, osmolality nebo
vysokou cytotoxicitou (4) (5).

1.2 DEFINICE

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

Aberace chromozomového typu: strukturalni poSkozeni chromozomu vyjadiena jako
zlom respektive jako zlom a op€tovné spojeni obou chromatid na stejném misté
(zahrnuty jsou aberace typu dicentricky chromozém, prstén¢ity chromozém-ring)

Zlom chromatidy: . jako zlom lze hodnotit poruSeni kontinuity jedné nebo obou
chromatid za pfedpokladu, Ze vznikla mezera ve struktufe chromatidy je v&ts§i nez je
Sitka poSkozené chromatidy. Dale pak v pfipadech, koncovy (distalni) fragment
vmist¢ zlomu je dislokovany (nebo mimo osu chromatidy), piipadné jedna
chromatida hodnoceného chromozému je krat$i v disledku delece.

Endoreduplikace: proces, kde po S-fazi replikace DNA nepiechazi jadro do mitézy,
nybrz za¢ina dalsi S-faze. Vysledkem jsou chromozémy s 4, 8, 16, ... chromatidami.
Gap: achromatickd léze mens$i nez Sifka jedné chromatidy a s minimalnim
vybodenim chromatid.

Mitoticky index: pomér buné€k v metafazi déleny celkovym poctem bunék v dané
populaci bun¢k; udava stupen proliferace této populace.

Numerickd aberace: zména poltu chromozéml oproti normélnimu poétu
charakteristickému pro pouZité buiiky.

Polyploidie: néasobek haploidniho po¢tu chromozémi (n) jiny neZ diploidni pocet
(tedy 3n, 4n atd.).
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Strukturdlni aberace: zména chromozomové struktury zjistitelnd mikroskopickou
analyzou buné¢éného déleni ve stadiu metafaze, pozorovana jako delece a fragmenty

a vymény.

1.3 PRINCIP METODY

Buné&éné kultury se vystavi pisobeni testované latky, a to s metabolickou aktivaci a
bez ni. Ve stanovenych intervalech po expozici bunécné kultury testované latce, se
metafaze zastavi napiiklad Colcemidem® nebo kolchicinem, butiky se sklidi, obarvi
se a v metafazickych buiitkach se mikroskopicky zji3tuji chromozémové aberace.

1.4 POPIS METODY

1.4.1 Pfiprava

1.4.1.1 Bunky

Je mozZno pouzit celou fadu bun&énych linii, kmenl nebo primamich bunéénych
kultur, véetné buné€k lidskych (napiiklad fibroblasty €inského kfecka nebo lymfocyty
periferni krve ¢lovéka ¢i jiného savce).

1.4.1.2 Média a kultivaéni podminky

K udrZovani kultur je tfeba pouZivat vhodnd kultivaéni média a inkubaéni podminky
(kultivaéni nadoby, koncentrace CO,, teplota a vlhkost). U buné€¢nych linii a kment
je tieba béZnym zplsobem kontrolovat stabilitu modalniho poctu chromozémi a
neptitomnost mykoplasmat v buiikach. V pfipadé kontaminace se buiky
nepouzivaji.. Je tieba znat normalni dobu bun&éného cyklu a kultivaéni podminky.

1.4.1.3 Ptiprava kultur

Stabilizované bunééné linie a kmeny: buriky se mnozi ze zasobnich kultur vysetim
do kultiva¢niho média v takové hustoté, aby kultury nedosahly konfluentni vrstvy

pted dobou sklizeni a inkubuji se pfi teploté 37°C.

Lymfocyty: ke kultivaénimu médiu obsahujicimu mitogen (napt. fytohemoglutinin)
se pfida bud’ plnd krev s vhodnym antikoagulantem (napi. heparinem), nebo
separované lymfocyty ziskané od zdravych jedincti a kultivuji se pfi teploté 37°C.

1.4.1.4 Metabolicka aktivace

Na bufiky se testovanou latkou plsobi v pfitomnosti i v nepfitomnosti vhodného
metabolického aktivaéniho systému. Nejobvyklejsi je kofaktory suplementovani
mitochondridlni frakce (S9) pfipravend zjater hlodaved, ovlivnéna <inidly
indukujicimi enzymy jako je Aroclor 1254 (6) (7) (8) (9), nebo smés fenobarbitalu a
B-naftoflavonu (10) (11) (12).

Koneéna koncentrace mitochondridlni frakce v médiu ¢€ini obvykle 1—-10 % v/v.
Aktivita metabolického aktivaéniho systému bude zaviset na tom, jakého typu je

testovand latka. V nékterych pfipadech je vhodné pouZit mitochondrialni frakei
v n€kolika koncentracich.
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Pro ucely endogenni aktivace mohou byt pouZity i geneticky modifikované bunééné
linie exprimujici specifické aktivaéni enzymy. Vybér bunénych linii by m&l byt
védecky ovéfen (napf. vztahem isoenzymu cytochromu P450 k metabolismu
testované latky).

1.4.1.5 Ptiprava testované latky

Je-li testovana latka v pevném stavu, latka se pied plsobenim na buiiky rozpusti
nebo se pfipravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle a pfipadné natedi. Kapalné
testované latky se mohou do systému ptidavat piimo nebo se pfedtim fedi. Je tfeba
pouZivat Cerstvé preparaty, ledaZze udaje o jejich stabilit¢ prokazuji, Ze delsi
skladovani neovliviiuje jejich vlastnosti.

1.5 PODMINKY TESTU

1.6 ROZPOUSTEDLO

U zvoleného rozpoustédla nesmi existovat podezieni, Ze by mohlo s testovanou
latkou chemicky reagovat, a nesmi naruovat pfezivani bun€k a aktivitu S9. Pouziva-
li se mén& znamé rozpoustédlo musi byt podpofeno referencemi prokazujicimi jeho
kompatibilitu. Doporucuje se, aby vSude tam, kde je to mozné, bylo na prvnim misté
zvazovano pouZziti jako rozpoustédla vody. Je-li testovana latka ve vod€ nestald, musi
byt pouZité organické rozpoustédlo zcela bezvodé. Voda se da odstranit
molekularnim sitem.

1.6.1 Koncentrace

Mezi kritéria, jeZ se uvazuji pfi stanovovani nejvyssi koncentrace, patfi cytotoxicita,
rozpustnost v systému a zmény pH resp. osmolality.

Cytotoxicita se stanovi s metabolickou aktivaci i bez ni v hlavnim experimentu,
pfi¢emZ se pouZije vhodné indikace bunécné integrity a ristu , napfiklad stupné
konfluence, pocet Zivych bun€k, nebo mitoticky index. Je vhodné stanovit
cytotoxicitu a rozpustnost v pfedbéZnych experimentech.

Je tfeba pouzit minimalné tii analyzovatelné koncentrace. Dochazi-li k cytotoxicité,
musi tyto koncentrace pokryvat rozsah od maximalni do nizké nebo nulové toxicity.
To obvykle znamena, Ze se jednotlivé koncentrace nebudou lisit vice neZ nasobkem,
ktery lezi mezi hodnotami 2 a V10. V dob& sklizeni bungk musi byt pfi nejvyssi
koncentraci pozorovan signifikantni pokles konfluentniho riistu, po€tu bunék, nebo
mitotického indexu (vZdy o vice nez 50%). Mitoticky index je pouze nepfimou mirou
cytotoxickych /cytostatickych u¢inkl a je zavisly na dobé uplynulé po expozici
testovanou latkou. Je viak akceptovatelny pro suspenzni kultury, kde by jina detekce
toxicity byla obtiZzna a neprakticka. Jako dopliyjici informace je moZno pouzit také
udaje o kinetice buné¢ného déleni, jako je prumémy generacni €as; ten ovSem
pfedstavuje celkovy priamér, ktery ne vzdy odhali existenci v déleni zpozdénych
subpopulaci bun¢k. A tak i malé prodlouzeni primémecho generaéniho €asu muize
znamenat zna¢ny odklon od vhodné doby sklizeni z hlediska optimalniho vytézku
aberaci.

U relativné necytotoxickych latek ¢ini maximalni koncentrace testované latky
nejnizs$i z hodnot 5 ul/ml, 5 mg/ml nebo 0,01 M.
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U relativné nerozpustnych latek, jeZ jsou netoxické v koncentracich niZzSich neZ je
koncentrace pfi které se jiZ latka nerozpousti, ma byt nejvys$si pouzita koncentrace
vy$8i neZ je mez rozpustnosti ve findlnim kultivaénim médiu na konci kultivace
s testovanou latkou. V né€kterych pfipadech — naptiklad dochazi-li k toxickému
doporucuje testovat pfi n€kolika koncentracich s viditelnym srazenim. MiZe byt
uZitecné vyhodnotit rozpustnost na pocatku a na konci plsobeni, protoZze se béhem
expozice miize rozpustnost zménit v testovacim systému vlivem pfitomnosti bunék,
séra, S9 apod. Nerozpustnost se da zjistit 1 prostym okem.. SraZenina nesmi byt na
prekazku pii hodnoceni bunék.

1.6.2 Negativni a pozitivni kontroly

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

Pro pozitivni kontrolu se pouZiva znamy klastogen, a to pfi expozi¢nich trovnich,
kde se ocekava, Ze poskytne reprodukovatelny a detekovatelny nartist aberaci nad
pozadi, prokazujici citlivost testovaciho systému.

Koncentrace pro pozitivni kontrolu je tieba zvolit tak, aby U€inek byl ziejmy, ale
neodhaloval hodnotiteli pfimo identitu zakédovanych preparati. Mezi latky pro
pozitivni kontrolu patfi napiiklad:

Metabolicka aktivace | Latka CAS EINECS

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

Ano benz[a]pyren 50-32-§ 200-028-5
cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
monohydrat cyklofosfamidu | 6055-19-2

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

Pro kazdy ¢asovy interval sklizeni kultur je tfeba pouZit i negativni kontrolu, ve které
se pouziva rozpoustédlo nebo vehikulum v kultivaénim mediu, zpracované stejnym
zpuisobem jako experimentalni kultury. Mimoto je rovnéz tfeba zatadit kontrolu bez
jakéhokoliv ovlivnéni.
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1.6.3 Postup

1.6.3.1 Expozice testovanou latkou

Na proliferujici buiiky se pisobi testovanou latkou za pfitomnosti i nepfitomnosti
metabolického aktivaéniho systému. Na lymfocyty je tfeba zadit plisobit asi 48 hodin
po stimulact mitogenem.

Obvykle se pro kaZdou koncentraci pouzivaji dve kultury; a totéZ se doporu€uje pro
negativni kontroly srozpouStédlem, nebo vehikulem. Pokud lze na zakladé
historickych dajti prokazat, Ze rozdily mezi duplicitnimi kulturami jsou minimalni
(13) (14), je piijatelné, aby se pro kazdou koncentraci pouZila jenom jedna kultura.

V piipadé plynnych nebo t€kavych latek je tfeba uplatnit v testu vhodné postupy,
jako je pouziti neprody$né€ uzavienych kultivaénich nadob (15).

1.6.3.2 Doba sklizeni kultury

V prvnim experimentu se buriky vystavi testované latce s metabolickou aktivaci 1 bez
ni po dobu 3 -6 hodin a vzorky se odebiraji v ¢ase odpovidajicim zhruba 1,5-
nasobku normalni délky bunééného cyklu od zacatku expozice (12). Pokud jsou pfi
pouZiti aktivaéniho systému i bez n¢ho vysledky negativni, provadi se dalsi
experiment bez aktivace, skontinualni expozici az do doby ukoncéeni kultivace
odpovidaji zhruba 1,5-ndsobku normalnitho bunéného cyklu. Neékteré latky se
hodnoti snaze pti dob& expozice delsi neZ je 1,5-ndsobek délky bunééného cyklu.
Negativni vysledky s metabolickou aktivaci se posuzuji pfipad od ptipadu.
V ptipadech, kdy se potvrzeni negativnich vysledkii nepoklada za nutné, je tteba toto
rozhodnuti zdtvodnit.

1.6.3.3 Ptiprava chromozdmi

Na bun&éné kultury se pisobi Colcemidem® nebo kolchicinem obvykle po dobu
1 —2 hodin ptfed ukoncenim kultivace. Kazda bun&na kultura se pro pfipravu
chromozomi zpracovava zvlast. Piiprava chromozoémt sestdva z ovlivnéni bunék
hypotonickym roztokem, fixace a obarveni.

1.6.3.4 Analyza

Viechny preparaty, véetné pozitivnich a negativnich kontrol, se pfed mikroskopickou
analyzou nezavisle zakdduji. JelikoZ fixa€ni postupy Casto vedou k rozbiti urciteho
podilu metafizickych bun€k a ztrat® chromozomi, musi byt u vSech typt bun€k
pocet centromer v hodnocenych butikach roven modalnimu &islu + 2. Pro kazdou
koncentraci a kontrolu je tfeba hodnotit minimaln€ 200 dobfe rozprostfenych
metafizi, stejnoméme z obou kultur, pokud byly pouzity.V pifipad€, Ze je pocet
aberaci vysoky, miZe se pocet analyzovanych metafazi snizit.

I kdyz udelem testu je zjistit strukturalni chromozémové aberace, je také dileZité
zaznamenat ptipadnou polyploidii a endoreduplikaci.
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2. UDAJE

2.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

JelikoZ experimentalni jednotkou je buiika, je tfeba vyhodnotit procento bunék se
strukturdlnimi chromozomovymi aberacemi. Je tfeba registrovat jednotlivé typy
strukturalnich aberaci véetng jejich poctu a €etnosti u experimentalnich i kontrolnich
kultur. Gapy se zaznamendvaji zvlast, ale obvykle se do celkové Cetnosti aberaci
nezahrmuji.

Soudasné je tfeba vtestu zaznamenavat také zjiSténou cytotoxicitu
v experimentalnich 1 kontrolnich kulturach.

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

Verifikace zjevné pozitivnich vysledkli se nepoZaduje. Nejednoznacné vysledky se
objasiiuji dal§im testovanim, nebo modifikaci experimentalnich podminek. O
nutnosti potvrdit negativni vysledky bylo pojednano v odst. 1.4.3.3 V naslednych
experimentech je tfeba zvazit modifikaci pouZitych parametrii tak, aby se rozsifil
rozsah posuzovanych podminek. K parametriim, které lze modifikovat, patfi
koncentraéni intervaly a podminky metabolické aktivace.

2.2 VYHODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

Ke zjisfovani pozitivntho vysledku se pouZiva nékolik kritérii, napfiklad na
koncentraci testované latky zavisla frekvence bunék s chromozémovymi aberacemi.
Nejprve je tfeba uvazit biologickou vyznamnost vysledkd. Pti vyhodnocovani
vysledki testu se mohou pouzit statistické metody (3) (13). Statisticka vyznamnost
by viak neméla byt jedinym urcujicim faktorem pozitivniho vysledku.

Nartst poétu polyploidnich bun¢k miZe indikovat, Ze testovana latka ma schopnost
inhibovat mitotické procesy a vyvolavat numerické chromozémové aberace. Narist
po¢tu bunék s endoreduplikovanymi chromozémy miiZe naznaCovat, Ze testovana
latka ma schopnost inhibovat faze buné¢ného cyklu (17) (18).

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

Ackoliv v&tSina experimentd vykazuje jasn€ pozitivni, nebo negativni vysledky, ve
vyjimeénych piipadech ziskana data nedovoluji jednoznané posouzeni uUcinku
testované latky. Vysledky mohou byt nejisté, nebo diskutabilni bez ohledu na pocet
opakovanych experimentd. Pozitivni vysledky testu na chromozémové aberace in
vitro ukazuji, Ze testovana latka vyvolava v kultufe sav€ich somatickych bunék
strukturalni chromozomové aberace. Negativni vysledky ukazuji, Ze za danych
experimentalnich podminek testovana latka v kultufe sav€ich somatickych bunék
chromozémové aberace nevyvolava.

3. ZAVERECNA ZPRAVA
ZPRAVA O PRUBEHU POKUSU
Ve zpravé o prib&hu pokusu je tfeba uvést tyto informace:

Rozpoustédlo / vehikulum:



Strana 4576 Sbirka zikont & 208 / 2001 Castka 79

— zddvodnéni volby rozpoustédla/vehikula
— rozpustnost a stabilita testované latky v rozpoustédle/vehikulu, pokud je zndma.

Buriky:

— typ a zdroj bunék,

— karyotyp a vhodnost daného typu bunék,

— absence mykoplasmat, je-li to nutné

— informace o délce buné¢ného cyklu,

— pohlavi darce krve, zda byla pouZita plnd krev nebo separované lymfocyty,
pouZity mitogen,

— pocet pasazi bungk, je-li to nutné—metody udrZovani bunécné kultury, je-li to
nutné

— modalni po€et chromozom.

Podminky pokusu:

— nazev latky blokujici metafazi, jeji koncentrace a doba plisobeni na buiiky

— zdlivodnéni volby pouzitych koncentraci a poCtu kultur, v€etné napf. udaji o
cytotoxicité a mezich rozpustnosti, jsou-li k dispozici,

— sloZeni média, koncentrace CO», je-1i to nutné

— koncentrace testované latky,

— objem vehikula a testované latky,

— kultivaéni teplota,

— doba kultivace ,

— doba piisobeni,

— hustota bunék na zacatku kultivace , je-li to nutné

— typ a sloZeni metabolického aktiva¢niho systému, véetné kritérii
akceptovatelnosti,

— pozitivni a negativni kontroly,

— metody ptipravy podloZnich skli¢ek,

— kritéria pro hodnoceni aberaci,

— pocet analyzovanych metafazi,

— metoda stanoveni toxicity,

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

Vysledky:

—~ znamky toxicity, tj. stupefi konfluence, idaje o bunééném cyklu, o poctu bunék,
mitoticky index,

— znamky sraZeni,

— udaje o pH a osmolalit¢ kultivatniho média , jsou-li stanoveny,

— definice aberaci, v¢etné gapi

— pocet bungék s chromozémovymi aberacemi a typ chromozomovych aberaci pro
kazdou experimentalni i kontrolni kulturu zvIast,

— pfipadné zmény ploidie,

— vztah davka-odpovéd,, je-li to mozZné,

— statistické analyzy, pokud byly provedeny,

— soubé&Zné udaje z negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich kontrol,

— historické udaje z negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich kontrol,
véetné rozpéti, priméri a smérodatnych odchylek.
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Diskuse vysledku.

Zavery.

B.11. MUTAGENITA - TEST CHROM()OZOMOVYCH ABERACI
V KOSTNI DRENI SAVCU IN VIVO

1. METODA
Metoda je replikaci OECD TG 475, Mammalian Bone Marrow Chromosome
Aberration Test (1997).

1.1 UVOD

Utelem analyzy chromozémovych aberaci u savcll in vivo je zjistit strukturalni
chromozémové aberace vyvolané testovanou latkou v butikach kostni diené zvitat,
obvykle hlodavct (1) (2) (3) (4). Strukturalni aberace mohou byt dvojiho druhu:
chromozomové a chromatidové. Narust polyploidie muZe naznaovat, Ze dana
chemickd latka je schopna vyvolavat numerické aberace. Aberace vyvolané
chemickymi mutageny jsou vé€tSinou chromatidové, ovSem k aberacim
chromozémového typu dochazi rovnéZz. Chromozémové mutace a piibuzné jevy jsou
pfi¢inou fady genetickych chorob u ¢lovéka a existuji pfesvéd¢ivé doklady toho, Ze
chromozomové mutace a piibuzné jevy, jez zpusobuji zmény v onkogenech a
tumorsupresorovych genech, hraji ulohu pfi rakoviné u €lovéka a v experimentalnich
systémech.

K tomuto testu se b&Zné& vyuzivaji hlodavci. Cilovou tkani v ném je kostni dfen,
protoZe se jedna o tkan vysoce vaskularizovanou, obsahujici populaci rychle se
dé&licich bunék, jeZ se daji snadno izolovat a zpracovat. Jiné Zivo¢isn¢ druhy a cilové
tkané se v tomto testu nepouZzivaji.

Tento test na chromozomové aberace je zvlasté dulezity pfi hodnoceni mutagenniho
rizika, protoZe umoziuje brat v ivahu faktory metabolismu in vivo, farmakokinetiky
a procest reparace DNA, i kdyZ zde mohou byt mezi Zivo€iSnymi druhy a mezi
tkanémi rozdily. Test in vivo je také vhodny pro dalsi analyzu mutagenniho efektu,
ktery byl predtim zjidtén testem in vitro.

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

1.2 DEFINICE

Aberace chromatidového typu: strukturalni poSkozeni chromozomu, které se
projevuje jako zlom jedné, pfipadn€ obou chromatid, nebo zlom a op&tovné spojeni
mezi chromatidami.

Aberace chromozomového typu: strukturdlni poskozeni chromozdému vyjadfena jako
zlom respektive jako zlom a opé&tovné spojeni obou chromatid na stejném misté
(zahrnuty jsou aberace typu dicentricky chromozom, prsténcity chromozém-ring)
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Zlom chromatidy: jako zlom lze hodnotit poruSeni kontinuity jedné nebo obou
chromatid za pfedpokladu, Ze vznikla mezera ve struktufe chromatidy je vétsi nez je
Sitka poSkozené chromatidy. Dale pak v pfipadech, koncovy (distalni) fragment
vmist¢ zlomu je dislokovany (nebo mimo osu chromatidy), piipadné jedna
chromatida hodnoceného chromozému je kratsi v disledku delece.

Endoreduplikace: proces, kde po S-fazi replikace DNA neptechazi jadro do mitozy,
nybrz za¢ind dalsi S-faze. Vysledkem jsou chromozomy s 4, 8, 16, ... chromatidami.

Gap: achromatickda léze men$i neZ Sitka jedné chromatidy a s minimalnim
vyboéenim chromatid.

Mitoticky index: pomé&r bun¢k v metafazi déleny celkovym poétem bunék v dané
bunééné populaci; udava stupeii proliferace této populace.

Numerickda aberace: zména poctu chromozémi oproti normélnimu poctu
charakteristickému pro pouzité buiiky.

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

Strukturdlni aberace: zména chromozémové struktury zjistitelnd mikroskopickou
analyzou bunééného déleni ve stadiu metafize, pozorovana jako delece a fragmenty

a vymeény.

1.3 PRINCIP METODY

Zvitata se vhodnym zplsobem vystavi testované latce a ve vhodnou dobu po
plsobeni se usmrti. Pfed usmrcenim se na né pusobi latkou zastavujici metafazi
(naptiklad kolchicinem nebo Colcemidem®). Z bunék kostni dien€ se pak pfipravi
preparaty a v metafézickych burikdch se mikroskopicky zjistuji chromozémové

aberace.
1.4 POPIS METODY
1.4.1 Ptiprava

1.4.1.1 Vybér zivoisného druhu
Bézné se pouzivaji potkani , mysi a &insti kiecci, lze ovSem pouZzit i jakykoliv jiny
vhodny sav¢i druh. PouZivaji se b&Zné laboratorni kmeny mladych zdravych jedincd.
Hmotnostni rozdily by pii zahajeni studie mély byt minimalni a u kazdého pohlavi
nemaji pfesahovat £ 20 % primémé hmotnosti.

1.4.1.2 Podminky chovu

Vieobecné podminky chovu jsou uvedeny ve VSeobecném tivodu v €asti B, vlhkost
by méla byt 50 — 60 %.

1.4.1.3 Ptiprava zvitat

Zdravi mladi dospéli jedinci se nahodné rozd€li do kontrolni a experimentdlni
skupiny. Klece je tfeba uspotadat tak, aby se minimalizovaly ptipadné vlivy toho, jak
a kde jsou klece umistény. Zvifata je tieba jednoznacné oznadit. Po dobu minimalné
péti dni se zvifata aklimatizuji v laboratornich podminkéach.
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1.4.1.4 Ptiprava davek

Je-li testovana latka v pevném stavu, pfed podanim zvifatim se rozpusti nebo se
ptipravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle nebo vehikulu a piipadné se ziedi.
Kapalné testované latky se mohou podavat pfimo nebo se pied podavanim fedi. Je
tieba pouzivat Cerstvé preparaty, ledaze idaje o stalosti prokazuji, Ze skladovani ji
neovlivni.

1.4.2 Podminky testu

1.4.2.1 Rozpoustédlo / vehikulum

Rozpoustédlo / vehikulum v pouZivanych davkach nesmi vyvolavat toxické uéinky a
nesmi s testovanou latkou chemicky reagovat. Pouziva-li se ne pfili§ znamé
rozpoustédlo, musi byt jeho pouziti podpofeno udaji o kompatibilité s testovanou
latkou. Doporucuje se, aby kde je to mozné, bylo na prvnim misté pouZito vodné
rozpoustédlo / vehikulum.

