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Priloha — ¢ast 2/2

B.71 ANALYZY SENZIBILIZACE KUZE IN VITRO ZAMERENE NA KLiCOVOU
UDALOST AKTIVACE DENDRITICKYCH BUNEK V DRAZE NEZADOUCICH
UCINKU (AOP) VEDOUCICH K SENZIBILIZACI KUZE

VSEOBECNY UVOD

ZkuSebni metoda vychazejici z klicové udalosti aktivace dendritickych bunék

1. Jako latka senzibilizujici kiiZi se oznacuje latka, kterd po styku s ki vyvolava alergickou
odpovéd’, jak ji definuje globalné harmonizovany systém klasifikace a oznacovani
chemickych latek Organizace spojenych narodi (GHS OSN) (1) a natfizeni Evropské unie
(EU) ¢. 1272/2008 o klasifikaci, oznatovani a baleni latek a smési (CLP)!. Existuje
vSeobecnd shoda, pokud jde o klicové biologické procesy, jez zapficinuji senzibilizaci
kGze. Soucasné znalosti o chemickych a biologickych mechanismech souvisejicich se
senzibilizaci kize byly v ramci programu OECD zkoumajiciho drahy nezddoucich uc¢inka

......

......

latek na nukleofilni centra v koznich proteinech. Druha klicova udalost v této metodé AOP
se odehrava v keratinocytech a zahrnuje zanétlivé odpovédi, jakoz i zmény v expresi genli
spojené¢ se specifickymi dridhami bunécné signalizace, napi. drahami zavislymi na
antioxida¢nim/elektrofilnim responzivnim elementu (ARE). Tteti klicovou udalosti je
aktivace dendritickych bunc¢k (DC), typicky hodnocena podle exprese specifickych
bun&nych povrchovych markerti, chemokinii a cytokini. Ctvrtou kliovou udalosti je
aktivace a proliferace T bunék, kterd se nepifimo hodnoti ve zkousce s vySetfenim lokéalnich
lymfatickych uzlin na mysich (LLNA) (3).

2. Tato zkuSebni metoda je rovnocenna Pokynu OECD pro zkouSeni (TG) ¢. 442E (2017).
Popisuje analyzy in vitro, které se zaméfuji na mechanismy popsané v kli€¢ové udalosti
aktivace dendritickych bunék AOP u senzibilizace klize (2). Tato zkuSebni metoda

! Naiizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) &. 1272/2008 ze dne 16. prosince 2008 o klasifikaci, oznaGovani a
baleni latek a smési, o zmén¢ a zruSeni smérnic 67/548/EHS a 1999/45/ES a o zmén¢ natizeni (ES) ¢. 1907/2006,
Ut. vést. L 353, 31.12.2008, s. 1.
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zahrnuje zkousky, které se podpirné pouzivaji k rozliSovani mezi latkami senzibilizujicimi
ktzi a latkami nesenzibilizujicimi kizi v souladu s GHS OSN a s natizenim CLP.

Zkousky popsané v této zkuSebni metod¢ jsou:

- Zkouska aktivace lidské bunécné linie (h-CLAT)
- Zkouska aktivace bunécné linie U937 (U-SENS™)
- Analyza reportérového genu pro interleukin-8 (analyza IL-8 Luc)

3. ZkouSky zahrnuté do této zkuSebni metody a odpovidajici pokyn OECD se mohou lisit,
pokud jde o postup pouzity pro generovani dat a naméfené hodnoty, ale pro zkouseni
mohou byt pouzity bez rozdilu pro ucely pozadavki jednotlivych zemi na vysledky
zkousek u klicové udalosti aktivace dendritickych bunék AOP u senzibilizace kuze,
pricemz mize byt vyuzito vzajemné uznavani tdaji podle postupu OECD.

Obecné informace a principy zkouSek zahrnutych do této zkuSebni metody vychazejici z
kli¢ové udalosti

4. Hodnoceni senzibilizace kiize bylo obvykle provadéno na pokusnych zviratech. Klasické
metody, které pouzivaji morcata, Magnussonovu-Klingmannovu maximaliza¢ni zkousku
na morcatech (GPMT) a Biihlerovu zkousku (zkusebni metoda B.6) (4), hodnoti induk¢ni i
provokacéni fazi senzibilizace kiize. Zkousky na mysSich, LLNA (zkuSebni metoda T™M
B.42) (3) a jeji dvé neradioaktivni modifikace, LLNA: DA (zkuSebni metoda B.50) (5) a
LLNA: BrdU-ELISA (zkuSebni metoda B.51) (6), posuzuji vyluéné odpovéd’ na indukei a
také se prosadily, nebot’ ve srovnani se zkouSkami na morcatech jsou vhodné;jsi z hlediska
dobrého zachazeni se zvitaty a objektivniho méfeni indukcni faze senzibilizace kiize.

