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B.1 bis AKUTNI TOXICITA ORALNI - METODA FIXNI
DAVKY

METODA je v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi’®.

UVOD

Podstatou metody je pouziti pouze stiedné toxickych davek v hlavni studii
a davky, u nichz se ocekéava, ze budou letdlni, by nemély byt podavany.
Také neni nutné podavat davky, o nichz je znamo, ze v disledku
leptavych nebo vyrazné drazdivych Uc¢inkii vyvolévaji znacnou bolest a
utrpeni. Umirajici pokusnad zvifata nebo pokusna zvirata, ktera zjevné
projevuji pfiznaky bolesti nebo znaéného a pretrvavajiciho utrpeni, se
humanné utrati a pii interpretaci vysledki jsou hodnocena jako pokusna

zvitata uhynula pti zkousce™.

Metoda poskytuje informace o nebezpecnych vlastnostech a umoziuje
zatazeni a klasifikaci latky podle globalné harmonizovaného systému

(GHS) klasifikace chemickych latek, které zpiisobuji akutni toxicitu’™.

ZkuSebni laboratot by pted provedenim studie méla vzit v ivahu veskeré
dostupné informace o zkouSené latce. Soucasti téchto informaci je
totoznost a chemicka struktura latky, jeji fyzikalné-chemické vlastnosti,
vysledky jinych zkouSek toxicity dané latky in vitro nebo in vivo,
toxikologické udaje o strukturné ptibuznych latkach a ocekdvané pouziti
latky. Tyto informace jsou nezbytné ktomu, aby byli vSichni
zainteresovani presvédceni, ze zkouska ma vyznam pro ochranu lidského
zdravi a pomtize pii vybéru vhodné vychozi davky.

DEFINICE

Akutni oralni toxicita: vztahuje se na neptiznivé ucinky, které se projevi
po oralnim podani jedné davky nebo vice davek latky béhem 24 h.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Skupiné pokusnych zvifat stejného pohlavi se postupné poda fixni davka
5, 50, 300 a 2 000 mg/kg (vyjimecné lze uvazovat o dalsi fixni davce
5 000 mg/kg, viz ¢ast 1.6.2). Vychozi uroven davky se zvoli na zakladé
orientacni studie jako davka, u niz se ocekéava, Ze vyvola nékteré piiznaky
toxicity, aniz zpisobi zdvazné toxické tginky nebo uhyn™. Dal§im
skupinam pokusnych zvifat mize byt poddna vys$si nebo niz§i déavka
podle pfitomnosti nebo nepfitomnosti ptiznakl toxicity nebo uhynuti.
Podle tohoto postupu se pokracuje, dokud dévka nevyvold ziejmou
toxicitu nebo neni pozorovano vice nez jedno uhynuti, anebo pokud
nejsou pii nejvyssi davece zjistény zadné ucinky nebo pokud dochazi
k uhyntim pfi nejnizsi davce.
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POPIS ZKUSEBNI METODY
Vybér druhu pokusnych zvirat

Uptednostiiovanym druhem hlodavce je potkan, avSak lze pouZit i jiné
druhy hlodavci. Obvykle se pouZivaji samice’™. Je to proto, Ze prehled
literatury o konvenc¢nich zkouskach LDsy ukazuje, ze mezi pohlavimi je
obvykle maly rozdil, pokud jde o citlivost, ale v ptipadech, v nichz jsou
rozdily pozorovany, jsou samice obecné nepatrné citlivéjsi’™®. Pokud viak
poznatky o toxikologickych nebo toxikokinetickych vlastnostech
strukturng piibuznych chemickych latek naznacuji, Ze citlivéjsi jsou
pravdépodobné samci, pouzije se toto pohlavi. Jestlize se zkouska provadi
na samcich, je nutné podat nalezité odivodnéni.

Pouziji se mladd zdravd dospéla pokusnd zvifata bézné uZzivanych
laboratornich kmend. Samice musi byt nullipary a nesmi byt biezi. Kazdé
pokusné zvife musi byt na zacatku podavani latky 8 az 12 tydna staré a
jeho hmotnost by se méla pohybovat v intervalu + 20 % stfedni hmotnosti
pokusnych zvitat, kterym byla podana piedchozi davka.