1.4.2.2 Kontroly

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

Pozitivni kontroly by mély vyvolavat strukturalni aberace in vivo pfi davkach, kdy
lze ogekavat jejich detekovatelné zvySeni nad spontanni uroven. Davky pfi pozitivni
kontrole se voli tak, aby byly Géinky patmé, ale pfitom nenapovidaly hodnotiteli
totoZnost zakodovaného preparatu. Pozitivni kontrolu je moZné podavat odlisnym
zplisobem neZ testovanou latku a vzorek odebirat v jednom Casovém intervalu. Kde
je to mozZné, je tteba pouZivat pozitivni kontrolu ze stejné chemické skupiny, jako je
testovana latka. Piiklady latek vhodnych pro pozitivni kontrolu:

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

triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativni kontroly ovlivnéné rozpoustédlem nebo vehikulem a zpracované stejnym
zpisobem jako experimentdlni skupiny mély by byt zafazeny do vSech fasovych
intervall zpracovani, pokud nejsou k dispozici pfijatelné historické udaje o frekvenci
chromozémovych aberaci a o interindividudlni variabilit€ mezi zvifaty. Aplikuje-li se
u negativnich kontrol pouze jeden odbér vzorki, je nejvhodnéjsi dobou prvni interval
odb&ru vzorki. Mimoto je tfeba pouzit 1 neovlivnénych kontrol, ledaZe existuji
historické nebo publikované udaje prokazujici, Ze zvolené rozpoustédlo, nebo
vehikulum nevyvolava zadné nepfiznivé nebo mutagenni ucinky.
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1.5 POSTUP

1.5.1 Pocet a pohlavi zvifat

V kazdé experimentalni a kontrolni skupin€ musi byt minimalné pét
analyzovatelnych jedinci kaZdého pohlavi. Pokud v dobg, kdy se studie provadi,
existuji udaje o stejném Zivoli¥ném druhu a pouziti stejnych zplsobli expozice
prokazujici, ze mezi ob&éma pohlavimi nejsou v toxicité podstatné rozdily, je
testovani pouze na jednom pohlavi postacujici. Tam, kde humanni expozice
chemickym latkam miZe byt zavisla na pohlavi, jak je tomu napiiklad u nékterych
farmaceutickych pfipravki, provadi se test na zvifatech odpovidajiciho pohlavi.

1.5.2 Davkovaci schéma

Testovanou latku je nejvhodnéjsi podavat jednorazove. Pokud se jedna o objemnou
davku, mizZe se k usnadnéni aplikace davka rozdélit, naptiklad na dvé davky za den
podané vrozmezi nanejvySe n€kolika hodin. Jiné reZimy davkovani museji byt
védecky odivodnéné.

Vzorky se odebiraji ve dvou riznych ¢asovych intervalech po podani téhoz dne. U
hlodavcili je prvni interval odbéru vzorkli 1,5-nasobek normalni délky bunééného
cyklu (ktera ¢ini obvykle 12 — 18 hodin) po podani latky. JelikoZ doba potiebna pro
absorpci a metabolismus testované latky a jeji vliv na kinetiku bun&éného cyklu
mohou ovlivnit optimélni dobu pro detekci chromozdémovych aberaci, doporucuje se
dalsi odbér vzorkli po 24 hodindch od prvniho odb&ru. Pokud se v daném
davkovacim rezimu latka podava vicekrat nez jednou za den, je tieba provést jeden
odbér vzorki 1,5-nasobkem délky normalniho buné&ného cyklu po poslednim podani
latky.

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

1.5.3 Davkovani

Provadi-li se studie ke zjiSténi rozpéti toxicity, protoZe nejsou k dispozici Zadné
vhodné udaje, je tieba ji provadét v téZe laboratofi za pouziti stejného Zivocisného
druhu, kmene, pohlavi a pokusného reZimu, jaké se pouZiji v hlavni studii (5). Pfi
zjisténi toxicity, se uZivaji pro prvni ¢asovy interval odbéru vzork tfi davky tak, aby
pokryvaly rozmezi od maximalni toxicity k toxicité nizké nebo nulové. Pro pozdéjsi
¢asovy interval odbéru vzorkl je pak tfeba pouzit jenom nejvyssi davku. Ta je
definovana jako davka vyvolavajici takové znamky toxicity, Ze pfi vy$§ich davkach
ve stejném reZimu podavani by ucinky byly letalni. Latky, jeZ v nizkych netoxickych
davkach vykazuji specifickou biologickou aktivitu, jako jsou hormony nebo
mitogeny, mohou piedstavovat z t&chto kritérii pro stanoveni davek vyjimky, jeZ se
vyhodnocuji individudlngé piipad od pfipadu. NejvysSi davka mize byt také
definovéna jako déavka, kterd vede k uréitym znamkam toxicity v kostni dfeni (napf.
pokles mitotického indexu o vice nez 50 %).
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1.5.4 Limitni test

Jestlize test pi1 davee minimalng 2 000 mg/kg hmotnosti v jedné davce nebo ve dvou
davkach podanych v jeden den nevyvolava Zadné pozorovatelné toxické ulinky a
jestlize se na zaklad€ udajii o latkach s podobnou chemickou strukturou neodekava
genotoxicita, nemusi byt provedena cela studie za pouZiti tfi davkovych urovni. Pro
dlouhodobé studie €ini limitni davka 2 000 mg/kg hmotnosti za den pii dobé trvani
do 14 dnii, a 1000 mg/kg hmotnosti pfi dobé trvani delsi nez 14 dnl. Podle
ofekavané humanni expozice muze byt zapotiebi pouZit v limitnim testu vySsi
davkové trovné.

1.5.5 Aplikace latky

Testovana latka se obvykle aplikuje bud’ Zalude¢ni sondou, nebo intraperitonealni
injekci. V odiivodnénych pfipadech jsou pfijatelné i jiné zplsoby expozice.
Maximalni objem kapaliny, ktera se da sondou nebo injekci najednou vpravit, zavisi
na velikosti pokusného zvifete a nema ptekro¢it 2 ml/100g hmotnosti; vyssi davky
musi byt zdivodnéné. S vyjimkou draZdivych nebo Ziravych latek, jeZ normalné
vykazuji pfi vyssich koncentracich hor$i u¢inky, je tfeba upravit koncentrace latky
tak, aby objem byl ve vSech divkovych urovnich stejny a minimalizovala se tak
objemova variabilita.

1.5.6 Pfiprava chromozomii

Okamzit€ po usmrceni zvifete se odebere kostni dfer, plsobi se ni hypotonickym
roztokem a dfei se fixuje. Suspenze bunék se nakape na podlozni sklo a obarvi se.

1.5.7 Analyza

JakoZto mira cytotoxicity se u vech zvifat véetné pozitivnich i negativnich kontrol
stanovi mitoticky index pro minimélné 1000 bunék z kazdého jedince.

Z kazdého jedince se analyzuje minimaln€ 100 bun€k. Tento pocet je moZné sniZit
pfi vysokém poctu aberaci. VSechny preparaty (vEetné pozitivnich a negativnich
kontrol) se pfed mikroskopickou analyzou nezévisle zakdduji. JelikoZ pfi jejich
ptipravé dochazi Casto k poruSeni urcitého podilu metafazi spojeného se ztratou
chromozému, musi byt pocet centromer v hodnocenych buiikach 2n + 2.

2. UDAJE

2.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Udaje od jednotlivych zvitat se prezentuji v tabelarni formé. Experimentalni
jednotkou je jedinec. U kaZzdého zvirete se zaznamenava pocet hodnocenych bunék,
pocet aberaci na jednu buriku a procento bunék se strukturalnimi chromozémovymi
aberacemi. U experimentalnich i1 kontrolnich skupin se zaznamenaji jednotlivé typy
strukturalnich chromozémovych aberaci, jejich podet a detnost. Gapy se
zaznamenavaji zvlast a registruji se, ale obvykle se do celkové frekvence aberaci
nezahrnuji. Nejsou-li Zadné doklady o tom, Ze obé€ pohlavi reaguji rozdilng, je mozné
udaje za obé€ pohlavi pro statistickou analyzu sloucit.
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2.2 VYHODNOCENI{ A INTERPRETACE VYSLEDKU

Ke zjistovani pozitivniho vysledku se pouZiva né€kolik kritérii, napiiklad na
koncentraci testované latky zavisla frekvence bunék s chromozémovymi aberacemi,
nebo zietelny narist po€tu bun€k s aberacemi ve skupiné s jednordzovou davkou pii
jednom c&asovém intervalu odbéru vzorkd. Nejprve je tfeba uvazit biologickou
vyznamnost vysledki. Pfi vyhodnocovani vysledkti testu se mohou pouzit statistické
metody (6). Statistickd vyznamnost by vSak neme¢la byt jedinym uréujicim faktorem
pozitivniho vysledku. Nejednoznacné vysledky je tfeba vyjasnit dal§im testovanim,
nejlépe za modifikovanych experimentalnich podminek.

Nartist po¢tu polyploidnich buné¢k mize indikovat, Ze testovana latka ma schopnost
inhibovat mitotické procesy a vyvolavat numerické chromozdémové aberace. Nartist
poctu bunék s endoreduplikovanymi chromozémy muZe naznaCovat, Ze testovana

Vw7

latka ma schopnost inhibovat faze bunééného cyklu (7) (8).

Testovana latka, pfi jejimz pouZiti vysledky nespliiuji vySe uvedena kritéria, se
v tomto systému povaZuje za nemutagenni.

Vétsina experimenti sice poskytuje jednozna¢né pozitivni nebo negativni vysledky,
v ojedin€lych pfipadech vSak nelze ze ziskaného souboru dat vyvodit o aktivité

testované latky definitivni zavér. Vysledky mohou byt stile nejednoznacné nebo
problematické, i kdyZ se experiment nékolikrat opakuje.

Pozitivni vysledky testu na chromozémové aberace in vivo ukazuji, Ze testovana
latka vyvoldva v kostni dfeni piislusného Zivo€iSného druhu strukturalni
chromozémové aberace. Negativni vysledky ukazuji, Ze za danych experimentalnich
podminek testovand latka vkostni dfeni pfislusného Zivo€isného druhu
chromozémové aberace nevyvolava.

Je tfeba vzit v tvahu, jaka je pravdépodobnost, Ze testovana latka bude Siroce
pouZivana, nebo jakou specifickou cilovou tkafl zasdhne (napf. systémova toxicita).

3. ZAVERECNA ZPRAVA
ZPRAVA O PRUBEHU POKUSU
Ve zpravé o priibéhu pokusu je tieba uvést tyto informace:

Rozpoustédlo/vehikulum :
— zdlvodnéni volby vehikula,
— rozpustnost a stabilita testované latky v rozpoustédle/vehikulu, pokud je znama.

Pokusna zvirata:

— pouzity Zivo€iSny druh/kmen,

— pocet, v&k a pohlavi jedincu,

— pivod, chovné podminky, strava apod.,

— hmotnost jednotlivych zvifat na pocatku testu, vfetné hmotnostniho rozpéti,
prumérd a smérodatnych odchylek pro jednotlivé skupiny.

Podminky pokusu:

— pozitivni a negativni (vehikulum/rozpoustédlo) kontroly,

— udaje ze studie pro ureni rozpéti, byla-li provedena,

— zdivodnéni volby velikosti davky,

— podrobnosti o pfiprave testované latky,
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— podrobnosti o podavani testované latky,

— zddvodnéni zplsobu podavani,

— pripadné metody k ovéieni, Ze se latka dostala do celkového obéhu nebo do cilové
tkané,

— ptipadné pfevod koncentrace latky v potravé/pitné vodé (ppm) na skuteénou
davku (mg/kg hmotnosti/den ),

— podrobnosti o kvalité potravy a vody,

— podrobny popis podavani testované latky a odbéru vzorkd,

— metody hodnoceni toxicity,

— latka zastavujici metafazi, jeji koncentrace a doba aplikace,

— metody piipravy mikroskopickych preparati

— kritéria pro hodnoceni aberaci,

— podet analyzovanych bunék na jedno zvife,

— kritéria, jimiZ se studie hodnoti jako pozitivni, negativni nebo nejednoznacéna.

Vysledky:

— znamky toxicity,

— mitoticky index,

— typ a pocet aberaci pro kazdého jedince zv]ast,

— celkovy pocet aberaci v dané skuping, jejich primé&r a smérodatna odchylka,

— ptipadné zmény ploidie,

— vztah davka-ucinek, je-1i to mozné,

— statistické analyzy, byly-li provedeny,

— 1udaje ze soub&Znych negativnich kontrol,

— historické uidaje z negativnich kontrol vcetné rozpéti, priméri a smérodatnych
odchylek.

— udaje ze soub&Znych pozitivnich kontrol,

Diskuse vysledki.
Zavery.

B.12. MUTAGENITA - IN VIVO MIKRONUKLEUS TEST V
SAVCICH ERYTROCYTECH

1. METODA
Metoda je replikaci OECD TG 474, Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test
(1997).

1.1 UVOD

Mikronukleus test in vivo u savcl slouZi ke zjisténi poskozeni, jez testovana latka
zplisobuje v chromozémech nebo v mitotickém aparatu erytroblastl; test spociva
v tom, Ze se analyzuji erytrocyty z kostni dfené resp. z periferni krve zvifat, obvykle
hlodavci.

Ugelem mikronukleus testu je zjistit latky, jeZ zptisobuji cytogenetické poskozeni,
jehoz vysledkem je vznik mikrojader pfedstavujicich chromozomové fragmenty nebo
celych chromozémi.



Strana 4584 Sbirka zikont & 208 / 2001 Castka 79

Kdyz z erytroblastu kostni dfen€é vznikne polychromaticky erytrocyt, jadro je
z buniky vylouéeno; piipadné zbude v cytoplasmé vzniklé mikrojadro. Vizualizace
mikrojadra je usnadnéna tim, Ze témto builkkdm jadro chybi. Nartist cetnosti
polychromnich erytrocyti s mikrojadry je u experimentalnich zvifat dikazem
poskozeni chromozomu.

V tomto testu se kostni dferi hlodavel pouZiva bézné proto, Ze se polychromni
erytrocyty v této tkdni tvofi. Analyza nezralych (polychromnich) erytrocytd
s mikrojadry v periferni krvi je pouZitelna u kazdého Zivocidného druhu, u kterého
byla prokazano, Ze jeho slezina nedokaZe erytrocyty s mikrojadry odstrafiovat nebo
Ze je tento Zivoc€isny druh dostateéné citlivy pro detekci latek zplsobujicich
strukturdlni nebo numerické chromozomové aberace. Mikrojadra se daji rozliSovat
podle fady kritérii, jako je pfitomnost ¢i nepfitomnost kinetochoru (centromery),
nebo centromerické DNA v mikrojadru. Koneénym cilem je stanoveni &etnosti
nezralych  (polychromnich) erytrocyti smikrojadry. Také pocet zralych
(normochromnich) erytrocytli v periferni krvi obsahujicich mikrojadra v ramci
daného poétu zralych erytrocytt lze jako zakladni hodnotu pouZit v piipadé, ze se
zvitata testuji po dobu minimalné tyt tydni.

Tento in vivo mikronukleus test u savcl je zvlast€ vhodny k hodnoceni rizika
mutagenity protoZe umozZiiuje zohlednit faktory metabolismu in  vivo,
farmakokinetiky a procesii reparace DNA, i kdyZ zde mohou byt mezi ZivoCiSnymi
druhy, mezi tkanémi a mezi koneénym efektem rozdily. Test in vivo je také uziteény
pro dalsi vyzkum mutagenniho efektu, ktery byl pfedtim zjiStén v systému in vitro.

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

1.2 DEFINICE

Centromera (kinetochor): oblasti chromozomi, se kterymi se béhem déleni poji
vldkna déliciho vieténka umoZiiujici organizovany pohyb dcefinych chromozémi
k pélim dcefinych bunék.

Mikrojddro (mikronukleus): mald jadra oddélend od jadra buriky (nucleus)
vytvafena b&hem telofaze mitézy, nebo meidzy reprezentovana opozdujicimi se
fragmenty chromozomi nebo celymi chromozémy.

Normochromni erytrocyt: zraly erytrocyt, jemuZ chybé&ji ribozémy a jenZ se da od
nezralych, polychromnich erytrocyti odliSit pomoci barviva selektivniho pro
ribozémy.

Polychromni erytrocyt: nezraly erytrocyt, vyvojové stadium, kdy jsou dosud
piitomny ribozémy, takze jej 1ze odlisit od zralych, normochromnich erytrocytt
pomoci barviva selektivniho pro ribozémy.

1.3 PRINCIP METODY

Zvifata jsou vhodnym zpisobem exponovéna testované latce. Pokud se pouZiva
kostni dfeni, zvifata se ve vhodnou dobu po plisobeni latky usmrti, kostni dfen se
isoluje a ptipravi se preparaty, jez se obarvi (1-7). Pokud se pouZiva periferni krev,
odebere se ve vhodné dobé& po plisobeni latky a pfipravi se natéry, jeZ se obarvi (4)
(8) (9) (10). V experimentech, ve kterych se pouziva periferni krev musi byt doba od
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posledni expozice do zpracovani bun€k co nejkrat$i. V preparatech se zjistuje

pfitomnost mikrojader.
1.4 POPIS METODY
1.4.1 Piiprava

1.4.1.1 Vybér Zivo€i§ného druhu

Pokud se pouziva kostni dfen, doporucuji se jako pokusna zvitata mySi nebo potkani;
muiZe v3ak byt pouZit jiny vhodny sav€i druh. PouZiva-li se periferni krev, doporuduji
se my$i. Lze oviem pouzit jakykoliv vhodny savéi druh za pfedpokladu, Ze se u ng&j
slezinou neodstrafiuji erytrocyty smikrojadry nebo Ze u n& byla prokazana
dostatetna citlivost vici latkdm, jeZ zpdsobuji strukturdlni nebo numerické
chromozémové aberace. PouZivaji se b&€Zné laboratorni kmeny mladych zdravych
jedincid. Hmotnostni rozdily by pfi zahajeni studie mély byt minimalni a u kaZdého
pohlavi nemaji pfesahovat £+ 20 % priimérné hmotnosti.

1.4.1.2 Podminky chovu

Vseobecné podminky chovu jsou uvedeny ve Vieobecném uvodu v ¢asti B.
Vlhkost by méla byt 50 — 60 %.

1.4.1.3 Ptiprava zvitat

Zdravi mladi dospéli jedinci se nahodn¢ rozd€li do kontrolni a experimentalni
skupiny. Jedinci se jednoznaéné oznaéi a po dobu minimalné péti dni se zvifata
aklimatizuji v laboratornich podminkach. Klece je tfeba uspofadat tak, aby se
minimalizovaly pfipadné vlivy toho, jak a kde jsou klece umistény.

1.4.1.4 Ptiprava davek

Je-li testovana latka v pevném stavu a je-li to mozZzné , latka se pted podanim
zvifatim rozpusti nebo se pfipravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle nebo
vehikulu. Kapalné testované latky se mohou podavat piimo nebo se pfed podavanim
fedi. Je tfeba pouzivat Cerstvé preparaty, ledaze udaje o stalosti (stabilit€) prokazuyji,
7e skladovani ji neovlivni.

1.4.2 Podminky testu

1.4.2.1 Rozpoustédlo / vehikulum

Rozpoustédlo / vehikulum v pouzivanych davkach nesmi vyvolavat toxické ucinky a
nesmi s testovanou latkou chemicky reagovat. PouZivé-li se nepfili§ znamé
rozpoustédlo, musi byt jeho pouzZiti podpofeno udaji o kompatibilité s testovanou
latkou. Doporucuje se, aby kde je to moZné, bylo na prvnim misté pouZito vodné
rozpoustédlo / vehikulum.
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1.4.2.2 Kontroly

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

U pozitivnich kontrol by méla byt nalezena mikrojadra in vivo pfi davkach, kdy lze
ofekavat jejich detekovatelné zvySeni nad spontanni uroven. Davky pfi pozitivni
kontrole se voli tak, aby byly ufinky patrné, ale pfitom nenapovidaly hodnotiteli
totoznost zakodovaného preparatu. Pozitivni kontrolu je moZzné podavat odlisnym
zplisobem nezZ testovanou latku a vzorek odebirat v jednom €asovém intervalu. Kde
je to mozZné, je tfeba pouZivat pozitivni kontrolu ze stejné chemické skupiny, jako je
testovana latka. Piiklady latek vhodnych pro pozitivni kontrolu:

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

triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativni kontroly ovlivnéné rozpoustédlem nebo vehikulem a zpracované stejnym
zpusobem jako experimentdlni skupiny mély by byt zafazeny do vSech ¢asovych
intervall zpracovani, pokud nejsou k dispozici pfijatelné historické udaje o frekvenci
bun&k s mikrojadry a o interindividualni variabilité mezi zvifaty. Aplikuje-li se u
negativnich kontrol pouze jeden odbér vzorkd, je nejvhodnéjsi dobou prvni interval
odbéru vzorki. Mimoto je tfeba pouZit i neovlivnénych kontrol, ledaZze existuji
historické nebo publikované udaje prokazujici, Ze zvolené rozpoustédlo, nebo
vehikulum nevyvolava Zadné nepfiznivé nebo mutagenni ucinky.

Pouziva-li se periferni krev, miize byt jako soub&Zna negativni kontrola pfijatelny i
vzorek odebrany pfed plisobenim latky, oviem pouze v ramci kratkodobych studii v
periferni krvi (napf. 1 — 3 davky ), kde vysledné udaje leZi v ofekdvaném rozmezi
historické kontroly.

1.5 POSTUP

1.5.1 Podet a pohlavi zvifat

V kazdé experimentilni a kontrolni skupin€ musi byt minimaln¢ pét
analyzovatelnych jedincd kazdého pohlavi (11). Pokud v dobé, kdy se studie provadi,
existuji udaje o stejném Zivo€isném druhu a pouZiti stejnych zpisobil expozice
prokazujici, Zze mezi ob&ma pohlavimi nejsou v toxicit¢ podstatné rozdily, je
testovani pouze na jednom pohlavi postadujici. Tam, kde humanni expozice
chemikaliim muiZe byt zavisla na pohlavi, jak je tomu napfiklad u nékterych
farmaceutickych pfipravki, provadi se test na zvifatech odpovidajiciho pohlavi.
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1.5.2 Davkovaci schéma

Neda se doporucit Zadny standardni rozvrh (napf. jedna, dvé nebo vice davek v 24-
hodinovych intervalech). Lze pouZzit delsi davkovaci schémata, pokud se v daném
experimentu neprokaze pozitivni efekt; v pfipadé negativniho vysledku tak dlouho,
a7 se prokaze toxicita, nebo byla pouzita limitni davka a podavani pokraovalo aZ do
doby odbéru vzorkli. Pokud se jedna o objemnou davku testované latky, miize se
k usnadnéni aplikace rozdglit, napfiklad na dvé davky za den podané v rozmezi
nanejvyse nékolika hodin.

Test se mize provadét dvéma zptlisoby:

(a) Na zvitata se testovanou latkou pulsobi jednordzové. Vzorky kostni dfené se
odeberou minimalné dvakrat, poprvé ne diive neZ po 24 hodinach a celkové ne
pozdé&ji nez po 48 hodinach od podani latky, s vhodnymi intervaly mezi odbéry
vzorkl. Pokud se vzorky odeberou diive neZ po 24 hodinach, musi to byt
odiivodnéné. Vzorky periferni krve se odeberou minimaln¢ dvakrat, poprvé ne
dtive neZ po 36 hodinach od podani latky, se vhodnymi intervaly po prvnim
odbéru vzorku, celkové v3ak nikoli déle nez 72 hodiny. Pokud se v nékterém
¢asovém intervalu zjisti pozitivni odpovéd’, neni jiz dalsi odbér zapotiebi.

(b) Pokud se latka podava dvakrat nebo vicekrat za den (napf. dvé nebo vice davek
ve 24-hodinovych intervalech), odeberou se vzorky v pfipadé kostni dfeng
jednou mezi 18 a 24 hodinami po poslednim podani latky a v pfipadé periferni
krve jednou mezi 36 a 48 hodinami po poslednim podani latky (12).

Je-li to relevantni, mohou se mimoto pouZit i dali odbérové intervaly.

153 Davkovani

Provadi-li se studie ke zji§téni rozpéti toxicity, protoZe nejsou k dispozici zadné
vhodné udaje, je tfeba ji provadét v téze laboratofi za pouziti stejného Zivocisného
druhu, kmene, pohlavi a pokusného reZimu, jaké se pouZziji v hlavni studii (13). Pti
zji$téni toxicity se uzivaji pro prvni asovy interval odbéru vzorkd tfi davky tak, aby
pokryvaly rozmezi od maximalni toxicity k toxicit¢ nizké, nebo nulové. Pro pozdg;si
Casovy interval odbéru vzorkl je pak tfeba pouzit jenom nejvyssi davku. Ta je
definovana jako davka vyvolavajici takové znamky toxicity, Ze pti vysSich davkach
ve stejném reZimu podavani by G€inky byly letalni Latky, jeZ v nizkych netoxickych
davkach vykazuji specifickou biologickou aktivitu, jako jsou hormony nebo
mitogeny, mohou piedstavovat vyjimky zté€chto kritérii pro stanoveni déavek a
vyhodnocuji se pfipad od pfipadu. Nejvy$§i davka muze byt také definovana jako
davka, ktera vede k urditym znamkam toxicity v kostni dfeni (napf. pokles podilu
nezralych erytrocytl z celkového poctu erytrocytli v kostni diteni resp. periferni krvi).

1.5.4 Limitni test

JestliZe test pii davce minimalné 2000 mg/kg hmotnosti v jedné davce nebo ve dvou
davkach podanych v jeden den nevyvolava zadné pozorovatelné toxické ucinky a
jestlize se na zaklad€ dajd o latkach s podobnou chemickou strukturou neodekava
genotoxicita, nemusi byt provedena cela studie za pouZiti tfi davkovych urovni. Pro
dlouhodobé studie je limitni davka 2000 mg/kg hmotnosti za den pfi dobé trvani do
14 dnti, a 1000 mg/kg hmotnosti pfi dob€ trvani deldi nez 14 dnili. Podle o¢ekavané
humanni expozice mtiZe byt zapotiebi pouZit v limitnim testu davkové Girovné vyssi.
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1.5.5 Aplikace latky

Testovana latka se obvykle vpravuje bud’ Zalude¢ni sondou, nebo intraperitonealni
injekci. V odiivodnénych pfipadech mohou byt pfijatelné 1 jiné zpisoby expozice.
Maximalni objem kapaliny, ktera se d4 sondou nebo injekci najednou vpravit, zavisi
na velikosti pokusného zvifete a nema prekrocit 2 ml/100 g hmotnosti; vy$3i davky
musi byt zdlivodnéné. S vyjimkou draZdivych nebo Ziravych latek, jez normalné
vykazuji pfi vysSich koncentracich horsi u€inky, je tfeba upravit koncentrace latky
tak, aby objem byl ve vSech davkovych drovnich stejny a minimalizovala se tak
objemova variabilita.