5. V posledni dobé byly pfijaty mechanisticky zalozené¢ zkuSebni metody in chemico a in
vitro zkoumajici prvni klicovou udalost (zkuSebni metoda B.59; analyza piimé reaktivity
peptidi (7)) a druhou klicovou udalost (zkusebni metoda B.60; zkuSebni metoda se
stanovenim luciferdzy ARE-Nrf2 (8)), nebot pfispivaji k hodnoceni potencidlni
nebezpecnosti chemickych latek z hlediska senzibilizace kuze.

6. Zkousky popsané v této zkuSebni metod€¢ kvantifikuji zménu exprese bunécného
povrchového markeru (markerti) spojenou s procesem aktivace monocytti a dendritickych
bunék po expozici senzibilizujicim latkam (napt. CD54, CD86), nebo zmény exprese IL-8,
cytokinu souvisejiciho s aktivaci dendritickych bunék. Bylo hlaSeno, Zze latky
senzibilizujici kizi indukuji expresi markerti na bunééné membrang, napiiklad CDA40,
CD54, CD80, CD83 a CD86, vedle indukce prozéanétlivych cytokint, jako jsou IL-1B a
TNF-a, a né€kolika chemokinid vcetné¢ IL-8 (CXCL8) a CCL3 (9) (10) (11) (12),
souvisejicich s aktivaci dendritickych bunék (2).
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7. Protoze vSak aktivace dendritickych bun¢k predstavuje pouze jednu klicovou udalost AOP
(2) (13), informace ziskané zkouskami méficimi markery aktivace dendritickych bunék
nemusi samy o sob¢ stait k vyvozeni zavéru o existenci ¢i neexistenci potencidlu
chemickych latek zplsobovat senzibilizaci ktize. Proto se navrhuje, aby tdaje ziskané
pomoci zkousek popsanych v této zkuSebni metod¢ byly pouzity jako podpiirné udaje pii
rozliSeni mezi latkami senzibilizujicimi kGzi (tj. GHS OSN/CLP kategorie 1) a latkami,
které kiizi nesenzibilizuji, pii pouziti v ramci integrovanych piistupi ke zkouskam a
posuzovani (IATA), spoleéné¢ s dalSimi relevantnimi doplilujicimi  informacemi,
pochézejicimi napt. ze zkousek in vitro zkoumajicich jiné klicové udalosti v ramci metody
AOP pro stanoveni senzibilizace klze, jakoz i z nezkuSebnich metod vcetné¢ udaji
odvozenych z analogickych chemickych latek (13). Ptiklady pouziti dat ziskanych z téchto
zkousek v ramci definovanych pfistupi, tj. pfistupt standardizovanych jak v souvislosti s
pouzitymi informacénimi zdroji, tak i s postupem uplatnénym u dat za Gcelem vypracovani
ptedpovédi, byly publikovany (13) a mohou byt vyuzity jako uzitecné prvky v ramci
IATA.

8. Zkousky popsané v této zkuSebni metod€ nelze pouzivat samy o sob¢, a to ani k zafazeni
latek senzibilizujicich k@i do podkategorii 1A a 1B, jak je definuje syst¢m GHS OSN /
CLP, ze strany organt zavadgjicich tyto dvé dopliikové podkategorie, ani k predikci
ucinnosti téchto latek pifi rozhodovani v ramci posuzovani bezpecnosti. V zavislosti na
regulacnim rdmci vSak kladné vysledky ziskané t€émito metodami mohou byt pouzity samy
o sobé ke klasifikaci chemické latky v kategorii 1 GHS OSN / CLP.

