AKTUALIZOVANE NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU PO SPATNOM
POSUDENI

Nazov projektu:

CR SB32 Kombinovana §tudia toxicity po opakovanom podani so skriningovym testom
reprodukénej/vyvojovej toxicity (OECD 422).

Cislo konania rozhodnutia o schvileni projektu: Ro-4156/17-221, ¢. 2685/18-221b

KPucové slova v projekte:
Toxicita po opakovanom podani, reprodukénd toxicita, REACH

Ukel projektu: Aplikovany vyskum

Ciele projektu:

Ciel'om projektu (Studie) bolo poskytnut’ podklady pre postdenie bezpe&nosti chemicke;j latky
CR SB32 z hl'adiska schopnosti vyvolat’ toxicku reakciu organizmu po opakovanom podani
latky a odhalit’ potencidlne negativne vplyvy na reprodukéné parametre podla metédy OECD
422,

Prinos z vykonaného projektu:

Experiment poskytol v plnom rozsahu informécie, ktoré su v tomto teste z hPadiska platnej
legislativy REACH pre latky produkované v mnoZstve do 100 ton/rok pozadované. Pokusna
a pozorovacia stratégia boli jednoznaéne dané metodikou OECD 422, ktor4 je alternativou pre
testy Reprodukénej skriningovej toxicity (OECD 421) a 28-diiove;j toxicity (OECD 407) kde sa
sleduju nielen reprodukéné parametre testovanych zvierat, ale robi sa aj hematologické
a biochemické vysetrenie krvi, vySetrenie mo&u, patoldgia a histopatologia.

Na zéklade vysledkov §tidie boli stanovené hodnoty NOAEL pre reprodukénti a systémovu
toxicitu. Prinosom tejto 3tudie bolo véasné rozpoznanie toxicity skuganej latky a zabranenie
negativnych vplyvov na organizmus.

Druhy pouzitych zvierat a ich poéty:
Bolo pouZitych 65 samcov + 77 samic potkanov Wistar, narodilo sa 443 mlad’at

Nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v ramci vykondvania projektu:

Bolo zabezpedené, aby akékolvek zhorSenie zdravotného stavu zvierat bolo konzultované
s veterinarnym lekéarom a tieto zvieratd v pripade tazkych stavov by boli huménne utratené.

V pilotnom pokuse, v ktorom sa vyberali davky pre hlavny pokus boli zaznamenané uhyny
zvierat, ako dosledok podania testovanej latky. Ked'Ze v §tdii s opakovanym podanim by
minimélne jedna testovand davka mala spdsobit’ toxické uginky, aby sa dali indikovat
potencidlne ciel'ové miesta pri intoxikécii, museli byt’ do pilotného pokusu zaradené aj davky,
ktoré st letalne. K thynom do$lo bez predchadzajticich priznakov zhorSenia stavu.

V hlavnej $tudii priSlo tieZ k Ghynu zvierat. Letargia a piloerekcia bola u tychto zvierat pred
Ghynom pozorovana. Okrem tychto nepriaznivych priznakov, Ziadne dalsie zhorenie
zdravotného stavu neboli zaznamenané. V3etky zostavajlice zvierata prezivali bez vidite'nych



priznakov toxicity, alebo zmien zdravotného stavu a spravania. Rovnako neboli pozorované
straty hmotnosti alebo redukovana spotreba potravy.

Uroveii krutosti:

Pokus bol pri planovani hodnoteny ako mierne kruty az kruty, ked’Ze i$lo o doposial
netestovanu latku a nedala sa vylicit’ systémova reakcia, ktord by bola kategorizovana ako
krutd. Podl'a vysledkov $tidie, experiment je moZno vyhodnotit’ ako kruty, vzhl’adom na
systémovil toxicitu pri najvyssej davke.

Uplatiiovanie ziasad 3R

V projekte boli zohl'adfiované zasady 3R. V pokuse neboli vykonané bolestivé zakroky, pri
ktorych je potrebné pouZit’ latky zmiertiujuce bolest’.

