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Genotoxicita

- hodnoceni ucinkt na dédiény material — DNA

- zmény NEJSOU prenositelné — vymeéna sesterskych
chromatid, zlomy DNA retézcu, neplanovana syntéza DNA

i

evropsky
socialni
fond v CR

EVROPSKA UNIE

OP Vzdélavani

pro konkurenceschopnost
INVESTICE
DO ROZVOJE
VZDELAVANI

Investice dorozvoje vzdélavani

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.



Mutagenese

Mutace - pienositelna zména v genetickém materialu organismu

Mutageny - chemické, fyzikalni, biologické
- chemickeé — nitrosaminy, nékteré pesticidy, PAHs
- fyzikalni — ionizujici zareni
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Mutagenese Il.
Prenositelna zména v
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Mutagenese lll.

Bodové mutace — transverse vs

tranzice

- kyselina dusita — z nitrosaminu,
dusitanu, dusiénanu — reaguje s
aminoskupinami nukleotidu
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Alkylace Mutagenese IV.

Ethyl Methanesulfonate

— pridavek kratkého CHy s~ §-0-CH,
uhlovodikového zbytku na ) ©
urcité misto v bazi (EMS) 0

Guanine

— yperit (horcicny plyn) HO_ -
CH,
KN 7-Ethylguanine
HO —

H

CHy,—CHy—Cl

Bond from deoxyribose

- / l to 7-Ethylguanine breaks
- b QH; o}
c \ .
© CH,—CH,—Cl '
‘o HO ‘NH
i “cH

7-Ethylguanine

EVROPSKA UNIE

OP Vzdélavani

pro konkurenceschopnost
INVESTICE
DO ROZVOJE
VZDELAVANI

Investicedorozvoje vzd

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.



K%

evropsky
socialni

fond v CR

EVROPSKA UNIE
|\’<%
°

INVESTICE
DO ROZVOJE
VZDELAVANI

Mutagenese V.

Mutace DNA = zména RNA = zména proteinu =
meritelna bunecna funkce (auxotrofnizmény)

11l Obtizna detekce zmén v DNA savcu !!!

Nesavci testy mutagenicity — predbézny screening

— bakterialni systémy - rychlé, levné
- nemaji jadro, enzymy zodpovédné za

_ bioaktivaci
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Mutagenese VI.

In Vivo savcCi systémy - nejdulezitéjsi pro odhad mutagenicity u
¢lovéka — Ize zvolit cestu expozice (- dlouho trvaji, drahé)

Epidemiologické studie — nelze kontrolovat vSechny proménné

Mutagenni potencial ma velkou variabilitu skrz tfridu analyta (napf.
kovy)

E- By the Electronics Community for crimes agalmt
2 Planet Earth and its inhabitants.

E AKA:

L Atomic Weight:
£~ Usually Found In:

Erin Brockovich
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Savci testy mutagenicity

Germ cell assays

- mouse-specific locus assay - inkubace wt-mysi pred parenim s
kmenem homozygotnim pro urcity pocet recesivnich genii
fenotypicky snadno pozorovatelnych — neni-li mutace =» vSichni
potomci budou wt

Dominant lethal assay - samci vystaveni mutagenu, kazdy

tyden nové samice, samice utraceny pred porodem a pocita se
smrt plodu

Heritable translocation assay - samci po expozici mutagenu
pareny se samicemi a brezi samice mohou donosit, sam¢i potomci
dale pareny se samicemi, jde-li o translokaci pak prvni generace
samcu bude ¢astecné ¢i uplné sterilni

Test na primarni poskozeni DNA - barveni s

bromodeoxyuridinem, monitorovani vymeény sesterskych
chromatid

In vitro testovani - monitoring mutaci v uréitém genu, napf.
HPRT, TK

oooooooooooooooooooooo
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Chemicka karcinogenese

Studium mechanismu, kterymi chemické
karcinogeny indukuji rakovinu

- Karcinogenese = proces vyvoje rakoviny

- Rakovina = skupina nemoci charakterizovana nekontrolovanym
ristem abnormalnich bunék, které ziskaly schopnost se délit a
napadat okolni tkané

- Epidemiologické studie — prudky narust s vékem

- 3-7 kritickych zasahi — akumulace mutaci kritickych gent —
vysledky nedokonalé replikace/opravy DNA, oxidaéni poskozeni
DNA

- VétsSina rakovin je monoklonalnich

-V normalnich bunkach — proto-onkogeny — mutaéni zména vede k
»Zziskani funkce“ = onkogeny

-  Tumor supresorové geny — negativni regulatory bunééného rustu -
mutacni inaktivace vede ke ,,ztraté funkce*

oooooooooooooooooooooo
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Chemicka karcinogenese lI.

