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VYHLASKA
Ministerstva zdravotnictvi
ze dne 8. fervna 2001,
kterou se méni vyhlifha Ministerstva zdravotnictvi & 251/1998 Sh.,
kterou se stanovi metedy pro zjidfovini toxicity chemickych latek a pripravki

Ministerstvo  zdravotnictvi  stanovi ]:md]q: § 4 now n'n:md}' pro pitovani toxicity chfmick}?c}l litek
odst. 1 pism. ¢) zdakona €. 157/1998 5b,, o chemickych  a piipravka, se méni takio:
litkich a chemickych pifpraveich a o zméné nékreryeh

dalfich zikon:
CLI . Pfed metodu B.1. se vklidd &ise B, Vieobecny
Prilaha k vyhlagce & 25171998 Sb, kterou se sta-  dvod®, keerd eni:

+B. VSEOBECNY UVOD

1. ZAKLADNI POIMY
1.1 AKUTNI TOXICITA

zahrnuje nepfiznivé Otinky, které se objevi béhem urtité doby (vétSinou 14 dni)
po podini jedné davky n&jake latky.

1.2 ZIEVNA TOXICITA

je vieobecny termin popisujici jasné priznaky toxicity po aplikaci testované ldtky.
Jsou to piiznaky dostatujici pro posouzeni rizika a mély by byt takove, Ze po
svyienl poddvané divky miZe byt ofckivan venik 182kych toxickych pfiznakii a
pravdépodobné 1 amrti.

1.3 DAVKA

je mnozstvi poddvané testované litky. Davka je vyjadfena jako hmotnost (gramy
nebo miligramy) nebo jako hmotnost testované litky na jednotku hmotnosti
pokusného zvifete (napf. miligramy na kilogram télesné hmotnosti), nebo jako
konstantni dietni koncentrace {dily na mhon dili nebo miligramy na kilogram
potravy).
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1.4 DISKRIMINUJIICI DAVEA

je nejvyiii ze &tvi pevnych ddvkovyeh hladin, kterou je moZno podat aniZ by to
zplisobilo uhynuti (véetn& humanniho utraceni) souvisejici s podanou latkou.

1.5 DAVKOVANI
je vieobecny termin zahrnujici davku, frekvenci a celkovou dobu podavani.

1.6 LDsy (STREDNI SMRTNA DAVKA)

je statisticky vypoétend jednotlivdi davka latky, kterd pravdépodobné zpisobi
za definovanou dobu smrt 50 % zvifat, kterym byla podéna. Hodnota LDsg se udava
jako hmotnost testované litky na jednotku hmotnosti pokusného zvifete (mgkg”
t&lesné hmotnosti).

1.7 LCs (STREDNI SMRTNA KONCENTRACE)

je statisticky vypoétend koncentrace latky, kierd pravdépodobné zpilsobi smrt do
urdité doby po expozici u 50 % pokusnych zvifat, exponovanych po definovanou
dobu. Hodnota LCsy se udava jako hmotnost testované latky ve standardnim
objemu vzduchu (mg.1™).

1.8 NOAEL

je zkratka pro "no observed adverse effect level” (hladinu bez pozorovaného
nepfiznivého Uginku) a je to nejvy3si v pokusu pouZitd divka nebo expoziéni
koncentrace, pfi které nedochézi k zjistitelnym toxickym pfiznakim.

1.9 TOXICITA PO OPAKOVANE DAVCE/SUBCHRONICKA TOXICITA

zahmuje nepfiznivé uéinky, které se objevi u pokusnych zvifat v disledku
opakovaného denniho podivani nebo  expozice chemické litce, po dobu
piedstavujici kratky usek ofekdvané délky Zivota pfisluiného Zivolisného drubm.

1.10 NEIVYSSi TOLEROVANA DAVEKA (MTD - MAXIMUM TOLERATED DOSE)

je nejvyisi divka, kterd u zvifat vyvoldva zfetelné projevy toxicity, aviak bez
podstatného vliva na pfeZiti s ohledem na aéinek, ktery je testovin,

1.11 PODRAZDENI KUZE
je vyvolani zanétlivych zmén na kiZi po aplikaci testované litky.

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 kitZe na testovanou litku.

1.14 POLEPTANI KUZE

je vyvoldni nevratného tkanového poSkozeni kiZe pii pOsobeni testované latky
po dobu od 3 minut do 4 hodin.

1.15 TOXIKOKINETIKA

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

1.16 ABSORPCE
oznaduje proces(y), kterym(i) aplikovana latka vstupuje do t&la.

1.17 EXKRECE

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

1.18 DISTRIBUCE

oznaéuje proces(y), kterym(i) je absorbovand litka pfipadné jeji metabolity
rozdélovany v téle.