Zvieratd boli v pokuse - ¢ast’ ,,pre-treatment* (2 tyZdne) a ,,treatment™ (2 tyZdne) pred parenim
ustajnené skupinovo. Po pareni boli samice, potencidlne matky, ustajnené individulne v
klietkach, ktoré umozZiiovali oény kontakt so susednymi zvieratami. Podas celej tdie bolo
prostredie obohatené nadobami, ktoré suZili zvieratdm ako ukryt. Tieto su inertné, bezpecné,
dobre udrZiavateI'né a nehroz{ ich poskodenie ani zo strany zvierat.

Polty zvierat v pokuse boli primerané, redukované v maximalnej miere tak, aby sa nemohla
ovplyvnit’ validita pokusu vychadzajuc z pravidiel OECD 422.



AKTUALIZOVANE NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU PO SPATNOM
POSUDENI

Nazov projektu:
Diethyl ethyl phosphonate Kombinovana $tudia toxicity po opakovanom podani so
skriningovym testom reprodukénej/vyvojovej toxicity (OECD 422).

Cislo konania rozhodnutia o schvéleni projektu: Ro-4156/17-221, &. 4609/17-221

KPucové slova v projekte:
Toxicita po opakovanom podani, reproduké&na toxicita, REACH

Utel projektu: Aplikovany vyskum

Ciele projektu:

Ciel'om projektu (3tudie) bolo poskytnut’ podklady pre posudenie bezpecénosti chemickej latky
z hladiska schopnosti vyvolat’ toxicku reakciu organizmu po opakovanom podani latky
a odhalit’ potencidlne negativne vplyvy na reprodukéné parametre podla metody OECD 422.

Prinos z vykonaného projektu:

Experiment poskytol v plnom rozsahu informécie, ktoré st v tomto teste z hladiska platnej
legislativy REACH pre latky produkované v mnoZstve do 100 ton/rok poZadované. Pokusna
a pozorovacia stratégia boli jednozna¢ne dané metodikou OECD 422, ktora je alternativou pre
testy Reprodukeénej skriningovej toxicity (OECD 421) a 28-diiovej toxicity (OECD 407) kde sa
sleduju nielen reprodukéné parametre testovanych zvierat, ale robi sa aj hematologické
a biochemické vysetrenie krvi, vySetrenie modu, patolégia a histopatolégia.

Na ziklade vysledkov $tudie boli stanovené hodnoty NOAEL pre reprodukénti a systémovi
toxicitu.

Prinosom tejto $tidie bolo v&asné rozpoznanie toxicity skiiganej latky a zabranenie negativnych
vplyvov na organizmus.

Druhy poutZitych zvierat a ich poéty:
Bolo pouZitych 65 samcov + 77 samic potkanov Wistar a narodilo sa 480 mlad’at

Nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvierata v rameci vykonavania projektu:

Bolo zabezpetené, aby akékolvek zhorsenie zdravotného stavu zvierat bolo konzultované
s veterinarnym lekarom a tieto zvieratd v pripade taZkych stavov by boli huméanne utratené.

V pilotnom pokuse, v ktorom sa vyberali davky pre hlavny pokus boli zaznamenané Uhyny
zvierat ako dosledok podania testovanej latky. Ked’ze v $tudii s opakovanym podanim by
minimilne jedna testovanid davka mala spdsobit’ toxické udinky aby sa dali indikovat’
potenciélne cielové miesta pri intoxikécii, museli byt’ do pilotného pokusu zaradené aj davky,
ktoré st letdlne. Zaznamenané tthyny boli bez predchédzajtcich priznakov zhorsenia stavu.

V hlavnej $tudii pri§lo tieZ k Ghynu zvierat. Letargia a piloerekcia bola u tychto zvierat pred
Ghynom pozorovana. Okrem tychto nepriaznivych priznakov, Ziadne dalsie uhyny, alebo
zhorSenie zdravotného stavu neboli zaznamenané. Vietky zvierata prezivali bez viditelnych



priznakov toxicity, alebo zmien zdravotného stavu a spréavania. Rovnako neboli pozorované
straty hmotnosti a redukovana spotreba potravy.

Uroveii krutosti:

Pokus bol pri pldnovani hodnoteny ako mierne kruty aZ kruty vzhPadom na to, Ze islo
o doposial’ netestovani latku nedala sa vylugit’ systémova reakcia, ktora by bola kategorizovana
ako krutd. Na zaklade vysledkov, experiment je moZno vyhodnotit' ako kruty, vzhPadom na
reprodukénu toxicitu pri najvyssej davke.

