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B.7. TOKSYCZNOSC DAWKI POWTARZANEJ (28 DNI, DROGA POKARMOWA)

1. METODA

1.1. Wstep

Zamieszczono we Wstepie Ogélnym Czgéci B.
1.2. Definicje

Zamieszczono we Wstepie Ogélnym Czesci B.
1.3. Zasada badania

Badang substancj¢ nalezy podawa¢ doustnie, codziennie, w zréznicowanych dawkach kilku grupom zwierzat
do$wiadczalnych, jeden poziom dawkowania na grupg, przez okres 28 dni. Przez okres podawania zwierzeta
dokladnie obserwuje sig¢ kazdego dnia w celu uchwycenia objawéw toksycznych. Zwierzeta, ktére padng lub sa
w czasie badania u$miercone, poddaje si¢ sekcji, a zwierzgta, ktore przezyly, u$mierca si¢ po zakoriczeniu
do$wiadczenia i poddaje sekc;ji.

W badaniach wykonanych zgodnie z metoda kladzie si¢ nacisk na zmiany neurologiczne, jako specyficzny
parametr kontrolny oraz na konieczno$¢ starannych obserwacji klinicznych zwierzat, w celu otrzymania jak
najwickszej ilo$ci informacji. Za pomoca metody powinno identyfikowaé sie¢ substancje chemiczne
o potencjalnym dziataniu neurotoksycznym, ktoére powinny byé testowane z wykorzystaniem poglebionych
badan w tym kierunku. Poza tym, za pomoca tej metody, mozna wskaza¢ na zmiany immunologiczne oraz
toksycznosé¢ dla narzadéw ukladu rozrodczego.

1.4. Opis metody badania
1.4.1. Przygotowanie

Zdrowe, mlode, dojrzale plciowo zwierzgta nalezy losowo przydzieli¢ do grup narazanych i grupy kontrolne;.
Klatki nalezy usytuowa¢ w ten sposob, by zminimalizowa¢ mozliwe skutki zalezno$ci od ustawienia. Zwierzeta
nalezy oznaczy¢ iumie$ci¢ w klatkach przynajmniej pig¢ dni przed rozpoczgciem badania, w celu
przystosowania ich do warunkéw laboratoryjnych.

Substancj¢ powinno poda¢ sig za pomoca sondy albo z pasza lub woda pitna. Sposdb podawania dozotadkowego
jest zalezny od celu badania i wlasciwosci fizykochemicznych badanego materiatu.

O ile jest to niezbedne, badana substancj¢ rozpuszcza si¢ lub zawiesza w odpowiednim nosniku. Zaleca sig, by
w miar¢ mozliwosci w pierwszej kolejnosci stosowaé roztwér/zawiesing wodna, nastgpnie wziaé pod uwage
roztwér/emulsje w oleju (np. w oleju kukurydzianym), a potem roztwory w innych no$nikach. Dla no$nikow
innych niz woda nalezy zna¢ ich wlasciwoéci toksyczne. Nalezy okre§li¢ trwalo$¢ badanej substancji
w stosowanym nosniku.

1.4.2. Warunki do§wiadczalne
1.4.2.1. Zwierzeta doswiadczalne

Zalecanym gatunkiem gryzoni jest szczur, ale moga byé stosowane inne gatunki gryzoni. Nalezy stosowaé
miode, zdrowe, dojrzate plciowo zwierzeta powszechnie stosowanych szczepéw laboratoryjnych. Samice
powinny byé dziewicze i nieciezarne. Podawanie nalezy rozpoczaé¢ tak szybko, jak to mozliwe po odsadzeniu
i zawsze zanim zwierzgta osiagng wiek dziewigciu tygodni.

Przed rozpoczeciem badania roznice w masie ciala zwierzat powinny by¢ jak najmniejsze inie powinny
przekracza¢ £20% $redniej masy dla kazdej pici.

Gdy badania dozotadkowe przy powtarzanym podawaniu prowadzone sa jako wstgpne do badan przewlektych,
nalezy raczej w obydwu badaniach uzywaé zwierzat tego samego szczepu, pochodzacych z tego samego Zrédta.