Podminky chovu a krmeni

Teplota v mistnosti pro pokusné zvitata by méla byt (22 + 3) °C. Ackoliv
by relativni vlhkost méla byt minimalné 30% a pokud moZno
nepfesdhnout 70 % kromé doby uklidu mistnosti, cilem by méla byt
hodnota 50 — 60 %. Osvétleni by mélo byt umélé, mélo by se stiidat 12 h
svétla a 12 h tmy, neni-li v chovné mistnosti denni svétlo. Ke krmeni Ize
pouzit obvyklé¢ krmivo urené pro pokusnd zvifata od registrovaného
vyrobce s neomezenou dodavkou pitné vody. Pokusnd zvifata mohou byt
chovéna v klecich ve skupindch podle davky v souladu s pfisluSnym
pravnim predpisem'”, pokud neni stanoveno projektem pokusi jinak, ale
pocet pokusnych zvifat v kleci nesmi branit neruSenému pozorovani
kazdého pokusného zvitete.

Piiprava pokusnych zvirat

Pokusnd zvifata jsou vybrana s ohledem na druh, pohlavi a stafi v souladu
s ustanovenim § 15 zvla§tniho pravniho piedpisu'® a oznaGena tak, aby
byla mozna identifikace jednotlivych pokusnych zvifat. Dobu navykani

stanovi § 10 zvlastniho pravniho predpisu'?.

Piiprava davek

ZkouSena latka by obecné méla byt pii vSech trovnich zkousenych davek
poddavana v konstantnim  objemu pomoci Upravy koncentrace
davkovaného priipravku. V pfipadech, kdy ma byt zkouSen kapalny
kone¢ny produkt nebo smés, mize vSak mit pouziti nezfedéné zkousené
latky, tj. skonstantni koncentraci, vétS§i zavaznost pro hodnoceni
nasledného rizika této latky. Ani v jednom piipad¢ nesmi byt prekrocen
maximdlni objem davky. Maximalni objem kapaliny, kterou lze
jednorazoveé podat, zavisi na velikosti pokusného zvitete. U hlodavct by
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objem obvykle nemél presahnout 1 ml/100 g t€lesné hmotnosti: avSak u
vodnych roztokl piipadd v uvahu davka 2 ml/100 g télesné hmotnosti.
S ohledem na slozeni davkovaného piipravku se ve vSech ptipadech, kde
je to mozné, doporucuje pouziti vodného roztoku/suspenze/emulze, potom
v potadi podle preference pouziti roztoku/suspenze/emulze v oleji
(napf. v kukutficném oleji) a nakonec pifipadné roztoku v jinych
vehikulech. U wvehikul jinych nez voda musi byt znamy jejich
toxikologické charakteristiky. Davky musi byt pfipraveny kratce pied
podanim, pokud neni stalost ptipravku béhem doby, kdy bude pouzivan,
znama a neukaze se jako pfijatelna.

POSTUP
Podavani davek

ZkouSena latka se podava sondou v jedné davce pomoci zaludecni sondy
nebo vhodné intubacni rourky. Pokud vyjimecné neni mozné podat davku
najednou, lze davku podat po mensich mnozstvich béhem nejvyse 24 h.

Pted podanim zkousSené latky nemaji pokusnd zvifata dostavat krmivo
(napt. potkanim by se nemélo podavat pfes noc, mysim 3 — 4 h), voda se
vSak ponechava. Po uplynuti doby hladovéni se pokusna zvifata zvazi a
poda se jim zkouSena latka. Po podani latky se zamezi pfistupu ke krmivu
na dal§i 3 — 4 h u potkani nebo 1 — 2 h u mysi. Podava-li se latka po
¢astech v prib¢hu urcité doby, mize byt podle délky obdobi nezbytné
poskytnout pokusnym zvifatiim krmivo a vodu.

Orientaéni studie

Cilem orienta¢ni studie je umoznit vybér vhodné vychozi davky pro
hlavni studii. ZkouSend latka se podavé jednotlivym zvifatim postupné
podle vyvojového diagramu v tabulce 1. Orientac¢ni studie je ukoncena,
jakmile lze stanovit vychozi davku pro hlavni studii (nebo pokud je pfi

cvwvr

Vychozi davka orientacni studie se zvoli z fixnich Grovni davek 5, 50, 300
a 2 000 mg/kg jako déavka, u niz se ocekava, ze vyvola zfejmou toxicitu,
pficemz toto ocekdvani je pokud mozno zalozeno na dikazech zudaji
ziskanych in vivo a in vitro ze stejné chemické latky a ze strukturné
ptibuznych latek. Pokud takové informace neexistuji, vychozi dévka ¢ini
300 mg/kg.