Uplatiiovanie zidsad 3R

V projekte boli zohPadiiované zasady 3R. V pokuse neboli vykonané bolestivé zakroky, pri
ktorych je potrebné pouzit' latky zmierfiujuce bolest’.

Zvierata boli v pokuse - ¢ast’ ,,pre-treatment* (2 tyZdne) a ,,treatment* (2 tydne) pred parenim
ustajnené skupinovo. Po pareni boli samice, potencidlne matky, ustajnené individuslne v
klietkach, ktoré umozZiiovali oény kontakt so susednymi zvieratami. Potas celej $tudie bolo
prostredie obohatené nddobami, ktoré siZili zvieratdm ako ukryt. Tieto st inertné, bezpelné,
dobre udrziavatel'né a nehrozi ich poskodenie ani zo strany zvierat.

Podty zvierat v pokuse boli primerané, redukované v maximalnej miere tak, aby sa nemohla
ovplyvnit’ validita pokusu vychadzajic z pravidiel OECD 422.
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Netechnické zhrnutie projektu: /}fé J{-'I(L-E‘i LO A Ly 770 S/)" Y Uoy /’-MM /Ka”/‘
Nazov projektu: Xenobiotika a vyvin preimplantaéného embrya
Cislo konania rozhodnutia o schvaleni projektu: Ro 2399/15-221

KTPudové slovi v projekte (max 5 slov): preimplantatné embryo, insekticidy, potravinové

aditiva

Utel projektu: Zakladny vyskum

Ciele projektu: Hlavnym cielom vyskumu bolo ziskat’ informécie o ucinkoch vybranych
xenobiotik na skory embryondlny vyvin. Projekt bol zamerany na dva druhy substancii, ktoré
predstavuju zdravotné riziko pre farmové, domace, spolodenské zvierata ale aj ¢loveka:
insekticidy a potravinové aditiva. Ich dopad na skory reprodukény potenciél samic bol
vySetrovany na mysiach. Projekt bol zamerany na $tdium vplyvu materskej intoxikécie na
vyvinovy potenciél oocytov a preimplantaénych embryi. Ziskané vysledky boli okrem toho
zhodnotené i v kontexte materskej kondicie (tzn. v kontexte aktuélneho fyziologického a

metabolického stavu).

Prinos z vykonaného projektu: Vysledky analyzy preukazali, Ze pritomnost’ vybranych
tcinnych latok troch skupin insekticidov (fenylpyrazoly, neonikotinoidy, pyretroidy),
komeréne dostupnych pripravkov uréenych na hubenie hmyzu, znamych sekundéarnych
zloziek insekticidnych produktov ako aj pridavnych latok v potravinach v prostredi
vyvijajuceho sa embrya negativne ovplyvnila vyvin a kvalitu my8acich preimplantagnych
embryi. Ked'Ze vetky druhy zvierat st im vystavené bud’ vo forme vysokych jednorazovych
davok (veterinarna prevencia a terapia parazitirnych ochoreni) alebo vo forme dlhodobo
prijimanych nizkych davok (konzuméacia obilia, zeleniny a ovocia kontaminovaného
reziduami insekticidov) predstavuji realnu hrozbu pre reprodukéné zdravie.

Vysledky ziskané na embryach izolovanych z laboratérnych zvierat napomoézu pri zavadzani
preventivnych opatreni v rdmci riadenia Zivotisnej produkcie ako aj pri zabezpedovani

reprodukéného zdravia s cielom zniZit’ neustale narastajuce prenatalne straty.

Druhy pouzitych zvierat a ich poéty: Modelovym zvieratom bola my3 laboratérna. Bolo

pouzitych 2263 zvierat.