1.19 METABOLISMUS

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

2. AKUTNI - OPAKOVANA APLIKACE/ SUBCHRONICKA A CHRONICKA
TOXICITA

Akutni toxické ufinky a orginova necbo systémova toxicita mohou byt
vyvhodnoceny za pouZiti velkého poétu riiznych testl toxicity (metody B.1 - B.5), ze
kterych miiZe byt po jediné aplikaci ziskin piedb&iny odhad toxicity.

V zavislosti na toxicité latky lze zvolit rizné postupy od limitniho testu aZ
po kompletni stanoveni LD, . Pro inhalaéni studic neni limitni test navrien,

protoZe nebylo mozné definovat limitni hodnotu jednordzove inhalaéni expozice.

Pozomost by méla byt vénovéna metodam, které vyuZivaji co nejmensi pocet zvifat
a minimalizuji utrpeni zvifete, napfiklad metoda pevné diavky (metoda B.1 bis) a
metoda stanoveni thidy akutni toxicity (metoda B.1 tris). Pii testovani na jednom
druhu miZe studie na druhém drubu doplnit zdvéry vyvozené z prvni studie. V
tomto pfipadé miZe byt pouita standardni testovaci metoda nebo miZe byt pouZito
meniiho podtu zvifat.
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Testem toxicity s opakovanou aplikaci (metody B.7, B.8 a B.9) se posuzuji toxické
aéinky venikajici v disledku opakované expozice. DiileZité 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
vyZzaduje zkoumani téchto aspektd do vétdi hloubky (metody B.26 - B30 a B.33).

3. MUTAGENITA - GENOTOXICITA

Mutagenita se vztahuje k indukci trvalych prenosnych zmén v mnoZstvi nebo
struktufe genetického matendlu bunék nebo organismil. Tyto zmény ("mutace™)
mohou postihnout jediny gen nebo segmenty gend, blok gend nebo celé
chromozomy. Uginky na celé chromozémy se mohou projevovat zménou jejich
struktury nebo podiu.

Mutagenni aktivita latky se stanovi testy im witro na genové (bodové) mutace
v baktériich (metoda B.13/14) anebo na strukturdlni chromozdémové aberace
v sav&ich bufikach (metoda B.10).

Ptijatelné jsou také postupy in vive, napi. micronucleus test (metoda B.12) nebo
analyza metafize chromozomi kostni diené (metoda B.11). Je viak tfeba ddvat
jednoznaéné piednost in vitro metodam, pokud nejsou kontraindikoviny.

Pro latky vyrabéné ve velkém mnoZstvi nebo pro stanoveni a kontrolu rizika mohou
byt vyZadovdny jefté dal3i stodie ke zjisténi mutagenity nebo k predbéZnému
vysetfeni na karcinogenitu. Tyto studie lze vyuZit k nékolika uéelim: potvrzeni
vysledki ziskanych zakladnim souborem testd;, zkoumani déinkd nezachycenych
zikladnim souborem metod; zahajeni nebo roziifeni studii in vivo,

Pro tyto téely zahmuji metody B.15 az B.25 jak eukaryonini sysiémy in vive a
in vitro, tak roziifuji rozsah biologickych Gginki. Tyto testy poskytuji informace
o bodovy¥ch mutacich a jinych uéincich v organismech sloZitgjsich nez baktérie
pouZivané v zikladnim souboru testi.

Obecné plati, Ze dal3i uvaZované studie mutagenity je tfeba naplanovat tak, aby
poskytly relevantni doplfiujici informace o mutagennim, pfipadné karcinogennim
potencialu testovane latky.

Konkrétni studie, vhodnd pro dany pfipad, bude zdvizet na Eetnych faktorech,
véetné  chemické a fyzikdlni charaktenstiky latky, wvysledkid zdkladnich
bakterialnich a cytogenetickvch testi, metabolického profilu latky, vysledkia daldich
testll toxicity a zndmych zpisobil pouiiti latky.

Pro posuzovani rizika dédiénych Géinkd u saved jsou k dispozici metody na detekei
dédiénych dfinkd v celém savéim organizmu, at' uZ vyvolanych genovymi
(bodovymi) mutacemi, napf. specificky locus test u mydi detekujici mutace
zérodetné bufky v prvni  generaci (nezahrnuto v této  pfiloze), nebo
chromozomovymi aberacemi, napf. test na pfenosné translokace u mysi (metoda
B.25). Téchto metod lze pouzit pfi odhadovani moZného genetického rizika latky pro
&lovéka. Vzhledem ke sloZitosti téchto testd a velmi velkému peoétu potiebnyveh
zvifat, zvlasté pro specificky locus test, je tfeba se rozhodovat pro takovou studii jen
na zaklad® zavanych diveda,
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Pi stanoveni genotoxicity se postupuje podle standardniho metodického protokolu
vypracovaného pro danou metodiku po projednani s Nirodni referenéni laboratofi
geneticke toxikologie.

