
AKTUALIZoVANE NETECHNICKE ZHRNUTIE PRoJEKTU Po SPÄTNoM
PosÚDENÍ

Názov projektu:
CR sB32 Kombinovaná štúdia toxicity po opakovanom podaní so skríningovým testom
ľepľodukčnej /vývoj ovej toxicity (OECD 422).

číslo ko''ania rozhodnutia o schválení pľojektu: Ro-4t56ll7-22I, č.2685lI8-22Ib

Kl'účové slová v projekte:
Toxicita po opakovanom podaní, ľepľodukčná toxicita, REACH

Účet pľojektu: Aplikovaný výskum

Ciele pľojektu:
Cieľom projektu (štúdie) bolo poskytnúť podklady pľe posúdenie bezpečnosti chemickej látky
CR SB32 z hl'adiska schopnosti vyvolať toxickú reakciu organizmu po opakovanom podaní
|átky a odhaliť potenciálne negatívne vplyvy na ľepľodukčné paľametre podľa metódy OECD
422.

Pľínos z vykonaného pľojektu:
Experiment poskytol v plnom rozsahu informácie, ktoľé sú v tomto teste z hľadiska platnej
legislatívy REACH pre látky produkované v množstve do l00 toďľok požadované. Pokusná
a pozoľovacia stľatégia boli jednoznačne dané metodikou OECD 422,ktorá je alteľnatívou pre
testy Reprodukčnej skĺíningovej toxicity (OECD 42l) a28-dňovej toxicity (oECD 407) kde sa
sledujú nielen ľepľodukčné parametre testovaných zvietat, ale ľobí sa aj hematologické
a biochemické vyšetľenie kĺvi, vyšetľenie moču, patológia a histopatológia.
Na základe výsledkov štúdie bolí stanovené hodnoty NOAEL pre ľepľodukčnú a systémovú
toxicitu. Pľínosom tejto štúdie bolo včasné rozpoznanie toxicity skúšanej látky azabľánenie
negatívnych vplyvov na oľganizmus.

Dľuhy použifých zvierat a ich počty:
Bolo pouŽitých 65 samcov -| 77 samÍc potkanov Wistaľ, narodilo sa 443 mláďat

Nepľiaznivý vplyv/uj ma na použi té zvier atá v ľámci vykonávania pľoj ektu :

Bolo zabezpečené, aby akékoľvek zhoršenie zdľavotného stavu zvierat bolo konzultované
s veterináľnym lekárom a tieto zvierutáv prípade ťažkýchstavov by boli humánne utľatené.
V pilotnom pokuse, v ktoľom sa vybeľali dávky pre hlavný pokus bolri zaznamenané úhyny
zvierat, ako dôsledok podania testovanej látky. Keďže v štúdii s opakovaným podaním by
minimálne jedna testovaná détvka mala spôsobit' toxické účinky, aby sa dali indikovať
potenciálne cieľové miesta pľi intoxikácii, museli bý do pilotného pokusu zaradené aj dávky,
ktoré sú letálne. K úhynom došlo bez ptedchádzajúcich príznakov zhoršenia stavu.
V hlavnej štúdii prišlo tiežkúhynu zvierut. Letargia a piloeľekcia bola u týchto zvieľat pred
úhynom pozoľovaná. okĺem týchto nepriaznivých pľíznakov, žiadne ďalšie zhoršenie
zdľavotného stavu neboli zaznamenané. Všetky zostávajúce zvierutápľeŽívali bez viditeľných
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príznakov toxicity, alebo zmien zdravotného stavu a spľávania. Rovnako neboli pozoľované
stľaty hmotnosti alebo redukovaná spotreba potľavy.

Úľoveň kľutosti:
Pokus bol pľi plánovaní hodnotený ako mieľne kĺutý ďž kÍutý, keďže išlo o doposiaľ
netestovanú látku a nedala sa vylúčiť systémová ľeakcia, ktoľá by bola kategoľizovaná ako
kľutá. Podľa výsledkov štúdie, expeľiment je možno vyhodnotiť ako krutý, vzhľadom na
systémovú toxicitu pľi najvyššej dávke.