Neoplasmus/tumor — abnormalni tkanova hmota s
nekontrolovanym rustem

- benigni a maligni
Rakovina je obecny pojem pro maligni neoplasmus.

Benign Malignant
Generally slow growing May be slow to rapid growing
Few mitotic figures Numerous mitotic figures
Well-differentiated architecture, resembles that  Some lack differentiation, disorganized; loss
of parent tissue of parent tissue architecture
Ef Sharply demarcated mass that does not invade  Locally invasive, infiltrating into
S surrounding tissue surrounding normal tissue
i No metastases Metastases

fond v CR
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Vétsina rakovin dospélych jsou karcinomy (strevo, prsa, plice)

’\’@?I - sarkomy
- leukemie a lymfomy
- melanomy
i - retinoblastomy, glioblastomy
VZDELAVANT - neuroblastomy
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Rakovina clovéeka
Hlavni pohled — epidemiologové — spojeni
genetiky, vlivu prostredi, vlivu kultury
- 30-80% rakovin je asociovano s prostredim, ve
kterém zijeme
- Prostredi = vSechny aspekty zivotniho stylu
(koureni, strava, prace, atd.)

- Best Estimate  Range of Acceptable

> Major Factors (%) Estimates (%)
Ef o Diet 35 10-70
Svropsiy N Tobacco 30 25-40
fond v CR o Infection 10 | -7

5 Reproductive and sexual behavior 7 1-13

> (ccupation 4 2-8

5 Geophysical factors 3 2-4

; Alcohol 3 2—-4

S Pollution 2 <1-5

e Food additives I —5-2

prokonkarsnceschopnost | = Medicines I 0.5-3

5 ::: Industrial products I <1-2
VZDELAVANI > Unknown ? ?

c
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Historie

1771 — J.Hill a 1776 — P.Pott - vystaveni
chemikaliim zvysuje riziko vzniku rakoviny (rakovina
nosu u Snupajicich tabak, rakovina sourku u
kominiku)

- 1915 - K.Yamagiwa a K.J.Ilchikawa —
zdlvodnéni Pottova pozorovani — aplikace dehtu na
kralic¢i klzi (2-3 dny po cely rok) produkovala
karcinomy

=> 1) chemikalie produkuje rakovinu u zvirat
=> 2) vztah mezi lidskymi epidemiologickymi
studiemi a zvireci karcinogenitou

- 1930 —-izolace
Q0O

10

benzo[a]pyrenu :(;\..4

5

Benzo(a)pyrene (BP)

Investice dorozvoje vzdélavani

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Percivall-pott.jpg

K%

evropsky
socialni
fond v CR

OP Vzdélavani

pro konkurenceschopnost
INVESTICE
DO ROZVOJE
VZDELAVANI

Klasifikace lidskych karcinogenu

Epidemiologicka data

Dlouha doba — 20-30 let = tézké urcit karcinogen
- Two-year rodent carcinogenesis bioassay

- ~100 % Lidské karcinogeny =>» hlodavéi karcinogeny

€
?
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Klasifikace lidskych karcinogenu

Studie na hlodavcich - obtizné uréit lidsky karcinogen !!!

Pricina? — jiny druh, pouziti vysokych davek, doba zZivota
hlodavcu, nutnost extrapolace z vysokych na nizké davky pro lidi,
atd.

Karcinogeny — klasifikace dle vahy dikazu — dostacujici, omezené,
nedostatecné

Kritéria pro klasifikaci karcinogenti

(Narodni toxikologicky program, 12th Report on
carcinogens (ROC), 2011 - http://ntp.niehs.nih.qov/)

K%

evropsky
socialni

Znameé lidské karcinogeny — dostatek dukazl pro karcinogenitu ze
studii na lidech ( aflatoxin, konzumace alkoholickych napoj,..)
Predpokladané lidské karcinogeny — omezeny pocet diikazl o
karcinogenité ze studii na lidech (akrylamid, chloroform, naftalen,..)

- dostacujici dukaz o karcinogenité ze studii na zviratech

- mensSi nez dostacujici pocet dukazu o karcinogenité u lidi
Ci zvirat, ale latka patri ke strukturné dobre definované tridé latek
jejiz clenové jsou uvedeny v predchozim ROC
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Klasifikace lidskych karcinogenu Il.