4. KARCINOGENITA

Chemické latky mohou byt charakterizovany jako genotoxické nebo negenotoxické
karcinogeny, v zavislosti na pfedpokladaném mechanismu piisobeni,

Piedbéiné informace o genotoxickém karcinogennim potencidlu laiky se Cerpaji ze
studii mutagenity/genotoxicity. Dalsi informace poskytuji testy toxicity pfi
opakované aplikaci a testy subchronicke nebo chronicke toxicity. Test toxicity pfi
opakované aplikaci, metoda B.7, a dlouhodobég)ii studie s opakovanym podavanim
zahmuji posouzeni takovych histopatologickych zmén, napi. hyperplazie v uritych
tkdnich, které by mohly byt také vyznamné. Tyto studie a toxikokinetické informace
mohou pomoci identifikovat chemické latky s karcinogennim potencidlem, kieré
vyzaduji dalsi, podrobné&jsi zkoumani tohoto aspektu pomoci testu karcinogenity
{metoda B.32) nebo &fasto v kombinované studii chronické toxicity'karcinogenity
(metoda B.33).

K dispozici jsou rovné? testy transformace bunék saveid, které uréuji schopnost latky
vyvolat takové morfologické zmény a zmény chovani bunéénych kultur, u kterych se
piedpoklada souvislost s maligni transformaci - in vive (metoda B.21). PouZiva se
nékolika riznych bunéénych typi a kritérii pro transformaci.

5, REPRODUKCNI TOXICITA

Reprodukéni toxicita se zjidtuje riznymi zphsoby, napf. podle zhorSeni
reprodukénich funkci nebo schopnosti samca a samic (vliv na plodnost) nebo podle
nedédiénych Skodlivych uéinkd na potomstvo (vyvojovid loxicita) zahmujici také
teratogenitu a uéinky v prubéhu laktace,

Testovaci metoda (metoda B.31) pro studie zaméfené na teratogenitu jako soudist
vyvojové toxicity pocitd hlavné s ordlnim podivanim. Altemativiné mohou byt
pouZity jiné zplsoby aplikace v zavislosti na fyzikalnich vlastnostech testované latky
neho podle pravdépodobného zplsobu expozice Clovéka. V takovych pfipadech je
tfeba testovaci metodu vhodné upravit.

Pokud je vyZadovin tiigeneracni reprodukéni test je moZno popisovanou metodu pro
dvougeneraéni reprodukéni test (metoda B.35) rozsifit tak, aby pokryl tieti generaci.

6.  NEUROTOXICITA

Neurotoxicita se zj$t'uje riznymi zplusoby, napf. podle funkénich zmén nebo
strukturmnich a biochemickych zmén v centrilnim nebo perifernim nervovém
systému, PredbéZné upozornéni na neurotoxicitu miZe vzejit z testd akutni toxicity.
Test toxicity pfi opakované aplikaci (metoda B.7) zahmuje také posouzeni
neurotoxického udinku. Metoda by méla pomoci odhalit chemicke latky s
neurotoxickym potencidlem, které vyFaduji dal%i, hloubkové zkouméni tohoto
aspektu. Navic je dileZité vzit v uvahu specifické neurotoxické uéinky, které
nemohou byt odhaleny v jinych studiich toxicity, Bylo napfiklad zjidtgno, Ze jisté
organické sloufeniny fosforu zpisobuji pozdni toxicitu, kterda je posuzovina
metodami B.37 a B.38 po jednorizovém nebo opakovaném podani latky.
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7. IMUNOTOXICITA

[munotoxicita se zjistuje riznymi zpisoby, napfiklad podle imunosuprese anebo
podle zvétSeni odpovédi imunitniho  systému, které mé za nédsledek bud’
hypersensitivitu nebo navozenou autoimunitu, Test toxicity pfi opakované aplikaci
{metoda B.7), zahrnuje stanoveni imunotoxickych aéinki. Metoda by méla pomoci

odhalit chemické latky s imunotoxickym potencidlem, vyZadujici dalsi, hloubkové
zkouméani tohoto aspekiu.