9. Termin ,,zkouSena chemicka latka* se v této zkuSebni metod¢ pouziva k oznaceni toho, co
se zkousi', a nesouvisi s pouZitelnosti zkousek ke zkouSeni jednoslozkovych latek,
viceslozkovych latek a/nebo smési. V soucasnosti jsou k dispozici jen omezené informace
o pouzitelnosti zkouSek ke zkouseni viceslozkovych latek/smési(14) (15). Tyto zkousky
jsou nicméné technicky pouzitelné i na zkouSeni viceslozkovych latek a smési. Pred
pouzitim této zkuSebni metody ke zkouSeni smési za ticelem ziskani udaji pro zamyslené
pouziti v pravnich ptedpisech by vSak mélo byt zvaZeno, zda tato metoda miiZze pro tento
icel poskytnout priméfené vysledky, a pokud ano, pro¢ je tomu tak?. Takové posouzeni
neni nutné, pokud existuje pravni pozadavek na zkouSeni dané¢ smési. Pfi zkouSeni

IV gervnu 2013 bylo na spole¢né schiizi OECD dohodnuto, Ze by mél byt v novych a aktualizovanych

pokynech OECD ke zkouSeni pouzivan vyraz ,zkouSend chemicka latka* popisujici to, co se zkousi,
jednotnéji.

2 Tato véta byla navrZena a schvéalena na zasedani pracovni skupiny WNT v dubnu 2014.
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viceslozkovych latek nebo smési by se mimoto mély uvazit mozné rusivé vlivy
cytotoxickych slozek na pozorované odpovédi.
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Dodatek 1

SENZIBILIZACE KUZE IN VITRO: ZKOUSKA AKTIVACE BUNECNE LINIE (H-CLAT)

VYCHOZI UVAHY A OMEZENI

1.

Zkouska h-CLAT kvantifikuje zmény exprese bunécnych povrchovych markeri spojené s
procesem aktivace monocyt a dendritickych bunék (DC) (tj. CD86 a CD54) v bunétné
linii lidské monocytarni leukémie THP-1 po expozici senzibilizujicim latkam (1)(2).
Namétené urovné exprese bunéénych povrchovych markerit CD86 a CD54 se poté pouziji
jako podptrny tidaj pro rozliSeni mezi latkami senzibilizujicimi kizi a latkami, které kazi
nesenzibilizuji.

. Zkouska h-CLAT byla hodnocena ve valida¢ni studii koordinované Referen¢ni laboratoti

Evropské unie pro alternativy ke zkouskam na zvitfatech (EURL ECVAM) a nasledné byla
podrobena nezavislé odborné revizi, kterou provedl védecky poradni vybor (ESAC) EURL
ECVAM. S ohledem na vSechny dostupné dikazy a ptispévky od regulatori a ucastniktl
doporuc¢il EURL ECVAM (3) zkousku h-CLAT pro pouziti v rdmci pfistupu IATA na
podporu rozliSovani mezi latkami senzibilizujicimi kiizi a latkami nesenzibilizujicimi kazi
za Ucelem klasifikace nebezpecnosti a oznaCovani. Piiklady vyuziti udaji h-CLAT
v kombinaci s jinymi informacemi  jsou  uvedeny v odborné literatuie

((S)ONTHE)(O)(10)(11).

. U zkousky h-CLAT se prokézalo, Ze ji lze ptenést do laboratofi, které maji zkuSenosti s

technikami pouZzivajicimi buné¢né kultury a analyzou pomoci pritokové cytometrie. Mira
reprodukovatelnosti predpovédi, které lze od této zkouSky ocekavat, Cini fadoveé 80 %
v ramci laboratofi a 80 % mezi laboratofemi (3)(12). Vysledky valida¢ni studie (13) a
dalSich zvetejnénych studii (14) celkové ukazuji, ze v porovnani s vysledky zkuSebni
metody LLNA je piesnost pifi odliSeni kuzi senzibilizujicich latek (tj. kategorie 1 GHS
OSN/CLP) od nesenzibilizujicich latek 85 % (N=142) pfti citlivosti 93 % (94/101) a
specifi¢nosti 66 % (27/41) (na zdklad¢ opakované analyzy provedené EURL ECVAM (12)
pfi zohlednéni vSech stavajicich dat, pfi€emZ nebyly brany v uvahu negativni vysledky
chemickych latek s log Kow vet§im nez 3,5, jak je uvedeno v odstavci 4). Fale$né negativni
piedpovédi se u zkousky h-CLAT pravdépodobnéji tykaji chemickych latek vykazujicich
nizkou az stfedni potenci zpiisobovat senzibilizaci kiize (tj. podkategorie 1B GHS OSN /
CLP) nez chemickych latek vykazujicich vysokou potenci zpiisobovat senzibilizaci kiize
(t). podkategorie 1A GHS OSN / CLP (4)(13)(15). Celkové¢ vzato tyto informace
naznacuji, Ze metoda h-CLAT miize byt uzitecnd a mulze pfispét k zjisténi nebezpeci
senzibilizace kiize. Zde uvedené hodnoty piesnosti h-CLAT jako samostatné zkousky jsou
vSak pouze orientacni, nebot’ tato zkouska by méla byt posuzovéna v kombinaci s jinymi
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zdroji informaci v rdmci IATA a v souladu s ustanovenimi odstavcil 7 a 8§ ve VSeobecném
uvodu. Pii hodnoceni metod posuzovani senzibilizace klize bez pouziti zvifat by se dale
mélo vést v patrnosti, Ze ani zkouska LLNA a ani jiné zkouSky na zvifatech nemusi pln¢
odrazet situaci u lidi.