1.5.6 Pfiprava kostni dfené / krve

Buriky kostni diené se obvykle ziskavaji z femuru nebo tibie okamzité po usmrceni
zvitete. BéZnym zplsobem se kostni dfefi vyjme z femuru nebo tibie, buiiky se
izoluji a obarvi zavedenymi metodami. Periferni krev se ziskava z ocasni Zily nebo
jiné vhodné cévy. Krevni buiiky se okamzité za vitalniho stavu obarvi (8) (9) (10),
nebo se zhotovi natéry, které se posléze obarvi. PouZitim barviva specifického pro
DNA (napf. akridinové oranZe (14) nebo Hoechst 33258 s pyroninem-Y (15)) se
mohou eliminovat nékteré z artefaktli vznikajicich pfi pouziti barviva, které neni
DNA specifické. Tato vyhoda neznamena, Ze by se nedala pouzit b&Zna barviva
(napf. Giemsa). Lze pouZit i dal$i systémy — naptiklad kolony se sloupcem celuldzy
k odstranéni bunék s jadrem (16) — pokud tyto metody jsou v laboratofi rutinné
pouzivany pro analyzu mikrojader.

1.5.7 Analyza

U kazdého jedince se stanovi podil nezralych erytrocyti z celkového poctu
erytrocyti (nezralé + zralé). K tomuto uelu se po€itd v piipad€ kostni dfené
minimalné 200 erytrocyti a v pfipadé pouziti periferni krve minimalné 1000
erytrocytd (17). VSechny preparaty (vCetn€ pozitivnich i negativnich kontrol) se pted
mikroskopickou analyzou nezavisle zakéduji. U kazdého jedince se vyhodnocuje
minimalné 2000 nezralych erytrocytii a zaznamena se pocet erytrocytdl s mikrojadry.
Dopliiujici informace lze ziskat tak, Ze se mikrojadra analyzuji ve zralych
erytrocytech. Pfi analyze preparatli nema byt podil nezralych erytrocytli z celkového
poétu erytrocytl mensi nez 20 % hodnoty v kontrole. Pokud jsou zvifata exponovana
kontinualné po dobu &étyf tydnh nebo delsi, 1ze také podet mikrojader vyhodnotit z
minimaln¢ 2000 zralych erytrocyti na kaZdého jedince. MoZnou alternativou k
manualnimu vyhodnocovani jsou systémy automatické analyzy (analyza obrazu a
pritokova cytometrickd analyza — flow cytometry), pokud jsou zdivodnény a

validovany.
2. UDAJE
2.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Udaje z jednotlivych zvitat se prezentuji v tabelarni formé. Experimentélni jednotkou
je zvite. U kazdého jedince se zvlaSt zaznamend poclet analyzovanych nezralych
erytrocytil, poCet nezralych erytrocytti s mikrojadry a podil nezralych erytrocytl ze
vSech erytrocytl. Pokud byl test provadén kontinualn€ po dobu &tyf tydnt nebo déle,
je tfeba uvést také tdaje o zralych erytrocytech (pokud byly poiizovany). Podil
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nezralych erytrocytli z celkového poctu erytrocytd a pfipadné procento erytrocyti
s mikrojadry se udava pro kazdého jedince. Nejsou-li Zadné doklady o tom, Ze obé
pohlavi reaguji rozdilng, je mozZné udaje za ob& pohlavi pro statistickou analyzu
slou¢it.

22 VYHODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

Ke zjistovani pozitivniho vysledku se pouziva né¢kolik kritérii, napiiklad na
koncentraci testované latky zéavisly narist poc¢tu bun€k s mikrojadry nebo ztetelny
nardst poctu bun€k s mikrojadry ve skupiné sjednordzovou déavkou pii jednom
¢asovém intervalu odbéru vzorkil. Nejprve je tfeba uvazit biologickou vyznamnost
vysledkti. Pfi vyhodnocovani vysledki testu se mohou pouZit statistické metody (18)
(19). Statistickd vyznamnost by vSak neméla byt jedinym urcujicim faktorem
pozitivniho vysledku. Nejednoznaéné vysledky je tfeba vyjasnit dal$im testovanim,
nejlépe za modifikovanych experimentalnich podminek.

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

Vétsina experimentii sice poskytuje jednoznacné pozitivni nebo negativni vysledky,
v ojedinélych prfipadech vSak nelze ze ziskaného souboru dat vyvodit o aktivité
testované latky definitivni zavér. Vysledky mohou byt stale nejednoznac¢né nebo
problematické, i kdyZ se experiment nékolikrat opakuje.

Pozitivni vysledky mikronukleus testu ukazuji, Ze latka vyvolava tvorbu mikrojader,
jako dusledek chromozémového poSkozeni nebo poSkozeni mitotického aparatu
v erytroblastech testovaného zvifeciho druhu. Negativni vysledky ukazuji, Ze za
danych experimentalnich podminek testovana latka v kostni dfeni pfislusného
zivo¢isného druhu nevyvolava vznik mikrojader v nezralych erytrocytech.

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

3. ZAVERECNA ZPRAVA
ZPRAVA O PRUBEHU POKUSU
Ve zpravé o prib&hu pokusu je tieba uvést tyto informace:

Rozpoustédlo / vehikulum :
— zddvodnéni volby vehikula
— rozpustnost a stabilita testované latky v rozpoustédle/vehikulu, pokud je znama.

Pokusna zvirata:

— pouzity zivo¢isny druh/kmen,

— pocet, v€k a pohlavi jedinct,

— puvod, chovné podminky, strava apod.,

— hmotnost jednotlivych zvifat na pocatku testu, v€etné hmotnostniho rozpéti,
pramé&ri a smérodatnych odchylek pro jednotlivé skupiny.

Podminky pokusu:

— pozitivni a negativni (rozpoustédlo/vehikulum) kontroly,

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

— zddvodnéni volby velikosti davky,

— podrobnosti o pfiprave testované latky,
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1.1

— podrobnosti o podavani testované latky,

— zddvodnéni cesty podavani,

— ptipadné metody k ovéfeni, Ze se latka dostala do celkového ob&hu nebo do cilové
tkan¢,

~ ptipadny pfevod koncentrace latky v potravé/pitné vodé (ppm) na faktickou davku
(mg/kg hmotnosti ),

— podrobnosti o kvalité potravy a vody,

— podrobny popis podavani testované latky a odbéru vzork,

— metody piipravy mikroskopickych preparatt,

— metody méfeni toxicity,

— kritéria pro hodnoceni nezralych erytrocytii s mikrojadry,

— pocet analyzovanych bunék u kazdého jedince,

— kritéria, jimiZ se studie hodnoti jako pozitivni, negativni nebo nejednoznacna.

Vyssledky:

— znamky toxicity,

— podil poétu nezralych erytrocytii k celkovému poctu erytrocyti,

— podet nezralych erytrocytl s mikrojadry pro kazdého jedince zv1ast,

— primémy podet + smérodatnd odchylka nezralych erytrocytdi s mikrojadry pro
kazdou skupinu,

— vztah davka- ucinek , je-li to mozne,

— pouzité statistickeé analyzy a metody,

— tudaje ze soub&Znych a historickych negativnich kontrol,

— udaje ze soub&Znych pozitivnich kontrol.

Diskuse vysledkai.

Zavery. “.
3. Metody B.13. a B.14. se nahrazuji metodou B.13/14, ktera zni:

,B.13/14. MUTAGENITA - TEST REVERZNICH MUTACI
U BAKTERI{

METODA
Metoda je replikaci OECD TG 471, Bacterial Reverse Mutation Test (1997).

UVoD
PHi bakterialnim testu reverznich mutaci se pouZivaji k detekci genovych mutaci
kmeny Salmonella typhimurium (auxotrofni ve vztahu k aminokyseling histidin) a
kmeny Escherichia coli (auxotrofni ve vztahu k aminokyseling tryptofan). Pomoci
uvedenych systémi 1ze detekovat genové mutace vzniklé mechanismem substituce
nebo delece jednoho nebo nékolika nukleotidii v chromozoému indikatorovych
bakterialnich kment (1) (2) (3). Princip bakterialniho testu reverznich mutaci spociva
vtom, Ze se zjidtuji mutace, které zpétn¢ vraceji mutace pfitomné v testovacim
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kmenu do ptlivodniho stavu a obnovuje se funkéni schopnost bakterie syntetizovat
urditou zakladni aminokyselinu. Takto zménéna bakterialni buiika je detekovana na
zakladé své schopnosti rlist za nepfitomnosti aminokyseliny, kterou vyZaduje
matetsky zkuSebni kmen.

Genové mutace jsou u cCloveéka pfi¢inou fady genetickych nemoci a existuji
presvédCivé doklady toho, Ze genové mutace vonkogenech a tumorové
supresorovych genech somatickych bunék hraji u ¢lovéka a pokusnych zvitat roli pfi
vzniku nadort. Bakterialni test na reverzni mutace je rychly, levny a relativné
jednoduchy. Rada testovacich kmenti se vyznacuje charakteristikami, diky nim? jsou
citlivgj§i pro detekci mutaci, véetn€ citlivych sekvenci DNA v mistech reverze,
zvySené propustnosti bun€k pro velké molekuly a eliminace systémi reparace DNA
¢i posileni takovych procesii reparace DNA, jeZ jsou nachylné k chybam. Specifita
testovacich kmenti umoznuje ziskat nékteré uZite¢né informace o typech mutaci, jez
jsou vyvolany genotoxickymi latkami. Pro bakteridlni testy reverznich mutaci je
k dispozici velmi rozsahla databaze vysledkd pro Sirokou $kalu struktur a byly
vypracovany osvéd¢ené metody pro testovani chemikalii o rlznych fyzikalné-
chemickych vlastnostech, véetné chemikalii t€kavych.

1.2 DEFINICE

Test reverznich mutaci s pouzitim kmend Salmonella typhimurium nebo Escherichia
coli slouzi ke zjisténi mutaci v kmeni zavislém na uréité aminokyseliné (histidinu
resp. tryptofanu), jez vedou ke vzniku kmene, ktery je na dodavce aminokyseliny
zvenku nezavisly.

Mutageny vyvoldvajici substituci pdru bdzi jsou latky zplisobujici zménu bazi
v DNA. Pifi reverznim testu mizZe k takové zméné dojit na misté¢ plivodni mutace
nebo na jiném mist€ bakteridlniho genomu.

Frameshift mutageny (mutageny vyvoldvajici posunové mutace) jsou latky, jez
zpuUsobuji pfidani nebo odebrani jednoho nebo vice pard bazi v DNA, ¢imz se méni
¢teci ramec v RNA.

1.3 VYCHOZI UVAHY

V bakterialnim testu se vyuZivaji prokaryotické buriky, které se od sav¢ich bunék lisi
v piijmu latek metabolismu, chromozomalni struktufe a procesech opravy DNA.
Testy in vitro obecné vyZzaduji exogenni zdroj metabolické aktivace. Systémy
metabolické aktivace in vitro oviem nedokaZi dokonale imitovat savéi podminky in
vivo, takze test neposkytuje pfimé informace o mutagenni a karcinogenni potenci
dané latky v organismech savctl.

Bakterialni test reverznich mutaci se b&Zné pouzivd jako prvotni screening
genotoxické aktivity a zvlaste aktivity vyvoldvajici genové mutace. Pomoci rozsihlé
databaze se prokazalo, Ze mnohé chemikalie, které jsou vtomto testu pozitivni,
vykazuji také vjinych testech mutagenni aktivitu. Existuji ovSem i pfiklady
mutagennich latek, jez se timto testem neodhali; divodem tohoto nedostatku miize
byt specificka povaha vyhodnocovanych veli¢in, rozdily v metabolické aktivaci nebo
rozdily v biologické dostupnosti. Na druhé strané faktory, jez citlivost bakterialniho
testu reverzni mutace zvysuji, mohou vést k tomu, Ze se mutagenni aktivita testované
latky pfeceni.
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Bakterialni test reverznich mutaci mize byt nevhodny pro urcité tftidy chemickych
latek, jakymi jsou napfiiklad n€které silné baktericidni sloudeniny (kuptikladu uréitd
antibiotika) a latky, o nichZ se pfedpoklada nebo vi, Ze specificky narusuji replika¢ni
systém savéich bunék (napfiklad n€které inhibitory topoizomerazy nebo néktera
analoga nukleozidii); v takovém pfipadé mohou byt vhodnéj§i testy na mutace u
savcu.

Mnoh¢ slouceniny, jeZ jsou pii tomto testu pozitivni, jsou skute¢né€ karcinogenni pro
savce, oviem korelace neni absolutni; zavisi na chemické tfid¢, a existuji
karcinogeny, které timto testem odhaleny nejsou, protoZe pilsobi jinym,
negenotoxickym mechanismem nebo mechanismem, ktery v bakteridlnich butikach
neprobiha.

1.4 PRINCIP METODY

Suspenze bakteridlnich bun¢k se vystavi plsobeni testované latky za pfitomnosti a za
nepiitomnosti exogenniho systému metabolické aktivace. Pfi klasické miskové
metod€ “plate incorporation” se suspenze smisi s vrchnim agarem a vylije na misky s
minimalni Zivnou plidou. Pfi preinkubaéni metodé se pokusna smés inkubuje a smisi
s vrichnim agarem a a7 potom se ofkuje na minimalni Zivnou pidu. Pii obou
metodach se dva aZ tfi dny po inkubaci revertantni kolonie spocitaji a vysledek se
porovnd spoftem spontanné revertujicich kolonii na kontrolnich miskach
s rozpoustédlem.

Je popsano nékolik postupd pro provedeni testu. Z nich nejbéZnéjsi jsou klasicka
miskova metoda [”’plate incorporation”] (1) (2) (3) (4), preinkubaéni metoda (2) (3)
(5) (6) (7) (8), fluktuacni metoda (9) (10) a suspenzni metoda (11). Jsou také
popsany jejich modifikace pro testovani plyni nebo par (12).

Postupy popsané v ramci metody se tykaji hlavné metody plate incorporation a
metody preinkubaéni. Ob€ tyto metody jsou pfijatelné pro experimenty jak
s metabolickou aktivaci, tak bez ni. N&které latky se detekuji uéinné&ji preinkubaéni
metodou; jedna se o chemické tfidy, kam spadaji alifatické nitrosaminy s kratkym
fetézcem, dvojmocné kovy, aldehydy, azobarviva a diazoslouceniny, pyrrolizidinové
alkaloidy, alylové slouceniny a nitroslou€eniny (3). Také bylo zjisténo, Ze existuji
ur¢ité tiidy mutagentl, které se pomoci uvedenych standardnich procedur vzdy
neodhali. Na ty je tfeba pohliZet jako na “specialni ptipady”, k jejichz detekci je
tieba pouzit jinych metod. Byly identifikovany nasledujici “’specialni piipady” (spolu
s piiklady postupl, které se daji pro jejich detekci pouzit): azobarviva a
diazoslou¢eniny (3) (5) (6) (13), plyny a t€kavé chemikalie (12) (14) (15) (16) a
glykosidy (17) (18). Odchylky od standardniho postupu je tieba védecky zdtvodnit.

1.5 POPIS METODY

1.5.1 Ptiprava

1.5.1.1 Bakterie

Cerstvé bakterialni kultury se vypéstuji do pozdniho exponencidlniho nebo
podate¢niho stacionarniho stadia ristu (zhruba 10° bunék/ml). Kultury v pozdnim
stacionarnim stadiu se nepouZivaji. DilleZité je, aby kultury pouZité pro experiment
obsahovaly vysoky titr Zivotaschopnych bakterii. Titr se da prokazat bud
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z historickych udaji ristovych kiivek, nebo v jednotlivych testech stanovenim poctu
zivotaschopnych bunék o¢kovanim na miskach.

Doporucena inkubacni teplota ¢ini 37°C.

Pouzije se minimaln¢ pét bakteridlnich kmend, které budou zahrnovat étyfi kmeny S.
typhimurium (TA 1535; TA 1537 nebo TA97a nebo TA97; TA9S; a TA100); u nichz
byla prokazana spolehlivost a reprodukovatelnost vysledki mezi riznymi
laboratofemi. Tyto étyfi kmeny S. typhimurium maji na primarnim reverznim misté
pary bazi GC a je znamo, Ze nemuseji detekovat urCité oxida¢ni mutageny, latky
vyvolavajici k¥izové vazby a hydraziny. Tyto latky se daji detekovat pomoci kment
E. coli WP2 nebo S. typhimurium TA102 (19), které maji na primarnim reverznim
misté par bazi AT. Proto je doporuc¢ena kombinace kmend tato:

— §. typhimurium TA1535 a

— 8. typhimurium TA1537 nebo TA97 nebo TA97a a
— S typhimurium TA98 a

— 8. typhimurium TA100 a

— E. coli WP2 uvrA nebo E. coli WP2 uvrA (pKM101) nebo S. typhimurium
TA102.

K detekci mutageni vytvafejicich kifizové vazby miZe byt nejvhodnéjSi pouZit
TA102 nebo pfidat DNA reparaéné proficientni kmen E. coli (napf. E. coli WP2
nebo E. coli WP2 (pKM101)).

Je tfeba pouZit zavedenych postupli piipravy zasobni kultury, ovéfeni markeru a
uchovavani. Pro kazdy zmrazeny preparat zasobni kultury je tfeba prokazat zavislost
na aminokyseling nutné pro rust (histidin v ptipadé kment S. typhimurium, tryptofan
v pfipadé kmenli E. coli). Podobn¢ je tfeba zkontrolovat i dal§i fenotypické
charakteristiky, a to: piitomnost €i nepfitomnost R-faktor plazmidid tam, kde to
piichazi v uvahu (napf. rezistence vii¢i ampicilinu u kmend TA98, TA100 a TA97a
nebo TA97, WP2 uvrA (pKM101) a rezistence vici ampicilinu + tetracyklinu u
kmene TA 102); piitomnost charakteristickych mutaci (tj. rfa mutace u S.
typhimurium pomoci citlivosti vii¢i krystalové violeti a uvrA mutace u E. coli nebo
uvrB mutace u S. fyphimurium pomoci citlivosti na ultrafialové zateni) (2) (3).
Pouzité kmeny maji mit pocet spontanné revertujicich kolonii ve frekvenénim
rozmezi ofekavaném podle historickych kontrolnich dat dané laboratofe a pokud
mozno i v rozmezi uvedeném v literatufe.

1.5.1.2 Médium

PouZije se vhodny minimalni agar (napf. s Vogelovym-Bonnerovym minimalnim
médiem E a glukézou) a vrchni agar obsahujici histidin a biotin nebo tryptofan
umoziujici nékolik déleni bunék (1) (2) (9).

1.5.1.3 Metabolicka aktivace

Bakterie se plsobeni testované latky vystavi jak za pfitomnosti, tak za nepfitomnosti
vhodného systému metabolické aktivace. Nejcastéji se pouzivd kofaktorem
suplementovana post-mitochondrialni frakce (S9) piipravena z jater hlodavcl po
indukci enzymi latkami jako je Aroclor 1254 (1) (2) nebo kombinace fenobarbitalu a
B-naftoflavonu (18) (20) (21). Post-mitochondridlni frakce se obvykle pouZiva
v koncentracich mezi 5 a 30 % v/v ve smési S9. Volba a podminky metabolického
aktivaéniho systému mohou zaviset na tfidé testované chemikalie. V né&kterych
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piipadech miZe byt vhodné pouZit post-mitochondridlni frakci v nékolika
koncentracich. U azobarviv a diazoslouéenin miiZze byt vhodné&j$i pouzit redukéni
systém metabolické aktivace (6) (13).

1.5.1.4 Testovana latka / pfiprava

Pevné latky se pfed plisobenim na bakterie rozpusti nebo se pfipravi jejich suspenze
ve vhodném rozpoustédle nebo vehikulu a pfipadné se ziedi. Kapalné latky se mohou
do pokusného systému ptidavat pfimo nebo se pfedtim fedi. Je tfeba pouzivat &erstvé
preparaty, ledaZe udaje o stabilité prokazuji, Ze jejich delsi skladovani je ptijatelné.

1.5.2 Podminky testu

1.5.2.1 Pokusné kmeny (viz 1.5.1.1.)

1.5.2.2 Koncentrace

Ke kritériim, ktera je tfeba vzit v tvahu pfi stanoveni nejvyssiho pouZzitého mnoZstvi
testované latky, patii cytotoxicita a rozpustnost v kone¢né smési, ktera se k plisobeni
pouZije.

Miuze byt Gcelné stanovit toxicitu a nerozpustnost v pfedb&Zném experimentu.
Cytotoxicita se da zjistit sniZzenim poctu revertantnich kolonii, vymizenim nebo
zmendenim rastu na pozadi nebo pomoci stupné pfeziti pokusnych kultur. Za
ptitomnosti metabolického aktivaéniho systému se miZe cytotoxicita zménit.
Nerozpustnost se posuzuje podle sraZeni v konecné smesi za skuteénych pokusnych
podminek, viditelného i pouhym okem.

Doporu¢ena maximalni pokusné koncentrace je u rozpustnych necytotoxickych latek
5 mg/misku resp. 5 pl/misku. U necytotoxickych latek, jeZ v téchto koncentracich
nejsou rozpustné, by jedna nebo né€kolik koncentraci mélo byt v koneéné pokusné
smési nerozpustnych. Testované latky, jeZ jsou cytotoxické jiZ za koncentraci niz§ich
neZz 5 mg/misku resp. 5 ul/misku, se testuji az do cytotoxické koncentrace. SraZzenina
nesmi rusit pfi vyhodnocovani.

PouZivad se minimalné péti riznych analyzovatelnych koncentraci se zhruba pul-
logaritmickym intervalem (%;. V10) mezi jednotlivymi body v prvotnim experimentu.
Zkouma-li se koncentra¢ni zavislost, miize byt vhodny interval mensi. Testovani za
koncentraci vy§§ich nez 5 mg/misku resp. 5 pl/ misku ptichazi v Givahu, hodnoti.li se
latka obsahujici podstatné mnoZstvi potencialné mutagennich neéistot.

1.5.2.3 Negativni a pozitivni kontroly

KazZdy test musi zahrnovat 1 soub&Znou kmenové specifickou pozitivni a negativni
(rozpoustédlo nebo vehikulum) kontrolu, jak s metabolickou aktivaci, tak bez ni. Pro
pozitivni kontrolu se voli takové koncentrace, jez prokazuji efektivnost daného testu.

U testli s metabolickym aktivacnim systémem se referenéni latka pro pozitivni
kontrolu voli podle pouZitého typu bakteridlniho kmene.

Piiklady latek, jez jsou vhodné pro pozitivni kontrolu v testech s metabolickou
aktivaci, uvadi tabulka:
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Latka CAS EINECS
9,10-dimethylantracen 781-43-1 212-308-4
7,12-dimethylbenz{a]antracen 57-97-6 200-359-5
benz[a]pyren 50-32-8 200-028-5
2-aminoantracen 613-13-8 210-330-9
cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
monohydrat cyklofosfamidu 6055-19-2
Nasledujici latka je vhodnou pozitivni kontrolou pfi pouZiti metabolické aktivace
reduktazami:
Latka CAS EINECS
Kongo Cerven 573-58-0 209-358-4

2-aminoantracen se nepouZziva jako jediny indikator uéinnosti smési S9. Pokud se 2-
aminoantracen pouZije, je tteba kazdou 3arzi S9 charakterizovat také mutagenem,
ktery vyZaduje metabolickou aktivaci mikrosomalnimi enzymy, napf.
benz[a]pyrenem, dimethylbenzantracenem.

Ptiklady latek, jeZ jsou vhodné pro kmenové specifickou pozitivni kontrolu v testech
bez exogenniho systému metabolické aktivace, uvadi tato tabulka:

Latka CAS EINECS

azid sodny 26628-22-8 247-852-1 TA 1535aTA 100
2-nitrofluoren 607-57-8 210-138-5 TA 98

9-aminoakridin 90-45-9 201-995-6 TA 1537, TA97aTA97a
ICR 191 17070-45-0 241-129-4 TA 1537, TA97aTA97a
kumen-hydroperoxid TA 102

80-15-9 201-254-7
50-07-7 200-008-6
70-25-7 200-730-1

WP2 uvrA a TA 102
WP2, WP2uvrA a

mitomycin C

N-ethyl-N-nitro-N-

nitrosoguanidin WP2uvrA(pKM101)
4-nitrochinolin-1-oxid 56-57-5 200-281-1 %;;Xiﬁ:ﬁr&ﬁ) 5
Furylfuramid (AF2) 3688-53-7 kmeny obsahujici plazmidy

K pozitivni kontrole 1ze pouZit i jiné vhodné referen¢ni latky. Jsou-li dostupné, je
tieba uvazit pouziti chemikalii se vztahem k chemické t¥idé.