Kriteria dle EPA a dle IARC (international Agency for
Research on Cancer - souc¢ast WHO - htip://www.iarc.fr/)

IARC EPA

I Group A Human carcinogens
Sufficient evidence from epidemiological studies to support a causal
association between exposure to the agents and cancer
2A Group B Probable human carcinogens
Group Bl Limited epidemiological evidence that the agent causes cancer regardless
of animal data
Group B2 Inadequate epidemiological evidence or no human data on the
carcinogenicity of the agent and sufficient evidence in animal studies
that the agent is carcinogenic

= 2B Group C  Possible human carcinogens
z Ah.l;u_ncc of human data with limited evidence of carcinogenicity in
N animals
o 3 Group D Not classifiable as to human carcinogenicity
f ,; Agents with inadequate human and animal evidence of carcinogenicity or
for which no data are available
evopsky 4 Group E  Evidence of noncarcinogenicity for humans

socialni

fond v CR Agents that show no evidence for carcinogenicity in at least two adequate

animal tests in different species or in both adequate epidemiologic and

animal studies
Brain tumor
] l

Cut section of brain
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Kvéten 2011 — Radiofrekvencéni
elektromagnetické pole (Skupina
2B) — narust gliomu o 40%
(30min denné po dobu 10 let)
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Skupiny latek spojenych s
karcinogenesi

Genotoxické — mutagenni v in vitro testech a zptisobuiji

Tri typy poskozeni DNA:

permanentni zménu na DNA in vivo

|. — prima vazba na DNA bez nutnosti bunééné aktivace (N-methyl-
N-nitrosourea, EMS)

ll. — nutna aktivace enzymy na ultimalni
karcinogeny (benzo[a]pyren, aflatoxin B1)

lll. — radia€ni a oxida¢ni poSkozeni DNA
I\VV. — anorganiské soli (arsen, chrom, nikl)

- genové mutace — substituce bazi, frame shift, atd.
- chromosomové aberace — delece, duplikace, atd.
- zména v ploidité — zisk ¢i ztrata jednoho ¢i vice chromosomu

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.



Skupiny latek spojenych s
karcinogenesi |ll.

Ne-genotoxicke (epigeneticka cinidla)— nezpiisobuji
primarné zménu DNA, ale méni expresi urcitych genli

|. — hormony (konjugované estrogeny)

ll. —imunosupresiva (cyclosporin A)

lll. — pevné latky (azbest)

V. — propagatory nadort (TCDD, fenobarbital)
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Obecneée aspekty chemickeé
karcinogenese

3 stéd ia - Precarcinogen _i:_ — _

- ICI Direct Acting Carcinogen Proximate Carcinogen — Inactive Metabolites
Iniciace rovimste Cascinogen — Inctiv Meaboics
e e

- P r O p ag aC e Ultimate Cartimm_gen T
= P r O g r eS e \ * Spontaneous Decomposition

p Noncritical Binding

\©

>

\© Apoptosis +——  DINA Damage/Covalent Interaction with DNA

e (OncogenesTumor Suppressor Genes! Apoplosis-Related Genes)

Error prone repair or no repair followed
by cell replication

Repair "

-
-
-

ki . .
Mormal Cell Imitiated Cell (cell can remain dormant)

l Promaotion (clonal expansion: epigenelic process)
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Benign Tumor

Progression (additional genetic events)

Malignant Tumor
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Iniciacne-propagacni model

A 2 —— A. Pouziti samotného iniciatoru
. X PPPPPPP ngprodukuje skoro zadné
Tumors nadory
c X PPPPPPP _ B. + C. Po aplikaci davky
umors iniciatoru, chronické
p PPPPPRPX o — vystaveni propagatoru vede
. PPPPPPP ke vzniku mnoha tumoru.
| Nowmors | D, Obracené poradi propagatoru
g XP P P P P P P P . a iniciatoru nevede k tvorbé
R No tumors skoro zadnych nadoru.
Time E. Samotny propagator
nepodporuje vznik nador.
X — aplikace iniciatoru (PAH) F. Propagace je reversibilni,
P — aplikace propagatoru (TPA — pokud davky propagatoru
12-O-tetradekanoylphorbol-13-acetat) jSOU casove vzdéleny

Mnoho propagatoru je tkanové specifickych.
(TCDD, DDT, chlordane — propagace v jatrech; estrogeny —
propagatory v prsni zlaze; nekteré zlucové kyseliny — propagace v
tlustém streve)
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Metabolicka aktivace

