UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

DISERTACNI PRACE

2018 Ing. Ladislav Novak



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

PRAKTICKE DOPADY NOVEHO SYSTEMU ZKOUSENI CHEMICKYCH
LATEK

Ing. Ladislav Novak

Disertacni prace

2018



Prohlasuji: Tuto préaci jsem vypracoval samostatné. Veskeré literarni prameny a informace,
které jsem v praci vyuzil, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury. Byl jsem seznamen
s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona ¢. 121/2000 Sb.,
autorsky zakon, zejména se skutecnosti, Ze Univerzita Pardubice méa pravo na uzavieni
licen¢ni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona,
a s tim, ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému
subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat piiméfeny prispévek
na Uhradu nakladd, které na vytvofeni dila vynaloZila, a to podle okolnosti az do jejich

skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a o zméné
a doplnéni dalSich zakonu (zdkon o vysokych skolach), ve znéni pozdéjSich predpist,
a smé&rnici Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvefejnéna v Univerzitni knihovné

a prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 15. 6. 2018

Ing. Ladislav Novak



ANOTACE

Prace je veénovana problematice registrace chemické latky podle pozadavkl evropské
legislativy. VSechny latky vyrabéné a dovazené do Evropské unie musi mit prozkoumany
nebezpecné vlastnosti. V ramci prace byla provedena ukazkova registrace latky pouzivané
k povrchovym tpravam, vyuzity byly reSersni informace o vlastnostech této latky, které byly

zpracovany v oficialnim néstroji pro zpracovani dat, ktery je vyuzivan pti skuteéné registraci.
KLiCOVA SLOVA

registrace, REACH, vlastnosti, zkousky, [IUCLID, data

TITLE

The practical implications of the new testing system of chemicals

ANNOTATION

The thesis deals with the issue of registration of chemical substances in compliance with the
requirements of European legislation. All substances manufactured in and imported to the
European Union must have their hazardous properties examined. For the purpose of the
thesis, an example of the registration of a chemical substance used for surface treatment was
performed, with research information on the properties of this substance which was processed

with the use of a data processing tool used in real registration.
KEYWORDS

registration, REACH, properties, tests, IUCLID, data



CIiL PRACE

Cilem této prace bylo po vzniku nafizeni REACH ud¢lat ukézkovou registraci samostatné
registrované latky k osvétovym tucelim. Jako ukazkovéa latka byla vybrana chemikalie
pouzivana v povrchovych tpravach a ochrané Methylethylketoxim, ktera v dobé zahajeni

prace jesté nebyla registrovana.

V dobé¢ dokonleni prace, jiz sice neni mozné podat samostatnou registraci, ale to nijak
nebrani cilim této prace, coz je seznameni s postupem registrace od studia ptedpisu, pies

shromdzdéni dat az po vyuziti néstrojii pro zpracovani dat.

V ramci préace je predstaven vyvoj legislativy, pozadavky na registraci, coz znamena soubor
testd, které jsou vyzadovany pro identifikaci rizik, systém, jak by registrant postupoval, pokud

by je musel provadeét.

Jednim ze zékladnich principil nafizeni REACH je 1 ochrana zvifat proti tyrani, to znamena,
ze pokud je test vlastnosti na obratlovci, jiz v minulosti proveden, nesmi se opakovat a musi

byt vyuzity reSersSni udaje. Proto je podstatnou soucasti prace i reSerSe dat pro registraci.

Ziskana data pak byla zpracovana do databazového systému, kterym se data pro registraci

ptedkladaji, aby byl splnén cil prace, zpracovani ukézkové registrace.
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1 UvOD

1 Uvop

Na konci devadesatych let byly ministry zivotniho prostiedi ¢lenskych statd EU, projednany
a zhodnoceny tehdy platné podminky pro uvadéni chemickych latek a piipravki na trh. Bylo
konstatovano, ze je velka nerovnovaha mezi znalostmi vlastnosti ptiblizné¢ 2 500 tzv. novych
chemickych latek, které musely byt pred jejich uvedenim na trh registrovany podle smérnice
67/548/EHS a ptiblizn¢ 30 000 tzv. starych latek, o jejichz vlastnostech nemaji spravni urady

prakticky zadné informace.

Ministti zivotniho prostfedi zadali Komisi EU ukol, pfipravit koncepci nové chemické
politiky, kterd by zajistila hlavni cil, pfiblizné¢ do roku 2020 dosahnout stavu, ze budou
V Evropské unii vyrabény a uvadény na trh pouze latky se znamymi vlastnostmi, které budou
pouzivany zpusobem, jehoz bezpecnost bude provéfena. Piitom by nemélo dojit k ohrozeni
konkurenceschopnosti evropského chemického primyslu a méla by byt uplatnéna zasada

preventivni bezpecnosti.

V roce 2001 byly zvefejnény zasady nové chemické politiky v tzv. Bilé knize. Na konci roku
2003 zvetejnila Komise prvni ndvrh nafizeni, ktery byl nasledné v internetové diskusi
podroben vetejné kritice, po které byl navrh upraven a predlozen Radé¢ a Parlamentu EU
K projednani. K dal$i upravé navrhu natizeni doslo v dobé mezi 1. a 2. ¢tenim v Parlamentu
v létech 2005 — 2006. Pied vanocemi roku 2006 byl navrh schvalen Parlamentem a Radou
a 30. 12. 2006 byl v Utednim véstniku (Official Journal) zvefejnén vysledny text natizeni
(ES) ¢. 1907/2006 znamy pod zkracenym nazvem natizeni REACH (1) Nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 (REACH). Znéni nafizeni aktualné platné po opravé

chyb bylo zveiejnéno v Utednim véstniku na konci kvétna 2007.

Definitivni znéni nafizeni pak bylo zvefejnéno v prosinci roku 2006 jako legislativni uprava,

ktera ptisobi pfimo ve vSech ¢lenskych zemich EU bez dalSiho schvalovani.

Cilem nafizeni REACH je zajistit, aby se na uzemi EU pohybovaly pouze latky, které maji
znamé vlastnosti z hlediska u¢inkd na zdravi a Zivotni prostfedi, latky s vyhodnocenymi

riziky pouZivani. To zajisti, aby se s témito latkami nakladalo bezpecné.

Jednou ze zakladnich povinnosti vyrobcii a dovozcl chemickych latek, pfi tonazi vice
jak 1 tuna za rok, je registrace latek. V ramci registrace shromazd’uje kazdy registrant data
o latce, kterou chce registrovat. K jejich zjiSténi provede nezbytné testy vlastnosti, tak jak

k dané tonazni hladin¢ pozaduje nafizeni. Zjisténé informace registrant zpracuje
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do dokumentu, ktery se jmenuje dossier, k nému dale zpracuje zpravu o chemické bezpecnosti
(Chemical Safety Report — CSR), v ramci které vyhodnoti rizika pouzivani v dokumentu,
ktery se jmenuje expozicni scénaf. Registranti jedné latky je samoziejmé vice a kazdy
jednotlivy registrant nezpracovava dokumentaci sam. To ani neni cilem natizeni. Plati princip
jedna latka, jedna registrace. Registranti konkrétni latky se proto spoji, mezi sebou domluvi
a financn€ vyrovnaji, jmenuji hlavniho registranta, ktery zajisti vSe potfebné a hotovou
dokumentaci odevzdda na ECHA (Evropskd chemickd agentura). Ziska tak c¢islo hlavniho
registranta a piistupové klice k jiz odevzdané dokumentaci na zaklad¢ kterych se k registraci
prihlasi 1 ostatni registranti dané latky. Takto ziska registracni ¢islo kazdy jednotlivy vyrobce

nebo dovozce.

Registracni proces je velmi ndkladny z pohledu prakticky vSech parametri. Ale spole¢nym
postupem registrantli se naklady mezi né rozdéli, i kdyz cely proces je doprovdzen nckdy

obtiznym dojednavanim spoluprace.

Registrace probiha ve tfech vinach podle tondze vyrobené nebo dovezené za kalendaini rok,
prva vina vroce 2010 byla pro latky nad 1000 tun, druhd vroce 2013 pro latky
od 100 do 1000 tun a tfeti vlna v roce 2018 je pro latky od 1 do 100 tun. Latky vyrabéné

a dovéazené pod 1 tunu za rok, se registrovat nemusi.

V prvych dvou vinach byla registrace spojena s dohadovanim mezi jednotlivymi registranty
jedné latky, tfeti vlna uz predpokladéd, Ze vétSina z pohledu tonaZze malych registrantd,
si pfistup k datim zakoupi a registrace tak pro né¢ bude snazsi. Agentura ECHA v jedné

z novel nafizeni, nastavila podminky spravedlivé ceny pro tyto piipady.

Toto nafizeni se tyk4 vSech typl chemickych produktd, tedy 1 chemikalii pro uZiti

VvV povrchovych tupravach a ochrané.
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2 STRUCNY PREHLED EVROPSKE CHEMICKE LEGISLATIVY
V nasledujici kapitole je v kratkosti podan piehled vyvoje tzv. chemické legislativy
(. takové, kterd se zadsadnim zpiisobem dotyka chemie a produktd chemického primyslu)

v EU atedyiv CR.
Smeérnice Rady 67/548/EHS z 27. cervna 1967

Zalozen harmonizovany systém klasifikace, baleni a oznacovani chemickych latek, vydan

seznam chemickych latek klasifikovanych jako nebezpecné (prvni verze ptilohy I).
Smeérnice Rady 76/769/EHS z 27. cervence 1976

PoloZeny zaklady systému zdkazli a omezovani mimotfadné rizikovych chemickych latek

a pripravkd.
Smernice Rady 79/831/EHS (6. novely Smérnice Rady 67/548/EHS)

Notifikace (v ¢eském zakoné ,registrace”) novych chemickych latek, seznam EINECS
(100 106 tzv. starych latek, u kterych neni povinna registrace), seznam ELINCS (dosud vice
nez 4 000 latek, registrovanych podle této smérnice), systematické posuzovani rizik

notifikovanych latek ptislusnymi ufady ¢lenskych stati.
Smeérnice Rady 88/379/EHS z 7. cervna 1988

Klasifikace, baleni a oznacovani nebezpecnych ptipravkd.
Smeérnice 91/155/EHS z 5. brezna 1991

Jednotné pozadavky na bezpecnostni list.

Smérnice Komise 92/69/EHS (17. prizpiisobeni technickému pokroku) ze dne 31. Cervence
1992

Nebezpecnost pro zivotni prostfedi, upfesnéna definice polymeru, sestaven seznam NLP

(No Longer Polymer List).

Narizeni Rady (ES) ¢. 793/93 z 23. brezna 1993 o hodnoceni a kontrole rizika existujicich
latek
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Inventarizace existujicich chemikalii uvadénych na trh v tondzi vyssi nez 10 t/r.
Hodnoceni prioritnich existujicich latek pfislusnymi tfady ¢lenskych zemi.

Bila kniha o strategii budouci politiky managementu chemickych latek (v unoru 2001 prijata

Evropskou komisi)

VytyCen politicky cil: uplatnit novy systém kontroly chemikalii, kterym by se mélo zajistit,
aby se nejpozd€ji do roku 2020 pouzivaly pouze chemikalie se znamymi vlastnostmi

zpusobem, ktery neposkozuje zdravi a zZivotni prostiedi.

1.9. Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 (REACH) ze dne 18. prosince
2006

Legislativni nastroj, ktery by mél splnit cile politiky stanovené v Bilé knize.

10
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3  HLAVNI PRINCIPY CHEMICKE POLITIKY UPLATNENE V NARIZENI REACH
Hlavnimi nastroji nové politiky chemickych latek na cesté k dosazeni deklarovanych cila

ochrany zdravi a bezpecnosti lidi a zivotniho prostiedi jsou:
a) registrace chemickych latek (Registration),
b) hodnoceni registracnich dokladt a hodnoceni latek (Evaluation),
¢) povolovani mimotadné rizikovych latek (Authorisation),
d) omezeni a zakazy mimotadné rizikovych latek (Restriction of Chemicals).

Jednotného postupu pfi uplatiiovani novych zasad managementu chemickych latek by mélo
byt dosazeno tim, Ze hlavni tkoly vyplyvajici z uplatnéni natizeni REACH pro spravni tfady
plni Evropskd agentura pro chemické latky ECHA (agentura) se sidlem v Helsinkach.
Agentura byla formaln¢ zalozena natizenim REACH. V jejich fidicich i pracovnich organech
je kombinovan princip odbornosti s principem pomérného zastoupeni ¢lenskych zemi, ktery
by m¢l zajistit jak odbornou urovenn rozhodovani, tak i zdkladni principy demokratického
problémech. Agentura je financovana ¢astecné z rozpoctu Unie a ¢aste¢né z vynosu poplatki

za ukony, které zajist'uje ve vztahu k povinnym osobam z oblasti primyslu a obchodu.

Uloha narodnich povéfenych ufadii je omezena na spolupraci vyzaddanou od agentury
a na ucast pfi hodnoceni prioritnich latek zafazenych do agenturou koordinovaného planu

hodnocenti latek.

Natizeni REACH je pomérné rozsahlé samo o sob&. Vedle toho se vSak opird o mnoZstvi
souvisejicich legislativnich dokumenti, jako jsou napt. Technical Guidelines (TGD), které
stanovi zplsoby provadéni jednotlivych pfedepsanych zkousek k ziskavani pozadovanych
udajt, dale zptsob piipravy studie nazvané Chemical Safety Report (Zprava o chemické
bezpecnosti) a fadu dalSich. Pro provedeni vlastni registrace pak bylo vypracovano nékolik
elektronickych nastroji, mezi hlavni patfi registratni dokumentace IUCLID 5, kterd byla
pfevzata z agendy OECD jakozto unifikovany IT nastroj pro registraci chemikalii, biocidl

apod.
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4 POVINNE UDAJE O VLASTNOSTECH
Klicovym krokem pro piipravu registracni dokumentace chemické latky je ziskani udaju

0 vlastnostech dané chemikalie. Je mozné je rozd¢lit do téchto skupin:
o fyzikalni,

o fyzikalné-chemicke,

e ekotoxikologieké,

e toxikologické.

Kazd4 z téchto skupin zahrnuje celou fadu udaji, které je nezbytné ziskat nékterym z nize

popsanych postupti. Seznam téchto zkousek je v ptiloze ¢. 1 této prace.

REACH jako prvni ,,registracni* natizeni reguluje pouzivani laboratornich zvitat (konkrétné

obratlovcll) za Ucelem zjiSténi vlastnosti latek. Zakazuje provadéni testl na zvifatech

Vv piipad¢, Ze je mozné vyuzit jiz existujicich 0dajl, nebo je ziskat jonou cestou (vypoctové

metody, alternativni postupy testovani,...). K tomu byla vytycena strategie, jak data ziskat:
e literarni reSersSe,
e metody ,,in silico® (vypoctové metody),
e vyuziti podobnosti (metody Read Across),
e alternativni metody zkouseni (bunééné kultury,...),

e orienta¢ni zkouSky s omezenym poctem zvifat,

plny test za vyuziti zvifat.

Jako velmi cenny zdroj informaci o vlastnostech latek jsou povazovany dlouhodobé 1€karske
zaznamy o pracovnicich z vyroby dané latky, pfipadné o pracovnicich, kteti s ni dlouhodobé
pfichéazeli do styku. Nejedna se ptitom o klasické epidemiologické studie (ty je velmi obtizné
provést vzhledem k obvykle kombinované expozici a jejich nédkladnosti), jde skutecné
jen o udaje o nemocnosti, obtizich apod., ze kterych lze usuzovat na napt. alergologicky

potencial, schopnost piisobeni na krvetvorbu apod.
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Je nezbytné podotknout, ze vSechny experimenty musi byt veden v rezimu Spravné
coz vyrazné prodrazi cely proces ziskavani udaji. Jedinou vyjimkou t tohoto pravidla jsou
fyzikélni a fyzikalné-chemické vlastnosti, kde je mozno zkousky provadét i mimo systém
SLP (byt je preferovan), doporucuje se vSak alespon néjaky systém fizeni jakosti

(akreditace,...).

Validita ziskanych udaji se hodnoti podle tzv. Klimischovy stupnice od jedné do Ctyf,

kde vérohodnost klesa se stoupajicim ¢islem. Nejkvalitngjsi jsou tedy ty, které jsou oznaceny

jednickou:
1 —udaje ziskané v systému SLP podle pfedepsanych metodik (TGD),
2 —udaje ziskané v systému SLP podle jinych metodik nez ptedepsanych, ale podobnych,
3 — udaje ziskané mimo sytém SLP podle pfedepsanych metodik nebo metodik podobnych,
4 — ostatni daje, pouzitelné pouze jako podpiirné.

4.1 LITERARNI RESERSE

Udaje ziskané touto cestou nestaéi v registraéni dokumentaci pouze konstatovat (napf. akutni
toxicita je 250 mg/kg). Musi byt ziskdna originalni prace a peclivé prostudovana s cilem
zhodnotit dle vySe uvedené Klimischovy stupnice (jakou metodou byl udaj ziskan, SLP
ano/ne,...). Castym problémem byva fakt, Ze u fady latek lze nalézt pro stejnou latku velmi
odlisné hodnoty u stejné vlastnosti. Potom je nezbytna spoluprace s odbornikem v dané
oblasti (toxikolog, ekotoxikolog, analytik,...). Podle zjisténych podminek provadéni zkousek

se pak provadi hodnoceni dle Klimische od 1 do 4.

4.2 METODY ,,IN SILICO* (VYPOCTOVE METODY)

Tyto postupy jsou zalozeny na slozitém matematickém modelovani. Déli se na dvé zakladni
skupiny QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship) a SAR (Structure Activity
Relationship). Bliz§i podrobnosti budou popsany v dalsim. Obvykle se témto vysledki

pfifazuje hodnoceni dle Klimische 2.

4.3 VYUZITi PODOBNOSTI (METODY READ ACROSS)
Jedna se o pienos zndmych vlastnosti (resp. odhad dané vlastnosti) z jedné latky na druhou,

kde dané vlastnost znama neni. Pro pouziti tohoto postupu je nutno dorzet fadu podminek,

13
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piredevsim pak podobnost srovndvanych latek. Jednd se v podstat¢ o techniku, ktera je
popséana jako Humanni expertni systém V kapitole €. 5, kterd se tyka vypocetnich metod. Také

zde je hodnoceni dle Klimische 2.

4.4 ALTERNATIVNI METODY ZKOUSENI

Jedna se o experimentalni metody, které v soucasné dobé prochazeji bouilivym vyvojem.
Tyto metody pouzivaji namisto laboratornich zvifat vhodné modely (bunééné kultury,
bakterie,...), nebo vyuzivaji postupt, které omezuji pocet zvitat v pokusu, nebo snizuji jejich
eventudlni utrpeni. Bliz§i bude uvedeno v dal$im. Tyto zkouSky se provadi v systému SLP

dle TGD a hodnoti se Klimischovym stupném 1.

4.5 ORIENTACNI ZKOUSKY S OMEZENYM POCTEM ZVIiRAT
Tyto zkousky se provadi pfed kazdym ,,plnym* testem (viz 4.6) na jednom ¢i dvou zvitatech
(zavisi na typu zjistované vlastnosti). Pokud je vysledek tohoto ,predtestu” zcela

jednoznacny, déle se nepokracuje.

4.6 PLNY TEST ZA VYUZITIi ZVIRAT

Jde o experimentdlni zjiSténi podle piedepsané metodiky (TGD) v systému SLP, tento
vysledek pak je hodnocen dle Klimische jako 1. Principy téchto zkousek jsou uvedeny jednak
v ,,OECD Testing Guidelines of Chemicals®, jednak jako soucast natizeni REACH. Jejich

zakladni pricipy jsou uvedeny V ptiloze €. 1 této prace.

14
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5 METODY ,,IN SILICO* (VYPOCTOVE METODY)
Zakladni informace o vypoctovych metodach (Q)SAR

(Q)SAR je zkratkou anglického vyrazu ,,(Quantitative) Structure — Activity Relationship®.
Dalsi ekvivalentni zkratky: QSAA (,,Quantitative Structure — Activity Analysis®), QPAR
(,,Quantitative Property — Activity Relationship‘) maji spiSe historicky ptivod a dnes se s nimi

jiz téméf nesetkame.

Analyzu (Q)SAR lze (jednoduse) definovat jako analyzu dat o biologickych a chemickych
vlastnostech latek, vétSinou pomoci metod matematické statistiky. Tak jsou zobeciiovany
fyzikalné-chemické, toxikologické a ekotoxikologické udaje vybranych (znamych) latek
(= zakladni databaze, ,,training set*) na vSechny latky zékladni databazi ,,podobnych®. Pojem
podobnosti je zde pfitom minén ve zcela obecné roviné a bude déle diskutovan. Cilem metod
(Q)SAR je, jinymi slovy, kvantitativni nebo kvalitativni odhad definované vlastnosti
chemické latky na zékladé¢ podobnosti této latky s jinymi, znamymi latkami. Mnozstvi
nahromadénych experimentalnich dat o jednotlivych latkdch vede ke snaze zobectiovéani
ziskanych poznatkli. Metody (Q)SAR se snazi toto zobecniovani pienést z roviny empirické
do roviny védecky formdalni s vyuzitim matematické — statistické analyzy, logiky

a algoritmizace.

Rozvoj téchto metod je nedilné spojen s vyuzitim vypocetni techniky, proto se rovnéz ujal
pojem in-silico testovani chemickych latek. Tento pojem se uziva pfedev§im v kontextu
testovani biologické ucinnosti (zjiStovani toxikologickych a ekotoxikologickych vlastnosti
latek), jako alternativa metod in-vitro (testy na tkanovych, bunéénych kulturach, biologickych

preparatech) a in-vivo (testy na — vyssich — zivych organismech).

Jedinym vstupem (Q)SAR metod (algoritmil) je strukturni vzorec testované latky (molekuly).
Jedna se tedy o hledani souvislosti mezi strukturou latky a jejimi fyzikalné — chemickymi,
toxickymi ¢i ekotoxickymi vlastnostmi nevyjimaje ani biokinetiku ¢i  distribuci

a odbouratelnost v Zivotnim prosttedi.

Vystupem je pak tzv. end-point: piesné definovana vlastnost chemické latky (napt. Daphnia
magna LC50, 48 hodin, apod.)

Podle pouzitého algoritmu Ize (Q)SAR vypocetni systémy délit na QSAR a SAR (expertni).
QSAR algoritmy poskytuji kvantitativni vystup méfitelné vlastnosti latky (jako fyz. - chem.
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parametry, LC50, LD50, NOEL (,No Observed Effect Level®),..., popiipadé
pravdépodobnost nekvantifikovatelného toxikologického ucinku (mutagenita,...). Expertni
systémy poskytuji kvalitativni informaci typu klasifikace sledovaného toxikologického ucinku
(vysoce mutagenni, malo karcinogenni,...), =z principu nejsou schopny poskytovat

kvantitativni informaci.

Existuje celd ftada dalSich pfistupi vyuzivajicich pokrocilejsi matematické metody
(3D-(Q)SAR, neuronové sité, tiidici algoritmy,...), které vSak zatim nejsou ve stadiu

pouzitelném pro legislativni tcely.
Zakladni informace o vypoctovych metoddach SAR

SAR systémy se snazi o pocitacovou simulaci ¢lovékem konaného ohodnoceni neznamé latky

na zaklad¢ jeho zkuSenosti a znalosti.

Vyuzivaji pfitom pocitace jako nastroje k vyhodnoceni znacné obsdhlého souboru pravidel
zohlediujicich pfitomnost jistych (vytipovanych) substituentd ¢i strukturnich fragmentt
(tzv. alertl, toxikoforti) vzhledem k reaktivité, aktivité, metabolismu apod. molekul tyto alerty

obsahujicich.

~Human expert systems* (Huménni expertni systémy) jsou zalozené na pravidlech
vytvofenych clovékem — expertni analyza. ,,Artificial systems* (Umélé expertni systémy)
automatizuji proces nachézeni a zobeciiovani téchto pravidel, jedna se o (,,samoucici se®)

algoritmy: generické algoritmy, umélé neuronové sité, ,,Decision trees®,...

V prvnim kroku je tedy nutné vytvofit definovanou mnozinu ,,podezielych® strukturnich
fragment a substituentl (alertt, toxikoforil) a zaroven podminek a pravidel jejich vlivu
na chovani molekuly. U Humdénnich expertnich systémi je tento krok provadén ¢lovékem,
u umélych expertnich systému je automatizovan. Tato mnozina je nasledné algoritmizovana
a softwarové implementovana. Tim vznika tzv. databdze toxikoforli a databdze znalosti.
U Humannich systémua zlstavaji az do dalSiho vngjsiho zasahu tyto databaze neménné.
U Umélych systému je zpravidla zabudovan proces uceni, to je lze vkladat nové molekuly

se znamym toxikologickym c¢inkem za znovu uplatnéni algoritmu pro tvorbu téchto databazi.

Pii ohodnoceni nezndmé latky jsou pak v jeji struktuie softwarové identifikovany znadmé
alerty a jejich pocet a kombinace a spolu s aplikaci databaze znalosti — je rovnéz

zohlediiovana (stejnym softwarovym mechanismem) snadnost priniku latky do mista
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pusobeni (napf. pravdépodobnost pruniku kizi apod.) atd. — se ziskava vystup v podobé
ohodnoceni pravdépodobnosti toxikologického ucinku studované molekuly. Vystupem je tedy

kvalitativni informace.

Expertni systémy jsou casto vyuzivany pro odhad mutagenity a karcinogenity a také
reaktivity, metabolismu, odbouratelnosti a distribuce v zivotnim prostiedi. Rovnéz na nich
byvaji zalozeny 3D-SAR modely — studovani farmaceutické Gcinnosti 1€kt v zavislosti

na pritomnych substituentech, pomoc pii vytipovani novych 1é¢iv.
Principy QSAR

QSAR systémy jsou zalozeny na predstavé, ze ke sledovanému end-pointu pfispivaji

jednotlivé dil¢i vlastnosti molekuly. To lze vyjadiit obecnou rovnici:

Q=fXy

kde Q je sledovany end-point a X jsou vytipované fyzikalné-chemické ¢i strukturni vlastnosti
molekuly. Hledani vhodné funkce F je pfedmétem teoretickych vyzkumi, ovSem dnes
je témét vyhradné vyuzivdm linedrni model, tedy ptedpokldda se aditivni piispevek

jednotlivych dil¢ich vlastnosti k vlastnosti sledované:

Q= ZaiAi

Q je (vétsinou logaritmicka) hodnota end-pointu « jsou regresni koeficienty a A jsou
jednotlivé fyzikélné-chemické ¢i strukturni vlastnosti (deskriptory) molekuly. Hodnoty
a mohou byt jak kladné, tak zaporné. Béhem vyvoje modelu a statistického testovani jsou

vylou¢eny bezvyznamné (« =0) ¢leny.

Ukazuje se vhodné vyjadiovat linedrni model v logaritmické Skale, coz se vysvétluje
termodynamickou podstatou problému (chemicky potencial latky v organismu a logaritmicka

zavislost chem. potencialu na aktivité latky). (Q je tedy napi. log(LC50) apod.)

Nékteré QSAR modely (Free — Wilsonova analyza) jsou jakymsi zobecnénim Expertnich
systémt, stejné jako ony vyuzivaji ptitomnosti vytipovanych molekularnich fragmentti, avsak
expertni analyzu (vykonavanou clovékem) nahrazuji, rovnéZz numerickou, analyzou
statistickou. Je hledana korelace mezi ptitomnosti dané¢ho alertu v molekule a jeji uc¢innosti

molekuly vzhledem ke stanovovanému end-pointu. Kazdému alertu je tak statisticky ptidélen
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jakysi ,,impakt faktor* (vaha) — regresni koeficient. V tom piipad¢ symbol A vySe uvedené
rovnice oznacuje jednotlivé alerty, symbol « vahu téchto alertii. Tyto systémy tedy pracuji
s molekularnimi fragmenty, avSak nedisponuji databazi znalosti zavislé na predchozi expertni

analyze.

Jiné modely vyuzivaji jako deskriptori (A) jinych, méfitelnych fyzikalné-chemickych
vlastnosti studovanych latek. Byla a je vyvijena fada takovych modell v zavislosti na volb¢ a
poc¢tu deskriptortt (Hanschova rovnice, Hammetovy rovnice, ...). Jednim ze zakladnich
deskriptoru je vsak log(P), to je logaritmus rozdélovaciho koeficientu n-oktanol/voda, coz je
vysvétlovano souvislosti tohoto parametru s distribuci latky v organismu. Hodnoty nékterych
deskriptorti pfitom mohou byt ziskavany opét numericky napi. jinymi QSAR rovnicemi

¢i kvantové chemické vypocty (energie HOMO, LUMO,...).

SAR oproti QSAR metoddm jsou povazovany za algoritmy s jasnéji definovanou podstatou,
prithlednosti a interpretovatelnosti a za snadnéji modifikovatelné — lze rozSifovat databdzi
toxikoforli 1 znalosti pouze jako vstupnich dat algoritmu (bez zasahu do algoritmu jako
takového). Za nevyhodu SAR systémi je naopak povazovana jejich zavislost na kvalité
expertni analyzy — u Humdannich systému snadnéji hrozi lidska chyba, u Umélych systémi
zase muze byt biologickd Uc¢innost snadngji asociovana s nespravnymi fragmenty. U QSAR
systémim byva oceniovana schopnost poskytnuti kvantitativniho odhadu sledované vlastnosti
vcetné odhadu nejistoty takového stanoveni. Kvalita QSAR predikéniho modelu je vSak
znacné zavisla na volbé deskriptorii a po¢tu vstupnich dat — na rozdil od SAR systémt nevede

vzdy zvyseni poctu vstupnich dat ke zvySeni kvality modelu, ale miiZze tomu byt 1 naopak.
Problém chemické podobnosti

Spravnost predikce vybraného end-pointu (Q)SAR modelem zéavisi piedevSim
na ,,podobnosti* sledované molekuly molekulam zakladni databaze predik¢niho modelu.
Posouzeni této podobnosti je velmi obtizné a mize se stat, ze i strukturné velmi podobné
molekuly maji naprosto odlisny biologicky ucinek, vzhledem k odlisnému mechanismu
pusobeni. Naopak i strukturné velmi rozdilné molekuly mohou vykazovat podobnou aktivitu.

Navic neni snadné ani definovat znaky podobnosti jednotlivych molekul.

V ramci jednoho predikéniho modelu je kazdd molekula pln€ popsana mnoZinou svych
deskriptorti (at’ jiz strukturnich nebo fyzikalné¢ — chemickych). Tim jsou v rdmci daného

predikéniho modelu definovany ,,znaky podobnosti“ jednotlivych latek, které tvofi
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n-rozmérny prostor (n = pocet deskriptorti). Latky pak mohou byt podle téchto znaka

analyzovany a tfidény.

Model vyuzivajici uritych vstupnich parametrii nebyvéa vhodny pro celou skélu existujicich
molekul (napf. vzhledem k riznym mechanismiim ucinku). I v ramci jednoho software pak
muze pro odhad téhoz end-pointu existovat nékolik ,,sub-modeltu* — vlastné samostatnych
QSAR rovnic — kazdy vhodny pro jiny typ (skupinu) molekul (napf. sub-model pro alifatické
uhlovodiky; (organické) kyseliny; aromatické uhlovodiky;...) Algoritmy umoziujici
hodnoceni podobnosti pak umoziiuji automaticky vybér vhodného sub-modelu pro konkrétni
hodnocenou latku. Obecné vSak (Q)SAR rovnice/algoritmy nebyvaji schopny hodnotit
anorganické slouceniny a organo-kovové slouCeniny. Rovnéz plati obecné pravidlo: ,,¢im
jednodussi hodnocena molekula — tim spiSe lze océekavat, Ze predikovany vysledek je

spravny*.

Jednim z legislativnich poZadavkld na systémy QSAR je schopnost hodnotit ,,vhodnost*
testované molekuly pro pouzity model na zaklad¢ kritéria ,,podobnosti. V této souvislosti se
Casto pouziva pojem ,,predictability domain® — jako pomysIny n-rozmérny prostor definovany
konkrétnim QSAR modelem — do kterého hodnocend molekula bud’ spada (pak je model

povazovan za vhodny pro jeji hodnoceni), nebo naopak.

Je vSak tfeba zduraznit, ze zda-1i ¢i nikoli dana molekula spada do prediktability domain
konkrétniho modelu neméd v kone¢ném disledku zadny vliv na posuzovani spolehlivosti
ziskané predikce. Latka mimo predictability domain mize byt modelem ohodnocena spravng,

stejné jako latka uvniti predictability domain mutize byt modelem ohodnocena $patné.
Validace

Validace softwart je kliCovym a pozadovanym procesem pro moznost zavedeni (Q)SAR

systémi do (legislativni) praxe.

Provadi se interni validace (,,cross-validation®), kdy je vyuzivano cileného pifeskupovani
vstupnich dat za ucelem sledovani vlivu téchto zmén na kritické parametry modelu.

Nevyhodou cross-validation je samoziejmé jeji ,,uzavienost™ (hodnoceni ,,sama sebou).

v

Cenngjsi udaje lze ziskat externi validaci — sledovanim spolehlivosti vysledkt predikovanych
pro modelu neznamé molekuly. Zde vSak vznika dilema: ,,Je vhodnéj$i molekulu o znamém

ucinku pouzit pro tvorbu modelu, nebo pro ucely externi validace®.
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V ramci OECD jsou jiz tfadu let vyvijeny aktivity sméfujici k vybéru vyuzitelnych
modelll / software a jejich ,juznadni za vhodné“. Byla ustanovena skupina expertil
,»Ad-hoc expert group on (Q)SARs*, ktera dostala za kol zvySeni akceptovatelnosti systémi
(Q)SAR pro legislativni ucely v oblasti regulace chemickych latek, a tato skupina byla dale
rozsifena o dalsi experty ¢lenskych stati (véetné CR). Dalsim milnikem téchto aktivit bylo
definovéni tzv. ,,Setubalskych principti* definujicich (ideélni) podminky pfijatelnosti (Q)SAR
systémi. Nasledné je pfipravovana smérnice (Guideline) OECD definujici podminky
a  postupy validace  predikénich  systémd.  Usili  vyustilo  dokumentem
ENV/JIM/MONO(2007)2: GUIDANCE DOCUMENT ON THE VALIDATION
OF (QUANTITATIVE)STRUCTURE-ACTIVITY RELATIONSHIPS [(Q)SAR] MODELS.

Legislativni ramec

Jiz dnes je ziejmé, ze se vazné pocitd se zavedenim in-silico metod jako seridznich
testovacich metod toxikologickych G¢inkili a parametra a to jak pro nové latky, tak predev§im
v ramci programu REACH. Hlavni piinos je spatiovan z hlediska ekonomického (dopadové
studie EU (2005) hovotily o usetfeni az 1mld. EUR — v ramci REACH), ¢asové naro¢nosti
dosavadnich (in-vivo ale i in-vitro) testi a z hlediska zachazeni ¢lovéka s Zivymi organismy —
tzv. princip 3R (,,Replace, Reduce, Refine”) (dopadové studie predpokladaly uSetteni asi
1,5 mil. zvifat — v ramci REACH).

V souvislosti s nafizenim REACH je vhodné zminit ¢lanky 13, 138, dale ptilohu VI, ,,KROK
1“ a ,,KROK 4% také ,pozadavek na posouzeni vSech dostupnych udaji“ kladeny
pro vSechny tonaze a piedevs§im pa piilohu XI, bod 1.3 — ze vSech téchto Casti nafizeni

zieteln€ vyplyva timysl vyuziti (Q)SAR odhadt jako zdrojt informaci.

V praxi se rovnéz stale Castéji setkavame s pozadavky na vyuziti in-silico metod, predevsim
tam, kde nelze pozadovanou informaci ziskat jinym zplsobem. Také nékteré evropské
metodiky testovani (napt. A.8-,Partition coefficient”, A.4-,,Vapour pressure) ptimo obsahuji

doporuceni tykajici se vyuziti QSAR odhadti — a jsou také prakticky naplnovany.

Vyuziti in-silico metod se tak jevi jako nevyhnutelné, a navic je zfejma potieba rychlého
feSeni tohoto problému, coz pfispiva k politickému tlaku na co nejrychlejsi zavedeni
alternativnich metod do (klinicko-)chemické praxe (2) Dubsky Pavel a kol.: Zprava o feseni

projektu VaV MZP, VUOS a.s. 2008.
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Zavadénim predik¢énich systéml a odpovidajicim legislativnim ramcem se zabyva fada
patii ECB (,,Europan Chemical Bureau*), EC — JRC — IHCP — ECVAM (,,European
Commision — Joint Research Centre — Institute for Health and Consumer Protection —
European Centre for the Validation of Alternative Methods*), OECD (,,Organization for
Economic Cooperation and Development®), US EPA (,,Environmental Protection Agency*):

e ECB podporuje vyvoj (Q)SAR nastroji, které by mohly byt potencialné vhodné
pro legislativni ucely: ToxTree je program pro klasifikaci nebezpecnosti latek na zakladé
jejich chemické struktury. Danish (Q)SAR database je databaze informaci o asi 166 000
organickych latkach ziskanych pomoci (Q)SAR modeli. ECB Inventory of (Q)SAR
models je aktivita vyvijend pfimo pro ucely nafizeni REACH a pfedstavuje

shromazd’ovani informaci o potencidln¢ pouzitelnych modelech a ,,produktech* (Q)SAR.

e OECD vyviji jiz fadu let znacnou aktivitu v této oblasti, zahrnujici formulaci principi
validace software, navrhy Guidelines pro vyvoj, validaci a pouzivani (Q)SAR nebo

shromazd’ovani poznatkli o moznosti praktického vyuziti metod (Q)SAR.

http://www.oecd.org/document/23/0,2340.en 2649 34373 33957015 1 1 1 1,00.html#

e US EPA poskytuje (Q)SAR produkt EPI Suit pro hodnoceni fyzikalné-chemickych a

(bio)degradacnich vlastnosti latek.

http://www.epa.qov/oppt/exposure/pubs/episuitedl.htm
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6 ALTERNATIVNI METODY ZKOUSENI

Alternativni metody jsou neustale vyvijeny a ovéfovany pro pouziti v praxi. Tyto metody
mohou mnohdy poskytovat stejnou Uroven informaci jako soucasné testy na zvifatech
a pritom vyuzivaji mensiho poctu zvirat, zpisobuji méné utrpeni nebo se Upln¢ obejdou

bez pouziti zvifat v souladu s koncepci 3R.

V souladu s pfislusnymi pravnimi ptedpisy, které upravuji ochranu zvifat, je nutno ovéfovat
Vv registrech mezinarodné ovérenych a uznanych metod, zda k planovanému pokusu existuje
alternativni metoda, pfi které nemusi byt pouzito zvife. Pokud jsou takové metody k dispozici,
tak musi byt pro charakterizaci rizika, naslednou klasifikaci a ozna¢eni chemické latky podle

nebezpecnosti brany v uvahu.

Alternativni metody jsou velkym piinosem hlavné v oblasti testovani kosmetickych
piipravki. V Ceské republice je testovani kosmetickych piipravki na zvifatech legislativng

zakéazéno. V této oblasti tak plné€ nahrazuji testy provadéné na zvitatech.
KONCEPCE 3R

V roce 1959 publikovali Russell a Burch svou knihu ,,The principles of humane experimental
technique®. Ustiednim motivem publikace je otizka, zda mohou byt omezeny nebo
odstranény nehumdnni aspekty experimentu na zviteti. Navrhem je praveé koncepce 3R, ktera
se dodnes vzila a patii mezi hlavni zasady odpovédného a rozumného uziti zvifat v pokusech.
3R jsou navic pfijimany fadou ochranafskych organizaci a bezesporu vytvaii platformu,
na niZ je mozno zacit oboustranny dialog. Nejen tento divod, ale i pfesna a srozumitelna
formulace zasad pro uziti zvifat v experimentu byly velkym piinosem pii formulaci
legislativy v celé fadé zemi, véetné Ceské republiky. 3R jsou polateéni pismena anglickych
slov Replacement, Reduction, Refinement (3) Basketter D.A., Scholes E.W., Chamberlain A.,
Barratt M.D.: An Alternative strategy to the Use of Guinea Pigs for the Identification of Skin
Sensitization Hazard; Chem.Toxic. Vol. 33, No. 12, pp. 1051-1056, 1995, (4) Basketter D.A.,
Lea L.J., Cooper K., Stocks J., Dickens A., Pate I., Dearmam R.J., Kimber I.; Treshold for
Classification as a Skin Sensitizer in the Local lymph Node Assay: a Statistical Evaluation;
Food and Chemical Toxicology 37 (1999) 1167-1174, (5) Ehling G., Hecht M., Heusener A.,
Huesler J., Gamer A.O., H. van Loveren, Maurer Th., Riecke K., Ullmann L., Ulrich P.,
Vandebriel R., Vohr H.-W.: An European inter-laboratory validation of alternative endpoints

of the murine local lymph node assay: First round; Toxicology 212 (2005) 60-68.
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Nahrada (Replacement)

Jde o nahrazeni zvifat v pokusech. Za nahrazovaci alternativu mize byt povazovana jakakoli
experimentalni metoda, kterd nevyzaduje pouziti celého, zivého zvifete. Nekteré z téchto
metod umozni ndhradu pouze c¢astecné, jelikoz s sebou nesou humanni zabijeni zvitat
pro ziskani bun¢k, tkani nebo organti pro nasledné studie in vitro. Jiné metody nahrazuji pln¢,
jelikoz nevyzaduji zadny biologicky materidl ziskany od zcela vyvinutého obratlovce.
V nékterych piipadech mohou byt soucasti studie pouze nahrazujici metody. Jindy dopliuji

pokusy na zvitatech a piispivaji ke snizeni jejich poctu pouzitych v celém projektu.
Moznosti ndhrady pokust na zvitatech alternativnimi metodami:

o fyzikdlné-chemické metody,

e matematické a pocitacové modely,

e pouziti nizSich organismu (bezobratli, rostliny, mikroorganismy),

e pouziti ranych vyvojovych stadii obratlovctl,

in vitro techniky.
Snizeni (Reduction)

Pojem snizovani A% sobé zahrnuje jakykoli postup, ktery vede
k dosazeni minimalné stejného mnoZstvi informaci za pouziti niz§iho poctu zvifat nebo
k maximalizovani ziskanych informaci z jednoho zvifete a tim nasledné k omezeni nebo
vyvarovani se pouziti dodatecnych nebo dalSich zvifat. Pfedev§im jde o vyb&r samotné
metody a uspofadani experimentu, ne méné vyznamnym faktorem je volba vhodného
zvitectho modelu na zdklad¢ znalosti biologie voleného druhu a tim vylouceni cesty
zbyte¢nych omyll a z hlediska fyziologie a chovani pfisluSného Zivo€isného druhu potlacit
nebo zcela vylouc€it nezadouci proménné v pokusu. S tim tzce souvisi i kontrola faktort
zivotniho prostiedi zvifat v uZivatelskych zafizenich i1 chovech samotnych. K vyznamné

redukci vede i kvalita zvifat pouzivanych v pokusech.
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Ohleduplnost (Refinement)

Jde o0 snahu snizit az Giplné vylouceni bolestivych a stresujicich pfistupti a experimentalnich
postupl. Vychazi z biologickych potieb zvifete a jim odpovidajici technologie chovu
a podminek zivotniho prostiedi tak aby mohli byt splnény veskeré fyziologické pozadavky
ptislusného druhu a udrzena homeostaze organismu. V prubéhu experimentu pak vedle
zachéazeni se zvifetem, je dulezita volba co nejSetrn€jsi metody za soucasného podani lokalni
nebo celkové anestesie, pokud je tim vyloucena bolest nebo neumérny stres. Nedilnou

soucasti pokusu je 1 pooperacni péCe se soubéznym podavanim analgetik, je-li to nutné.

Knaplnéni obsahu 3R je vyzadovan zna¢ny rozsah znalosti a praktickych zkuSenosti,
ziskanych odpovidajicim vzdélanim a praxi. Tim jsou pak vytvofeny podminky nejen

pro odpovidajici kvalitu provadéného vyzkumu, ale i odpovédnému uziti laboratornich zvifat.
Typickymi ptiklady alternativnich postupti jsou napt.:

IRE - The Isolated Rabbit Eye (IRE) Test Method

Princip metody: metoda IRE, pouziva krali¢i oci, ziskané z jateCnich kraliki na porazecim

miste.

Pted pouzitim je oko vySetfeno, pomoci §térbinové lampy a fluoresceinu, poSkozené o¢i musi
byt vyfazeny. Oko je odebrano a pfipevnéno do specialniho drzdku tak, aby rohovka byla
umisténa ve vertikalni poloze. Oko je dale umisténo do specialni komirky, kde je udrzovana
predepsané teplota a jednou za minutu je oko zvlh¢eno jednou kapkou fyziologického
roztoku. Tim je oko udrzovano v aktivovaném stavu. Testované latky, negativni a pozitivni
kontroly jsou aplikovany pfimo na rohovku. Pro kazdou latku jsou pouzity tfi o¢i. Poskozeni
rohovky je zjistovano vySetfenim pomoci Stérbinové lampy v riznych ¢asovych intervalech.
Déle je zjistovan otok rohovky pomoci hloubkového méficiho pfrisluSenstvi nebo
ultrazvukového pachymetru (také v riznych ¢asovych intervalech) a jako posledni parametr je
zjistovan priichod fluoresceinu. Jednotlivé parametry jsou vyhodnoceny samostatné. Z téchto

parametrii je pak proveden kone¢ny vypocet k urceni potencialu drazdivosti pro kazdou latku.

HET-CAM - The Hen's Egg Test - Chorionallantoic Membrane (HET-CAM) Test Method

Princip metody: potencidlni drazdivost latek je detekovdna pozorovanim zmén

na chorionalantoidni membrané slepi¢iho vejce po expozici testovanou chemikalii.
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Latka je aplikovana piimo na chorionalantoidni membranu slepi¢iho vejce po dobu
5 minut. Po tuto dobu je sledovan cas, potfebny k poskozeni membrany. Po ukonceni
expozice je membrana vySetiena na cévni poskozeni. Podle intenzity a rychlosti vzniku
poskozeni je odvozena drazdivost testované latky. Metoda je velmi nadro¢né na standardizaci
kvality vajec — fertilita a schopnost lihnuti (10 — 15 % vajec je nutno vyfadit z divodu
infertility, 20 — 30 % vajec pro nahodilé 1éze.). Nevyhodou je subjektivni povaha

vyhodnoceni.

Test ocni drazdivosti na trojrozmérném modelu lidske tkané (EpiOcularTM)

EpiOcular™ — umél4 lidské kozni tkaf, jejimz zékladem jsou lidské kozni buiiky, kultivované

na plastové matrici.