Je tfeba pouzit i negativni kontroly sestavajici zrozpoustédla nebo vehikula
samotného, bez testované latky, se kterymi se jinak zachazi stejné€ jako pii pouziti
testované latky. Mimoto se pouZiji 1 negativni kontroly bez ovlivnéni testovanou
latkou, ledaZe existuji historické kontrolni idaje prokazujici, Ze zvolené rozpoustédlo

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

Pti klasické miskové metod€ (1) (2) (3) (4) bez metabolické aktivace se obvykle
smisi 0,05 nebo 0,1 ml testovaného roztoku, 0,1 ml &erstvé bakterialni kultury
(obsahujici zhruba 10® Zivotaschopnych bungk) a 0,5 ml sterilniho pufru a 2,0 ml
vrchniho agaru. V testech smetabolickou aktivaci se obvykle misi 0,5 ml
metabolické aktivaéni smési obsahujici pfiméfené mnoZstvi post-mitochondridlni
frakce (v rozmezi 5 — 30 % v/v v metabolické aktivaéni smési) s 2,0 ml vrchniho
agaru spole¢né s bakteriemi a testovanou latkou /testovanym roztokem. Obsah kazdé
zkumavky se promisi a nalije na povrch misky s miniméalnim agarem. Vrchni agar se
neché pfed inkubaci ztuhnout.

P#i preinkubacni metod€ (2) (3) (5) (6) se testovana latka / testovany roztok necha
preinkubovat s pokusnym kmenem (obsahujicim zhruba 10° Zivotaschopnych bun&k)
a sterilnim pufrem nebo metabolickym aktiva¢nim systémem (0,5 ml) obvykle po
dobu 20 min nebo déle pii 30 — 37 °C; potom se smisi s vrchnim agarem a nalije na
misku s minimalnim agarem. Obvykle se misi 0,05 nebo 0,1 ml testované latky /
testovaného roztoku, 0,1 ml bakterii a 0,5 ml smési S9 nebo sterilniho pufru s 2,0 ml
vrchniho agaru. Zkumavky se béhem preinkubace provzdusiiuji tfepanim.

Pro adekvatni odhad variaci se pro kaZzdou davku ockuji tfi misky. Duplicitni
ockovani je pfijatelné, je-li védecky zdlivodnéno. Dojde-li ndhodné ke ztraté misky,
nemusi to test nutné znehodnotit.

Plynné nebo t€kavé latky se testuji za pouZiti vhodnych postupd, naptiklad
v zatavenych nadobach (12) (14) (15) (16).

1.54 Inkubace

Viechny misky v rimci daného testu se inkubuji pfi teplot& 37°C po dobu 48 — 72
hodin, naceZ se spo¢itaji revertantni kolonie na kaZdé misce.

2. UDAJE

2.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Udaje se prezentuji jako podet revertantnich kolonii na jednu misku. Rovn&’ se
uvede pocet revertantnich kolonii jak z negativni kontroly (rozpoustédlo, poptipadé
kontrola bez plisobeni, byla-1i pouZita), tak z kontroly pozitivni. Pro testovanou latku
i pro pozitivni a negativni kontrolu (resp. bez pusobeni rozpoustédlo) se uvedou
pocty pro jednotlivé misky a primémy pocet revertantnich kolonii na jednu misku
véetné smérodatné odchylky.

Verifikace zjevné pozitivni reakce se nepozaduje. Nejednoznaéné vysledky se
objastuji dal$im testovanim, nejlépe za modifikovanych experimentalnich podminek.
Negativni vysledky se museji potvrdit pfipad od pfipadu. Pokud se potvrzeni
negativnich vysledkG nepovazuje za nutné, je tieba to zdivodnit. V naslednych
experimentech je tieba zvaZit modifikaci studijnich parametri tak, aby se rozsifil
rozsah posuzovanych podminek. Ke studijnim parametrim, které se daji
modifikovat, patii rozdily mezi koncentracemi, metoda plsobeni (,,plate
incorporation nebo preinkubace v tekutém prostiedi) a podminky metabolické
aktivace.
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2.2 VYHODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

Ke stanoveni pozitivniho vysledku existuje n€kolik kritérii, napiiklad davkové
zavisly nariist ve sledovaném rozmezi a/nebo reprodukovatelny narist podtu
revertantnich kolonii na jednu misku pfi jedné nebo vice koncentracich u minimalné
jednoho kmene s metabolickym aktivaénim systémem nebo bez ng&j (23). Jako prvni
se uvazuje biologicka relevance vysledkii. Jako pomicku p#i vyhodnocovani
vysledki testu je moZno vyuZit statistické metody (24), statistickd vyznamnost by
vSak neméla byt jedinym uréujicim faktorem pro pozitivni reakci.

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

Vétsina experimentl sice poskytuje jednozna¢né pozitivni nebo negativni vysledky,
v ojedinélych pfipadech v3ak nelze ze ziskaného souboru dat vyvodit o aktivité
testované latky definitivni zavér. Vysledky mohou byt stile nejednozna¢né nebo
problematické, i kdyZ se experiment n€kolikrat opakuje.

Pozitivni vysledky bakteridlniho testu na reverzni mutace ukazuji, ze latka vyvolava
genové mutace typu substituci bazi nebo posunovych mutaci v genomu Salmonella
typhimurium resp. Escherichia coli. Negativni vysledky ukazuji, Ze za danych
zkuSebnich podminek neni testovana latka ve zku§ebnim druhu mutagenni.

3. ZAVERECNA ZPRAVA
ZPRAVA O PRUBEHU POKUSU
Ve zpravé o pribéhu pokusu je tieba uvést tyto informace:

Rozpoustédlorvehikulum:
— zdGvodnéni volby rozpoustédla,
— rozpustnost a stabilita testované latky v tomto rozpoustédle, pokud je znama.

Kmeny:

— pouZité kmeny,

— podet bunék v kultufe,
— charakteristika kmene.,

Podminky pokusu:

— mnozstvi testované latky na jednu misku (v mg nebo pl) se zdivodnénim volby
davky a po¢tu misek pro jednu koncentraci,

— pouzita média,

— typ a sloZeni sytému metabolické aktivace (vEetné kritérii akceptovatelnosti),

— postupy plisobeni (zpracovani).

Vysledky:

—~ znamky toxicity,

— znamky srdZeni,

— podty na jednotlivych miskéch,

— pramérny pocet revertantnich kolonii na jednu misku a smérodatnd odchylka,

— vztah davka-odpovéd, je-li to mozné,

— statistické analyzy, byly-li provedeny,

— udaje ze soub&znych negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich kontrol
véetné rozpéti, primérd a smérodatnych odchylek,
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1.1

— udaje z historickych negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich kontrol
véetné rozpéti, primérd a smérodatnych odchylek.

Diskuse vysledku.

Zavery. “.
4, Metoda B.17 zni:

,B.17. MUTAGENITA - TEST GENOVYCH MUTACI V SAVCICH
BUNKACH IN VITRO

METODA

Metoda je replikaci OECD TG 476, In Vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test
(1997).

UVOD

Test genovych mutaci in vitro se da pouZivat ke zjiStovani genovych mutaci
vyvolanych chemickymi latkami. Mezi vhodné bunécné linie patfi mysi lymfomové
buriky L5178Y, linie CHO, CHO-AS52 a V79 bungk ¢&inského kiefka a lidské
lymfoblastoidni buitky TK6 (1). U téchto bunéénych linii se nejcastéji jako konecny
geneticky efekt zjistuji mutace v thymidinkinaze (TK) a hypoxanthin-guanin
fosforibosyltransferaze (HPRT) a v transgenni xanthin-guanin
fosforibosyltransferaze (XPRT). Testy mutaci v TK, HPRT a XPRT se zjistuji rizna
spektra genetickych zmén. Autosomalni lokalizace TK a XPRT miiZe umoZnit
detekci i takové genetické zmény (napf. velké delece), které se na lokusu HPRT
chromozomt X nezjisti (2) (3) (4) (5) (6).

K testu na genové mutace v savéich builkach in vitro se daji pouZit kultury
stabilizovanych buné&énych linii nebo bunéénych kmeni. Pfi volbé bunék se berou
v tivahu riistové schopnosti dané kultury a stabilita frekvence spontannich mutaci.

Testy in vitro obecné vyzaduji exogenni zdroj metabolické aktivace. Takovy systém
metabolické aktivace nedokaZe imitovat sav¢i podminky in vivo dokonale. Je tieba
vzniku takovych podminek, za kterych by vysledky neodrazely vlastni mutagenitu.
K pozitivnim vysledkim, jeZz nejsou disledkem vlastni mutagenity miiZe dojit
v diisledku zmény pH, osmolality ¢i vysoké cytotoxicity (7).

Tento test se pouziva ke screeningu moznych sav¢ich mutageni a karcinogeni. Rada
slougenin, které jsou v tomto testu pozitivni, jsou savéimi karcinogeny, neexistuje
viak dokonala korelace mezi timto testem a karcinogenitou. Tato korelace zavisi na
druhu chemické latky a existuje stale vice dokladli toho, Ze existuji karcinogeny,
které se timto testem nezjisti, protoZze ziejm€ plsobi né&akym jinym,
negenotoxickym mechanismem ¢i mechanismem, ktery v bakteridlnich bufikach
nepisobi (6).
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1.2 DEFINICE

Forward mutace: genova mutace vychoziho typu mutantni formy, jeZz vede ke
zméné nebo ztraté enzymaticke aktivity kddovaného proteinu.

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

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

Doba fenotypické exprese: obdobi, béhem které¢ho jsou z nové zmutovanych bunék
odstrafiovany nezménéné genové produkty.

Frekvence mutaci: pocet pozorovanych mutovanych bun€k déleny poétem Zivych
bunék.

Relativni celkovy rist: narist poctu bun¢k v €ase v porovnani s kontrolni populaci
bunék; vypocitava se jako soucin pomérného suspenzniho ristu (v porovnani s
negativni kontrolou) a pomémé klonovaci u¢innosti cloning efficiency (v porovnani
s negativni kontrolou).

Relativni suspenzni rust: pomérny nartist po¢tu bun€k b&hem obdobi exprese
v porovnani s negativni kontrolou.

Zivotnost (viabilita): klonovaci Gginnost (cloning efficiency) ovlivnénych bungk
v dobé& inokulace na miskach v selekénich podminkach po obdobi exprese.

PieZiti: klonovaci ucinnost (cloning efficiency) ovlivnénych bunék inokulovanych
na miskach na konci pilsobeni latky; vyjadfuje se obvykle v porovnani s pfezitim
kontrolni bunééné populace.

13 PRINCIP METODY

Buiiky, deficientni na thymidinkinazu (TK) v disledku mutace TK"— TK™", jsou
rezistentni vii¢i cytotoxickému ptlisobeni pyrimidinového analogu trifluorthymidinu
(TFT). Buiiky produkujici thymidinkinazu jsou viét TFT citlivé, coz zpisobuje
inhibici bunééného metabolismu a zastavuje dal$i bunééné déleni. Za pfitomnosti
TFT proto mohou proliferovat mutované buriky, zatimco normalni buiiky, obsahujici
thymidinkinazu, proliferovat nemohou. Podobné jsou buiky s deficientni HPRT
nebo XPRT selekéné rezistentni viiéi 6-thioguaninu (TG) nebo 8-azaguaninu (AG).
Pokud je analog baze nebo sloucenina piibuzna se selekénim ¢inidlem analyzovana
v n¢kterém testu na genové mutace v sav¢ich buiikach, je tieba vlastnosti testované
latky bedlivé zvazit. Napiiklad je tfeba prozkoumat kazdé podezieni na selekéni
toxicitu testované latky vici bunkam s mutacemi i bez nich. Testuji-li se tedy
chemikalie strukturn€ piibuzné se selekénim c&inidlem, je tfeba potvrdit, Ze je
selekéni systém/€inidlo vhodné (8).

Buiiky v suspenzi nebo jednovrstevné kultufe se po vhodnou dobu vystavi ptisobeni
testované latky s metabolickou aktivaci 1 bez ni a kultivuji se ke stanoveni
cytotoxicity a k detekci fenotypické exprese pred vybérem mutanti (9) (10) (11) (12)
(13). Cytotoxicita se stanovi obvykle hodnocenim relativni klonovaci u¢innosti
(pteZiti) (cloning efficiency) nebo relativniho celkoveho naristu kultur po pisobeni
latky. Kultury se ponechaji v riistovém médiu po dostate¢nou dobu, charakteristickou
pro dany lokus a typ buiiky, aby mohlo dojit k co nejoptimalnéj$i fenotypické expresi
indukovanych mutaci. Frekvence mutant( se stanovi inokulaci znamého poctu bunék
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v médiu obsahujicim selekéni ¢inidlo pro detekci mutovanych bunék a v médiu bez
tohoto ¢inidla, ke stanoveni klonovaci uéinnosti (cloning efficiency), (Zivotnosti). Po
vhodné inkubaéni dob€ se kolonie spocitaji. Mutaéni frekvence se odvodi z poétu
kolonii mutovanych bunék v selekénim médiu a zpoltu kolonii v neselek¢énim

médiu.
1.4 POPIS METODY
1.4.1 Piiprava

1.4.1.1 Bunky

Da se pouzit cela fada bunéfnych typid, véetné subkloni bunék 1.5171Y, CHO,
CHO-AS52, V79 a TK6. U bunétnych typd pouZivanych v tomto testu musi byt
prokazana citlivost vii¢i chemickym mutagentim, vysoka klonovaci uéinnost (cloning
efficiency) a stabilni frekvence spontannich mutaci. U bun€k se kontroluje, zda
nejsou kontaminovany mykoplazmaty; infikované buniky se pouZzit nesméji.

Test je tfeba naplanovat tak, aby mél zvolenou citlivost a efektivnost (power). Poéet
bunék, pofet kultur a koncentrace testované latky musi témto definovanym
a pouZiji se v jednotlivych stadiich testu, je dan frekvenci spontannich mutaci.
Obecnym voditkem je, Ze pocet bun€k ma byt minimalné desetindsobkem pfevracené
hodnoty frekvence spontannich mutaci. Doporuduje se viak pouZit alespoti 10°
buné¢k. Mély by byt k dispozici adekvatni historické tidaje, kterymi by se prokazala
bezproblémové zvladnuti testu.

1.4.1.2 Média a kultivaéni podminky

Je tfeba pouzit vhodna kultivaéni média a inkuba¢ni podminky (kultivaéni nadoby,
koncentraci CO,, teplotu a vlhkost). Média se pro test voli podle selekéniho systému
a typu bunky. Zvlasté dilezité je, aby podminky kultivace zajist'ovaly optimalni rist
buné¢k béhem expresni periody a schopnost jak mutovanych, tak nemutovanych
bungk tvofit kolonie.

1.4.1.3 Ptiprava kultur

Buiiky se namnoZi ze zasobnich kultur, inokuluji do kultiva¢niho média a inkubuji
pii teploté 37°C. Pfed provedenim testu, je tfeba kultury zbavit diive vzniklych
mutovanych bunék.

1.4.1.4 Metabolicka aktivace

Na buiiky se testovanou latkou pisobi v pifitomnosti i v nepfitomnosti vhodného
metabolického aktiva¢niho systému. Nejobvyklej§i je kofaktory suplementovana
mitochondrialni frakce (S9) piipravend zjater hlodavcd, ovlivnéna inidly
indukujicimi enzymy jako je Aroclor 1254 (15) (16) (17) (18), nebo smés
fenobarbitalu a B-naftoflavonu (19) (20).

Konetna koncentrace mitochondrialni frakce v médiu ¢ini obvykle 1 — 10 % v/v.
Aktivita metabolického aktivacniho systému bude zaviset na tom, jakého typu je
testovana chemikalie. V nékterych pfipadech je vhodné pouZit mitochondrialni frakei
v nékolika koncentracich.
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Pro ucely endogenni aktivace mohou byt pouZity i geneticky modifikované bun&éné
linie exprimujici specifické aktivaéni enzymy. Vybér bunéénych linii by mél byt
védecky oveéfen (napf. vztahem isoenzymu cytochromu P450 k metabolismu
testované latky).

1.4.1.5 Ptiprava testované latky

Je-li testovana latka v pevném stavu, latka se pfed plisobenim na builky rozpusti
nebo se pfipravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle a pfipadné nafedi. Kapalné
testované latky se mohou do systému pfidavat piimo nebo se piedtim fedi. Je tfeba
pouZivat Cerstvé preparaty, ledaze tddaje o jejich stabilit¢ prokazuji, Ze delsi
skladovani neovliviiyje jejich vlastnosti.

1.4.2 Podminky testu

1.4.2.1 Rozpoustédlo / vehikulum

U zvoleného rozpoustédla nesmi existovat podezieni, Ze by mohlo s testovanou
latkou chemicky reagovat, a nesmi naru$ovat pfezivani bunék a aktivitu S9. Pouziva-
li se méné znamé rozpoustédlo musi byt podpofeno referencemi prokazujicimi jeho
kompatibilitu. Doporucuje se, aby viude tam, kde je to mozZné, bylo na prvnim misté
zvazovano pouZiti jako rozpoustédla vody. Je-li testovana latka ve vodé nestala, musi
byt pouzité organické rozpoustédlo zcela bezvodé. Voda se da odstranit
molekularnim sitem.

1.4.2.2 Koncentrace

Mezi kritéria, jez se uvazuji pfi stanovovani nejvyssi koncentrace, patii cytotoxicita,
rozpustnost v systému a zmény pH resp. osmolality.

Cytotoxicita se stanovi s metabolickou aktivaci i bez ni v hlavnim experimentu,
pfi¢emz se pouZije vhodné indikace bunééné integrity a ristu bunék, jako je relativni
klonovaci ucdinnost (pieziti) nebo relativni celkovy rist. Je vhodné stanovit
cytotoxicitu a rozpustnost v ptedb&Znych experimentech.

PouZiji se minimalné ¢tyfi analyzovatelné koncentrace. Dochazi-li k cytotoxicité,
musi tyto koncentrace pokryvat rozsah od maximalni do nizké nebo nulové toxicity.
To obvykle znamena, Ze se jednotlivé koncentrace nebudou liSit vice neZ nasobkem,
ktery lei mezi hodnotami 2 a V10. Vychézi-li maximélni koncentrace z cytotoxicity,
méla by vést k relativnimu pfeZiti (relativni klonovaci udinnosti) nebo relativnimu
celkovému ristu v 10-20 %, ne vSak mén¢ nez 10 %. U relativné netoxickych latek
by maximalni expozi¢ni davka méla byt nejnizsi z hodnot 5 mg/ml, 5 pl/mla 1,01 M.

U relativné nerozpustnych latek, jeZ jsou netoxické v koncentracich niz8ich nez je
koncentrace pfi které se jiz latka nerozpousti, ma byt nejvy3$si pouzita koncentrace
vys8i neZ je mez rozpustnosti ve findlnim kultivaénim médiu na konci kultivace
s testovanou latkou. MiizZe byt ucelné vyhodnotit rozpustnost na zacatku a na konci
pusobeni, jelikoZ se rozpustnost miZe béhem expozice v disledku ptitomnosti
bunék, S9, séra atd. ménit. Nerozpustnost se da zjistit i prostym okem.. SraZenina
nesmi byt na piekazku pfi hodnoceni bunék.
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1.4.2.3

Kontroly

V ramci kazdého experimentu se museji provést i soub&zné pozitivni a negativni
(rozpoustédlo, vehikulum) kontroly, a to jak s metabolickou aktivaci, tak bez ni.
Pokud se aplikuje metabolicka aktivace, musi byt pozitivni kontrola latka vyzadujici
metabolickou aktivaci k vyvolani mutagenniho ucinku. Mezi latky pro pozitivni
kontrolu patfi napiiklad:

Metabolick | Lokus Latka CAS EINECS
a aktivace
Ne HPRT ethyl methansulfonat 62-50-0 | 200-536-7
ethyl nitrosomocovina 759-73-9 | 212-072-2
TK (malé a velké |methyl methansulfonat 66-27-3 | 200-625-0
kolonie)
XPRT ethyl methansulfonat 62-50-0 | 200-536-7
ethyl nitrosomogovina 759-73-9 | 212-072-2
Ano HPRT 3-methylcholantren 56-49-5 | 200-276-4
N-nitrosodimethylamin 62-75-9 | 200-549-8
7,12- 57-97-6 | 200-359-5
dimethylbenzantracen
TK (malé a velké |cyklofosfamid 50-18-0 | 200-015-4
kolonie)
monohydrat 6055-19-2
cyklofosfamidu
benzo[a]pyren 50-32-8 | 200-028-5
3-methylcholantren 56-49-5 | 200-276-5
XPRT N-nitrosodimethylamin 62-75-9 | 200-549-8
(pro vysoké
koncentrace S-9)
benzo[a]pyren 50-32-8 | 200-028-5

Pro pozitivni kontrolu se mohou pouzit i jiné vhodné latky; jestliZe ma naptiklad
laboratof historickou udaje o 5-brom-2’-deoxyuridinu (CAS 59-14-3, &islo EINECS
200-415-9), 1ze pouZit i tuto referenéni latku. Tam, kde je to moZné, je vhodné pouZit

pro pozitivni kontrolu latku ze stejné chemické skupiny.

Pro kazdy ¢asovy interval sklizeni kultur je tfeba pouZit i negativni kontrolu, ve které
se pouziva rozpous$tédlo nebo vehikulum v kultivaénim médiu, zpracované stejnym
zpuisobem jako experimentalni kultury. Mimoto je rovnéZ tfeba zatadit kontrolu bez
jakéhokoliv ovlivnéni, ledaze existuji historické udaje prokazujici, Ze zvolené
rozpou$tédlo/vehikulum nevykazuje Zadné pro buniky nepfiznivé ¢ mutagenni

udinky.
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1.4.3 Postup

1.4.3.1 Expozice testovanou latkou

Na proliferujici buiiky se pisobi testovanou latkou jak s metabolickou aktivaci, tak
bez ni. Expozice probiha po vhodnou dobu (obvykle je G¢inna doba 3—-6 hodin).
Doba expozice miZe pfesahnout jeden nebo vice bunéénych cykld.

Pro kazdou koncentraci se pouzivaji kultury duplicitni nebo jenom jedna. Pouziva-li
se jenom jedna kultura, je tfeba zvysit po€et koncentraci tak, aby se zajistil adekvatni
pocet kultur k analyze (tj. minimalné osm analyzovatelnych koncentraci). Kultury s
negativni kontrolou (rozpoustédlem/vehikulem) se pouzivaji duplicitni.

V pfipadé plynnych nebo tékavych latek je tfeba uplatnit v testu vhodné postupy,
jako je pouZiti neprodysneé uzavrenych kultiva¢nich nadob (21, 22).

1.4.3.2 Hodnoceni pfezivani, viability a mutacni frekvence

Po skonceni expozice se builkky promyji a kultivuji ke stanoveni pieZivani a
fenotypické exprese. Po expozici se obvykle zafinid s analyzou cytotoxicity
stanovenim klonovaci u¢innosti — cloning efficiency nebo relativniho celkového
rustu.

Kazdy lokus ma ur€itou minimalni ¢asovy interval pro témét optimalni expresi noveé
indukovanych mutanti (HPRT a XPRT vyZaduje minimaln¢ 6 — 8 dni, TK
minimalné 2 dny). Buiiky se péstuji v médiu s a bez selekéniho ¢inidla pro stanoveni
poctu mutantl a klonovaci u€innosti. Po skonCeni doby exprese se zaéne s analyzou
Zivotnosti (pouZivané k vypoctu &etnosti mutanti) inokulaci bun&k na neselekéni
médium.

Pokud je latka vtestu L5178Y TK'/ pozitivni, je tfeba minimalné na jedné
z experimentalnich kultur (nejvys$$i pozitivni koncentrace) a na negativnich a
pozitivnich kontrolach stanovit velikost kolonii. Pokud je litka vtomto testu
negativni, zmé&fi se velikost kolonii u negativni a pozitivni kontroly. Mé&feni se mtze
provést i ve studiich s TK6TK'/".

2. UDAJE

2.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Jako data slouZzi vysledky stanoveni cytotoxicity a Zivotnosti, po¢ty kolonii a mutaéni
frekvence u experimentalnich a kontrolnich kultur. V pfipad€ pozitivni reakce v testu
L5178TK'/ se kolonie hodnoti pomoci kritérii malych a velkych kolonii
piinejmensim v jedné koncentraci testované latky (nejvys$si pozitivni koncentrace) a
v negativni a pozitivni kontrole. Molekularni a cytogenetické vlastnosti velkych 1
malych kolonii byly podrobn& prostudovany v publikacich (23) (24). Pfi testu TK'/
se kolonie hodnoti podle kritéria kolonii normalniho ristu (velké) a pomalého riistu
(malé) (25). Mutanty, které utrpély nejrozsahlejsi genetické poskozeni, maji delsi
dobu zdvojeni a proto tvofi malé kolonie. Rozmezi tohoto poskozeni obvykle saha od
ztraty celého genu po karyotypicky viditelné chromozoémové aberace. Tvorba malych
kolonii je asociovana s expozici latkam indukujicich hrubé chromozémové aberace
(26). Méné zavazn€ postiZené mutanty rostou podobnou rychlosti jako buiiky
rodiCovské a vytvareji velké kolonie.
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Je tfeba uvadét také preZiti (relativni klonovaci uéinnost — relative cloning
efficiency) nebo relativni celkovy rtst. Mutacni frekvence se vyjadfuje jako pocet
mutovanych bunék déleny poétem piezivajicich bunék.

Uvadéji se individudlni udaje o kultivaénich podminkach; nakonec se viechna data
shrnou v tabelami forme.