Procarcinogen — = Proximate (Px) Carcinogen —_— Ultimate (UT) Cardnogen
[hrect epaxidatian
Mo i
G.-': C.. -"'I:"“m-"c‘\|
o o DCHg o g DCHy
Aflatowin B, (Pr) Aflatonan By 2.3 eposide (Lt)

M-Hydroxylation

HEND <_>—NH;- — E—T—Q—O—MI—& — -,LH/:%:_ L'_Q_Q_”H\

J-

Bencridime (Pr) N-hydroxy diacetyl
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c 1 LT |
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T 6 & o
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Covalarnt binding ta DNA
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P Y
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AHR ligand
®

Metabolicka aktivace Il.

Metabolism of ligand by CYP1 forms \‘

CyrD
e
|: HA ) Al;l-;'l"t
e s
—}-—"-;’ _AHsP -‘J':I {%ﬁ) T Iﬂcrau,s.gc?l
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l~-H-’;;?\j L2 CYP1AT, GyP1az, TANSCRIption
S | T ———cYPIBi

/ Pitu Itar;cr

: ACTH
Phenobarbital

(Enhanced Metabolism)

Adrenal
Glands

Phenabarbital

CYP Induction

T Cell Proliferation
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~

Increased
Transcrpfion

CYP2Bs, Call 2
Prolifaration Genes

~
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Families

Onkogeny

Genes

Growth factors

Growth factor receptor tyrosine kinases
Nonreceptor tyrosine Kinases

Guanine nucleotide binding proteins
Serine/threonine kinases

DNA-binding proteins

growth factor
O receptor monomers

sis, hst-1, int-2, wat-1

EGFR, fms, met/HGFR, ErbB2/new/HER2, triiNGFR
abl, src, fer, fes, ves, Ick

H-ras, K-ras, N-ras, TC21, GA >

mos, raf, ber, pim-1

myc, fos, myb, jun, E2F1, ets, rel

tyrosine
kinase adaptor

protein

guanine nucleotide
exchange protein

gene expression

! protein kinase

cascade

* transcription
[

RAS protein

factors

Ras - membranové vazany prepinaé
— inaktivni s GDP

-aktivace vede k zvySené transkripci
= proliferace

- aktivovany detekovan v mnozstvi
tumort u testovanych zvirat

- kozni nadory mysi vystavenych 7,12-
dimethyl benz[a]Janthracenu obsahuji
aktivovany H-ras s transversi A/T v 61

kodonu —
o

CH,
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Tumorsupresory

I 4

- Negativni regulace bunééného rustu

- mutovan v cca 50% rakovin

- vétsinou (80%) missense mutace (zména kodonu pro AK)

- transkrip¢€ni faktor — regulace buné¢ného cyklu, apoptosa, oprava
DNA

- muze byt inaktivovan stovkou rozdilnych mutaci

- ,,mutacni spektrum“ muize pomoci identifikovat karcinogen = rtizné
karcinogeny zpusobuji rizné mutace

Investice dorozvoje vzdélavani

-v mistech vyvinu koznich Activated ~ DNA  Microtubule
nadord — nalezené mutace jsou - damfgj/mption e
- state
charakteristické pro tvorbu I”§;§§2233|§'m\ / Nucleotide
. o s - - 4 — @ NI depletion
pyrimidinovych dimeru po %
exposici UV
. ) Post-translational modifications
p53 Activation Release from inhibitors
_ tumory plic u ku‘fékﬁ . Binding to co-factors
podobné spektrum jako u bunék Lo
v i Cell 47b $ Inhibit
vystavenych ("‘) . cycle arrest | __ angiogenesis
benzo[a]pyrenu-7,8-diol-9,10- Apoptosis GERELs

Senescence Stability

epoxidu-2
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Teratogenese

Teratologie — studium puvodu abnormalniho vyvoje
| studium vrozenych defektu

Teratogen — xenobiotikum ¢i jiné faktory zpusobujici
malforace ve vyvijejicim zarodku

Radiation

K%

evropsky Alcohol -——————— -
socialni
Drugs ———————— -
Hormones —————— >
Cigarettes -—— ———— -
German Measles —— ——
Lead, Mercury ————-#
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Investice dorozvoje vzdélavani
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Principy teratologie

James G. Wilson (1959) — 6 principu teratologie (spoluzakladatel
The Teratology Society, http://www.teratology.org )

1. citlivost k teratogenezi zavisi na interakci genotypu embrya s
nepriznivymi vlivy prostredi