1.4.2.2. Liczba zwierzqt i plec
Nalezy stosowa¢ przynajmniej 10 zwierzat (5 samic i 5 samcéw) na kazdym poziomie dawkowania. Gdy planuje

si¢ zabijanie zwierzat w trakcie badania, ilo§¢ zwierzat nalezy zwigkszy¢ przed rozpoczgciem badania o ilos¢
planowang do zabicia.
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Dodatkowo grupa liczaca 10 zwierzat (5 kazdej plci) narazana na badang substancje w najwyzszej dawce moze
byé uzyta wcelu obserwacji odwracalno$ci zmian, ich trwatosci lub opdéZnionego pojawiania sig skutkow
toksycznych, przez przynajmniej 14 dni po zaprzestaniu podawania. Dodatkowa grupa 10 zwierzat kontrolnych
(5 kazdej plci) moze by¢ réwniez uzywana.

1.4.2.3. Poziomy dawkowania

Powinno stosowac¢ si¢ przynajmniej trzy grupy narazane i grupg kontrolng. Poza podawaniem badanej substancji
zwierz¢ta grupy kontrolnej powinny by¢ traktowane w ten sam sposéb, jak zwierzeta w grupach narazanych.
Gdy stosuje sig jaki$ nosnik przy podawaniu badanej substancji, grupa kontrolna powinna otrzymywa¢ ten sam
nosnik w najwyzszej stosowanej objetosci.

Gdy na podstawie oceny innych danych nie nalezy si¢ spodziewaé skutkéw przy dawce 1000 mg/kg m.c./dzien,
mozna przeprowadzi¢ badania warto$ci dawki granicznej. Gdy nie ma stosownych danych, nalezy
przeprowadzi¢ badanie pilotazowe dla ulatwienia wyznaczenia dawek.

Przy doborze dawek nalezy bra¢ pod uwage istniejace dane o toksyczno$ci i (toksyko-)kinetyce badanej
substancji lub materiatéw o zblizonych wlasciwosciach. Najwyzszy poziom dawkowania nalezy dobra¢ tak, aby
wywolal skutki toksyczne, jednak nie powodowal padnig¢¢ lub powaznych cierpien zwierzat. Zréznicowania
poziomoéw dawek nalezy dokonac¢ tak, by méc wykaza¢ zalezno$¢ dawka/odpowiedZ iuzyskaé poziom bez
dajacego si¢ zaobserwowa¢ dzialania na najnizszym poziomie dawkowania (NOAEL). Wspéiczynnik zawarty w
granicach dwa do czterech jest optymalny dla ustalenia roznicy w poziomach dawek; dodanie czwartej grupy
eksponowanej jest wskazane wtedy, gdy badanie jest przeprowadzane z uzyciem dawek o duzych odstgpach
pomigdzy nimi (np. gdy zastosowano wspotczynnik wigkszy niz 10).

W przypadku podawania substancji z pasza lub woda pitnq wazne jest zapewnienie, by wprowadzona do
pozywienia ilos¢ badanej substancji nie zaki6cala normalnego zywienia lub réwnowagi wodnej. Gdy badana
substancja jest podawana z pasza, nalezy stosowa¢ albo stale jej stgzenie w paszy (ppm), albo stale dawki
w stosunku do masy ciata; nalezy poda¢ stosowany wariant. W przypadku podawania substancji sonda, nalezy ja
podawal o tej samej godzinie iregulowa¢ w miarg potrzeby utrzymanie stalego poziomu dawki substancji
w stosunku do masy ciala.

Gdy badania dozotadkowe przy powtarzanym podawaniu prowadzone sa jako wstgpne do badan przewlektych,
nalezy uzywa¢ tej samej paszy w obydwu badaniach.