Princip metody: testovany material je nanesen na povrch trojrozmérného modelu rohovky
sestavajiciho z normdlnich epidermélnich keratinocyti kultivovanych do formy vrstevnatého
Supinatého epitelu podobné jako v rohovce. Nésledné je zjistovan Ucinek latky na Zivotnost
bunck. Cytotoxicita je vyjadfena jako redukce aktivity mitochondrialni dehydrogenazy
méfenim  aktivity tvorby formazanu z MTT  [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide]. Testované latky jsou umistény na stratum corneum
epidermélniho modelu ve 3 riiznych expozi¢nich casech. Expozice je ukonfena omytim
fostatovym pufrem. Poté jsou tkan€ inkubovany s MTT (zluta tetrazoliova stl). Pokud bunky
zistaly zivé, MTT je v mitochondriich redukovdna sukcinat dehydrogenazou
na modrofialovy formazanovy precipitat. Ten je pak z bun¢k vyextrahovan isopropanolem
a kvantifikovan spektrofotometricky (pfi 540 nebo 570 nm). Vysledkem je ¢iselna hodnota

tzv., Zivotaschopnost bun¢k.

ICE — The Isolated Chicken Eye (ICE) Test Method

OECD Test Guideline No. 438 Isolated Chicken eye (ICE) Test Method for identifying Ocular

Corrosives and severe irritants . Adopted September 7, 20009.

Princip metody: test na izolovaném kufecim oku je in vitro metoda, ktera mize byt pouzita
pro klasifikaci chemickych latek resp. ocni leptavosti/drazdivosti. Metoda ICE pouziva oci
Z jateCnich kuftat ziskanych na poraZecim misté. Oko je odebrano a ptipevnéno do drzéku tak,
aby rohovka byla umisténa vodorovné. Testované latky, negativni a pozitivni kontroly jsou

aplikovany pfimo na rohovku. PoSkozeni rohovky je métfeno jako kvalitativni stanoveni
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opacity, kvalitativni stanoveni poskozeni epitelu zalozené na uchovani fluoresceinu,
kvantitativni méteni zesileni (otoku) a kvalitativni hodnoceni makroskopického poSkozeni
povrchu. Vysledky jsou vyhodnoceny oddélené a tvofti tiidy ICE pro kazdy vysledek, dale

jsou kombinovany k urceni potencialu drazdivosti pro kazdou latku.

BCOP — The Bovine Corneal Opacity and Permeability (BCOP) Test Method

OECD Test Guideline No. 437 Bovine Corneal Opacity and Permeability Test Method
for identifying Ocular Corrosives and severe irritants . Adopted September 7, 2009.

Princip metody: test BCOP je organotypicky model, ktery zajisti kratkodobé udrzeni normalni
fyziologické a biochemické funkce hovézi rohovky in vitro. Vtomto testu
je poskozeni rohovky testovanou latkou zjisténo kvantitativnimi méfenimi zmén permeability
(propustnosti pro fluorescein - UV/VIS pomoci spektrofotometru) a opacity (propustnost
pro svétlo — méfené opacitometrem) izolované hovézi rohovky. Obé méfeni jsou pak pouzity
pro vypocet IVIS (in vitro irritancy score), pomoci néhoz je ptifazena kategorie drazdivosti
pro odhad in vivo o¢niho drazdivého potencialu testované latky (6) OECD Test Guideline
No. 437 - Bovine Corneal Opacity and Permeability Test Method for Identifying Ocular
Corrosive and Severe lIrritants, Adopted 7th September 2009, (7) OECD DRAFT
PROPOSAL FOR A NEW GUIDELINE 437: Bovine Corneal Opacity and Permeability
(BCOP) Test Method for Identifying Ocular Corrosives and Severe Irritants, May 2009, (8)
INVITTOX Protocol 124: The Bovinne Corneal Opacity and Permeability (BCOP) Assay —
SOP of Microbiological Associates Ltd., UK.

V soucasné dobé jsou vyvinuty desitky podobnych metod pro fadu vlastnosti, problémem
vSak zustava skutecnost, ze fada znich neni dosud validovana a zafazeno do portfolia
uznanych testovacich metod. Dal§im problémem pak je skute¢nost, ze v fadé ptipadi se jedna
o mimofadn¢ technicky narocné metody, které vyzaduji profese, které nejsou v béznych
toxikologickych pracovistich obvyklé, dale pak nutnost pofizovani novych, ¢asto velmi
komplikovanych a nakladnych zatizeni. To je divodem, pro¢ jsou uvedené zkousky v praxi

t&7ko dostupné, napt. vCR je vpovinném rezimu SLP provadi jediné pracovists.
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PRIiLOHA ¢. 1

PREDEPSANE UDAJE A METODY JEJICH EXPERIMENTALNIHO ZISKAVANI

V dalsim je kratky popis jednotlivych zkuSebnich metod a podminky jejich aplikace
dle nafizeni REACH (9) Nafizeni komise (ES) ¢. 440/2008, kterym se stanovi zkuSebni
metody podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 o registraci,

hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek.
INFORMACE O FYZIKALNE — CHEMICKYCH VLASTNOSTECH LATKY

Stav latky pri 20 °C a 101.3 kPa (State of the substance at 20 °C and 101,3 kPa)

Bod tani nebo tuhnuti (Melting/Freezing point)

Metoda: A.1 Bod tani/bod tuhnuti (A.1 Melting/Freezing temperature)
Identicka metoda: OECD No0.102: Melting Point /Melting Range
Princip, definice:

Bod tani je definovan jako teplota, pfi niz dochazi za atmosférického tlaku k piechodu
z tuhého do kapalného skupenstvi a kterd za idedlnich podminek odpovidd bodu tuhnuti.
Vzhledem k tomu, ze u mnoha latek dochazi k fazovému piechodu v rozmezi teplot, je toto

rozmezi ¢asto nazyvano rozmezim bodu tani.
Podstata zkuSebnich metod:

Stanovuje se teplota (teplotni rozmezi) fazového prechodu z tuhého do kapalného skupenstvi
nebo z kapalného do tuhého skupenstvi. V praxi se pii zahfivani/ochlazovéani vzorku zkuSebni
latky za atmosférického tlaku stanovi teploty po€atku tani/tuhnuti a konce tani/tuhnuti. Vybér
metody zéavisi na povaze latky, ktera ma byt zkoumdna. Omezenim je skuteCnost, zda lze
danou latku rozmélnit na prasek snadno, obtizné¢ nebo zda ji nelze rozmélnit. Je popsano

5 typt metod:

a/ Kapilarni metoda, kdy je latka v kapilafe postupné zahtivana v kapalinové lazni (uvedeno

v norm¢ JIS K 0064), nebo v kovovém bloku (uvedeno v normé ISO 1218(E)), nebo se

v kovovém valci detekuje prechod z tuhé faze do kapalné fotoclankem.
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b/ Metody pouzivajici zahtivaci bloky, kdy je latka pfimo nanesena na tzv. Koflertv stolek

(uvedeno v norm¢ ANSI/ASTM D 345176) nebo na tavici mikroskop (uvedeno v normé
DIN 53736) ¢i se pouzije meniskovd metoda vhodnd pro polyamidy (uvedeno v normé

1SO 1218 (E)).

¢/ Stanoveni bodu tuhnuti, kdy se vzorek za michani ochlazuje a zaznamenava se teplota

(uvedeno napft. v norm¢ BS 4695).

d/ Metody termické analyzy, kdy je zkouSend latka podrobena fizenému teplotnimu

programu. Jestlize u vzorku dojde k fazovému piechodu, ktery je spojen se zménou enthalpie,
je tato zména zaznamenana jako endotermicka (tani) nebo exotermicka (tuhnuti) odchylka
od zékladni linie zdznamu teploty. Zaznamenava se bud’ teplotni rozdil mezi zkousenou a
referen¢ni latkou (DTA — Diferencni termicka analyza) nebo rozdil energie absorbované
danou latkou a referen¢ni latkou jako funkce teploty (DSC - Diferenéni skenovaci

kalorimetrie). Obé metody jsou uvedeny v normé¢ ASTM E 53776.

e/ Stanoveni bodu tekutosti, ktery se stanovuje tak, ze se vzorek po pocateCnim zahtati uréitou

rychlosti ochlazuje a v urcitych intervalech se stanovuje jeho tekutost. Nejnizsi teplota, pfi niz
je jeSt€ pozorovan pohyb latky, se zaznamenad jako bod tekutosti. Uvedeno v normé

ASTM D 9766.

Zatimco metody uvedené pod body a/, b/ a ¢/ jsou pouzitelné pro rozsah teplot ptiblizné
od -20 °C do 300 °C, je pouzitelnost metody uvedena pod bodem e/ pouze od -50 °C do 50 °C.

Metody termické analyzy (viz bod d/) je mozné pouZit pro Siroky rozsah teplot od -100 °C
do 1000 °C.

Pravidla REACH

Studii neni nutné provést pod hranici —20 °C.
Bod varu (Boiling point)
Metoda: A.2 Bod varu (A.2 Boiling temperature)

Identicka metoda: OECD No.103: Boiling Point
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Princip, definice:

Standardni bod varu je definovan jako teplota, pfi které je tlak par dané kapaliny roven

101,325 kPa. Bod varu se uvadi s ohledem na okolni tlak pti méfeni.
Podstata zkuSebnich metod:
Metoda popisuje 6 hlavnich metod stanoveni bodu varu.

a/ Stanoveni ebuliometrem, kdy je kapalina zahiivana za rovnovaznych podminek

pfi atmosférickém tlaku, dokud nezacne viit. Uvedeno v normé¢ ASTM D 112072.

b/ Dynamickd metoda, kdy se méfi teplota kondenzace pary vhodnym teplomérem umisténym

za varu ve zpétném toku (refluxu). U této metody 1ze ménit tlak.

¢/ Destila¢ni metoda, kdy se kapalina destiluje a zjistuje se teplota kondenzace pary, pti¢emz

se stanovuje také mnozstvi destilatu. Vyuziva se pii zjistovani rozmezi bodu varu. Uvedeno

v normach ISO /R 918, DIN 53171, BS 4591/71.

d/ Postup podle Siwoloboffa, kdy se vzorek zahiiva ve zkumavce, ktera je ponoifena

do tepelné 1azn€. Do zkumavky se vzorkem je zasunuta zatavena kapilara, v jejiz spodni Casti
se nachazi vzduchova bublinka. Kratce pfed dosazenim bodu varu za¢nou z varné kapilary
rychle unikat bublinky. Bodu varu je dosazeno, kdyz pii ochlazovani nahle ustane unikani
bublinek a kapalina za¢ne v kapilafe stoupat. Pfislusny Gdaj na teploméru je bodem varu

latky.

e/ Detekce fotoclankem, kdy se vzorek vyhiiva v kapilafe v kovovém bloku. Otvory v bloku

se vede svételny paprsek tak, aby prochazel latkou na prfesné kalibrovany fotoclanek.
Pii zvySovani teploty vzorku stoupaji z kapilary jednotlivé vzduchové bublinky. Pfi dosaZeni
bodu varu pocet bublinek znacné vzroste. To vede ke zméné intenzity svétla zaznamenané
fotoClankem a vyvola signal v méficim pfistroji, kterym se zastavi zaznamendavani teploty
méfené platinovym odporovym teplomérem umisténym v bloku. Tato metoda je zvlasté
vhodna, protoze umoziuje stanoveni teplot nizsich nez laboratorni teplota az do -20 °C bez

jakékoli upravy pftistroje. Pouze je tfeba umistit piistroj v chladici lazni.

f/ Metody termické analyzy, kdy je zkouSena latka podrobena fizenému teplotnimu programu.

Jestlize u vzorku dojde k fdzovému piechodu, ktery je spojen se zménou enthalpie, je tato
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zména zaznamenana jako endotermicka (var) odchylka od zékladni linie zaznamu teploty.
Zaznamenava se bud’ teplotni rozdil mezi zkouSenou a referencni latkou (DTA — Diferencni
termickd analyza) nebo rozdil energie absorbované danou latkou a referenéni latkou jako
funkce teploty (DSC - Diferenéni skenovaci kalorimetrie). Obé metody jsou uvedeny v normé
ASTM E 53776.

Zatimco metody uvedené pod body a/, b/, ¢/, d/, e/ jsou pouzitelné pro teploty pfiblizné
do 330 °C, jsou metody termické analyzy (viz bod f/) pouzitelné az do teplot 1000 °C.

Pravidla REACH

Studii neni nutné proveést
e pro plyny nebo

e pro pevné latky, které taji pri teplotach vyssich nez 300 °C nebo se pred dosazenim bodu

varu rozkladaji.
V techto pripadech je mozné odhadnout nebo zmérit bod varu pri snizeném tlaku nebo

e pro latky, které se rozkladaji pred dosazenim bodu varu (napr. autooxidace, preskupeni,

rozklad atd.).

Relativni hustota (Relative density)

Metoda: A.3 Relativni hustota (A.3 Relative Density)
Identicka metoda: OECD No0.109: Density of Liquids and Solids
Princip, definice:

Relativni hustota D420tuh}'/ch latek nebo kapalin je pomér mezi hmotnosti ur¢itého objemu
zkoumané latky stanovenou pii 20 °C a hmotnosti stejného objemu vody stanovenou pii 4 °C

Relativni hustota nema rozmér. Hustota latky p je podil hmotnosti latky a jejiho objemu.
Podstata zkusebnich metod:

Pouzivaji se 4 skupiny metod:
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a/ Vztlakové metoda, vyuzivajici

e hustomért (pro kapaliny), kdy se méti hloubka ponoieni hustoméru do kapaliny (uvedeno

v normach ISO 387, ISO 649-2, NF T 20-050),

e hydrostatickych vah (pro kapaliny a tuhé latky), kdy se zjistuje rozdil mezi hmotnosti

stanovenou na vzduchu a ve vhodné kapaliné (uvedeno v normach ISO 901 a 758),

e metody ponoiené kulicky (pro kapaliny), kdy se zjistuje rozdil vahy kapaliny pted

ponofenim kuli¢ky zndmého objemu a po ném (uvedeno V normé DIN 53217).

b/ Pyknometrickd metoda, kdy se hustota zjistuje zrozdilu vysledki véazeni plného a

prazdného pyknometru a zjeho znamého objemu. PouZzivd se pro tuhé latky (ISO 3508,
ISO 1183(B), NF T 20053) a kapaliny (ISO 758).

¢/ Metoda vzduchového srovnavaciho pyknometru, kdy se méfi objem latky ve vzduchu

v kalibrovaném valci a hmotnost se zjistuje vazenim. Pouziva se pro tuhé latky (uvedeno

v norm¢ DIN 55999, ¢ast 2 a DIN 53243),

d/ Metoda s oscilaénim densimetrem, kde mechanicky oscilator konstruovany ve tvaru

U-trubice se rozkmita na rezonancni kmitocet, ktery zavisi na jeho hmotnosti. Po vlozeni
vzorku se rezonancni kmitoCet oscildtoru zméni. Aparaturu je nutné kalibrovat dvéma

kapalinami o zndmé hustoté. Metoda se pouziva pro kapaliny.

Pravidla REACH

Studii neni nutné proveést, je-li latka

o stabilni pouze v roztoku v urcitém rozpoustédle a hustota roztoku je podobnd hustoté
rozpoustédla. V téchto pripadech staci uvést, zda je hustota roztoku vyssi nebo nizsi nez
hustota rozpoustédla nebo - plyn. V tomto pripadé je nutné provést odhad na zaklade

vypoctu z molekulové hmotnosti a zdkonii idealniho plynu.
Tlak par (Vapour pressure)
Metoda: A.4 Tlak par (A.4 Vapour Pressure)

Identickd metoda: OECD No0.104: VVapour Pressure
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Princip, definice:

Tlak par latky je definovan jako tlak nasycené pary nad tuhou nebo kapalnou latkou.
Pti termodynamické rovnovaze je tlak par Cisté latky pouze funkei teploty. Jednotkou tlaku

v soustave Sl je pascal (Pa). Dalsi bézné pouzivané jednotky jsou:
1 torr (= 1 mm Hg) = 1,333-10° Pa

1 fyzikalni atmosféra (atm) = 1,013-10° Pa

1 bar = 10° Pa

Podstata zkuSebnich metod:

Je navrzeno 7 metod, které lze pouzivat v rtiznych oblastech hodnot tlaku par. Kazdou
z metod se stanovuje tlak par pfi riznych teplotach. V omezeném rozsahu teplot je logaritmus

tlaku par Cisté latky neptimo umérny teplote.

a/ Dynamickéa metoda — kdy se méfi teplota varu pii dané teploté. Doporuceny rozsah pouziti

je 10° az 10° Pa.

b/ Statickd metoda, kdy se méfi tlak par, ktery se ustavi pfi termodynamické rovnovaze
V uzavieném systému pii dané teploté. Tato metoda je vhodna pro jednoslozkové a
viceslozkové tuhé latky a kapaliny. Doporugeny rozsah pouziti je 10 az 10° Pa. Uvedeno
v normé NF T 20048.

¢/ Metoda isoteniskopu, coz je statickd metoda, pouZitelna pouze pro jednoslozkové systémy.
Doporuceny rozsah pouziti je 100 az 10° Pa. Uvedeno v norm& ASTMD 287986.

d/ Efusni metoda, s pouZitim vah pro méfeni tlaku par, kdy se ve vakuu stanovi mnoZstvi
latky, které opusti méfici celu za ¢asovou jednotku otvorem znamé velikosti tak, ze mize byt
zanedban navrat latky do méfici cely. Doporuceny rozsah pouziti je 10° az 1Pa. Uvedeno

v normé NF T 20047.

e/ Efusni metoda s méfenim hmotnostniho ubytku nebo méteni zachytem parni faze, kdy se
stanovuje hmotnost par zkusSebni latky unikajici za jednotku casu z Knudsenovy komtrky

mikrodyzou za podminek vysokého vakua. Hmotnost difundujicich par mize byt zjisténa bud’
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stanovenim tbytku hmotnosti komirky nebo kondenzaci par pii nizké teploté a stanovenim

jejich mnozstvi chromatografickou analyzou. Doporugeny rozsah pouziti je 102 az 1 Pa.

f/ Metoda nasyceni plynu, kdy se nad latkou vede proud inertniho nosného plynu tak, ze se
nasyti jejimi parami. Mnozstvi latky, které se pienese znamym mnozstvim nosného plynu, 1ze
stanovit zachycenim ve vhodném lapaci nebo pritokovou analytickou technikou. Z né¢ho se

vypoéte tlak par pii dané teploté. Doporudeny rozsah pouziti je 10 az 1 Pa.

g/ Metoda rotujiciho téliska, kdy je malé rotujici ocelova kulicka zavésena v magnetickém
poli. Tlak plynu se odvozuje ze zpomaleni ocelové kulicky, kterd je zavisla na tlaku plynu.

Doporuceny rozsah pouziti je 10 a2 0,5 Pa.

Stanoveni tlaku par kteroukoli z vySe popsanych metod by se mélo provést nejméné pii dvou
teplotach. Aby se ovéril linearni pribéh kiivky tlaku par v oblasti teplot od 0 °C do 50 °C,

doporucuje se méteni pii tfech nebo vice teplotach.

Pro urceni vhodnosti vySe uvedenych metodik se pouzivd metoda odhadu, kterou je vhodné
provést pied volbou metodiky a pfi predpokladaném velmi nizkém tlaku par sledované latky

(obvykle < 10”° Pa), kdy je experimentalni provedeni obtiZné.

Tlak par kapalin a tuhych latek mize byt odhadnut pomoci modifikovaného Watsonova
korelacniho vztahu, pfi¢emz k vypoctu je tfeba pouze jeden experimentalni udaj a to je bod
varu za normalniho tlaku. Odhad tlaku par l1ze obvykle pomoci komer¢nich vypocetnich

programt. Informace lze nalézt napf. na:

www.acdlabs.com (software ACD/I-lab: Advance Chemistry Development Inc., Canada)
http://www.epa.gov/opptintr/exposure/pubs/episuite.ntm (software EPI Suite: Estimation

Program Interface).
Pravidla REACH
Studii neni nutné provést, je-li bod tani vyssi nez 300 °C.

Je-li bod tani mezi 200 °C a 300 °C, postacuje mezni hodnota stanovena na zdakladé mereni

nebo uznavanou metodou vypoctu.
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Povrchové napéti (Surface tension)

Metoda: A.5 Povrchové napéti (A.5 Surface Tension)
Identicka metoda: OECD No.115: Surface Tension of Aqueous Solutions
Princip, definice:

Povrchové napéti je definovano jako povrchova volna enthalpie vztazena na jednotku
povrchu. Povrchové napéti se vyjadiuje v téchto jednotkach: N-m™ (v soustavé SI) nebo

mN-m™ (odvozena jednotka v soustavé SI).
Ptepocet na jiné pouzivané jednotky:
1N-m*=103dyn-cm®
1mN-m*=1dyn-cm?

Podstata zkuSebnich metod:

Metody jsou zaloZeny na méfeni nejvetsi sily, kterou je nutné plsobit ve svislém sméru
na timinek nebo prstenec, ktery se dotykd povrchu zkoumané kapaliny umisténé v méfici
nadobé¢, aby se od tohoto povrchu oddélil, nebo na desticku, kterd se svym okrajem dotyka

povrchu, aby se vznikly film vytahl nahoru.

Latky, jejichZ rozpustnost ve vodé dosahuje hodnoty alespoii 1mg.I™, se zkouseji ve vodnych

roztocich pii jedné koncentraci.
Meéfeni se provadi za téchto podminek:

e Kkoncentrace roztoku v destilované vodé by méla byt 90% koncentrace nasyceného

roztoku,

e pokud koncentrace nasyceného roztoku piesahne 1 g, pouzije se k méfeni roztok

o koncentraci 1 g1,

e pro latky, jejichz rozpustnost je mensi nez 1 mg-I"", mé&feni neni nutné provést.
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Pouzivané metody:

a/ Desti¢kova metoda - uvedena v metodé ISO 304 a NF T 73060

b/ Tfminkova metoda - uvedena v metodé ISO 304 a NF T 73060

¢/ Prstencova metoda - uvedena v metodé ISO 304 a NF T 73060

d/ Harmonizovand prstencovd metoda OECD - je odvozena od metod ISO 304-1985,
DIN 53914, ASTM-D-1590 a ASTM-D-1331.

Pravidla REACH

Studii je nutné provést, pouze pokud
e [ze na zaklade struktury povrchové napéti predpokladat nebo je Ize predvidat nebo
e je povrchové napéti zadanou viastnosti materialu.

Je-li rozpustnost ve vodeé mensi nez 1 mg/l pri 20 °C, neni nutné zkousku provést.

Rozpustnost ve vodé (Water solubility)

Metoda: A.6 Rozpustnost ve vodé (A.6 Water Solubility)
Identicka metoda: OECD No.105: Water Solubility
Princip, definice:

Rozpustnost latky ve vodé je definovana hmotnostni koncentraci jejiho nasyceného roztoku
ve vod¢é pii dané teploté. Rozpustnost ve vodeé se udava v jednotkach hmotnosti na objem

roztoku. Jednotkou v soustavé SI je kg'm™ (miiZe se také pouzivat g-I™).
Podstata zkuSebnich metod:

Pouzivaji se 2 metody, které pokryvaji cely rozsah rozpustnosti, nejsou vSak pouzitelné
pro teékavé latky. Pfed ur¢enim vhodnosti metody je nutné provést jednoduchou predbéznou
zkousku rozpustnosti - K navazce latky se postupné piidava ur¢ené mnozstvi destilované vody

a rozpustnost se zjist'uje vizualné. Podle vysledkt predbézné zkousky se pouzije metoda:
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a/ Sloupcova eluéni metoda se pouziva pro rozpustnost < 107 g I,

Metoda je zalozena na vymyvani zkuSebni latky vodou z mikrokolony, naplnéné inertnim
nosi¢em, napft. sklenénymi kulickami nebo piskem, pokrytym piebytkem zkuSebni latky.
Rozpustnost ve vodé se stanovi, jsou-li hmotnostni koncentrace eluatu konstantni. To se

projevi jako plato zavislosti koncentrace na Case.

b/ Batikova metoda se pouziva pro rozpustnost > 107 g-1™.

Pti této metodé se latka rozpusti ve vod¢ pfi teploté, kterd je o néco vyssi nez teplota méfenti.
Po dosaZeni nasyceni se roztok ochladi a udrzuje se pfi teplot¢ méfeni, za stalého michani,
dokud se nedosahne rovnovahy. Jinou moZznosti je provést méteni piimo pii zkuSebni teplote,
pokud je vhodnym vzorkovanim prokazano, ze je dosazeno rovnovazného nasyceni.
Hmotnostni koncentrace latky ve vodném roztoku, ktery nesmi obsahovat zadné nerozpusténé

Castice, se nasledné stanovi vhodnou analytickou metodou.

Pro tato stanoveni se upfednostiiuje analytickd metoda specificka pro danou latku, protoze
mald mnozstvi rozpusténych necistot mohou zputsobit velké chyby pii stanoveni rozpustnosti
ve vodé. Priklady téchto analytickych metod jsou plynova nebo kapalinova chromatografie,

titraéni metody, fotometrické metody, voltametrické metody.

Pravidla REACH

Studii neni nutné proveést, je-li latka
o hydrolyticky nestala pri pH 4, 7 a 9 (polocas rozpadu kratsi nez 12 hodin) nebo
e ve vodé snadno oxidovatelna.

¢

Jevi-li se latka ve vodeé , ,nerozpustnd*“, provede se limitni zkouska az do limitu analytické

metody.

Rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda (Partition coefficient n-octanol/water)

Metoda: A.8 Rozdélovaci koeficient (A.8 Partition Coefficient)
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Identické metody: OECD No0.107: Partition Coefficient (n-octanol/water): Shake Flask
Method

OECD No.117: Partition Coefficient (n-octanol/water): HPLC Method
Princip, definice:

Rozdé€lovaci koeficient (P) je definovan jako pomér rovnovaznych koncentraci (c;j) rozpusténé
latky ve dvoufizovém systému tvofeném dvéma prakticky nemisitelnymi rozpoustédly.

V ptipadé n-oktanolu a vody plati:

Coktan—1-ol
fz/v =

Cvoda

Rozdélovaci koeficient je pomérem dvou koncentraci a je obvykle udavan ve formé logaritmu

Podstata zkuSebnich metod:
Pouzivaji se 2 metody ke stanoveni rozdé€lovaciho koeficientu.

a/ Metoda tiepaci ldhve se pouziva tehdy, je-li hodnota log Poy Vrozmezi -2 az 4.

Je pouzitelnd pouze pro latky, které se rozpoustéji ve vodé a n-oktanolu. Pro stanoveni
rozdélovaciho koeficientu musi byt dosazeno rovnovahy mezi vS§emi vzajemné pisobicimi
slozkami systému a musi byt stanoveny koncentrace latek rozpusténych v obou fézich.
K feSeni tohoto problému se pouZiva nejcastéji dikladné promichani obou fazi a jejich

nasledné oddéleni za ucelem stanoveni rovnovaznych koncentraci vySetfované latky.

b/ Metoda HPLC se pouziva tehdy, je-li rozd€lovaci koeficient log Poy V rozmezi 0 az 6.

Metoda je méné citliva na pfitomnost necistot. Nelze ji pouZit pro silné kyseliny a zésady,

komplexni slou¢eniny kovil, povrchové aktivni latky a latky, které reaguji s eluentem.

HPLC se provadi na analytickych kolonach plnénych komeréné dostupnou pevnou fézi
obsahujici dlouhé uhlovodikové fetézce (napt. C8, C18) chemicky vazané na oxid kiemicity.
Chemické latky nastfiknuté do této kolony se v ni pohybuji rtiznou rychlosti v dasledku
riznych stupiii rozde€leni mezi mobilni fizi a uhlovodikovou stacionarni fazi. Smési
chemikalii se eluuji v pofadi své hydrofobnosti, pficemz se latky rozpustné ve vod¢ eluuji

jako prvni a latky rozpustné v olejich jako posledni, umérmné svému rozde€lovacimu
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koeficientu. To umoznuje urcit vztah mezi retencnim Casem v této koloné (s reversnimi
fazemi) a rozdélovacim koeficientem n-oktanol/voda. Rozdé€lovaci koeficient se odvodi

z kapacitniho faktoru k, daného vyrazem:

kde tr = reten¢ni Cas zkuSebni latky, t, = prumérna doba, kterou molekula rozpoustédla

potiebuje k prichodu kolonou (mrtva doba).
Kvantitativni analytické metody nejsou zapotiebi, nezbytné je pouze stanoveni elu¢nich dob.

Za ucelem korelace hodnot namétenych pro danou slouc¢eninu metodou HPLC s jeji hodnotou
P je nutné sestrojit kalibracni graf zavislosti log P na chromatografickych datech tvofeny
nejméné 6 referencnimi body. Vhodné referencni latky zvoli uZzivatel. Pokud je to mozné,
m¢la by mit alespoil jedna referencni latka Poy vyssi nez zkusebni latka a jind referencni latka
Pov niz8i nez zkusebni latka. U hodnot log P nizSich nez 4 miize byt kalibrace zalozena
na udajich ziskanych metodou tfepaci lahve. U hodnot log P vyssich nez 4 mize byt kalibrace
zaloZzena na ovéfenych hodnotach z literatury, pokud jsou v souladu s vypoétenymi
hodnotami. Za celem dosazeni vyS$si presnosti je vhodnéjsi volit latky, které maji podobnou

strukturu jako zkuSebni latka.

Rozsahl¢é seznamy hodnot Py, pro mnoho skupin chemickych latek jsou dostupné v literature.
Nejsou-li k dispozici tidaje o rozdélovacich koeficientech latek s podobnou strukturou, lze

pouzit obecngjsi kalibraci s jinymi referenénimi latkami.

Pted rozhodnutim, zda pouzit metodu tiepaci ldhve ¢i HPLC, se obvykle provadi predbézny

odhad na zdkladé vypoctu. VSechny vypoctové metody jsou zaloZzeny na formalnim déleni

molekul do vhodnych podstruktur, pro néz jsou zndmy spolehlivé hodnoty pfiriistki log Poy .

Hodnota log Py celé molekuly se poté vypocte jako soucet hodnot pro pfislusné fragmenty

plus soucet korek¢nich ¢lenti pro intramolekularni interakce.

Pfi  vypoctech Ize pouzit komeréné dostupnych vypocetnich programi — napf.

www.acdlabs.com (software ACD/I-lab: Advance Chemistry Development Inc., Canada)

38


file:///D:/TXT/mikulka/doktorandi/novák%20L/Plocha/ADMIN/Adaptabilita/manuál/www.acdlabs.com

PRILOHA ¢&. 1

Pravidla REACH

Studii neni nutné provést, pokud se jedna o anorganickou latku. Pokud zkousku nelze provést
(napr. latka se rozklada, ma vysokou povrchovou aktivitu, behem zkousky silné reaguje nebo
se nerozpousti ve vode nebo oktanolu, nebo neni mozné ziskat dostatecné cistou latku), uvede

se vypoctenda hodnota logP a podrobné udaje o metodé vypoctu.

Bod vzplanuti (Flash - point)

Metoda: A.9 Bod vzplanuti (A.9 Flash-Point)

Princip, definice:

za podminek definovanych ve zkusebnich metodach uvoliiuje pary v takovém mnozstvi, Ze se

z nich ve zkuSebnim kelimku pfi smichani se vzduchem vytvofi vybusnéa smés.
Pro ptevod absolutni teploty T (K) na °C plati vztah: t =T - 273,15.

Kapalna latka nebo ptipravek se vpravi do zkuSebniho kelimku, v némz se zahiiva nebo
chladi na zkuSebni teplotu podle postupu popsaného v jednotlivé zkuSebni metod¢.
Ke zjisténi, zda vzorek pfi zkuSebni teploté vzplane i nevzplane, se provadéji zkousky

zapalenim.
Pouziva se velké mnoZstvi metod, jsou to metody bud’ rovnovazné nebo nerovnovazné.

a/ rovnovazné zkuSebni metody — pouzivaji se metody uzavieného kelimku, jsou uvedeny

v normach ISO 1516, ISO 3680, ISO 1523, ISO 3679.

b/ nerovnovazné zkusebni metody — pouzivaji se nasledujici zkusebni zatizeni:

e zkuSebni zatizeni podle Abela (v uzavieném kelimku), jsou uvedeny v normach BS 2000

¢ast 170, NF M07-011, NF T66-0009,

e zkuSebni zafizeni dle Abela-Penskyho (v uzavieném kelimku), jsou uvedeny v normach
EN 57, DIN 51755 cast 1 (pro teploty 5 to 65 °C), DIN 51755 ¢&ast2 (pro teploty
pod 5 °C), NF M(07-036,

e zkuSebni zafizeni podle Taga (uvedeno v normé ASTM D 56),
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o zkusSebni zafizeni podle Penskyho-Martense (v uzavieném kelimku), jsou uvedeny

vV normach ISO 2719, EN 11, DIN 51758, ASTM D 93, BS 2000-34, NF M07-019.

Pravidla REACH

Studii neni nutné provest, pokud
o latka je anorganicka nebo

e latka obsahuje pouze prchavé organické slozky s bodem vzplanuti nad 100 °C pro vodné

roztoky nebo
e odhadovany bod vzplanuti je nad 200 °C nebo

o bod vzplanuti Ize presné predpokladat na zdkladé interpolace ze stavajicich popsanych

materialu.
Horlavost (Flammability)
Metoda: A.10 Hoflavost (pevné latky) (A.10 Flammability (solids))
Princip, definice:

Latka nebo ptipravek se zformuji do tvaru neporuseného péasku nebo prachové housenky
o délce 250 mm. Provede se predb&ézna orientani zkouska ke zjiSténi, zda po zapaleni
zkuSebniho vzorku plamenem plynového hotaku nastane Sifeni plamene nebo Zhnuti. Pokud
se hofeni za ptfedepsanou dobu (2 nebo 5 minut podle typu materidlu) rozsifi na 200 mm

délky zkusebniho vzorku, provede se fadna zkouska ke stanoveni rychlosti hoteni.

Doba hoteni je doba, za kterou odhoti 100 mm vzorku za podminek zkousky; vyjadiuje

v sekundach (s). Rychlost hofeni je vyjadiena délkou odhofelého vzorku v milimetrech

za sekundu a je vypoétena z doby hofeni; vyjadiuje se (mm-s™).

Tato metoda se pouziva pouze pro praskovité, zrnité a pastovité latky a piipravky.
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Pravidla REACH

Studii neni nutné provést,

e jedna-li se o pevnou latku s vybusnymi nebo samozapalnymi viastnostmi. Tyto viastnosti

Jje vzdy nutné zvazit pred posouzenim horlavosti nebo

e pro plyny, je-li koncentrace horlavého plynu ve smési s netecnymi plyny natolik nizka,

Ze pri smiseni se vzduchem je koncentrace stale pod mezni hodnotou nebo
o pro latky, které se samovolné zapaluji pri kontaktu se vzduchem.

Vybusné vlastnosti (Explosive properties)

Metoda: A.14 Vybusné vlastnosti (A.14 Explosive properties)
Princip, definice:

Za vybusnou latku se povazuje takova chemicka latka nebo chemicky pripravek, kterd je
schopna vybuchnout ptsobenim tepla nebo ktera z hlediska moznosti vybuchnout je citliva

na naraz nebo na tieni.
Podstata zkuSebni metody:
Latka se podrobi nasledujicim zkouskam

a) zkouska citlivosti na pusobeni tepla

Pii této zkouSce se latka zahtiva v ocelové trubce uzaviené clonami. Zjist'uje se, zda je latka

nachylna k vybuchu za podminek intenzivniho zahfivani a pfedepsaného utésnéni.

b) zkouska citlivosti na naraz

Pti této zkouSce se latka zkousi zavazim predepsané hmotnosti, které se spousti z predepsané

vysky.
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¢) zkouska citlivosti na tfeni

Pii této zkouSce se pevna nebo pastovitd latka zkousi tfenim mezi standardnimi povrchy
za predepsanych podminek zatizeni a vzajemného pohybu. U kapalin se zkouska tfenim

neprovadi.

Pravidla REACH

Studii neni nutné provest, pokud

v molekule nejsou zadné chemickeé skupiny s vybusnymi viastnostmi nebo

o latka obsahuje chemické skupiny s vvbusnymi viastnostmi s obsahem kysliku a vypoctend

kyslikova bilance je méné nez —200 nebo

e organicka latka nebo homogenni smés organickych latek obsahuje chemické skupiny
S vwbusnymi vilastnostmi, avsak energie exotermniho rozkladu je méné nez 500 J/g a

zacatek exotermniho rozkladu je pri teploté nizsi nez 500° C, nebo

e u smési anorganickych oxidantii (podtrida UN 5.1) s organickymi materialy, koncentrace

anorganického oxidantu je

e nizsi nez 15 % hmotnostnich, pokud patri do balici skupiny UN I (vysoka nebezpecnost)

nebo Il (stredni nebezpecnost)

nizsi nez 30 % hmotnostnich, pokud patri do balici tiidy UN III (mald nebezpecnost).

Poznamka: Nevyzaduje se zkouska Sireni vybuchu ani zkouska citlivosti na detonacni razové

viny, je-li energie exotermniho rozkladu nizsi nez 800 J/g.

Bod samozapalu (Self-ignition temperature)

Metoda: A.16 Relativni bod samozapalu pevnych latek (A.16 Relative Self-ignition

Temperature for Solids)
Princip, definice:

Utelem této metody je poskytnout informaci o vznétlivosti pevnych latek nebo piipravki

za zvySenych teplot. Relativni teplota vzniceni je minimalni teplota picky, pii které urcité
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mnozstvi latky nebo pfipravku za definovanych podminek dosdhne samovolné 400 °C a vzniti

se; vyjadiuje se ve °C.
Podstata zkuSebni metody:

Vzorek zkouSené latky se pii pokojové teploté vlozi do picky. Zaznamenava se kiivka teplota
- Cas, vztahujici se na podminky ve stfedu zkuSebniho vzorku, zatimco teplota picky se

zvysuje rychlosti 0,5 °C min™ do 400 °C nebo na teplotu bodu tani vzorku (pokud je nizsi).

Pravidla REACH

Studii neni nutné provest,

je-li latka vybusna nebo se samovolné zapaluje na vzduchu pri pokojové teploté nebo

e pro kapaliny, které jsou na vzduchu nehorlavé, napr. pokud maji bod vzplanuti

nad 200 °C nebo
e pro nehorlavé plyny nebo

e pro pevné latky s bodem tani < 160 °C, nebo pokud predbéziné vysledky vylucuji viastni
zahrivani latky do 400 °C.

Oxida¢ni vlastnosti (Oxidising properties)

Metoda: A.17 Oxida¢ni vlastnosti (pevné latky) (A.17 Oxidising Properties (Solids))
Princip, definice:

Oxidacéni vlastnosti maji latky nebo ptipravky

a) u nichz je pfi predbézné zkousce zjisténa prudka reakce, nebo

b) jejichz maximalni rychlost hofeni je stejnd nebo vyssi v porovnani s maximalni rychlosti

hoteni referencni smési celuldzy a dusi¢nanu barnatého.
v s c g . -1
Rychlost hoteni se vyjadiuje v mm-s™.

Maximalni rychlost hofeni je nejvysSi hodnota z rychlosti hofeni, které byly naméteny

na smésich obsahujicich 10 % hm. az 90 % hm. oxidantu.
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Doba hoteni je doba reakce v sekunddch potiebnd k prichodu reakéni zony zkuSebnim

vzorkem podle striktné predepsaného postupu.
Podstata zkuSebni metody:

Prokaze-li se pfedbéznou zkouskou, Ze latka nebo piipravek nemaji oxidacni vlastnosti,

provadi se rozhod¢i zkouska.

Pfi rozhod¢i zkousce se latka nebo ptipravek a definovana hoflava latka (celulosa) misi
v raznych pomérech. Kazdd smés je poté zformovana do zkuSebniho vzorku, ktery se
na jednom konci zapali. Stanovena maximalni rychlost hofeni se porovna s maximalni

rychlosti hotfeni referen¢ni smési.
Metoda: A.21 Oxidaéni vlastnosti kapalin (A.21 Oxidising Properties (Liquids))
Princip, definice:

Kapalina je smisena v poméru 1:1 s vldknitou celulosou a umisténa do tlakové nadobky.
Pokud se testovana latka pii miseni nebo plnéni vzniti, dalSi testovani se neprovadi.
V ptipadé, ze nedojde ke spontdnnimu vzniceni, pak se provadi plny test. Smés se zahiiva
v nadobce a stanovuje se primérna doba nutna ke zvySeni tlaku z 690 kPa do 2070 kPa.
Hodnota se srovnava s hodnotou primérného ¢asu smési 1:1 celulosy a referen¢ni latky (65%

kyselina dusi¢na).

Pravidla REACH

Studii neni nutné provést, je-li latka
e vybusnd nebo

e vysoce horlava nebo

e organicky peroxid nebo

e neschopnad exotermicky reagovat s horlavymi materialy, napriklad na zakladeé chemické
struktury (napr. organické latky, které neobsahuji atomy kysliku nebo halogenu a tyto
prvky nejsou chemicky vazané na dusik nebo kyslik, nebo anorganické latky, které

neobsahuji atomy kysliku nebo halogenu).
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Uplné zkousky neni nutné provdadét pro pevné ldtky, pokud piedbéznd zkouska jednoznacné

ukazuje, Ze testovana latka ma oxidacni viastnosti.

Pokud neexistuje zkusebni metoda k urceni oxidacnich vlastnosti plynnych smési, musi se
vywhodnoceni techto vlastnosti provést metodou odhadu na zdakladé srovnani oxidacniho

potencialu plynit ve smeési s oxidacnim potencialem kysliku ve vzduchu.

Granulometrie (Granulometry)

Metoda: TG EUR 20268 EN (2002) OECD No.110: Particle Size Distribution /Fibre Length

and Diameter Distributions
Princip, definice:

Granulometrie (rozdéleni velikosti ¢astic) je metoda, pifi které se stanovi velikost castic latky

ktera je ve form¢ vlakna, prasku nebo granuli.
Pouzivané metody:
Metody je mozné rozdélit podle toho, v jaké je latka formé.

a/ Metody, pri ktervch se zjistuje se rozdéleni velikosti c¢dstic u ldtky ve formé, jakd je.

Pouzivaji se nasledujici metody.

e Mikroskopické, které jsou pouzitelna pro ¢astice vSeho druhu o velikosti 0,01 — 5000

mikronll. Jsou vhodné pro méfeni velikosti Castic, které jsou respirovatelné a

inhalovatelné.

e Prosévaci, které jsou pouzitelné pro suché prasky a granule o velikosti 5 - 10000

mikrond. Je vhodna pro méfeni inhalovatelnych castic.

e Sedimentacni, které jsou vhodné pro suché prasky a granule. Jsou zaloZeny na
sedimentaci Castic v kapaling€. Jsou pouzitelné pro velikost ¢astic 1 — 1000 mikronli a

vhodné pro méfeni respirovatelnych a inhalovatelnych ¢astic.

e Coulter metody, které jsou vhodné pro suché prasky a granule. Jsou pouzitelné

pro vzorky suspendované v elektrolytickych roztocich, vhodné pro velikost ¢astic

2 — 200 mikront. Pouzitelné pro méteni respirovatelnych a inhalovatelnych ¢astic.
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e PDA (Phase Doppler Anemometry) metody, které jsou vhodné pro suché prasky a
granule. Tyto metody jsou nédkladné, rozdé€leni velikosti ¢astic 1ze stanovit ve vzduchu

(0,5 — 80 mikront1) nebo v kapaling (0,5 — 500 mikronit).

e Metody pro stanoveni rozdéleni délky vladkna a priméru, které se pouzivaji pro vlakna

priméru 0,1 — 100 mikront a délky 5 — 300 mikronti. Metody jsou vhodné pro stanoveni

velikosti vldken respirovatelné a inhalovatelné velikosti.

U v8ech uvedenych metod v odstavei a/ nemize byt stanoven MMAD (Mass Median Average

Diametre), ktery je charakteristickou hodnotou pro rozdéleni velikosti Castic.

b/ Metody, pii kterych se zjistuje rozdéleni velikosti castic polétavych, dispergovanych nebo

rozprasenych.

Tyto metody potiebuji vhodné generacni zatizeni pro tvorbu castic. Pouzivaji se nésledujici

metody.

o Kaskadové stlaceni, pouzitelné pro velikost c¢astic 0,1 — 20 a 0,5 — 80 mikront

a pro vSechny typy castic.

e Laserova difrakce, pouzitelnd pro velikost ¢astic 0,1 — 100 mikronli a pro vSechny typy

¢astic. Velikost ¢astic je urCena opticky.
Metody kaskadového stlaceni a laserové difrakce umoziuji stanovit MMAD.

Pravidla REACH

Studii neni nutné provest, pokud se latka uvadi na trh nebo pouziva v nepevném stavu nebo

ve formé granuli.

46



PRILOHA ¢&. 1

Stalost v organickych rozpousStédlech a uréeni prisluSnvch produkti rozkladu

(Stability in organic solvents and identity of relevant degradation products)

Pravidla REACH

Vyzaduje se pouze tehdy, povazuje-li se stalost latky za rozhodujici. Studii neni nutné provést,

pokud se jedna o anorganickou latku.

Disocia¢ni konstanta (Dissociation constant)

Metoda: OECD No.112: Dissociation Constants in Water
Princip, definice:

Disociace je reversibilni rozSt€peni chemické latky na 2 nebo vice slozek, které maji iontovy
charakter. Stanoveni disocia¢ni konstanty vyzaduje méfeni koncentraci disociované a
nedisociované formy latky. Ze znalosti stechiometrie disociac¢ni reakce lze stanovit disociacni
konstantu. V piipadech, kdy se latka chova jako kyselina nebo baze, provadi se stanoveni

koncentraci ionizované a neionizované formy a méfeni pH roztoku.

K analyze se nejcastéji pouzivaji metody titrani, spektrofotometrické a metody

konduktometrické.

Pravidla REACH

Studii neni nutné provést, pokud

o je latka hydrolyticky nestdla (polocas rozpadu kratsi nez 12 hodin) nebo je ve vodé

snadno oxidovatelnd nebo

o zvédeckych ditvodii neni mozné zkousku provést, napriklad pokud analyticka metoda neni

dostatecné citliva.
Viskozita (Viscosity)

Metoda: OECD No.114: Viscosity of Liquids
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Princip, definice:

Viskozita je veli¢ina charakterizujici vnitini tfeni a zdvisi pfedev§im na pfitazlivych silach
mezi Casticemi. Kapaliny s vétsi pfitazlivou silou maji vetsi viskozitu, vétsi viskozita

znamena vEtsi brzdeni pohybu kapaliny nebo téles v kapaling.

Dynamicka viskozita je veli¢ina, udavajici pomér mezi te¢nym napétim a zménou rychlosti v

zavislosti na vzdalenosti mezi sousednimi vrstvami pfi proudéni skutecné kapaliny. Jednotkou

viskozity je v soustavé SI Pascal-sec (Nsm™), znacka Pa s.
Tekutost je pievracena hodnota dynamické viskozity.