Verifikace zjevné pozitivni reakce se nepozaduje. Nejednoznacné vysledky se
objasiiuji dal$im testovanim, nejlépe za modifikovanych experimentalnich podminek.
Negativni vysledky se musi potvrdit pfipad od piipadu. V pfipadech, kdy se
potvrzeni negativnich vysledkd nepovazuje za nutné, je tfeba podat zdlivodnéni.
V ptipadé nejednoznaénych nebo negativnich vysledkli je tfeba v naslednych
experimentech zvazit modifikaci parametri studie tak, aby se rozifilo rozmezi
podminek. K parametriim, které se daji v experimentu modifikovat, patii rozdily
mezi jednotlivymi koncentracemi a podminky metabolicke aktivace.

2.2 VYHODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

Ke stanoveni pozitivniho vysledku existuje nékolik kritérii, napfiklad na koncentraci
testované latky zavisly nardst nebo reprodukovatelny narGst mutaéni frekvence.
Nejprve je tieba uvazit biologickou vyznamnost vysledkd. Pii vyhodnocovani
vysledku testu se mohou pouZit statistické metody. Statistick4 vyznamnost by vSak
neméla byt jedinym uréujicim faktorem pozitivniho vysledku.

Testovana latka, pfi jejimZz pouziti vysledky nespliiuji vySe uvedena kritéria, se
v tomto systému povaZuje za nemutagenni. V&tSina experimentl sice poskytuje
jednozna¢né pozitivni nebo negativni vysledky, v ojedinélych piipadech v8ak nelze
ze ziskaného souboru dat vyvodit o aktivit€ testované latky definitivni zavér.
Vysledky mohou byt stale nejednoznaéné nebo problematicke, i kdyZ se experiment
nékolikrat opakuje.

Pozitivni vysledky testu na genové mutace v sav€ich buiikich in vitro ukazuji, ze
reprodukovatelny pozitivni efekt davka-uéinek. Negativni vysledky ukazuji, Ze za
danych experimentalnich podminek testovana latka v kultufe sav€ich bunék
nevyvolava genové mutace.

3. ZAVERECNA ZPRAVA
ZPRAVA O PRUBEHU POKUSU
Ve zpravé o pribéhu pokusu je tfeba uvést tyto informace:

Rozpoustédlo / vehikulum:

— zdivodnéni volby rozpoustédla/vehikula,

— rozpustnost a stabilita testované latky v rozpoustédle/vehikulu, pokud je znama.
Buiiky:

— typ a zdroj bunék,

— podcet bunécnych kultur,

— piipadné pocet pasazi,

— pripadné metody kultivace bun&¢né kultury,

— absence mykoplazmat.



Castka 79 Sbirka zikont & 208 / 2001 Strana 4605

Podminky pokusu.:

— zdivodnéni volby pouZitych koncentraci a poctu kultur, v€etné¢ napt. udaji o
cytotoxicité a limitech v rozpustnosti, jsou-li k dispozici,

— sloZeni média, koncentrace CO,,

— koncentrace testované latky,

— objem vehikula a pfidané testované latky,

— inkubaéni teplota,

— doba inkubace,

— doba pilisobeni latky,

— hustota bunék béhem ptisobeni latky,

— typ a sloZeni systému metabolické aktivace, véetng kritérii akceptovatelnosti,

— pozitivni a negativni kontroly,

— délka expresni periody (pfipadné v¢etné poctu inokulovanych bunék, subkultur )

— selek¢ni ¢inidla,

— kritéria, jimiZ se studie hodnoti jako pozitivni, negativni nebo nejednoznaéna,

— metody zji§tovani poétu Zivych a mutovanych bunék,

— definice kolonii, u nichZ se hodnoti velikost a typ (véetné pfipadnych kritérii pro
rozliSovani mezi ,,malymi‘ a ,,velkymi* koloniemi).

Vysledky:

— znamky toxicity,

— znamky sraZeni,

— udaje o pH a osmolalit¢ b&hem piisobeni testované latky, jsou-1i stanoveny,

— velikost kolonii, je-li hodnocena, minimalné€ pro negativni a pozitivni kontrolu,

— piipadné moZnosti laboratofe zjistit malé kolonie mutanti pomoci systému
L5178Y TK'/

— vztah davka- 1i¢inek, je-li to mozné,

— statistické analyzy, byly-li provedeny,

— soubé&Zné udaje z negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich kontrol,

— historické udaje z negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich kontrol,
véetné rozpéti, priméri a smérodatnych odchylek.

Diskuse vysledkil.

Zavery. “.
5. Metoda B.23 zni:

»B.23. ANALYZA CHROMOSOMOVYCH ABERACI V SAVCICH
SPERMATOGONIICH

1. METODA

Metoda je replikaci OECD TG 483, Mammalian Spermatogonial Chromosome
Aberration Test (1997).
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1.1 UVOD

Utelem testu je in vivo identifikovat latky zpdsobujici strukturalni chromozémové
aberace v savCich spermatogoniich (1) (2) (3) (4) (5). Strukturdlni aberace jsou
dvojiho druhu: chromozémové a chromatidové. Aberace vyvolané chemickymi
mutageny jsou vé&tSinou chromatidové, ovSem k aberacim chromozémového typu
dochazi rovnéz. Tato metoda neni uréena k analyze numerickych aberaci a b&Zné se
k tomuto ucelu nepouZivd. Chromozémové mutace a pfibuzné jevy jsou u ¢lovéka
pfic¢inou fady genetickych chorob.

Timto testem se analyzuji chromozémové aberace v spermatogoniich a proto se
ptedpoklada, Ze dokéZe predikovat indukci dédicnych mutaci v zarodeénych
bunkach.

K testu se obvykle pouZzivaji hlodavci. Timto cytogenetickym testem in vivo se
zjistuji chromozomové aberace v mitézach spermatogonii.Tato metoda nepouziva
jiné cilové buriky.

Aby se ve spermatogoniich zjistily aberace chromatidového typu, je tieba analyzovat
prvni mitézu po pulsobeni testované latky, dfive neZ se poskozeni ztrati
v nasledujicim bunééném déleni. Dalsi informace z ovlivnénych spermatogonii 1ze

ziskat analyzou meiotickych chromozomi, kde se zjiStuji aberace chromozémového
typu v diakinéze I, kdyZ se ovlivnéné butiky méni ve spermatocyty.

Tento test irn vivo je uréen ke zjiStovani, zda jsou mutageny aktivni v somatickych
buiikach také aktivni v buiikach zarode¢nych. Mimoto ma test vyznam také pro
hodnoceni rizika mutagenity tim, Ze umoziiuje posuzovat faktory metabolismu in
vivo, farmakokinetiky a repara¢nich procesti DNA.

V testes je pfitomna fada generaci spermatogonii se $irokym spektrem citlivosti viici
chemickym latkdm. ZjiSt€éné aberace tedy predstavuji souhrn reakci ovlivnénych
populaci spermatogonii, kde pfevladaji diferencované spermatogonie. Podle jejich
polohy ve varleti pak rlizné generace spermatogonii mohou, ale nemuseji byt
exponovany krevnim ob&hem kvili anatomické a fyziologické bariéte Sertoliho
bunék a hemato-testikulamni bariéfe.

Existuji-li doklady toho, Ze se testovana latka nebo jeji reaktivni metabolit do cilové
tkané nedostane, neni tato latka pro test vhodna.

1.2 DEFINICE

Aberace chromatidového typu: strukturalni posSkozeni chromozému, které se
projevuje jako zlom jedné, ptipadn€ obou chromatid, nebo zlom a opé&tovné spojeni
mezi chromatidami.

Aberace chromozomového typu: strukturalni poskozeni chromozému vyjadiena jako
zlom respektive jako zlom a opé&tovné spojeni obou chromatid na stejném misté
(zahrnuty jsou aberace typu dicentricky chromozoém, prstén¢ity chromozom-ring)

Zlom chromatidy: . jako zlom lze hodnotit poruseni kontinuity jedné nebo obou
chromatid za pfedpokladu, Ze vznikla mezera ve struktufe chromatidy je v&tsi nezZ je
Sitka poskozené chromatidy. Dale pak v pfipadech, koncovy (distalni) fragment
vmisté zlomu je dislokovany (nebo mimo osu chromatidy), piipadné jedna
chromatida hodnoceného chromozdému je kratsi v diisledku delece.
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Gap: achromatickd 1éze men$i neZ Sifka jedné chromatidy a s minimalnim
vyboéenim chromatid.

Numerickd aberace: zména poCtu chromozémii oproti normalnimu poctu
charakteristickému pro pouZzité builky.

Polyploidie: nasobek haploidniho po¢tu chromozémi (n) jiny neZ diploidni pocet
(tedy 3n, 4n atd.).

Strukturalni aberace: zména chromozoémové struktury zjistitelna mikroskopickou
analyzou buné¢ného déleni ve stddiu metafaze, pozorovana jako delece a fragmenty,

avymeény.

1.3 PRINCIP METODY

Zvitata se vhodnym zplisobem exponuji testované latce a ve vhodnou dobu po
plsobeni se usmrti. Pfed usmrcenim se na n& ptisobi latkou zastavujici metafazi
(naptiklad kolchicinem nebo Colcemidem®). Ze zarode¢nych bun€k se pak pfipravi
preparaty a po obarveni se v metafazich analyzuji chromozémové aberace.

14 POPIS METODY

1.4.1 Pfiprava

1.4.1.1 Vybér zivoc€isného druhu
Bézné se pouzivaji samci Cinskych kieckl a my$i, lze ovSem pouZit samce
jakéhokoliv jiného vhodného savéiho druhu. PouZivaji se béZzné laboratorni kmeny

mladych zdravych dospélych jedincd. Hmotnostni rozdily by pii zahajeni studie mély
byt minimalni a u kaZzdého pohlavi nemaji pfesahovat + 20 % primémé hmotnosti.

1.4.1.2 Podminky chovu

Vseobecné podminky chovu jsou uvedeny ve VSeobecném uvodu v Casti B.

Vlhkost by méla byt 50 — 60 %.

1.4.1.3 Pfiprava zvifat

Zdravi mladi dospéli jedinci se nahodng rozd€li do kontrolni a experimentalni
skupiny. Jedinci se jednoznaéné€ oznaci a po dobu minimalné péti dni se zvitata
aklimatizuji v laboratornich podminkéach. Klece je tfeba uspofadat tak, aby se
minimalizovaly pfipadné vlivy toho, jak a kde jsou klece umistény.

1.4.1.4 Ptiprava davek

Je-li testovana latka v pevném stavu a je-li to mozné, latka se pfed podanim zvitatim
rozpusti nebo se pfipravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle nebo vehikulu.
Kapalné testované latky se mohou podavat pfimo nebo se pied podavanim fedi. Je
tteba pouZivat Cerstvé preparaty, ledaZe udaje o stalosti (stabilit€) prokazuji, Ze
skladovani ji neovlivni.



Strana 4608 Sbirka zikont & 208 / 2001 Castka 79

1.4.2 Podminky testu

1.4.2.1 Rozpoustédlo / vehikulum

Rozpoustédlo/vehikulum v pouZivanych davkach nesmi vyvolavat toxické uéinky a
nesmi s testovanou latkou chemicky reagovat. PouZiva-li se nepfili§ znamé
rozpoustédlo, musi byt jeho pouZiti podpofeno udaji o kompatibilité s testovanou
latkou. Doporucuje se, aby kde je to moZné, bylo na prvnim mist¢ pouZito vodné
rozpoustédlo/ vehikulum.

1.4.2.2 Kontroly

Do kazdého testu je tfeba pro kazdé pohlavi zarfadit soubé&Zné pozitivni a negativni
(rozpoustédlo/vehikulum) kontroly. Je tfeba zachazet se zvifaty ve vSech skupinach
stejné.

Pozitivni kontroly by mé&ly ve spermatogoniich vykazovat chromozémové aberace in
vivo pfi davkdch kdy lze ocekavat jejich detekovatelné zvySeni nad spontinni
uroven.

Davky pfi pozitivni kontrole se voli tak, aby byly uc¢inky patrné, ale pfitom
nenapovidaly hodnotiteli totoZnost zakdédovaného preparatu. Pozitivni kontrolu je
mozné poddvat odlisnym zplisobem nez testovanou latku a vzorek odebirat v jednom
Casovém intervalu. Kde je to moZné, je tfeba pouzivat pozitivni kontrolu ze stejné
chemické skupiny, jako je testovana latka. Ptiklady latek vhodnych pro pozitivni

kontrolu.
Latka CAS EINECS
cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
monohydrat cyklofosfamidu 6055-19-2
cyklohexylamin 108-91-8 203-629-0
mitomycin C 50-07-7 200-008-6
akrylamid monomer 79-06-1 201-173-7
triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativni kontroly ovlivnéné rozpoustédlem nebo vehikulem a zpracované stejnym
zplUsobem jako experimentdlni skupiny mély by byt zafazeny do vSech ¢asovych
intervalil zpracovani, pokud nejsou k dispozici pfijatelné historické uidaje o frekvenci
bunék s aberacemi a o interindividualni variabilité¢ mezi zvifaty. Mimoto je tfeba
pouZit i neovlivnénych kontrol, ledaZe existuji historické nebo publikované udaje
prokazujici, Ze zvolené rozpoustédlo, nebo vehikulum nevyvolava zadné neptiznivé
nebo mutagenni uéinky

1.5 POSTUP

1.5.1 Podet a pohlavi zvifat

V kazdé zkuSebni a kontrolni skupiné musi byt minimalné pét analyzovatelnych
samci.
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1.5.2 Davkovaci schéma

Testovana latka se podava nejlépe jednorazové nebo ve dvou davkach. Pokud se
jedna o objemnou davku, miiZe se k usnadnéni aplikace rozdélit, tj. na dv€ davky za
den podané v rozmezi nanejvyse nékolika hodin. Jiné rezimy davkovani museji byt
védecky odiivodnéné.

V piipad¢ skupiny s nejvyssi davkou se vzorky po expozici latce odebiraji dvakrat.
JelikoZ testovana latka miize ovliviiovat kinetiku bunééného déleni, provadi se jeden

vvvvvv

interval pro detekci u€inku (6).

Krom¢ toho mohou byt pouZity jiné ¢asoveé intervaly odb&ru vzorkd. Napf. jedna-li
se o latku zpomalujici pohyb chromozémi b&hem mitdsy, nebo latku s ucinky

vvvvvv

Zda je vhodné nechat latku ptisobit opakovang, se posuzuje pfipad od pfipadu. Pokud
se provadi aplikace latky opakované, usmrcuji se zvifata po 24 hodindch (1,5-
nasobku bunééného cyklu) od posledni aplikace. Odb&ry lze provadét 1 v dalSich
intervalech, povazuje-li se to za ucelné.

Pied usmrcenim se zvifatim intraperitonedlné injikuje vhodna davka Colcemidu®
nebo kolchicinu a nasledné se z nich ve vhodném intervalu odeberou vzorky. U mysi
je tento interval zhruba 3-5 hodin, u ¢inskych kfe¢kt zhruba 4-5 hodin.

1.53 Davkovani

Provadi-li se studie ke zji§t€ni rozpéti toxicity, protoZe nejsou k dispozici Zadné
vhodné udaje, je tfeba ji provadét v téZze laboratofi za pouZiti stejného ZivociSného
druhu, kmene a pokusného reZzimu, jaké se pouZziji v hlavni studii (7). Pfi zjiSténi
toxicity se uZivaji pro prvni ¢asovy interval odbéru vzorkl tii davky tak, aby
pokryvaly rozmezi od maximalni toxicity k toxicité nizké nebo nulove. Pro pozdé&jsi
¢as odbéru vzorki je pak tfeba pouZzit jenom nejvyssi davku. Ta je definovéna jako
davka vyvolavajici takové znamky toxicity, Ze pfi vy$Sich davkach ve stejném
rezimu podavani by ucinky byly letlni.

Latky, jez v nizkych netoxickych davkéach vykazuji specifickou biologickou aktivitu,
jako jsou hormony nebo mitogeny, mohou pfedstavovat vyjimky z t€chto kritérii pro
stanoveni ddavek a vyhodnocuji se piipad od pfipadu. Nejvy3si davka mize byt take
definovana jako davka, ktera vede k uréitym zndmkam toxicity ve spermatogoniich
(napk. pokles poméru mitéz spermatogonii k prvni a druhé meiotické metafézi; tento
pokles nema byt vy3si nez 50 %).

1.5.4 Limitni test

JestliZe test pfi davee minimalné 2000 mg/kg hmotnosti v jedné davce nebo ve dvou
davkach podanych v jeden den nevyvolava Zadné pozorovatelné toxické ucinky a
jestliZe se na zdkladé udaji o latkach s podobnou chemickou strukturou neoekava
genotoxicita, nemusi byt provedena cela studie za pouziti ti davkovych trovni.
Podle o¢ekavané humanni expozice se miiZze pouZit v limitnim testu vy3si davky.
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1.5.5 Aplikace latky

Testovana latka se obvykle vpravuje bud’ Zaludeéni sondou, nebo intraperitonealni
injekci. V odiivodnénych piipadech mohou byt piijatelné i jiné zplisoby expozice.
Maximalni objem kapaliny, kterd se da sondou nebo injekci najednou vpravit, zavisi
na velikosti pokusného zvifete a nema piekrocit 2 ml/100 g hmotnosti; vyssi davky
musi byt zdivodnéné. S vyjimkou drazdivych nebo Ziravych latek, jeZ normalné
vykazuji pfi vySSich koncentracich horsi ucinky, je tfeba upravit koncentrace latky
tak, aby objem byl ve vSech davkovych tirovnich stejny a minimalizovala se tak
objemova variabilita.

1.5.6 Ptiprava chromozomi

Okamzité po usmrceni zvifete se pFipravi zjednoho nebo z obou varlat pfipravi
bunécna suspenze, na kterou se pilisobi hypotonickym roztokem a fixuje se. Bunééna
suspenze se nakape na podlozni sklo a obarvi.

1.5.7 Analyza

U kazdého jedince se analyzuje minimaln€ 100 dobfe rozprostfenych metafazi (tj.
minimalné 500 metafazi v jedné skupin€). Tento polet se da sniZit, je-li podet
pozorovanych aberaci vysoky. V8echny mikroskopické preparaty (véetné pozitivnich
a negativnich kontrol) se pfed analyzou nezavisle zakoéduji. Jelikoz fixaéni postupy
¢asto vedou k rozbiti uritého podilu metafazickych bun€k a ztraté chromozoémd,
musi byt u viech typl bun€k pocet centromer v hodnocenych burikach roven &islu 2n

+2.
2. UDAJE
2.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Udaje z jednotlivych zvifat se prezentuji v tabelarni form&. Experimentalni jednotkou
je jedinec. U kaZdého jedince se vyhodnocuje pocet bun€¢k se strukturalnimi
chromozomovymi aberacemi a pocet aberaci na jednu buiiku. U experimentalnich i
kontrolnich skupin se zaznamenaji jednotlivé typy strukturalnich chromozémovych
aberaci, jejich poéet a Cetnost. Gapy se zaznamenavaji zvlast, uvadeji se, ale obvykle
se do celkové Cetnosti aberaci nezahruyji.

Je-li analyzovana mit6za i meidza, stanovi se u vSech pokusnych zvifat i zvifat
z negativni kontroly jakoZto mira cytotoxicity pomér mitéz spermatogonii k prvni a
druhé meiotické metafazi, a to tak, Ze se z kazdého jedince pouzije 100 délicich se
bunék. Je-li analyzovana pouze mitdza, stanovi se mitoticky index u minimalné 1000
bun&k z kazdého jedince.

2.2 VYHODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

Ke zjistovani pozitivntho vysledku se pouzivd nékolik kritérii, napiiklad na
koncentraci testované latky zavisla frekvence bun€k s chromozémovymi aberacemi,
nebo zfetelny narist poctu bunék s aberacemi ve skupiné ovlivnéné jednoriazovou
davkou a sjednim casovym intervalem odbéru vzorkli. Nejprve je tfeba uvazit
biologickou vyznamnost vysledkd. Pii vyhodnocovéani vysledkd testu je moZno
vyuZit statistické metody (8); statistickd vyznamnost by vSak neméla byt jedinym
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uréyjicim faktorem pozitivniho vysledku. Nejednoznaéné vysledky je tieba vyjasnit
dalsim testovanim, nejlépe za modifikovanych experimentalnich podminek.

Testovana latka, pfi jejimZz pouZiti vysledky nespliuji vySe uvedena kritéria, se
v tomto systému povazuje za nemutagenni.

Ackoliv vétSina experimentli vykazuje jasn€ pozitivni, nebo negativni vysledky, ve
vyjimeénych piipadech ziskana data nedovoluji jednoznaéné posouzeni u¢inku

testované latky. Vysledky mohou byt nejisté, nebo diskutabilni bez ohledu na pocet
opakovanych experimentti.

Pozitivni vysledky testu ukazuji, Ze testovana latka vyvolava v zarodeénych burikach
pfislusného Zivo€isného druhu strukturdlni chromozdémové aberace. Negativni
vysledky ukazuji, Ze za danych experimentilnich podminek testovana latka
v zdrodeénych burnikach pfislusného Zivocidného druhu chromozémové aberace
nevyvolava.

Je tfeba diskutovat, jaka je pravdépodobnost, Ze testovana latka dosahne Sirokého
pouZiti nebo je specificka pro uréitou cilovou tkan (napt. systémova toxicita).

3. ZAVERECNA ZPRAVA
ZPRAVA O PRUBEHU POKUSU
Ve zpravé o prib&hu pokusu je tieba uvést tyto informace:

Rozpoustédlo / vehikulum :
— zdlvodnéni volby vehikula,
— rozpustnost a stabilita testované latky rozpoustédle/vehikulu, pokud je znama.

Pokusna zvirata:

— pouzity zivoc¢isny druh/kmen,

— pocet a ve&k zvifat,

— ptvod, chovné podminky, strava apod.,

— hmotnost jednotlivych zvifat na pocatku testu, véetné hmotnostniho rozpetl
priumérti a smérodatnych odchylek pro jednotlivé skupiny.

Podminky pokusu.:

— udaje ze studie pro urleni rozpéti toxicity, byla-1i provedena,

— zdiivodnéni volby velikosti davek,

— zdivodnéni zptisobu aplikace latky,

— podrobnosti o pfiprave testované latky,

— podrobnosti o podavani testovane latky,

— zdlivodnéni doby usmrceni zvifat,

— piipadny pfevod koncentrace latky v potravé/pitné vodé (ppm) na faktickou davku
(mg/kg hmotnosti /den),

— podrobnosti o kvalité potravy a vody,

— podrobné schéma podavani testované latky a odbéru vzorki,

— metody zjist'ovani toxicity,

— latka blokujici metafazi, jeji koncentrace a délka piisobeni ,

— metody piipravy mikroskopickych preparatt

— kritéria pro hodnoceni aberaci,

— pocet analyzovanych buné€k na jedno zvife,

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



Strana 4612 Sbirka zikont & 208 / 2001 Castka 79

1.1

Vysledky:

— znamky toxicity,

— mitoticky index,

— pomér mitdz spermatogonii k prvni a druhé meiotické metafézi,

— typ a pocet aberaci pro kazdého jedince zvIast,

— celkovy pocet aberaci v dané skuping,

— podet bun&k s aberacemi na jednu skupinu,

— wvztah davka-odpovéd, je-li to moZné,

— statistické analyzy, byly-li provedeny,

— udaje ze soub&znych negativnich kontrol,

— historické udaje z negativnich kontrol véetné rozpéti, primérd a smérodatnych
odchylek.

— 1daje ze soub&Znych pozitivnich kontrol,

— ptipadné pozorované zmény ploidie.

Diskuse vysledkil.

Zavery. “.
6. Za metodu B.38 se dopliiuji metody B.39., B.40. a B.41, které znéji:

,B.39. TEST NEPLANOVANE SYNTEZY DNA V SAVCICH
JATERNICH BUNKACH IN VIVO

METODA

Metoda je replikaci OECD TG 486, Unscheduled DNA Synthesis (UDS) Test with
Mammalian Liver Cells In Vivo (1997).

UVOD
Utelem testu neplanované syntézy DNA (unscheduled DNA synthesis, UDS) v

savéich jaternich bufikich in vivo je urcit latky, vyvoldvajici reparaci DNA
v jaternich buiikach pokusnych zvifat (1) (2) (3) (4).

Tento test in vivo pfedstavuje metodu pro zjistovani genotoxickych uinki
chemickych latek v jatrech. Vysledek testu indikuje poSkozeni DNA v jaternich
butikach a jeji naslednou reparaci. Jatra jsou obvykle hlavnim mistem metabolismu
absorbovanych slougenin; jsou proto vhodnym objektem pro detekci poSkozeni DNA
in vivo.

Existuji-li doklady o tom, Ze se testovana latka do cilové tkan¢ nedostane, neni tento
test vhodny.

Vysledek neplanované syntézy DNA (UDS) se hodnoti tak, Ze se stanovi absorpce
znadenych nukleosidii v bufikach, které neprochézeji planovanou (S-faze) syntézou
DNA. NejbéZn&jsi je metoda, pii které se autoradiograficky stanovi thymidin
znadeny tritiem (CH-TdR). Pro testy UDS in vivo se nejéastéji pouZivaji potkani jatra.
Jiné tkan& neZ jatra se sice také mohou pouZit, nejsou vSak predmeétem této metody.
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Detekce odpoveédi zavisi na poctu bazi DNA, jeZ jsou v misté poSkozeni odstranény a
nahrazeny. Proto je metoda UDS zvlast¢ vhodna k detekci latek indukujicich
,Jongpatch repair® (20 — 30 bazi), zatimco pro latky indukujici ,,shortpatch repair (1
— 3 baze) je méné citliva. Dale mize dochdzet k mutacim v disledku neopraveni,
chybného opraveni nebo chybné replikace 1ézi DNA. Rozsah odpovédi UDS neiika
nic o piesnosti procesu reparace. Mimoto je mozné, Ze mutagen bude sice s DNA
reagovat, ale poskozeni DNA neni opraveno exciznim repara¢nim procesem. To, Ze
UDS test neposkytuje o mutagenni aktivité specifické informace, je vyvaZzeno jeho
potencialni citlivosti, protoZe poskytuje vysledek v celém genomu.