1.4.2.4. Badanie warto$ci dawki granicznej

O ile badanie przeprowadzone na jednym poziomie dawkowania wynoszacym co najmniej 1000 mg/kg
m.c./dzief, przy podawaniu w paszy lub wodzie pitnej w réwnowaznym odsetku w paszy lub wodzie (w oparciu
o ustalong mas¢ ciala), stosujac postgpowanie opisane dla tego badania, nie powoduje skutkéw toksycznych
i gdy nie przewiduje si¢ dzialania toksycznego w oparciu o dane dotyczace substancji strukturalnie zblizonych,
wykonywanie pelnego badania przy zastosowaniu trzech pozioméw dawkowania nie jest konieczne. Badania
warto$ci dawki granicznej nie stosuje si¢ wtedy, gdy dane o narazeniu ludzi wskazuja na konieczno$¢
stosowania wyzszych pozioméw dawkowania.

1.4.2.5. Okres obserwacji

Okres obserwacji powinien wynosi¢ 28 dni. Zwierzg¢ta z grupy dodatkowej, planowanej do dalszych obserwacji
nalezy przetrzymywaé przez dalszych 14 dni bez narazania, celem wykrycia odlegtych objawéw, lub
utrzymywania si¢ ich, wzglednie ustapienia skutkéw toksycznych.

1.4.3. Sposéb postgpowania

Zwierz¢tom nalezy podawaé badana substancj¢ codziennie przez siedem dni w tygodniu przez okres 28 dni;
podawanie 5 razy w tygodniu lub przez okres 14 dni nalezy uzasadnié. Gdy badana substancj¢ podaje si¢ za
pomoca zglebnika, nalezy tego dokonaé w pojedynczych dawkach, uzywajac sondy zoladkowej lub
odpowiedniej kaniuli intubacyjnej. Najwigksza objeto$¢ ptynu, jaka mozna podad Jednorazowo zalezy od
wielkoéci zwierzecia do$wiadczalnego. Objeto$¢ ta nie powmna byé wigksza anizeli 1cm’/100 gm.c.,

z wyjatkiem roztwor6w wodnych, ktére mozna podawa¢ do 2 cm */100 g m.c. Nalezy zminimalizowa¢ zmienno$¢
objetosci dawki, dobierajac stezenie tak, by zapewni¢ stala objeto$¢ na wszystkich poziomach dawkowania.
Wyjatkiem sa substancje drazniace lub zrace, ktére moga powodowaé silniejsze skutki przy wyzszych
stezeniach.
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1.4.3.1. Obserwacje ogdine

Ogolne obserwacje kliniczne nalezy przeprowadza¢ przynajmniej raz dziennie, najlepiej o tym samym czasie,
uwzgledniajac szczytowy okres spodziewanego skutku po podaniu. Nalezy odnotowaé stan zdrowia zwierzat.
Przynajmniej dwa razy dziennie nalezy obserwowaé zachorowalno$¢ iumieralno$¢ wszystkich zwierzat.
Zwierzeta konajace lub wykazujace objawy silnego cierpienia lub bdélu powinny by¢ zabite ze wzgledéw
humanitarnych i poddane sekcji.

Przed pierwsza ekspozycja (by umozliwi¢ wewngtrzne poréwnania), a nastgpnie przynajmniej co tydzien nalezy
przeprowadzi¢ u wszystkich zwierzat szczegétowe obserwacje kliniczne. Obserwacje te nalezy przeprowadzié
poza klatka, w ktérej zwierzg bytuje, najlepiej zawsze o tym samym czasie. Obserwacje nalezy starannie opisac,
najlepiej uzywajac systeméw punktowych, wyraznie okres$lonych przez badajace laboratorium. Nalezy dotozyé
starafi, aby zmiany w warunkach badania byly minimalne iaby obserwacje byly przeprowadzone przez
obserwatoréw nieznajacych poziomu dawkowania. Notowane objawy powinny zawieraé, lecz nie ograniczaé si¢
tylko do nich, zmiany skéry, siersci, oczu i bton $luzowych, wystgpowanie wydzielin i wydalin oraz objawéw
autonomicznych (takich, jak tzawienie, stroszenie siersci, rozszerzenie Zrenic, nietypowy sposéb oddychania).
Nalezy réwniez odnotowywa¢ zmiany w chodzie, postawie ireakcji na chwytanie, jak réwniez wystgpienie
drgawek klonicznych lub tonicznych, stereotypi¢ (np. nadmierne czyszczenie sig, ciagle krazenie) lub nietypowe
zachowanie si¢ (np. samookaleczenie, chodzenie do tyhu).