Pted podanim davky kazdému dalSimu pokusnému zvifeti se ponecha
doba minimalné 24 h. VSechna pokusnéd zvifata se pozoruji minimalné
14 dnd.

Ve vyjime¢nych piipadech a pouze je-li to odivodnéno specifickymi
regulaénimi pottebami, lze zvazit pouziti dalS$i nejvyssi Urovné davky
5 000 mg/kg (viz tabulka 3). S ohledem na dobré zachazeni s pokusnymi
zvitaty se pokusy na pokusnych zvitatech v ramci kategorie 5 GHS (2 000
— 5000 mg/kg) nedoporucuji a mely by se zvazovat pouze tehdy, pokud
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existuje velka pravdépodobnost, Ze vysledky takového pokusu maji ptimy
vyznam pro ochranu lidského zdravi, zdravi pokusnych zvifat nebo
zivotniho prostiedi.

Cvwr

urovni davky (5 mg/kg), v orientacni studii uhyne, obvykle se studie
ukon¢i a latka ptifadi do kategorie 1 GHS (jak je uvedeno v tabulce 1).
Pokud je vsak vyzadovano dalsi potvrzeni klasifikace, mize byt proveden
tento volitelny dopliitkovy postup: druhému pokusnému zviteti se poda
davka 5 mg/kg. Pokud toto druhé pokusné zvife uhyne, bude kategorie 1
GHS potvrzena a studie okamzité ukonc¢ena. Pokud druhé pokusné zviie
prezije, davka 5 mgkg se podd maximalné tfem dalSim pokusnym
zvitatim. Jelikoz riziko tthynu bude vysoké, méla by byt latka pokusnym
zvifatim podévana postupné, aby bylo zajiSténo dobré zachazeni s
pokusnymi zvitaty. Casovy interval mezi davkami podanymi jednotlivym
pokusnym zvifatim by mél byt dostatecny na to, aby bylo mozné stanovit,
zda pokusné zvite, jemuz byla latka podana diive, pravdépodobné piezije.
Pokud dojde k thynu druhého pokusného zvifete, posloupnost podavani
se okamzit¢ ukonci a latka nebude poddna Zadnému dalSimu pokusnému
zviteti. Vzhledem k tomu, Ze vyskyt druhého thynu (bez ohledu na pocet
pokusnych zvitat, na nichz byla latka v dobé ukonceni zkousena) spada do
vysledku A (2 anebo vice thynil), postupuje se podle pravidla klasifikace
v tabulce 2 s fixni ddvkou 5 mg/kg (kategorie 1, pokud se vyskytnou dva a
vice uhynii nebo kategorie 2, pokud se nevyskytne vice nez 1 uhyn).
Navic je vtabulce 4 uvedeno pouceni tykajici se klasifikace v ramci
systtmu EU, dokud nebude zaveden novy globaln¢ harmonizovany
systém (GHS).

Hlavni studie
Pocet pokusnych zvirat a urovné davek

Kroky, podle kterych se ma postupovat po provedeni zkousek s vychozi
urovni davky, jsou uvedeny ve vyvojovém diagramu v tabulce 2. Bude
nutné zvolit jeden ze tifi postupii: bud zkouSeni ukonCit a stanovit
odpovidajici klasifika¢ni tiidu nebezpecnosti, provést zkousky s vyssi
fixni davkou nebo zkouSky s niz$i fixni davkou. AvSak s ohledem na
ochranu pokusnych zvifat se v hlavni studii znovu nepouzije uroven
davky, kterd v orienta¢ni studii vedla k uhynuti (viz tabulka 2). ZkuSenosti
ukdzaly, ze nejpravdépodobnéjsim vysledkem u vychozi urovné davky
bude, ze latku Ize klasifikovat bez nutnosti dalSich zkousek.