2. vysledek exposice je zavisly na vyvojovém stadiu zarodku

3. teratogeny maji specificky mechanismus u€inku, skrz ktery se
jejich u€inek projevuje

4. podstata teratogenu urcuje jeho pristup k vyvijejicimu se
plodu/tkani

5. 4 hlavni kategorie manifestace jsou — smrt, malforace,
opozdény rust, funkéni deficity

6. manifestace zménéného vyvoje se zvysuje s rostouci davkou
(tzn. od nulového efektu az po smrt)

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.
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SavcCi embryologie

Morula —* Trophoblast

\

Inner Cell Mass (1CM)
will give rise to the embryo.

-

Epiblast Hypoblast

Blastula

Migration of cells —jp»  Primitive streak
toward midline (Future longitudinal axis)

[involution]

3 germ layers
( Ectoderm. Mesoderm, Endoderm)

Investice dorozvoje vzdélavani
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A 221 day B 24+ | day C 26 days D 28 days
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Kriticke momenty vyvoje

Embryogenese zahrnuje — bunéénou migraci, proliferaci, diferenciaci,

organogenesi

Vyvoj Ize rozdelit do 3 stadii
pre-implantacni

implantacni az organogenese

fetalni az neonatalni stadium

Critical Periods

Origination of organs

Formation of tissues
from undifferentiated cells

|- Functional Maturation — —m—]

z:
=
B Implaglt. 1 ,
'.* | Histogenedis ]
}— Organopenesis ——| birth
Hen

1 - . | _— |

\ Embryonic il Fetal ]

e AN vy

~ N/
) f

Vystupy:

embryonalni smrt
morfologické defekty

funkcéni poruchy, opozdény
rust, karcinogenese
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Teratogeny

Thalidomid - hypnotikum, sedativum, Evropa P
1957-61 jféNm =0
-prodavan na ranni nevolnost, nespavost, nauseu 0 O

-zeny pobirajici mezi 35 az 50 dnem rodili
potomky s Sirokym spektrem malforaci
(nepritomnost koncetin ¢i kritické zkraceni
konc€etin), malforace srdce, strev, delohy

- stazen po vyskytu cca 10 000 pripadu

K%

Diethylstilbestrol (DES) -
synteticky estrogen k inhibici ovulace
-1940-70 — k udrzeni téhotenstvi

- vystavené zeny — vaginalni neoplasie,
adenosa, cervikalni eroze

- u€inky nebyly na potomcich patrné az
do puberty
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Teratogeny

Alkohol -, fetalni alkoholovy
syndrom (FAS)“ — typ mentalnich a
fyzickych defektu, které se vyvinou
u nékterych jedincl po expozici
alkoholu in utero

-nizsi porodni vaha, velikost téla,

Nechemické

teratog eny -
virus zardének
(rubella), stress

Investice dorozvoje vzdélavani

zhorseni nervovych funkci
- zpomaleny vyvoj

© Original Artist -

Reproduction rights obtainable_from SNV
o~ —

www. CartoonStock.com

"NO, You MAY NOT connerr Tie otz ! "

FAS Facial Characteristics

AR/ S5
- small head

low nasal
bridge

epicanthal |
folds

o philtrum —

underdeveloped £
jaw
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Testovaci protokoly

- zavedeny po pohromeé s thalidomidem - 1966 — FDA

- Guidelines for Reproduction Studies for Safety
Evaluation of Drugs for Human Use

- Multigeneracni studie — kontinualni expozice hlodavcu (mysi) —
vystaveni, spareni, produkce prvni generace (F1), nasledné pak F2
a F3 — mérené parametry zahrnuji plodnost, velikost vrhu,
neonatalni zivotnost — zabere cca 2 roky

- Jedno-generacni studie — kratkodobé s tfremi segmenty

- Zhodnoceni plodnosti — samci hlodavcli exponovani 70 dni,
samice 14 dni (v prabéhu pareni, brezosti, laktace), 50% samic
zabito a vysetreny i s plody, 50% porodi a mlad’ata opét vySetrena

- Odhad vyvojové toxicity — brezi samice exponovany dobé
od implantace az po organogenesi, den pred narozeni, utraceni a
vysetreni plodu

- Postnatalni zhodnoceni — brezi samice exponovany od
posledniho trimestru po odstaveni mladéete — zhodnocen je
porodni proces, pozdni fetalni vyvoj, neonatalni preziti

oooooooooooooooooooooo
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