Uplatňovanie zásad 3R
V pľojekte boli zohľadňované zásady 3R. V pokuse neboli vykonané bolestivé zákľoky, pľi
ktoľých je potľebné použiť látky zmieňujúce bolesť.
Zvierutáboli v pokuse - časť,,pre-treatment" (2týždne) a,,treatment" (2týždne) pred páľením
ustajnené skupinovo. Po páľení boli samice, potenciálne matky, ustajnené individuálne v
klietkach, ktoré umožňovali očný kontakt so susednými zvieratami. Počas celej štúdie bolo
pľostľedie obohatené nádobami, ktoľé súžili zvieratám ako úkľyt. Tieto sú ineľtné, bezpečné,
dobľe udľŽiavateľné a nehľozí ich poškodenie ani zo stľany zvierat.
Počty zvĺerut v pokuse boli primeľané' ľedukované v maximálnej miere tak, aby sa nemohla
ovplyvniť validita pokusu vychádzajitc z pľavidie| )ECD 422.
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AKTUALIZoVANÉ NETECHNICKE ZHRNUTIE PROJEKTU Po sPÄTNoM
PosUDENÍ

Názov projektu:
Diethyl ethyl phosphonate Kombinovaná štúdia toxicity po opakovanom podaní so
skíningovým testom repľodukčnej/vývoj ovej toxicity ()ECD 422).

číslo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu: Ro-4t56ll7-22l, č. 4609117-22I

Kl'účové slová v pľojekte:
Toxicita po opakovanom podaní, ľeprodukčná toxicita, REACH

Účel pľojektu: Aplikovaný výskum

Ciele pľojektu:
Cieľom projektu (štúdie) bolo poskytnúť podklady pre posúdenie bezpečnosti chemickej látky
z hľadiska schopnosti vyvolať toxickú reakciu organizmu po opakovanom podaní látky
a odhaliť potenciálne negatívne vplyvy na repľodukčné parametre podľa metódy 1ECD 422.

Pľínos z vykonaného pľojektu:
Experiment poskytol v plnom rozsahu informácie, ktoľé sú v tomto teste z hľadiska platnej
legislatívy REACH pľe látky produkované v množstve do l00 toďrok požadované. Pokusná
a pozorovacia stľatégia boli jednoznačne dané metodikou OECD 422,ktorá je alteľnatívou pre
testy Repľodukčnej skľíningovej toxicity (OECD 42I) a28-dňovej toxicity (oECD 407) kde sa
sledujú nielen ľepľodukčné paľametre testovaných zvierat, ale robí sa aj hematologické
a biochemické vyšetľenie kľvi, vyšetľenie moču, patológia a histopatológia.
Na základe výsledkov štúdie bolí stanovené hodnoty NoAEL pľe repľodukčnú a systémovú
toxicitu.
Prínosom tejto štúdie bolo včasné rozpoznanie toxicity skúšanej latky azabránenienegatívnych
vplyvov na oľganizmus.

Dľuhy použitých zvierat a ich počty:
Bolo pouŽitých 65 samcov + 77 samíc potkanov Wistaľ a naľodilo sa 480 mláďat

Nepriazniqý vplyv/uj ma na použi té zv ier atá v rámci vykonávania pľoj ektu :

Bolo zabezpečené, aby akékoľvek zhoľšenie zdľavotného stavu zvierat bolo konzultované
s veterináľnym lekárom a tieto zvieratáv pľípade ťažkýchstavov by boli humánne utľatené.
V pilotnom pokuse, v ktoľom sa vybeľali dávky pľe hlavný pokus boli zaznamenané úhyny
zvierat ako dôsledok podania testovanej látky. Keďže v štúdii s opakovaným podaním by
minimálne jedna testovaná dávka mala spôsobiť toxické účinky aby sa dali indikovat'
potenciálne cieľové miesta pľi intoxikácii, museli bý'do pilotného pokusu zatadene aj dávky,
ktoľé sú letálne. Zaznamenané úhyny boli bez pľedchádzajúcich príznakov zhoľšenia stavu.
V hlavnej štúdii pľišlo tiežkúhynu zvierat. Letargia a piloeľekcia bola u týchto zvierat pľed
úhynom pozorovaná. okľem týchto nepľiazniqých pľíznakov, žiadne ďalšie úhyny, alebo
zhoršenie zdľavotného stavu neboli zaznamenané. Všetky zvierutá pľežívali bez viditeľných
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pľíZnakov toxicity, alebo zmien zdľavotného stavu a spľávania. Rovnako neboli pozoľované
stľaty hmotnosti a ľedukovaná spotreba potľavy.