Obvykle se pro kazdou vySetfovanou uroven davky pouzije celkem pét
pokusnych zvitfat stejného pohlavi. Mezi témito péti pokusnymi zvitaty
bude jedno pokusné zvife z orientacni studie, jemuz byla podana zvolena
uroven davky, a dalsi ¢tyfi pokusnd zvitata (kromé vyjimecnych ptipadi,
kdy turoven davky pouzité v hlavni studii nebyla soucasti orienta¢ni
studie).

Casovy interval mezi podavanim kazdé urovné davky zavisi na dobé
nastupu, trvani a zavaznosti ptiznakl toxicity. Expozice pokusnych zvifat
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dalsi ddvce by méla byt odlozena, dokud nebude jisté, Ze pokusné zvitata,
jimz byla podéna predchozi davka, ptezila. Mezi jednotlivymi Grovnémi
davky se v ptipad¢ potteby doporucuje ponechat dobu 3 nebo 4 dnii, aby
bylo umoZnéno pozorovani zpozdéné toxicity. Casovy interval lze podle
potieby upravit, napt. v piipadé neprikazné reakce.

Pti zvazovani pouziti nejvyssi fixni davky 5 000 mg/kg se postupuje podle
metody popsané v tabulce 3 (viz také ¢ast 1.6.2).

Limitni zkouska

Limitni zkouska se pouziva ptedevSim tehdy, ma-li osoba provadéjici
zkousku informace svédCici o tom, zZe zkouSeny material je
pravdépodobné netoxicky, tj. je toxicky pouze nad rdmec regulacnich
limitnich davek. Informace o toxicité¢ zkouseného materidlu lze ziskat ze
znalosti o podobnych zkouSenych slouceninach, smésich nebo
prostiedcich s ohledem na totoznost a procento slozek, o nichz se vi, Ze
jsou toxikologicky vyznamné. V situacich, kdy existuje jen malo
informaci nebo viibec zadné informace o toxicité nebo kdy se oc¢ekava, ze
zkouseny material bude toxicky, by méla byt provedena hlavni zkouska.

Podle obvyklého postupu slouzi jako limitni zkouSka pro tyto pokyny
vychozi davka orientacni studie 2 000 mg/kg (nebo vyjimecné
5 000 mg/kg), po niz nasleduje podani této urovné¢ davky dalSim Ctyfem
pokusnym zvifatim.

POZOROVANI

Po podéni davky se pokusnd zvifata pozoruji individualné minimalné
jednou béhem prvnich 30 minut, pravideln¢ béhem prvnich 24 h, pfi¢emz
zvlastni pozornost se vénuje prvnim 4 h, a poté denn¢ po dobu 14 dnt
kromé ptipadi, kdy je nutné pokusna zvifata ze studie vyjmout a humanné
utratit kvili dodrzovani pravidla dobrého zachdzeni s pokusnymi zvifaty,
nebo je zjistén jejich uhyn. Doba pozorovani by vSak neméla byt
stanovena pevn¢é. M¢éla by byt stanovena podle toxickych reakei, doby
jejich nastupu a délky faze zotaveni, a muze tedy byt podle potieby
prodlouzena. Doba, kdy se ptfiznaky toxicity objevi a vymizi, je dilezita
zejména v piipadsd tendence ke zpozdénym priznakim toxicity’”. Veskera
pozorovani se systematicky zaznamendavaji, pfiCemz zaznamy se vedou
pro kazdé pokusné zviie jednotlive.

Dal$i pozorovani budou nutnd, jestlize pokusna zvifata déale vykazuji
ptiznaky toxicity. Pozorovani zahrnuji zmény na kizi, na srsti, na oc¢ich,
na sliznicich, a rovnéz zmény dychani, krevniho ob&hu, zmény funkce
autonomni a centralni nervové soustavy, somatomotorické aktivity
a chovéani. Pozornost je tfeba vénovat tresu, kiecim, slinéni, prijmu,
letargii, spanku a komatu’. Pokusnéa zvifata ve stavu agonie a pokusna
zvitata se znadmkami prudkych bolesti nebo s pfetrvavajicimi piiznaky
znaéného utrpeni se humdnné utrati. Pokud jsou pokusna zvifata
z huménnich divodl utracena nebo je zjistén jejich uhyn, je nutné dobu
uhynuti zaznamenat co nejpresnéji.
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Télesna hmotnost

Hmotnosti jednotlivych pokusnych zvirat se stanovi kratce pred podanim
zkousené latky a nejméné jednou tydné poté. Vypocitaji se zmény
hmotnosti. Na konci zkousky se pokusnd zvitata, kterd ptezila, zvazi a
poté humann¢ utrati.