1.2 DEFINICE

Buiiky v reparaci: net nuclear grain (NNG) vy$si neZ uréita, pfedem stanovena
hodnota, kterou zdivodni laboratof provadeéjici test.

Net nuclear grains (NNG): kvantitativni mira UDS aktivity bunék pfi
autoradiografickych testech UDS, vypoc¢tena jako rozdil mezi poétem zm v jadie
(NG) a primémym poctem zm v cytoplasmé (CG): NNG = NG — CG. Polty NNG se
vypoéitavaji pro jednotlivé buiiky a nasledné piepoCitiny na butiky v kultufe,
v paralelnich kulturach apod.

Neplanovand syntéza DNA (unscheduled DNA synthesis, UDS): opravna syntéza

DNA po excizi a odstranéni iseku DNA obsahujiciho oblast poskozeni vyvolaného
chemickou latkou nebo fyzikalnim ¢inidlem.

1.3 PRINCIP METODY

Test UDS v savéich jaternich buiikach in vivo indikuje reparaéni syntézu DNA po
excizi a odstranéni segmentu DNA obsahujictho oblast poskozeni vyvolaného
chemickou latkou nebo fyzikalnim plisobenim. Test vychazi obvykle z inkorporace
’H-TdR do DNA jaternich bunék, charakteristickych nizkym poétem bungk v S-fazi
bun&éného cyklu. Inkorporace *H-TdR se obvykle stanovi autoradiograficky, protoZe
tato technika neni tak nachylna k interferenci s bufikami v S-fazi, jako je napf.
scintila¢ni metoda.

1.4 POPIS METODY

1.4.1 Pfiprava

1.4.1.1 Vybér zivoi$ného druhu

Be&Zné se pouzivaji potkani, 1ze oviem pouZit jakykoliv vhodny sav¢i druh. PouZivaji
se b&zné laboratorni kmeny mladych zdravych dospélych jedincii. Hmotnostni
rozdily by pii zahijeni studie mély byt minimalni a u kazdého pohlavi nemaji
piesahovat + 20 % primémé hmotnosti.

1.4.2 Podminky chovu

Vseobecné podminky chovu jsou uvedeny ve Vieobecném tuvodu v ¢asti B.

Vlhkost by méla byt 50 — 60 %.
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1.4.2.1 Piiprava zvifat

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

1.4.2.2 Testovana latka/pfiprava

Je-1i testovana latka v pevném stavu a je-li to mozZné, latka se pfed podanim zvifatiim
rozpusti nebo se piipravi jeji suspenze ve vhodném rozpoustédle nebo vehikulu.
Kapalné testované latky se mohou podévat pfimo nebo se pred podavanim fedi. Je
tteba pouZivat erstvé preparaty, ledaze udaje o stalosti (stabilit€) prokazuji, Ze
skladovani ji neovlivni.

143 Podminky testu

1.4.3.1 Rozpoustédlo / vehikulum

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

1.4.3.2 Kontroly

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

Pozitivni kontroly by mély indukovat UDS pii davkach kdy lze ofekavat jejich
detekovatelné zvySeni nad spontanni troveni. Pozitivni kontroly vyZadujici
metabolickou aktivaci se pouZivaji v davkach vedoucich ke stfedné vysoké odezve
(4). Davky pfi pozitivni kontrole se voli tak, aby byly ucinky patrné, ale pfitom
nenapovidaly hodnotiteli totoZnost zakédovaného preparatu. Mezi latky pro pozitivni
kontrolu patii naptiklad:

Doba odbéru vzorku Latka CAS EINECS
odbér v intervalu (2 — 4 hodiny) | N-nitrosodimethylamin | 62-75-9 | 200-249-8

odbér v intervalu (12 — 16 hodin) | N-2-fluorenylacetamid | 53-96-3 |200-188-6
(2-AAF)

Je moZno pouZit i jiné vhodné latky. Je mozna aplikace pozitivni kontroly jinou
cestou, neZ je podavana testovana latka.
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1.5 POSTUP

1.5.1 Pocet a pohlavi zvifat

V kazdé skupiné musi byt minimaln€ tfi analyzovatelni jedinci. Pokud existuje
historickd databaze, pak pro soub&Zné skupiny negativhi a pozitivni kontroly
postaduji jeden, nebo dva jedinci.

Pokud v dobé, kdy se studie provadi, existuji udaje ze studii s tymz Zivodisnym
druhem vyuZivajicich tyZ expozi¢nich cest, prokazujici, Ze mezi obéma pohlavimi
nejsou v toxicité podstatné rozdily, je moZné provést testovani pouze na jednom
pohlavi, nejlépe na samcich. Tam, kde huménni expozice testovanym latkam mdze
byt pohlavné specifickd, jak je tomu napfiklad u nékterych farmaceutickych
pripravkd, provadi se test na zvifatech odpovidajiciho pohlavi.

1.5.2 Davkovaci schéma

Testovana latka se obvykle podava jednorazove.

1.53 Davkovani

Obvykle se pouZivaji dvé rizné davky. Nejvyssi davka je definovana jako davka
vyvolavajici takové znamky toxicity, Ze pfi vy$s$i davce ve stejném rezimu by se

Yy7

o¢ekaval letdlni u¢inek. NiZ8i davka pfedstavuje obecné 50-25 % davky vyssi.

Latky, jez v nizkych netoxickych davkach vykazuji specifickou biologickou aktivitu,
jako jsou hormony nebo mitogeny, mohou pfedstavovat vyjimky z téchto kritérii pro
stanoveni davek a vyhodnocuji se ptipad od pfipadu. Provadi-li se studie ke zjisténi
rozpéti toxicity, protoZe potfebné udaje nejsou k dispozici, je tieba ji realizovat
vtéZe laboratofi a za pouZiti stejného ZzivoCiSného druhu, kmene, pohlavi a
pokusného reZimu, jaké se pak pouZiji v hlavni studii.

Jako nejvyssi davku lze také definovat davku vyvolavajici ur€ité znamky toxicity
v jatrech (napf. pyknoticka jadra).

154 Limitni test

JestliZe test pii davee minimalné 2 000 mg/kg hmotnosti podané v jedné davce nebo
ve dvou davkach vjeden den nevyvolava Zadné pozorovatelné toxické ucinky a
jestlize se na zaklad& udaji o strukturné pi{buznych latkach neodekava genotoxicita,
nemusi se provést uplna studie. Podle oéekavané humanni expozice mizZe byt pouZita
v limitnim testu vy$$i davka.

1.5.5 Aplikace latky

Testovana latka se obvykle vpravuje Zaludecni sondou. V odlivodnénych pfipadech
mohou byt pfijatelné i jiné expozicni cesty. Intraperitonealni aplikace se vSak
nedoporucuje, protoZe by se tim mohla jatra vystavit plisobeni testované latky pfimo,
nikoli krevnim ob&hem. Maximalni objem kapaliny, ktera se da sondou nebo injekci
najednou vpravit, zavisi na velikosti pokusného zvifete a nema piekrocit 2 ml/100 g
hmotnosti organismu; vys§i davky musi byt zdGvodnéné. S vyjimkou drazdivych
nebo Ziravych latek, jezZ normalné vykazuji pfi vysSich koncentracich horsi u€inky, je
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tfeba upravit koncentrace latky tak, aby objem byl ve viech davkovych twirovnich
stejny a minimalizovala se tak objemova variabilita.

1.5.6 Ptiprava jaternich bunék

Jaterni bufiky se z pokusnych zvifat zpracovavaji obvykle 12 — 16 hodin po podani
davky testované latky. Obvykle je zapotiebi jesté dalsi odbér (obvykle 2 — 4 hodiny
po podéni latky), ledaze je po 12 — 16 hodinach pozitivni reakce zjevna. Je oviem
mozno pouzit i jiné Casy odbéru vzorkld, je-li to odivodnéné na zaklad&
toxokinetickych udaju.

Kratkodob¢ kultury sav¢ich jaternich bun€k se obvykle zakladaji perfuzi jater in situ
kolagenazou. Je ticba zajistit, aby se Cerstvé disociované jaterni butiky mohly
pfichytit ke vhodnému povrchu. Jaterni builky ze zvifat z negativni kontroly maji mit
minimalné€ 50 % Zivotaschopnost (5).

1.5.7 Stanoveni UDS

Cerstvé izolované savéi jaterni buiiky se po vhodnou dobu (napf. 3 — 8 hodin)
obvykle inkubuji v médiu obsahujicim *H-TdR. Po inkubaci se médium odstrant;
buitky se potom mohou inkubovat v médiu obsahujicim nadbytek nezna&eného
thymidinu, aby se sniZila neinkorporovana radioaktivita (tzv. ,,cold chase®). Buiiky
se pak promyji, fixuji a vysu$i. Pfi del$ich inkubac¢nich intervalech nemusi se ,,cold
chase provadét. Skli¢ka s preparaty se ponoii do autoradiografické emulze, exponuji
ve tmé& (napf. po dobu jednoho nebo dvou tydnii v chladniéce), vyvolaji, obarvi a
pocitaji se exponovana stfibrma zrna. Z kazdého jedince se pfipravi dva nebo tfi

preparaty.

1.5.8 Analyza

Mikroskopické preparaty musi obsahovat dostateny podet bunék s normalni
morfologii, aby bylo mozno UDS vyhodnotit. Mikroskopicky se hodnoti zjevné
znamky cytotoxicity (napf. pyknoza, sniZend uroveii radioaktivniho znaceni).
Preparaty se pied pocitanim zrn zakoduji. Vzdy na minimaln€ dvou preparatech
z kaZzdého jedince se obvykle hodnoti 100 bunék; pokud je bungk méné nez 100 na
jednoho jedince, musi to byt zdivodnéné. Pfi pocitani zrn se nevyhodnocuji jadra v
S-fazi, ale podil bun€k v S-fazi se registruje.

Vhodnou metodou se stanovi stupefi inkorporace *H-TdR do jader a cytoplazmy v
morfologicky normalnich burikach, zjisténych podle depozice stéibrnych zrnek.

2. UDAIJE

2.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Vysledky zahmuji udaje z jednotlivych preparatd a zvitat. Mimoto se viechna data
shrnou v tabelarni formé. Pro kazdou buriku, kazdého jedince a kazdou davku a Cas
se stanovi Cisty podet ,,nuclear grain“ (NNG) odeétenim poétu CG od poétu NG.
Poéitaji-li se ,,buiiky v opravé®, musi byt kritéria, kterymi se tyto buiiky uréuji,
zdivodnéna a podloZena daty z historickych nebo soub&Znych negativnich kontrol.
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Numerické vysledky se mohou vyhodnotit statistickymi metodami; pokud se

statistické testy pouZiji, je tfeba je vybrat a zdlivodnit jesté pfed zapodetim studie.

2.2 VYHODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

Kritéria pro pozitivni / negativni reakci zahrnuji:

pozitivni (I) hodnoty NNG nad pfedem stanovenym prahem,
zdlivodnénym na zaklad¢ historickych dat dané laboratofe
nebo (IT) hodnoty NNG vyznamné vy$§i neZ u soubézné kontroly
negativni (I) hodnoty NNG na drovni/pod tirovni historického prahu u
kontrol
nebo (II) hodnoty NNG nejsou signifikantné vy$§i neZ soub&zna
kontrola

Je tfeba uvazit biologickou vyznamnost ziskanych dat, coZ znamena, Ze je tfeba vzit
v uvahu parametry, jako jsou variabilita mezi jednotlivymi jedinci, vztah davka-
odpovéd’ a cytotoxicita. Pfi vyhodnocovani vysledkli 1ze pouZit statistické metody;
statistickd vyznamnost by vSak neméla byt pro pozitivni reakci rozhodujicim
faktorem.

Vé&tsina experimentii poskytuje jednoznaCné pozitivni nebo negativni vysledky,
v ojedinélych pfipadech v3ak nelze ze ziskaného souboru dat vyvodit o aktivité
testované latky definitivni zavér. Vysledky mohou byt stile nejednoznaéné nebo
problematické, i kdyZ se experiment n€kolikrat opakuje.

Pozitivni vysledek testu UDS se savCimi jaternimi butikami in vivo ukazuje, Ze
testovana latka vyvolava v sav€ich jaternich butikach in vivo poskozeni DNA, které
1ze opravit neplanovanou syntézou DNA in vitro. Negativni vysledek ukazuje, Ze za
danych experimentalnich podminek testovana latka nevyvolava takové poskozeni
DNA, jeZ je timto testem zjistitelna.

Je tfeba vzit v Givahu, jaka je pravdépodobnost, Ze testovana latka dosahne Sirokého
pouZiti nebo je specificka pro uréitou cilovou tkai (napt. systémova toxicita).

3. ZAVERECNA ZPRAVA
ZPRAVA O PRUBEHU POKUSU
Ve zpravé o priibéhu pokusu je tfeba uvést tyto informace:

Rozpoustédio / vehikulum :
— zdlGvodnéni volby vehikula
— rozpustnost a stabilita testované latky v rozpoustédle/vehikulu, pokud je znama.

Pokusna zvirata:

pouzity Zivo€isny drub/kmen,

podet, vék a pohlavi jedinci,

pivod, chovné podminky, strava apod.,

hmotnost jednotlivych zvifat na pocatku testu, vCetné hmotnostniho rozpéti,
primérl a smérodatnych odchylek pro jednotlivé skupiny.
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Podminky pokusu:

— pozitivni a negativni (rozpoustédlo/vehikulum) kontroly,

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

— zdlivodnéni volby i davek,

— podrobnosti o pfiprave testované latky,

— podrobnosti o podavani testované latky,

— zdivodnéni zplsobu podavani,

— pfipadné metody k ovéfeni, Ze se latka dostala do krevniho ob&hu nebo do cilové
tkane,

— ptipadny pfevod koncentrace latky v potravé/pitné vodé (ppm) na faktickou davku
(mg/kg hmotnosti /den ),

— podrobnosti o kvalité potravy a vody,

— podrobné schéma podéavani testované latky a odbéru vzorkd,

— metody zjistovani toxicity,

— metoda piipravy a kultivace jaternich bunék,

— pouZita autoradiograficka metoda,

— pocet pfipravenych preparatl a pocet hodnocenych bunék,

— kritéria analyzy,

— kritéria, jimiZ se studie hodnoti jako pozitivni, negativni nebo nejednoznacna.

Vysledky:

— primérné hodnoty poéti stiibnych zm v jadrech, cytoplazmé a ,net nuclear
grains* pro jednotlivé preparaty, zvifata a skupiny,

— vztah davka-odpovéd’, pokud je k dispozici,

— statistické hodnoceni, bylo-li provedeno,

— znamky toxicity,

— 1daje ze soub&Znych negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich kontrol,

— historické tudaje z negativnich (rozpoustédlo/vehikulum) a pozitivnich kontrol
véetné rozpéti, primérd a smérodatnych odchylek,

— podet ,,bun&k v opraveé®, byl-li stanoven,

— pocet bungk v S-fazi, byl-li stanoven,

— Zivotaschopnost bun¢k.

Diskuse vysledku.
Zavery.
B.40. LEPTAVE UCINKY NA KUZI
1. METODA
1.1 UvVOoD

Evropské centrum pro validizaci alternativnich metod (European Centre for the
Validation of Alternative Methods, ECVAM, Joint Research Centre, European
Commission) schvalilo jakoZto védecky validni dva testy in vifro na leptavé ucinky
na kdZi: test na principu meéfeni transkutanniho elektrického odporu kiize potkana
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(transcutaneous electrical resistance, TER) a test vyuZivajici modelu lidské kize.
Validizaéni studie ECVAM prokazala, Ze oba testy dokaZi spolehlivé rozli§ovat mezi
zndmymi latkami leptajicimi a neleptajicimi kizi. Mimoto test vychézejici z modelu
lidské klize umoziuje spravné rozlifovat jednotlivé stupné leptavych ucinkl (znamé
latky zptisobujici t€Zké poleptani kiize R3S, a ostatni latky zplsobujici poleptani
ktze, R34). Je uveden popis a postupy obou testll; vybér mezi obéma testy zavisi na
konkrétnich poZadavcich a na preferencich uZivatele.

1.2 DEFINICE
Poleptini kuZe: zpisobeni nevratného poskozeni tkané kiize po aplikaci testované
latky.

1.3 REFERENCNI LATKY

Z4dn4 referenéni latka neni specifikovana, viz viak odst. 1.5.3.4 a2 1.7.2.3.

1.4 PRINCIP METODY - TEST TER NA KUZI POTKANA

Testovany material se nanese na dobu aZ 24 hodin na epidermalni povrch terciki
kiize odebrané z mladych potkani utracenych humannim zplsobem. Latky, které
maji leptavé ucinky, jsou identifikovany podle své schopnost porusit normalni
integritu a bariérové funkce stratum corneum. Tato schopnost se méii jakoZto pokles
inherentniho transkutanniho elektrického odporu (TER) pod uréitou prahovou
hodnotu (5 kQ) (4) (5). Drazdivé a nedrazdivé latky TER pod prahovou hodnotu
nesnizuji. V piipadé detergentil a neutralnich organickych latek (jejichz definici viz
v lit. (6)) je mozno do zkusebniho postupu zafadit test fixace barviva, aby se sniZil
pocet faleSnych pozitivnich vysledkl, jeZ se u té€chto typli chemickych latek

vyskytuji (2) (7).
1.5 POPIS METODY - TEST TER NA KUZI POTKANA
1.5.1 Pokusna zvifata

Pro piipravu koZnich teréikid jsou pouZivani mladi (20- az 23-denni) potkani, Wistar
nebo srovnatelny kmen. Malymi ntizkami na zvifata se peclive odstrani srst z
dorzalni a boéni plochy. Zvitata se pak omyji peclivym otiranim a oblast se ponofi
do roztoku antibiotika, naptiklad streptomycinu, penicilinu, chloramfenikolu nebo
amfotericinu, v koncentracich inhibujicich rist bakterii. Tfeti nebo étvrty den po
prvnim omyti se zvifata omyji antibiotiky znovu a bé¢hem 3 dni se pouZiji. Pro
pfipravu koZnich vzorkl nesméji byt zvitata starSi nez 31 dni.

1.5.2 Ptiprava ter¢iku kiize

Zvitata se humannim zplsobem usmrti, sejme se kiZze z dorzalni plochy a z té se
opatrné sloupne piebytecny tuk. KiiZe se ptiloZi ptes konec polytetrafluorethylenové
(PTFE) trubice, a to epidermdlni stranou k trubici. Pfes konec trubice se pfetahne
gumovy O-krouzek, kterym se klze pfipne, a pfebyteCna tkan se odfizne. Rozméry
trubice a O-krouzku ukazuje obr. 1. Gumovy O-krouZek se pak zatésni peclivé ke
konci PTFE trubice Zlutou vazelinou. Trubice se ponoii do nddoby obsahujici roztok
siranu hofeénatého (154 mM), kde je pfidrZzovana pruzinovou sponou (obr. 2).
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1.53 Popis postupu

1.5.3.1 Naneseni testované latky

Je-1i testovana latka v tekutém stavu, nanese se na epidermalni povrch uvnitf trubice
(obr. 2). Je-li ve stavu pevném, nanese se na terc¢ik v takovém mnoZstvi, aby se
pokryl cely povrch epidermis, na povrch latky se piida 150 pl deionizované vody a
trubicemi se jemn¢ zatiepe. Testovana latka musi mit s kdzi maximalni mozny
kontakt. U né&kterych pevnych latek toho 1ze dosahnout zahtatim latky na 30°C, aby
se roztavila, nebo rozetfenim zrnitého materidlu na jemny prasek. Pouziji se vZdy tii
teréiky pro kazdou latku. Latka se nanasi na dobu 24 hodin (viz téZ 1.5.3.4) a
odstrani se promyvanim proudem vodovodni vody teplé maximaln€ 30°C tak dlouho,
dokud se latka vyplavuje. Odstranéni testované latky, ktera v trubici ztuhla, se da
napomoci vymyvanim prudkym proudem vody teplé zhruba 30°C.

1.5.3.2 Meéfeni TER

Transkutanni elektricky odpor (TER) se méH pomoci nizkonapétového
impedanéniho mustku pro stfidavy proud (mapt. AIM 401 nebo 6401 ¢&i
ekvivalentniho). Pfed méfenim elektrického odporu se sniZi povrchové napéti kiize
piidavkem dostate€ného objemu 70% ethanolu, kterym se pokryje epidermis. Po
nékolika sekundach se ethanol odstrani tak, Ze se trubice otoci, a tkan se hydratuje
ptidavkem tfi mililitri 154 mM roztoku siranu hofe¢natého. Elektrody miustku se
pfiloZi na obé€ strany kiiZze a zmé&fi se odpor v kQ/tercik (obr. 2). Rozméry elektrod a
délku holé elektrody pod krokosvorkou ukazuje obr. 1. Svorka vnitini (siln€)
elektrody se béhem méfeni uloZi navrch PTFE trubice tak, aby byla do roztoku
siranu hofe¢natého ponofena vZdy stejna délka elektrody. Vné&jsi (tenkd) elektroda se
uloZi do receptorové komirky tak, aby lezela na dné. Je tieba dodrzovat konstantni
vzdalenost mezi spodni hranou pruzinové svorky a spodkem PTFE trubice (obr. 1),
tato vzdalenost ma vliv na ziskanou hodnotu odporu.

Upozoriiujeme, Ze je-li naméfeny odpor vy3si nez 20 k€2, miize to byt diisledek toho,
Ze testovana latka piekryva epidermalni povrch teréiku kize. Je mozno se pokusit
tento povlak odstranit, napiiklad tak, Ze se PTFE trubice utésni palcem v rukavici a
zhruba 10 sekund se protfepava, roztok siranu hofe¢natého se vylije a méfeni odporu
se opakuje s Cerstvym roztokem.

Priméma naméfend hodnota TER je akceptovana, pokud hodnoty ze soub&iné
pozitivni a negativni kontroly lezi vrozmezich piijatelnych pro tuto metodu.
Navrhované kontrolni latky a pfislusnd akceptovatelnd rozmezi odporu pro
popisovanou metodu a aparaturu jsou tyto:

Kontrola |Latka Rozmezi odporu (kQ3)
Pozitivni 10 M kyselina chlorovodikova (36%) 0,5-1,0
Negativni | destilovana voda 10 -25

1.5.3.3 Modifikovany postup pro povrchové aktivni latky a neutralni
organické latky

Pokud je pfi testovani povrchové aktivnich latek (detergenti) nebo neutrdlnich
organickych latek hodnota TER mensi nebo rovna 5 kQ, lze na této tkani provést
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1.5.3.3.1

1.5.3.3.

1.5.3.4

hodnoceni priniku (penetrace) barviva. Timto postupem se zjisti, zda se nejedna o
vysledky fale$né pozitivni (2).

Naneseni a odstranéni barviva sulforhodaminu B

Po prvotnim oSetfeni testovanou latkou se na epidermalni povrch vSech terdika
nanese na 2 hodiny po 150 pl 10% (w/v) roztoku sulforhodaminu B v destilované
vodg. Ter€iky kiiZze se pak zhruba po dobu 10 sekund oplachuji prudkym proudem
vodovodni vody, kterda ma nejvySe pokojovou teplotu. Tim se ma odstranit
pfebyte€né (nenavazané) barvivo. Kazdy tercik kiZe se pak opatrné sejme z PTFE
trubice a uloZi do nadobky (naptf. do 20 ml sklenénych kyvet pro scintilaci)
obsahujici 8 ml deionizované vody. Nadobky se po dobu 5 minut jemné tfepou, aby
se odstranily veskeré zbytky pfebyte€ného (nenavazaného) barviva. Tento oplach se
opakuje. Pak se terCiky vyjmou a vlozZi do nadobek s 5§ ml 30 % (w/v) roztoku
dodecylsulfatu sodného (SDS) v destilované vod€, kde se pies noc inkubuji pii
teplot¢ 60°C. Po inkubaci se teréiky vyjmou a zlikviduji a zbyvajici roztok se
odstfed’uje po dobu 8 minut pifi teplot€ 21°C (relativni odstiediva sila ~175). Vzorek
1 ml supernatantu se pak zfedi 30 % (w/v) roztokem SDS v destilované vodé¢
v objemovém poméru 1 v 5 (v/v) (fj. 1 ml supernatantu + 4 ml roztoku SDS).

vvvvv

2 Vypocet obsahu barviva

Obsah sulforhodaminu B v terciku se vypoé€itd z hodnoty OD (molarni extinkéni
koeficient sulforhodaminu B pfi 565 nm ¢ini 8,7 . 10* molekulova hmotnost = 580).
Obsah sulforhodaminu B se vypocitd pro kazdy ter¢ik klZe zvlast’ a stanovi se
primémé hodnota. Prim&mé hodnota navdzaného barviva je akceptovana za
podminky, Ze soub&zné kontrolni hodnoty spadaji do akceptovatelného rozsahu této
metody. Za akceptovatelna rozmezi obsahu barviva se u kontrolnich latek pii této
metod¢€ a experimentalnim uspoifadani povazuji:

Kontrola Latka Rozmezi obsahu
barviva (ug/ teréik)

Pozitivni 10 M kyselina chlorovodikova 40 -100

Negativni destilovana voda 15 -35

Dopliiujici informace

Je mozZné zvolit krat§i dobu plsobeni testované latky na ter¢ik kize (napt. 2 hodiny)
za UCelem rozliseni silné€ leptajicich latek. Ve validiza€ni studii vSak bylo zjist€no, Ze
test TER precefiuje leptavé schopnosti n€kterych testovanych latek aplikovanych na
teréiky kiiZze na 2 hodiny (2), jakkoliv umoZiluje spravnou identifikaci leptajicich a
neleptajicich latek po 24-hodinovém ptisobeni.