Kinematicka viskozita je podil dynamické viskozity a hustoty kapaliny. Jednotkou je m®s™,

Pouzivané metody:

a/ Kapilarni viskozimetr umoziuje méfit kinematickou viskozitu v rozsahu 0,5 — 10° mPa s

(metoda uvedena v normé ISO 3014).

b/ Pritokovy viskozimetr umoziuje méfit kinematickou viskozitu v rozsahu 8 — 700 mPa s

(metoda uvedena v norme ISO 3015).

¢/ Rotaéni viskozimetr umoziiuje mé&¥it dynamickou viskozitu v rozsahu 10 — 10° mPa s

(metoda uvedena v normé ISO 3218.2).

d/ Viskozimetr s valici se kulickou (Hoppleriv) umoziuje méfit dynamickou viskozitu

v rozsahu 0,5 — 10°> mPa s (metoda uvedena v normé& DIN 53015).

e/ Viskozimetr s tazenou kuli¢kou umoziiuje méfit dynamickou viskozitu v rozsahu 0,5 — 10’

mPa s (metoda uvedena v norm¢& DIN 52007, ¢ast 2).
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TOXIKOLOGICKE INFORMACE

Kozni drazdivost nebo leptavé udinky na kiizi (Skin irritation or skin corrosion)

Posouzeni zahrnuje tyto postupné kroky:

1) posouzeni dostupnych dajii o ucincich na ¢loveka a zvirata,
2) posouzeni kyselé nebo alkalické rezervy,

3) studie in vitro tykajici se leptavych ucinkd na kizi,

4) studie in vitro tykajici se kozni drazdivosti.

Metody in vitro tykajici se leptavych ucinki na kizi: B.40 Leptavé ucinky na kizi in vitro:

Zkou$ka transkutanniho elektrického odporu (TER) (B.40 In vitro Skin Corrosion:

Transcutaneous Electrical Resistence Test (TER))

Identicka metoda: OECD No0.430: In vitro Skin Corrosion: Transcutaneous Electrical
Resistance Test (TER)

Princip, definice:

Transkutanni elektricky odpor (TER): je mirou elektrické impedance kuze, vyjadienou
hodnotou elektrického odporu v kiloohmech. Jednoducha a robustni metoda posouzeni
bariérové funkce, kterd spocivd ve sledovani priichodu iontd kGZi uzitim Wheatstoneova

mustku.
Podstata zkuSebni metody:

Zkouseny material je aplikovan az 24 hodin na epidermdlni stranu tercikt kiize
ve dvoukomorovém zkuSebnim systému, ve kterém terciky kiZze oddé€luji obé komory.
Ter¢iky kliZze jsou odebrany z humann€ usmrcenych potkanti starych 28 — 30 dni. Materialy
s leptavymi ucinky jsou identifikovany schopnosti zplsobit ztratu normalni integrity a
bariérové funkce rohovité vrstvy (Stratum corneum), kterd je méfena jako snizeni vlastniho

TER pod urcitou prahovou troven.

Pro potkany byla vybrana jako hrani¢ni hodnota TER 5 kQ a to na zakladé rozsahlych tdaja

pro Siroké spektrum chemickych latek, pro néz hodnota TER v pfevazné vétsing piipadii byla
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bud’ zna¢né nad (Casto > 10 kQ), nebo znacné pod (Casto < 3 kQ) touto hrani¢ni hodnotou.
Vseobecné plati, ze materidly, které nejsou ziravé pro zvitata, ale jsou drazdivé nebo

nedrazdivé, nesnizuji TER pod tuto hrani¢ni hodnotu.

B.40a Leptavé ucinky na kiazi in vitro: ZkouSka pomoci modelu lidské kuze (B.40 bis. In

vitro Skin Corrosion: Human Skin Model Test)

Identick4d metoda;: OECD No 431: In Vitro Skin Corrosion: Human Skin Model Test

Princip:

Zkouseny material je aplikovan na trojrozmémy model lidské kaze sestavajici se
pfinegjmensim z rekonstruované epidermis a funkéni rohovité vrstvy (Stratum corneum).
Materidly s leptavymi ucinky jsou identifikovany schopnosti zplsobit pii specifikované
expozi¢ni dob¢ pokles zivotaschopnosti bun¢k (stanoveny napt. pouzitim zkousky redukce
vitalniho barviva MTT) pod definovanou prahovou uroven. Podstata stanoveni pomoci
modelu lidské kiize je zaloZena na hypotéze, Ze chemické latky s leptavymi ucinky jsou ty, jez
jsou schopny proniknout rohovitou vrstvou (stratum corneum) difuzi nebo erozi a jsou

cytotoxické pro bunky v hlubsich bunéénych vrstvach.

Modely lidské kize lze vyrobit nebo ziskat komerénd (napf. modely EpiDerm™ a

EPISKIN™).
Provedeni zkousky:

Testované materidly jsou umistény na stratum corneum epidermalniho modelu (jeden vzorek
(koncentrace) na epidermis) ve 2 expozicnich casech. Expozice je ukoncena omytim
fosfatovym pufrem. Poté jsou tkan€ inkubovany s MTT (Zluta tetrazoliova siil). Pokud jsou
buiky zivé, MTT je v mitochondriich redukovan sukcindt dehydrogendzou na modry
formazanovy precipitat. Ten je pfes noc z bun¢k vyextrahovan okyselenym isopropanolem a

kvantifikovan spektrofotometricky.

Vyhodnoceni leptavych Gc¢inkt se provadi na zdklad€ Zivotnosti tkdn¢ ve formé % absorbance

z negativni kontroly.
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Metody in vitro tykajici se kozni drazdivosti

Byly validovany 2 metody na modelech lidské kiize — EpiDerm™ a EPISKIN™ a jsou

pfipraveny k zatazeni do metodik EU.
Princip:

Princip metody je stejny jako u kozni leptavosti — testovany material se nanasi na povrch
trojrozmérného modelu lidské kiize sestavajici z rekonstruované epidermis s funkéni stratum
corneum. Nasledné se zjist'uje uc€inek latky na Zivotnost bunck. Cytotoxicita je vyjadiena jako

redukce aktivity mitochondrialni dehydrogenazy métenim aktivity tvorby formazanu z MTT.

Modely lidské kize lze vyrobit nebo ziskat komerén& (napf. modely EpiDerm™ a

EPISKIN™).
Provedeni zkousky:

Testované materialy jsou umistény na stratum corneum epidermalniho modelu (jeden vzorek
(koncentrace) na epidermis) ve 2 expozi¢nich casech. Expozice je ukoncena omytim
fosfatovym pufrem. Poté jsou tkané¢ inkubovany 42 hod (uvolnéni zanétlivych
intermediatortl). Po preinkubaci se tkan¢ inkubuji s MTT (Zluté tetrazoliova stl). Pokud jsou
buiiky zivé, MTT je v mitochondriich redukovén sukcindt dehydrogendazou na modry
formazanovy precipitat. Ten je pfes noc z bun¢k vyextrahovan okyselenym isopropanolem a
kvantifikovan spektrofotometricky. Vyhodnoceni drazdivych ucinkid se provadi na zékladé

zivotnosti tkané€ ve forme % absorbance z negativni kontroly.

Jako pomocny parametr se také zjiStuje interleukin IL-1a, ktery je hlavnim spinacem spusténi

zanétu a je uvoliiovan z poruSenych bunck pii poruSe membrany.

Pravidla REACH

Kroky 3 a 4 neni nutné provadet, pokud

e dostupné informace naznacuji, Ze jsou splnéna kritéria pro klasifikaci jako latka

s leptavymi ucinky na kizi nebo drazdici oci, nebo
e latka je horlava na vzduchu pri pokojové teplote nebo

o latka je klasifikovana jako velmi toxicka pri styku s kiizi nebo
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o studie akutni toxicity dermalni cestou nenaznacuje kozni drazdivost az do mezni hodnoty

davky (2 000 mg/kg télesné hmotnosti).

KozZni drazdivost in vivo (In vivo skin irritation)

Metoda: B.4 Akutni toxicita: Drazdivé a leptavé ucinky na kizi (B.4 Acute Toxicity: Dermal

Irritation/Corrosion)
Identicka metoda: OECD No0.404: Acute Dermal Irritation/Corrosion
Princip metody:

Latka se v jedné davce nanese na kiizi pokusného zvifete, pricemz oblasti neexponované kiize
pokusného zvifete slouzi jako kontrola. Ve stanovenych intervalech se ur¢i, vyhodnoti a
nasledné popiSe stupent drazdivych/leptavych ucinkl, aby bylo moZno provést uplné
posouzeni U¢inkl. Doba studie by méla byt dostate¢n¢ dlouhd, aby bylo mozné zhodnotit
vratnost nebo nevratnost pozorovanych ucinkii. Pokusna zvitata, ktera v jakékoli fazi zkousky
vykazuji pretrvavajici pfiznaky zna¢ného utrpeni nebo bolesti, se huméanné utrati a latka se

odpovidajicim zpisobem vyhodnoti.
Definice:

Drazdivé ucinky na kiizi: vyvolani vratnych zmén na kazi do 4 h po aplikaci zkousené latky.
Leptavé ucinky na kizi: vyvolani nevratného poskozeni kiize, zejména viditelné, do koria
zasahujici nekrézy pokozky, do €tyt hodin po aplikaci zkousené latky. Reakce po poleptani se
projevuji viedy, krvacenim, krvavymi strupy a v zavéru ¢trnactidenniho pozorovani ztratou
barvy v dasledku vyblednuti kiize, uplnymi loZisky alopecie a jizvami. K vyhodnoceni

spornych 1ézi by se méla uvazit histopatologie.
Provedeni:

Provadi se na albinotickych krélicich, pouZije se maximalné tii zvifat. Asi 24 h pred
zahajenim zkousky se pokusnym zvifatim ostiiha srst na zadech. ZkouSena latka se nanese
na malou plochu ktze (asi 6 cmz) a pokryje se platkem mulu s nedrdzdivou naplasti.
V piipadech, kdy ptimé aplikace neni mozné (napf. kapaliny nebo nékteré pasty), by se méla

zkousSena latka nejprve nanést na platek mulu, ktery se nasledné pfiloZi na kizi. Na testovaci
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misto se nanese 0,5 ml kapaliny nebo 0,5 g tuhé latky nebo pasty. Po dobu trvani expozice je

tieba piidrzovat platek volné na kizi vhodnym semiokluzivnim obvazem.

Po uplynuti doby expozice, kterd je obvykle 4 h, se odstrani zbytky zkousené latky, pokud
mozno vodou nebo vhodnym rozpoustédlem, aniz by doSlo k ovlivnéni odezvy nebo

celistvosti kuze.

Vsechna pokusnd zvifata se pozoruji na ptiznaky erytému a edému a reakce kiize se hodnoti
po 60 min a dale po 24, 48 a 72 h po odstranéni naplasti se zkouSenou latkou. V pocatecni
zkous$ce na jednom pokusném zvifeti se po odstranéni naplasti okamzité vySetii také testovaci

misto. Kozni reakce se vyhodnoti a zaznamenaji podle stupnice.

Pravidla REACH

Studii neni nutné proveést, pokud
o je latka klasifikovana jako latka s leptavymi ucinky na kuzi nebo jako drazdict kizi nebo
o je ldtka silné kyseld (pH < 2,0) nebo zasadita (pH > 11,5) nebo
e je ldatka horlava na vzduchu pri pokojové teploté nebo
e je latka klasifikovana jako velmi toxicka pri styku s kuzi nebo

e studie akutni toxicity dermalni cestou nenaznacuje kozni drazdivost az do mezni hodnoty

davky (2 000 mg/kg télesné hmotnosti).

Oc¢ni drazdivost (Eye irritation)

Posouzeni této sledované vlastnosti zahrnuje tyto postupné kroky:
1) posouzeni dostupnych tdajii o G€incich na ¢lovéka a zvifata,
2) posouzeni kyselé nebo alkalické rezervy,

3) studie in vitro tykajici se o¢ni drazdivosti.
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Metody in vitro tykajici se oCni draZdivosti

Metody jsou v procesu validace. Jako priklad je uvedena metoda stanoveni ocni

drazdivosti In vitro Eye Irritation - Model EpiOcular™ (fa Matek, USA).
Princip metody:

Testovany material se nanese na povrch trojrozmérného modelu umeélé tkané EpiOcularTN|
pochazejici z lidskych keratinocyti kultivovanych do podoby vrstevnatého dlazdicovitého
epitelu podobného tomu v lidské rohovce. Nasledné se zjistuje ucinek latky na Zivotnost
bunék. Cytotoxicita je vyjadfena jako redukce aktivity mitochondridlni dehydrogenazy

méienim aktivity tvorby formazanu z MTT (vitalniho barviva).
Provedeni:

Testované materialy jsou umistény na povrch modelu (jeden vzorek (koncentrace))
na epidermis) ve 3 expozi¢nich Casech. Poté jsou tkané inkubovany pii 37 °C, s 5% CO,
ve 3 Casovych intervalech — 3, 30 a 60 minut. Soucasné jsou oSetfeny i tkané inkubované
s pozitivni (Triton X-100) a negativni kontrolou (destilovana voda). Expozice je ukoncena
omytim fosfatovym pufrem. Poté jsou tkdn¢ umistény do MTT média a jsou opét ponechany
3 hodiny v CO; inkubatoru. Pokud jsou buiky zivé, MTT je v mitochondriich redukovan
sukcinat dehydrogendzou na modry formazanovy precipitat. Po 3 hodinach se tkané opét
omyji pufrem a formazan je extrahovan okyselenym isopropanolem bud’ 2 hodiny za tfepani,

nebo pies noc.

Vyhodnoceni testu se provadi tak, Ze se v intervalech spocitd % Zivotnosti vzhledem
Kk negativni kontrole. Vysledkem testu je hodnota ET-50 (padesatiprocentni Zivotnost), ktera
se stanovi linearni interpolaci mezi dvéma body, jednim, ktery ptfesahuje 50% Zivotnost a

jednim, ktery nedosahuje 50% Zivotnosti.

Pravidla REACH

Krok 3 neni nutné proveést, pokud

e dostupné informace naznacuji, zZe jsou splnéna kritéria pro klasifikaci jako latka

s leptavymi ucinky na kuzi nebo drazdici oci, nebo

o latka je horlava na vzduchu pri pokojové teplote.
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Oc¢ni drazdivost in vivo (In vivo eye irritation)

Metoda: B.5 Akutni toxicita: Drazdivé/leptavé ucinky na oci (B.5 Acute toxicity: Eye
Irritation/Corrosion)

Identicka metoda: OECD No0.405: Acute Eye Irritation/Corrosion
Princip metody:

Latka se nanese v jedné dévce na jedno oko pokusného zvitete, pficemz neexponované oko
slouzi jako kontrola. V urcitych intervalech se na zaklad¢ urceni 1ézi spojivky, rohovky a
duhovky vyhodnoti stupen drazdivych/leptavych uc¢inkli na oci. Popisi se také jiné ucinky
na oko a nezadouci systémové ucinky, aby bylo mozno provést tplné posouzeni t€inkt. Doba
studie by méla byt dostatecné¢ dlouhd, aby bylo mozné zhodnotit vratnost nebo nevratnost

udink.
Definice:

Drazdivé ucinky na oci: vyvolani zmén v oku po aplikaci zkousené latky na ptfedni povrch

oka. Tyto zmény jsou plné vratné do 21 dnti po aplikaci.

Leptavé ucinky na oci: vyvolani poskozeni o¢ni tkané nebo zévazné fyzické zhorSeni vidéni
po aplikaci zkouSené latky na ptedni povrch oka. Toto poskozeni neni plné vratné do 21 dn

po aplikaci.
Provedeni:
Provadi se na albinotickych kralicich, pouzije se maximalné tii zvitat.

ZkousSena latka se aplikuje kazdému pokusnému zvifeti do spojivkového vaku jednoho oka.
Druhé oko, do kterého se latka neaplikuje, slouzi jako kontrola. O¢i pokusnych zvifat se
do 24 hodin po instilaci zkouSené latky nevyplachuji, s vyjimkou pevnych latek nebo

v ptipad¢ okamzitych leptavych nebo drazdivych Gc¢ink.
Oci se vySetii po 1, 24, 48 a 72 h po podani zkouSené latky.

Pokusna zvifata, u nichz o¢ni 1éze nevzniknou, nelze utratit diive nez 3 dny po instilaci.
Pokusnd zvifata s mirnymi az stfednimi lézemi se pozoruji, dokud léze nevymizi, nebo

po 21 dnd, po jejichz uplynuti se studie ukonc¢i. Po 7, 14 a 21 dnech se provadi pozorovani,
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aby se urcil stav 1ézi a jejich vratnost nebo nevratnost. Stupei reakce oka (spojivek, rohovky a
duhovky) se hodnoti podle stupnice a zaznamenava pii kazdém vySetfeni. Uvedou se také

jakékoli jiné o¢ni 1éze (napt. panus, zbarveni) nebo nezadouci systémové ucinky.

Pravidla REACH

Studii neni nutné provest, je-li latka
e [lasifikovana jako drazdici oci s rizikem vazného poskozeni oci nebo

e [lasifikovana jako latka s leptavymi ucinky na kizi a za predpokladu, Ze ji Zadatel

o registraci klasifikoval jako latku drazdici oci, nebo
o silné kysela (pH < 2,0) nebo zasadita (pH > 11,5) nebo
e horlava na vzduchu pri pokojové teploteé.

Senzibilizace kiize (Skin sensitisation)

Posouzeni této sledované vlastnosti zahrnuje tyto postupné kroky:

1) posouzeni dostupnych daji o ucincich na ¢lovéka, zvitata a alternativnich udaju,
2) zkousky in vivo

Metody tykajici se zkouSek in vivo:

Metoda: B.42 Senzibilizace kize: Zkouska s vySetienim lokalnich lymfatickych uzlin
(B.42 Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay)

Identicka metoda: OECD No0.429: Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay
Princip metody:

Zakladni princip metody LLNA (Local Lymph Node Assay) spoc¢iva v tom, Ze senzibilizatory
navozuji primarni proliferaci lymfocyti v lymfatickych uzlindch drenujicich misto aplikace
chemické latky. Toto zmnoZeni je umeérné aplikované dévce (a potencidlu alergenu) a
poskytuje jednoduchy prostiedek pro ziskdni objektivniho, kvantitativniho méfeni
senzibilizace. LLNA hodnoti tuto proliferaci jako vztah ddvka-odezva a za timto ucelem se

porovnava proliferace ve zkuSebnich skupindch s proliferaci u skupin, kterym se podava
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vehikulum. Pomér proliferace u exponovanych skupin a u skupin s vehikulem, nazvany index
stimulace, musi byt alesponl 3, nez lze zkouSenou latku déle hodnotit jako mozny
senzibilizator kiize. Metoda, popsana dale, je zalozené na pouzivani radioaktivniho znaceni
pro méfeni proliferace bun¢k. Pro hodnoceni této proliferace je vSak mozné pouzit 1 dalsi
koncova vyhodnoceni, a to za predpokladu, ze jsou zdivodnéna a existuji pro né¢ vhodné

védecké dikazy, véetné Uplnych citaci a popisu metodiky.
Provedeni:

Pouzivaji se mladé dosp€lé samice mysi z kmene CBA/Ca nebo CBA/J. Davky se vybiraji
z tfady koncentraci 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 % atd. Pfi vybéru tii po
sob¢ jdoucich koncentraci je tieba zvazit jiz existujici udaje o akutni toxicit¢ a kozni
drazdivosti, jsou-li k dispozici, aby nejvyssi koncentrace maximalizovala expozici, ale aby
soucasn¢ nevyvolala systémovou toxicitu a nadmérné podrazdéni kiize. Vehikulum by mélo
byt vybrano tak, aby se maximalizovaly zkuSebni koncentrace a rozpustnost k piiprave

roztoku/suspenze vhodné pro aplikaci zkouSené latky.

Provede se oteviena aplikace 25 pl pfislusného fedéni zkousené latky, samotného vehikula
nebo pozitivni kontrolni latky (podle vhodnosti) na dorsalni ¢ast obou usi pokusného zvitete.
To se opakuje druhy i tieti den. Sesty den se mys$im pres ocasni Zilu vpichne roztok

[3H]thymidinu a o pét hodin pozd¢ji se mysi usmrti.

Drenujici aurikularni lymfatické uzliny z obou usi se vyjmou a ulozi se do PBS (fosfatovém
pufru). Pak se pfipravi bunéénd suspenze bunck lymfatickych uzlin pomoci jemné
mechanické deagregace. Lymfatické bunky se dvakrat proplachnou v dostatecném mnoZstvi
PBS a nechaji se vysrazet v roztoku s 5 % trichloroctovou kyselinou (TCA) pti 4°C po dobu
18 h. Stanovi se buné¢na proliferace pomoci inkorporace [3H]thymidinu scintilatni metodou

a vyjadfi se v rozpadech za minutu dpm.

Vysledky se vyjadii jako index stimulace (SI) skupiny s rozpoustédlem/vehikulem. Hodnota
SI pro kontrolni skupiny s vehikulem je 1. Pouziti individualniho hodnoceni pfi vypoctu SI
umoziuje proveést statistickou analyzu dat. Pfi vybéru vhodné metody pro statistickou analyzu
si musi byt experimentator védom moznych nestejnych odchylek a jinych souvisejicich
problémt, které si mohou vyzadat transformaci dat nebo neparametrickou statistickou
analyzu. Do rozhodovani, zda jde o pozitivni odezvu, se zahrnuje index stimulace >3 a

zohlediiuje se zavislost odezvy na davce a popiipadé¢ statisticka vyznamnost.
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Poznamka:

Tato metoda vyzaduje vybudovat a wudrzovat specializované pracovisté pro praci

s radioizotopy podle platné legislativy.
Dalsi metody zkouSeni senzibilizace in vivo:

Ve vyjimec¢nych piipadech, napt. kdyz je zkouska technicky neproveditelna, 1ze misto LLNA
metody pouzit klasickych metod zkouseni senzibilizacnich u¢inkt. Potom Ize pouzit nékterou

variantu z klasickych metod urceni senzibilizace, jak to uvadi metoda nize uvedena.
Metoda: B.6 Senzibilizace kiize (B.6 Skin Sensitisation)

Identickd metoda: OECD No.406: Skin Sensitisation

Princip metody:

Pokusnym zvifatim je nejdiive aplikovana zkousena latka intradermdlnimi injekcemi a/nebo
epidermalni aplikaci (indukcni expozice). Po obdobi klidu 10 az 14 dni (indukcni obdobi),
v pribchu kterého se mize rozvinout imunitni reakce, je zvifatim aplikovana provokacéni
davka. Rozsah a stupen kozni reakce pokusnych zvifat na provokacni expozici je porovnavan
s rozsahem a stupném reakce u kontrolnich zvifat, kterd podstoupi negativni expozici

v pritbéhu indukce a je jim aplikovana provokacni davka.
Byly vyvinuty dva typy zkousek na morcatech:

e zkousky s adjuvanty, ve kterych je alergicky stav umocnén rozpusténim nebo

suspendovanim zkouSené latky ve Freundové kompletnim adjuvantu (FCA) —
nejrozsitenéj§i zkouSkou je Maximalizaéni zkouska na morcatech (Guinea Pig

Maximisation Test — GPMT)

e zkousky bez adjuvantd (napt. Bithlerova zkouska).

Pravidla REACH

Krok 2 neni nutné proveést, pokud

e dostupné informace naznacuji, zZe by latka méla byt klasifikovana pro senzibilizaci kiize

nebo leptavé ucinky na kuzi, nebo
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o latka je silné kyseld (pH < 2,0) nebo zasadita (pH > 11,5) nebo
o latka je horlavd na vzduchu pri pokojové teplote.

o Zkouska s vysetienim lokalnich miznich uzlin (Murine Local Lymph Node Assay (LLNA))
Jje prvni metodou, ktera se voli pro zkousky in Vivo. Pouze ve vyjimecnych pripadech by se

meély pouzit jiné zkousky. PouZiti jiné zkousky se oduvodni.
Mutagenita (Mutagenicity)
Definice:

Termin mutagenita se vztahuje k indukci trvalych pfenosnych zmén v mnozstvi nebo
struktufe genetického materialu bunék nebo organismi. Tyto zmény (mutace) mohou
postihnout jediny gen nebo segmenty genti, blok genti nebo celé chromozomy. Uéinky na celé

chromozémy se mohou projevovat zmeénou jejich struktury a/nebo poctu.
Metody:

Mutagenni aktivita latky se stanovi

al in vitro testy

e testy na genové (bodové) mutace v bakteriich (viz dale kapitola 8.4.1) nebo

e testy na strukturalni chromozémové aberace v savéich buikach (viz dale kapitola 8.4.2)

nebo
e testem genovych mutaci v sav€ich buiikach (viz dale kapitola 8.4.3).
b/ in vivo testy
e mikronukleus test nebo
e metafazni analyza chromozomi buné¢k kostni dfené.
In vivo mikronukleus test

Metoda: B.12 Mutagenita — Test savéich erytrocytarnich mikrojader in vivo
(B.12 Mutagenicity — In vivo Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test)
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Identicka metoda: OECD No.474: Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test
Princip:

Zvitata (obvykle potkani — 50 samcti a 50 samic) jsou exponovana (peroralng) testované latce.
Ve vhodnou chvili se usmrti (po 24 a 48 hod) a izolovana kostni dieni se izoluje a piipravi se
preparaty, které jsou selektivné obarveny. V preparatech se detekuji mikrojadra, ktera vznika;ji
poruchami déleni béhem mitdzy, v polychromnich erytrocytech. Vysledkem cytogenetického

poskozeni je kromé vzniku i zména v pomé&ru zralych a nezralych erytrocyti v kostni dfeni.

Pravidla REACH

V pripadé pozitivnich vysledkii testi in vitro se zvazi dalsi studie mutagenity.

Je-li vysledek nekteré ze studii in Vitro genotoxicity (viz dale 8.4.1, 8.4.2 a 8.4.3) pozitivni,
Jje nutno provést zkousku in Vivo u somatickych bunék, a to v zavislosti na kvalité a vyznamu

dostupnych udajii.

Je-li k dispozici pozitivni vysledek studie in VIivO somatickych bunék, méla by se na zdkladé
vSech dostupnych udajui, vcetné toxikokinetickych ditkazii, zvazit mutagenita v zarodecnych
bunkdch. Neni-li mozné ucinit jasny zaver ohledné mutagenity v zarodecnych bunkach, zvazi

se dalsi zkoumani.

Studie genovych mutaci u bakterii in vitro (In vitro gene mutation study in bacteria)

Metoda: B.13/14 Mutagenita — zkouska na reverzni mutace s bakteriemi
(B.13/14 Mutagenicity: Reverse Mutation Test Using Bacteria)

Identicka metoda;: OECD No.471: Bacterial Reverse Mutation Test
Princip metody:

Pti bakterialnim testu reverznich mutaci (Casto nazyvan Ameslv test) se pouZzivaji k detekci

genovych mutaci kmeny
e Salmonella typhimurium (auxotrofni ve vztahu k aminokyselin¢ histidin) a

e Escherichia coli (auxotrofni ve vztahu k aminokyseliné tryptofan).
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Pomoci uvedenych systémii Ize detekovat genové mutace vzniklé mechanismem substituce,
adice nebo delece jednoho nebo nékolika nukleotidi v chromozoému indikatorovych
bakteridlnich kment. Princip bakteridlniho testu reverznich mutaci spo¢iva v tom, Ze se
zjistuji mutace, které zpétné vraceji mutace pritomné v testovacim kmenu do ptivodniho stavu
a obnovuje se funk¢éni schopnost bakterie syntetizovat ur¢itou zakladni aminokyselinu. Takto
zménéna bakteridlni builka je detekovana na zdklad€ své schopnosti rlst za nepfitomnosti

aminokyseliny, kterou vyzaduje matetsky zkuSebni kmen.
Provedeni:

Suspenze bakteridlnich bun€k se vystavi plsobeni testované latky za pfitomnosti a
za nepfitomnosti exogenniho systému metabolické aktivace. Pfi klasické miskové metodé
"plate incorporation" se suspenze smisi s vrchnim agarem a vylije na misky s minimalni
zivnou pudou. Pfi preinkubacni metodé¢ se pokusnd smes inkubuje a smisi s vrchnim agarem a
az potom se ockuje na minimdlni Zivnou plidu. Pfi obou metodach se dva az tfi dny
po inkubaci revertantni kolonie spocitaji a vysledek se porovna s pocétem spontanné

revertujicich kolonii na kontrolnich miskach s rozpoustédlem.

Pouzije se minimalné pét bakteridlnich kmend, které budou zahrnovat &tyfi kmeny
S. typhimurium (TA1535; TA1537 nebo TA97a nebo TA97; TA9S; a TA100); u nichz byla
prokézana spolehlivost a reprodukovatelnost vysledki mezi riznymi laboratofemi.

Doporucena inkubacni teplota ¢ini 37 °C.

Bakterie se pusobeni testované latky vystavi jak za pfitomnosti, tak za nepfitomnosti
vhodného systému metabolické aktivace. Nej€astéji se pouzivd kofaktorem suplementovana
post-mitochondridlni frakce (S9) ptipravena z jater hlodavct po indukei enzymt latkami jako

je Aroclor 1254 nebo kombinace fenobarbitalu a 3-naftoflavonu.

Pouziva se minimalné péti riiznych analyzovatelnych koncentraci se zhruba piillogaritmickym
intervalem mezi jednotlivymi body. Doporucend maximalni pokusnd koncentrace je

u rozpustnych necytotoxickych latek 5 mg/misku.

Kazdy test musi zahrnovat 1 soubéznou kmenové specifickou pozitivni (pozitivni mutageny) a

negativni (rozpoustédlo nebo vehikulum) kontrolu, jak s metabolickou aktivaci, tak bez ni.
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Vyhodnoceni a interpretace vysledka

Vysledky se prezentuji jako pocet revertantnich kolonii na jednu misku. Rovnéz se uvede
pocet revertantnich kolonii jak z negativni kontroly (rozpoustédlo, popiipadé kontrola
bez plisobeni, byla-li pouzita), tak z kontroly pozitivni. Pro testovanou latku i pro pozitivni a
negativni kontrolu (resp. bez plisobeni rozpoustédla) se uvedou pocty pro jednotlivé misky a

primérny pocet revertantnich kolonii na jednu misku vcetné smerodatné odchylky.

Negativni vysledky se doporucuje potvrdit opakovanym experimentem. Pokud se potvrzeni
negativnich vysledkli nepovazuje za nutné, je tieba to zdGvodnit. V naslednych
experimentech je tfeba zvazit modifikaci experimentalnich parametri jako je koncentrace
testované latky, metoda pusobeni ("plate incorporation” nebo preinkubace v tekutém

prostiedi) a podminky metabolické aktivace.

Ke stanoveni pozitivniho vysledku existuje n¢kolik kritérii, naptiklad ddvkove zavisly narast
ve sledovaném rozmezi a/nebo reprodukovatelny narist poctu revertantnich kolonii na jednu
misku pii jedné nebo vice koncentracich u minimalné jednoho kmene s metabolickym
aktivaénim systémem nebo bez néj. Jako prvni se uvazuje biologicka relevance vysledki.
Jako pomiicku pfi vyhodnocovani vysledkll testu je moZno vyuzit statistické metody,
statistickd vyznamnost by vSak neméla byt jedinym ur€ujicim faktorem pro pozitivni reakci.
Testovana latka, jejiz vysledky vySe uvedena kritéria nespliiuji, se v tomto testu povazuje

za nemutagenni.

Studie cytogenetickych a¢inkt na buiikach saveu in vitro nebo in vitro mikronukleus test

(In vitro cytogenetic study in mammalian cells or in vitro micronucleus study)

Metoda: B.10 Mutagenita — zkouska na chromozomové aberace u savci in Vitro

(B.10 Mutagenicity — In vitro Mammalian Chromosome Aberration Test)
Identicka metoda; OECD No0.473: In vitro Mammalian Chromosome Aberration Test
Princip metody:

Bunécné kultury se vystavi plisobeni testované latky, a to s metabolickou aktivaci a bez ni.

Ve stanovenych intervalech po expozici bunééné kultury testované latce, se metafaze zastavi
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naptiklad Colcemidem® nebo kolchicinem, buiiky se sklidi, obarvi se a v metafazickych

bunkach se mikroskopicky zjist'uji chromozémové aberace.
Provedeni:

Je mozno pouzit celou fadu bunécnych linii, kmeni nebo primarnich bunécnych kultur,
vcetné bunc¢k lidskych (naptiklad fibroblasty ¢inského kiecka nebo lymfocyty periferni krve

¢lovéka ¢i jiného savcee).

K udrzovani kultur je tfeba pouzivat vhodna kultivatni média a inkubacni podminky
(kultivacni nadoby, koncentrace CO,, teplota a vlhkost). Je tfeba znit normalni dobu

bunécného cyklu a kultivaéni podminky.

Na bunky se testovanou latkou plsobi v pfitomnosti i v nepfitomnosti vhodného
metabolického aktivacniho systému. Nejobvyklejsi je kofaktory suplementovana
mitochondrialni frakce (S9) pfipravena z jater hlodavcl, ovlivnénd c¢inidly indukujicimi

enzymy jako je Aroclor 1254, nebo smés fenobarbitalu a 3-naftoflavonu.

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

rozpustnost v predbéznych experimentech.

Je tfeba pouzit minimalné tfi analyzovatelné koncentrace. Dochazi-li k cytotoxicité, musi tyto
koncentrace pokryvat rozsah od maximalni do nizké nebo nulové toxicity. U relativné
necytotoxickych latek ¢ini maximalni koncentrace testované latky nejnizsi z hodnot 5 pl/ml,

5 mg/ml nebo 0,01M.

Do kazdého experimentu, at’ jiz s metabolickou aktivaci nebo bez ni, je tfeba zatadit soub&ézné

pozitivni (znamé klastogeny) a negativni kontroly (rozpoustédlo, nebo vehikulum).

Na proliferujici buiikky se pusobi testovanou latkou za pfitomnosti 1 nepfitomnosti
metabolického aktivacniho systému. V piipadé lymfocytl je tfeba zacit plisobit asi 48 hodin
po stimulaci mitogenem. Buiiky se vystavi testované latce s metabolickou aktivaci i bez ni
po dobu 3 - 6 hodin a vzorky se odebiraji v Case odpovidajicim zhruba 1,5-nasobku normalni

délky bunécného cyklu od zacatku expozice.
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Na bunééné kultury se pisobi Colcemidem® nebo kolchicinem obvykle po dobu 1 — 3 hodin
pted ukoncenim kultivace. Kazda bunééna kultura se pro piipravu chromozému zpracovava
zvlast'. Piiprava chromozomi (preparatl pro mikroskopické hodnoceni) sestava z ovlivnéni

bunék hypotonickym roztokem, fixace a obarveni.

Pro kazdou koncentraci a kontrolu je tfeba hodnotit miniméalné 200 dobie rozprostienych
metafazi, stejnomérn¢ z obou kultur, pokud byly pouzity. V piipad€, Ze je pocet aberaci

vysoky, miiZze se pocet analyzovanych metafazi snizit.

Vyhodnoceni a interpretace vysledku:

Jelikoz experimentalni jednotkou je buika, je tfeba vyhodnotit procento bunck se
strukturdlnimi  chromozémovymi aberacemi. Je tieba registrovat jednotlivé typy
strukturalnich aberaci v¢etné jejich poctu a Cetnosti u experimentalnich i kontrolnich kultur.
Soucasné je tieba v testu zaznamenavat také zjiSt€énou cytotoxicitu v experimentalnich

1 kontrolnich kulturach.

Pravidla REACH

Studii neni obvykle nutné provést,
e |SOU-/i k dispozici patricné udaje ze zkousky cytogenetickych ucinkii in vivo nebo,

o je latka znama jako karcinogenni kategorie 1 nebo 2 nebo mutagenni kategorii 1, 2

nebo 3.

Studie genovych mutaci na butikich saved in vitro

(In vitro gene mutation study in mammalian cells)

Metoda: B.17 Mutagenita — Zkouska na genové mutace v bunikdch savci in vitro

(B.17 Mutagenicity — In vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test)
Identicka metoda: OECD No0.476: In Vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test
Princip metody:

Princip metody: Bunky, deficientni na thymidinkinazu (TK’) v dasledku mutace, jsou

rezistentni vic¢i cytotoxickému plisobeni pyrimidinového analogu trifluorthymidinu (TFT).
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Buriky produkujici thymidinkinazu (TK") jsou vaéi TFT citlivé, coz zpisobuje inhibici
bunécného metabolismu a zastavuje dal$i bunécné déleni. Za piitomnosti TFT proto mohou
proliferovat mutované bunky, zatimco normadlni bunky, obsahujici thymidinkinazu,

proliferovat nemohou.
Provedeni:

Lze pouzit celou fadu typt bunék, pfi¢emz musi byt prokazana citlivost vii¢i chemickym
mutageniim, vysokd klonovaci uc¢innost a stabilni frekvence spontannich mutaci.
Na proliferujici buiiky se ptisobi testovanou latkou jak s metabolickou aktivaci, tak bez ni.
Pouziji se minimalné Ctyfi analyzovatelné koncentrace. 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. Expozice probiha po vhodnou dobu (obvykle je u¢inna

doba 3-6 hodin). Doba expozice miize presahnout jeden nebo vice bunéénych cyklu.

Frekvence mutanti se stanovi inokulaci zndmého poctu bunék v médiu obsahujicim selekéni
¢inidlo pro detekci mutovanych bunék (TFT) a v médiu bez tohoto Cinidla, ke stanoveni
klonovaci ucinnosti (cloning efficiency), (zivotnosti). Mutacni frekvence se vyjadiuje jako

pocet mutovanych bunék déleny poctem piezivajicich bunék.
Vyhodnoceni a interpretace vysledk:

Jako podklady slouzi vysledky stanoveni cytotoxicity a Zivotnosti, pocty kolonii a muta¢ni
frekvence u experimentalnich a kontrolnich kultur. Verifikace zjevné pozitivni reakce
se nepozaduje. Nejednozna¢né a negativni vysledky se objasiiuji dalSim testovanim, nejlépe

za modifikovanych experimentalnich podminek.

Pozitivni vysledky testu na genové mutace v sav¢ich bunkach in vitro ukazuji, Ze testovana
latka vyvolavd v kultufe sav€ich buné€k genové mutace. Negativni vysledky ukazuji, Ze
za danych experimentalnich podminek testovana latka v kultufe savéich bun€k nevyvolava

genoveé mutace.
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Pravidla REACH

Studie se provadi.:

e pokud jsou vysledky studie genovych mutaci in vitro (viz 8.4.1) a vysledky studie
cytogenetickych ucinkii na bunkdch savci in vitro nebo in vitro mikronukleus test

(viz 8.4.2) negativni.
Studie se obvykle neprovadi:
e |SOU-li k dispozici patiicné udaje ze spolehlivé zkousky mutagenity in Vivo na savcich.

Studie genovych mutaci_na buiikach savci in_vitro (In vitro gene mutation study

in mammalian cells)

Metoda: B.17 Mutagenita — Zkouska na genové mutace v buikach savcl in vitro

(B.17 Mutagenicity — In vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test)
Identicka metoda: OECD No0.476: In Vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test
Princip metody:

Princip metody: Burnky, deficientni na thymidinkindzu (TK") v disledku mutace, jsou

rezistentni vic¢i cytotoxickému piisobeni pyrimidinového analogu trifluorthymidinu (TFT).
Buiiky produkujici thymidinkinazu (TK") jsou vaéi TFT citlivé, coz zpisobuje inhibici
bunééného metabolismu a zastavuje dalsi bunécné déleni. Za pritomnosti TFT proto mohou
proliferovat mutované bunky, zatimco normdlni bunky, obsahujici thymidinkinazu,

proliferovat nemohou.
Provedeni:

Lze pouzit celou fadu typt bunék, pfi¢emz musi byt prokdzand citlivost viici chemickym
mutagentim, vysokd klonovaci uCinnost a stabilni frekvence spontannich mutaci.
Na proliferujici buiikky se ptlisobi testovanou latkou jak s metabolickou aktivaci, tak bez ni.
Pouziji se minimalné Ctyfi analyzovatelné koncentrace. V ramci kazdého experimentu se
museji provést 1 soub&zné pozitivni a negativni (rozpoustédlo, vehikulum) kontroly, a to jak
s metabolickou aktivaci, tak bez ni. Expozice probihd po vhodnou dobu (obvykle je €¢inna

doba 3-6 hodin). Doba expozice miize piesahnout jeden nebo vice bunéénych cykla.
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Frekvence mutantli se stanovi inokulaci zndmého poctu bunék v médiu obsahujicim selekcni
¢inidlo pro detekci mutovanych bunék (TFT) a v médiu bez tohoto cCinidla, ke stanoveni
klonovaci ucinnosti (cloning efficiency), (zivotnosti). Mutacni frekvence se vyjadiuje jako

pocet mutovanych bunék déleny poctem prezivajicich bunck.
Vyhodnoceni a interpretace vysledkii:

Jako podklady slouzi vysledky stanoveni cytotoxicity a zZivotnosti, poCty kolonii a mutacni
frekvence u experimentalnich a kontrolnich kultur. Verifikace zjevné pozitivni reakce se
nepozaduje. Nejednoznacné a negativni vysledky se objasiiuji dalS§im testovanim, nejlépe

za modifikovanych experimentalnich podminek.

Pozitivni vysledky testu na genové mutace v sav¢ich bunkach in vitro ukazuji, ze testovana
latka vyvolava v kultufe savCich bunék genové mutace. Negativni vysledky ukazuji, ze
za danych experimentalnich podminek testovand latka v kultufe sav€ich bun¢k nevyvolava

genoveé mutace.

Pravidla REACH

Studie se provadi.:

pokud jsou vysledky studie genovych mutaci in vitro (viz 8.4.1) a vysledky studie
cytogenetickych ucinkii na bunkdch savcu in vitro nebo in vitro mikronukleus test (viz 8.4.2)

negativni.
Studie se obvykle neprovadi:
Jsou-li k dispozici patricné udaje ze spolehlivé zkousky mutagenity in Vivo na savcich.

AKkutni toxicita (Acute toxicity)

Definice:

Akutni toxicita zahrnuje nepfiznivé ucinky, které se objevi béhem urcité doby (vétSinou
14 dni) po podani jedné davky chemické latky. Podle zplisobu podani chemické latky se

zjistuje
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a/ akutni oralni toxicita, kdy je latka aplikovana do zaludku pokusnych zvitat (viz 8.5.1)

b/ akutni inhalacni toxicita, kdy latka je aplikovdna inhalacnim zplisobem — pokusné zvife je

exponovano chemické latce, kterd je ve formé par nebo aerosolu (viz 8.5.2)

¢/ akutni dermalni toxicita, kdy latka je aplikovana na kzi pokusnych zvitat (viz 8.5.3).

Akutni toxicita je charakterizovana nasledujicimi hodnotami.

LD50 (stredni smrtnd davka), coz je statisticky vypoctend jednotlivda davka latky, ktera

pravdépodobné zpusobi za definovanou dobu smrt 50% zvitat, kterym byla poddna. Hodnota
LD50 se udavéa jako hmotnost testované latky na jednotku hmotnosti pokusného zvirete

(mg-kg™ t&lesné hmotnosti).

LC50 (stredni smrtnd koncentrace) je statisticky vypoctena koncentrace latky, kterd
pravdépodobné zpiisobi smrt do uréité doby po expozici u 50% pokusnych zvirat,
exponovanych po definovanou dobu. Hodnota LC50 se udava jako hmotnost testované latky

ve standardnim objemu vzduchu (mg-I™).

V zavislosti na toxicit¢ latky Ize pouzit riznych postupti od limitniho testu az po kompletni

stanoveni hodnoty LD50. Pro inhala¢ni toxicitu neni limitni test definovan.

Pravidla REACH

Studie neni obecné nutné provést, pokud je latka klasifikovana jako latka s leptavymi ucinky

vvvvv

cesta. Vybér druhé cesty zavisi na povaze latky a na pravdépodobné cesté expozice cloveka.

Pokud existuje pouze jedna cesta expozice, poskytnou se informace jen pro tuto cestu.
Oralni cestou (By oral route)

Metoda: B.1.a Akutni oralni toxicita — metoda fixni davky (B.1 bis. Acute Oral Toxicity —
Fixed Dose Procedure)

Identicka metoda: OECD No0.420: Acute Oral Toxicity — Fixed Dose Procedure

B.1.b Akutni oralni toxicita — metoda stanoveni tfidy akutni toxicity (B.1 tris. Acute Oral

Toxicity — Acute Toxic Class Method)
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Identicka metoda: OECD No.423: Acute Oral Toxicity - Acute Toxic Class Method
Princip:

a/ Metoda fixni davky

Jsou dany fixni davky 5, 50, 300 a 2000 mg/kg. Nejprve se provede orientacni pokus, kde je
zvifatim podévana vybrana startovni davka. Vychozi davka se zvoli jako davka, u niz se
ocekava, ze vyvola toxicitu nebo uhynuti. Aplikace se provadi u jednoho zvitete a dalsi zviie
je aplikovano az po vyhodnoceni vysledku u prvniho zvifete, maximalné je aplikovano pét
zvirat. Pokud vysledek orientatniho pokusu nepostacuje ke klasifikaci, latka je testovana
v hlavni studii na skupin¢ dalSich péti zvirat. Tém je podavana vyssi nebo nizsi davka podle
predchozich priznakl toxicity nebo uhynuti. Takto se pokracuje, dokud davka nevyvola
ziejmou toxicitu nebo neni pozorovano vice nez jedno uhynuti, anebo pokud nejsou

pii nejvyssi davee zjistény zadné ucinky nebo pokud dochazi k thyntim pfi nejnizsi davce.

b/ Metoda tiidy akutni toxicity

Latka se skupiné pokusnych zvitat podava oralné v jedné ze stanovenych davek 5, 50, 300 a
2000 mg/kg. Zkousi se metodou po krocich, pficemz u kazdého kroku se pouzivaji tii
pokusné zvifata stejného pohlavi (obvykle samice). Pfitomnost nebo neptfitomnost mortality
vyvolané latkou u pokusnych zvifat, jimz byla latka podana v jednom kroku, rozhodne

o dal§im kroku, tj.:
e neni tieba zadné dalsi zkousent,

e poda se stejna davka dal$im tfem pokusnym zvifatim,

v

e latka se poda dalSim tfem pokusnym zvifatim v nejblizsi vyssi nebo nejbliz§i niZsi Grovni

davky.

Obé metody umoziuji rozhodnout o zafazeni zkouSené latky do jedné z tfady tfid toxicity
definovanych fixnimi hrani¢nimi hodnotami LD50. Obé metodiky pouzivaji k testovani
hlodavce, nejCastéji potkany. Pozorovani a hodnoceni stavu zvifat se déje okamzité
po aplikaci, dale po 4hod, pak po 24 hod po dobu 14 dni. Stanovuje se zména télesné

hmotnosti a patologické nalezy po pitve.
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Pravidla REACH

Studii neni nutné provest, je-li k dispozici studie o akutni toxicité inhalact (8.5.2)
Inhalaci (By inhalation)

Metoda: B.2 Akutni toxicita (inhala¢ni) (B.2 Acute Toxicity (Inhalation))
Identickd metoda: OECD No.403: Acute Inhalation Toxicity

Princip:

Od metody oralni toxicity se li$i zpiisobem expozice a vyjadienim vysledku.