Nepriaznivy vplyv/ujma na pouZité zvieratd v ramci vykondvania projektu: Vo vicsine
experimentov samice mysi sluzili vyhradne ako darkyne experimentalneho materialu. Izolacie
ocytov, preimplantatnych embryi a pohlavnych orgénov boli vykonané az po usmrteni
zvierat. Vynimku tvoril &astkovy experiment, v ktorom sme prirodzene oplodnenim
samiciam my$i podavali vo vode alebo v krmive insekticid v koncentracii neprekracujice;j
dokumentovany obsah rezidui namerany v krmivach pochadzajucich z insekticidom
oSetrenych porastov. Pogas realizacie projektu nebolo pozorované Ziadne zhorenie
zdravotného stavu, ktoré by si vyZadovalo preddasné humanne usmrtenie pokusnych zvierat.

Zyvierata prezivali bez priznakov toxicity.
Uroven krutosti:

Planované postupy vykonané na zvieratach (aplik4cia horménov na upravu pohlavného cyklu,
vySetrovanie telového tuku) boli zaradené do kategérie krutosti ,,slaba”. Zvieratd v ich
dosledku nepocit'ovali Ziadnu alebo iba kratkodobi slabu bolest, utrpenie alebo strach.
Kratkodobé podavanie vody s pridavkom insekticidu bolo zaradené do kategoérie krutosti

,,Strednd*.

Uplatiiovanie zdsad 3R

1. Nahradenie zvierat (Replacement): Planované experimenty nebolo mozné vykonat’
alternativnym spdsobom bez pouZitia Zivych zvierat. Databazy medzinarodne overenych a
uznanych alternativnych metéd ECVAM, ICCVAM, GO3R-PUBMED, NC3Rs, a CAAT
neobsahovali takéto alternativne metddy. Doterajsie poznatky o problematike neumoznili
vytvorenie adekvétneho modelu in silico, ktory by dokéazal simulovat’ zlozity vztah medzi
chronickou intoxikaciou matky xenobiotikami a ich vplyvom na reproduk&né procesy.
Vidsina planovanych postupov bola zaloZen4 na in vitro experimentoch, pri ktorych sluzili

laboratorne zvieratd vyhradne ako donor materiglu.

2. Redukcia po¢tu zvierat (Reduction): Planované experimenty boli zostavené tak, aby bolo
pre dosiahnutie o¢akévanych vysledkov pouzitych ¢o najmenej zvierat a aby bolo
maximalizované mnoZstvo vystupnych informacii z kazdého pouZitého pokusného zvierat'a.
Pocet pouZitych zvierat bol stanoveny tak, aby bola zachovana reprodukovatelnost’ a validita
pokusov. Usmrcovanie zvierat s naslednym zberom biologického materidlu bolo v postupe
nastavené tak, aby mohlo byt’ vo vzorkach vy3etrenych paralelne tol’ko parametrov, kol'ko

bude technicky mozné. Ziskavanie biologického materialu sa ukongilo po dosiahnuti



adekvatneho mnoZstva vzoriek nevyhnutnych pre relevantné $tatistické spracovanie
vysledkov. Pocet pouzitych zvierat v projekte bol 2263, &o bolo menej ako bol schvaleny

maximalny pocet 2486 mysi.

3. Zjemnenie (Refinement): Planované experimenty boli zostavené tak, aby sa minimalizovala
bolest’, strach a utrpenie pouZitych pokusnych zvierat a aby bol zabezpeéeny primerany
welfare od ich narodenia aZ po usmrtenie. Zvierata boli chované v Standardnych podmienkach
a ich usmrtenie bolo vykonané spdsobilymi osobami huméannym spdsobom. Vzhl'adom na
skuto¢nost’, Ze prijem vody (aj ked’ kratkodoby) s pridavkom insekticidu mohol predstavovat’
zdravotné riziko, denné monitorovanie zdravotného stavu bolo zamerané na celkovy vzhl'ad
zvierat, telesné funkcie ako aj socidlne spravanie. Podas experimentov sa nevyskytli zmeny

zdravotného stavu zvierat.

Projekt podlieha opitovnému schvalovaniu:  4no  nie

Projekt bol spétne postdeny aj napriek tomu, Ze najvyssia klasifik4cia krutosti bola stredna.
Clenovia poradného organu navrhli projekt spétne posudit’ z ddvodu pouZitia vel’kého

mnozstva zvierat v sulade s § 36 ods. 2 pismeno f) NV 377/2012 Z.z.