W czwartym tygodniu narazania nalezy przeprowadzi¢ badanie odczuwania réznych bodzcéw (takich, jak
bodZce stuchowe, wzrokowe, z glgbokich receptoréw), szacowanie sity bolu i oceng aktywnosci motorycznej.
Dalsze szczegbly procedur, wedlug ktérych nalezy postgpowaé, podano w odpowiednich pozycjach
piSmiennictwa.

Obserwacje czynno$ciowe przeprowadzane w czwartym tygodniu narazania mogg byé pominigte, gdy
do$wiadczenie prowadzi si¢ jako badanie wstgpne do badania podprzewleklego (90 dni). W takim przypadku
obserwacje czynno$ciowe nalezy wiaczy¢ do tego ostatniego badania. Z drugiej strony, dostgpno$é danych
z obserwacji czynno$ciowych z do$wiadczenia przy wielokrotnym podawaniu zwigkszy mozliwo$é wyboru
poziomu dawek dla planowanego nast¢pnie badania podprzewleklego.

Wyjatkowo, mozna takze pomina¢ obserwacje czynnosciowe w grupach, ktdre w inny sposob wykazuja objawy
toksyczno$ci w stopniu znaczaco utrudniajacym przeprowadzenie badan czynnosciowych.

1.4.3.2. Masa ciata i spozycie paszy/wody

Wszystkie zwierzeta nalezy wazy¢ przynajmniej raz w tygodniu. Pomiaru spozycia paszy nalezy dokonywaé
réwniez przynajmniej raz w tygodniu. Jezeli badang substancj¢ podaje si¢ w wodzie do picia, nalezy réwniez
przynajmniej raz w tygodniu mierzy¢ spozycie wody.

1.4.3.3. Badanie hematologiczne

Na zakonczenie badania nalezy wykona¢ nastgpujace oznaczenia hematologiczne: hematokryt, stezenie
hemoglobiny, liczba erytrocytéw, catkowita liczba leukocytéw iich skiad procentowy, liczba plytek krwi
1 pomiar czasu krzepniecia krwi.

Prébki krwi nalezy pobra¢ z ustalonego miejsca tuz przed lub wtrakcie zabijania zwierzat i przechowywaé
w odpowiednich warunkach.

1.4.3.4. Badanie biochemiczne

Oznaczenia biochemiczne nalezy przeprowadzi¢ w prébkach krwi uzyskanych od wszystkich zwierzat, tuz przed
lub w trakcie zabijania zwierzat (oprdcz padtych i/lub zabitych w czasie trwania do§wiadczenia) celem wykrycia
znaczacych skutkéw toksycznych, a szczegdlnie wptywu na nerki i watrobe. Zaleca si¢ glodzenie zwierzat przez
noc przed pobraniem prébek krwi V. Badanie w osoczu lub surowicy powinno obejmowac stezenia sodu, potasu,
glukozy, cholesterolu catkowitego, mocznika, kreatyniny, biatka catkowitego i albuminy, aktywno$¢ co najmniej

"' Dla szeregu pomiaréw w surowicy i osoczu, szczegdlnie glukozy, preferuje si¢ glodzenie przez noc. Gléwnym
powodem tego postgpowania jest to, ze wzrost zmiennosci, ktéry moze nieuchronnie wynikaé zbraku
glodzenia, moze prowadzi¢ do maskowania bardziej subtelnych skutkéw i utrudni¢ interpretacj¢. Z drugiej
strony nocne glodzenie moze wplywaé na ogdlny metabolizm zwierzat, szczegdlnie w badaniach po narazeniu
droga pokarmowa moze zakloca¢ dzienna ekspozycj¢ na badana substancj¢. Jezeli zastosuje si¢ nocne
glodzenie, to oznaczenie wskaznikéw Kliniczno-biochemicznych nalezy przeprowadzi¢ po obserwacjach
czynnosciowych w czwartym tygodniu badan.
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dwoch enzyméw wskazujacych na uszkodzenie komorek watrobowych (np. aminotransferazy alaninowej,
aminotransferazy asparaginianowej, fosfatazy alkalicznej, gamma-glutamylotranspeptydazy i dehydrogenazy
sorbitolowej). Oznaczanie aktywnosci dodatkowych enzymoéw (pochodzenia watrobowego lub innego)
1 stgzenie kwasow zo6iciowych moze dostarczy¢ w pewnych warunkach pozytecznych informacji.