Pro pokusy se zvitaty je tfeba pouzit inhalacni zatizeni, které umoziuje dynamické proudéni
vzduchu s vyménou vzduchu nejméné dvanictkrat za hodinu, aby byl zarucen ptfiméfeny
obsah kysliku a rovnomérné rozdéleni latky v expozicni atmosféfe. Pouzije-li se expozicni
box, je tieba ho konstruovat tak, aby se co nejvice omezovalo shlukovéani zvifat a aby
inhalaéni expozice testované latce byla maximalni. Pro zajiSténi stability atmosféry
v inhala¢nim boxu by nemél v zésad¢ celkovy objem pokusnych zvifat pfesahnout 5 %
objemu boxu. Je také mozné pouzit inhala¢ni expozice ordlné - nasalni, samotné hlavy nebo
individudlni celotélové expozice; prvni dva zplsoby expozice minimalizuji pfijem latky

jinymi cestami.

Zvitata se exponuji se po dobu 4 hodin od ustaveni rovnovahy koncentrace studované latky.
Nastaveni rovnovahy by mélo byt rychlé. Teplota béhem pokusu ma byt 22 °C + 3 °C.
Relativni vlhkost ma byt idedlné¢ mezi 30 % a 70 %, s vyjimkou ptipadi, kde to neni mozné
(napf. experimenty s aerosoly). Udrzovani mirného podtlaku uvnitt komory (5 mm vodniho
sloupce) zabrani unikéani testované latky do okoli. Béhem expozice se nepodava potrava ani
voda. Pouzivaji se vhodné systémy pro vytvoieni a monitorovani testovaci atmosféry.
Konstrukce a provoz boxu mé zajiStovat homogenni distribuci testované atmosféry v komote.

Je tfeba zajistit méfeni nebo monitorovani podminek expozice.

Vyhodnoceni a interpretace vysledku:

Ma byt dostate€ny pocet expozicnich koncentraci, nejméné tfi. Hodnoti se mortalita. Zvitata,

kterd byla humannim zplGsobem utracena s ohledem na stres a bolesti vyvolané podanou
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latkou, se zaznamenavaji jako uhynuti vyvolané touto latkou. Nakonec se vypocte LC50

uznavanou metodou.

V ramci OECD jsou ve findlnim stadiu pfipravy alternativni metody s podobnym provedenim

jako v piipadé akutni toxicity oralni.

Pravidla REACH

Zkousky inhalaci jsou vhodné, je-li expozice Ccloveka prostrednictvim inhalace
pravdépodobna, pricemz se zohledni tlak par latky nebo mozZnost expozice aerosolim,

casticim nebo kapénkam inhalovatelnych rozmerii.

Dermalni cestou (By dermal route)

Metoda: B.3 Akutni toxicita (dermalni) (B.3 Acute Toxicity (Dermal))
Identickd metoda: OECD No.402: Acute Dermal Toxicity

Princip:

Od metody oralni toxicity se lisi zplisobem expozice a vyjadienim vysledku.

Testovana latka se nanese rovnomérné na plochu, kterd ¢ini asi 10 % celkového povrchu téla.
Pro vysoce toxické latky muize byt tato plocha mensi; mélo by se vSak aplikovat stejnomérné
na co nejvetsi Cast této plochy. Testovana latka je po expozi¢ni dobu 24 hodin udrzovana
v kontaktu s kiizi pomoci porézniho mulového obvazu a nedrazdivé naplasti. Testovanou
plochu je dale tieba vhodnym zplisobem piekryt, aby se mulovy obvaz a testovana latka
fixovaly a aby se zabranilo oralnimu pfijmu. K zamezeni poziti latky je moZno pouZit
1 prostiedkii pro omezeni volnosti pohybu, Uplnou imobilizaci vSak nelze doporucit.
Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky testované latky, pokud mozno vodou nebo

jinym vhodnym zptsobem se provede ocisténi pokozky.

Vvhodnoceni a interpretace vysledku:

Ma byt dostatecny pocet davkovych trovni, nejméné tfi. Hodnoti se mortalita. Zvitata, ktera
byla huméannim zptsobem utracena s ohledem na stres a bolesti vyvolané podanou latkou,
se zaznamenavaji jako uhynuti vyvolané touto latkou. Nakonec se vypoc¢te LD50 uznavanou

metodou.
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V ramci OECD jsou ve finalnim stadiu pfipravy alternativni metody s podobnym provedenim

jako v ptipadé akutni toxicity oralni.

Pravidla REACH

Zkousky dermalni cestou jsou vhodné, pokud
1) je inhalace latky nepravdépodobna a
2) je pravdepodobny kontakt s kiizi pri vyrobé nebo pouzivani a

3) z fyzikalné-chemickych a toxikologickych viastnosti vyplyva potencial pro znacnou miru

absorpce kiizi.

Toxicita po opakovanvch davkach

Definice:

Toxicita po opakované davce (subakutni nebo subchronickd toxicita) - zahrnuje neptiznivé

ucinky, které se objevi u pokusnych zvitat v disledku opakovaného denniho podavani nebo
expozice chemické latce, po dobu predstavujici urcity usek (desitky dnll) ocekavané délky
zivota prislusného zivoc¢isného druhu. Jako nejvyssi davka v téchto studiich je doporu¢ovana

MTD a ucelem studie je uréeni davky NOAEL.

Nejvyssi tolerovand davka (MTD - maximum tolerated dose) je nejvyssi davka, kterd u zvifat

vyvolava zietelné projevy toxicity, avSak bez podstatného vlivu na pieziti s ohledem

na ucinek, ktery je testovan.

NOAEL (,,No Observed Adverse Effect Level®) je nejvyssi davka nebo expozi¢ni koncentrace
latky, pfi které neni pozorovan Zadny statisticky vyznamny nepfiznivy u€inek na organismus

v porovnani s kontrolni skupinou.

Chronickd toxicita - zahrnuje nepfiznivé U¢inky, které se objevi u pokusnych zvifat

v duasledku opakovaného denniho podévani nebo expozice chemické latce, po dobu
predstavujici podstatnou cast (fada mésici az roky) ocekavané délky Zivota ptislusného

zivoc¢isného druhu.
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Pravidla REACH

Vhodna cesta podavani se vybere na tomto zaklade:

Zkousky dermdlni cestou jsou vhodné, pokud

1) je pravdépodobny kontakt s kiizi pri vyrobé nebo pouzivani a
2) z fyzikalne-chemickych viastnosti vyplyva potencidal pro znacnou miru absorpce kiizi a
3) je splnéna jedna z techto podminek:

e pri zkouSce akutni dermalni toxicity je pozorovana toxicita nizsi nez pri zkousce oralni

toxicity nebo

e pri studiich kozni nebo ocni drazdivosti jsou pozorovany systemické ucinky nebo jiné

priznaky absorpce nebo
e zkousky in Vitro naznacuji vyznamnou dermalni absorpci nebo
o u strukturné pribuznych latek je zjisténa znacna dermalni toxicita nebo pronikani kuzi.

ZkouSky inhalaci jsou vhodné, pokud

e je expozice cloveka prostirednictvim inhalace pravdépodobna, pricemz se zohledni tlak
par latky nebo moznost expozice aerosoliim, casticim nebo kapénkam inhalovatelnych

rozmeri.

Studie subakutni toxicity po opakovanvch davkach (28 dnt) (Short-term repeated dose

toxicity study (28 days)

Provadi se u jednoho druhu, hlodavec, nejcastéji potkan, samec a samice, voli se nejvhodné;si

zpusob podavani, s ohledem na moznou cestu expozice ¢lovéka.
a) Oralni cestou (By oral route)

b) Metoda: B.7 Oralni toxicita (28 denni opakovana aplikace) (B.7 Repeated Dose
(28 days) Toxicity (Oral))

Identicka metoda: OECD No0.407: Repeated Dose 28-day Oral Toxicity Study in Rodents
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Princip:

Testovana latka se podava denné po 28 dni v odstupiiovanych davkéach nékolika skupindm
pokusnych zvitat oralné, a to kazdé skupiné 1 uroven davky. Béhem obdobi podavani se
zvifata denné peclivé pozoruji (klinické pozorovani), aby se zjistily vSechny pfiznaky
toxicity. Pitva se provede u vSech zvirat, ktera uhynou nebo jsou utracena béhem pokusu; také
zvitata, ktera pteziji konec pokusu, se utrati a pitvaji. Pfed pitvou je zvifatim odebrana krev
na hematologické a biochemické vysetfeni. Po pitvé je provedeno makroskopické ohledani

povrchu téla, télnich dutin a organi a odeberou se vzorky organi pro piipravu

histopatologickych preparatt.

Kromé béznych systémovych toxickych ucinki by metoda méla odhalit i chemické latky
s neurotoxickym potencidlem, u nichz mize byt nezbytné dalsi hlub$i zkoumani tohoto

aspektu. Metoda mlize upozornit na imunologické ucinky a toxicitu pro reprodukéni organy.

Aplikace, davkovani:

Zvitatim se podava testovana latka 7 dni v tydnu po dobu 28 dni. Denni davka se podava

jednorazové zalude¢ni sondou nebo vhodnou intubac¢ni kanylou.

Je tfeba pouzit neyméné tf1 trovné davek a jednu kontrolni skupinu. S vyjimkou aplikace
testované latky se zachazi se zvifaty v kontrolni skupiné stejné jako s pokusnymi. Pouziva-li
se vehikulum pro usnadnéni aplikace, podava se kontrolni skupiné stejnym zpisobem jako
pokusnym skupinam, a to ve stejném mnozstvi, které obdrzi skupina, které se aplikuje

nejvyssi davka.

Pro kazdou hladinu davek se pouzZije nejméné 10 zvifat (5 samic a 5 samch).
Mimo to je mozno podavat dals$i skupiné (satelitni skupin€) 10ti zvifat (5 zvifat kazdého
pohlavi) po dobu 28 dnii nejvyssi davku a béhem nésledujicich 14 dnli po podavani sledovat
vratnost, trvani nebo zpozdény vyskyt toxickych ucinkd. PouZzivaji se také satelitni skupiny

10 kontrolnich zvitat (5 zvifat kazdého pohlavi) u nejvyssi davky a negativni kontroly.

Klinické vySetieni:

Sleduje se télesna hmotnost a pfijem potravy a vody.
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Pozorovani zahrnuje zmény kiize, srsti, o¢i a sliznic, pfitomnost sekretli a exkreti, zmény
dychani a vegetativnich funkei (slzeni, zjezeni srsti, velikost zornic) a piipadné dalsi.
Zaznamenavaji se zmény chiize, polohy, dale reakce na manipulaci, pfitomnost klonickych a
tonickych pohybt, stereotypli v chovani (vytrvalé cCistici pohyby nebo krouzeni) nebo

bizarnich vzorcii chovani (napft. sebeposkozovani, pohyb pozadu).

Ve c¢tvrtém tydnu aplikace se otestuji reakce na rizné senzorické podnéty (napt. sluchové,

zrakové, proprioceptivni), zméfi se sila ichopu a celkova motoricka aktivita.

Hematologie:

Hematologické vySetfeni na konci pokusu zahrnuje stanoveni hematokritu, koncentrace
hemoglobinu, poctu erytrocytl, celkového a diferencidlniho poctu leukocytl, poctu

trombocytl a zméfeni srazlivosti krve.

Biochemicka analyza:

Vysetieni plazmy a séra zahrnuje stanoveni sodiku, drasliku, glukézy, celkového cholesterolu,
mocoviny, kreatininu, celkovych proteinti, albuminu, aktivity alespon dvou enzymi
indikujicich t¢inky na jaterni bunky (jako alaninaminotransferaza, aspartataminotransferaza,
alkalickd fosfatdza, gama glutamyltranspeptidaza, sorbitoldehydrogenaza). Zméfeni dalSich
enzymi (jaterniho nebo jiného piivodu) a Zlu€ovych kyselin mize v nékterych piipadech
poskytnout uzite¢né informace. Dale se provadi sbér a vySetfeni moci béhem posledniho
tydne studie: hodnotit je mozno vzhled, objem, osmolalitu nebo specifickou hmotnost, pH,

bilkoviny, gluk6zu a krev pftip. krvinky.

Patologické vySetieni pil pitve:

Zahrnuje peclivé vySetteni vnéjSiho povrchu téla, vSech otvort, dutiny lebni, hrudni a bfisni, a
jejich obsahu, tj. organt. Jatra, ledviny, nadledviny, varlata, nadvarlata, brzlik, slezina, mozek
a srdce vSech zvifat se fadné ocisti od ulpénych tkani a co nejdiive po sekci se zvazi ve

vlhkém stavu, aby se pfedeslo vysychani.

Histopatologické vySetfeni:

Zahrnuje nasledujici tkdné: mozek (reprezentativni oblasti vCetné¢ hemisfér, mozecku a

mostu), michu, zaludek, tenké i tlusté stfevo (vCetné Peyerovych plath), jatra, ledviny,
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nadledvinky, slezinu, srdce, brzlik, Stitnou zldzu, pridusnici a plice (konzervované naplnénim
fixatnim roztokem a pak ponofenim), gonady a piidatné pohlavni organy (napt. délohu,
prostatu), mocovy méchyf, lymfatické uzliny (pfednostné jedna pro oblast aplikace a jedna
vzdalena pro pokryti systémovych ucinkl), periferni nerv (n. ischiadicus nebo n. tibialis),
nejlépe v blizkosti svalu, fez kostni diené (nebo Cerstvy natér z nasaté kostni diené). Podle
klinickych nebo jinych nélezli je mozno zvolit i dalsi tkané. Kazdy organ, ktery by mohl byt

cilovym organem pro ptsobeni testované latky, je tfeba uchovat.

Sbér a zdznam udaju:

K dispozici musi byt udaje o kazdém jednotlivém zvifeti. Navic jsou veSkeré tudaje
sumarizovany do tabulkové formy, uvadéjici u kazdé testované skupiny pocet pouzitych
zvitat, pocet zvitat vykazujicich ptfiznaky toxicity, pocet zvitat uhynulych v prubéhu testu
nebo utracenych z humannich divodf, dobu umrti jednotlivych zvifat, popis toxickych
pfiznaki vcetné¢ doby ndastupu, trvani a zavaznosti kazdého ptiznaku, pocet zvirat
vykazujicich 1éze, typ 1ézi a procento zvifat s jednotlivymi typy 1ézi. Vysledky v ciselné
formé je tfeba vyhodnotit vhodnou a uznavanou statistickou metodou. Statistickou metodu je

tteba zvolit jiz pii planovani studie.
b) Inhalac¢ni cestou (By inhalation)

Metoda: B.8 Inhala¢ni toxicita (28denni opakovana aplikace) (B.8 Repeated Dose (28 days)
Toxicity (Inhalation))

Identicka metoda: OECD No0.412: Repeated Dose Inhalation Toxicity: 28-Day or 14-Day
Study

Od metody oralni toxicity se li$i pouze zptisobem expozice.

Aplikace, davkovani:

Zvitata se exponuji testované latce denng, 5-7 dnd v tydnu, po dobu 28 dnl. Zvifata
v satelitnich skupindch, ktera jsou urcena k naslednému pozorovani, jsou pozorovana dalSich
14 dnt bez aplikace, k posouzeni zotaveni z otravy nebo pietrvavani toxickych ucinkd.
Teplota béhem experimentu ma byt 22 °C + 3 °C. Relativni vlhkost m4 byt mezi 30 % a

70 %, s vyjimkou pfipadl, kde to neni mozné (napf. experimenty s aerosoly). UdrZzovani
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mirného podtlaku uvnitt komory (5 mm vodniho sloupce) zabrani unikéni testované latky

do okoli. Denni expozice ma trvat 6 hodin. Béhem expozice se nepodava potrava ani voda.

Pouzivd se dynamicky inhala¢ni systém s vhodnou analytickou kontrolou koncentrace.
Doporucuje se provést piredbézny pokus pro ziskani potfebnych koncentraci. Rychlost
pratoku vzduchu je tieba nastavit tak, aby podminky v celém expozi¢nim boxu byly stejné.

Systém musi zarucovat, ze stabilnich podminek expozice bude dosazeno co nejrychleji.

Meéfeni nebo monitorovani podminek expozice:

a) M¢éteni priatoku vzduchu (kontinualn¢)

b) Skute¢nd koncentrace studované latky se méfi v dychaci zon€. Béhem jedné expozice
se nema koncentrace odchylovat od stiedni hodnoty o vice nez + 15%. U nékterych pracha a
aerosolil, kde této urovné regulace neni mozné dosédhnout, se pfipousti vétsi rozsah kolisani.
Po celou dobu trvani experimentu maji byt koncentrace tak stabilni, jak je to prakticky mozné.
Pokud se tyka castic a aerosolii, méfi se distribuce velikosti ¢astic tydné v kazdé testované

skupiné
c¢) Teplota a vlhkost vzduchu se sleduje kontinualng.
¢) Dermalni cestou (By dermal route)

Metoda: B.9 Dermalni toxicita (28denni opakovana aplikace) (B.9 Repeated Dose (28 days)
Toxicity (Dermal))

Identicka metoda: OECD No0.410: Repeated Dose Dermal Toxicity: 21/28-Day Study
Od metody oralni toxicity se li§i pouze zplsobem expozice.

Aplikace, davkovani:

Testovana latka se nandsi na kazi denné po 28 dni v odstupiiovanych davkach nékolika
skupindm pokusnych zvitat. Kratce pred za¢atkem pokusu se ostiiha srst na zddech. Vyholeni
srsti je rovnéz mozné, mélo by se vSak provést cca 24 hodin ptfed experimentem. Ostithani
nebo oholeni je potfeba opakovat kazdy tyden. Pfi stithani nebo holeni srsti je tfeba dbat
na to, aby se neposkodila kiize (napf. abrazi). Pro nanaSeni se pifipravi nejméné 10 % povrchu

téla. Je tfeba vzit v iivahu hmotnost zvifat pfi rozhodovani o velikosti pfipravované plochy
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ktze a o velikosti kryciho obvazu. Pti pokusech s tuhymi latkami, které mohou byt pfipadné
upraveny do praskové formy, je tfeba danou latku dostate¢né navlhéit vodou, ptipadné
vhodnym vehikulem, aby byl zaru¢en dobry kontakt s kiizi. Testované kapaliny se zpravidla

aplikuji nefedéné. Latka se nanasi denn¢ 5 az 7 dni v tydnu.

Pravidla REACH

Studii subakutni toxicity (28 dni) neni nutné provést, pokud:

e je k dispozici spolehliva studie subchronické (90 dnit) nebo chronické toxicity

za predpokladu, ze byl pouzit vhodny druh, davka, rozpoustédlo a zpiisob podavani, nebo

e latka prochdzi okamzitym rozpadem a k dispozici jsou dostatecné udaje o produktech

Stépeni nebo
e [ze vloucit prislusnou expozici ¢lovéeka.

Studie subchronické toxicity (90 dnii) (Sub-chronic toxicity study (90-day))

Provadi se u jednoho druhu, hlodavec, nejcastéji potkan, samec a samice, voli se nejvhodnéjsi

zpusob podavani, s ohledem na moznou cestu expozice ¢loveka.
a) Oralni cestou (By oral route)

Metoda: B.26 Zkouska subchronické oralni toxicity na hlodavcich (90denni opakovana
aplikace) (B.26 Sub-chronic Oral Toxicity Test Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study

in Rodents)
Identicka metoda: OECD No0.408: Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study in Rodents
Princip metody:

Testovana latka se podava denné oraln€ po 90 dni v odstupniovanych davkach nékolika
skupindm pokusnych zvifat, a to kazdé skupiné jedna uroveil davky. Béhem podavani
se zvifata peclivé pozoruji, aby se zjistily pfiznaky toxicity. Zvifata, ktera uhynou b&hem

ey

pokusu nebo jsou utracena, i zvifata, kterd pteziji konec pokusu, se pitvaji.

Aplikace, davkovani:
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Testovana latka se zvifatim aplikuje 7 dni v tydnu po dobu 90 dnii. Denni davka se podava
jednorazové zalude¢ni sondou nebo vhodnou intubacni kanylou. U latek podavanych
potravou nebo v pitné vodé je dulezité zajistit, aby mnozstvi poddvané latky neovlivnilo
normalni vyzivu nebo vodni rovnovahu. Podava-li se testovana latka v potravé, mize se
pouzit bud’ konstantni koncentrace (v ppm nebo mg-kg™ potravy) nebo konstantni davkovani,

ve vztahu k télesné hmotnosti zvifete; pouzitou alternativu je tfeba uvést.

Je tieba pouzit nejméné tii urovné davek a jednu kontrolni skupinu. S vyjimkou aplikace
testované latky se zachazi se zvitaty v kontrolni skupiné stejn¢ jako s pokusnymi. Pouziva-li
se vehikulum pro usnadnéni aplikace, podava se kontrolni skupiné stejnym zpiisobem jako
pokusnym skupindm, a to ve stejném mnozstvi, které obdrzi skupina, které se aplikuje

nejvyssi davka.
Pro kazdou hladinu davek se pouzije nejméné 20 zvitat (10 samic a 10 samct).

Pouzivaji se také satelitni skupiny 10 kontrolnich zvitat (5 zvitat kazdého pohlavi) u nejvyssi

davky a negativni kontroly

Klinické pozorovani:

Bézné klinické pozorovani je tieba provadét nejméné jednou denné, nejlépe vzdy ve stejnou
denni dobu, v dobé o¢ekdvaného maximalniho Uc¢inku. Klinicky stav zvifat se zaznamenava.
Nejméné dvakrat denné, obvykle na zacatku a na konci kaZzdého dne, se provede prohlidka

u vSech zvirat za Gcelem zjisténi umrti a ptiznakli onemocnéni.

Alespon jednou pted prvni aplikaci latky a dale jednou tydné se provede dikladné klinické
pozorovani vSech zvifat za uc¢elem intraindividualniho srovnéani. Pozorovani je tfeba provadet
mimo chovnou klec, nejlépe ve standardnim pozorovacim prostoru a pokazdé ve stejnou
dobu. Vysledky pozorovani se peclivé zaznamendvaji, nejlépe s pouzitim skdrovaciho
systému (vCetné doby ndstupu, stupné a trvani), standardizovaného v testujici laboratofi.
Je tieba zajistit, aby se podminky pozorovani ménily minimalné. Pozorovani zahrnuje
pfinejmensim zmény klZze, srsti, oCi a sliznic, pfitomnost sekreti a exkreti a zmény
autonomnich funkei (slzeni, piloerekce, velikost zornic, poruchy dychani). Zaznamenavaji se
zmény chiize a drZeni téla, dale reakce na manipulaci, pfitomnost klonickych nebo tonickych,
pohybtl, stereotypli (napi. nadmérné cisténi, opakované krouzeni) nebo bizarni chovéni

(napf. sebeposkozovani, chiize pozpatku).
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Ke konci pokusu, ale ne diive nez v 11. tydnu, se otestuji reakce na senzorické podnéty
(napf. sluchové, zrakové a proprioceptivni), zméfi se sila tchopu a celkovd motoricka

aktivita.

Hematologie:

Z odbéri krve na konci testovani a béhem studie se provadi nésledujici hematologicka
vySetfeni: stanoveni hematokritu, koncentrace hemoglobinu, pocet erytrocytl,, celkovy a
diferencialni pocet leukocytl, pocet desticek, test na srazlivost krve a stanovi

se protrombinovy cas.

Biochemicka analyza:

Vysetieni plazmy a séra zahrnuje stanoveni sodiku, drasliku, glukézy, celkového cholesterolu,
mocoviny, dusiku mocoviny, kreatininu, celkovych proteini a albuminu, nejméné dva
enzymy indikujici hepatoceluldrni  Gc¢inky (napiiklad alaninaminotransferaza,
aspartataminotransferdza, alkalicka fosfatdza, gamaglutamyltranspeptiddza a
sorbitoldehydrogenéaza). Zahrnout 1ze také stanoveni dal§ich enzymu (jaterniho nebo jiného
puvodu) a také stanoveni zluCovych kyselin mize v urcitych ptipadech poskytnout uzitecné
informace.

Dale se provadi sbér a vySetfeni moci béhem posledniho tydne studie: hodnotit je mozno

vzhled, objem, osmolalitu nebo specifickou hmotnost, pH, bilkoviny, glukézu a krev/krvinky.

Patologické vySetieni pii pitve:

U vSech zvifat pouzitych ve studii se provede podrobnd pitva, zahrnujici peclivé vySetieni
vngjsiho povrchu téla, vSech otvorii a lebecni, hrudni a bfisni dutiny a jejich obsahu. Jatra,
ledviny, nadledviny, varlata, nadvarlata, d¢loha, vaje¢niky, brzlik, slezina, mozek a srdce
vSech zvitat (kromé téch, kterd byla nalezena uhynula nebo byla usmrcena v pribehu testu) se
peclivé ocisti od ulpélych tkani a co nejdiive po sekci se ve vlhkém stavu zvazi, aby nedoslo

k vyschnuti.

Zahrnuje peclivé vySetfeni vnéjSiho povrchu téla, vSech otvorti, dutiny lebni, hrudni a bfi$ni,
a jejich obsahu, tj. organd. Jatra, ledviny, nadledviny, varlata, nadvarlata, brzlik, slezina,
mozek a srdce vSech zvifat se fadné ocisti od ulpénych tkani a co nejdiive po sekci se zvazi ve

vlhkém stavu, aby se pfedeslo vysychani.
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Histopatologické vySetfeni:

Nasledujici tkané je tfeba prechovéavat ve vhodném fixaénim médiu pro dany typ tkdné a
planovana nasledna histopatologickd vySetfeni: vSechny tkdn¢ s makroskopickymi 1ézemi,
mozek (reprezentativni oblasti véetné predniho mozku, mozecCku a prodlouzené michy),
micha (ve tfech urovnich: kréni, stfedni hrudni a lumbalni), hypofyza, Stitna zlaza, ptistitna
téliska, brzlik, jicen, slinné zlazy, zaludek, tenké a tlusté stfevo (vCetné Peyerovych platd),
jatra, slinivka, ledviny, nadledviny, slezina, srdce, pridusnice a plice (konzervované
naplnénim fixatnim roztokem a néslednym ponofenim), aorta, gonddy, déloha, ptidatné
pohlavni organy, sami¢i mlé¢na zlaza, prostata, mocovy méchyt, zluénik (mys), lymfatické
uzliny (pfednostné jedna pro oblast aplikace a jedna vzdalena pro pokryti systémovych
ucinkt), periferni nerv (n. ischiadicus nebo n. tibialis) nejlépe v blizkosti svalu, fez kostni
dfen¢ (a/nebo Cerstvy natér z nasaté kostni dieng), kiize a oci (byly-li pfi oftalmologickych
vySetfenich pozorovany zmény). Podle klinickych nebo jinych nélezii je moZzno zkoumat
i dalsi tkané. Kazdy organ, ktery by mohl byt cilovym orgdnem pro plsobeni testované latky,

je tieba konzervovat.

U vSech zvitat skupiny, které byla podana nejvyssi davka, a u zvitat kontrolni skupiny je tfeba
provést histologické vysetfeni uchovanych organd a tkani. Pokud se v organech a tkanich
ve skupiné s nejvyssi davkou objevi poskozeni zpiisobena testovanou latkou, je nutno provést
histologické vySetfeni téchto tkani 1 u vSech skupin s nizSimi davkami. VSechny

makroskopické 1éze je tfeba vySetfit.

U zvitat satelitnich skupin, pokud byly do studie zatfazeny, je tieba provést histopatologické
vySetfeni se zvlastnim dirazem na organy a tkan¢€, ve kterych se objevily uéinky u ostatnich

exponovanych zvifat.

Sbér a zaznam udaju, vysledky:

K dispozici musi byt Udaje o kazdém jednotlivém zvifeti. Navic jsou veskeré udaje
sumarizovany do tabulkové formy, uvadéjici u kazdé testované skupiny pocet pouzitych
zvitat, poCet zvifat vykazujicich ptiznaky toxicity, pocet zvifat uhynulych v pribéhu testu
nebo utracenych z huménnich divodd, dobu umrti jednotlivych zvifat, popis toxickych
pfiznakli vcetné¢ doby nastupu, trvani a zavaznosti kazdého pfiznaku, pocet zvifat
vykazujicich 1éze, typ 1ézi a procento zvifat s jednotlivymi typy 1ézi. Vysledky v &iselné

formé je tieba vyhodnotit vhodnou a uznavanou statistickou metodou.
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b) Inhalac¢ni cestou (By inhalation)

Metoda: B.29 Studie subchronické inhala¢ni toxicity (90denni opakovana inhala¢ni expozice
na hlodavcich) (B.29 Sub-chronic Inhalation Toxicity Study 90-Day Repeated Inhalation
Dose Study Using Rodent Species))

Identicka metoda: OECD No0.413: Subchronic Inhalation Toxicity: 90-day Study
Od metody oralni toxicity se 1i$i pouze zptisobem expozice
b) Dermalni cestou (By Dermal Route)

Metoda: B.28 Studie subchronické dermalni toxicity (90denni opakovana kozni aplikace
na hlodavcich) (B.28 Sub-chronic Dermal Toxicity Study 90-Day Repeated Dermal Dose
Study Using Rodent Species))

Identicka metoda: OECD No. 411: Subchronic Dermal Toxicity: 90-day Study

Od metody oralni toxicity se 1i§i pouze zplisobem expozice.

Pravidla REACH

Studii subchronické toxicity (90 dni) neni nutné provést, pokud

e je k dispozici spolehliva studie subakutni toxicity (28 dnii), ktera prokazuje zdvazné
toxické ucinky, u niz zaznamenana hodnota NOAEL-28 dnii pri pouziti odpovidajiciho
faktoru nejistoty umozZnuje extrapolaci na NOAEL-90 dnii pro stejnou cestu expozice,

nebo

e je kdispozici spolehliva studie chronické toxicity, pokud byl pouzit vhodny druh a zpusob

podavani, nebo

e latka prochazi okamzitym rozpadem a jsou k dispozici dostatecné udaje o produktech

Stepeni (jak pro systemické ucinky, tak i pro ucinky v misté absorpce) nebo

o je ldtka nereaktivni, nerozpustna a neinhalovatelna a neexistuje ditkaz absorpce a toxicity
pri 28denni ,, limitni zkousce“, zejména pokud k expozici cloveka dochazi pouze

v omezené mire.
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Studie chronické opakované toxicity (> 12 mésicii) (Long-term repeated toxicity study (>

12 months))

Metoda: B.30 Zkouska chronické toxicity (B.30 Chronic Toxicity Test)
Identicka metoda: OECD No0.452: Chronic Toxicity Studies

Provedeni:

Je analogické jako u subchronického testu s tim Ze:

Dva hlavni zplsoby aplikace jsou ordlni a inhalacni. Tam, kde se testovana latka vstiebava
z gastrointestindlniho traktu a je-li poziti jednou z cest, jimiz mize byt exponovan clovek,
dava se prednost ordlni aplikaci, pokud nejsou proti tomu néjaké divody. Zvifata mohou
dostat testovanou latku v potravé, rozpusténu v pitné vodé nebo podanou v tobolce. Latka se

aplikuje minimalné podobu 12 mésicu.

Preferovanym druhem je potkan. Je tfeba pouZzit zdravé a mladé jedince béZné chovanych.

Pro kazdou Uroveil davky je tfeba pouzit nejméné 40 zvitat (20 samic a 20 samct).

Pro histopatologické vysetieni se odebiraji nasledujici organy a tkané: mozek (prodlouzené
michy/mostu, mozeckové kory, kory mozkové), podvések mozkovy, Stitnou zlazu a piistitna
téliska, thymus, trachea a plice, srdce, aortu, slinnou zlazu, jatra, slezinu, ledviny, nadledviny,
jicen, zaludek, dvanacternik, jejunum, ileum, slepé stievo, tracnik, kone¢nik, mocovy méchyt,
lymfatické uzliny, slinivku, gonady, akcesorni pohlavnich organy, sami¢i mlécné zlazy, kizi,
svalovinu, periferni nervy, michu (kréni, hrudni a bederni), sternum s kostni dieni, stehenni
kost vcetné kloubt, a o€i. Ve specidlnich studiich jako jsou inhala¢ni studie, ma byt studovan

cely respiracni trakt v€etné nosu, hltanu a hrtanu.

Pravidla REACH

Studii miize navrhnout zZadatel o registraci nebo si ji vyzadat agentura, pokud frekvence a
délka trvani expozice cloveka naznacuje, zZe je vhodna dlouhodoba studie, a je splnéna jedna

z techto podminek:

o ve 28denni nebo 90denni studii byly pozorovany vazné nebo tézké toxické ucinky
vyvolavajici zvlastni obavy a dostupné ditkazy jsou nedostatecné pro toxikologickeé

vyhodnoceni nebo charakterizaci rizika nebo
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o ve 28denni nebo 90denni studii nebyly odhaleny ucinky pozorované u latek se zjevné

pribuznou molekulovou strukturou, jako mad zkoumand latka, nebo
o latka miize mit nebezpecnou viastnost, kterou neni mozné odhalit v 90denni studii.

Reprodukéni toxicita (Reproductive toxicity)

Princip:

Studie reprodukéni toxicity jsou studie, které poskytuji informace o moznych toxickych

ucincich testované latky na reprodukéni schopnosti samce ¢i samice ¢i na vyvoj potomstva, tj.
e na funkci pohlavnich zlaz samce ¢i samice,
e na prabéh estralniho cyklu samice,
e na chovani pii pareni, biezosti, porodu a laktaci,
e na mortalitu, rast a vyvoj potomstva.

Pravidla REACH

Studie neni nutné provést, je-li latka

e znama jako genotoxicky karcinogen a byla provedena odpovidajici opatieni k rizeni rizik

nebo,

e znama jako mutagen pisobici na zdrodecné bunky a byla provedena odpovidajici
opatieni K rizeni rizik nebo - mdlo toxikologicky aktivni (nezjistily se ditkazy o toxicité

pri dostupnych zkouskdch,),

o 7 toxikokinetickych udaju Ize dokdzat, Ze nedochazi k systemické absorpci prislusnymi

cestami.

Expozice (napv. koncentrace v plazmé nebo krvi jsou pod meznimi hodnotami detekce
pri pouziti citlive metody a nepritomnosti latky a jejich metabolitu v moci, zluci nebo

vydechovaném vzduchu) a nedochazi k zadné nebo k zadné vyznamné expozici ¢loveéka.

Je-li o latce zndamo, Ze ma nepriznivé ucinky na_plodnost (fertility) a spliuje kritéria

pro klasifikaci jako toxickda pro reprodukci kategorie I nebo 2: R 60 a dostupné udaje
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poskytuji dostatecnou podporu pro podrobné posouzeni rizik; v tom pripadé nebudou nutné

zkousky ucinki na plodnost. Zkousky vyvojové toxicity vSak musi byt zvdzeny.

Je-li o latce znamo, Ze zpiisobuje_vyvojovou toxicitu (developmental toxicity) a spliuje

kritéria pro klasifikaci jako toxicka pro reprodukci kategorie I nebo 2: R 61 a dostupné udaje
poskytuji dostatecnou podporu pro podrobné posouzeni rizik; v tom pripadé nebudou nutné

zkousky vyvojoveé toxicity. Zkousky ucinkii na plodnost vsak musi byt zvazeny.

Posouzeni_reprodukéni/vyvojové toxicity (Screening for reproductive/developmental

toxicity)

Metoda: Metoda neni uvedena v natizeni REACH o zkuSebnich metodach, jsou doporuceny

metody OECD.
OECD No.421: Reproduction/Developmental Toxicity Screening Test

OECD No.422: Combined Repeated Dose  Toxicity Study  with  the

Reproduction/Developmental Toxicity Screening Test

Provadi se u jednoho druhu, pokud neexistuji dostupné informace o strukturné ptibuznych

latkach z odhadii (Q)SAR nebo z metod in vitro, ze latka muze byt toxicka pro vyvoj.
Reprodukéni/vyvojova toxicita — screening test

e poskytuje prvotni informace o vlivu testované latky na funkci pohlavnich zlaz, chovani

pfi pafeni, schopnost zabteznuti, vyvoj plodu a porod,
e muze slouzit jako pilotni studie slozitéjSich reproduk¢nich a vyvojovych studii,
e pozitivni vysledek je uziteCny pro prvotni odhad rizika,

e negativni vysledek neni dikazem toho, ze latka nema ucinky na reprodukci ¢i vyvoj

(pocet zvitat a délka expozice jsou zkraceng).
Princip metody:

e aplikace testované latky samclim miniméalné po dobu 4 tydnl (minimalné 2 tydny
pted parenim, po dobu péafeni a pfiblizn€ 2 tydny po péfeni) a poté pitva se zaméfenim

na pohlavni organy,
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e aplikace testované latky samicim 2 tydny pfed parenim, 2 tydny po dobu pareni, po dobu
biezosti (tj. asi 22 dni) a 3 dny laktace a poté pitva se zaméfenim na pohlavni organy a

na vysetfeni mladat, (celkova délka studie ve zvéfinci: asi 54 dna).
Provedeni:
Pokusna zvirata:
e doporuceny druh dle metodiky: potkan (kmen, vék, hmotnost),
e pohlavné dospé€lé samice, nullipary, pohlavné dospéli samci,
e pocet: 10 samct a 10 samic v kazdé skupiné (minimaln¢ 8 biezich samic ve skuping).
Podminky chovu:

teplota: 22 + 3°C, relativni vlhkost: 30 — 70 %, osvétleni: 12 hodin svétlo/12 hodin tma,
krmenti a voda: ad libitum.

Davkové hladiny: minimalné 3 Grovné davek a kontrola (vehikulum).

Urovné davek vychazeji z vysledk akutnich a dlouhodobych studii toxicity, literatury a

ptipadné vysledku pilotniho testu s omezenym poctem zvirat.

Aplikace: oralni (sondou do zaludku, moznost podavani i v krmivu ¢i v napajeci vod¢€), objem
1 ml/100g Zivé hmotnosti (vodné roztoky az 2 ml/100 g Zivé hmotnosti), denné, ve stejnou
dobu.

Pareni: systém 1:1
Priabéh testu:

samci: 5 dni aklimatizace — 2 tydny aplikace — 2 tydny pafeni a aplikace — cca 2 tydny

aplikace (aplikace celkem min. 4 tydny) — pitva, vySetieni spermi,

samice: 5 dnti aklimatizace — 2 tydny aplikace — 2 tydny pafeni a aplikace — 21 — 22 dnd

biezost a aplikace — 3 dny, laktace a aplikace — pitva samic a mlad’at.
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Vysetieni:

vaginalni vyplachy ke zjisténi pfitomnosti spermii: nasledujici den po zahajeni pafeni a

pote,

denn¢ az do zjisténi spermii,

kontrola zdravotniho stavu: denn¢ pied aplikaci,

klinické vySetfeni samct a samic: minimalné 1x denné po aplikaci,

télesna hmotnost a spotieba krmiva samct a samic: v tydennich intervalech,
hmotnost vrhu: 0. nebo 1. a 4. den po porodu,

klinické vySetteni mlad’at: co nejdiive po narozeni,

patologické vySetieni samcii: po ukonceni aplikace (tj. nejdiive po 4 tydnech),

patologické vySetieni samic a plodii: 4. den laktace.

Klinické vySetfeni mlad’at:

pocet a pohlavi mlad’at Zivé narozenych,

fedé¢asné narozena a vyrazné mens$i mlad’ata
9

viditelné anomalie,

abnormalni chovani mlad’at.

Patologické vySetifeni samcu:

makroskopicka revize organti dutiny hrudni a bfisni,
hmotnost varlat, nadvarlat, hypofyzy,

odbér pohlavnich organt k histologickému vysSetfeni: varlata, nadvarlata, semenné vacky,
koagula¢ni Zlaza, prostata, hypofyza (fixace: modifikovana Davidsonova tekutina, 4%

formaldehyd),
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e vySetfeni spermii — hodnoti se motilita spermii (kvalitativné mikroskopicky), vitalita

spermii (barvenim spermii a hodnocenim pod mikroskopem) a morfologicky obraz.

Patologické vySetieni samic a mlad’at

e makroskopicka revize organt dutiny hrudni a bfisni,

e hmotnost délohy a vajecnikii,

e pocet nidacnich bodu v déloze,

e pocet zlutych télisek na vajecnicich,

e odbér vajecnikt a délohy k histologickému vysetieni (fixace ve 4% formaldehydu),
e pecliva pitva mlad’at se zjiSténim pohlavi a zaméefenim na zjisténi anomalii.

Histologické vyS$etieni

e peclivé mikroskopické vySetfeni varlat (se zaméfenim na spermiogenesi — kratka
expozice pied parenim), nadvarlat, prostaty, semennych vacka s koagulacni zlazou,

vajecniki, délohy a hypofyzy
e ostatni organy — pouze V ptipad¢ zjisténi makroskopickych zmén pfi pitve.

Vypodty parametru reprodukce:

Individualni

e preimplantacni ztraty: zluta téliska - implantace,

e postimplanta¢ni ztraty: implantace - Zivé narozena mlad’ata,

e postnatalni ztraty: zivé narozena mlad’ata - ziva mlad’ata 4. den.
Skupinové

e procento pareni: (pocet samic sparenych/pocet samic parenych) x 100,

e index fertility: (pocet biezich samic/pocet pafenych samic) X 100,
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e index plozeni: (pocet biezich samic/pocet spafenych) x 100,
e index bfezosti: (pocet samic s zivymi mlad’aty/pocet biezich samic) x 100,

e index Zivotaschopnosti: (pocet zivych mlad’at 4. den po porodu/pocet zivych narozenych

mlad’at) x 100,

e procento novorozenecké umrtnosti: (poc¢et mrtvych mlad’at 4. den po porodu/pocet Zivych

mléad’at pii 1. kontrole vrhu) x 100.

Pravidla REACH

Test reprodukcni toxicity neni nutné provést, pokud:

o je ldatka znama jako genotoxicky karcinogen a byla provedena odpovidajici opatreni

k Fizeni rizik nebo

o je latka znama jako mutagen piisobici na zarodecné bunky a byla provedena odpovidajici

opatreni k Fizeni rizik nebo
o [ze vyloucit prislusnou expozici cloveka nebo

e je k dispozici prenatdlni toxikologicka studie (viz 8.7.2) nebo dvougeneracni reprodukcni

toxikologicka studie (viz 8.7.3).

V pFipade, zZe existuji vazné obavy o moznych nepriznivych ucincich na plodnost nebo vyvoj,
miuize zadatel o registraci namisto screeningové studie navrhnout studii prenatalni vyvojové

toxicity (viz 8.7.2) nebo dvougeneracni studii reprodukcni toxicity (viz 8.7.3).

Studie prenatalni vyvojové toxicity (Pre-natal developmental toxicity study)

Metoda: B.31 Studie prenatalni vyvojové toxicity (B.31 Prenatal Developmental Toxicity
Study)

Identicka metoda: OECD No0.414: Prenatal Development Toxicity Study
Princip:

Studie prenatdlni vyvojové toxicity (obvykle nazyvané teratogenita) poskytne informace

o ucinku opakované expozice latce na bfezi samice a na nitrod¢€lozni vyvoj jejich potomstva.
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Obvykle se zkusebni latka podava biezim pokusnym zvifatim od implantace az do dne pted
planovanym usmrcenim, ktery by se mél co nejvice pfiblizit ocekdvanému dni vrhu, aniz se
riskuje ztrata Gdaji v disledku pted¢asného vrhu. Metoda by méla zachytit G€inky testované
latky v obdobi pied implantaci vajicka, v obdobi organogeneze a pak az do ukonceni gestace
cisafskym fezem. Hodnoti se zevni viditelné anomalie, zmény mékkych tkani a skeletu plodu

a toxicita pro matku.
Definice:

Vyvojova toxikologie: studie neptiznivych ucinki na vyvijejici se organismus, které mohou
vyplyvat z expozice pied pocCetim, béhem prenatidlniho vyvoje nebo v postnatalnim obdobi
az do doby pohlavni zralosti. Hlavni projevy vyvojové toxicity zahrnuji 1) tthyn organismu,
2) strukturalni odchylky, 3) zménény rist a 4) funkcéni poruchu. Vyvojova toxikologie se

puvodné nazyvala teratologie.

Nepriznivy ucinek: jakakoliv odchylka od normalniho stavu spojena s aplikaci, kterd snizuje

schopnost organismu pfezit, rozmnozovat se nebo se pfizplsobit prostiedi. Pokud jde

-----

ktery brani normalnimu vyvoji plodu, a to jak pfed narozenim, tak i po ném.
Zméneny rist: zména hmotnosti nebo velikosti organu nebo téla u potomstva.

Odchylky (anomalie): strukturalni zmény ve vyvoji, které zahrnuji jak malformace, tak
i odchylky.

Malformace/velka odchylka: strukturdlni zména povazovana za Skodlivou pro pokusné zviie

(muze byt i letalni); obvykle je vzacna.

Odchylka/mala odchylka: strukturdlni zména, ktera nema zZadny nebo ma jen maly Skodlivy

ucinek na pokusné zvife pomérné asto.

Zarodek: celkové mnozstvi derivatd oplodnéného vajicka v jakékoliv fazi vyvoje

od oplodnéni az do narozeni, véetné dal$ich zarode¢nych membran, embrya nebo plodu.

Implantace (nidace): ptichyceni blastocysty k epitelové vystelce d€lohy, véetné jeji penetrace

do de€lozniho epitelu a zahnizdéni v délozni sliznici.
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Embryo: rana vyvojova faze organismu, vyvijejici se po oplodnéni vajicka poté, co se objevi

dlouha osa, a dokud nejsou pfitomné vSechny hlavni struktury.

Embryotoxicita: toxicita Skodliva pro normalni strukturu, vyvoj, rist nebo zivotaschopnost

embrya.
Fétus (plod): nenarozeny potomek v post-embryonalnim obdobi.

Fetotoxicita: toxicita Skodlivda pro normalni strukturu, vyvoj, rist nebo zivotaschopnost

plodu.

Potrat: predcasné vylouceni produkti oplodnéni - embrya nebo plodu neschopného zivota —

z délohy.

Resorpce: zarodek, ktery po implantaci do d€lohy pozdéji odumiel a vstiebava se nebo se jiz

vstiebal.

Rana resorpce: dikaz o zahnizdéni (implantaci) bez rozeznatelného embrya/plodu.
Pozdni resorpce: mrtvé embryo nebo plod se zevnimi degenerativnimi zménami.
Provedeni:

Upftednostiiovanym druhem hlodavce je potkan a uptednostiiovanym druhem nehlodavce je

kralik.