Úľoveň kľutosti:
Pokus bol pľi plánovaní hodnotený ako mieľne krutý až krutý vzhl'adom na to, Že išlo
o doposiaľ netestovanú látku nedala sa vylúčiť systémová reakcia, ktorá by bola kategorizovaná
ako krutá. Na základe výsledkov, experiment je možno vyhodnotiť ako krutý, vzhľadom na
ľepľodukčnú toxicitu pľi najvyššej dávke.

Uplatňovanie zásad 3R
V pľojekte boli zohľadňované zásady 3R. V pokuse neboli vykonané bolestivé zákľoky, pri
ktoľých je potľebné použiť látky zmieňujúce bolesť.
Zvieratá boli v pokuse - časť ,,pľe-tľeatment'o (2 týždne) a ,,tľeďment" (2 týždne) pred párením
ustajnené skupinovo. Po párení boli samice, potenciálne matky, ustajnené individuálne v
klietkach, ktoré umožňovali očný kontak1 so susednými zvieratami. Počas celej štúdie bolo
pľostredie obohatené nádobami, ktoré súŽili zvieratám ako úkľyt. Tieto sú ineľtné, bezpečné,
dobre udržiavateľné a nehĺozí ich poškodenie ani zo stľany zvierut.
Počty zvterat vpokuse boli primeľané, redukované vmaximálnej miere tak, aby sa nemohla
ovplyvniť validita pokusu vychádzajitc z pľavidiel)ECD 422.
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Názov pľojektu : Xenobiotik á a vývinpľeimplantačného embrya

číslo konania ľozhodnutia o schválení pľojektu: Ro 2399lI5-22I

KI'účové slová v pľojekte (max 5 slov): pľeimplantačné embľyo, insekticídy, potľavinové
aditíva

Účel projektu: Základný výskum

Ciele pľojektu: Hlavným cieľom výskumu bolo získat'informácie o účinkoch vybraných
xenobiotík na skoľý embľyonálny vývin. Projekt bol zameľaný na dvadruhy substancií, ktoľé
pľedstavujú zdtavotne riziko pľe faľmové, domáce' spoločensk é zvteratáale aj človeka:
insekticídy a potľavinové aditíva. Ich dopad na skoľý reprodukčný potenciál samíc bol
vyšetrovaný na myšiach. Projekt bo| zameruný na štúdium vplyvu mateľskej intoxikácie na
vývinový potenciál oocytov a pľeimplantačných embľyí. Získanevýsledky boli okľem toho
zhodnotené i v kontexte materskej kondície (tzn. v kontexte aktuálneho fyziologického a
metabolického stavu).

Pľín o s z vykon an éh o p ľoj ektu : Výsledk y analý zy pr eukžna|i, že pľítomnost' vybraných
účinných látok tľoch skupín insekticídov (fenylpyrazoly,neonikotinoidy, pyretľoidy),
komerčne dostupných prípľavkov uľčených na hubenie hmyzu, známychsekundámych
zložiek insekticídnych produktov ako aj pľídavných látok v potravinách v prostľedí
vyvíjajúceho sa embrya negatívne ovplyvnila vývin a kvalitu myšacích preimplantačných
embryí' KeďŽe všetky druhy zvieratsú im vystavené buď vo forme vysokých jednorazových
dávok (veteľinárna prevencia aterapiaparazitámych ochorení) alebo vo foľme dlhodobo
pľijímaných nízkych dávok (konzumácia obilia, zeleniny a ovocia kontaminovaného
reziduami insekticídov) pľedstavujú reálnu hľozbu pre reprodukčné zdravie.
Výsledky získané na embľyách izolovaný ch zlaboratómych zvieratnapomôžu pri zavádzani
preventívnych opatrení v ľámci riadenia Živočíšnej produkcie ako aj prl zabezpečovaní
repľodukčného zdravia s cieľom znížit' neustále naľastajúce pľenatálne straty.

Druhy použitych zvierat a ich počty: Modelovým zyierat'om bola myš laboratóma. Bolo
pouŽitých 2263 zvierat.