Dodatkowo w ostatnim tygodniu do§wiadczenia mozna przeprowadzi¢ nast¢pujace badania moczu zbieranego
o okreslonej porze: wyglad, objetod¢, osmolarnos¢ lub cigzar wlasciwy, pH, st¢zenie biatka, glukozy i obecnosé
krwi/komérek krwi,

Nalezy takze rozwazy¢ przeprowadzenie badan dla wykrycia w surowicy markeréw ogoélnego uszkodzenia
tkanek. Inne oznaczenia, ktére nalezaloby wykona¢ (gdy o danej substancji wiadomo Iub gdy istnieja
podejrzenia, ze moze ona wplywa¢ na procesy metaboliczne), obejmuja stezenie wapnia, fosforanéw,
trojglicerydéow na czczo, aktywnosci swoistych hormonéw, stezenie methemoglobiny i aktywnosé
cholinoesterazy. Potrzeba wykonania tych badan jest ustalana dla pewnych klas substancji chemicznych lub
w indywidualnych przypadkach.

W zaleznodci od gatunkéw i obserwowanych i/lub spodziewanych skutkéw wywolywanych przez dana
substancjg istnieje potrzeba elastycznego podejécia do badan.

Zanim rozpocznie si¢ ekspozycja, nalezy wzia¢ pod uwagg rozrzut wartoici parametréw hematologicznych
1 biochemicznych u zwierzat, jesli dane literaturowe sa niewystarczajace.

1.4.3.5. Badania makroskopowe

Wszystkie badane zwierzgta nalezy poddaé pelnym, szczegétowym badaniom makroskopowym obejmujacym
staranne sprawdzenie powierzchni ciata, wszystkich naturalnych otworéw, jamy czaszkowej, klatki piersiowe;j
ijamy brzusznej wraz z zawarto$cia. U wszystkich zwierzat (poza padiymi i/lub zabitymi w czasie trwania
doswiadczenia) nalezy wypreparowaé w razie potrzeby od przylegajacych tkanek watrobg, nerki, przysadke,
jadra, najadrza, grasicg, $ledziong, moézg i serce i ustali¢ ich mas¢ na mokro tak szybko, jak to tylko mozliwe po
sekeji w celu zapobiezenia wyschnigciu.

Nastepujace tkanki nalezy utrwali¢ w utrwalaczu najbardziej odpowiednim zaréwno dla rodzaju tkanki, jak
i zamierzonych badan histopatologicznych: wszystkie tkanki, w ktérych makroskopowo stwierdzone zmiany,
moézgowie (odpowiednie cz¢sci jak mézg, mozdzek i most), rdzen kregowy, zotadek, jelito cienkie i grube (wraz
z kepkami Peyera), watroba, nerki, przysadka, $ledziona, serce, grasica, tarczyca, tchawica i pluca (utrwalone
przez przeplukiwanie, a nastgpnie zanurzenie w utrwalaczu), gonady, dodatkowe narzady piciowe (np. macica,
prostata), pgcherz moczowy, wezly chionne (jeden wezel sptywowy charakterystyczny dla drogi podania i inny,
odlegly od drogi podania, wskazujacy na skutki og6lnoustrojowe), nerw obwodowy (kulszowy lub piszczelowy)
raczej w bliskim sasiedztwie migénia i probka szpiku kostnego (lub $wiezy aspirat szpiku kostnego). Wyniki
badan klinicznych lub innych moga sugerowaé konieczno§é wykonania badan innych tkanek. Nalezy réwniez
utrwali¢ narzady, ktére na podstawie znanych wlasciwosci badanej substancji moga by¢ narzadami krytycznymi.