Kazdd experimentdlni a kontrolni skupina by méla obsahovat dostate¢ny pocet samic,
abychom pii pitvé ziskali pfiblizn€ 20 samic s implantaci plodu. Skupiny s méné€ nez
16 pokusnymi zvifaty s implantaci plodu nejsou vhodné. Mortalita samic nemusi nutné
znamenat znehodnoceni studie za predpokladu, ze neptekroci piiblizné 10 %. Pouziji se
alespon tfi irovné davek a soubéZzna kontrola. Aplikace obvykle intubaci. ZkouSena latka se
obvykle podava denné od implantace (napt. paty den po spafeni) az do dne pied planovanym
cisatskym fezem. Pokud z pfipadnych ptfedbéZnych studii nevyplyva vysoky potencial
pfedimplantacnich ztrat, l1ze aplikaci prodlouzit tak, aby zahrnovala celé obdobi gestace,

od spafeni az do dne pfed planovanym usmrcenim.

91



PRILOHA ¢&. 1

Pitva a vySetieni plodu:

Samice se usmrti jeden den pied ocekdvanym dnem vrhu a podrobi dikladnému
makroskopickému vySetfeni na patologické zmény. Okamzité po usmrceni nebo co nejdiive
po uhynuti se samicim vyjme d€loha a zjisti se stav biezosti. D¢lohy, které nesveédci
0 gravidité, se dale vysetii (napt. pomoci barveni sulfidem amonnym u hlodavct a pomoci
Salewského barveni nebo vhodnou alternativni metodou u kralikli) a potvrdi se negravidni
stav. Gravidni déloha véetné délozniho hrdla se zvazi. U brezich pokusnych zvifat se zjisti
pocet zlutych télisek. U délozniho obsahu se vySetii pocet uhyn embrya nebo plodu a pocet
zivotaschopnych ploda. Popise se stupen resorpce, aby bylo mozné odhadnout relativni dobu
uhynuti zarodku. Zjisti se pohlavi a télesnd hmotnost kazdého plodu. U kazdého plodu se
vySetii zevni odchylky. U plodl se vysetfi zmény kostry a mekkych tkani (napf. odchylky
a malformace nebo anomadlie). ZvlaStni pozornost je tfeba vénovat rozmnoZovaci soustavé,
kterd se vySetii na pfitomnost znamek zménéné¢ho vyvoje. U hlodavci se piipravi ptiblizné
polovina kazdého vrhu, u n¢hoz se vysetfi zmény skeletu. Zbytek se pfipravi a vySetii
na pritomnost zmén mekkych tkani pomoci uznanych nebo vhodnych metod postupného

krajeni histologickych fezl nebo dikladné pitvy.

Vyhodnoceni a interpretace vysledki:

Vysledky se zaznamenaji do tabulky samostatné pro samice a pro jejich potomky a u kazdé
pokusné skupiny a kazdé generace se uvede pocet pokusnych zvifat na zacatku zkousky,
pocet pokusnych zvitat uhynulych béhem zkousky nebo usmrcenych z humannich divoda,
doba uhynu nebo huménniho usmrceni, pocet biezich samic, pocet pokusnych zvifat
vykazujicich pfiznaky toxicity, popis pfiznakd zjiSténé toxicity vcetné ndstupu, trvani
a zavaznosti ptipadnych toxickych ucinkd, typy pozorovani embryi/plodi a vSechny diilezité

udaje o vrhu.

Pravidla REACH

Studie se nejprve provede u jednoho druhu. Rozhodnuti o provedeni studie v tomto objemu
vyroby rozmezi nebo v dalsim u dalsiho druhu by mélo byt zalozeno na vysledku prvni zkousky

a vSech jinych prislusnych udajii, které jsou K dispozici.
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Dvougeneradni studie reprodukéni toxicity (Two-generation reproductive toxicity study)

Metoda: B.35 Dvougenera¢ni studie reprodukéni toxicity (B.35 Two-Generation
Reproduction Toxicity Study)

Identicka metoda: OECD No0.416: Two-Generation Reproduction Toxicity
Princip:

Zkousena latka se podava v odstupiiovanych davkach nekolika skupindm samci a samic.
Samctim z generace P (parentdlni) se latka podava béhem rastu a béhem minimalné jednoho
dokoncené¢ho spermatogenetického cyklu (pifiblizn€¢ 56 dnti u mysi a 70 dnii u potkana),
aby bylo mozné zachytit jakékoliv nepiiznivé i¢inky na spermatogenezi. U¢inky na spermie
se stanovi pomoci parametri pro spermie (napt. morfologie a motilita spermii) a z ptipravy
tkani a podrobné histopatologie. Samicim z generace P se latka poda béhem rtstu a béhem
nckolika dokoncenych estralnich cykll, aby bylo mozné odhalit jakékoliv nepiiznivé Gcinky
zkouSen¢ latky na normdlni pribéh estralniho cyklu. ZkouSena latka se podava rodi¢ovské (P)
generaci pokusnych zvifat béhem jejich pareni, nasledné biezosti a az do doby odstaveni
jejich potomstva F1. Po odstaveni se u generace F1 v podavani latky pokracuje béhem rustu
az do dospélosti, v prubéhu pafeni a produkce generace F2 a az do doby, kdy dojde

k odstaveni generace F2.

U vSech pokusnych zvifat se provadéji klinickd sledovani a patologickd vySetieni piiznakt
toxicity, a to se zvlastnim diirazem na jeji vliv na integritu a vykonnost sam¢i a samici

rozmnozovaci soustavy a na rlst a vyvoj jejich potomstva.
Provedeni:
Nejvhodnéj§im druhem pro testovani je potkan.

Kazda experimentalni 1 kontrolni skupina by meéla obsahovat dostatecny pocet pokusnych
zvitat, aby bylo mozné ziskat minimalné 20 btezich samic s pfiblizné€ stejnym terminem vrhu.
Cilem je ziskat dostate¢ny pocet biezich samic, a tim zajistit vyznamné hodnoceni potencialu
dané latky ovlivnit plodnost, biezost, chovani samic a kojenych mladat, rist a vyvoj
potomstva generace F1 od doby poceti az do doby dospélosti a vyvoj jejich potomstva (F2) az
do odstaveni. Nepodafi-li se v§ak dosdhnout pozadovaného poctu btezich pokusnych zvirat

(tj. 20), nemusi to vZdy nutné znamenat znehodnoceni studie.
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Neni-li jiny vhodnéjsi zptisob aplikace (napi. kozni nebo inhalac¢ni), doporucuje se oralni
podavani zkousené latky (v krmivu, pitné vodé nebo pomoci zalude¢ni sondy). Pouziji se
alespon tfi urovné davek a soubézna kontrola. S kazdodennim podévanim zkousené latky se
u rodi¢ovské generace (P) samcti a samic zahdji od 5. do 9. tydne véku. Denni podavani latky
u samctl a samic generace F1 je tieba zahajit po jejich odstaveni; stale je tfeba mit na paméti,
ze v pripade, kdy se zkousend latka podava prostiednictvim krmiva nebo pitné vody, miize
dochazet k pfimé expozici mlad’at F1 zkouSené latce jiz béhem laktaéniho obdobi. U obou
pohlavi (P 1 F1) by se mé¢lo s podavanim latky pokracovat alesponi 10 tydna pied obdobim
pafeni. S davkovanim se u obou pohlavi pokracuje 1 béhem dvoutydenniho obdobi pareni.
Nejsou-li samci jiz nezbytni k hodnoceni reproduk¢nich ucinkt, méeli by byt huméannim
zpisobem usmrceni a vysetieni. U rodiCovské generace (P) samic davkovani pokracuje
1 béhem biezosti a az do odstaveni potomstva generace F1. Obvykle by davka pro jednotliva
pokusné zvifata méla vychdzet z aktudlni zjisténé télesné hmotnosti. Podavani latky samctiim
a samicim generaci P a F1 pokracuje az do doby jejich utraceni. VSichni dospéli samci a
samice generace P a F1 se humannim zplisobem utrati, pokud jiz nejsou nezbytni k hodnoceni
reprodukénich ucinkl. Potomstvo generace F1, které neni vybrano k pafeni, a celé potomstvo

generace F2 se po odstaveni humannim zptisobem utrati.

VySetieni:

Pted pafenim a popiipadé 1 béhem pafeni se u samic generace P a F1 hodnoti délka a
normalnost estralniho cyklu pomoci vagindlnich stérti, dokud se neziska dikaz o zabfeznuti.
U vSech samcti generace P a F1 se po utraceni zaznamend hmotnost varlat a nadvarlat a jeden
z kazdého orgénu se ponechd pro histopatologické vySetfeni. Zbyld varlata a nadvarlata
z podskupiny alesponn deseti samcu z kazdé generace P a F1 se pouZiji pro vypocet
homogeniza¢né odolnych spermatid a kaudalnich epididymalnich rezerv spermii. Od stejné
podskupiny samcii se shroméazdi spermie z kaudalnich ¢éasti nadvarlat nebo spermie
z chamovodu za ucelem vyhodnoceni jejich motility a morfologie. Pokud se zjisti u¢inky
spojené s aplikaci latky anebo jsou z jinych studii k dispozici dikazy o mozném uc¢inku na
spermatogenezi, provede se hodnoceni spermatu u vSech samcii z kazdé skupiny podle davky;
jinak se vypocet omezi pouze na samce z kontrolni skupiny a ze skupiny generace P a F1

s vysokou davkou.

Vypocita se celkovy pocet homogenizacné odolnych testikularnich spermatid a spermii

z kaudalni Casti nadvarlat. Analyza u vybrané podskupiny samctu ze vSech davkovych skupin
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se provadi okamzité po utraceni pokusnych zvifat. V téchto ptipadech se nejprve provadi
analyza u kontrolni skupiny a u skupiny s vysokou davkou. Pokud se nezjisti zadné ucinky
spojené s aplikaci (napft. vliv na pocet, motilitu nebo morfologii spermii), neni nutné¢ provadét
analyzu u ostatnich davkovych skupin. Pokud se zjisti ucinky spojené s aplikaci u skupiny
s vysokou davkou, je nutné zhodnotit i skupiny s niz§imi davkami. Motilita epididymalnich
spermii (nebo spermii z chdmovodil) se vyhodnoti nebo zaznamend na video okamzité po
utraceni. Procento progresivné pohyblivych spermii se stanovi subjektivné, nebo objektivné

(videozaznam, pocitacova analyza).

Provede se morfologické hodnoceni vzorki epididymalnich spermii (nebo spermii
z chamovodul). Spermie (minimalné 200 na vzorek) se vysetii jako stabilni, mokré preparaty a
klasifikuji se jako normalni nebo abnormalni. Ptiklady morfologickych odchylek spermii by

m¢ely zahrnovat syntézu, izolované a zdeformované hlavicky nebo océsky.

Vsechny vrhy se vySetii co nejdiive po vrhu (v nulty den laktace), aby bylo mozné stanovit
pocet a pohlavi mlad’at, poCet mrtvé a zivé narozenych mlad’at a pfitomnost napadnych
anomalii. Mlad’ata, ktera byla nalezena mrtva v den 0, se vySetfi na mozné defekty a pricinu
smrti (nejsou-li rozlozena) a posléze se uchovaji. Ziva mladata se spoéitaji a individualné
zvazi ihned po narozeni (v nulty den laktace) nebo béhem 1. dne a poté se vazi v pravidelnych

intervalech, napt. v 4., 7., 14., a 21. den laktace. Zaznamenaji se fyzické nebo behavioralni

abnormality zji§téné u samic nebo jejich potomstva.

Fyzicky vyvoj u potomstva se zaznamenava hlavné podle ptirastku télesné hmotnosti. Dalsi
fyzické parametry (napf. otevieni usi a oéi, profezavani zubt, rast srsti) mohou poskytnout
dopliikové informace, ale u téchto tidajii se dava prednost hodnoceni v ramci kontextu udajt
o pohlavni zralosti (napf. stafi a télesnd hmotnost pii vaginidlnim otevieni nebo odpojeni
predkozky). Doporu€uje se provést funkcni vySetfeni (napf. pohybova aktivita, smyslové
funkce, reflexni ontogeneze) potomstva generace F1 pied nebo po odstaveni, a to zvlasté
vySetieni tykajici se pohlavni zralosti, nejsou-li takova vySetfeni soucasti samostatnych studii.
U odstavenych potomkt generace F1 vybranych k pfipusténi je tfeba stanovit staii, ve kterém

doslo k vaginalnimu otevieni a odlouceni pfedkozky.

U mlad’at generace F2 je tfeba zméfit anogenitalni vzdalenost béhem postnatdlniho dne 0,

je-1li vyvolana zménami v poméru pohlavi u generace F1 nebo nacasovanim pohlavni zralosti.
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Pitva:

Po utraceni nebo uhynuti béhem studie se vSechna pokusnd zvifata rodiCovské generace
(P a F1), vSechna mlad’ata se zevnimi odchylkami nebo klinickymi zndmkami a rovnéz jedno
nahodn¢ vybrané mlad¢ z kazdého pohlavi a vrhu z obou generaci F1 a F2 makroskopicky
vysetii na jakékoliv strukturalni abnormality anebo patologické zmény. Specidlni pozornost je
tteba vénovat organtim rozmnozovaci soustavy. U mlad’at, kterd jsou humannim zpiisobem
utracena ve stavu agonie, a u mrtvych mlad’at, ktera nejsou rozlozena, se provede vySetfeni
za ucelem zjisténi moznych defekti nebo pfi¢iny uhynuti. Mlad’ata se uchovaji. Délohy vSech

samic prvorodicek se vySeti na pfitomnost a pocet zachycenych vajicek v déloze.

V okamziku utraceni se u vSech rodiovskych pokusnych zvirat generace P a F1 stanovi

télesnd hmotnost a hmotnost téchto organti (parové organy je tfeba vazit jednotlive):
e d¢loha, vajecniky,
e varlata, nadvarlata (celkem a kaudalni),
e prostata,

e semenné vacky s koagulaénimi Zlazami a jejich tekutinami a s prostatou (jako jedna

jednotka),

e mozek, jatra, ledviny, slezina, hypofyza, §titna 7ldza a nadledvinky a znamé cilové

organy.

U mlad’at generace F1 a F2 vybranych k pitvé se stanovi télesnd hmotnost v okamziku
utraceni. U jednoho nahodné vybrané¢ho mladéte z kazdého pohlavi a vrhu se zvazi tyto

organy: mozek, slezina a brzlik.

Histopatologie:

Rodicovska zvirata:

Pro histopatologické vysSetteni se ptipravi a ve vhodném prostiedi uchovaji tyto organy a

tkané rodicovskych pokusnych zvitat (P a F1) nebo jejich reprezentativni vzorky:
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e pochva, déloha s déloznim hrdlem a vajecniky (uloZzené¢ ve vhodném konzervaénim

prostiedku),

e jedno varle (ulozené v Bouinové roztoku nebo jiném srovnatelném prostiedku), jedno

nadvarle, semenné vacky, prostata a koagulacni zlaza,

e jiz diive urCeny cilovy organ nebo organy od vSech pokusnych zvifat generace P a F1

vybranych k pareni.

U vSech pokusnych zvifat generace P a F1 ze skupiny s vysokou dédvkou a z kontrolni skupiny
vybranych k pafeni se provede kompletni histopatologické vysetieni vSech vyse
vyjmenovanych uchovanych organti a tkani. VySetieni vajecnikl u pokusnych zvifat generace
P neni povinné. Provede se rovnéz vySetfeni organti vykazujicich zmény spojené s aplikaci
latky u pokusnych zvifat ze skupiny s nizkou a stiedni davkou, které mohou napomoci
stanovit davku NOAEL. Histopatologické vysetieni se navic provede u reprodukénich organti
pokusnych zvifat ze skupiny s nizkou a sttedni davkou, u kterych je podezieni na sniZzenou
plodnost, napt. u téch, u kterych nedoSlo k pareni, zabfeznuti, oplodnéni nebo k vrhu
zdravého potomstva nebo u kterych byl ovlivnén estralni cyklus nebo pocet, motilita nebo

morfologie spermii. Vysetii se v§echny makroskopické 1éze, jako napt. atrofie nebo tumory.

Za Ucelem zjisténi Gcinkd spojenych s aplikaci, jako jsou napf. nevyvinuté spermatidy,
chybéjici vrstva nebo typ zarodeCnych bunék, mnohojaderné obii buiikky nebo rozruSeni
spermatickych bun¢k v dutin€, se provede podrobné histopatologické vySetfeni varlat.
VySetteni intaktniho nadvarlete by mélo zahrnovat vySetfeni hlavy, téla a kaudalni ¢asti,
¢ehoZ lze dosahnout vyhodnocenim podélné ho fezu. U nadvarlete se vySetii leukocytova

infiltrace, zména v prevalenci typl bunék, aberantni typy bunék a fagocytoéza spermii.

Postlaktacni vajecnik by mél obsahovat pivodni a rostouci folikuly a rovnéz zvétSena zluta
téliska z obdobi laktace. Histopatologické vySetieni by mélo odhalit kvalitativni snizeni
celkového poctu plvodnich folikuld. U samic generace F1 se provede kvantitativni
vyhodnoceni plivodnich folikuld. K vyhodnoceni pouZitého postupu je nutné mit statisticky
odpovidajici pocet pokusnych zvitat, vybér fezli vajecnikli a velikost vzorka fezh. S cilem
umoznit srovnani vaje¢nikd u testované a kontrolni skupiny by mélo vySetfeni zahrnovat

vypocet poctu ptivodnich folikul, které 1ze zkombinovat s malymi rostoucimi folikuly.
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Odstavena mlad’ata:

Pro histopatologické vySetieni se ve vhodném prosttedi pripravi a uchova makroskopicky
abnormalni tkan a cilové orgdny od vSech mlad’at se zevnimi odchylkami nebo klinickymi
pfiznaky a rovnéz od jednoho nahodné vybraného mladéte z kazdého pohlavi a vrhu z obou
generaci F1 a F2, které nebyly vybrany k pareni. Kompletni histopatologicka charakterizace

uchovanych tkani se provede se specidlnim diirazem na orgdny rozmnozovaci soustavy.

Pravidla REACH

Studie se provede pokud 28denni nebo 90denni studie naznacuji nepriznivé ucinky
na reprodukcni organy nebo tkané. Studie se nejprve provede u jednoho druhu. Rozhodnuti
o provedeni studie v tomto mnozstevnim rozmezi nebo v dalsim u dalsiho druhu by mélo byt

zalozeno na vysledku prvni zkousky a vsech jinych prislusnych udaji, které jsou k dispozici.

Toxikokinetika (Toxicokinetics)

Toxikokinetické studie poméhaji pfi interpretaci a vyhodnoceni Gdaji o toxicité, objasiiuji
specifické aspekty toxicity testované chemické latky a vysledky mohou pomoci pti navrhu
dalsich studii toxicity. Nepiedpoklada se, ze bude v kazdém piipadé zapotiebi stanovit
vSechny parametry. Pouze v ojedinélych pfipadech bude nezbytnd celd posloupnost

toxikokinetickych studii (studie absorpce, distribuce, metabolismu a exkrece).

Informace o chemické struktufe a fyzikalné-chemickych vlastnostech mohou také poskytnout
udaje, umoznujici odhad charakteristik absorpce pifi planovaném zplsobu aplikace,
metabolismu a distribuce do tkani. Pfispét mohou také informace o toxikokinetickych

parametrech z pfedchazejicich toxikologickych a toxikokinetickych studii.
Metoda: B.36 Studie toxikokinetiky (B.36 Toxicokinetics)
Princip metody:

ZkousSena latka se poddva vhodnym zplsobem. V zévislosti na tcelu studie je mozné latku
podavat v jednordazové dévce nebo v opakovanych davkach po stanovenou dobu jedné nebo
nekolika skupindm pokusnych zvitat. Latka a/nebo jeji metabolity se poté podle typu studie

stanovi v télnich tekutinach, tkanich a/nebo v exkretech.
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Studie mohou byt provadény s ,,neznacenou“ nebo ,,znaCenou® formou zkouSené latky.
Jestlize se pouzije znacend latka, musi byt znaCena tak, aby se ziskalo co nejvice informaci

o osudu slouceniny v organismu.

Pravidla REACH

Posouzeni toxikokinetického chovani latky do té miry, kterou lze odvodit z prislusnych

dostupnych informaci. Cili specidlni experimentalni toxikokinetické studie nejsou vyzadovainy.

Studie karcinogenity (Carcinogenicity study)

Metoda: B.32 Zkouska karcinogenity (B.32 Carcinogenicity Test)
Identicka metoda: OECD No.451: Carcinogenicity Studies

B.33 Kombinovana zkouska chronické toxicity a karcinogenity (B.33 Combined Chronic

Toxicity/Carcinogenicity Test)

Identicka metoda: OECD No0.453: Combined Chronic Toxicity/Carcinogenicity Studies
Provedeni:

Je analogické jako u testu chronické toxicity.

Preferovanym druhem je potkan.

Zvoli se pfi nejmensim tii davkové urovné kromé soubézné kontrolni skupiny. Nejvyssi
davkova troven by méla vyvolat pfiznaky minimalni toxicity, jako je mirny pokles vahovych
prirdstkti (méné nez 10 %), bez podstatnéjSich zmén normalni doby doziti danych jinymi
ucinky nez tumory. Latka se aplikuje denné¢, je preferovan oralni zpiisob podavani v potravé

nebo v pitné vode. Lze zvolit i cestu dermalni nebo inhalaéni.

Doba aplikace musi pokryvat pfevaznou ¢ast zivota zvifat, u hlodavci to jsou cca 2 roky.
Pro hlodavce se uzije nejméné 100 zvirat (50 samic a 50 samcti) pro kazdou uroven davky a
soubéznd kontrolni skupina. Je-1i planovano pribézné utraceni zvifat, pocty je tfeba zvysit
o pocet zvirat, ktera budou takto utracena pted koncem studie. Tyto pocty zvifat v kombinaci
S poctem parametrd pti biochemickém a hematologickém vysSetieni a zejména v kombinaci

s rozsahem vySetfeni histopatologickych umoziuji ziskat piedstavu, jak je takova studie

99



PRILOHA ¢&. 1

naro¢nd na cas, spotiebu materidlu, organizaci prace a erudici pracovnikl, z ¢ehoz pak

vyplynou pfislusné naklady.

Pokud je znamo s dostatecnym predstihem, ze studie karcinogenity bude poZzadovana,
je mozno ji kombinovat se studii chronické toxicity (metoda B.33) a tak docilit ¢astecné

uspory nakladu.

Pitva a odbér organu pro hisrtopatologické vysetfeni:

Kompletni pitva by méla byt provedena u vSech zvifat, véetné téch, kterd zemiela béhem
pokusu nebo byla utracena, protoze byla nemocna. Vsechny viditelné tumory nebo 1éze, nebo

1éze, které by mohly byt tumory, je tieba uchovat.

Nasledujici organy a tkané by mély byt uchovany ve vhodnych médiich pro mozné budouci
histopatologické vysetieni: mozek (véetné fezli prodlouzené michy/mostu, mozeckové kory,
kory mozkové), podvések mozkovy, §titnd zldza a pfistitnd téliska, tkan thymu, trachea a
plice, srdce, aorta, slinné Zlazy, jatra, slezina, ledviny, nadledviny, pankreas, gonady, déloha,
akcesorni pohlavni organy, kiize, jicen, zaludek, dvanacternik, jejunum, ileum, slepé stievo,
tracnik, konecnik, mo¢ovy méchyt, representativni lymfatickd uzlina, sami¢i mlééna zlaza,
svalovina stehna, periferni nerv, sternum s kostni dfeni, stehenni kost véetné kloubu, micha
na tfech Grovnich (kréni, stfedni hrudni a bederni) a o¢i. V inhalacnich studiich by mél byt

uchovan cely respira¢ni trakt véetné nosni dutiny, hltanu a hrtanu.

Pravidla REACH

Studii karcinogenity muzZe navrhnout Zadatel o registraci nebo si ji miZe vyzadat v pripade, Ze
e latka ma Siroké pouziti nebo existuji ditkazy o casté nebo dlouhodobé expozici clovéka,

e ldtka je klasifikovana jako mutagenni kategorie 3 nebo ze studii toxicity po opakovanych

davkach vyplyvaji dikazy, Ze latka miize vyvolat hyperplazii nebo preneoplastické léze.

Je-li latka klasifikovana jako mutagenni kategorie 1 nebo 2, vychozi domnénka je,
Ze genotoxicky mechanismus pro karcinogenitu je pravdépodobny. V techto pripadech se

obvykle nebude vyzadovat zkouska karcinogenity.
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EKOTOXIKOLOGICKE INFORMACE

Toxicita pro vodni prostiedi (Aquatic toxicity)

Zkousky subakutni toxicity na bezobratlych (upfednostiuje se rod Daphnia) (Short-term

toxicity testing on invertebrates)

Metoda: C.2 Zkouska akutni imobilizace dafnii (Daphnia sp.) (C.2 Daphnia sp. Acute
Immobilisation Test)

Identick4d metoda;: OECD No0.202: Daphnia sp. Acute Immobilisation Test

Princip:

Utelem této zkousky je stanovit stfedni ¢innou koncentraci latky pro imobilizaci (EC50)
dafnii ve sladkovodnim prostiedi. Akutni toxicita se v této zkouSce vyjadiuje sttedni ti€innou
koncentraci latky pro imobilizaci (EC50) dafnii. Je to koncentrace (rozumi se vychozi
koncentrace), ktera béhem nepfetrzité expozice po urcitou stanovenou dobu imobilizuje 50 %

dafnii ve zkuSebni skupiné béhem doby plsobeni (doby expozice).

Dafnie se 48 hodin exponuji zkusebni latce piidané v raznych koncentracich do vody.

Pouzije-li se kratsi doba, zdlivodni se ve zprave.

Mize byt provedena limitni zkouSka s koncentraci 100 mg/l, s cilem prokéazat, ze EC50

je vyssi nez tato koncentrace.
Provedeni:

Latky se obvykle zkousSeji az do meze jejich rozpustnosti. U nékterych latek (napt. u latek
s nizkou rozpustnosti ve vodé¢ nebo vysokou hodnotou rozdélovaciho koeficientu
oktanol/voda, nebo u latek, které ve vod¢ vytvareji spiSe stabilni disperse nez pravé roztoky)
je mozné proveést zkouSku pii koncentraci vyssi, nez je mez rozpustnosti, aby bylo zajisténo,
ze je dosaZzeno maximalni koncentrace odpovidajici maximalni rozpustnosti/stabilité.
Je ovSem nutné, aby tato koncentrace jinak nenarusovala zkuSebni systém (napf. vytvotrenim

filmu na hladiné branicimu okysliceni vody atd.).

Zvolené zkuSebni koncentrace se pfipravi fedénim zasobniho roztoku. Jsou-li zkouSeny

vysoké koncentrace latky, 1ze latku rozpustit ptimo v fedici vode.
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Piednost se dava druhu Daphnia magna, ackoliv se pfipousti také druh Daphnia pulex.
Testovaci dafnie musi byt na zacatku zkousky mladsi nez 24 hodin, musi byt laboratorné

odchované, bez zjevnych nemoci a musi byt zndmého ptivodu (napt. chov, ptedchozi osetteni,

atd.).
Pro tuto zkousku se pouzije upravena voda podle ISO 6341.

Pred vlastni zkouSkou mize byt provedena predbéznd zkousSka s cilem ziskat informace

o rozsahu koncentraci, které maji byt pouzity v hlavni zkousce.

Kromé¢ sérii zkouSek se provede kontrolni zkouska bez zkusSebni latky a podle potteby

kontrolni zkouska s pomocnou latkou.
Dafhnie se exponuji zkusebni latce nasledujicim zptisobem:
e délka expozice: 48 hodin,

e pocet dafnii: nejméné 20 na kazdou zkuSebni koncentraci, nejlépe rozdélenych na Ctyfi

skupiny po péti dafniich nebo na dvé skupiny po 10 dafniich,
e obsadka: na kazdou dafnii by mély ptipadat 2 ml zkuSebniho roztoku,

e zkuSebni koncentrace: zkuSebni roztok se pfipravi bezprostiedné pred nasazenim dafnii,

nejlépe bez pouziti jiného rozpoustédla nez vody.

Ptipravi se koncentrace tvofici geometrickou fadu, pficemz pomér mezi koncentracemi nesmi
byt vyss$i nez 2,2. Zaroven s kontrolami se zkouSeji koncentrace dostate¢né pro to, aby
po 48 hodinach vyvolaly nulovou a 100% imobilizaci, a dale mezilehlé koncentrace

umoznujici vypocet 48 hodinovou EC50.

Kritéria kvality:

Kritéria kvality se vztahuji jak na limitni zkousku, tak na uplny zkuSebni postup.
e Imobilizace v kontrolnich zkouSkach nesmi byt na konci zkouSky vétsi nez 10 %.

e Dafnie se v kontrolnich zkouskéach nesmi trvale zdrzovat u hladiny.
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e Koncentrace rozpusténé¢ho kysliku ve zkuSebni nadrzi musi byt po celou dobu zkousky

vys$8i nez 3 mg/l. Koncentrace kysliku v§ak nesmi v zadném ptipad¢ klesnout pod 2 mg/I.

Koncentrace zkuSebni latky nesmi po celou zkousku klesnout pod 80 % ptvodni hodnoty
koncentrace. U latek, které se ve zkuSebnim médiu lehce rozpousteji a davaji stabilni roztoky,
tj. v podstatné mife netékaji, nerozkladaji se, hydrolyzuji nebo se neadsorbuji, 1ze pocatecni
koncentraci pokladat za ekvivalentni s nominalni koncentraci. Musi byt potvrzeno, ze byly
koncentrace po celou zkouSku udrzeny. Dodrzeni koncentraci uvedenych vySe musi byt
po dobu zkousky analyticky monitorovano. Pouzitd analytickd metoda musi byt validovana

pro stanoveny ucel v potfebném rozsahu.

Vysledky a hodnoceni:

Pokud je to mozné, odhadnou se pro kazdé pozorovaci obdobi EC50 a meze spolehlivosti

(p = 0,05); tyto hodnoty se zaokrouhli na jednu nebo nejvyse na dvé platné Cislice.

V ptipadech, kdy je sklon kiivky zavislosti mortality v procentech na koncentraci latky piilis
strmy, aby umoznil vypocet hodnoty EC50, postacuje graficky odhad této hodnoty. Jestlize
dvé po sobé€ jdouci koncentrace, liSici se faktorem 2,2, vyvolaji nulovou a 100% imobilizaci,

jsou dostatecnou informaci o rozpéti, ve kterém EC50 lezi.

Zjisti-li se, ze neni mozné udrzet stabilitu nebo homogenitu zkusebni latky, uvede se to

ve zprave a vysledky se interpretuji s opatrnosti.

Zavery:

e hodnoty EC50 pii kazdé z doporucenych dob pozorovani (pii 95% intervalu

spolehlivosti),
e pouzité statistické metody stanoveni hodnot EC50,
e pii pouziti referencni latky udaj o ziskanych vysledcich,
e nejvyssi zkuSebni koncentrace, ktera nevyvolala za dobu zkousky imobilizaci,

e nejnizsi zkuSebni koncentrace, ktera vyvolala za dobu zkousky 100% imobilizaci.
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Pravidla REACH

Studii neni nutné provest, pokud

o existuji polehcujici faktory, které nazmacuji, Ze toxicita pro vodni prostredi neni
pravdépodobna, napriklad je-li ldatka vysoce nerozpustna ve vodé nebo neni

pravdépodobné, Ze by latka pronikla biologickymi membranami nebo

e je k dispozici studie chronické toxicity pro vodni prostiedi provedena na bezobratlych

nebo
o jsou k dispozici prislusné informace pro environmentalni klasifikaci a oznaceni.

Studie inhibice ristu vodnich rostlin (upfednostiiuji se fasy)

(Growth inhibition study aquatic plants)

Metoda: C.3 Zkouska inhibice ristu fas (C.3 Algal Inhibition Test)
Identicka metoda: OECD No0.201: Alga, Growth Inhibition Test
Princip:

Uctelem této zkousky je stanovit u¢inky latky na riist jednobunéénych zelenych fas. Relativné
kratkodobymi zkouSkami (72 hodin) lze posoudit U¢inky na nékolik generaci fas.
Exponencialné rostouci kultury vybranych zelenych tas jsou po n€kolik generaci vystaveny za

definovanych podminek riznym koncentracim zkusebni latky.

ZkuSebni roztoky se kultivuji 72 hodin, béhem nichZ se alespont kazdych 24 hodin méfi

hustota bunék v kazdém roztoku. Stanovi se sniZeni rustu ve srovnani s kontrolni kulturou.

V této zkouSce se akutni toxicita vyjadifuje prostfednictvim stfedni letalni koncentrace

(LC50).

Mize byt provedena limitni zkouska s koncentraci 100 mg/l, s cilem prokazat, ze EC50 je

vys8i nez tato koncentrace.
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Definice:

Hustota bunék: pocet bunék na jeden mililitr

Ruist: zvySovani hustoty buné€k béhem doby trvani zkousky
Riistova rychlost: nartst hustoty bunék za jednotku Casu

ECS50: koncentrace zkuSebni latky, kterd ma za néasledek 50% snizeni rastu (EbC50) nebo

rustové rychlosti (ErC50) vzhledem ke kontrole

NOEC (,,No Observed Effect Concentration®): nejvyssi zkousena koncentrace, pfi niZ neni

pozorovano zadné vyznamné sniZzeni ristu nebo ristové rychlosti ve srovnéni s kontrolou.
Provedeni:

Latky se obvykle zkousi az do meze jejich rozpustnosti. U nékterych latek (napt. u latek
s nizkou rozpustnosti ve vodé¢ nebo vysokou hodnotou rozdélovaciho koeficientu
oktanol/voda, nebo u latek, které ve vodé vytvaieji spiSe stabilni disperse nez pravé roztoky)
je mozné provést zkouSku pii koncentraci vyssi, nez je mez rozpustnosti, aby bylo zajisténo,
ze je dosazeno maximalni koncentrace odpovidajici maximalni rozpustnosti/stabilité.
Je ovSem nutné, aby tato koncentrace jinak nenarusovala zkusebni systém (napf. vytvorenim
filmu na hladin€ branicimu okysli¢eni vody atd.). Pro pfipravu zéasobnich roztokd latek
s nizkou rozpustnosti ve vod¢ nebo pro usnadnéni rozptyleni latky ve zkuSebnim médiu Ize
pouzit ultrazvukovou dispergaci, organicka rozpoustédla ¢i emulgatory nebo dispergétory.
Zasobni roztoky o pozadované koncentraci se pfipravi rozpuSténim latky v pouzitém
zkuSebnim médiu. Zvolené zkuSebni koncentrace testované latky se pfipravi pfidanim

vhodného alikvotniho podilu k predkulturam fas.

Pro zkousku se pouziva specidlni médium (upravena voda), jehoz sloZeni je ddno metodikou.
Je doporu€eno pouzit rychle rostouci druhy zelenych fas vhodné pro kultivaci a zkouSeni.
Dava se prednost nasledujicim druhim: Selenastrum capricornutum a Scenedesmus

subspicatus.

Koncentra¢ni rozmezi, ve kterém Ize ocekavat ucinky, se ur¢i na zdkladé¢ vysledka

orienta¢nich zkousek.
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Dva parametry, jez jsou mirou rustu (biomasa a rastova rychlost), mohou poskytovat zcela
rozdilné hodnoty sniZeni rtistu. V orientacni zkouSce by mély byt pouzity oba parametry,
aby mohlo zajisténo, ze geometrickd fada koncentraci umozni odhadnout jak EbC50, tak

ErC5s0.

Doporucuje se, aby byla pocate¢ni hustota bunék fasy Selenastrum capricornutum a fasy
Scenedesmus subspicatus ve zkuSebnich roztocich pfiblizné¢ 104 bun€k na ml. Pouzije-li

se jiny druh fasy, méla by byt biomasa srovnatelna.

Kultivacni baiiky se protiepou a umisti se do kultivacniho zatizeni. Bunky fas se udrzuji
v suspensi tfepanim, michdnim nebo probublavanim vzduchem, aby se zlepSila vyména plynt

a zmenSilo se kolisani pH ve zkuSebnich roztocich. Kultury se udrzuji pfi teploté 21 — 25 °C.

Hustota bun¢k v kazdé baice se stanovi nejméné po 24, 48 a 72 hodin po zahajeni zkousky.
Pouziva-li se méfeni hustoty bunck jind metoda, nez je jejich pfimé pocitani, pouzije se
ke stanoveni pozadi filtrované médium pro kultivaci fas obsahujici odpovidajici koncentraci

zkuSebni latky. pH se méfi na zacatku zkousky a po 72 hodinach

Pro zkousku se pfipravi geometrickd fada nejméné péti koncentraci testované latky lisicich se
vykazovat zZadny pozorovatelny Uc¢inek na rist fas. Nejvyssi zkouSend koncentrace by méla
omezit rist ve srovnani s kontrolni zkouskou nejméné o 50 %, nejlépe by méla rist zcela

zastavit.

Plan zkousky by mél zahrnovat 3 opakovani s kazdou zkuSebni koncentraci. Déle se provedou
3 kontroly bez zkusebni latky, a je-li pouzita pomocna latka, té¢Z 3 kontroly s touto latkou.
Je-li pro to diivod, mize byt plan zkousky upraven tak, ze se pouzije vice koncentracnich

r~r

urovni a sniZi se pocet opakovani zkousky s kazdou koncentraci.

Kritéria kvality:

Kritéria kvality se vztahuji jak na limitni zkousku, tak na cely zkuSebni postup.
e Hustota bunék v kontrolnich kulturach by se méla za 3 dny zvysit alespon Sestnactkrat.

e Koncentrace zkuSebni latky nesmi po celou dobu zkousky klesnout pod 80 % ptvodni

hodnoty koncentrace. U latek, které se ve zkuSebnim médiu lehce rozpoustéji a davaji
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stabilni roztoky, tj. v podstatné mife netékaji, nerozkladaji se, nehydrolyzuji nebo se
neadsorbuji, Ize pocate¢ni koncentraci pokladat za ekvivalentni s nominalni koncentraci.
Musi byt potvrzeno, ze byly koncentrace po celou zkouSku udrzeny. Dodrzeni
koncentraci uvedenych vyse musi byt po dobu zkousky analyticky monitorovano. Pouzita

analytickd metoda musi byt validovana pro stanoveny ucel v potfebném rozsahu.

Vysledky a hodnoceni:

Naméfené hustoty bunék ve zkuSebni kultufe a v kontrolach se spolu s koncentracemi
zkusebni latky a dobami méfeni shrnou do tabulky. Stfedni hodnota hustoty bunék pro kazdou
zkuSebni koncentraci a pro kontroly se vynese proti ¢asu (0 — 72 hodin) a sestroji se rustova

kiivka.

Nékteré latky mohou rust pfi nizkych koncentracich stimulovat. V uvahu by méla byt vzata

pouze data udavajici potlaceni riistu mezi 0 a 100 %.

Vztah koncentrace/u¢inek se stanovi dvéma nésledujicimi postupy:
a) Porovnani ploch pod riistovymi kiivkami,
b) Porovnani riistovych rychlosti.

Hodnota koncentrace nezplisobujici Zddné pozorovatelné t€inky (NOEC) se stanovi vhodnou
statistickou metodou pro srovnavani vice vzorkll (napf. analyza rozptylu a Dunnettiv test)
s vyuzitim jednotlivych hodnot ploch pod ristovymi kiivkami nebo specifickych ristovych

rychlosti.

Zavéry:
e rustove kiivky,
e grafické zndzornéni vztahu koncentrace — ucinek,
e hodnoty EC a metoda vypoctu,

¢ hodnoty NOEC.
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Pravidla REACH

Studii neni nutné provést, existuji-li polehcujici faktory, které naznacuji, ze toxicita pro vodni
prostiedi neni pravdépodobnd, napriklad je-li latka vysoce nerozpustna ve vodé nebo neni-li

pravdeépodobné, Ze by latka pronikla biologickymi membranami.

Studie subakutni toxicity na rybach (Short-term toxicity testing on fish)

Metoda: C.1 Akutni toxicita pro ryby (C.1 Acute Toxicity for Fish)

Identicka metoda: OECD No0.203: Fish, Acute Toxicity Test

Princip:

Utelem této zkousky je stanovit akutni letalni toxicitu latek pro sladkovodni ryby.

Akutni toxicitou se rozumi zfetelny nepfiznivy ucinek, ktery je v kratké dobé (tadove
ve dnech) v organismu vyvolan expozici latce. Akutni toxicita je vyjadiena prostfednictvim
sttedni letalni koncentrace (LC50), tj. takové koncentrace latky ve vodé, kterd b&hem
nepretrzité expozice po urcitou dobu zplsobi tuhyn 50 % jedinct ve zkuSebni skupiné ryb.
Ryby se vystavi G¢inku riznym koncentracim zkuSebni latky piidané do vody po dobu
96 hodin. Uhyn se zaznamenava nejméné kazdych 24 hodin a je-li to mozné, vypoétou se

pfi kazdém pozorovani koncentrace, které zpisobi thyn 50 % ryb (LC50).

Mize byt provedena limitni zkouska s koncentraci 100 mg/l, s cilem prokazat, Ze EC50 je

vys$8i nez tato koncentrace.
Provedeni:

Latky se obvykle zkousi aZ do meze jejich rozpustnosti. U nékterych latek (napf. u latek
s nizkou rozpustnosti ve vodé¢ nebo vysokou hodnotou rozdélovaciho koeficientu
oktanol/voda nebo u latek, které ve vodé vytvaieji spise stabilni disperse nez pravé roztoky) je
mozné provest zkouSku pi1 koncentraci vyssi, nez je mez rozpustnosti, aby bylo zajisténo, Ze
je dosazeno maximalni koncentrace odpovidajici maximalni rozpustnosti/stabilité. Je ovSem
nutné, aby tato koncentrace jinak nenaruSovala zkuSebni systém (napf. vytvofenim filmu
na hladin€ branicimu okysliceni vody atd.). Pro pfipravu zasobnich roztokl latek s nizkou
rozpustnosti ve vodé nebo pro usnadnéni rozptyleni latky ve zkuSebnim médiu lze pouzit

ultrazvukovou dispergaci, organickd rozpoustédla ¢i emulgatory nebo dispergatory.
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Pro zkouSku muze byt pouzita pitnd voda (nekontaminovand potencidlné Skodlivymi
koncentracemi chloru, tézkych kovi nebo jinych latek), kvalitni ptirodni voda nebo upravena
voda (ISO 6341). Uptednostiiuje se voda o celkové tvrdosti od 10 do 250 mg/l (vztazeno
na CaCOs) a pH od 6,0 do 8,5.

Ryby by mély byt zdravé a bez zjevnych malformaci. Pii vybéru druhu ryb by méla byt

zohlednéna potieba srovnatelnosti ziskanych dat a mezinarodni harmonizace.

Pted vlastni zkouSkou mize byt provedena predbéznd zkouSka s cilem ziskat informace
o rozsahu koncentraci, které maji byt pouzity v hlavni zkousce. Kromé& sérii zkouSek se
provede kontrolni zkouska bez zkusebni latky a podle potieby kontrolni zkouska s pomocnou
latkou. V zavislosti na fyzikalnich a chemickych vlastnostech zkusebni latky se zvoli staticka,

semistaticka nebo prutokova zkouska, aby byla splnéna kritéria kvality.
Ryby se exponuji zkuSebni latce za niZze uvedenych podminek:

e délka expozice: 96 hodin,

e pocet ryb: nejmén¢ 7 na kazdou koncentraci,

e nadrze: vhodny objem vzhledem k doporucené obsadce,

e obsadka: pro statickou a semistatickou zkousku se doporucuje 1,0 g na litr; v priitokovém

systému je prijatelnd vyssi obsadka,

e zkuSebni koncentrace: nejméné 5 koncentraci, které jsou odstupnovany faktorem

neptevysujicim 2,2 a které pokryvaji rozsah mortality od 0 % do 100 %.

Kritéria kvality:

Kritéria kvality se vztahuji jak na limitni zkousku, tak na Gplny zkuSebni postup.

e Mortalita v kontrolnich skupinach nesmi byt na konci zkouSky vétsi nez 10 % (nebo

jednu rybu, pokud se pouzije mén¢ nez deset ryb).

e Koncentrace rozpusténého kysliku musi byt po celou dobu zkousky vyssi nez 60 %

hodnoty nasyceni vzduchem.
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e Koncentrace zkuSebni latky nesmi po celou zkousku klesnout pod 80 % plvodnich
hodnot koncentraci. U latek, které se ve zkuSebnim médiu lehce rozpoustéji a davaji
stabilni roztoky, tj. v podstatné mife netc¢kaji, nerozkladaji se, nehydrolyzuji nebo se
neadsorbuji, Ize pocate¢ni koncentraci pokladat za ekvivalentni s nominalni koncentraci.
Musi byt potvrzeno, ze byly koncentrace po celou zkousku udrzeny a Ze kritéria jakosti

byla dodrzena.
Dodrzeni koncentraci uvedenych vyse musi byt po dobu zkousky analyticky monitorovano
Pouzita analytickd metoda musi byt validovana pro stanoveny ucel v potfebném rozsahu.

Vysledky a hodnoceni:

Pokud je to mozné, odhadnou se standardnimi postupy pro kazdou délku expozice hodnoty
LC50 a meze spolehlivosti (p = 0,05); tyto hodnoty se zaokrouhli na jednu nebo nejvySe

na dvé platné Cislice.

V ptipadech, kdy je sklon kiivky zavislosti mortality v procentech na koncentraci latky ptilis
strmy, aby umoznil vypocet hodnoty LC50, postacuje graficky odhad této hodnoty. Jestlize
dvé po sobé jdouci koncentrace lisici se faktorem 2,2 vyvolaji mortalitu 0 a 100 %, jsou
dostatecnou informaci o tom, ze se LC50 nachazi mezi témito hodnotami. Zjisti-li se, Ze neni
mozné udrzet stabilitu nebo homogenitu zkusebni latky, uvede se to ve zpravé a vysledky

se interpretuji s opatrnosti.

Zavery:

e hodnoty EC50 pii kazdé z doporucenych dob pozorovani (pii 95% intervalu

spolehlivosti),
e pouzité statistické metody stanoveni hodnot EC50,
e pii pouziti referencni latky udaj o ziskanych vysledcich,
e nejvyssi zkuSebni koncentrace, ktera nevyvolala za dobu zkousky imobilizaci,

e nejnizsi zkuSebni koncentrace, ktera vyvolala za dobu zkousky 100% imobilizaci.
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Pravidla REACH

Studii neni nutné provest, pokud

o existuji polehcujici faktory, které nazmacuji, Ze toxicita pro vodni prostredi neni
pravdépodobna, napriklad je-li latka vysoce nerozpustna ve vodé nebo neni

pravdépodobné, Ze by latka pronikla biologickymi membranami, nebo
e je kdispozici studie chronické toxicity pro vodni prostiedi provedend na rybach.