Ziskané hodnoty TER mohou byt ovlivnény vlastnostmi a rozméry zkuSebni
aparatury a experimentalnim postupem. Prahové hodnota pro leptavé u¢inky 5 kQ
byla stanovena na zakladé udaji ziskanych na konkrétni aparatufe a pii aplikaci
postupu uvedeného zde. Pokud by se zkuSebni podminky vyrazné€ zménily, mohlo by
byt tfeba pouZit jinych prahovych a kontrolnich hodnot. Proto se doporuduje
okalibrovat metodiku i1 prahovou hodnotu otestovanim tady referenénich standardd
vybranych z latek, jeZ byly pouZity pfi validaéni studii (3).
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1.6 PRINCIP ZKUSEBNI METODY - TEST S MODELEM LIDSKE KUZE

Testovany material se nanasi topicky na dobu az 4 hodin na trojrozmérny model
lidské kiize, sestdvajici z rekonstruované epidermis s funkéni stratum corneum.
Leptajici material se poznad podle schopnosti vyvolat pokles Zivotnosti bunék
stanovené napfiklad testem ,,MTT reduction assay” (MTT = 3-[4,5-dimetylthiazol-2-
yl]-2,5 difenyl tetrazolium bromid) pod prahovou hodnotu definovanou pro danou
expozi¢ni dobu. Princip testu vychézi z ptedpokladu, Ze latky zpisobujici poleptani
kiZe jsou ty, které dokaZi proniknout skrze stratum corneum (difuzi nebo erozi) a
jsou dostateéné cytotoxické, aby pfivodily smrt bun€k v hlubSich bunécnych

vrstvach.
1.7 POPIS METODY - TEST S MODELEM LIDSKE KUZE
1.7.1 Modely lidské ktize

Modely lidské kiZze mohou pochézet z riznych zdrojl, musi v8ak spliiovat urcita
kritéria. Model musi mit funkéni stratum cormeum s podkladovou vrstvou Zivych
bunék. Bariérova funkce stratum corneum musi byt pfiméfen¢ zachovana. To lze
prokazat tim, Ze model bude rezistentni viéi cytotoxicité po naneseni latek, o nichz
je znamo, Ze jsou pro buiiky cytotoxické, které viak normalné skrze stratum corneum
neprochazeji. Model musi za definovanych experimentalnich podminek vykazovat
reprodukovatelné vysledky.

Zivotnost Zivych bunék v modelu musi byt dostadujici k tomu, aby se dalo dobie
rozlidit mezi latkami pozitivni a negativni kontroly. Zivotnost bungk (méfena
napfiklad velikosti redukce MTT, tj. OD hodnotou) po expozici latce pouziteé jako
negativni kontrola musi leZet v pfijatelnych mezich pro dany model. Podobné
v piipadé latky pro pozitivni kontrolu (ve srovnani s latkami pro negativni kontrolu)
musi hodnoty Zivotnosti spadat do uréenych mezi. Je velmi dilezité, aby bylo
prokazano, Ze pouZity predikéni model odpovidd mezinarodnimu valida¢nimu
standardu (2).

1.7.2 Popis postupu

1.7.2.1 Naneseni testovaného materialu

Je-li testovana latka tekutd, nanese se tak, aby pokryvala povrch kiize (minimalni
mnoZstvi 25 pl/em?). Je-li pevnd, nanese se tak, aby pokryvala kiiZi, a nasledng se
zvlhéi, aby se s kiZi zajistil dobry styk. Pokud je to tfeba, pevné latky se pred
aplikaci roztiraji na pradek. U metody nanaseni musi byt prokazano, Ze je vhodna pro
Siroky rozsah latek (2). Po uplynuti doby expozice se material z povrchu kiize
peclivé smyje fyziologickym roztokem.

1.7.2.2 Mgé&feni zivotnosti bunék

K méfeni Zivotnosti bunék se da pouZit jakakoliv validizovana kvantitativni metoda.
Nejéastéji se pouziva redukce MTT, o které bylo prokazano Ze v ruznych
laboratofich poskytuje pfesné a reprodukovatelné vysledky (2). Ter¢ik kiiZze se na
dobu 3 hodin ponofi do roztoku MTT o koncentraci 0,3 mg/ml pfi teploté 20 - 28°C.
Vylou¢eny modry formazanovy produkt se pak extrahuje (extrakce rozpoustédlem) a
koncentrace formazanu se stanovi métenim OD pfti vinové délce 545 a 595 nm.
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1.7.2.3 Doplnujici informace

Pouzity model kiize i pfesné dodrZeni doby piisobeni, promyvaciho postupu atd. maji
na Zivotnost bun¢k vyznamny vliv. Doporuduje se metodu i predikéni model
okalibrovat za pouZiti fady referenénich standardd vybranych z latek pouZitych ve
validiza¢ni studii ECVAM (3). Je nezbytn& nutné, aby bylo prokazano, Ze je pouZita
metoda za pouziti Siroké Skéaly latek reprodukovatelnd podle mezinarodnich
standardd jak v ramci dané laboratofe, tak mezi rliznymi laboratofemi. Minimalné
musi metoda spliiovat kritéria védecké validity definované diive (2) a vysledky
takové validizaéni studie musi byt zvefejnény ve takovém védeckém Casopise, ve
kterém ¢lanky pted zvefejnénim prochézeji odbornou revizi.

2. UDAIJE
1.8 ZPRACOVANI VYSLEDKU
1.8.1 Test TER na kiiZi potkana

Hodnoty odporu (v k€2) pro testovany materidl, pozitivni a negativni kontrolu a pro
piipadné standardni referenéni latky se uvadé€ji v tabelarni formé, a to data pro
vSechny replikace a opakované experimenty, primeérné hodnoty a z nich vyvozena
klasifikace.

1.8.2 Test s modelem lidskeé kiize

Hodnoty OD a vypoétené procento Zivotaschopnych buné€k se pro testovany material,
pozitivni a negativni kontroly a piipadné standardni referen¢ni latky uvadéji
v tabelarni formé, a to data pro vSechny replikace a opakované experimenty,
pramérmé hodnoty a z nich vyvozena klasifikace.

1.9 VYHODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

1.9.1 Test TER na kiizi potkana

Pokud je primérna hodnota TER pro testovany material vys$si nez 5 kQ, je latka
neleptajici. Je-li hodnota TER niZ§i nebo rovna 5 kQ a nejedna se pfitom o
povrchové aktivni latku (detergent) ¢i neutralni organickou latku, pak testovana latka
leptavé u€inky ma.

U povrchové aktivnich latek (detergentil) a neutrdlnich organickych latek, jez
poskytuji hodnoty TER nepiesahujici 5 kQ, lze provést zkousku penetrace barviva.
Je-1i obsah barviva v ter¢iku vyssi nebo rovny primémému obsahu barviva v teréiku
pfi soub&Zné provedené pozitivni kontrole s 36 % HCI, je testovand latka skutecné
pozitivni a tedy ma leptavé ucinky, kdeZto je-li obsah barviva v teré¢iku mensi, je
testovana latka fale$né pozitivni a tedy leptavé ucinky nema.

192 Test s modelem lidské kiuze

Hodnota OD pro negativni kontrolu pfedstavuje 100 % Zivotaschopnost bunék.
Z hodnot OD pro jednotlivé zkuSebni vzorky se vypoc&te procentudlni Zivotnost vici
negativni kontrole. Hrani¢ni procenticky podil Zivotaschopnych bunék, ktery
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oddéluje latky, které nezpisobuji poleptani klize, od téch, které poleptani zpiisobuji,
respektive odliSuje jednotlivé tfidy leptavych vlastnosti,, musi byt v predikénim
modelu jasné definovan pfedtim, neZ je metoda validovéana, a naslednou valida¢ni
studii se musi prokazat, Ze je tato hrani¢ni hodnota odpovidajici.

3. ZAVERECNA ZPRAVA
ZPRAVA O PRUBEHU POKUSU
Ve zprave o pritbéhu pokusu je tfeba uvést tyto informace:
Testovana latka:

- identifikaéni udaje, fyzikalni stav, popfipad€¢ fyzikalné-chemické vlastnosti;
pokud se pouzivaji referenéni latky, uvedou se tyto udaje i pro né.

Podminky pokusu:

- podrobny popis pouZitého postupu,

- popis a zdivodnéni viech pfipadnych modifikaci.
Vysledky:

- tabulka hodnot odporu (test TER) nebo procentualni podil Zivotaschopnych bunék
(test s modelem lidske kiiZze) pro testovany material, pozitivni a negativni kontroly
a piipadné standardni referentni litky, a to udaje pro v3echny replikace resp.
opakované experimenty a prumérné hodnoty;

- popis vSech jinych pozorovanych efektu.

Diskuse vysledkai.

Zavery.
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Obrazek 2
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B.41. FOTOTOXICITA - TEST FOTOTOXICITY 3T3 NRU IN VITRO
1. METODA

1.1 UVOD

Fototoxicita je definovana jako toxicka odezva (reakce), k niz dochazi, je-li kiize
poprvé vystavena urCitym chemickym latkam a nasledné pak svétlu, nebo je-li
podobné kilize ozafena po celkovém podani uréité latky.

Informace ziskané v rameci testu fototoxicity 3T3 NRU in vitro slouzi ke stanoveni
fototoxického potencidlu dané testované latky, tedy ke zjisténi, zda dana latka ve
spojeni s expozici ultrafialovému a viditelnému zafeni pfedstavuje mozné nebezpeéi
nebo nikoli.

Toxikologickym vysledkem testu in vitro je stanoveni fototoxicity vyvolané
kombinovanym pisobenim latky a svétla, timto testem je mozné zjistit slouceniny,
které jsou fototoxické in vivo po celkové aplikaci a distribuci v kiZi, a slou€eniny,
jez plisobi jako fotoiritanty po topickém naneseni na pokoZzku.

Test fototoxicity 3T3 NRU in vitro byl vypracovan a validovan v ramci spoleéného
projektu EU/COLIPA z let 1992 — 1997 (1) (2) (3) jakoZto validni alternativa in vitro
viéi riznym pouZivanym testim in vivo. V roce 1996 doporucila pracovni schiize
OECD pfistup naslednych in vitro testli pro hodnoceni fototoxicity (4).

Vysledky testu fototoxicity 3T3 NRU ir vitro byly porovnany s akutnimi u¢inky
fototoxicity/fotoiritace in vivo u zvifat a lidi a bylo zjidténo, Ze tento test ma pro
uvedené udinky vynikajici predikéni schopnosti. Test neni navrZzen k tomu, aby
ptedpovidal jiné nepiiznivé Ucinky, jeZ mohou z kombinovaného ptlisobeni latky a
svétla vzniknout, jako je fotogenotoxicita, fotoalergie nebo fotokarcinogenita, i kdyz
fada latek tyto specifické vlastnosti vykazuje, reaguje pii testu fototoxicity 3T3 NRU
in vitro pozitivné. Test neni rovnéz usporadan tak, aby umozioval hodnoceni stupné
fototoxicity.

Sekvenéni pfistup testovani fototoxicity u chemickych latek je pfiloZen viz dodatek.

1.2 DEFINICE

Iradiance: intenzita ultrafialového (UV) & viditelného zafeni dopadajiciho na
povrch; méfena ve W/m? nebo v mW/cm?,

Ddvka svétla: mnozstvi (= intenzita x ¢as) ultrafialového (UV) nebo viditelného
(VIS) zareni dopadajiciho na povrch, vyjadiené v joulech (= W x s) na jednotku
povrchu, napf. J/m? nebo J/em?,

Pdsma vinovych délek ultrafialového svétla: podle doporuceni CIE (Commission
International de L’Eclairage) se pouziva oznaleni UVA (315 -400nm), UVB
(280 — 315 nm) a UVC (100 — 280 nm). PouZivaji se 1 jind vymezeni: za hranici mezi
pasmy UVA a UVB se Casto povaZzuje 320 nm a UVA se nékdy déli na UV-Al a
UV-A2 s hranici zhruba u 340 nm.

Zivotaschopnost (viabilita) bunék: parametr, kterym se méii celkova aktivita
bunééné populace (napf. piijem barviva indikujiciho Zivou butiku, neutralni ¢erveng,
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do bunéénych lysozomt), jez podle parametri méfenych danym testem a jeho
uspofadani koreluje s celkovym poctem resp. Zivotnosti (vitalitou) bunék.

Relativni Zivotaschopnost (viabilita) bunék: Zivotaschopnost bun€k vyjadirena
v porovnani s negativnimi kontrolami (rozpoustédlo), které prosly celou procedurou
testu (bud’ +UV nebo —UV), oviem bez plisobeni testované latky.

Predikcni model: algoritmus, kterym se vysledky testu toxicity transformuji
do predikce toxického potencialu. V tomto metodickém navodu pro test je moZno
k transformaci vysledkd testu na fototoxicitu 3T3 NRU in vitro k predikci
fototoxického potencidlu pouzit veli¢in PIF a MPE.

PIF (photo irritation factor, fotoiritacni faktor): koeficient pfedstavujici pomér
dvou stejné u¢innych cytotoxickych koncentraci (ECso) testované latky ziskanych v
nepfitomnosti (—UV) a v ptitomnosti (+UV) necytotoxického UVA/VIS ozafeni.

MPE (mean photo effect, stiedni fotoefekt): nova mira odvozena z matematické
analyzy kompletniho priibéhu dvou kiivek koncentrace-odezva ziskanych v
nepfitomnosti (-UV) a v pfitomnosti (+UV) necytotoxického UVA/VIS ozéfeni.

Fototoxicita: akutni toxick4 reakce (odezva), ktera vznikd po prvni expozici kiiZze
urcité latce a nasledné expozici kiize svétlu, nebo reakce kterd je obdobné navozena
ozatenim kiize po systémovém podani ur€ité latky.

Fotoiritace: nizZ§i uroven pojmu ,,fototoxicita®, tykajici se pouze téch fototoxickych
reakci, k nimz dochazi v kiZi poté, co na ni plisobi (topicky nebo oralné piijata)
ng&jaka latka. Tyto fototoxicke reakce vedou vZdy k nespecifickému poskozeni bunék
(reakce podobné jako pii nadm&mém slunéni).

Fotoalergie: ziskana imunologicka reaktivita, kterd se pfi prvnim plsobeni latky a
svétla neprojevuje, a kdy je zapotiebi jednotydenni az dvoutydenni indukéni periody
k tomu, aby se reaktivita klize projevila.

Fotogenotoxicita: genotoxicka reakce (odezva) s genetickymi projevy, ke které
dochazi poté, co byly buniky vystaveny negenotoxické davce UV/VIS zafeni a
negenotoxické latky.

Fotokarcinogenita: karcinogenita vyvolana opakovanou aplikaci svétla a latky.
Pokud je tumorogeneze vyvolana UV zafenim zesilena latkou, mluvime o
fotokokarcinogenitg.

1.3 REFERENCNI LATKY

Vedle chlorpromazinu jako latky pro pozitivni kontrolu, ktera je soub&zné testovana
pfi kazdé studii, se pro zavedeni testu na fototoxicitu 3T3 NRU doporucuje pouZit
jako referenéni latky podsoubor z latek, které byly pouZzity pfi mezilaboratornim
porovnavani tohoto testu (1) (3) (13).

1.4 PRVOTNI UVAHY

Fototoxické i¢inky byly pozorovany u fady latek (5) (6) (7) (8), jejichz jedinym
spoleénym rysem je to, Ze dokaZzi absorbovat svételnou energii v oblasti sluneniho
zafeni. Podle prvniho zakona fotochemie (Grotthaustiv-Drapertiv zakon) vyzaduje
kazda fotoreakce dostate¢nou absorpci svételnych kvant. Proto by se pfedtim, neZ se
zaéne uvaZovat o biologickém testovani podle tohoto metodického navodu, mélo by
se vZdy stanovit absorpéni spektrum testované latky v UV/VIS oblasti (napfiklad
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podle zkuSebni metody OECD ¢&.101). Pokud je molarni extinkéni/absorpéni
koeficient niZ§i neZ 10 litrd x mol™' x cm", nema latka fotoreaktivni potencial a neni
tfeba ji na Skodlivé fotochemické ulinky testovat ani testem na fototoxicitu 37T3
NRU in vitro, ani Zadnym jinym biologickym testem (viz dodatek).

1.5 PRINCIP METODY

Byly zjiStény ¢tyfi mechanismy, kterymi miZe absorpce svétla (chemickym)
chromoforem vytstit ve fototoxickou reakci (7), pfiCemz viechny vedou k poskozeni
bunék. Proto je test fototoxicity 3T3 NRU in vitro zaloZen na porovnani cytotoxicity
latky testované v pfitomnosti a nepfitomnosti necytotoxické davky UVA/VIS zafeni.
Cytotoxicita se pfi tomto testu vyjadiuje jako koncentraéné zavisly pokles pfijmu
vitalniho barviva, neutrdlni ervené (neutral red, NR) (9), 24 hodin po pilisobeni
testované latky a ozafovani.

Buiiky Balb/c 3T3 se kultivuji po dobu 24 hodin tak, aby se vytvofila kultura bunék
v jedne vrstvé (monolayer). Pro kazdou testovanou latku se preinkubuji dvé desticky
po 96 jamkach slatkou v osmi rtiznych koncentracich po dobu 1 hodiny. Jedna
z obou destitek se pak vystavi necytotoxickému UVA/VIS zéfeni v davee 5 J/em?
UVA (+UV experiment), druha desti¢ka se uchovava v temnu (-UV experiment).
V obou desti¢kach se pak médium nahradi médiem kultivaénim a po dalsich
24 hodinach kultivace se pomoci inkorporace neutralni ¢ervené (neutral red uptake,
NRU) po dobu 3 hodin stanovi Zivotaschopnost bun€k. Pro kaZdou z osmi
koncentraci se stanovi relativni Zivotaschopnost bun&k, vyjadfena jako procento
hodnot u negativnich kontrol. K posouzeni fototoxického potencialu se porovnaji
koncentraéné zavislé reakce ziskané v pfitomnostt (+UV) a v nepfitomnosti (-UV)
zafeni, obvykle na urovni ECsy, tj. pfi koncentraci inhibujici Zivotaschopnost bunék o
50 % v porovnani s kontrolami bez ovlivnéni.

1.6 KRITERIA JAKOSTI

Citlivost bunék vidi zaieni UVA, historické nidaje: u bunék je tfeba pravidelné
provadét kontrolu citlivosti vi¢i zadfeni UVA. Builky se nasadi v hustoté, ktera se
pouZiva pfi testu fototoxicity 3T3 NRU in vitro, pristi den se vystavi zafeni UVA
vdavce 1-9J/cm® a daldi den se testem NRU stanovi Zivotaschopnost bun&k.
Buiiky splituji kritéria jakosti, jestliZe jejich Zivotaschopnost po ozafeni davkou UVA
zafeni 5J/em® neni nizd nez 80% Zivotaschopnosti kontrolnich vzorkd
uchovavanych vtemnu. PH nejvy$si davece UVA zafeni 9J/cm’ nema byt
Zivotaschopnost niz8§i nez 50 % Zivotaschopnosti vzorkdi uchovévanych v temnu.
Tato kontrola se provadi zhruba po kaZdé desaté pasaZi bunek.

wv oy

Citlivost bunék negativni kontroly vitéi zafeni UVA, béZny test: test splituje kritéria
jakosti, jestliZze negativni kontroly (buiiky v Earlové vyvazeném solném roztoku
[Earl’s balanced salt solution, EBSS] s 1 % roztokem dimethylsulfoxidu (DMSO)
nebo ethanolu (EtOH) nebo bez nich vykazuji vexperimentu (+UVA)
Zivotaschopnost minimaln¢ 80% v porovnani s neozafenymi buiikami v témz
rozpoustédle v ramci soub&Zného experimentu v temnu (-UVA).

Zivotaschopnost negativnich kontrol: absolutni opticka hustota (ODss0 nry) m&fend
v NR extraktu negativnich kontrol ukazuje, zda ondch 1x 10* bun&k nasazenych
v kazdé jamce rostlo béhem dvou dnt testu s normalni dobou zdvojnasobeni. Test
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1.7

1.7.1

1.7.1.1

1.7.1.2

1.7.1.3

spliiuje kritéria akceptovatelnosti, je-li priméma hodnota ODs4g nru u kontrol bez
ovlivnéni vé&tsi nebo rovna 0,2.

Pozitivni kontrola: pfi kaZzdém testu na fototoxicitu 3T3 NRU in vitro je tfeba
provest soubéZny test se znamou fototoxickou latkou. Pii validaéni studii
EU/COLIPA byl jako latka pro pozitivni kontrolu pouZit chlorpromazin (CPZ); proto
se tato latka doporucuje. Pro CPZ testovany dle standardniho protokolu v testu
fototoxicity 3T3 NRU in vitro byla definovéana tato kritéria akceptovatelnosti: CPZ
ozdfeny  (+UVA): ECs50=0,1 -2,0 pg/ml, CPZ neozidfeny (-UVA):
ECsp = 7,0 — 90,0 png/ml. Fotoiritatni faktor (PIF), tzn. posun hodnoty ECsj, ma byt
minimalné 6.

Misto CPZ se pro soub&Znou pozitivni kontrolu daji pouZzit i jiné zndmé fototoxické
latky, pokud jsou vhodné pro charakteristiku chemické skupiny nebo rozpustnosti
testované (hodnocené) latky. V takovém piipadé€ je tfeba na zaklad& historickych dat
adekvatné definovat jako kritéria akceptovatelnosti rozsahy hodnot ECsy a PIF nebo
MPE (stfedni fotoefekt).

POPIS METODY

Priprava
Butiky

Pfi valida¢ni studii byla pouZita stabilizovand buné¢nd linie mySich fibroblastii
Balb/c 3T3 klon 31, a to bud’ z ATCC nebo z ECACC; ta se proto doporucuje. Podle
steyného protokolu se daji s ispéchem pouZit i jiné buiiky nebo bunééné linie, pokud
se kultivatni podminky upravi podle jejich specifickych potfeb; je vSak téeba
prokézat, Ze jsou stejn€ vhodné.

U bunék je tfeba pravidelng kontrolovat, Ze nejsou kontaminovany mykoplazmaty, a
smi se pouZit jen v pifipadg, Ze je vysledek kontroly uspokojivy.

Jelikoz citlivost bun€k vii€i UVA zafeni mlZe s poétem pasaZi naristat, je tfeba
pouZivat buniky Balb/c 3T3 z pasaZe s nejniz8im ¢islem, pokud mozZno niZ8im nez
100. Citlivost bun€k Balb/c 3T3 vii€i UVA zafeni je tfeba pravidelné kontrolovat, a
to postupem kontroly jakosti popsanym v tomto metodickém navodu.

Média a kultivaéni podminky

Pro rutinni pasdZovani bun¢k a b&hem postupu je tfeba pouZivat vhodna kultiva¢ni
média a inkubaéni podminky. V ptipadé bunék Balb/c 3T3 se jedna o DMEM
obohaceny 10 % séra novorozenych telat, 4 mM glutaminu, penicilinem a
streptomycinem a o inkubaci ve vlhkém prostiedi pfi teploté¢ 37°C/ 7,5 % CO,. Je
nezbytné, aby podminky kultivace zajiStovaly bunéény cyklus v normalnim
historickém rozmezi pro dané buiiky resp. bunéénou linii.

Ptiprava kultur

Buiiky ze zmraZenych zasobnich kultur se nasadi v pfisluiné hustoté v kultivadnim
médiu a minimalné€ jednou se pfed pouZitim v testu na fototoxicitu 3T3 NRU in vitro
pasazuji.
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1.7.1.4

1.7.1.5

1.7.1.6

Pro test fototoxicity se buriky nasadi v kultivaénim médiu v takové hustoté, aby na
konci testu (tj. kdy se stanovuje Zivotaschopnost bun€k 48 hodin po nasazeni)
nedoslo ke konfluenci (ke splynuti v souvislou, jednolitou vrstvu bun&k). V pfipadé
bun€k Balb/c 3T3 kultivovanych v desti¢kach s 96 jamkami se doporucuje hustota
1 x 10* bun&k v jedné jamce.

Pro kazdou testovanou latku se buriky nasazuji identicky na dvé destiCky s 96
jamkami, které pak prochazeji celym postupem za identickych kultiva¢nich
podminek, s vyjimkou doby, kdy je jedna z desti¢ek ozatovana (+UVA/VIS) a druh4
je uchovavana v temnu (-UVA/VIS).

Metabolicka aktivace

Zatimco pifi vSech testech in vitro pro posouzeni genotoxického nebo
karcinogenniho potencidlu je obecnym pozadavkem pouziti metabolizujiciho
systému, neni v pfipadé fototoxikologie znama Zadna latka, kde by k tomu, aby
plsobila jako fototoxin in vivo nebo in vitro, bylo metabolické transformace
zapotiebi. Nepoklada se proto ani za nutné, ani za vé€decky odivodnéné, aby se
tento test provadél s néjakym metabolickym aktivaénim systémem.