Nepľiazniqŕ vplyv/ujma na použité zvieratáv ľámci vykonávania pľojektu: Vo väčšine

expeľimentov samice myší slúŽili výhĺadne ako daľkyne experimentálneho mateľiálu. Izolácie
ocytov, pľeimplantačných embľyí a pohlavných oľgánov boli vykon ane ažpo usmľtení

zvietat. Výnimku tvoľil čiastkový experiment' v ktoľom sme pľiľodzene oplodnením

samiciam myší podávali vo vode alebo v kľmive insekticíd v koncentrácii nepľekľačujúcej

dokumentovaný obsah rezidui nameraný v krmivách pochádzajilcichzinsekticídom

ošetľených porastov. Počas realizácie pľcljektu nebolo pozorované žiadne zhoršenie

zdtavotneho stavuo ktoľé by si vyžadovalo predčasné humánne usmľtenie pokusných zvierat.
Zvíeratá prežíva|i bez pľíznakov toxicity.

Úľoveň kľutosti:

Plánované postupy vykonané na zvteratách (aplikácia hoľmónov na úpravu pohlavného cyklu,
vyšetľovanie telového tuku) boli zaradené do kategóľie krutosti ,,slabáoo. Zvierutáv ich
dôsledku nepociťovali žiadnu alebo iba kľátkodobú slabú bolesť, utrpenie alebo strach.

Kľátkodobé podávanie vody s pľídavkom insekticídu bolo zaradené do kategórie kľutosti

'ostľedná'o.

Uplatňovanie zásad 3R

1. Nahĺadenie zvierat (Replacement): Plánované expeľimenty nebolo možné vykonať
altematívnym spôsobom bez použitia živý ch zvierut. D atabázy medzinárodne oveľených a
uznaných alteľnatívnych metód ECVAM, ICCVAM' GO3R-PUBMED, NC3Rs, a CAAT
neobsahovali takéto alternatívne metódy. Doterajšie poznatky o pľoblematike neumožnili
vytvorenie adekvátneho modelu in silico, ktoľý by dokázal simulovať zložitý vzťahmedzi
chľonickou intoxikáciou matky xenobiotikami aich vplyvom na repľodukčné pľocesy.

Väčšina plánovaných postupov bola založenánain vitro expeľimentoch, pri ktoľých slúžili
laboľatóme zvier atá výhradne ako donoľ mateľiálu.

2. Redukcia počtu zvierat (Reduction): Plánované expeľimenty boli zostavené tak, aby bolo
pľe dosiahnutie očakávaných výsledkov použitých čo najmenej zvierata aby bolo
maximalizované mnoŽstvo výstupných infoľmácií zkaždého pouŽitého pokusného zvierut,a.

Počet použitých zvierat bol stanovený tak, aby bola zachovanáľeprodukovateľnosť a validita
pokusov. Usmľcovanie zvierat s následným zberom biologického mateľiálu bolo v postupe

nastavené tak, aby mohlo byť vo vzorkách vyšetľených paralelne toľko parametľov, koľko
bude technicky moŽné. Získavanie biologického mateľiálu sa ukončilo po dosiahnutí



adekvátneho množstva vzoľiek nevyhnutných pľe relevantné štatistické spracovanie

výsledkov. Počet pouŽitých zvierut v pľojekte bol2263, čo bolo menej ako bol schválený

maximálny počet 2486 myši.

3. Zjemnenie (Refinement): Planované expeľimenty boli zostavené tak, aby sa minimalizovala
bolesť, stľach a utrpenie použitých pokusných zvierata aby bol zabezpečenÝ pľimeľaný

welfare od ich narodenia až po usmrtenie. Zvíeratá boli chované v štandardných podmienkach

a ich usmľtenie bolo vykonané spôsobilými osobami humánnym spôsobom. Vzhľadom na

skutočnost', Že príjem vody (aj keď kľátkodobý) s pľídavkom insekticídu mohol predstavovať

zdravotné ľiziko, denné monitoľovanie zdľavotného stavu bolo zamerané nacelkový vzhľad
zvierat, telesné funkcie ako aj sociálne spľávanie. Počas experimentov sa nevyskytli zmeny

zdľavotného stavu zvieľat.

Pľojektpodliehaopätovnémuschval'ovaniu: áno me

Projekt bol spätne posúdený aj napriek tomu, Že najvyššia klasifikácia kĺutosti bola stľedná.

Členovia poradného oľgánu navľhli projekt spätne posúdiť z dôvodu pouŽitia veľkého
mnoŽstva zvierat v súlade s $ 36 ods. 2 písmeno 0 NV 377l2Ol2 Z.z.