Zkousky inhibice respirace aktivovaného kalu (Activated sludge respiration inhibition

testing)

Metoda: C.11 Biologicka rozlozitelnost — Zkouska na inhibici dychyni aktivovaného kalu
(C.11 Biodegradation — Activated Sludge Respiration Inhibition)

Identicka metoda: OECD No0.209: Activated Sludge, Respiration Inhibition Test
Princip:

Metoda hodnoti vliv zkouSené latky na mikroorganismy meéfenim intenzity jejich dychani
za definovanych podminek v p¥itomnosti riiznych koncentraci zkousené latky. Ugelem této
metody je poskytnout rychlou vyhledavaci metodu, kterou je mozné urcit latky, které mohou
nepiiznivé ovlivnit aerobni mikrobidlni dCistirny vod, a naznacit vhodné koncentrace
zkousenych latek, které nejsou inhibujici a které je mozno pouzit ve zkouSkach biologicke

rozlozitelnosti.

Rychlost dychani aktivovaného kalu vyzivovaného standardnim mnoZstvim syntetické
odpadni vody se méfi po dobé kontaktu 30 minut, 3 hodiny nebo v obou ¢asech. Mé&ii se také
rychlost dychani téhoz aktivovaného kalu v pfitomnosti riiznych koncentraci zkouSené latky

za stejnych podminek.

Inhibi¢ni efekt zkouSené latky pti urcité koncentraci se vyjadiuje jako procento primérné
rychlosti dychéni ze dvou kontrolnich pokusti. Hodnota EC50 se vypocitd ze stanoveni

pfi riznych koncentracich.
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Definice:

Respiracni rychlost je spotteba kysliku mikroorganismy odpadnich vod v aerobnim kalu,

obecné vyjadiena jako mg O2 nal mg kalu za hodinu.

EC50 je koncentrace zkousené latky, pii které respiracni rychlost ¢ini 50 % hodnoty

vychézejici z kontrolni zkousky za podminek popsanych v této metodé.
Provedeni:

Jako mikrobidlni inokulum pro zkousku se pouziva aktivovany kal z Cistirny odpadnich vod

Cistici pfevazné domovni odpadni vody.

Trvani/doba kontaktu: 30 minut a (nebo) 3 hodiny, béhem kterych probihé provzdusnovani
Voda: Pitna voda (v ptipad¢ potteby zbavena chléru)

Piivod vzduchu: Cisty vzduch, prosty oleje, pritok 0,1 — 1 I/min

Mg¢fici aparatura: Batika s plochym dnem

ME¢fi¢ obsahu kysliku: Vhodna kyslikova elektroda, se zapisovacem

Zivny roztok: Synteticka odpadni voda

Zkousena latka: Roztok zkouSené latky se ptipravi Cerstvy na zacatku zkousky
Referencni latka: napft. 3,5-dichlorfenol (nejméné 3 koncentrace)

Kontrolni zkouska: Roztok s kalem bez zkousené latky

Teplota: 20 £ 2 °C

Pouzivané koncentrace: Alespoit 5 koncentraci, odstupfiovanych o konstantni faktor

nepievysujici pokud mozno 3,2.

Kritéria kvality:

Vysledky zkousky jsou platné, jestlize:

e respiracni rychlosti dvou kontrolnich pokust se od sebe 1isi nejvyse o 15 %
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e EC50 (pro 30 minut nebo pro 3 hodiny) 3,5- dichlorfenolu lezi v pfijatém rozmezi
5—30 mg/l.

Vysledky a vyhodnoceni:

Rychlost dychani se vypocita mezi piiblizné 6,5 mg/l a 2,5 mg/l, nebo za 10 minutovou
periodu, je-li rychlost dychani nizka. Cast respiraéni kiivky, ze které se vyhodnocuje rychlost

dychani, musi byt linearni.

Pro kazdou zkusenou koncentraci se vypocte inhibice v %. Inhibice v % se vynese graficky

proti koncentraci a odecte se hodnota EC50.

Standardnimi postupy je mozné stanovit pro hodnoty EC50 95% meze spolehlivosti.

Pravidla REACH

Studii neni nutné provést, pokud
e nedochazi k emisim do cistiren odpadnich vod nebo

e existuji polehcujici faktory, které naznacuji, ze mikrobidlni toxicita neni pravdépodobna,

napriklad
o latka je vysoce nerozpustna ve vodé, nebo

o se u latky zjisti, Ze je snadno biologicky rozloZitelna a pouzité koncentrace
pFi zkousce jsou v rozmezi koncentraci, jez lze predpokladat v pritoku do Cistirny

odpadnich vod.

Studii je mozné nahradit zkousSkou inhibice nitrifikace, pokud dostupné udaje prokazuji,
ze latka je pravdépodobné inhibitorem riistu nebo funkce mikroorganismi, zejména

nitrifikacnich bakterii.

Zkousky chronické toxicity na bezobratlych (upiednostiiuje se rod Daphnia) (Long-term
toxicity testing on invertebrates)

Metoda: C.20 Zkouska toxicity pro reprodukci Daphnia magna (C.20 Daphnia magna
Reproduction Test)

Identicka metoda: OECD No.211: Daphnia magna Reproduction Test
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Princip metody:

Mladé samicéi dafnie (mate¢né organismy) na zacatku zkousky mladsi nez 24 hodin se
exponuji zkousené latce ptidané do vody v urcitém rozsahu koncentraci. Zkouska trva 21 dni.
Na konci zkousky se odhadne celkovy pocet vylihnutych zivych potomka pochazejicich
z jednoho mate¢ného organismu, ktery ptezil do konce zkousky. To znamena, ze nedospélé
dafnie pochézejici z dospélych dafnii, které v pribéhu zkousky uhynuly, se z odhadt vylouci.
Reprodukéni schopnost mateénych organismu lze vyjadiit jinym zpisobem (napft. jako pocet
zivych potomkil pochazejicich z jednoho matecného organismu za den, a to od prvniho dne,
kdy bylo potomstvo pozorovano), ktery se vSak uvede dopliikové vedle celkového poctu

nedospélych dafnii pochazejicich z jedné mate¢né dafnie zivé na konci zkousky.

Reprodukéni schopnost organismti exponovanych zkousené latce se porovna s reprodukéni
s pozorovanymi ucinky (LOEC) a tim i koncentraci bez pozorovanych ucinkii (NOEC).
Kromé toho se data pokud mozno analyzuji pomoci regresniho modelu s cilem odhadnout

koncentraci, ktera vyvolava x% snizeni reproduk¢ni schopnosti, (tj. EC50, EC20 nebo EC10).

Musi byt rovnéz uvedeno pieziti mate¢nych organismii a okamzik vylihnuti prvnich potomkii.
Zkoumény mohou byt také jiné U¢inky vyvolané latkou, které maji vliv na charakteristiky,

jako jsou rust (napt. vliv na délku) a ptipadné€ vnitini mira ristu populace.
Definice:

Matecné organismy: dafnie samiciho pohlavi, které jsou pifitomné na zacatku zkousky,

a jejich reprodukéni schopnost je predmétem studie.

Potomstvo: mladé dafnie pochéazejici z mate¢nych organismu v pribéhu zkousky.

cvvr

v

vyznamny u¢inek latky na reprodukci a na mortalitu mate¢nych organismil (na Urovni
pravdépodobnosti falesné pozitivniho hodnoceni p < 0,05) ve srovnani s kontrolni skupinou,
v prubé¢hu stanovené expozi¢ni doby. VSechny zkouSené koncentrace vyssi nez LOEC musi
mit stejné nebo vazngjsi Skodlivé ucinky, nez Uc¢inky pozorované pii koncentraci LOEC.
Nelze-li tyto dvé podminky splnit, musi podrobné vysvétleno, jak byla LOEC (a tedy
I NOEC) zvolena.
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Koncentrace bez pozorovanych ucinkii (no observed effect concentration, NOEC): je zkuSebni
koncentrace bezprostfedné nizsi nez LOEC, kterd pfi srovndni s kontrolni skupinou nema

pro danou expozi¢ni dobu statisticky vyznamny ucinek (p < 0,05).

ECX: je koncentrace zkouSené latky rozpusténé ve vodé, ktera pro danou expozi¢ni dobu vede

k x% sniZeni reprodukce dafnii Daphnia magna.

Vnitrni mira ristu populace: je mira ristu populace, v niz je zahrnuta reprodukéni schopnost
a mortalita specificka z hlediska staii (20, 21, 22). V ustaleném stavu bude nulovy.
Pro rostouci populaci bude kladny a pro snizujici se populaci bude zaporny. Je ziejmé, ze

pii zaporném rustu nelze druh zachovat a nakonec dojde k jeho vyhynuti.

Mez detekovatelnosti: je nejnizsi koncentrace, v niz lze latku detekovat, nikoli vsak stanovit.

Mez stanovitelnosti: je nejnizsi koncentrace, v niz lze latku kvantitativné naméfit.

Mortalita: organismus se zaznamena jako mrtvy, je-li nepohyblivy, tj. neni-li schopen plavat
nebo neni-li u koncetin (pfivéskll) nebo u postabdomen pozorovan pohyb do 15 sekund

po lehkém zatfepani zkusebni nadobou.

Provedeni:

ey

Ke zkousce se pouzije druh Daphnia magna Straus. Pouziji-li se jiné druhy dafnii, musi byt

jasné identifikovany a jejich pouZiti musi byt zdivodnéno.

Na zacatku zkouSky musi byt dafnie 24 hodin staré a nesmi byt prvni generaci. Musi pochazet
ze zdravé kultury. Organismy ze zasobni kultury musi byt chovany v podminkach podobnym
tém, které maji byt pouzity pti zkousSce (osvétleni, teplota, médium, krmeni a pocet dafnii

na jednotku objemu).

Doporucuje se, aby bylo pouzito pfesn¢ definované médium. Tim se lze vyhnout pouziti
prisad, které je obtizné charakterizovat (napt. motskych ftas, pidy, extraktu atd.) a zvysit
vyhlidky mezilaboratorni standardizace. Jako vyhovujici pro tento Ucel byla shleddna

Elendtova média M4 a M7.

Aby bylo moZné splnit poZzadavky analytické metody pouzité pro stanoveni koncentrace
zkousené latky, mize byt v nékterych ptipadech nezbytné pouzit vétsi objemy, piipustné je

rovnéz sdruzovani paralelnich vzorkd k chemické analyze. Jsou-li pouZzity objemy vétsi nez
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100 ml, mize byt nezbytné zvysit krmné davky podavané dafniim, aby se zajistila

odpovidajici dostupnost stravy a splnila kritéria validity.

U prutokovych zkousek mohou byt z technickych diivodii zvadZena jind uspotfadani (napf.

4 skupiny po 10 organismech ve vétSim zkusebnim objemu.

U semistatickych zkouSek se nasadi jednotlivé alespont 10 organismi pro kazdou zkusSebni

koncentraci a alespon 10 organismii jednotlivé do zkuSebnich skupin.

U pritokovych zkousSek se ukazalo vhodnym rozdé¢lit pro kazdou koncentraci 40 organismil
do ctyt skupin po 10 organismech. Miize byt pouzit mensi pocet zkuSebnich organismi,
pficemz se doporucuje na 1 koncentraci rozdé¢lit minimalné 20 organismti do 2 nebo vice
paralelnich skupin o stejném poctu organismi (napi. 4 paralelni skupiny po 5 dafniich).
U zkousek, pfi niz se organismy nasazuji jako skupiny, nebude vSak mozné vyjadfit
reprodukéni schopnost jako pocet zZivych potomkl pochazejicich z jednoho mate¢ného
organismu, ktery ptezil do konce zkousky v piipadé, Ze mateény organismus uhyne.
V takovém piipad¢ se reprodukcni schopnost vyjadii jako ,,celkovy pocet zivych potomki

pochazejicich z jednoho mate¢ného organismu ptitomného na zacatku zkousky*.
Volba koncentraci:

Zpravidla se pouzije alespon 5 zkuSebnich koncentraci tvoficich geometrickou fadu
s faktorem neptekraCujicim 3,2 a pfiméfeny pocet paralelnich zkuSebnich skupin v ramci
kazdé zkuSebni koncentrace. Latky by nemély byt zkouSeny pro koncentrace vyss$i, nez je
jejich rozpustnost ve zkusebnim médiu. P volbé rozsahu koncentraci by mély byt

zohlednény nésledujici zasady:

a) Je-li cilem ziskat LOEC/NOEC, musi byt nejnizsi zkusebni koncentrace dostatecné nizka,
aby nebyla plodnost pfi této koncentraci vyznamné niz$i, nez plodnost v kontrolni skupiné.

V opacném piipadé bude muset byt zkouska opakovana se snizenou nejnizsi koncentraci;

b) Je-li cilem ziskat LOEC/NOEC, musi byt nejvyssi zkuSebni koncentrace dostate¢né
vysokd, aby byla plodnost pfi této koncentraci vyznamné nizsi, nez plodnost v kontrolni
skuping. V opacném piipadé bude muset byt zkouSka opakovana se zvySenou nejvyssi

koncentraci;
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¢) Ma-li byt pro ucinky na reprodukci odhadnuta ECx, doporucuje se, aby byl pouzit
dostateny pocet koncentraci s cilem zjistit ECx s pfijatelnym intervalem spolehlivosti. Je-li
znam odhad EC50 pro ucinky na reprodukci, doporucuje se, aby byla nejvyssi zkusebni

koncentrace vyssi nez tato EC50.

d) Do rozsahu zkuSebnich koncentraci by nejlépe nemély spadat koncentrace, které maji
statisticky vyznamny ucinek na preziti dospélych, nebot” by mohl byt zménén charakter

zkousky z pouhé zkousky toxicity pro reprodukci na kombinovanou zkousku toxicity

vvvvvv

M¢étené parametry:

e Alespon jednou tydné se méti koncentrace kysliku, teplota, tvrdost a pH v Cerstvém a

ve starém médiu, v kontrolnich nddobach a u nejvyssi zkusebni koncentrace.
e Bchem zkousky se v pravidelnych intervalech stanovi koncentrace zkouSené latky.

U semistatickych zkousek (s obnovenim média), u nichz se ma zkuSebni koncentrace
pohybovat v rozmezi +/-20 % nomindlnich hodnot (tj. od 80 do120 %), se doporucuje
analyzovat alespoii nejvyssi a nejnizsi zkuSebni koncentrace na zacatku studie ihned po jejich
piipravé a pii obnovovani, a to jednou béhem prvniho tydne zkousky (tj. analyzy se provedou
na vzorku z téhoz roztoku - pfi jeho pfipravé a pii obnovovani). Tato stanoveni se poté

opakuji alespon v tydennich intervalech.

U pritokovych zkouSek je vhodny podobny vzorkovaci reZzim, jako je popsan
u semistatickych zkouSek (v tomto ptipadé se vSak neprovadi meéfeni ,,starych® roztoki).
Doporucuje se vSak zvysit po€et odbért v 1. tydnu (napt. 3 sady méfeni) pro ujisténi, Ze jsou
zkuSebni koncentrace stalé. V téchto typech zkousky se pritok fedici vody a zkouSené latky

kontroluje denné.

Kritéria kvality:

U kontrolni skupiny (kontrolnich skupin) musi byt splnéna tato kriteria reprodukéni

schopnosti:

e mortalita mateCnych organismii (dafnii samic¢iho pohlavi) nesmi na konci zkousky

prekrocit 20 %,
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sttedni hodnota poctu Zivych potomkl pochazejicich z jednoho mate¢ného organismu

zivého na konci zkousky je minimaln¢ 60.

Vysledky:

Vysledky zkousek zahrnuji:

nominalni zkuSebni koncentrace a vysledky vSech analyz pro stanoveni koncentrace;
zkousené latky ve zkuSebnich nddobach; uvede se také vytézek metody a mez

stanovitelnosti

kvalitu vody ve zkusebnich nadobach (tj. pH, teplota, koncentrace rozpusténého kysliku a

TOC (celkovy organicky uhlik) a/nebo CHSK a dale podle potieby tvrdost);
celkovy pocet zivych potomkil na kazdy mate¢ny organismus;
pocet uhynulych mateénych organismii a den, kdy k thynu doslo;

varia¢ni koeficient kontrolni reprodukéni schopnosti (zalozeny na celkovém poctu zivych

potomkl na mate¢ny organismus, ktery ptezil do konce zkousky);

ktivku zévislosti celkového poctu zivych potomkl na mate¢ny organismus, ktery prezil

do konce zkousky (pro kazdou paralelni nddobu), na koncentraci zkousen¢ latky;

nejniz8i koncentrace s pozorovanymi uU¢inky (LOEC) na reprodukci véetné popisu
pouzitych statistickych metod a tdaje o velikosti i¢inku, ktery by mohl byt detekovan, a
koncentrace bez pozorovanych U¢inkdi (NOEC) na reprodukei; jeli k dispozici, uvede se

LOEC/NOEC pro mortalitu mate¢nych organismt;

je-li k dispozici, ECx pro reprodukci a interval spolehlivosti, dale graf kiivky modelu
pouzitého pro jeji vypocet, smérnice kiivky zavislosti davka-reakce a jeji smérodatna

odchylka.

Hodnoceni:

Utelem této zkousky je stanovit uinek zkousené latky na celkovy podet Zivych potomki

pochézejicich z jednoho mate¢ného organismu, ktery ptezil do konce zkousky. Celkovy pocet

potomkll na matecny organismus se vypocte pro kazdou zkuSebni nadobu (tj. pro kazdou
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paralelni nadobu). Jestlize v kterékoli paralelni nddobé matecny organismus béhem zkousky
uhyne nebo se zjisti, Zze jde o samecka, vylouci se nadoba z experimentu. Analyza se poté

provede se zmensenym poctem paralelnich nadob.

Pro odhad LOEC a tedy i NOEC, vztahujicich se k G¢inkiim chemické latky na reprodukcni
schopnosti, je nezbytné vypocist stfedni hodnotu reprodukéni schopnosti pies vsSechny
paralelni nadoby pro kazdou koncentraci a spojeny residudlni rozptyl, a to lze provést
analyzou rozptylu (ANOVA). Stfedni hodnota pro kazdou koncentraci musi byt poté
porovnana se stfedni hodnotou pro kontrolni skupinu, a to vhodnou metodou
mnohonasobného porovnani. Uzitecnymi mohou byt Dunnettiv nebo Williamstv test.
Je nezbytné ovéfit, ze je splnén piedpoklad homogenity rozptylu nezbytny pro ANOVA.
Doporucuje se provést ovetreni radeji graficky nez formélnim testem vyznamnosti; vhodnou

alternativou je Bartlettlv test.

Pro odhad koncentrace, kterd zplsobuje 50% snizeni reprodukéni schopnosti (tj. EC50),
se daty prolozi vhodna kiivka (vhodné kiivky), jako napt. logaritmicka kiivka, a to
statistickou metodou, napf. metodou nejmensich étvercti nebo nelinearni metodou nejmensich
¢tverci. Kiivka by méla byt tak parametrizovéana, aby bylo mozné pfimo odhadnout EC50 a

jeji smérodatnou odchylku.

Zkousky chronické toxicity na rybach (Long-term toxicity testing on fish)

Existuji 3 zkousky, pomoci nichZ lze stanovit chronickou toxicitu na rybach.
1) FELS test (viz déale 9.1.6.1)

2) Testy na embryich (viz dale 9.1.6.2)

3) Testy na nedospélych rybach (viz dale 9.1.6.3)

Pravidla REACH

Vybere se jedna ze zkousek uvedenych v bodech 9.1.6.1, 9.1.6.2, 9.1.6.3.
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Zkouska toxicity u ryb v ranych vyvojovych stadiich (FELS) (Fish early-life stage
(FELYS) toxicity test)

Metoda:

Metoda neni uvedena v nafizeni REACH o testovacich metodach.
Existuje metoda: OECD No.210: Fish, Early-Life Stage Toxicity Test
Princip:

Ryby v rannych vyvojovych stadiich jsou exponovany latkou ve vhodném koncentraénim
rozmezi. Latka je rozpusténa ve vodé, test probiha nejlépe za pratokovych podminek, nebo
(kdyz je to vhodné) za semistatickych podminek. Test je zahdjen umisténim oplodnénych
vajicek do testovacich naddobek a pokracuje az do vylihnuti ryb. Jsou zjistovany letalni a
subletalni G¢inky a srovnany s kontrolnimi hodnotami ke zjisténi LOEC (lowest observed

effect concentration) a dale NOEC (no observed effect concentration).

Zkouska subakutni toxicity na rybich embryvich a plidcich se Zloutkovym vackem

(Fish short-term toxicity test on embryo and sac-fry stages)

Metoda: C.15 Zkouska kratkodobé toxicity na rybim embryu a vackovém pladku (C.15 Fish,
Short — term Toxicity Test on Embryo and Sac-Fry Stages)

Identicka metoda: OECD No.212: Fish, Short — term Toxicity Test on Embryo and Sac-Fry
Stages

Princip:

Rybi embrya a vackové plidky se vystavi rozsahu koncentraci zkouSené latky rozpusSténé
ve vodé. Zkouska umoznuje volit mezi semistatickym a pritokovym uspofadanim. Volba
zavisi na povaze zkouSené latky. ZkouSka se zahdji umisténim oplodnénych jiker
do zkuSebnich nadrzi a ukonci se tésné pied tim, nez dojde k Uplné absorpci Zloutkového
vacku cCerstvych pludkid v nékteré ze zkuSebnich nadrzi, nebo nez za¢ne v kontrolnich
skupinach dochazet k thynu v disledku hladovéni. Posoudi se letalni a subletalni u¢inky a

cv v

s pozorovanymi Ucinky,
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a tedy koncentraci bez pozorovanych uc¢inkli. Mohou byt popiipadé analyzovéany za pouziti
regresnitho modelu s cilem odhadnout koncentraci, kterd zplsobuje urcity procentudlné

vyjadieny ucinek (tj. LC/ECx, kde x je definovany procentudlni uc¢inek).

Riistova zkouska na nedospélych rybach (Fish, juvenile growth test)

Metoda: C.14 Rustova zkouska na nedospélych rybach (C.14 Fish Juvenile Growth Test)
Identicka metoda: OECD No.215: Fish, Juvenile Growth Test
Princip:

Zkouska je urcena k posouzeni U¢inkd dlouhodobé expozice chemickym latkdm na rlst
nedospélych ryb. Je zaloZzena na metod€ pro posouzeni uCinkd chemickych latek na rist
nedospélého pstruha duhového (Onchorynchus mykiss) pfi pritokovych podminkach. Mohou
byt pouzity také jiné dobie popsané druhy. Byly naptiklad ziskany zkuSenosti z rdstovych

zkousek s daniem pruhovanym (Danio rerio) a halan¢ikem japonskym (Oryzias latipes).
Provedeni:

Nedospélé ryby v exponencidlni fazi ristu se po zvazeni umisti do zkuSebnich nadrzi a
vystavi se fadé subletalnich koncentraci zkousené latky pfednostné za prutokovych podminek,
nebo pokud to neni mozné, za vhodnych semistatickych podminek (statické podminky
s obnovovanim média). Zkouska trva 28 dnli. Ryby se krmi denné. Pfisun potravy se fidi
pocate¢ni hmotnosti ryb a mtze byt po 14 dnech noveé vypocten. Na konci zkousky se ryby
opét zvazi. Uinky na rychlost ristu se analyzuji pomoci regresniho modelu s cilem
odhadnout koncentraci, kterd vyvolavd x % zménu rychlosti ristu, tj. ECx (napf. ECI0,
EC20, nebo EC30). Udaje mohou byt poptipadé porovniny s hodnotami pro kontrolni

cv v

I koncentraci bez pozorovanych téinkt (NOEC).
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Rozklad (Degradation)

Bioticky rozklad (Biotic degradation)

Snadna biologicka rozloZitelnost (Ready biodegradability)

Metody: C.4 Stanoveni ,,snadné* biologické rozlozitelnosti (C.4 Determination of ,,Ready*

Biodegradability)
Identicka metoda: OECD No0.301: Ready Biodegradability

Je popsano Sest metod, které umoziuji screeningové posouzeni snadné biologické

rozlozitelnosti chemickych latek v aerobnim vodnim prosttedi:

a) Zkouska na ubytek rozpusténého organického uhliku (DOC) (metoda C.4-A) (DOC Die-
Away Test (Method C.4-A))

b) Modifikovana screeningova zkouska OECD — na ubytek DOC (metoda C.4-B) (Modified
OECD Screening Test (Method C.4-B))

¢) Zkouska na uvoliovani oxidu uhli¢itého (CO7) (modifikovana Sturmova zkouska) (metoda

C.4-C) (CO; Evolution Test (Method C.4-C))

d) ZkouSka manometrickou respirometrii (metoda C.4-D) (Manometric Respirometry Test
(Method C.4-D))

e) Zkouska v uzavienych lahvickach (metoda C.4-E) (Closed Bottle Test (Method C.4-E))

f) zkouska MITI (metoda C.4-F) (M.I.T.I. TEST (Method C.4-F))

Princip zkuSebnich metod:

Roztok nebo suspense zkousSené latky v minerdlnim prostiedi se inokuluje a kultivuje
v aerobnich podminkach v temnu nebo v difuznim svétle. MnozZstvi DOC (rozpusténého
organického uhliku) ve zkuSebnim roztoku pochazejici z inokula se musi udrZovat
ve srovnani s DOC pochazejiciho ze zkousené latky co nejnizsi. Endogenni aktivita inokula se
zohledni na zéklad€ soubézné slepé zkousky s inokulem, avSak bez zkouSené latky, tfebaze

endogenni aktivita bun¢k v pfitomnosti latky pfesné¢ neodpovida aktivité v endogenni

122



PRILOHA ¢&. 1

kontrolni zkouSce. Za ucelem kontroly postupu se soubézné provadi zkouska s referencni

latkou.

Obecné se rozklad sleduje stanovenim parametrt jako DOC, tvorba CO; nebo spotieba
kysliku a méfeni se provadéji v dostatecné kratkych intervalech, aby bylo mozné identifikovat
zacCatek a konec biologického rozkladu. Méfeni automatickymi respirometry je kontinualni.
Neékdy se dopliikové k jinému parametru méii DOC, avSak obvykle pouze na zacatku a
na konci zkousky. Lze rovnéz pouzit specifickou chemickou analyzu, kterou se vyhodnoti

primarni rozklad zkouSené latky nebo kterou se stanovi koncentrace kteréhokoli
vzniklého meziproduktu (ve zkousce MITI povinng).

Zkouska obvykle trvd 28 dnt. Je vSak mozné ukoncit méfeni pfed uplynutim 28 dni,
tj. jakmile vykazuje kiivka biologického rozkladu platd po tfi po sobé nasledujici méteni.
Je také mozné méfeni po 28 dnech prodlouZit, jestlize z kiivky vyplyva, Ze biologicky rozklad

zacal, avSak 28. dne jesté nebylo jesté dosazeno plato.

Kritéria kvality:

e Vzhledem k charakteru biologického rozkladu a smésnych populaci bakterii pouzivanych

jako inokula se stanoveni provadéji nejméné duplicitné.

e Zkouska se povazuje za platnou, je-li na konci zkousky nebo popiipadé na konci
10denniho obdobi rozkladu rozdil hodnot krajnich vysledki vicenasobnych méteni
rozkladu zkuSebni chemické latky v oblasti platd kiivky mensi nez 20 % a dosahl-li
stupenn rozkladu referencni latky vyjadfeny v procentech urovné snadné biologické

rozlozitelnosti do 14 dni. Neni-l splnéna kterdkoli z téchto podminek, méteni se opakuje.

Vzhledem k naro¢nosti metod neznamenaji nizké hodnoty nutné skute¢nost, Ze zkusebni latka
neni v podminkach Zivotniho prostfedi biologicky rozlozitelna, ale znamenaji, Ze k prokazani

biologické rozlozitelnosti jsou tieba dalsi studie.

Jestlize ve zkouSce toxicity zahrnujici jak zkuSebni latku, tak referenéni chemickou latku
doslo béhem 14 dnti k méné nez 35 % rozkladu (stanovené¢ho podle DOC) nebo k méné
nez 25 % rozkladu (stanoveného podle TSK (teoretické spotieby kysliku) nebo TCO,

(teoretického oxidu uhli¢itého)), 1ze zkusebni chemické latky povaZovat za inhibujici.
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Série zkouSek by méla byt opakovéana, pokud mozno s nizsi koncentraci zkusebni chemické
latky a/nebo s vys$si koncentraci inokula, avSak ne s koncentraci vyssi nez 30 mg tuhych latek

v litru.

e Pii vypoctu rozkladu v procentech Dt, se pouziji stfedni hodnoty z méfeni parametrti
provedenych duplicitné v obou zkusebnich nadobach a ze slepého pokusu s inokulem.
Pribéh rozkladu se znazorni graficky a vyznaci se 10denni obdobi rozkladu. Vypocte se a
uvede ubytek v procentech dosazeny na konci 10denniho obdobi rozkladu a hodnota

pro platé kiivky nebo poptipad¢ hodnota odpovidajici konci zkousky.

e V respirometrickych zkouskach mohou v dasledku nitrifikace ovlivnit spotiebu kysliku

latky obsahujici dusik.

e Mcfeni rozkladu prostfednictvim stanoveni DOC by se méla hodnota rozkladu Dt
v procentech v kazdém cCasovém okamziku, ve kterém se odebral vzorek, vypocitat
oddélené pro kazdou banku obsahujici zkuSebni latku, a to pomoci stfednich hodnot

meteni DOC provedenych duplicitné.

Vysledky a hodnoceni:

Vysledkem zkousky je

e graf zavislosti rozkladu v procentech na Case pro zkuSebni a referen¢ni latku; je tfeba
zieteln€ oznacit fazi iniciace, fazi rozkladu, 10denni obdobi rozkladu a smérnici.
Vyhovuje-li zkouska kritériim jakosti, je mozné v grafu pouzit stfedni hodnotu rozkladu

v procentech v baiikdch obsahujicich zkuSebni latku;

e rozklad v procentech po 10dennim obdobi rozkladu, v oblasti platé a na konci zkousky.

Pravidla REACH

Studii neni nutné proveést, pokud se jedna o anorganickou latku.
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Simulaéni_zkou$ky kone¢ného rozkladu v_povrchovych vodach (Simulation testing

on ultimate degradation in surface water)
Metoda:
Metoda neni uvedena v natizeni REACH o testovacich metodach.

Existuje metoda: OECD No0.309: Aerobic Mineralisation in Surface Water - Simulation

Biodegradation Test
Princip:

Uctelem testu je méfeni ¢asu degradace testované latky v nizké koncentraci v aerobni piirodni
vod¢ a ke kvantifikaci ve form¢ vyjadieni kinetické rychlosti. Test je proveden bud’ jako test
v moiské vodé, nebo jako suspendovany sedimenta¢ni test k simulaci vody se

suspendovanymi pevnymi ¢asticemi nebo nesuspendovanym sedimentem.
Provedeni:

Testované latky jsou inkubovany v temnu za aerobnich podminek a za michani béhem 60 dni.
Pouzivaji se 2 rizné koncentrace testované latky (netékavé nebo slabé tékavé organické
latky). Maximalni koncentrace by meéla byt méné nez 100 pg/L (biodegradace je fizena
testovacim Case by mély byt odebrany z kazdé testovaci ldhve 2 subvzorky. Degradace se
sleduje ve vhodnych casovych intervalech, méfenim bud’ zbytkového 14C nebo zbytkové
koncentrace testované latky. Celkova mineralizace a primarni biodegradace je stanovena
rozdilnym oznacenim 14C v molekule. Zaroven se musi méfit periodicky pH a obsah kysliku

V testovacim systému.

Pravidla REACH

Studii neni nutné proveést, je-li latka

® Ve vodé vysoce nerozpustna nebo

e snadno biologicky rozlozZitelna.
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Simulaéni_zkouSky pidy (u latek s vysokym potencialem adsorpce na pudu) (Soil

simulation testing)

Metoda: C.23 Aecrobni a anaerobni transformace v pudé (C.23 Aerobic and Anaerobic

Transformation in Soil)
Identicka metoda: OECD No0.307: Aerobic and Anaerobic Transformation in Soil
Princip:

Vzorky ptudy se exponuji zkuSebni latce a inkubuji se v temnu v biometrickych bankach nebo
v prutokovych systémech za fizenych laboratornich podminek (pfi konstantni teploté a
vlhkosti pidy). Ve vhodnych intervalech se vzorky pid extrahuji a analyzuje se obsah
vychozi latky a transformacnich produktii. Vhodnym absorpénim zafizenim se k analyze
shromazdi také tékavé produkty. Prostfednictvim materidlu znaceného isotopem 14C lze
po zachyceni uvolnéného 14CO2 méfit rizné rychlosti mineralizace zkouSené latky a dale Ize

stanovit latkovou bilanci vcetné tvorby vazanych rezidui v ptdé.

Pravidla REACH

Studii neni nutné proveést, je-li
e ldtka snadno biologicky rozlozZitelna nebo
e primd a nepiima expozice piidy nepravdépodobna.

Simulaéni zkousky sedimentu (u latek s vvsokym potencidlem adsorpce na sediment)

(Sediment simulation testing)

Metoda: C.24 Aerobni a anaerobni transformace v systémech voda/sediment (C.24 Aerobic

and Anaerobic Transformation in Aquatic Sediment Systems)

Identickd metoda: OECD No0.308: Aerobic and Anaerobic Transformation in Aquatic
Sediment Systems

Princip:

V metod¢ se pouzivaji aerobni i anaerobni systémy voda/sediment, které¢ umoziuji:
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a) mefit rychlost transformace zkousené latky v systému voda/sediment,
b) méfit rychlost transformace zkousené latky v sedimentu,

¢) meéfit rychlost mineralizace zkousené latky a/nebo produktd jeji transformace (pokud se

pouzije zkousSena latka znacena isotopem 14C),

d) identifikaci a kvantifikace produktt transformace ve vodé a v sedimentu, véetné latkové

bilance (pokud se pouzije znacena zkousSena latka),

e) méfit distribuci zkousené latky a produktl jeji transformace mezi dvéma fazemi béhem
inkubace v temnu (aby nedoslo napt. k vykveteni tas) pii konstantni teploté. Pokud to tdaje
umoznuji, stanovi se polocasy a hodnoty DT50, DT75 a DT90 (doby odbourani), které by

vSak nemély byt pfili§ extrapolovany mimo obor experimentalnich hodnot.
Pro aerobni i anaerobni studie jsou nezbytné alespon dva sedimenty a ptislusné vodni faze.

V nékterych ptipadech by vSak mély byt pouzity vice nez dva systémy voda/sediment, napf.

u chemickych latek, které mohou byt ptitomny ve sladkovodnim i motském ekosystému.

Pravidla REACH

Studii neni nutné proveést, je-li
e ldtka snadno biologicky rozlozZitelna nebo
e primad a nepiima expozice sedimentu nepravdeépodobna.

Abioticky rozklad (Abiotic degradation)

Hydrolyza jako funkce pH (Hydrolysis as a function of pH )

Metoda: C.7 Abioticky rozklad — Hydrolyza jako funkce Ph (C.7 Degradation — Abiotic
Degradation: Hydrolysis as a Function of pH)

Identicka metoda: OECD No.111: Hydrolysis as a Function of pH
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Princip:

Sterilni vodni pufracni roztoky riznych hodnot pH (pH 4, 7 a 9) se podrobuji chemickému
pusobeni zkuSebni latkou a inkubuji v temnu za regulovanych laboratornich podminek
(pti1 konstantnich teplotach). Po pfislusném casovém intervalu se pufracni roztoky analyzuji
pro piitomnost zkousené latky a produkti hydrolyzy. Latkovou bilanci Ize snadnéji stanovit

u radioizotopové znacenych zkousenych latek (napt. 14C).

Tato zkusebni metoda je navrzZena jako stupnovity pristup. Kazdy stupen zavisi na vysledcich

predchoziho stupné.
Provedeni:

a) PiedbéZzné zkouska (stupen 1)

Predbézna zkouska se provede pfi teploté 50 + 0,5 °C a pii hodnotach pH 4,0; 7,0 a 9,0.
Pokud se po 5 dnech pozoruje stupeni hydrolyzy nizsi nez 10 % (polocas rozkladu pii 25 °C je
vetsi nez 1 rok), povazuje se zkousena latka za hydrolyticky stdlou a obvykle nejsou zadné
zkousky potteba. Je-1i o latce znamo, ze je za teplot béznych v zivotnim prostfedi nestala,
neni pfedbéznd zkouska nutnd. Analytickd metoda musi byt dostatecné presna a citliva

pro zjisténi ubytku pocatecni koncentrace o 10 %.

b) Hydrolyza nestabilnich latek (stupeni 2)

Zkousky vyssiho stupné by se mély provadét pii hodnotach pH, pfi kterych bylo na zakladé
piedbézné zkousky zjiSténo, Ze je zkouSena latka nestala. Pufracni roztoky zkouSenych latek
by se mély piechovavat v termostatech pfi zvolenych teplotach. Pro zkouSku reakce prvniho
fadu by se mél kazdy reakeéni roztok analyzovat v Casovych intervalech, které davaji
minimaln¢ Sest bodt obvykle mezi 10 % a 90 % hydrolyzy zkousené latky. Mély by se
odebrat jednotlivé paralelni zkuSebni vzorky (miniméln€ dva vzorky obsazené v oddélenych
reakénich naddobach) a jejich obsah by se mél pii kazdém z minimalné€ Sesti odbérit vzorka
analyzovat (pro ziskdni minimdlné dvanécti paralelnich bodil). Na konci zkouSky vyssiho
stupné (tj. bud’ pii dosazeni 90 % hydrolyzy, nebo po 30 dnech) by se mély provést zkousky
potvrzeni sterility. Pokud vSak neni pozorovan Zadny rozklad (tj. pfeména), nepovazuji se

zkousky sterility za nutné.
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¢) Urcéeni produkti hydrolyzy (stupen 3)

Vsechny dulezité produkty hydrolyzy, alespon ty, které predstavuji vice nez 10 % aplikované
davky, by se mély identifikovat pomoci ptislusnych analytickych metod.

Pravidla REACH

Studii neni nutné proveést, je-li latka
e snadno biologicky rozloZitelna nebo
® Ve vodé vysoce nerozpustna.

Urdeni produkti rozkladu (Identification of degradation products)

Pravidla REACH

Neni-li latka snadno biologicky rozlozitelna, zkouska se neprovadi.

Osud a chovani v Zivotnim prostredi

Screening adsorpce nebo desorpce (Adsorption/desorption screening)

Metoda: C.19 Odhad adsorpcniho koeficientu Koy pro pudy a Cistirenské kaly pomoci
vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) (C.19 Estimation of the Adsorption
Coefficient (Koc) on Soil and on Sewage Sludge Using High Performance Liquid
Chromatography (HPLC))

Identicka metoda: OECD No.121: Estimation of the Adsorption Coefficient (Ko) on Soil and
on Sewage Sludge Using High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Princip:

Metoda pouziva k odhadu adsorpéniho koeficientu Koy Vpudé a v Cistirenskych kalech
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Tyto odhady jsou spolehlivéjsi nez odhady
z vypocti metodikou QSAR. Jako metoda odhadu nemiize plné nahradit SarZovitou
rovnovaznou metodu pouzitou v metodé¢ C.18 (Stanoveni adsorpce/desorpce Sarzovitou

rovnovaznou metodou). Odhady Ko, vS§ak mohou byt uzite¢né pro volbu vhodnych parametrii
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pro adsorpcni/desorpéni studie podle zkusebni metody C.18, a to vypoctem Ky (distribu¢niho

koeficientu) nebo K; (Freundlichova adsorpéniho koeficientu).
Provedeni:

HPLC se provadi na analytickych kolonach plnénych komeréné dostupnou kyanopropylovou
stacionarni fazi obsahujici lipofilni a polarni skupiny. Podstata zkuSebni metody je obdobna
jako ve zkusebni metod¢é A.8 (rozdélovaci koeficient, metoda HPLC). Pti prichodu kolonou
s mobilni fazi zkousSend latka interaguje se stacionarni fazi. V duasledku distribuce mezi
mobilni a staciondrni fazi se postup zkouSené¢ latky zpomaluje. Dvoji sloZeni staciondrni faze
S polarnimi a nepolarnimi misty umoziuje interakci polarnich a nepolarnich skupin molekuly
podobné jako v organickém materidlu v ptidé nebo v matrici Cistirenského kalu. To umozituje
stanovit vztah mezi retenénim casem v kolon¢ a adsorpénim koeficientem na organickém

materialu.

pH ma vyznamny vliv na sorpéni chovani zejména u polarnich latek. U zeméd¢€lskych pad
nebo nadrzi s Cistirenskymi kaly se pH normalné pohybuje od pH 5,5 do 7.,5.
U ionizovatelnych latek se ve vhodném pufru provedou dvé zkousky, a to jak s ionizovanou
formou, tak s neionizovanou formou, avSak pouze v piipad¢, Zze v rozmezi pH 5,5 az 7,5 je

ionizovano alespont 10 % zkouSené slouceniny.

Vzhledem k tomu, Ze se k hodnoceni pouZije pouze vztah mezi retenci na kolon¢ HPLC a
adsorpénim koeficientem, neni nutna za4dnd kvantitativni metoda, nybrz pouze stanoveni
reten¢niho Casu. Je-li K dispozici vhodny soubor referen¢nich latek a lze-li uzit standardni
experimentalni podminky, poskytuje metoda rychly a ucinny zptsob odhadu adsorpéniho

koeficientu Kgy.

Pravidla REACH

Studii neni nutné provést, pokud

e na zakladé fyzikalne-chemickych vlastnosti latky Ize predpokladat, Ze ma malou

schopnost adsorpce (napr. latka ma nizky rozdeélovaci koeficient oktanol/voda), nebo

e latka a jeji prislusné produkty rozkladu se rychle rozkladaji.
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Bioakumulace ve vodnich druzich, prednostné u ryb (Bioaccumulation in aquatic

species)

Metoda: C.13 Bioakumulace: Pritokova zkouska na rybach (C.13 Bioconcentration: Flow-
through Fish Test)

Identicka metoda: OECD No0.305: Bioconcentration: Flow-through Fish Test
Princip:

Metoda popisuje postup pro charakterizaci schopnosti latek bioakumulovat se v rybach

za pritokovych (event. semistatickych) podminek.

Biokoncentrace/bioakumulace je narlst koncentrace zkousSené latky v organismu (v jeho

specifikované tkani) nebo na ném vzhledem ke koncentraci zkousené latky v okolnim médiu.

Bioakumulaéni faktor (BCF nebo KB) je koncentrace zkousené latky v rybach nebo na nich
nebo V jejich specifikovanych tkanich (Cr v pg/g (ppm)) délenda koncentraci chemikalie

v okolnim médiu (Cw v pg/ml (ppm)), a to kdykoliv ve fazi ptijmu pfi této zkousce.

Bioakumulaéni faktor v ustaleném stavu (BCFUS nebo KB) se po dlouhou dobu vyrazné

nemeéni; koncentrace zkousené latky v okolnim médiu je po tuto dobu konstantni.
Analyza vzorkli vod a ryb se nej€astéji provadi pomoci radioaktivn€ znacenych latek.

Pravidla REACH

Studii neni nutné provest, pokud

e ma ldatka maly potencial pro bioakumulaci (napt. log Ko/v < 3) nebo maly potencial

proniknout biologickymi membranami nebo
® primad a nepiima expozice vodniho prostredi neni pravdepodobna.

DalSi ___informace o adsorpci____nebo __ desorpci (Further  information

on adsorption/desorption)

Metoda: C.18 Stanoveni adsorpce/desorpce Sarzovitou rovnovaznou metodou (C.18

Adsorption/Desorption Using a Batch Equilibrium Method)
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Identicka metoda: OECD No0.106: Absorption — Desorption Using a Batch Equilibrium
Method

Princip:

a) Nepfimé metoda

Znamé objemy roztoki zkouSené latky isotopové znaCené nebo neznacené, o zndmé
koncentraci, se v 0,01 M CacCl; pfidaji k pudnim vzorkiim o znamé suché hmotnosti, které
byly pfedem uvedeny do rovnovéahy s 0,01 M CaCl,. Smés se ptfiméienou dobu miché. Pidni
suspense se poté oddeli centrifugaci a popiipad¢ zfiltruje a vodna se faze se analyzuje.
Mnozstvi zkouSené latky adsorbované v pudnim vzorku se vypocte z rozdilu mezi pocatecnim

mnozstvim zkousené latky v roztoku a mnozstvim, které v ném zbylo na konci experimentu.

b) Piima metoda

Alternativné lze adsorbované mnozstvi zkouSené latky stanovit také piimo analyzou pidy.
Tato metoda, ktera zahrnuje postupnou extrakci vhodnym rozpousStédlem, se doporucuje
v piipadech, kdy nelze ptfesné stanovit rozdil koncentraci latky v roztocich. Jde naptiklad o
tyto ptipady: adsorpce zkousené latky na sténach zkusebnich nadobek, nestdlost zkouSené
latky vzhledem k délce experimentu, nizkéd adsorpce s malou zménou koncentrace v roztoku a
vysoka adsorpce, jejimz disledkem je nizkd koncentrace, kterou nelze pfesné stanovit.
Pouzije-li se latka isotopové znacend, lze se extrakci pudy vyhnout analyzou padni faze
spalenim a pocitanim scintilaci v roztoku. To je vSak nespecificka technika, kterd nerozlisuje
mezi vychozimi a transforma¢nimi produkty; méla by tedy byt pouzita pouze tehdy, je-li

zkouSena chemicka latka po dobu studie stala.

Pravidla REACH

Studii neni nutné provest, pokud

e [ze na zdkladeé fyzikdalné-chemickych vlastnosti latky predpokladat, Ze ma malou

schopnost adsorpce (napr. latka ma nizky rozdélovaci koeficient oktanol/voda) nebo

e se ldtka a jeji produkty rozkladu rychle rozkladaji.
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DalSi informace o osudu a chovani latky nebo produkti rozkladu (Further information

on the environmental fate and behaviour of the substance and/or degradation products)

Pravidla REACH

Dalsi zkousky navrhne Zadatel o registraci nebo je miize vyzadovat agentura, pokud je nutné
dale zkoumat osuda chovani latky. Vybér vhodnych zkousek zavisi na vysledcich posouzeni

chemické bezpecnosti.

U¢inky na suchozemské organismy (Effects on terrestrial organisms)

Pravidla REACH

Tyto studie neni nutné provést, pokud prima ani neprimd expozice piidniho prostiedi neni
pravdeépodobna. Pri neexistenci udaju o toxicite pro piudni organismy je mozné k posouzeni

nebezpeci pro piidni organismy pouzit metodu rovnovazné distribuce.