Patologie

Vsechna pokusna zvifata se pitvaji. U kazdého pokusného zvifete se
zaznamenaji vSechny makroskopické patologické nélezy. Lze také zvazit
mikroskopické vySetfeni organti, u nichz jsou patrné makroskopické
zmény.

DATA

Meély by byt uvedeny tdaje pro kazdé jednotlivé pokusné zvife. Navic by
mély byt vS§echny tdaje shrnuty do tabulky, pfi¢emz se u kazdé zkusebni
skupiny uvede pocet pouzitych pokusnych zvifat, pocet pokusnych zvirat
vykazujicich pfiznaky toxicity, pocet pokusnych =zvifat uhynulych
v prib¢hu zkousky nebo utracenych z humannich divoda, doba uhynuti
jednotlivych pokusnych zvitat, popis a casovy prubeh a vratnost toxickych
ucinki a pitevni nalezy.

PROJEKT POKUSU, PROTOKOL POKUSU A ZAVERECNA
ZPRAVA

w7 v . , I v - 910 ’ , .
V souladu s piislusnymi pravnimi predpisy’'” musi byt zpracovan

projekt pokusu a o pritbéhu pokusu je nutno vést protokol.
Zprava o prub¢hu pokusu obsahuje tyto informace:
ZkouSena latka:

— fyzikélni povaha, Cistota a tam, kde je to podstatné,
fyzikéalné-chemické vlastnosti (v€etné izomerizace),

— identifikacni udaje, v€etné Cisla CAS.

Vehikulum (v ptipad¢ potieby):

— zdivodnéni vybéru vehikula, pokud neni pouzita voda.
Pokusna zvifata:

— pouzity druh/kmen,

— mikrobiologicky stav pokusnych zvifat, je-1i znam,

— pocet, staii a pohlavi pokusnych zvifat (pfipadné vcetné
zdivodnéni pouziti samcli misto samic),



puvod, podminky chovu, krmivo atd.

Zkusebni podminky:

podrobné udaje oslozeni zkousSené latky, vcetné
podrobnosti o fyzikdlni formé podavaného materidlu,

podrobné udaje o zpisobu podéani zkousené latky, vcetné
podavanych objemti a dob¢ podavani,

podrobné tudaje o krmivu a kvalit¢ vody (vCetné
druhu/zdroje krmiva, zdroje vody),

zdivodnéni vybéru vychozi davky.

Vysledky:

tabulky idaji o reakcich kazdého pokusného zvifete a o
jeho urovni davky (tj. po€et pokusnych zvirat vykazujicich
pfiznaky toxicity, v€etné¢ uhynuti, povahy, zdvaznosti a
trvani ucinka),

tabulky udajii o télesné hmotnosti a jejich zménéch,

individualni hmotnosti pokusnych zvifat v den podani
davky, poté v tydennich intervalech a v ¢ase thynu nebo
utracenti,

datum a doba uhynu, pokud pifedchazi planovanému
usmrcenti,

Casovy pribéh nastupu pfiznakt toxicity u kazdého
pokusného zvifete a zda byly vratné,

pitevni a histopatologické nalezy pro kazdé pokusné zvite,
pokud jsou k dispozici.

Diskuse a interpretace vysledkd.

Zavéry.
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Tabulka 3

KRITERIA KLASIFIKACE ZKOUSENYCH LATEK S OCEKAVANYMI
HODNOTAMI LDs, PRESAHUJICIMI 2 000 mg/kg BEZ NUTNOSTI ZKOUSENI]