Testovana latka / pfiprava

Testovana latka musi byt pfed pouZitim Cerstv€ pfipravena, ledaze udaje o jeji
stabilit¢ prokazuji, Ze se da skladovat. Pokud je pravdépodobné, Ze by doslo
k fotodegradaci, musi se pfiprava provadét pod éervenym svétlem.

Latka se rozpusti v pufrovaném solném roztoku, napfiklad v Earlové vyvazeném
solném roztoku (EBSS) nebo ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem
(phosphate buffered saline, PBS), ktery — aby nemohlo dojit k interferenci b&hem
ozafovani — nesmi obsahovat Zadné proteinové slozky ani barevné indikatory pH,
pohlcujici svétlo.

Pokud je testovana latka ve vodé€ omezené rozpustna, rozpusti se ve vhodném
rozpou$tédle v koncentraci stondsobné vyS$8i, neZ je poZadovania konecna
koncentrace, a nésledné se zfedi v poméru 1 : 100 pufrovanym solnym roztokem.
Pokud se pouzivd rozpoustédlo, musi byt pfitomno v konstantnim objemu 1 %
(v/v) ve v8ech kulturach, tj. ve vSech koncentracich testované latky i v negativnich
kontrolach.

Jako rozpoustédlo se doporucuje dimethylsulfoxid (DMSO) nebo ethanol (EtOH).
Vhodna mohou byt i dalsi rozpoustédla s nizkou cytotoxicitou, napiiklad aceton,
je vSak tfeba vZdy peclivé zvazit jejich specifické vlastnosti, jako je pifipadna
reakce s testovanou latkou, potlaCeni fototoxického efektu nebo vychytavani
radikald.

Aby se napomohlo rozpous$téni, da se pouZit michéni resp. sonifikace, popiipadé
ohfev na 37 °C

Ozafovani UV svétlem / pfiprava

Svételny zdroj: volba spravného svételného zdroje a spravna filtrace je pii
testovani fototoxicity klicovym faktorem. Zateni v UVA a ve viditelné oblasti je
obvykle spojovano s fotosenzibilizaci (7) (10), kdezto zafeni UVB je v tomto
sméru méné relevantni, je pfimo vysoce cytotoxické, piiCemz jeho cytotoxicita se
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1.7.2

pii pfechodu od 313 nm k 280 nm zvyS3uje tisicindsobné. Mezi kritéria pro volbu
svételného zdroje patfi zasadni poZadavek, aby emitoval vinové délky, jez
testovana latka absorbuje, a aby byla svételnd davka (dosaZitelna za piiméfenou
dobu) postacujici ke zjisténi znamych fotosenzibilizujicich latek. Dale nesmé&ji byt
pouzité vinové délky a davky nepatfi¢né poskozujici testovaci systém — patii sem
1 vyzafovani tepla (infraCervena oblast).

Za optimalni svételny zdroj se pokladaji solarni simulatory, jimiz se simuluje
sluneéni zafeni. Jako tyto simulatory se pouzivaji xenonové vybojky a dale
(vysokotlaké) rtutové halogenové vybojky — ty maji tu vyhodu, Ze vyzatuji méné
tepla a jsou levngjsi, sluneéni svétlo vSak imituji hife. JelikoZ vSechny solarni
simulatory emituji vyznamné mnozZstvi zafeni UVB, je tfeba zafeni filtrovat tak,
aby se toto vysoce cytotoxické zafeni dostatecné zeslabilo.

Pro test na fototoxicitu 3T3 NRU in vitro je tfeba pouZit spektrum zafeni, kde se
slozka UVB prakticky nevyskytuje (UVA:UVB ~ 20: 1). Pfiklad spektralniho
rozloZeni filtrovaného zafeni solarniho simulatoru pouZitého pfi validaéni studii
testu na fototoxicitu 3T3 NRU in vitro je v praci (3).

Dozimetrie: intenzita svétla (iradiance) se musi pravidelné pfed kazdym testem
fototoxicity kontrolovat pomoci vhodného Sirokopasmového UV-metru, ktery
musi byt kalibrovan pro dany zdroj. Funkénost UV-metru je tfeba kontrolovat,
k ¢emuZ se doporucuje pouzit druhy, referenéni UV-metr téhoZ typu a kalibrace.
Idealni je, kdyZ se v delSich intervalech méfi spektralni iradiance filtrovaného
svételného zdroje a kontroluje se kalibrace §irokopasmového UV-metru pomoci
spektroradiometru; takova instrumentace ovSem vyZaduje kvalifikovanou obsluhu
vy$koleného personalu.

Pti validadni studii bylo zjisténo, ¥e davka UVA zafeni 5 J/cm? je pro bunky
Balb/c 3T3 necytotoxicka a pfitom dostatecné silna, aby excitovala i slabé
fototoxické latky. Aby se této davky dosahlo béhem 50 minut, musi byt iradiance
nastavena na 1,666 mW/cm’. PouZije-li se jind bun&éna linie nebo jiny zdroj
svétla, musi se davka zafeni UVA upravit tak, aby buriky neposkozovala a byla
dostatecna k prikazu standardnich fototoxinG. Doba svételné expozice se
vypocitava podle vzorce:

t(min) = davka zafeni J/em®) x 100 (1J=1Ws)
zareni (mW/cmz) x 60

Podminky testu

Maximalni koncentrace testované latky nemda pfevysit hodnotu 100 pg/ml, nebot’
viechny fototoxické latky byly detekovany pi#i koncentracich niZSich, pfi vysSich
koncentracich se zvySuje Cetnost faleSn¢ pozitivnich vysledkt (13). Hodnota pH pfi
nejvyssi koncentraci testované latky musi byt pfijatelna (oblast pH 6,5 — 7,8).

Rozsah koncentraci testované latky pii pouZiti svétla (+UVA) a bez ng&j (-UVA)
je tfeba stanovit v ramci pfedbéZnych experimentli. Rozsah a postup koncentracni
fady se zvoli tak, aby kiivky zavislosti koncentrace-odezva byly dostate¢né
podloZeny experimentalnimi udaji. PouZiva se koncentrani geometricka fada (s
konstantnim faktorem fedéni).
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1.7.3 Popis postupu

1.7.3.1 Prvni den

Pfipravi se suspenze 1 x 10° bun&k/ml v kultivaénim médiu. Do perifernich jamek
96 jamkové mikrotitratni desti¢ky pro tkafiové kultury se odpipetuje po 100 pl
samotné¢ho média (= slepy pokus), do ostatnich jamek se davkuje po 100 pl
bunééné suspenze o denzité 1x 10° bungk/ml (=1x 10* bungk na jamku). Pro
kazdou testovanou latku se piipravi dvé destiCky — jedna pro stanoveni
cytotoxicity (-UV A), druha pro stanoveni fotocytotoxicity (+UVA).

Bunky se inkubuji po dobu 24 hodin (7,5 % CO,, 37 °C), aby se vytvofil
semikonfluentni monolayer. Tato inkubaéni doba umoziluje regeneraci a
adherenci bunék a jejich exponencialni rist.

1.7.3.2 Druhy den

Po inkubaci se kultivaéni médium z buné€k odstrani a promyje dvakrat objemem
150 ul EBSS/PBS na kazdou jamku. Pfida se 100 ul EBSS/PBS obsahujiciho
testovanou latku v pfisluSné koncentraci nebo jenom rozpoustédlo (negativni
kontrola). Testovana latka se pfidavd v osmi koncentracich. Buiiky s testovanou
latkou se inkubuji v temnu po dobu 60 minut (7,5 % CO,, 37 °C).

Cast testu s UVA (+UVA) se provadi tak, Ze se buiiky za pokojové teploty ozafuji
po dobu 50 minut skrz vicko desticky s 96 jamkami zafenim UVA o intenzité
1,7 mW/em? (=davka 5 /sz)_ Aby nedochazelo ke kondenzaci vody pod vi¢kem,
je tteba pouzit ventilatoru. Duplicitni desticky (-UVA) se po dobu 50 minut (=
expozi¢ni doba UV A) uchovavaji za pokojove teploty v temném boxu.

Roztok se odstrani a jamky se promyji dvakrat 150 ul EBSS/PBS. Poté se naplni
kultivaénim médiem a ptes noc (18 — 22 hodin) se inkubuji (7,5 % CO,, 37 °C).

1.7.3.3 Tteti den

Mikroskopické hodnoceni

Buriky se prohlédnou pod mikroskopem s fazovym kontrastem. Zaznamenaji se
zmény morfologie bunék zplisobené cytotoxickym uéinkem testované latky. Tato
kontrola se doporucuje, aby se eliminovaly experimentalni chyby, ale pii
vyhodnocovani cytotoxicity nebo fototoxicity se tyto zaznamy nepouZiji.

Test pfijmu neutralni cervené (NR)
Buriky se promyji objemem 150 pl pfedehiatého EBSS/PBS. Promyvaci roztok se

odstrani jemnym poklepem. Pfid4 se 100 pl média s NR a inkubuje se pii 37 °C
ve zvlhéené atmosféte s 7,5 % CO; po dobu 3 hodin.

Po inkubaci se médium s NR odstrani a buriky se promyji objemem 150 pul
EBSS/PBS, jenZ se pak zcela a diikladn€ odstrani (je také moZno desticky
zcentrifugovat v obracené poloze).

Pfida se pfesné 150 pl roztoku na uvolnéni NR (Cerstvé piipravena smés ethanol/
kyselina octova).
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Mikrotitraéni destiCky se po dobu 10 minut rychle tfepou na tfepaéce, dokud se
NR z bun&k nevyextrahuje a nevytvoii se homogenni roztok.

wwr

Na spektrofotometru se zmé&fi opticka hustota extraktu NR pfi 540 nm za pouZiti
slepého pokusu jako srovnavaciho roztoku. Udaje se uchovaji ve vhodném
formatu (nap#. ASCII) pro dal$i analyzu.

2. UDAIJE

1.8 KVALITA A KVANTITA UDAJU

Udaje musi umoZiiovat smysluplnou analyzu vztahu koncentrace-odezva pii
aplikaci UVA/VIS zéafeni a bez ni. Je-li zjist€na cytotoxicita, koncentraéni rozsah
a postup jednotlivych koncentraci se nastavi tak, aby se experimentalni idaje daly
vyjadfit k¥ivkou. JelikoZ testovand latka midze byt aZz do definované limitni
koncentrace 100 pg/ml v experimentu ve tmé€ (-UVA) necytotoxicka, ale pii
ozafovani (+tUVA) vysoce cytotoxickd, miZe dojit k tomu, Ze se koncentra¢ni
rozsahy v obou &astech experimentu budou muset fadové lisit, aby byl splnén
poZadavek adekvatni kvality dat. Pokud neni cytotoxicita zji§téna v Zadné z obou
dasti experimentu (ani pti —UVA, ani pfi +UVA), postaCuje testovani s velkym
rozestupem mezi jednotlivymi davkami aZ do nejvyssi koncentrace.

Jsou-li vysledky hraniéni — blizko délici ¢ary predikéniho modelu — je tfeba test
pro ovéfeni opakovat.

Povazuje-li se opakovani testu za potfebné, miZe byt dilezité pozménit
experimentalni podminky, aby se dosahlo jasného vysledku. Kli¢ovou proménnou
v tomto testu je piiprava roztoki testované latky, nejvhodnéjsi pii jeho opakovani
je variace té&chto podminek (spolurozpoustédlo, triturace, sonifikace). Lze také
uvaZovat o zménach inkubaéni doby pted ozafovanim. U latek, jeZ jsou ve vodé
nestalé, mdZe mit vyznamny vliv zkraceni doby.

1.9 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pokud je to moZné, stanovi se koncentrace testované latky vedouci k 50 %
inhibici bunéného pfijmu NR (ECsp). To lze ulinit tak, Ze se na data
koncentrace-odezva pouzije jakakoliv vhodna metoda nelinearni regrese (nejlépe
Hillova funkce nebo logistickd regrese) nebo se pouZije jind vhodnid metoda
prolozeni (14). Nez se hodnota ECsy pouzije pro daldi vypoclty, je tieba
zkontrolovat kvalitu proloZeni. K vypoétu hodnoty ECsy je také moZno pouzit
grafické metody. V tomto pfipad¢ se doporucuje pouZit pravdépodobnostni papir
(osa x: log, osa y: probit), protoZe po této transformaci byva kiivka koncentrace-
odezva mnohdy téméf linearni.

1.10 VYHODNOCENI{ VYSLEDKU (PREDIKCNI MODELY)

1.10.1 Predikéni model, verze 1: fotoiritacni faktor (PIF)

Pokud se ziskaji uplné kiivky koncentrace-odezva jak za pfitomnosti (+UVA), tak za
neptitomnosti (-UVA) svétla, se fotoiritacni faktor (PIF) vypocita podle vzorce

(a) PIF = ECs (<UV)
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ECso (+UV)

PIF <5, nepfedpovida Zadny fototoxicky potencial, kdeZto PIF > 5 fototoxicky
potencial pfedpovida.

Je-li latka cytotoxicka pouze pii +UVA, kdeZto pti ~-UVA je necytotoxicka, neda
se PIF vypocitat, i kdyZ se jedna o vysledek, ktery indikuje, Ze latka ma
fototoxicky potencidl. V takovém pfipad¢ se d4 vypoéitat tzv. ,,> PIF“, kdyZ se
test cytotoxicity (-UV) provede aZ po maximalni zkuSebni koncentraci (Cpy) a
tato hodnota se dosadi do vzorce:

Cax (-UVY)
ECsy (+UV)

Pokud se da vypocitat pouze ,>PIF“, pak kazda hodnota >1 ptedpovida
fototoxicky potencial.

(b) >PIF =

Jestlize se nedd vypocitat ani ECsy (-UV), ani ECsy (+UV), protoZe latka
nevykazuje cytotoxicitu aZ do nejvyssi zkuSebni koncentrace, je to indikaci toho,
Ze latka nema Zadny fototoxicky potencidl. V takovém ptipadé se pouziva
formalni ,,PIF = *1%, ¢imz se charakterizuje vysledek

Cmax (<UV
Crmax (FUV)

Pokud se da ziskat pouze hodnota ,,PIF = *1%, ptfedpovida to, Ze neni pfitomen
zadny fototoxicky potencial.

(c) PIF = *1 =

V pripadech (b) a (c) je tfeba pii predikci fototoxického potencialu vzit bedlivé
v tvahu koncentrace, jichZ se pfi testu doséhlo.

1.10.2 Predikéni model, verze 2: stfedni fotoefekt (MPE)

Je moZno také pouzit novéjsi verze modelu pro predikei fototoxického potencialu,
vypracovaného za pouZiti dat z valida¢ni studie EU/COLIPA (15) a odzkou$eného
za podminek slepé studie stanoveni fototoxicity ir vitro u latek UV filtrd (13).
V tomto modelu jsou pfekondna omezeni modelu PIF v téch pfipadech, kde nelze
ziskat hodnotu ECsy. V tomto modelu se pouziva veliina ,stfedni fotoefekt™
(MPE) zaloZena na porovnani celého pribéhu k#ivek koncentrace-odezva. Pro
aplikaci modelu MPE byl na Humboldtov€ univerzit¢ v Berlin€ vyvinut specialni
pocitacovy software, ktery lze obdrzet zdarma.

1.11 INTERPRETACE VYSLEDKU

Pozitivni vysledek testu (PIF =5 nebo MPE > 0,1) ukazuje, Ze dana latka ma
fototoxicky potencial. Pokud se ktomuto vysledku dojde pifi koncentracich
nizsich nez 10 pg/ml, je pravdépodobné, Ze latka bude plisobit jako fototoxin také
za riiznych expozi¢nich podminek in vivo. Ziska-li se pozitivni vysledek pouze pti
nejvyssi zkuSebni koncentraci (100 pg/ml), bude pro posouzeni nebezpe€nosti
nebo fototoxické schopnosti dané latky nejspiSe zapotiebi dalSich informaci. Sem
mohou spadat informace o penetraci, absorpci a moZné akumulaci latky v kiiZi,
nebo tudaje z testovani dané litky v jiném potvrzujicim alternativnim testu,
napiiklad za pouZiti modelu lidské ktize in vitro.
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Negativni vysledek testu fototoxicity 3T3 NRU ir vitro (PIF < 5 nebo MPE < 0,1)
ukazuje, Ze testovana latka neni fototoxickd pro pouZité savéi buiky v danych
podminkach. V piipadech, kdy by se latka dala testovat i pfi nejvy$si koncentraci
100 pg/ml, negativni vysledek znamend, Ze latka nema Zadny fototoxicky
potencidl a fototoxicita in vivo se di povaZovat za nepravdépodobnou.
V pfipadech, kdy byly pfi nizSich koncentracich ziskany identické koncentra¢ni
zavislosti toxické reakce (ECsp +UV a ECsy —UV), je interpretace dat stejna.
Naproti tomu pokud nebyla prokizana Zadna toxicita (+UV ani -UV) a pro
omezenou rozpustnost latky se nedalo dosdhnout koncentrace 100 pg/ml, je
moZno povaZzovat tento test pro danou latku za ne zcela vhodny a mélo by se
uvaZovat o jiném, potvrzyjicim testu (napiiklad s pouZitim modelu kize in vitro
nebo modelu kiiZe ex vivo nebo test in vivo).

3. ZAVERECNA ZPRAVA

ZPRAVA O PRUBEHU POKUSU

Ve zprave o pribéhu pokusu je tieba uvést tyto informace:

Testovana latka:

identifika¢ni tidaje a ¢islo CAS, je-li znamo,
fyzikalni povaha a Cistota,
fyzikalné-chemické vlastnosti, jeZ jsou k provedenti testu dileZité,
stabilita a fotostabilita, jsou-1i znamy.

Rozpoustédio:

— zdivodnéni volby daného rozpoustédla,

— rozpustnost testované latky v tomto rozpoustédle,

— procenticky podil rozpoustédla v plisobicim médiu (EBSS nebo PBS).

Buriky:

— typ a zdroj buné&k,

— mnepiitomnost mykoplazmat,

— Cislo bun&éné pasaze, je-li znamo,

— citlivost bun€k vii¢i zafeni UV A stanovena pomoci ozafovaciho zafizeni, jeZ se
v testu na fototoxicitu 3T NRU in vitro pouZiva.

Podminky pokusu (a) — inkubace pred ovilivnénim a po ném:
— typ a sloZeni kultivaéniho média,

— podminky inkubace (koncentrace CO,, teplota, vlhkost),
— doba inkubace (zpracovani pted ni a po ni).,

Podminky pokusu (b) — oviivneni latkou:

— zddvodnéni volby koncentraci testované latky, které se pouZiji v pfitomnosti
ozafovani UV/VIS zafenim a bez ngj,

— vpfipadé omezené rozpustnosti testované latky a absence cytotoxicity
zdtivodnéni nejvyssi testované koncentrace,

— typ a sloZeni plisobiciho média (pufrovany solny roztok),

~ doba ovlivilovani latkou.

Podminky pokusu (c) — ozarovani:
— zdtvodnéni volby daného svétleného zdroje,
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— spektralni charakteristika zafeni svételn¢ho zdroje,

— charakteristiky propustnosti/absorpce pouZzitého filtru (filtrii),

— charakteristika radiometru a podrobnosti o jeho kalibraci,

— vzdalenost svételného zdroje od testovaného systému,

— jradiance UVA (v mW/cm®) p¥i této vzdalenosti,

— doba expozice UV/VIS zateni,

— davka zafeni UVA (iradiance x &as) v J/em?,

— teplota bun&énych kultur béhem ozafovani a kultur soub&Zzné uchovavanych v
temnu.

Podminky pokusu (d) —test NRU:

— slozeni média s NR,

— doba inkubace s NR,

— inkubac¢ni podminky (koncentrace CO,, teplota, vlhkost),

— podminky extrakce NR (extrakéni éinidlo, doba extrakce),

— vlnova délka, pfi které se spektrofotometricky odeéitala opticka hustota NR,

~ druha vlnova délka (referen¢ni), byla-li pouZita,

— sloZeni srovnavaciho roztoku pro spektrofotometrii (blanku), pokud byl pouZit.

Vysledky:

— Zivotaschopnost bunék pii jednotlivych koncentracich testované latky,
vyjadiena v procentech vici primémé Zivotaschopnosti kontrol,

— kiivky koncentrace-odezva (koncentrace testované latky vs relativni
Zivotaschopnost bun¢k) ziskané soubéznymi experimenty +UVA a -UVA,

— analyza kfivek koncentrace-odezva: podle mozZnosti vypocet hodnot ECs
(+UVA) aECsy (-UVA),

— porovnani obou kfivek koncentrace-odezva ziskanych za pouziti ozafovani
UV/VIS svétlem — vypoétem bud’ fotoiritaéniho faktoru (PIF) nebo stfedniho
fotoefektu (MPE),

— klasifikace fototoxického potencialu,

— kritéria akceptovatelnosti testu (a) — soub&Zna negativni kontrola:

- absolutni Zivotaschopnost (opticka denzita extraktu NR) ozafenych a
neozafenych bunék,
- historické udaje negativnich kontrol, primér a smérodatna odchylka,

— kritéria akceptovatelnosti testu (b) — soub€zna pozitivni kontrola:

- hodnoty EC50 (+UVA), EC50 (-UVA) a PIF latky pouZité pro pozitivni
kontrolu,

- historické udaje latky pouzité pro pozitivni kontrolu: hodnoty ECso(+UVA),
ECsp (-UVA) a PIF, priiméry a smérodatné odchylky.

Diskuse vysledkai.

Zavery.
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Dodatek

Uloha testu fototoxicity 3T3 NRU v sekvenénim pFistupu k testovani fototoxicity latek

Prvotni hodnoceni latky
(Q)SAR, fotochemie

Dalsi

fotobiologické

UV/VIS K absorpci
absorpéni nedochazi
spektra ve

vhodnych

rozpoustédlech

Absorpce pfitomna

testovani neni
zapotiebi

Test fototoxicity 3T3 NRU in vitro

Regulacni
opatfeni pro
pripad pouziti
lidmi, napf.
znaéeni na obale

Pf1 koncentraci
>100 pg/ml

®

[Pfi koncentracil
<100 pg/ml

Y

Validovany potvrzujici test

(viz ¢ast 2.4.)

Akutni
potencial
fotoxicity
neni

®

In vitro test
fotogenotoxicity

Test fotoalergie

O

Testovani bezpecnosti
u lidi
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7. Cast Obsah pfilohy zni:

»Obsah prilohy
B. Metody stanoveni toxicity — VSeobecny tvod
B.1. Akutni toxicita oralni (per os)

B.1.bis  Akutni toxicita oralni (per os) - metoda fixni davky

B.l.tris  Akutni toxicita (oralni) - metoda stanoveni tfidy akutni toxicity

B.2. Akutni toxicita (inhalaéni)

B3 Akutni toxicita (dermalni)

B.4. Akutni toxicita (koZni drazdivost)

B.S. Akutni toxicita (o¢ni drazdivost)

B.6. Senzibilizace klize

B.7. Subakutni toxicita oralni (per os) (28denni opakovana aplikace)
B.8. Subakutni toxicita inhala¢ni (28denni opakovana aplikace)

B.9. Subakutni toxicita dermalni (28denni opakovana davka)

B.10. Mutagenita - test chromozdmovych aberaci u sav¢ich bunék in vitro
B.11. Mutagenita - test chromozomovych aberaci v kostni dfeni savcil in vivo
B.12. Mutagenita - in vivo mikronukleus test v sav¢ich erytrocytech

B.13/14 Mutagenita - test reverznich mutaci u bakterii

B.15. Genové mutace-Saccharomyces cerevisiae

B.16 Mitoticka rekombinace - Sacchoromyces cerevisiae

B.17. Mutagenita - test genovych mutaci v savcich buiikach in vitro

B.18. Pogkozeni DNA reparace - neplanovana syntéza DNA - sav¢i buriky in vitro

B.19. SCE - vymeéna sesterskych chromatid in vitro

B.20. Recesivni letalni mutace vazané na pohlavi u Drosophila melanogaster
B.21. Test transformace sav¢ich bunék in vitro

B.22. Dominantni letalni test u hlodavcd

B.23. Analyza chromosémovych aberaci v savéich spermatogoniich

B.24. Spot test u my$i

B.25. Pienosné translokace u my3i
B.26. Subchronicka toxicita oralni (90 denni opakované podavani per os, studie na
hlodavcich)

B.27. Subchronicka toxicita oralni (90 denni opakované podavani per os, studie na
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B.28.

B.29.

B.30.
B.31.
B.32.

B.33

B.34.
B.35.

B.36

B.37.
B.38.

B.39.
B.40.
B.41.

nehlodavcich)

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

Subchronicka toxicita inhalaéni  (90denni opakovana inhala¢ni expozice, studie
na hlodavcich)

Testovani chronické toxicity

Studie teratogenity - hlodavci a nehlodavci

Test karcinogenity

Kombinovany test chronické toxicity/karcinogenity
Reprodukéni toxicita - jednogeneraéni test

Reprodukéni toxicita - dvougeneracni test

Toxikokinetika

Pozdni neurotoxicita organickych slou€enin fosforu - akutni expozice

Pozdni neurotoxicita organickych slouéenin fosforu - 28denni opakovana
expozice

Test neplanované syntézy dna v savcich jaternich buiikach in vivo
Leptaveé ucinky na kizi

.

Fototoxicita — test fototoxicity 3t3 nru in vitro. “.

CL 11

Tato vyhlégka nabyvi &innosti dnem vyhlé3eni.

Ministr:
prof. MUD:r. Fiser, CSc. v. r.
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