Subakutni toxicita u bezobratlych (Short-term toxicity to invertebrates)

U¢inky na pidni mikroorganismy (Effects on soil micro-organisms)

Subakutni toxicita u rostlin (Short-term toxicity to plants)

Zkousky chronické toxicity na bezobratlych (Long-term toxicity testing on

invertebrates)

Zkousky chronické toxicity na rostlinach (Long-term toxicity testing on plants)

Chronicka toxicita u organismu v sedimentu (Long-term toxicity to sediment organisms)

Chronicka nebo _reprodukéni toxicita u ptakia (Long-term or reproductive toxicity to
birds)

Metody zjist’ ovani a analyzy (Methods of Detection and Analysis)

Pravidla REACH

Popis analytickych metod pro prislusné slozky Zivotniho prostredi, u nichz se studie provadély

S vwuzZitim dotycné analytické metody.
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PRAKTICKA CAST
1. Obecny uvod k registraci latky methylethylketoxim
2. Reserse latky
3. UKAZKA DATABAZOVEHO PROSTREDI IUCLID 5
4

Data pouzita pro ukazkovy dossier

V praktické casti prace je feSena modelova registrace latky methylethylketoxim

(butanonoxim).

OBECNY UVOD K NAVRHU REGISTRACE LATKY

Zakladni informace o latce:

Nazev: Methylethylketoxim (Butanonoxim)

Identifikace latky:

Cislo Chemical Abstracts (CAS): 96-29-7
Cislo EINECS: 202-496-6

Identifikaéni ¢islo: 616-014-00-0

Sumarni vzorec: C4HgNO

Molekulova hmotnost: 87

V dobé& zahajeni prace nebyla latka methylethylketoxim registrovana. Byla zvolena jako latka,
kterd je vyuZivana jako soucast natérovych hmot a pro ukazkovou registraci byla zvolena

vyroba ve fiktivni tonazi 1 — 100 tun za rok, tj. zékladni rozsah udajt pro registraci.

Pti ptipravé modelové registratni dokumentace byla nejprve pfipravena literarni reSerSe
dostupnosti dat Kk této latce v oblasti vlastnosti fyzikalné chemickych, toxikologickych a

ekologickych. Cilem reSerSe je usnadnéni ziskani dat do registraéniho dossieru.
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V resersi jsou uvedena data, ktera jsou k dané latce k dispozici spolu se zdrojem, odkud by se

Vv pfipadé pouziti literarnich dat do registracni dokumentace, informace Cerpaly.

Jedna se vesmés o informace starSiho data, u kterych je ptedpoklad, Ze v ptipad¢ testli nejsou
tyto v systému GLP, jak prednostné REACH pozaduje. Proto by v pfipad¢ jejich pouziti byl
potieba odborny posudek.

Vysledkem reserse je tabulka ,,potfeby dat™ poskytuje prehled o tom, zda jsou data dostupna,
pokud ano, zda je to literarni udaj nebo udaj z testli a ktera data nejsou k dispozici vibec a je

tfeba zvazit moznost testovani.
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Tabulka poti‘'eby dat

Typ latky latka -kapalina

Tonaz 1-100 t/rok

CAS 96-29-7

EINECS 202-496-6

Molecular formula

Molecular weigt 87 Harmonizovana klasifikace: ano

Legenda Dohoda SIEF —

OranZové oznacené testy nejsou predmétem sdileni
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FYZIKALNE CHEMICKE VLASTNOSTI

e Typ informace Base set Nalezené udaje L RGO Doporuceni
gislo yp (p¥- VIII) L a reliabilita P
7.1 Stav latky pfi 20 °C + Literarni data PIné pouzitelna data Pro dossier Ize pouzit literarni
a101,2 kPa zdroj nebo vizualni pozorovani
(dolozené protokolem vyrobce)
7.2 Bod tani nebo tuhnuti + Literarni data PIné pouZitelna data Pro dossier Ize pouzit literarni
zdroj
7.3 Bod varu + Literarni data PIné pouzitelna data Pro dossier lze pouZit literarni
zdroj
7.4 Relativni hustota + Literarni data PIné pouzitelna data Pro dossier lze pouZit literarni
zdroj
7.5 Tlak par + Udaje nenalezeny PIné pouzitelna data Pro dossier 1ze pouzit literarni
zdroj
7.6 Povrchové napéti + Udaje nenalezeny Test neni doporucen
nebezpeci aspirace nehrozi.
(Povrchové napéti je kliGové
pro stanoveni potencialniho
nebezpedi aspirace.)
7.7 Rozpustnost ve vodé + Literarni data PIné pouzitelna data Pro dossier Ize pouzit literarni
zdroj
7.8 Rozd€lovaci koeficient + Udaje nenalezeny PIné pouzitelna data Pro dossier lze pouzit literarni
n-oktanol/voda zdroj
7.9 Bod vzplanuti + PIné pouzitelna data Pro dossier lze pouzit literarni
zdroj
7.10 Hoftlavost + Udaje nenalezeny
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7.11

Vybusné vlastnosti

Udaje nenalezeny

Test neni nutné proveést
neobsahujici vybusné skupiny
v molekule

Pro dossier 1ze pouzit literarni
zdroj

7.12 Bod samozapalu Udaje nenalezeny PIné pouzitelna data
7.13 Oxidaéni vlastnosti Udaje nenalezeny
7.14 Granulometrie

Test neni nutné provést
latka je kapalina
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TOXIKOLOGICKE INFORMACE

e Typ informace Base set Nalezené udaje Ronatano sy Doporuceni
gislo yp (p¥. VIII) J a reliabilita P
8.1 Kozni drazdivost nebo Latka nevyhovuje kritériim pro posouzeni, musi se testovat.
ziravost (in vitro)
8.1.1 Kozni drazdivost (in + Udaje nalezeny Nékup od majitele dat
vivo) Dohoda nakup v SIEF
8.2 Oc¢ni drazdivost (in Latka nevyhovuje kritériim pro posouzeni, musi se testovat.
vitro)
8.2.1 O¢ni drazdivost (in + Latka je klasifikovana jako nebezpeéna pro oko. Nakup od majitele dat
vivo) Udaje nalezeny Dohoda nakup v SIEF
8.3 Senzibilizace kuze + Latka je klasifikovana jako senzibilizujici Nakup od majitele dat
Udaje nalezeny Dohoda nakup v SIEF
8.4 Mutagenita
8.4.1 In vitro studie tykajici + Literarni data Pfed navrhem testu posoudit Neni testem na obratlovci

se genové mutace u
bakterii

Ames test

data in vivo

nemusi byt povinn¢ sdilen

Nutno vyhledat a posoudit
jednotlivé ¢lanky poptipadé
primarni prameny, na zakladé
posouzeni rozhodnout o
dal§im postupu
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8.4.3

Udaje nalezeny

Pfed navrhem testu posoudit
data in vivo

Pro dossier jsou predepsany
dva testy mutagenity

Neni testem na obratlovci
nemusi byt povinné sdilen

Nékup od majitele dat
Dohoda nakup v SIEF

In vitro studie tykajici
se genetické mutace na
bunkach savctu

(24

Udaje nenalezeny — test podminén vysledky testu
8.41a84.2

Neni testem na obratlovci
nemusi byt povinné sdilen

Pokud jsou vysledky testd
8.4.1 a testu 8.4.2 negativni je
potieba provést tento test.

8.5

AKkutni toxicita

8.5.1

Orélni cestou

Literarni data, zadna nejsou pod GLP

Nutno vyhledat a posoudit
Clanek poptipadé ziskat
primarni pramen.

Pokud nepijdou pouzit
literarni data
Dohoda nakup v SIEF

8.5.2

Inhalaci

()

Literarni data, zddna nejsou pod GLP

Inhalace mtize byt cestou
expozice

Pokud neptjdou pouzit
literarni data
Dohoda nakup v SIEF

8.5.3

Dermalni cestou

Literarni data, Zadna nejsou pod GLP

Pokud neptjdou pouzit
literarni data
Dohoda nakup v SIEF
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8.6 Toxicita po opakovanych davkach
8.6.1 | Studie subakutni toxicity + Udaje nalezeny Dohoda nakup v SIEF
po opakovanych davkach Test neni nutny pokud bude
(28 dnt) 90 denni test nebo chronicka
studie
8.6.2 Studie subchronické Literarni data nalezena Neni povinnym base set
toxicity (90dnt) testem
Nutno vyhledat primarni
¢lanky, popiipadé studie a na
jejich posouzeni rozhodnout
o dal$im postupu
8.7 Reprodukéni toxicita
8.7.1 Posouzeni + Literarni daje k dispozici dvougenera¢ni
rozvojové/reprodukéni studie toxicity
toxicity
nakup dat v SIEF
Je-li predpoklad, Ze je
latka toxicka pro
reprodukci navrhnout
rovnou misto skriningu
studii 8.7.2 nebo 8.7.3
8.8 Toxikokinetika
8.8.1 Posouzeni + Literarni udaje Vyhodnoceni toxikokinetiky
toxikokinetického se provadi az po ziskani

chovani latky

vSech dat do dosiieru a pouze
do té miry do jaké to data
umoziuji
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{0 Typ informace Base set Nalezené udaje Ronatano sy Doporuceni
gislo yp (p¥- VIII) J a reliabilita P
9.1 Toxicita pro vodni prostitedi
9.1.1 Zkousky subakutni + Literarni data Neni testem na obratlovci
toxicity na Data nalezeny — majitel nemusi byt povinné sdilen
bezobratlych
czobratiyc Bude potieba vyhledat tyto
(Daphnia) L, . :
primarni zdroje, posoudit a
poté rozhodnout o dal$im
postupu
9.1.2 Studie inhibice ristu + Data nenalezeny Neni testem na obratlovci
vodnich rostlin (fasy) nemusi byt povinné sdilen
9.1.3 Studie subakutni + Literarni data Bude potieba vyhledat tyto
toxicity na rybach Data nalezeny — majitel primarni zdroje, posoudit a
poté rozhodnout o dal$im
postupu
Pokud nebudou literarni
zdroje pouzitelné
Dohoda — nakup v SIEF
9.14 Studie inhibice + Pokud latka nepronika do

respirace
aktivovaného kalu

Cistiren odpadnich vod neni
test nutny.
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9.3

9.221

E-

9.2 Rozklad
921 Bioticky
9.21.1 Snadna biologicka + Data k dispozici Nutné provést posouzeni
rozlozitelnost eventuelné nakup u majitele
Dohoda v SIEF ?
9.2.2 Abioticky
+

Osud a chovani v Zivotnim prosti-edi

+

nutnost testu nelze vyloudit

posoudit potfebu dat,
popiipadé test.
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Pti prizkumu a vyhledavéani dostupnych dat bylo zjisténo, ze k latce existuje dataset [UCLID

4, coz znamenad, ze latka jiz byla nékdy v minulosti registrovana podle smérnice 67/548/EHS.

Znamena to, ze puvodni registrant jiz jednou shromazdil a zpracoval data, které odevzdal
svému narodnimu organu a k endpointim, které¢ byly pozadovany pro registraci podle

smérnice 67/548/EHS, existuji souhrny studii.

Dataset [IUCLID byl vydan 19. tinora 2000. Latka byla ve starém systému registrovana pied
vice nez 10 lety, a je tedy mozné tyto udaje ziskat dotazem u agentury ECHA, budou voln¢
dostupné a pouzitelné. V opacném piipadé, pokud Ilhiita neprobéhla, pfedda agentura
potencidlnimu registrantovi kontakt na hlavniho registranta, s kterym se lze domluvit bud’
na cen¢ pii predani testll k obratlovelim, nebo na cené za pristupovy kli¢ k jiz zaregistrované

latce.

Aby mohla byt latka registrovana, muselo dojit v pfedepsaném terminu k pteregistraci. Kazdy
registrant, ktery pteregistroval, ziska pfistup do SIEF (sdruzeni pfedregistrantll) a ma moznost
zjistit, které firmy maji zamér danou latku registrovat, kdo je koordinatorem registracniho

procesu (faciliator), poptipadé zda jiz byl jmenovan hlavni registrant.

Pro potieby prace neni mozné tyto udaje zjistit, protoze do syst¢tmu REACH IT (elektronicky
systém pro komunikaci s agenturou ECHA) se nelze pftihlésit z cvicnych diivodd, to miize

pouze skute¢ny vyrobce nebo dovozce.

Modelova registrace pfedpokladd, Ze registrant sam zpracovava dokumentaci. Byly k tomu
pouzity data z volné ptistupného IUCLIDU 4, ten v dobé, kdy byl pouzivan nemél tak

rozsahlé pozadavky na data jako ma [TUCLID 6 pouzivany v sou¢asnosti.

Pokud by registrant chtél pouzit data zregistrace podle pivodniho systému (smérnice
67/548/EHS) musel by poZzadat agenturu ECHA, ktera by zprostfedkovala pfedani piivodnich
jiz volné dostupnych testl. U modelové registrace v této praci to nebylo mozné, autor neni
registrant a nemtiZe si od agentury vyzadat oficialni primarni data, proto byly do ukézkového

dossier pouzity pouze voln¢ dostupna data.

Soucasti registratni dokumentace pro tonaz 1-100 tun je i zprava o chemické bezpecnosti,
tu v pfipadé¢ modelové registrace nelze udé€lat, protoZe je navazéna na kompletné vyplnény
dossier a fadu udaju, které nejsou volné dostupné a piti skutené registraci by byly predmétem

finan¢niho vyrovnani.
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Rovnéz je velmi obtizné, odhadnout finan¢ni ndro¢nost registrace latky pii dané tonazi. Cenu
bude ovliviiovat celd fada faktort. Predev§im spolupréace registrantti, sdileni nakladii na testy
(¢im vice registrantd, tim niz8i podil kazdého z nich bude). Pokud by se v tomto piipadé
ziskaly udaje ze studii zdarma, protoze doba, kdy jsou chranény autorskymi pravy,
jiz uplynula, je potieba pocitat s ndklady na odborné posouzeni, staré testy nemusi spliiovat

vSechna pozadovana kritéria.

Préace byla zahajena v dob¢, kdy bylo mozné podat samostatnou registraci, tj pokud by se nas
hypoteticky registrant nedohodl s ostatnimi (divodem nedohody mohla byt i cena), maze si
vSe, s vyjimkou testli na obratlovcich, ud€lat sdm, popiipadé si sam zadat potfebné testy.
U testl na obratlovcich musi dojit k dohod¢ s hlavnim registrantem a tyto testy nebo pfistup
K nim, protoze je nelze podle pravidel REACH opakovat, by bylo nutné od hlavniho

registranta zakoupit.

V prubéhu zpracovani praktické C¢asti prace doslo v legislativé k nékolika vyznamnym
zméndm. Od roku 2016 jiz neni mozné podat samostanou registraci latky. A rovnéz doslo

k vyvoji prostiedi, ve kterém se data zpracovavaji a v soucasné dobé¢ je platna verze databaze

IUCLID 6.

Prace byla v té dobé ve své praktické ¢asti zpracovani ukazkové registratni dokumentace
dokoncena a to v IUCLIDU 5. Po prozkoumani podminek pfechodu na vyssi verzi [IUCLID 6
jsem se rozhodl nechat dokumentaci v puvodni verzi. IUCLID 6 ma jiné naroky

na zpracovani dat uvniti databdze a prakticky by to znamenalo celou praci predélat.
Pokud by m¢lo v soucasné dobé dojit k registraci latky, byl by postup nasledujici:

1. V piipadé, Ze by latka byla predregistrovana musel by potencidlni registrant zjistit,
kdo je hlavnim registrantem dané latky. Toto lze zjistit ze seznamu hlavnich
registrantl na strankdch ECHA. Od hlavniho registranta je pak potieba zjistit
podminky shodnosti latky, kterou chci registrovat s latkou, kterd je jiZ registrovana.
Pokud jsou obé latky shodné, I1ze od hlavniho registranta zakoupit LoA (pfistup k jiz
odevzdanym registracnim datiim). Dulezité¢ je v tomto ptfipadé Cislo predregistrace,

bez n¢ho nelze registrovat.

2. V piipadé Ze latka pfedregistrovana nebyla, musi se nejprve dle pozadavka provést

analytické testy latky. Ty se pak pouziji pii sestaveni inquiry dosieru, tj dodazu
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na stranky ECHA, zda latka jiz byla registrovana. Pokud ano, pfid¢li ECHA latce
inquiry ¢islo a sdé€li totoznost hlavniho registranta. Nasleduje dohoda o koupi LoA.
Bez Cisla inquiry nelze registrovat, 1 kdyby registrant totoznost hlavniho registranta

znal doptedu.

3. V obou ptipadech, jakmile registrant ziska LoA, zpracuje v databazi [UCLID 6 udaje,
které se vztahuji k podani dokumentace ¢lena spolecného podani (maly dosier) a poda

registraci s pfistupovym kodel LoA agentufe ECHA.

4. 'V ramci kompletni dokumentace Ize zakoupit i ptistup ke zpravé o chemické

bezpecnosti.
5. Po prijeti dokumentu agenturou ECHA obdrzi registrant registracni ¢islo.

V dobé dokonceni prace je latka jiz registrovana. V dokumentaci na strankach ECHA je

uvedeno celkem 14 registrantii. (Jeden hlavni registrant a 13 ¢lent spoleéného podani).

Latka je jiz registrovana pro nasledujici uréena pouziti:

vlastni vyroba latky,

e pouziti jako meziprodukt,

e vyroba kapalnych natérovych hmot,

e obecné vyroba smési (natéry a barvy, fedidla, odstraiiovace natéri),

e prumyslova aplikace natért,

e vyroba specidlnich chemikalii,

vyroba polymernich ptipravki a latek.

Autor prace neni registrant, proto je ukazkova registrace latky Methylethylketoxim pouze

modelova a pro redlnou registraci nepouzitelna, ta by se feSila zakoupenim ptistupu LOA.

Pro modelovou ukazku rovnéz nebylo mozné pouzit jiz zvefejnéna registracni data
na strankach agentury ECHA, ty jsou majetkem registrantii a volné¢ s nimi nelze nakladat.
Agentura vyslovné uvadi, Ze nesmi byt pouzita k nové registraci bez finan¢niho vyrovnani

s majiteli dat.
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RESERSE LATKY

Vyhledani zdroju dat pro registraci latky Ethylmethylketoxim (Butanonoxim)

Strukturni vzorec:

Harmonizovana klasifikace:

Indexové ¢&islo: 616-014-00-0

Dle Naftizeni ES 1272/2008

~ N

"OH

Klasifikace H.-véta vysvétlivka
Carc. 2 H351 Carc. 2 Karcinogenita, kategorie 2
H351 Podezteni na vyvolani rakoviny
Acute Tox. 4 |H312 Acute Tox. 4 Akutni toxicita (dermalni), kategorie 4
H312 Zdravi skodlivy pfi styku s kuzi.
Eye Dam. 1 H318 Eye Dam. 1 Véazné poskozeni o¢i / podrazdéni oci, kategorie 1
H318 Zpisobuje vazné poskozeni oci.
Skin Sens. 1 H317 Skin Sens. 1 Senzibilizace kiize, kategorie 1
H317 Muize vyvolat alergickou kozni reakci.
Znaceni:

Vystrazny symbol nebezpeénosti:

&

Signalni slovo

Nebezpeci

Standardni véty o nebezpecnosti:

Podezieni na vyvolani rakoviny
Zdravi skodlivy pfi styku s kiizi.
Zpusobuje vazné poskozeni oci

Muze vyvolat alergickou kozni reakci.

Pokyny pro bezpecné zachazeni:

Uchovavejte mimo dosah déti.

Nevdechujte mlhu/pary/aerosoly.

PRI ZASAZENI OCI: Ngkolik minut opatrné vyplachujte
vodou. Vyjméte kontaktni ¢o¢ky, jsou-li nasazeny, a pokud je
1ze vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

Pouzivejte ochranné rukavice, ochranny odév, ochranné bryle.
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FYZIKALNE CHEMICKE VLASTNOSTI

STAV LATKY PRI 20 °C a 103,1 kPa
Kapalina.

Primarni zdroj: bezpecnostni list firmy Henkel
Sekundarni zdroj: neuveden

BOD TANi / TUHNUTI

Studie: Melting/Freezing point

Hodnota: = -20 °C

Rozklad: ne

Primarni zdroj: BASF AG, Sicherheitsdatenblatt Luaktin M (04/90)
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

BOD VARU

Studie: Boiling Point

Hodnota: 152 °C pii 1013 hPa

Poznamka: Decomposition will occur above 100 °C. When heated, decomposition will be
promoted by contamination with acids and metals

Primarni zdroj: Federal Register (USA) 1986. Vol 51, no 220, Friday, November 14th.
Sekundarni zdroj: IUCLID

RELATIVNI HUSTOTA

Studie: Relative density

Hodnota: 0,915 g/cm?® pii 20 °C

Primarni zdroj. BASF AG, Sicherheitsdatenblatt Luaktin M (04/90)
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

TLAK PAR

Studie: Vapour pressure

Hodnota: 3,5 hPa pti 20 °C

Primarni zdroj: BASF AG, Sicherheitsdatenblatt Luaktin M (04/90)
Sekundarni zdroj:. IUCLID

Studie: Vapour pressure

Hodnota: 13,3 hPa pii 50 °C

Primdrni zdroj: DSM Material Safety Data Sheet
Sekundarni zdroj: IUCLID

POVRCHOVE NAPETI

Studie: Surface Tension

Hodnota: Data nenalezena
Poznamka: Test neni nutné provést.
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ROZPUSTNOST VE VODE
Studie: Water Solubility

Hodnota: 100 g/l p#i 20 °C

pH: 6,5 (roztok 114 g/l pii 20 °C)
Primarni zdroj.

DSM Special Products B.V. Geleen
Sekundarni zdroj. \UCLID

Studie: Water Solubility

Hodnota: 100 g/1 pti 20 °C,

Pozndamka: pH 6,5 (roztok 114 g/l pti 20 °C)
Primarni zdroj: DSM Special Products B.V. Geleen
Sekundarni zdroj: IUCLID

ROZDELOVACI KOEFICIENT N-OKTANOL/VODA

Studie: Partition coefficient

Vysledek: 0.59 pii 20 °C

Primdrni zdroj: SERVO DELDEN BV DELDEN DSM Special Products B.V. Geleen

Studie: Partition coefficient

Vysledek: 0.65 pii 25 °C

Methoda: OECD Guide—line 107 "Partition Coefficient (n—octanol/water), Flask—shaking
Method"

Primarni zdroj: BASF AG. Aalytisches Labor, unpublish data (J.Nr. 101219 10/10/1988).
DSM Special Products B.V. Geleen

BOD VZPLANUTI

Studie: Flash Point

Hodnota: 62 °C (uzavieny kelimek)

Primarni zdroj: SERVO DELDEN BV DELDEN DSM Special Products B.V. Geleen BASF
AG, Sicherheitsdatenblatt Luaktin M

Sekundarni zdroj: IUCLID 4

HORLAVOST

Typ: Flammability

Vysledek: neni hotlavy

Primarni zdroj: SERVO DELDEN BV DELDEN DSM Special Products B.V. Geleen
Sekundadrni zdroj: IUCLID 4

VYBUSNE VLASTNOSTI

Studie: Explosive Properties

Vysledek: nema vybusné vlastnosti

Pozndmka: Explosion Limits in air: 3,1 — 50 Volume % at 60 °C and 1013 hPa.

Primarni zdroj: SERVO DELDEN BV DELDEN DSM Special Products B.V. Geleen BASF
AG Safety Data Sheet.

Sekundadrni zdroj: IUCLID 4
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TEPLOTA SAMOVZNICEN{

Studie: Self-ignition temperature

Vysledek: 315 °C pii 1013 hPa

Primarni zdroj: SERVO DELDEN BV DELDEN DSM Special Products B.V. Geleen
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

OXIDACNI VLASTNOSTI

Studie: Oxidizing Properties

Vysledek: nema oxidacni vlastnosti

Primarni zdroj.: SERVO DELDEN BV DELDEN DSM Special Products B.V. Geleen
Sekundarni zdroj. \UCLID 4

GRANULOMETRIE

Studie: Granulometry

Vysledek: Data nenalezena.

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok.

STABILITA V ORGANICKYCH ROZPOUSTEDLECH A IDENTIFIKACE
PRIPADNYCH ROZKLADNYCH PRODUKTU

(neni nutné pro tondz do 100 tun)

Studie: Stability in organic solvents and identity,

Vysledek: Data nenalezena.

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok.

DISOCIACNI KONSTANTA

(neni nutné pro tondz do 100 tun)

Studie: Dissociation constant

Vysledek: Data nenalezena.

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok.

VISKOZITA

(neni nutné pro tondz do 100 tun)
Studie: Viscosity

Vysledek: Data nenalezena.
Poznamka: Test neni nutné proveést.
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TOXIKOLOGICKE VLASTNOSTI

KOZNI DRAZDIVOST NEBO ZIRAVOST

KOZNI DRAZDIVOST IN VIVO

Studie: Skin Irritation

Druh: Kralik

Vysledek: slab¢ drazdivy

Klasifikace EU: drazdivy

Metoda: ostatni

Rok: 1989 GLP: ne

Poznamka: Probably according to USA guidelines so 24 hour exposure of skin instead of 4
hours in EC.

Primarni zdroj: Allied Corporation 1989. The toxicology of MEKO, a summary and position
statement, report no MA—224-82-28, prepared by M.J. Derelanko and W.E. Rinehart, Allied
USA.

Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Skin Irritation

Druh: Kralik

Vysledek: nedrazdivy

Metoda: ostatni

Rok: 1971 GLP: ne

Primarni zdroj. BASF Toxicology Department. Unpublished results 9/11/1971.
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Skin Irritation

Druh: Kralik

Vysledek: slab¢ drazdivy

Klasifikace EU: nedrazdivy

Metoda: ostatni

Rok: 1978 GLP: ne

Primdrni zdroj. Study from 1978, TSCATS fiche OTS0524679
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Skin Irritation

Druh: Kralik

Vysledek: slab¢ drazdivy

Klasifikace EU: drazdivy

Metoda: Draize Test

Rok: GLP: ne

Primarni zdroj: Study from 1978, TSCATS fiche OTS0524679
Sekundadrni zdroj: IUCLID 4
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Studie: Skin Irritation

Druh: Kralik

Vysledek: slab¢ drazdivy

Klasifikace EU: drazdivy

Metoda: ostatni

Rok: 1989 GLP: ne

Poznamka: Probably according to USA guidelines so 24 hour exposure of skin instead of 4
hours in EC.

Primarni zdroj: Allied Corporation 1989. The toxicology of MEKO, a summary and position
statement, report no MA-224-82-28, prepared by M.J. Derelanko and W.E. Rinehart, Allied
USA.

Sekundarni zdroj. \UCLID 4

Studie: Skin Irritation

Druh: Kralik

Vysledek: nedrazdivy

Klasifikace EU: ne

Metoda: ostatni: BASF test

Rok: 1971 GLP: ne

Primarni zdroj: BASF AG: Abt. Toxikologie, unveroeffentlichte Untersuchung, (XXI 168),
09.11.1971.

Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: SKin Irritation

Druh: Potkan

Vysledek: drazdivy

Klasifikace EU: drazdivy

Metoda: ostatni

Rok: 1988 GLP: ne

Pozndmka: Probably 24 hours exposure.

Primdrni zdroj: SERVO DELDEN BV DELDEN DSM Special Products B.V. Geleen
Federal Register USA (1988) 53, 178, 35838—-35846.

Sekundadrni zdroj: IUCLID 4

OCNIi DRAZDIVOST

OCNI DRAZDIVOST IN VIVO

Studie: In vivo Eye Irritation

Druh: Kralik

Vysledek: vysoce drazdivy

Klasifikace EU: drazdivy

Metoda: ostatni

Rok: 1989 GLP: ne

Primarni zdroj: SERVO DELDEN BV DELDEN DSM Special Products B.V. Geleen Allied
Corporation 1989. The toxicology of MEKO, a summary and statement, report no MA-224—
82-28, prepared by M.J. Derelanko and W.E. Rinehart, Allied USA.

Sekundadrni zdroj: IUCLID 4
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Studie: Eye Irritation

Druh: kralik

Vysledek: drazdi

Klasifikace EU: drazdivy

Metoda: ostatni

Rok: 1971 GLP: ne

Poznamka: BASF in house test.

Primarni zdroj: BASF Toxicology Department. Unpublished results 9/11/1971.
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Eye Irritation

Druh: kralik

Vysledek: vysoce drazdi

Klasifikace EU: drazdivy

Metoda: ostatni

Rok: 1963 GLP: ne

Poznamka:

Primadrni zdroj: Study from 1963, TSCATS fiche OTS0524693
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

SENZIBILIZACE

Studie: Skin Sensation (Guinea pig maximization test)

Druh: morce

Vysledek: senzibilizujici

Klasifikace EU: senzibilizujici

Metoda: Directive 84/449/EEC, B.6 "Acute toxicity (skin sensitization)"

Rok: 1990 GLP: ne

Primarni zdroj: RCC NOTOX project 018990 (1990). Committed by DSM Special Products.
Sekunddrni zdroj: \UCLID 4

Studie: Skin Sensation Guinea pig maximization test

Druh: morce

Vysledek: senzibilizujici

Klasifikace EU: senzibilizujici

Metoda: Directive 84/449/EEC, B.6 "Acute toxicity (skin sensitization)"
Rok: 1983 GLP: ano

Primdrni zdroj: GLP—study from 1983, TSCATS fiche OTS0524684
Sekundadrni zdroj: IUCLID 4

MUTAGENITA
IN VITRO TEST GENOVYCH MUTACI NA BAKTERIICH

Studie: Ames test

Druh: Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA 2637 and E. Coli uvra/pKM101
Metabolickd activace: with and without

Vysledek: negativni
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Metoda: Ames test

Rok: 1986 GLP: ne

Primarni zdroj: Araki, A. et al (1986). Mutagenicities of oxime compounds in S.typh. and E.
coli, Mutation Research, 164, 4, 263.

Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Mouse lymphoma assay

Testovaci systém: Mouse lymphoma L5178Y TK+/—, Concentration: up to 5 mg/pl
Metabolickd activace: with and without

Vysledek: negativni

Metoda: ostatni

Rok: 1988 GLP: ne

Primarni zdroj: Rogers—back, A.M., et al (1988). Genotoxicity of six oxime compounds in
the S. typh assay and the mouse lymphoma TK +/— assay, Mutation Research, 204, 149-162.
Sekunddrni zdroj: IUCLID 4

Studie: Sister chromatid exchange assay

Testovaci systém: Chinese hamster (CHO) cells, Concentration: tot 1%

Metabolickd activace: neuvedeno

Vysledek: negativni

Metoda: ostatni

Rok: GLP:

Primarni zdroj: Spahn, M.C. et al., Evaluation of methyl ethyl ketoxim (MEKO) in the sister
chromatid exchange (SCE) test: in vitro results in Chinese hamster ovary (CHO) cells.,
AlleidSignal report no. MA-224-82-6, 1983.

Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Unscheduled DNA synthesis

Testovaci systém.: -

Metabolicka activace: neuvedeno

Vysledek: negativni

Metoda: ostatni

Rok:  GLP: ano

Primdrni zdroj: Unscheduled DNA Synthesis Assay. Study performed by Microbiological
Associates, Inc., Rockville, Maryland USA.

Sekundadrni zdroj: IUCLID 4

IN_VITRO CYTOGENETICKA STUDIE NA SAVCICH BUNKACH NEBO
MIKRONUKLEARNI

(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: In vitro cytogenetic study in mammalian cells or in vitro micronucleus study
Vysledek: Data nenalezena.

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok.

N0.473: In vitro Mammalian Chromosome Aberration Test
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IN VITRO STUDIE GENOVYCH MUTACI NA SAVCiCH BUNKACH
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: In vitro gene mutation study in mammalian cells

Vysledek: Data nenalezena.

Pozndamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok.

IN VIVO STUDIE MUTAGENITY

(neni nutny pro tonaz do 100 tun)

Studie: Cytogenetic assay

Typ:

Zivocisny druh: Krysa Pohlavi: samec/samice

Davky: Single dose: 300, 600, 1200 mg/kg

Vysledek:

Metoda: ostatni

Rok: 1990 GLP: ano

Primdrni zdroj: Acute in—vivo cytogenetics assay in rats. MBA study T9293.105009
(1990). Test performed by Microbiological Associates Inc., Bethesda, Maryland USA.
Committed by USA producers and importers of MEKO, in regard of EPA final test rule under
TSCA.

Sekunddarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Cytogenetic assay

1:yI01

Zivocisny druh: Drosophila melanogaster Pohlavi:

Davky: 7500 ppm

Route of admin.: drinking water

Exposure period: 3 days

Vysledek: 1t is concluded that MEKO does not induce mutations in the post-meiotic germ
cells of Drosophila melanogaster when administered by feeding to adult males.

Metoda: ostatni

Rok: 1991 GLP: ano

Poznamka:

Primarni zdroj: Sex-linked recessive lethal test. Report no. T9293.160003 (1991) Test
performed by University of Wisconsin, Madison USA.

Sekunddrni zdroj: IUCLID 4

Studie: Cytogenetic assay

Typ:

Zivocisny druh: potkan Pohlavi: samec/samice

Davky: 300, 600, 1200 mg/kg

Route of admin.: drinking water

Exposure period: 1 day

Vysledek: The results of the assay indicate that under the conditions described in the report,
2—Butanonoxim did not induce chromosomal aberrations in bone marrow cells of male or
female rats.

Metoda: ostatni
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Rok: 1990 GLP: ne

Primarni zdroj: Test performed by Microbiological Associates, Inc. Bethesda, Maryland
USA

Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Cytogenetic assay

'I:yp:

Zivocisny druh: potkan Pohlavi: samec/samice

Davky: Single dose 300, 600, 1200 mg/kg

Vysledek: The high dose was set as the MTD. Bone marrow cells, arrested in metaphase and
collected 6, 24, 48 hours after dosing, were examined microscopically for structural
chromosome aberrations. No significant effects were seen, regardless of treatment or bone
marrow collection time.

Metoda: ostatni

Rok: 1990 GLP: ano

Primarni zdroj: Microbiological Associations USA (1990). Acute in-vivo cytogenetics
assay in rats. MBA study T9293.105009. Committed by USA producers and importers of
MEKO, in regard of EPA final test rule under TSCA.

Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Micronucleus assay

Typ:

Zivolisny druh: mys Pohlavi:

Davky:

Vysledek: The National Toxicology Program annual plan for fiscal year 1994 indicates an in—
vivo micronucleus test was completed on MEKO in 1993. The results of this test are indicated
as negative suggesting that MEKO did not cause an increase in micronuclei in either
peripheral blood or bone marrow cells.

Metoda: ostatni

Rok: 1993 GLP: ne

Primarni zdroj: United States National Toxicology Program, Public Health Service,
Department of Health and Human Services, United States of America, (unpublished findings)
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

AKUTNI TOXICITA

ORALNI CESTOU

Studie: Acute Oral Toxicity

Zivo&isny druh: Krysa

Hodnota: LD50 = 2528 mg/kg zivé vahy

Metoda: ostatni

Rok: 1971 GLP: ne

Primarni zdroj. BASF Toxicology Department. Unpublished results 9/11/71.
Sekundarni zdroj: IUCLID 4
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Studie: Acute Oral Toxicity

Zivo&isny druh: Krysa

Hodnota: LD50 = 2326 mg/kg Zivé vahy

Metoda: ostatni

Rok: 1978 GLP: ne

Primarni zdroj: Study from 1978, TSCATS fiche OTS0524679
Sekundarni zdroj. \UCLID 4

Studie: Acute Oral Toxicity

Zivo&isny druh: Krysa

Hodnota: LD50 = 3700 mg/kg Zivé vahy

Metoda: ostatni

Rok: GLP: ne

Primarni zdroj: Product safety data sheet methylethylketoxime, Allied Signal USA,
September 1990

Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Acute Oral Toxicity

Zivo&isny druh: Krysa

Hodnota: LD50 = 930 mg/kg Zivé vahy

Metoda: ostatni

Rok: 1986 GLP: ne

Primarni zdroj. Federal Register USA (1986) 51, 220, 41430-41432. Methyl ethyl
ketonoxime.

Sekundarni zdroj: IUCLID 4

INHALACNI CESTOU

Studie: Acute Inhalation Toxicity

Zivo&isny druh: Krysa

Hodnota: LCO = 3-4 mg/l/4 hour

Metoda: ostatni

Rok: 1986 GLP: ne

Primadrni zdroj: BASF Toxicology Department. Unpublished results 9/11/71.
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Acute Inhalation Toxicity

Zivo&isny druh: Krysa

Hodnota: LC100 = 5000 ppm/4 hour

Metoda: ostatni

Rok: 1965 GLP: ne

Primdrni zdroj: Study from 1965, TSCATS fiche OTS0524695
Sekundadrni zdroj: IUCLID 4
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Studie: Acute Inhalation Toxicity

Zivo&isny druh: Krysa

Hodnota: LC50 = 20 mg/l/4 hour

Metoda: ostatni

Rok: 1986 GLP: ne

Primarni zdroj: Federal register USA (1986) 51, 220, 41430-41432. methylethyl ketonoxime.
Sekundarni zdroj. \UCLID 4

Studie: Acute Inhalation Toxicity

Zivo&isny druh: Krysa

Hodnota: - /8 hour

Metoda: ostatni

Rok: 1971 GLP: ne

Primarni zdroj: BASF Toxicology Department. Unpublished results 9/11/1971.
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

DERMALNI CESTOU

Studie: Acute Dermal Toxicity

Zivo&isny druh: kralik

Hodnota: LD50 = 1000 — 2000 mg/kg

Metoda: ostatni

Rok:  GLP: ne

Primdrni zdroj: SERVO DELDEN BV DELDEN
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

TOXICITA PRI OPAKOVANE DAVCE
Kratkodob4 toxicita pii opakované davce (28 denni)
Studie: Repeated Dose Toxicity
Zivo&isny druh: Krysa
Expozice: inhalation, 28 days
Davka: 0.21, 1.02, 1.92, 2.57 mg/I

frekvence podavani: 6 hod/den and 5 dni/tyden

Kontrolni skupina: ano
Metoda: ostatni
Vysledek: NOAEL: =1.02 mg/I

LOAEL: =1.92 mg/l

Rok: 1989 GLP: ne
Primadrni zdroj. Allied Corporation 1989. The toxicology of MEKO, a summary and position
statement, report no MA-224-82-28, prepared by M.J. Derelanko and W.E. Rinehart, Allied
USA.
Sekundadrni zdroj: IUCLID 4

Studie: Repeated Dose Toxicity
Zivo&isny druh: Krysa
Expozice: inhalation, 28 days
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Davka: 25, 100, 400 ppm

frekvence podavani: 6 hod/den a 5 dni/tyden

Kontrolni skupina: ano
Metoda: ostatni
Vysledek: NOAEL: =25 ppm

LOAEL: =100 ppm

Rok: 1990 GLP: ano
Primarni zdroj: Study performed by Bio/dynamics Inc., East Millstone, New Jersey, USA
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

ZKOUSKA SUBCHRONICKE TOXICITY (90 DENNI)
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN, ALE LZE POUZIT MISTO 28 DENNI
POKUD JE K DISPOZICI)
Studie: Repeated Dose Toxicity
Zivo&isny druh: Krysa Pohlavi: samec/samice
Expozice: oralni, 13 week
Davka: 25, 75, 225 mg/kg/day

frekvence podavani: 5 dni/tyden

Kontrolni skupina: ano
Metoda: ostatni
Vysledek: NOAEL: = <25 mg/kg

LOAEL: = 25 mg/kg

Rok: 1986 GLP: ano
Primarni zdroj: Allied Corporation 1989. The toxicology of MEKO, a summary and position
statement, report no MA—224-82-28, prepared by M.J. Derelanko and W.E. Rinehart, Allied
USA.
Sekundadrni zdroj: IUCLID 4

Studie: Repeated Dose Toxicity
Zivocisny druh: Krysa Pohlavi: samec/samice
Expozice: oralni, 13 week
Davka: 40, 125, 400 mg/kg/day

frekvence podavani: 5 dni/tyden

Kontrolni skupina: ano
Metoda: ostatni
Vysledek: NOAEL: = <40 mg/kg

LOAEL: = 40 mg/kg

Rok: 1991 GLP: ano
Primdrni zdroj. Hazleton Washington USA, (1991). Subchronic neurotoxicity study with
MEKO in rats (HWA 2088-109). Committed by USA producers and importers of MEKO, in
regard of EPA final test rule under TSCA.
Sekundadrni zdroj: IUCLID 4
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DLOUHODOBA ZKOUSKA CHRONICKE TOXICITY (> 12 MESICU)
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Long-term repeated toxicity study

Vysledek: Data nenalezena.

Pozndamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok.

REPRODUKCNI TOXICITA

POSOUZEN{ REPRODUKCNI/VYVOJOVE TOXICITY
Studie: Screening for reproductive/developmental toxicity
Vysledek: Data nenalezena.

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok.

STUDIE PRENATALNI VYVOJOVE TOXICITY
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Pre-natal developmental toxicity study
Vysledek: Data nenalezena.

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok.

DVOUGENERACNI ZKOUSKA REPRODUKCNI TOXICITY
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)
Studie: Two generation study
Zivocisny druh: Krysa Pohlavi: samec/samice
Expozice: 13 week
Ddvka: 10, 100, 200 mg/kg
frekvence podavani:. samec: 10 weeks
samice: 10 weeks
Kontrolni skupina: ano
Metoda: ostatni
Vysledek: NOAEL rodice: = < 10 mg/kg/bw
NOAEL 1 generace: = 200 mg/kg/bw
NOAEL 2 generace: = 200 mg/kg/bw
Rok: 1992 GLP: ano
Primarni zdroj: Two—generation reproduction study of MEKO administered by gavage to
Spraque—Dawley rats. Study performed by Research Triangle Institute, Research Triangle
Park, North Carolina, USA. RTI project 60C—4692 (1992). Committed by producers and
importers of MEKO in the USA, in regard of the EPA final test rule for MEKO under TSCA.
Sekundadrni zdroj: IUCLID 4

Studie: Two generation study
Zivo&isny druh: Krysa Pohlavi: samec/samice
Expozice: 10 week
Davka: drinking water 2 ml/l/den
davka: 0, 10, 100, 200 mg/kg/dag, doserings volume 2,0 ml/kg, 30 dieren/sex/dose
frekvence podavani: samec: 10 weeks
samice: 10 weeks
Kontrolni skupina: ano
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Metoda: ostatni

Rok: 1990 GLP: no

Primarni zdroj. Study performed by Research Triangle Institute, Research Triangle Park,
North Carolina, USA

Sekundarni zdroj: IUCLID 4

TOXIKOKINETIKA

(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

odhad toxikokinetického chovani na zaklad¢ dostupnych informaci
Studie: Toxicokinetics

Vysledek: Data nenalezena.

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok.

STUDIE KARCINOGENITY
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)
Studie: Carcinogenicity
Zivo&isny druh: Krysa pohlavi: samec/samice
Expozice: inhalation 26 monts
Ddvka: 0, 15, 75, 375 ppm, 80/sex/group, 4 groups
frekvence podavani: 6 hod/den a 5 den/tyden
Kontrolni skupina: ano
Metoda: ostatni
Rok: 1993 GLP: ano
Primarni zdroj: An inhalation oncogenicity study of Methylethylketoxim in rats and mice.
Part Il — rats. Study performed by Pharmaco LSR Inc., East Millstone, New Jersey, USA.
Committed by producers and importers of MEKO in the USA, in regard of the EPA final test
rule for MEKO under TSCA.
Study performed by Pharmaco LSR Inc., East Millstone, New Jersey, USA
Sekundarni zdroj: IUCLID 4
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EKOTOXIKOLOGICKE VLASTNOSTI

TOXICITA PRO VODNi PROSTREDI
ZKOUSKY SUBAKUTNI TOXICITY NA BEZOBRATLYCH (DAPHNIA)
Studie: Acute Toxicity to Aquatic Invertebrates
Zivod&isny druh: Daphnia magna (Crustacea)
Expozice: 48 hodin
Hodnota: ECO0 =500 mg/I
EC50 => 500 mg/Il
EC100 = > 500 mg/I
Metoda: Directive 84/449/EEC, C.2 "Acute toxicity for Daphnia™
Rok: 1988 GLP: ne
Primarni zdroj: BASF AG Ecotoxicology Laboratory. Unpublished results. 1/1327/2/88—
1327/88.
Sekundarni zdroj: IUCLID 4
Studie: Acute Toxicity to Aquatic Invertebrates
Druh: Daphnia magna (Crustacea)
Expozice: 48 hodin
Hodnota: EC50 = 750 mg/I
Metoda: ostatni
Rok: 1986 GLP: ne
Primarni zdroj. SERVO DELDEN BV DELDEN DSM Special Products B.V. Geleen Allied
Signal USA in house data.
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

STUDIE INHIBICE RUSTU VODNICH ROSTLIN (RAS)

Studie: Toxicity to Aquatic Plants e.g. Algae

Druh: Scenedesmus sp. (Algae)

Endpoint: growth rate

Expozice: -

Hodnota: LOEC = 1000 mg/I

Metoda: ostatni

Rok: 1968 GLP: ne

Primadrni zdroj: Meinck, F. et al. 1968) Industrie-Abwaesser, Gustav Fisher Verlag, Stuttgart.
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Toxicity to Aquatic Plants e.g. Algae

Druh: Scenedesmus sp. (Algae)

Endpoint:

Expozice: -

Hodnota: LOEC = 1000 mg/I

Metoda: ostatni

Rok: GLP: ne

Primarni zdroj: Handbook of environmental data of organic chemicals 2nd edition. Karel
Verschueren p. 304 Algae: Scenedesmus: still toxic at 1 g/l.

Sekundadrni zdroj: IUCLID 4
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Studie: Toxicity to Aquatic Plants e.g. Algae
Druh: Scenedesmus sp. (Algae)
Endpoint:
Expozice: 72 hodin
Hodnota: EC50 =83 mg/I
EC90 =121 mg/Il
Metoda: Algentest in Anlehnung an UBA (DIN 38 412/9)
Rok: GLP: ne
Primarni zdroj: BASF AG, Labor Oekologie; unveroeffentlichte Untersuchung
(2/1327/88/172)
Sekundarni zdroj. \UCLID 4

STUDIE SUBAKUTNI TOXICITY NA RYBACH
Studie: Acute/ Prolonged Toxicity to Fish

Typ: prutokova

Zivocisny druh: Pimephales promelas (sladkovodni ryba)
Doba expozice: 96 hodin

Teplota: -

Vysledek: LC50 = 843 mg/I

Rok: 1984 GLP: ne

Primarni zdroj: Cis Acquire online database 1992.
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

Studie: Acute/ Prolonged Toxicity to Fish
Typ: staticka
Zivo&isny druh: Leuciscus idus (sladkovodni ryba)
Doba expozice: 96 hodin
Teplota: -
Vysledek: LC50 = 320 — 1000 mg/I
NOEC = 320 mg/I
Rok: 1982 GLP: ne
Metoda: DIN 38 412
Primarni zdroj: BASF Ecotoxicology Laboratory. 89/54 30/3/89.
Sekundadrni zdroj: IUCLID 4

ZKOUSKY INHIBICE AKTIVOVANEHO KALU
Studie: Activated sludge respiration inhibition testing
Vysledek. Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

ZKOUSKA CHRONICKE TOXICITY NA BEZOBRATLYCH
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Long-term toxicity testing on invertebrates

Vysledek: Data nenalezena

Pozndamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok
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ZKOUSKA CHRONICKE TOXICITY NA RYBACH
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Long-term toxicity testing on fish

Vysledek:. Data nenalezena

Pozndamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

ZKOUSKA TOXICITY NA RYBIiM PLUDKU (FELS)
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Fish early-life stage (FELS) toxicity test

Vysledek. Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok
Metoda: OECD No.210: Fish, Early-Life Stage Toxicity Test

ZKOUSKA KRATKODOBE TOXICITY NA RYBICH EMBRYICH A NA
VACKOVEM STADIU

(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Fish short-term toxicity on embryo and sac-fry stages

Vysledek. Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

RUSTOVA ZKOUSKA NA NEDOSPELYCH RYBACH
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Fish short-term toxicity on embryo and sac-fry stages
Vysledek: Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

ROZKLAD

BIOTICKY

Snadny rozklad (ready biodegrability)

Studie: Biodegradation

Typ: aerobni

Inoculum: aktivovany kal

Koncentrace: 400 mg/l releated to DOC (Dissolved Organic Carbon)

Vysledek: Degradation: cca. 70 % za 14 dni

Metoda: OECD Guide-line 302 B "Inherent biodegradability: Modified Zahn—Wellens Test"
Primarni zdroj: MITI. Biodegradation and bioaccumulation data of existingchemicals based
on the CSCL Japan. JETOC October 1992.