8. TOXIKOKINETIKA

Toxikokinetické studie pomdhaji pfi interpretaci a vyhodnoceni udaji o toxicits,
objasfiuji specifické aspekty toxicity testované chemické latky a vysledky mohou
pomoci pii navrhu dalfich studii toxicity. Nepfedpokladd se, Ze bude v kaZdém
piipad& zapotfebi stanovit viechny parametry. Pouze v ojedinélych pfipadech bude
nezbytnd celd posloupnost toxikokinetickych studii (studie absorpee, distribuce,
metabolismu a exkrece). U nékterych slouéenin mohou byt vhodné zmény v této
sekvenci nebo se mife ukézat jako dostateénd studie s jednordzovym podinim
(metoda B.36).

Informace o chemické struktufe a fyzikalné-chemickych vlastnostech mohou také
poskytnout idaje, umoZiiujici odhad charakteristik absorpce pfi planovaném zplsobu
aplikace, metabolismu a distribuce do tkani. Pfispét mohou také informace
o toxikokinetickych  parametrech z  pfedchizejicich  toxikologickych a
toxikokinetickych studii.

9, CHARAKTERISTIKY TESTOVANE LATKY

Slozeni testované latky, véetné vyznamnéjiich nedistot, a jeji relevantni fyzikalné-
chemické vlastnosti véetné stability je teba zndt pfed zahdjenim jakékoli
toxikologické studie.

Fyzikélng-chemické vlastnosti testované litky poskytuji informace dilefité pro
vybér zplhsobu podavani, pro ndvrh konkrétni studic a pro manipulaci s latkou a jeji
skladovani.

Vypracovani analytické metody pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni testovane
latky (a také pokud moZno vétdich neéistot) v davkovacim médiu a biologickém
materidlu by mél pfedchizet zahajeni studie.

Viechny informace tykajici se identifikace, fyzikalné-chemickych vlastnosti, &istoty
a chovéni testované latky maji byt zahronuty v zavérené zpravé o testu.

10.  PECE O ZVIRATA

Pro toxikologické testy je pfisnd kontrola podminek prostfedi, ve kterém jsou zvifata
chovina, a spravna péde o zvifata podstainou podminkou.

10.1 PODMINKY CHOVU
Zivotni podminky v prostorech pro pokusnd zvifata je tfeba pfizplsobit jednotlivim
druhitm. Pro potkany, my3i a mordata je vhodné teplota mistnosti 22 “C + 3 °C p#i

relativai vihkosti vzduchu 30 - 70 %; pro kraliky ma byt teplota 20 °C +3 °C p#i
relativni vihkosti vzduchu 30 - 70 %a.
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MNékteré experimentalni techniky v¥zkumu jsou zvlaité citlivé na teplotu. Pro tyto
pfipady jsou podrobnosti o piHslufnych podminkich uvedeny v popisu testované
metody. Pfi viech zkouskdich toxickych uéinki je tieba sledovat teplotu a vihkost
vzduchu, zaznamenavat je a uvést je v zavéredné zprave o pribéhu pokusu,

Osvétleni ma byt uméle se stfidanim svétla a tmy po dvanacti hodinach. Podrobnosii
tvkajici se osvétleni je tfeba zaznamenat a uvést ve zpravé o prubéhu pokusu.

Pokud metoda nevyZaduje jiny zphsob, mohou byt zvifata chovana jednotlivé nebo v
malych skupinach jedincii jednoho pohlavi, ne vice neZ 5 zvifat v jedné kleci.

Podstatnou souéasti zpravy o pokuscch na zvifatech jsou udaje o zpidsobu chovu v
klecich a poétu zvifat chovanych v jedné kleci jak béhem expozice sledované latce,
tak b&hem nasledu)ici doby pozorovani.

10.2 PODMINKY KRMENI]

Krmeni musi vyvhovovat viem poZadavkim vyZivy pro pfisluiny pouZity Zivoéiiny
druh. Podavaji-li se zvifatim studované latky v potravé, miZe se vyvZivova hodnota
snifit vzajemnym plsobenim studované latky a nékteré sloZky potravy. MoZnost
takové reakce je nutno vzit v dvahu pifi interpretact vysledkl. PouZiva)i se konvenéni
laboratomni diety s neomezenym piistupem k pitné vodé. Pokud je testovana latka
podivana v potravé, je tfeba tomu pfizpisobit vybér diety.

Piimési v potravé, které maji prokazatelné vliv na toxicitu, nesméji byt pfitomny v
koncentracich, ve kterych by se tento vliv projevil.