Kritéria pro kategorii nebezpeCnosti 5 maji umoznit identifikaci zkouSenych latek, u
nichz je nebezpeci akutni toxicity nizké, avSak které mohou za urcitych okolnosti pro
citlivé jedince piedstavovat nebezpeci. U téchto latek se predpoklada, ze se jejich oralni
nebo dermdalni LDsy nebo LDsy ekvivalentnich davek podavanych jinymi cestami
pohybuje v rozmezi od 2 000 do 5 000 mg/kg. Zkousené latky lze klasifikovat v kategorii
nebezpecnosti definované jako 2 000 mg/kg < LDsy < 5 000 mg/kg (v GHS kategorie 5)
v téchto ptipadech:

a) pokud je do této kategorie zatfazena podle nékterého ze systémil
zkousSeni uvedeného v tabulce 2, v zavislosti na vyskytech uhynuti,

b) pokud jsou jiz k dispozici spolehlivé diikazy naznacujici, Ze LDsg se
pohybuje v rozmezi hodnot kategorie 5, nebo pokud z jinych studii na
pokusnych zvifatech nebo z toxickych uc¢inkii na clovéka vyplyvaji
akutni obavy o lidské zdravi,

c) pokud extrapolaci, odhadem nebo méfenim udajii neni ptifazeni do

vvvvv

— pokud jsou kdispozici spolehlivé informace naznacujici
vyznamné toxické tcinky na ¢lovéka, nebo

— pokud je béhem zkouseni ordlni cestou do hodnot kategorie 4
pozorovano uhynuti, nebo

— vptipadech, kdy odborny posudek potvrdi zavazné klinické
priznaky toxicity pfi testovani do hodnot kategorie 4 s vyjimkou
prajmu, piloerekce nebo rozcuchané srsti, nebo

— v pfipadech, kdy odborny posudek potvrdi spolehlivé informace,
které naznacuji potencial pro vyznamné akutni U¢inky vyplyvajici
z jinych studii na pokusnych zvifatech.

ZKOUSENI V DAVKACH PRESAHUIJICICH 2 000 mg/kg

Ve vyjimecnych ptipadech, a pouze je-li to oduvodnéno specifickymi regula¢nimi
potiebami, lze zvazit pouZziti dalsi nejvyssi trovné fixni davky 5 000 mg/kg. S ohledem
na potiebu ochrany dobrého zachazeni s pokusnymi zvitaty se zkouSeni v davkach
5 000 mg/kg nedoporucuje a mélo by se zvazovat pouze v piipadé, Ze existuje velka
pravdépodobnost, ze vysledky takové zkousky by mély pfimy vyznam pro ochranu
pokusnych zvifat nebo lidského zdravi’.



Orientaéni studie

Pravidla pro rozhodovani, jimiz se fidi metoda postupného podavéani davek uvedena
v tabulce 1, se rozsifi tak, aby zahrnovala turoven davky 5 000 mg/kg. Pokud se
v orientacni studii pouzije vychozi davka 5 000 mg/kg, vysledek A (thyn) povede
k nutnosti zkouset na druhém pokusném zvifeti davku 2 000 mg/kg. Vysledky B a C
(zfejma toxicita nebo zadna toxicita) umozni zvolit ddvku 5 000 mg/kg za vychozi davku
hlavni studie. Podobn¢ pokud se pouzije vychozi davka jind nez 5 000 mg/kg, zkouseni
pokracuje na uroven 5 000 mg/kg v pfipadé, Ze se pii 2 000 mg/kg zjisti vysledky B
nebo C. Nasledny vysledek A pii 5 000 mg/kg bude vyzadovat vychozi davku hlavni
studie 2 000 mg/kg a vysledky B a C budou vyzadovat vychozi ddvku v hlavni studii
5 000 mg/kg.

Hlavni studie

Pravidla pro rozhodovani, jimiz se fidi metoda postupného podavani davek uvedend
v tabulce 2, se rozsifi tak, aby zahrnovala Groven davky 5 000 mg/kg. Pokud se tedy
v hlavni studii pouzije vychozi davka 5000 mg/kg, bude vysledek A (=2 thyny)
vyzadovat zkouSeni davky 2 000 mg/kg na druhé skupiné. Vysledek B (zfejma toxicita
nebo <1 thyn) nebo C (zadna toxicita) povedou k tomu, ze latka nebude podle GHS
klasifikovana. Podobn¢ pokud se pouzije vychozi davka jind nez 5 000 mg/kg, zkouSeni
pokracuje na uroven 5 000 mg/kg v pripadé, ze se pii 2 000 mg/kg zjisti vysledek C.
Nasledny vysledek A pfi 5 000 mg/kg povede k tomu, Ze se latka ptifadi do kategorie 5
GHS a na zaklad¢ vysledku B nebo C latka nebude klasifikovana.
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