Sekunddrni zdroj: \UCLID 4

Studie: Biodegradation

Typ: aerobni, inherently biodegradable
Inoculum: aktivovany kal

Koncentrace: 30 mg/l releated to Test substance
Vysledek: Degradation: cca 25% za 28 dni
Metoda: ostatni

Rok: 1992
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Poznamka: Degree of biodegradation was 24.7 % by BOD after 28 days. Test substance
concentration 30 mg/l and activated sludge concentration 100 mg/l (as suspended solid).
Primarni zdroj: MITI. Biodegradation and bioaccumulation data of existingchemicals based
on the CSCL Japan. JETOC October 1992.

Sekunddarni zdroj: IUCLID 4

SIMULACNI _ZKOUSKY _KONECNEHO _ROZKLADU _V POVRCHOVYCH
VODACH

(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Simulation testing on ultimate degradation in surface water

Vysledek:. Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

SIMULACNI ZKOUSKA PUDY

(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Soil simulation testing

Vysledek. Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

SIMULACNI ZKOUSKA V SEDIMENTU

(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Sediment simulation testing

Vysledek: Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

ABIOTICKY ROZKLAD

Hydrolyza jako funkce pH

Studie: Hydrolysis as a function pH

Vysledek. Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

IDENTIFIKACE PRODUKTU ROZKLADU

(neni nutny pro tonaz do 100 tun)

Studie: Identification of degradation product

Vysledek. Data nenalezena

Pozndamka: Doporucen test pro tonaZ nad 1000 t za rok

OSUD A CHOVANI V ZIVOTNIM PROSTREDI
SKRINING ADSORPCE/DESORPCE

Studie: Adsorption/desorption screening

Vysledek: Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

BIOAKUMULACE VE VODNICH ORGANISMECH. PREDNOSTNE U RYB
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)
Studie: Bioaccumulation in aquatic species
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Druh: Cyprinus carpio (Fish, fresh water)

Expozice: 42 dni pti 25 °C

Koncentrace: 2 mg/I

BCF: ca 5-6

Metoda: OECD Guide—line 305 C "Bioaccumulation: Test for the Degree
of Bioconcentration in Fish"

Primarni zdroj: Biodegradation and Bioaccumulation Data of Existing Chemicals Based on
the CSCL Japan, edited by Chemicals Inspection & Testing Institute Japan, published by
Japan Chemical Industry Ecology—Toxicology & Information Center, October 1992
Sekundarni zdroj: IUCLID 4

DALST INFORMACE O ADSORPCI/DESORPCI
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Adsorption/desorption

Vysledek: Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

DALS] INFORMACE O OSUDU A CHOVANI LATKY V ZIVOTNiM PROSTRED{
NEBO ROZKLADNYCH PRODUKTU

(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Stability in water

Vysledek: Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

UCINEK NA SUCHOZEMSKE ORGANISMY
KRATKODOBA ZKOUSKA NA BEZOBRATLYCH
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Short-term toxicity on invertebrates

Vysledek. Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaZ nad 1000 t za rok

UCINKY NA PUDNI MIKROORGANISMY

(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Effects on soil micro-organism

Vysledek: Data nenalezena

Pozndamka: Doporucen test pro tonaZ nad 1000 t za rok

KRATKODOBA ZKOUSKA NA ROSTLINACH
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Short-term toxicity to terrestrial plants
Vysledek:. Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok
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ZKOUSKY CHRONICKE NA BEZOBRATLYCH
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Long-term toxicity testing on invertebrates
Vysledek:. Data nenalezena

Pozndamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

ZKOUSKY CHRONICKE TOXICITY NA ROSTLINACH
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Long-term toxicity testing on plants

Vysledek. Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

CHRONICKA TOXICITA U ORGANISMU V SEDIMENTU
(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Long-term toxicity to sediment organisms

Vysledek: Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok

CHRONICKA TOXICITA REPRODUKCNI TOXICITY U PTAKU

(NENI NUTNY PRO TONAZ DO 100 TUN)

Studie: Long-term or reproductive toxicity on birds
Vysledek. Data nenalezena

Poznamka: Doporucen test pro tonaz nad 1000 t za rok
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UKAZKA DATABAZOVEHO PROSTREDI IUCLID 5

IUCLIDS

INTERNATIONAL UNIFORM CHEMICAL INFORMATION DATABASE

ECHA

FURGPrEAN
CHEMICALS

)
fomsa | OFCD

JUCLID § is developed by the European Chemicals Agency
In asscclation with the (4]

alizing service HibemateBase...

Uvodni obrazovka, zakladni , strom* pozadovanych tidajii — endpointi
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DATA POUZITA PRO UKAZKOVY DOSSIER
Na udaje zvoln¢ dostupného Datasetu IUCLID 4, které Ize podle pravidel vyuzit

pro registraci, uplynula jiz ochranna lhtta dat.

V pivodnich pozadavcich registrace, ke které se vztahuje stary dataset dat nebyly pozadavky
na podrobnost udaji az tak rozsahlé a protoze, jak jiz bylo vysvétleno nnei pro ukazkovy
dossier moznost ziskat plné znéni studii nejsou v databazovém programu vzdy vSechna pole,

ktera se vztahuji k danému end pointu vyplnéna.

Proto nebyl zvolen tiskovy vystup z databaze (pouze v ukazce jednoho vyplnéného

endpointu), ale je zde uveden cely souhrn dat, které byli do databdzového prostfedi zaneseny.

Data jsou ponechana v anglicting, protoZze do IUCLID se obvykle anglicky zapisuje. Je mozné
pouzit i narodni jazyk, ale cela fada udaji se tam vypliuje z ¢iselnikl (roletek), u kterych
zména jazyka neni moznd a text by pak byl dvojjazy¢ny a takto se registracni dokumentace

neodevzdava.

Na zaklad¢ reSer$nich udaji byly do ukazkového registraéniho dossieru z datasetu IUCLID 4

vybrany nasledujici udaje:

Pouziti:

Production from hydroxylamine and 2-butanone by oximation in closed system.
Exposure — sources: — drumming and filling of containers—tankcars

e at production of paints, lacquers, oxime-silanes and oxime-silicone sealents

e at industrial or do—it yourself use of paints, lacquers, oxime-silanes and oxime-silicone

sealents

Production from hydroxylamine and 2-butanone by oximation in closed systems. Personal

sampling indicates low exposures.
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Fyzikalné chemicka data:

Melting Point

-20°C

Thermal decomposition: > 150 °C

Formation of hydroxylamine possible.

(10) BASF AG, Sicherheitsdatenblatt Luaktin M (04/90).

Boiling Point

cca 153 °C at 1013 hPa

Decomposition: yes

Decomposition will occur above 100 °C. When heated, decomposition will be promoted by
contamination with acid and metal

(11) Weast, R.C. (ed) Handbook of Chemistry and Physics, CRC Press Inc USA 1988.

Density

relative density

ca. 0,92 g/cm® at 20 °C

(10) BASF AG, Sicherheitsdatenblatt Luaktin M (04/90).
(12) Stoerfall-Verordnung vom 20.09.1991.

Vapour Pressure

4.4 hPa at 20 °C

19.5 hPa at 50 °C

(10) BASF AG, Sicherheitsdatenblatt Luaktin M (04/90).

Partition Coefficient

log Pow: 0.65 at 25 °C

Method: OECD Guide-line 107 "Partition Coefficient (n—octanol/water), Flask—shaking
Method"

Year: 1988

(13) BASF AG. Analytisches Labor, unpublished data (J.Nr. 101219 10/10/1988).

(14) BASF AG, Analytisches Labor, unveroeffentlichte Unter—suchungen (J.Nr. 101219 vom
10.10.1988).

Water Solubility

100 g/l at 20 °C

6.5 at 114 g/l and 20 °C

Year: 1988 soluble

(10) BASF AG, Sicherheitsdatenblatt Luaktin M (04/90).

Flash Point

ca. 62 °C

Type: closed cup

PENSKY MARTENS CC, ASTM D93 ISO 3679

(10) BASF AG, Sicherheitsdatenblatt Luaktin M (04/90).

Auto Flammability
ca. 315 °C at 1013 hPa
Method: Directive 84/449/EEC, A.15 "Auto—flammability of volatile liquids or gases"
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(15) BASF AG Safety Data Sheet.

Flammability

Result: non flammable

Method: Directive 84/449/EEC, A.13 "Flammability (solids and liquids)”
GLP: no

(16) SERVO DELDEN BV DELDEN.

Explosive Properties

Result: not explosive

Method: Directive 84/449/EEC, A.14 "Explosive properties"”

Remark: Explosion Limits in air: 3.1 — 50 Volume % at 60 C and 1013 hPa.
(15) BASF AG Safety Data Sheet.

Oxidizing Properties

Result: no oxidizing properties

Method: Directive 84/449/EEC, A.17 "Oxidizing properties"
Source:

(16) SERVO DELDEN BV DELDEN.

Additional Remarks
When heated strong exothermic reactions may occur.

Zivotni prostiedi :

Biodegradation

Type: aerobic

Inoculum: activated sludge

Concentration: 400 mg/l related to DOC (Dissolved Organic Carbon)

Degradation: ca. 70 % after 14 day

Result: readily biodegradable

Method: OECD Guide—line 302 B "Inherent biodegradability: Modified Zahn-Wellens Test"
Year: GLP:no

(17) MITI. Biodegradation and bioaccumulation data of existing chemicals based on the
CSCL Japan. JETOC October 1992.

Type: aerobic

Inoculum: activated sludge

Concentration: 30 mg/l related to Test substance

Degradation: = 25 % after 28 day

Result: inherently biodegradable

Method: other

Year: 1992 GLP: yes

Test substance: other TS

Remark: Degree of biodegradation was 24.7% by BOD after 28 days. Testsubstance
concentration 30 mg/l and activated sludge concentration 100 mg/l (as suspended solid).

(18) Biodegradation and Bioaccumulation Data of Existing Chemicals Based on the CSCL
Japan, edited by Chemicals Inspection & Testing Institute Japan, published by Japan
Chemical Industry Ecology—Toxicology & Information Center, October 1992,
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Type: aerobic

Inoculum: other: Belebtschlamm der BASF—Klaeranlage

Concentration: related to DOC (Dissolved Organic Carbon)

Degradation: = 70 % after 18 day

(19) BASF AG, Labor Oekologie; unveroeffentlichte Untersuchung (23.11.1978).

Type: aerobic

Inoculum: other

Concentration: related to DOC (Dissolved Organic Carbon)

Degradation: = 70 % after 18 day

Result: readily biodegradable

(20) BASF AG. Ecotoxicology Laboratory, unpublished results, date 32/11/1978.

Bioaccumulation

Species: Cyprinus carpio (Fish, fresh water)

Exposure period: 42 day at 25 °C

Concentration: 2 mg/l

BCF:ca.0.5-0.6

Elimination:

Method: OECD Guide-line 305 C "Bioaccumulation: Test for the Degree of
Bioconcentration in Fish™

Year: GLP:

Test substance:

Source: BASF AG Ludwigshafen

Test condition: Lipid: 4.9% (av.)

(18) Biodegradation and Bioaccumulation Data of Existing Chemicals Based on the CSCL
Japan, edited by Chemicals Inspection & Testing Institute Japan, published by Japan
Chemical Industry Ecology—Toxicology & Information Center,October 1992.

Toxicita pro vodni organismy:

Acute/Prolonged Toxicity to Fish
Type: flow through

Species: Pimephales promelas (Fish, fresh water)
Exposure period: 96 hour(s)

Unit: mg/l

Analytical monitoring: no data
LC50: =843

Method: other

Year: 1984 GLP: no data

Test substance: other TS

(21) Cis Acquire online database 1992.

Type: static

Species: Leuciscus idus (Fish, fresh water)
Exposure period: 96 hour(s)

Unit: mg/l Analytical monitoring: no data
NOEC: =320

LC50: =320 - 1000

Method: other
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Year: 1982 GLP: no
Test substance: other TS
(22) BASF Ecotoxicology Laboratory. 89/54 30/3/89.

Type: static

Species: Leuciscus idus (Fish, fresh water)

Exposure period: 96 hour(s)

Unit: mg/l

Analytical monitoring: yes

NOEC: 320

LC50: 320 — 1000

Method: other: nach Guideline DIN 38 412 "Bestimmung der Wirkung von
Wasserinhaltsstoffen auf Fische — Fischtest”

Year: 1982 GLP: no

Test substance: as prescribed by 1,1 - 1,4

(23) BASF AG: Abt. Toxikologie unveroeffentlichte Untersuchung, (89/54), 30.03.1989.

Type: static

Species: Poecilia reticulata (Fish, fresh water)
Exposure period: 96 hour(s)

Unit: mg/I

Analytical monitoring: no

LC50: =760

Method: ISO 7346/1-3

Year: 1989 GLP: no

Test substance: other TS

(24) BO-MVR 1989.

Acute Toxicity to Aquatic Invertebrates

Species: Daphnia magna (Crustacea)

Exposure period: 48 hour(s)

Unit: mg/l

Analytical monitoring: no data

ECO: =500

EC50: > 500

EC100: > 500

Method: Directive 84/449/EEC, C.2 "Acute toxicity for Daphnia”
Year: 1988 GLP: no data

Test substance: other TS

Remark: BASF in—house test with Daphnia magna Straus.

(25) BASF AG Ecotoxicology Laboratory. Unpublished results. 1/1327/2/88-1327/88.

Species: Daphnia magna (Crustacea)
Exposure period: 48 hour(s)

Unit: mg/l

Analytical monitoring: no data
EC50: = 750

Method: other

Year: 1986 GLP: no data

Test substance: other TS
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(26) Allied Signal USA in house data.

Toxicity to Aquatic Plants e.g. Algae
Species: Scenedesmus sp. (Algae)
Endpoint: growth rate

Exposure period:

Unit: mg/l

Analytical monitoring: no data
LOEC: = 1000

Method: other

Year: 1968 GLP: no data

Test substance: other TS

(27) Meinck, F. et al. (1968) Industrie—Abwaesser, Gustav Fisher Verlag, Stuttgart.

Species: Scenedesmus subspicatus (Algae)

Endpoint:

Exposure period: 72 hour(s)

Unit: mg/l

Analytical monitoring:

EC50: =83

EC90: =121

Method: other: Algentest in Anlehnung an UBA (DIN 38 412/9)
Year: GLP:

Test substance:

Remark: EC20(72 h)= 55 mg/l

(28) BASF AG, Labor Oekologie; unveroeffentlichte Untersuchung (2/1327/88/t72).

Species: Scenedesmus subspicatus (Algae)

Endpoint:

Exposure period: 72 hour(s)

Unit: mg/l

Analytical monitoring:

EC50: =83

EC100: =121

Method:

Year: GLP:

Test substance:

Remark: BASF in—house test DIN 38 412/9. EC20 72 hours = 55 mg/I
(29) BASF Ecotoxicology Laboratory. Unpublished results (2/1327/88/t72).

Toxicity to Microorganisms e.g. Bacteria:

Type: aquatic

Species: Pseudomonas putida (Bacteria)
Exposure period: 17 hour(s)

Unit: mg/I

Analytical monitoring: no data

EC10: =177

EC50: =281

EC90: =544
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Method: other

Year: 1988 GLP: no data

Test substance: other TS

Remark: Growth inhibition. BASF in house test.

(30) BASF Ecotoxicology Laboratory. Unpublished data 9/1327/88.

Type: aquatic

Species: Pseudomonas sp. (Bacteria)
Exposure period:

Unit: g/l

Analytical monitoring:

LOEC: 0,63

Method: other

Year: GLP: no data

Test substance: as prescribed by 1.1 - 1.4

(31) Handbook of environmental data on organic cemicals 2nd edition, Karel Verschueren p.

304.

Type: aquatic

Species: other protozoa

Exposure period:

Unit: g/l

Analytical monitoring:

LOEC: 2,5

Method: other

Year: GLP: no data

Test substance: as prescribed by 1.1 - 1.4

(32) Handbook of environmental data on organic cemicals 2nd edition, Karel VVerschueren p.

304.

Biotransformation and Kinetics
Type: animal

Remark: Pregnant mice were administered a single oral dose of 14C 2-butanoneoxime on
day 14 of gestation. In addition a male mouse was administered a single oral dose of 14C
2-butanone oxime. It appears that the substance is rapidly absorbed via the oral route, and
distributed intact through the body. Urine and bile contained significant activity throughout
the study. Intestinal activity was minimal. This suggests that the substance is primarily

excreted via the kidneys.

(33) Allied Signal Inc USA (1961). Whole body autoradiography of the deposition of 14C

2—-butanoneoxime in mice.
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AKUTNI TOXICITA
AKkutni oralni toxicita

Type: LD50

Species: rat

Value: 2528 mg/kg bw

Method: other

Year: 1971 GLP: no

Test substance: other TS

Remark: BASF in—house test. SERVO DELDEN BV DELDEN

(34) BASF Toxicology Department. Unpublished results 9/11/71.

Type: LD50

Species: rat Sex:

Number of Animals:

Vehicle:

Value: 2326 mg/kg bw

Method: other

Year: 1978 GLP: no data

Test substance: other TS

(35) Study from 1978, TSCATS fiche OTS0524679.

Type: LD50

Species: rat Sex:

Number of Animals:

Vehicle:

Value: 2400 — 3700 mg/kg bw

Method: other

Year: GLP: no data

Test substance: as prescribed by 1.1 - 1.4

(36) Product safety data sheet methylethylketoxime, Allied Signal USA, September 1990.

Type: LD50

Species: rat Sex:
Number of Animals:
Vehicle:

Value: 930 mg/kg bw
Method: other

Year: 1986 GLP: no data
Test substance: other TS

(37) Federal Register USA (1986) 51, 220, 41430-41432. Methyl ethyl ketonoxime.

Type: LD50

Species: rat Sex:
Number of Animals:
Vehicle:

Value: = 2528 mg/kg bw
Method: other

Year: 1971 GLP: no
Test substance: other TS
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Remark: BASF in house test.
(38) BASF Toxicologie Department. Unpublished results 9/11/71. BASF AG: Abt.
Toxikologie, unveroeffentlichte Untersuchung, (XXI1 168), 09.11.1971.

Acute Inhalation Toxicity

Type: LCO

Species: rat Sex:

Number of Animals:

Vehicle:

Exposure time: 4 hour(s)

Value: = 3.6 —4 mg/l

Method: other

Year: 1986 GLP: no data

Test substance: other TS

Remark: BASF in—house test. SERVO DELDEN BV DELDEN
(39) BASF Toxicology Department. Unpublished results 9/11/71.

Type: LC50

Species: rat Sex:

Number of Animals:

Vehicle:

Exposure time: 4 hour(s)

Value: =20 mg/I

Method: other

Year: 1986 GLP: no data

Test substance: other TS

Remark: BASF in—house test. SERVO DELDEN BV DELDEN
(39) BASF Toxicology Department. Unpublished results 9/11/71.
(40) Federal register USA (1986) 51, 220, 41430-41432. methylethyl ketonoxime.

Type: other

Species: rat

Sex:

Number of Animals:

Vehicle:

Exposure time: 8 hour(s)

Value: =

Method: other

Year: 1971 GLP: no

Test substance: other TS

Remark: 8 hour exposure of 12 rats to a MEKO saturated atmosphere at 20 C, resulted in no
deaths. BASF in house test.

(39) BASF Toxicology Department. Unpublished results 9/11/1971.

(41)BASF AG: Abt. Toxikologie, unveroeffentlichte Untersuchung, (XX) 168), 09.11.1971.

Acute Dermal Toxicity
Type: LD50

Species: rabbit

Sex:

Number of Animals:

178



PRAKTICKA CAST

Vehicle:

Value: 1000 — 2000 mg/kg bw
Method: other

Year: GLP: nodata

Test substance: other TS

(42) Allied Signal info.

Corrosiveness and Irritation

Skin Irritation

Species: rabbit
Concentration:
Exposure:

Exposure Time:
Number of Animals:
PDII:

Result: moderately irritating
EC classificat.: irritating
Method: other

Year: 1989 GLP: no data
Test substance: other TS

Remark: Probably according to USA guidelines so 24 hour exposure of skin instead of 4

hours in EC.

(43) Allied Corporation 1989. The toxicology of MEKO, a summary and position statement,
report no MA-224-82-28, prepared by M.J. Derelanko and W.E. Rinehart, Allied USA.

Species: rabbit
Concentration:

Exposure:

Exposure Time:

Number of Animals:
PDII:

Result: not irritating

EC classificat.:

Method: other: BASF-Test
Year: GLP:no

Test substance: as prescribed by 1.1 - 1.4
Source: BASF AG Ludwigshafen

(44) BASF AG: Abt. Toxikologie, unveroeffentlichte Untersuchung, (XXI 168), 09.11.1971.

Species: rat
Concentration:
Exposure:

Exposure Time:
Number of Animals:
PDII:

Result: irritating

EC classificat.: irritating
Method: other

Year: 1988 GLP: no data
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Test substance: other TS
Remark: Probably 24 hours exposure.
(45) Federal Register USA (1988) 53, 178, 35838-35846.

Eye Irritation

Species: rabbit
Concentration:

Dose:

Exposure Time:
Comment:

Number of Animals:
Result: highly irritating
EC classificat.: irritating
Method: other

Year: 1989 GLP: no data
Test substance: other TS
(46) Study from 1963, TSCATS fiche OTS0524693.

Species: rabbit
Concentration:

Dose:

Exposure Time:
Comment:

Number of Animals:
Result: irritating

EC classificat.: irritating
Method: other

Year: 1971 GLP: no
Test substance: other TS
(47) BASF Toxicology Department. Unpublished results 9/11/1971.

Sensitization

Type: Guinea pig maximization test

Species: guinea pig

Number of Animals:

Vehicle:

Result: sensitizing

Classification: sensitizing

Method: Directive 84/449/EEC, B.6 "Acute toxicity (skin sensitization)"
Year: 1990 GLP: yes

Test substance: other TS

(48) RCC NOTOX project 018990 (1990). Committed by DSM Special Products.

Type: Guinea pig maximization test

Species: guinea pig

Number of Animals:

Vehicle:

Result: sensitizing

Classification: sensitizing

Method: OECD Guide—line 406 "Skin Sensitization"
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Year: 1983 GLP: yes
Test substance: other TS
(49) GLP-study from 1983, TSCATS fiche OTS0524684.

Repeated Dose Toxicity

Species: rat Sex: male/female

Strain: Fischer 344

Route of admin.: inhalation

Exposure period: 4 weeks

Frequency of treatment: 6h/d and 5d/w

Post. obs. period:

Doses: 25, 100, 400 ppm

Control Group: yes

NOAEL: =25 ppm

LOAEL.: =100 ppm

Method: other

Year: 1990 GLP: yes

Test substance: other TS (75)

Remark: The rats were exposed by inhalation to MEKO vapour. Exposure levels were
analysed and particle size distribution measured. Ten animals/sex/group were used. At 100
ppm increased methemoglobin was observed in female rats. At 400 ppm significant
alterations in most hematological parameters (increased methemoglobin, increased
reticulocytes, increased platelets, increased MCW and MCH, increased total leucocytes
counts, in addition decreased hemoglobin, hematocrit, erythrocytes and MCHC) were
observed for both male and female rats. At 400 ppm remarcable erythrocyte morphology
included increased numbers of nucleated erythrocytes and polychromia, were seen in male
and female rats. At 400 ppm increased absolute and relative organ weights of liver and spleen
in males and females was seen.

(44) Bio/Dynamics Inc USA project 90-8249 (1990). A four week inhalation study of MEKO
in the rat and mouse. Committed by MEKO producers and importers in the USA, in regard of
a EPA final test rule under TSCA.

Species: rat Sex: male/female

Strain:

Route of admin.: inhalation

Exposure period: 28 days

Frequency of treatment: 6h/d and 5d/w

Post. obs. period:

Doses: 0.21, 1.02, 1.92, 2.57 mg/I

Control Group: yes

NOAEL: =1.02 mg/l

LOAEL: =1.92 mg/l

Method: other

Year: 1989 GLP: no data

Test substance: other TS (74)

Remark: Study performed by DOW-Corning USA. Minor changes in hematological
parameters at doses 1,92 mg/l and higher.

Changes in organ weight (spleen, liver) at doses 1.92 mg/l and higher. Accumulation of iron
in spleen at 1,92 mg/I and higher.
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(51) Allied Corporation 1989. The toxicology of MEKO, a summary and position statement,
report no MA-224-82-28, prepared by M.J. Derelanko and W.E. Rinehart, Allied USA.

Species: rat Sex: male/female

Strain:

Route of admin.: gavage

Exposure period: 13 weeks

Frequency of treatment: 5 days/week

Post. obs. period:

Doses: 40, 125, 400 mg/kg

Control Group: yes

NOAEL.: <40 mg/kg

LOAEL.: =40 mg/kg

Method: other

Year: 1991 GLP: yes

Test substance: other TS

Remark: In this subchronic neurotoxicity study (10-14 rats/sex/group) effects on
hematological parameters were seen again in all dose groups. The NOEL was estimated to be
<40 mg/kg/day. At dose levels of 40 and 125 mg/kg/day no consistent or apparant treatment
related change in neurobehavioral function or nervous system structure were seen. Transient
neurobehavioral changes occurred following dosing with 400 mg/kg/day, immediately after
dosing, but these had resolved by the next day. No progressive long term, irreversible
neurotoxicity was observed. The NOEL for neurotoxicity was set at 125 mg/kg/day.

(52) Hazleton Washington USA, (1991). Subchronic neurotoxicity study with MEKO in rats
(HWA 2088-109). Committed by USA producers and importers of MEKO, in regard of EPA
final test rule under TSCA.

Species: rat Sex: male

Strain: Fischer 344

Route of admin.: gavage

Exposure period: 28 days

Frequency of treatment: once daily

Post. obs. period: —

Doses: 0, 250, 500 mg/kg/day

Control Group: other: see remark 1

Method: other

Year: 1995 GLP: yes

Test substance: other TS

Remark: Control animals (15/group) received distilled water (negative control), 0.5%
methylcellulose (vehicle control) or clofibric acid, 250 mg/kg (positive control), at the same
dose volume as administered to the treated animals.

Result: Under the conditions of this study, MEKO did not produce any significant hepatic
peroxisome proliferation in the rat, as indicated by a lack of effect on palmitoyl-CoA
oxidation and by electron microscopy. The potential responsiveness of the animals used in
this study was confirmed by the marked induction of palmitoyl-CoA in the rats treated with
clofibric acid. While MEKO was not a peroxisome proliferator in the rat, significant increases
in the levels of hepatic glutathione (primarily reduced glutathione) were observed in rats
given 250 and 500 mg/kg/day MEKO for 14 days. This lack of an effect after 7 days of
dosing correlated with the hepatocellular hypertrophy which was seen microscopically after
14 and 28 but not 7 days of treatment.
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(53) Study performed by Pharmaco-LSR Inc., East Millstone, New Jersey, USA.(1995).
Study no. 94-2368 Committed by AlliedSignal Inc., in regard of EPA final test rule under
TSCA.

Species: rat Sex: male/female

Strain: Sprague—-Dawley

Route of admin.: gavage

Exposure period: 13 weeks

Frequency of treatment: 5 days/week

Species: rat Sex: male/female

Strain:

Route of admin.: gavage

Exposure period: 13 weeks

Frequency of treatment: 5 days/week

Post. obs. period:

Doses: 40, 125, 400 mg/kg

Control Group: yes

NOAEL.: <40 mg/kg

LOAEL.: =40 mg/kg

Method: other

Year: 1991 GLP: yes

Test substance: other TS

Remark: In this subchronic neurotoxicity study (10 — 14 rats/sex/group) effects on
hematological parameters were seen again in all dose groups. The NOEL was estimated to be
< 40 mg/kg/day. To check for neurotoxicity the standard "Functional Operational Battery",
motor—activity data and neurohistopathology were performed. As positive control acrylamide
was used. At dose levels of 40 and 125 mg/kg/day no consistent or apparant treatment related
change in neurobehavioral function or nervous system structure were seen. Transient
neurobehavioral changes occurred following dosing with 400 mg/kg/day, immediately after
dosing, but these had resolved by the next day. No progressive long term, irreversible
neurotoxicity was observed. The NOEL for neurotoxicity was set at 125 mg/kg/day.

(54) Hazleton Washington USA, (1991). Subchronic neurotoxicity study with MEKO in rats
(HWA 2088-109). Committed by USA producers and importers of MEKO, in regard of EPA
final test rule under TSCA.

Genetic Toxicity ’in Vitro’

Type: Ames test

System of testing: Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA 2637 and E. Coli
uvra/pKM101

Concentration:

Metabolic activation: with and without

Result: negative

Method: other

Year: 1986 GLP: no data

Test substance: other TS

(55) Araki, A. et al (1986). Mutagenicities of oxime compounds in S.typh. and E. coli,
Mutation Research, 164, 4, 263.

Type: Mouse lymphoma assay
System of testing: Mouse lymphoma L5178Y TK+/—
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Concentration: up to 5 mg/pl

Metabolic activation: with and without

Result: negative

Method: other

Year: 1988 GLP: no data

Test substance: other TS

Remark: The test was positive without metabolic activation, but negative with metabolic
activation. For activation S9 homogenate of liver from male Fischer 344 rats and Syrian
golden hamsters induced with Aroclor 1254, was used. The negative result in the presence of
metabolizing systém indicates that no mutagenicity in in vivo will occur.

(56) Rogers—back, A.M., et al (1988). Genotoxicity of six oxime compounds in the S. typh
assay and the mouse lymphoma TK +/— assay, Mutation Research, 204, 149-162.

Genetic Toxicity ’in Vivo’

Type: Cytogenetic assay

Species: rat Sex: male/female

Strain: Sprague-Dawley

Route of admin.: gavage

Exposure period: Single dose

Doses: 300, 600, 1200 mg/kg

Result:

Method: other

Year: 1990 GLP: yes

Test substance: other TS

Remark: The high dose was set as the MTD. Bone marrow cells, arrested in metaphase and
collected 6, 24, 48 hours after dosing, were examined microscopically for structural
chromosome aberrations. No significant effects were seen, regardless of treatment or bone
marrow collection time.

Type: Cytogenetic assay

Species: Drosophila melanogaster

Sex: male

Strain:

Route of admin.: drinking water

Exposure period: 3 days

Doses: 7500 ppm

Result:

Method: other

Year: 1991 GLP: no data

Test substance: other TS

Result: It is concluded that MEKO does not induce mutations in the post-meiotic germ cells
of Drosophila melanogaster when administered by feeding to adult males.

(57) Sex—linked recessive lethal test. Report no. T9293.160003 (1991)Test performed by
University of Wisconsin, Madison USA.

Carcinogenicity

Species: rat Sex: male/female
Strain: Fischer 344

Route of admin.: inhalation
Exposure period: 26 months
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Frequency of treatment: 6h/d and 5d/w

Post. obs. period: see remark 1

Doses: 0, 15, 75, 375 ppm, 80/sex/group, 4 groups

Result:

Control Group: yes, concurrent no treatment

Method: other

Year: 1993 GLP: yes

Test substance: other TS

Remark: Body weight measurements were recorded once pretest, weekly through week 13,
monthly through week 113 and just prior to sacrifice. Hematology and clinical chemistry
parameters were evaluated for up to 10 animals/sex/group sacrificed at month 3, 12 and 18
and at study termination. Differential white blood cell counts were analyzed for all survivors
at month 12 and 18 and at termination of the study. Following approximately 3, 12 and 18
months of exposure, up to 10 animals/sex/group were sacrificed, selected organs were
weighed and organ/body and organ/brain weight ratios calculated. Following approximately
26 months of exposure, all survivors were sacrificed, selected organs were weighed and
organ/body and organ/brain weight ratios calculated. Histopathological evaluation of selected
tissues was performed for all Group | and IV animals and sentinel animals and all animals in
Groups Il and 111 which were found dead or sacrificed in a moribund condition prior to study
termination. In addition, the eyes, liver, lungs, nasopharyngeal tissues, ovaries, spleen and
testes were examined for all animals in Groups Il and I11.

Result: At termination of the study, in the control group survivorship was 34% in the males
and 60% in the females. There was no difference in survivorship among any of the exposure
groups including control. There were no physical observations which were considered MEKO
related. Ophthalmoscopic examinations of the animals found a treatment-exaggerated
incidence of corneal dystrophy and opacities. The dystrophic changes seen in the 374 ppm
group were far more severe than in other groups. This increase was probably a result of
MEKO exaggerating a strain—related condition already present. Mean body weights and body
weight gains from study initiation were significantly elevated by exposure to MEKO in both
the males and the females. After 13 weeks of exposure, the 374 ppm males were 13% heavier
than the control males and the females were 4% heavier. At the 3 month sacrifice in the 374
ppm group, methemoglobin was elevated in the males from 0.4 to 1.2%; hemoglobin was
decreased 4%; erythrocytes were decreased 7%; mean corpuscular volume was increased 2%;
mean corpuscular hemoglobin concentration was decreased 4%; platelets were increased 25%
and leukocyte counts were increased 6%. Similar effects were seen in the females. The
differences were still statistically significantly different at 12 months in the 374 ppm group
but tolerance or adaptation seemed to occur for the effects. Most were no longer significantly
different by 18 months in the males or 24 months in both sexes. MEKO-related increases in
absolute and relative organ weights were seen in the liver, spleen and testes. At three months
in the 374 ppm group, liver weights were elevated about 18% and spleen weights were
elevated by about 33%. Tolerance or adaptation occurred and the liver and spleen differences
decreased over time. However the increase in testes weight did not. At study termination the
374 ppm group’s testes weighed 82% more than the control group’s. Treatment-related
macroscopic findings were not observed at 3 or 12 months. At 18 months an increased
incidence of red/tan discoloration of the liver and enlarged testes in treated animals appeared
to be treatment related. In the chronic study (24 months and all unscheduled deaths), an
increased incidence of red/tan discoloration and nodules/masses of the liver, enlarged testes,
and opacity enlarged spleens in animals of Group IV appeared to be treatment related. There
were a number of treatment related microscopic findings. Congestion of the spleen with
pigment in reticuloendothelial cells and extramedullary hematopoiesis appeared to be
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treatment related in the 374 ppm animals at 3 months, 12 months and 18 months sacrifices.
However, at the terminal sacrifice these findings were masked by the high incidence of
mononuclear cell leukemia in animals other than the 374 ppm animals and could not be
evaluated. Findings which appeared treatment related at 12 and 18 months and in the chronic
study were seen in the liver and nasal turbinates. The liver changes were increased incidence
of basophilic foci and hepatocellular vacuoles and decreased incidence of
hyperplasia/proliferation of the biliary duct and peribiliary fibrosis. The turbinate changes
were  degenerative  changes of olfactory epithelium  eosinophilic/basophilic
material/erythrocytes in the lumen of nasal turbinate section 2, 3 and 4; and a decrease in the
incidence of eosinophilic droplets in olfactory epithelium in treated animals. Further findings
which appeared treatment related only in the chronic study animals were seen in the liver. The
liver changes were increased incidence of hepatocellular carcinoma and adenoma and
spongiosis hepatis. In conclusion, under the exposure conditions of this study, MEKO was a
liver oncogen in the male rat at 75 ppm.

(58) An inhalation oncogenicity study of Methylethylketoxim in rats and mice. Part Il — rats.
Study performed by Pharmaco LSR Inc., East Millstone, New Jersey, USA. Committed by
producers and importers of MEKO in the USA, in regard of the EPA final test rule for MEKO
under TSCA.

Species: rat Sex: male/female

Strain: Fischer 344

Route of admin.: inhalation

Exposure period: 24 months

Frequency of treatment: 6h/d and 5d/w

Post. obs. period:

Doses: 15, 75, 375 ppm

Result:

Control Group: yes

Method: other

Year: 1993 GLP: yes

Test substance: other TS

Remark: The final report of this carcinogenicity study performed in the USA will not be
available untill end of 1994. Only interim results are available so far. 80 rats/sex/group were
used. No indications for carcinogenicity were found so far.

(59) Bio/Dynamics Inc USA (1992). Inhalation oncogenicity study of MEKO in rats and
mice. Interim report april 1992. Committed by producers and importers of MEKO in the
USA, in regard of the EPA final test rule for MEKO under TSCA.

Toxicity to Reproduction

Type: Two generation study
Species: rat Sex: male/female
Strain: Sprague-Dawley

Route of admin.: gavage

Exposure Period: 13 weeks
Frequency of treatment: once daily
Premating Exposure Period male: 10 weeks
female: 10 weeks

Duration of test:

Doses: 10, 100, 200 mg/kg

Control Group: yes
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NOAEL Parental: < 10 mg/kg bw

NOAEL F1 Offspr.: = 200 mg/kg bw

NOAEL F2 Offspr.: = 200 mg/kg bw

Method: other

Year: 1992 GLP: yes

Test substance: other TS

Remark: Male and female CD Sprague—Dawley weanling rats (FO) were administered
MEKO in deionised/distilled water by gavage at 0, 10, 100, 200 mg/kg/d at a dosing volume
of 2.0 ml/kg, 30 animals/sex/dose, for 10 weeks. Animals were than randomly mated for a
three week mating period to produce the F1, with dosing continued. Selected F1 weanlings,
30/sex/dose, were administered MEKO and mated as above. Hematologic evaluations and
histopathology were performed.

Result: Adult toxicity was observed in both generations and in both sexes at all doses of
MEKO with clear dose—related incidences and severity of findings. Consistent evidence of
treatment related anemia was observed at 200 mg/kg/d with concomitant histologic evidence
of extramedullary hematopoiesis and hemosiderosis in adult livers and spleens; spleen
weights were increased at this dose level as well. At 100 mg/kg/d, these effects were also
seen. At 10 mg/kg/d only histologic evidence of extramedullary hematopoiesis and
hemosiderosis was observed in spleens and livers of FO and F1 males and females. Therefore
no NOEL for adult toxicity could be established. There was no evidence of reproductive
organ or mammary gland histopathology at any dose tested. There was no evidence of
reproductive or postnatal toxicity at any dose tested. There was no "no observable adverse
effect level” (NOAEL) detected for adult toxicity in this study due to histologic evidence of
hepatic and splenic involvement at the low dose. The NOAEL for this reproductive and
postnatal toxicity was at least 200 mg/kg/d under the conditions of this study.

Source: SERVO DELDEN BV DELDEN

(60) Two—generation reproduction study of MEKO administered by gavage to Spraque—
Dawley rats. Study performed by Research Triangle Institute, Research Triangle Park, North
Carolina, USA. RTI project 60C-4692 (1992). Committed by producers and importers of
MEKO in the USA, in regard of the EPA final test rule for MEKO under TSCA.

Developmental Toxicity/Teratogenicity

Species: rat Sex: female

Strain:

Route of admin.: drinking water

Exposure period: dag 6 tot en met dag 15

Frequency of treatment: 10ml/kg/dag

Duration of test: dag 0 tot en met dag 20

Doses: 60, 200, 600 mg/kg/dag, doseringsvolume 10 ml/kg, 3*25 dieren

Control Group: yes, concurrent vehicle

Method: other

Year: 1990 GLP: no data

Test substance: as prescribed by 1,1 — 1,4

Result: Oral administration of 2-Butanonoxim to pregnant rats for ten consecutive days
produced maternal toxicity as expressed through post—dosing clinical signs and body weight
and food consumption effects at dosage levels of 200 and 600 mg/kg/day. 2-Butanonoxim
was not developmentally toxic or teratogenic at any of the dosage levels tested

(61) Test performed by Springborn Laboratories, Inc. (SLS) Spencerville, USA.
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TISKOVA UKAZKA ENDPOINU K REPRODUKCNI TOXICITE

Printing Date 2075-05-25 161852 CEST
ResicBOn of speciic reguistony purPOses

Confidentiality

IUCLID S

Owner methylethylketoxim | methylethylketoxim / Butanone oxime / 96-29-7 / Ladisiav Novak / Pardubice /
Czech Republic

Legal entity | adistav Novak Pardubice / Czech Republic

Endpoint study record: Repeated dose toxicity:
Inhalation.001

IUCS-87634 181-0460-4837-0cd2-e83b5145e0e 1

Dossier UUID 0

Author
Date

Remarks

HK / Ladislav Novak / Pardubice / Czech Republic

2018-05-10 11:34:13 CEST

Administrative Data

Purpose flag SuppOrting study
Study result type expermental resutt
Rellability 2 (reliable with restrictions )
Rationale for reliabllity incl. deficlencies data IUCLID 4 freely avalable
Data source
Reference
Reference |  Author Year Bibllographic source Company | Report
type study no. | date
publication | BoDynamics | 1990 BioDynamics Inc USA project 80—
Inc USA 8249 (1960) A four wesk

nhaiston study of MEKO n the
rat and mouse Commitied by
MEKO producers and importers in
the USA, in regard of a EPA fing
ted! rule under TSCA

Materials and methods

Test type
subecute

GLP compliance

yes
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Test materials
Identity of test material same as for substance defined in section 1 (if not read-across)

yes
Test animals
Species

rat
Strain

Fischer 344
Sex

maleTemae
Administration / exposure
Route of administration

Nhaaton

Type of inhalation exposure

no data
Vehicle

no data
Frequency of treatment

6h/d and Sd/\w
Doses/concentrations

25, 100, 400 ppm
Control animals

yes
Results and discussions
Effect levels

Endpoint | Effect level | Based on | Sex | Basis for effect level / Remarks
NOAEL [>=25ppm

LOAEC |>= 100 ppm

Results of examinations
Details on results

The rats were exposed by inhalation to MEKC vapour. Exposure
levels were analysed and particle size distribution

measured. Ten animals/sex/group were used, At 100 ppm
Increased methemogiobin was observed In female rats. At 400
ppm significant alterations in most hematoiogical parameters
(increased methemoglobin, increased reticulocytes, increased
platelets, increased MCW and MCH, increased total leucocytes
counts. in addition decreased hemogiobin, hematocrit,
erythrocytes and MCHC) were observed for both male and
famale rats. At 400 ppm remarcable eryth morphology
inciuded increased numbers of nucleated erythrocytes and
polychromia, wers seen in male and female rats.

At 400 ppm increased absolute and relative organ weights of
liver and spleen in males and females was seen.

Applicant's summary and conclusion
Conclusions

NOAEL = 25 ppm
LOAEL = 100 ppm
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7 ZAVER

Nové principy pro uvadeéni chemikalii na evropsky trh jsou mnohem naro¢néjsi nez notifikace
podle legislativy minulé. Na jedné strané¢ by meély pii striktnim dodrzeni vSech pravidel
zajistit vyrazné¢ vyssi ochranu zdravi populace i1 zivotniho prostfedi pied negativnimi vlivy
vyrobkli chemického charakteru, na druhé strané ma vSak nékolik rizik. Prvnim z nich je jasné
snizeni konkurenceschopnosti evropského chemického primyslu ve svété, dalSim je zvyeni
vyrobnich nakladti producentti chemikalii a tim i potencidlni zvySeni cen nejen chemikalii, ale
1 nasledné produkce, ktera chemikalie vyuziva. V oblasti socialni pak hrozi ztraty pracovnich
mist. Jednou pfiCinou je bezprostfedni ohrozeni malych a stfednich firem diky tomu,
ze nemaji prostfedky na financovani vysokych nakladul, spojenych s registraci, dalsi a velmi
vaznou, je presun vyroben velkych firem mimo tzemi EU, tj. tam. Kde nafizeni REACH
neplati, a tudiz vyroba neni zatizena s nim spojenymi naklady. Prvni z nebezpeci je aktudlni i
v CR, kterd ma pomérné rozvinuty chemicky pramysl, ktery vsak neni piili§ kapitalové silny.
Pro ilustraci je v evropském chemickém primysl zaméstnano ptimo 1,2 milionu lidi, neptimo
pak pies 4 miliony, coZ znamen4 piiblizné 3 % prace schopného obyvatelstva. V CR je to pak
pifimo 110 000 pracovnikil a v navazujicich odvétvi ptes 300 000, coz ¢ini cca 10 % préace
schopného obyvatelstva. Je ziejmé, Ze neuspéch aplikace nafizeni by mohlo mit zacné
socialni a z toho plynouci ekonomické nasledky. Pro zajimavost — podle provedenych
dopadovych studii jsou odhadnutelné naklady na registraci chemikalii u ¢eskych firem vyssi

nez 10 miliard korun.

Natizeni REACH samo o sob¢ je velmi slozity a rozsahly dokument a plnit jeho podminky
V oblasti registrace neni pro vyrobce a dovozce nic jednoduchého, i kdyZ si mohou vzdjemné

pomoci dohodami a spole¢nou praci na registracnim dossier.

Ve zpracovaném dokumentu jsou vesmés pouzita literarni publikovana data a i dossier takto
sestaveny ukazuje, jak by dokumentace k registraci vypadala a co vSechno musi registrant

zjistit, aby ji viibec bylo mozné sestavit.

Ackoliv prace byla zahdjena v Case, kdy se o registraci védélo velmi maélo a konci v dob¢, kdy
se naopak o registraci jiz vi celkem dost, neni rozhodn¢ praci zbyte¢nou, protoze registrace
nekonc¢i. Velmi redln€ se uvazuje o sniZzeni ro¢ni tonaze pro registraci, takze ptibudou novi
registranti, pfibyvaji nové vlastnosti latek (endokrinni disruptory) a nové latky (napt. Cisté

latky v nanoformé), které je tieba posuzovat a které budou podléhat registraci.

A ze registrace neni jednoduchy proces, ukazuje tato prace.
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Kromé¢ vySe uvedené literatury bylo vyuzito studijnich materidli, které byly zpracovany

pro potteby vyuky z oblasti natizeni REACH, ktera byla a jsou porfadana Svazem chemického

pramyslu CR a Vyzkumnym Gstavem organickych syntéz a.s., Rybitvi.
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