1.4.3.6. Badania histopatologiczne

Pelne badania histopatologiczne nalezy wykona¢ na utrwalonych narzadach itkankach wszystkich zwierzat
grupy kontrolnej i otrzymujacej najwyzsza dawke. Badanie to nalezy rozszerzy¢ na zwierzeta wszystkich innych
grup, gdy w grupie otrzymujacej najwyzsza dawke obserwuje si¢ zmiany wynikajace z dziatania substancii.
Nalezy bada¢ wszystkie tkanki, w ktérych makroskopowo stwierdzono zmiany.

Gdy stosuje si¢ grupe dodatkowa, nalezy przeprowadzi¢ badania histopatologiczne tkanek i narzadéw, w ktérych
stwierdzono zmiany grup narazanych.

2. WYNIKI

Nalezy podaé¢ wszystkie wyniki. Ponadto dane nalezy zestawi¢ w tabele przedstawiajace: w kazdej badanej
grupie ilo$¢ zwierzat na poczatku badania, ilos¢ zwierzat, ktére padly lub ktére ze wzgledéw humanitarnych
zabito w czasie trwania do$wiadczenia, oraz czas padnigeé lub zabicia, ilo§¢ zwierzat z oznakami toksycznosci,
opis obserwowanych objawéw dzialania toksycznego z podaniem czasu wystapienia, trwania i intensywnos$cia
objawow toksycznych, ilo$§¢ zwierzat ze zmianami chorobowymi, rodzaj zmian chorobowych i procent zwierzat
wykazujacych kazdy rodzaj zmian.

Wyniki liczbowe nalezy oceni¢ za pomoca odpowiedniej, ogdlnie akceptowanej, metody statystycznej. Metody
statystyczne nalezy wybra¢ w czasie planowania badania.
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3. SPRAWOZDANIE
3.1. Sprawozdanie z badan

W sprawozdaniu umieszcza sig¢, z uwzglednieniem zakresu badan, nastgpujace informacije:
1) zwierzeta doSwiadczalne:
a) stosowany gatunek/szczep,
b) liczba, wiek i ple¢ zwierzat,
c) zrédio pozyskiwania, warunki przetrzymywania, sposéb odzywiania itp.,
d) masa zwierzat na poczatku badan, w odstgpach tygodniowych i na koncu badania;
2) warunki przeprowadzania badan:
a) uzasadnienie wyboru no$nika, w przypadku gdy nie jest to woda,
b) uzasadnienie wyboru poziomu dawkowania,
c) szczegély przygotowania badanej substancji, przygotowania paszy, ustalenia st¢Zenia, trwalosci
i jednorodno$ci mieszaniny,
d) szczegoly podawania badanej substancji,
e) przeksztalcenie st¢zenia badanej substancji ze stgzenia w paszy/wodzie (ppm) na rzeczywista dawke
(mg/kg m.c./dzien), gdy si¢ stosuje,
szczegoly dotyczace jakosci paszy i wody;
3) wyniki:
a) masa ciala/zmiany masy ciata,
b) spozycie paszy i spozycie wody,
c) dane dotyczace reakcji toksycznej w zaleznosci od plci i poziomu dawkowania, lacznie z objawami
toksycznymi,
d) charakter, nasilenie i czas trwania objawow klinicznych (odwracalne czy tez nie),
e) ocena aktywnosci czuciowej, sity chwytnoéci i aktywno$ci motoryczne;j,
f) wyniki badan hematologicznych z warto$ciami podstawowymi,
g) wyniki badan biochemicznych z warto$ciami podstawowymi,
h) dane dotyczace masy ciata przed usmierceniem i masy narzadéw,
i) zmiany widoczne makroskopowo,
j) szczegblowy opis wszystkich zmian stwierdzonych mikroskopowo,
k) dane o wchlanianiu, o ile sg dostepne,
) opracowanie statystyczne wynikéw;
4) oméwienie wynikow;
5) wnioski.