11, OCHRANA ZVIRAT

Pfi vypracovani testovacich metod musi byt vénovina potiebnd pozomost ochrané
Zvifat.

SniZeni poétu a omezeni bolesti a stresu zvifat lze dosdhnou napf. pouzitim metody
fixni davky (B.1.bis) nebo metody stanoveni tFidy akutni toxicity (B.1.ins) . Metoda
s pevnou davkou nevyuziva smrti jako specifického kriténa a vyZaduje mendi pocet
zvifat. Metoda stanoveni tfidy akutni toxicity vyZaduje v priméru o 70 % zvifat
mené neZ metoda B. 1.

Zvifata se zdvaZnymi a pfetrvivajicimi piiznaky stresu je tfeba humannim zplsobem
utratit; testované latky se nesmé&ji podavat v takovych davkiach a takovym zplisobem,
o kterych je znamo, Ze vyvolavaji znanou bolest a stres nasledkem svych leptavych
nebo drazdivych vlastnosti.

Pou#iti limitnich testil, nejen v testech akuini toxicity (metody B.1, B.2 a B.3), ale
také v in wive testech mutagenity (metody B.11 a B.12), dovoluje vyhnout se
testovani zbyteéné velkymi davkami.

Pfi testovani drazdivosti je moZné test neprovést nebo jg omezit na studii u jednoho
zvifete, je-li to dostateéné védecky zdivodmtelné. Takove védecké zdivodnéni miZe
byl zaloZeno na fyzikalng-chemickych vlastnostech latky, na vysledeich jinych ji#
provedenych testil nebo na vysledcich dobfe validizovanych testl in virro. Napfiklad,
byla-li s latkou provedena studie akutni koini toxicity s divkou pouZivanou v
limitnim testu {metoda B.3) a nebylo-li pozorovano Zadné podrazdéni kiZe, dalsi
testovani kofni draZdivosti (metoda B.4) mife byt zbyteéné; latky, kueré
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12.

1.1

prokazatelné vyvolaly poleptani nebo silné podraZdéni kiZe pii studii koZni
drazdivosti (metoda B.4), nesmé&ji byt dile testovany na driaZdéni oka.

Je nutno neustdle vyvijet a ovéfovat alternativni postupy, kieré mohou poskytovat
stenou uroven informaci jako soudasné testy na zviratech a budou pfitom vyuZivat
meniiho poftu zvifat, budou pisobit méné utrpeni nebo se aplngé obejdou bez
pouZivani zvifat.

Pokud budou takové metody k dispozici, musi byt jejich pouZiti pro charakterizovani

rizika, naslednou klasifikaci a oznacovani latky podle nebezpeénost brino v tvahu
viude tam, kde je to moZne.

HODNOCENI A INTERPRETACE

Pfi hodnoceni a interpretaci pokust na zvifatech a tesld in wirre je nuino mit na
zieteli, 2e pfima extrapolace na &lovéka je moZna jen v omezene mife; doklady o
nepfiznivych déincich u lidi, pokud jsou k dispozici, mohou sloviit k ovéfeni
vysledki testovani.

Vysledky testovani mohou byt pouZity pro klasifikaci a oznadovani novych 1
stavajicich latek podle Géinki na zdravi élovéka na zdkladé vlastmosti zjisténych a
kvantifikovanych témito metodami.

Tyto vysledky mohou byt také pouZity pro studie, zaméfene na posuzovani rizika
novych i stavajicich latek.",

2, Metody B.10., B.11. a B.12 znéji:

.B.10. MUTAGENITA - TEST CHROMOZOMOVYCH ABERACI
U SAVCU IN VITRO

METODA

Metoda je replikaci OECD TG 473, In Vitre Mammalian Chromosome Aberration
Test (1997).

UvoD
UZelem analyzy chromozémovych aberaci in vitro je nalézt latky, je v kulturich
saviich bunék zphsobuy)i strukturilni chromozomové aberace (1) (2) (3). Strukturalni
aberace jsou dvojiho druhu: chromozomove a chromatidove. Aberace vyvolaneg
chemickymi mutageny jsou vétSinou chromatidové, dochazi viak téZ k aberacim
chromozdémového typu. Vznik polyploidie miiZze naznacovat, Ze dana chemicka latka
je schopna vyvoldvat numerické aberace. Tato metoda viak neni navrZena k analyze
numerickych aberaci a bé#né se k tomuto Gcelu nepouZivi. Chromozdémové mutace a
ptibuzné jevy jsou pficinou fady genetickych chorob u élovéka a existuji presvédéive
doklady toho, Ze chromozémové mutace a pfibuzné jevy, jeZ zplisobuji zmény



