METODY

TESTOVANI
GENOTOXICITY




Testy genotoxicity
cleneéni dle rady kriterii
Druh organizmu: bakterie

rostliny
obratlovci

Alternativni metody: jednoduché organizmy
tkanove kultury

Ukoly EU pro testovani genotoxicity
- minimalni pocet zvirat

- bezbolestive procedury
- preference testu 1n vitro (tkanove kultury)



UPRAVUJE

VYHLASKA 443 /2004 Sb.  kterou se stanovi
zakladni metody pro zkouseni toxicity chemickych
latek a chemickych piipravku

Priloha €. 1 - Seznam zakladnich metod pro zkouSeni
toxicity chemickych latek nebo pripravku

Dale uveden¢ a popsane metody jsou v souladu

s pravem Evropského spoleCenstvi



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

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



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.1 tris Akutni toxicita oralni (per o0s) -
metoda stanoveni tridy
akutni toxicity



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.2 Akutni toxicita inhalacni



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.3 Akutni toxicita dermalni



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.4 Kozni drazdivost



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.5 Oc¢ni drazdivost



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.6 Senzibilizace kuze



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.7 Subakutni toxicita oralni (per os)
(28denni opakovana aplikace)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.8 Subakutni toxicita inhala¢ni
(28denni opakovana aplikace)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

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



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.10 Mutagenita — test chromozomovych
aberaci u savCich bun¢€k in vitro

(tkanova kultura savCich bunc€k se vystavi
expozicl testovane latky bez metabolicke
aktivace nebo po predchozi metabolicke
aktivaci)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.11 Mutagenita - test chromozomovych
aberaci v kostni dfen1 savcu 1n vivo

(zvife se vystavi pusobeni testovane latky a
nasledné se pred usmrcenim aplikuje napt.
kolchicin pro zastaveni mitoz ve vhodné
faz1 — metafazi)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.12  Mutagenita - in vivo mikronukleus
test v savCich erytrocytech

(vychazi z predpokladu, ze testovana latka
vytvari  fragmentact DNA a vznik
mikrojader, kter¢ se v preparatu bunck
napi. z kostni dren¢ zjiStuji — obdoba
,, kometoveho testu®)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

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

(plotna s naoCkovanymi bakteriem1 se
vystavi pusobeni test. latky a vyhodnocuje
se vznik reverzni mutace — ziskani
schopnosti tvorit urCity metabolit)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.15  Genove mutace - Saccharomyces
cerevisiae

(obdoba metody B.14 s tim, Ze se vyuzivaji
namisto bakterii kvasinky, které mohou byt
bud’ v haploidni nebo diploidni form¢)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.16 = Mitoticka rekombinace -
Saccharomyces cerevisiae

(specificka metoda zalozena na zjiStovani
vyskytu rekombinaci po pusobeni testovane
latky)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.17  Mutagenita - test genovych mutaci
v savCich bunkach 1n vitro

(pouzije se klon savCich bunék s forward
mutaci — ztratou napr. urCitcho enzymu

nebo jeho aktivity a po expozici testovanou
latkou se meri reverzni mutacni frekvence)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.18  Poskozeni DNA a reparace

(po zamérnem odstranéni Casti DNA se
meil po expozici testovane latky rychlost
reparace napr. s vyuzitim inkorporace
radioaktivné znaCencho thiminu)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.19  SCE - vymeéna sesterskych
chromatid 1n vitro

(vyména useku mezi1 chromatidami jako
dusledek pusobenti testovane latky vyzaduje
jejich zlom a opétovne spojeni — metoda
detekuje vyménu chromatid, coz umoznuje
jejich rozdilné znaceni)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.20  Recesivni letalni mutace vazane
na pohlavi u Drosophila
melanogaster

(vyuziva toho, ze recesivni mutace v X
chromozomu se projevi u samcu v
hemizygotnim stavu, jde-l1 o letalni mutace
genu v X chromozomu znamena, ze v
potomstvu D.m. se nevyskytuji samecci)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.21 Test transformace savcich bunek
1n vitro

(po pusobeni testovane latky se méefi vznik
morfologickych zmén v bunkach tkanove
kultury, napt. vznik malignich transformaci
— vhodny test pro stanoveni karcinogenity)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.22 Dominantni letalni test u hlodavcu

(na samecCky se pred piipousténim na
neovlivnéne samice pusobi testovanou
latkou — u samic se nasledn¢€ hodnoti
preinmplantacni -dle zlutych télisek- a
postimplantacni ztraty,jejichz soucet je
Celkova Dominantni Letalita)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.23  Analyza chromozomovych aberaci
u savCich spermatogonii

(klasicka cytogeneticka metoda vyuzivajici
diferencni citlivost zarodeCnych bunck-
spermatogonii- k testovane latce, jinak
stein¢ jako Bll — zvifata se exponuji
test.latkou, podani cytostatika, a
vyhodnoceni karyotypu)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.24  Spot test u mysSi

(in vivo test kdy je test. latka podavana v
poCatku embryogeneze a vyvolane mutace
zpusobuji zménu genu melanoblastu, coz se
projevuje zmeénou barvy srsti na urCitych
mistech u narozenych mysSi — skviny —
Spots)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.25  Prenosn¢ translokace u mysi

(cytogeneticka metoda detekujici
chromozomalni aberace v prvni generaci
potomku vzniklych od rodicu, kdy jeden,
nebo oba byli ovlivnéni testovanou latkou)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.26  Test subchronicke oralni toxicity
(90denni studie oralni toxicity s
opakovanou aplikaci hlodavcum)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.27  Test subchronicke oralni toxicity
(90denni studie oralni toxicity s
opakovanou aplikaci nehlodavcum)



Seznam zakladnich metod pro zkouseni

toxicity chemickych latek nebo pripravku

B.28  Subchronicka toxicita dermalni
(90denni opakovana aplikace,
studie na hlodavcich)