. Na zédklad¢ nyni dostupnych udaji bylo prokazano, ze metodu h-CLAT lze pouzit ke
zkouseni chemickych latek, které obsahuji rizné organické funkéni skupiny, maji rizné
reak¢ni mechanismy, rtiznou potenci zptisobovat senzibilizaci ktize (jak byla stanovena ve
studiich in vivo) a rizné fyzikalné-chemické vlastnosti (3)(14) (15). Metodu h-CLAT Ize
pouzit ke zkouSeni rozpustnych chemickych latek nebo latek, jez tvoii stabilni disperzi
(4. koloid nebo suspenzi, ve které se zkousend chemicka latka neusazuje ani se neoddéluje
od rozpoustédla/vehikula do riznych fazi) ve vhodném rozpoustédle/ vehikulu (viz
odstavec 14). ZkouSené chemické latky s log Kow vEtSim nez 3,5 maji tendenci déavat
falesné negativni vysledky (14). Negativni vysledky zkousenych chemickych latek s log
Kow vE&tsim nez 3,5 by proto nemély byt brany v uvahu. Pozitivni vysledky ziskané u
zkouSenych chemickych latek s log Kow vEt§im nez 3,5 vSak pfesto mohou byt pouzity na
podporu identifikace zkouSené chemické latky jako latky senzibilizujici kizi. Z divodu
omezené metabolické schopnosti pouzité bunécné linie (16) a vzhledem k experimentalnim
podminkdm mohou prohapteny (tj. latky vyZzadujici enzymatickou aktivaci, naptiklad
prostiednictvim enzymt P450) a prehapteny (tj. latky aktivované oxidaci) zejména pfi
nizké mife oxidace rovnéz vykazovat negativni vysledky ve zkouSce h-CLAT (15).
Zkouskou h-CLAT (17) mohou byt hodnoceny fluorescen¢ni zkouSené chemické latky,
avsak silné fluorescencni zkouSené chemickeé latky vyzatujici na stejné vinové délce jako
fluorescein-isothiokyanat (FITC) nebo jako propidiumiodid (PI) budou narusovat detekci
pomoci pritokové cytometrie, a proto nemohou byt spravné hodnoceny pomoci
konjugovanych protilatek FITC nebo PI. V takovém piipadé mohou byt pouZity jiné
protilatky znafené fluorochromem, respektive jiné markery cytotoxicity, pokud lze
prokazat, ze poskytuji podobné vysledky jako protilatky znacené FITC (viz odstavec 24)
nebo PI (viz odstavec 18), napt. zkouSenim vhodnych latek uvedenych v dodatku 1-2.
Vzhledem k vySe uvedenému by se mély negativni vysledky interpretovat v kontextu
stanovenych omezeni a spoleéné s jinymi zdroji informaci v rdmci pfistupu IATA.
V ptipadech, kdy existuji dikazy prokazujici nepouzitelnost metody h-CLAT na jiné
specifické kategorie zkouSenych chemickych latek, neméla by se tato metoda ke zkousSeni
téchto specifickych kategorii pouZzivat.

Jak bylo popsano vyse, metoda h-CLAT poméha rozliSovat mezi latkami senzibilizujicimi
kGzi a latkami nesenzibilujicimi kizi. MiZze vSak také potencialné pfispét k hodnoceni
senzibiliza¢ni potence (4)(5)(9), je-1i pouzivana v ramci integrovanych ptistupti, napiiklad
IATA. Pro urceni toho, jak mohou vysledky h-CLAT potencialné pfispét k posuzovani
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potence, nicmén¢ bude nutny dalsi vyzkum, pifednostné zalozeny na udajich o ucincich na
clovéka.

6. Definice jsou uvedeny v dodatku 1.1.

PODSTATA ZKOUSKY

7. Metoda h-CLAT je analyza in vitro, ktera kvantifikuje zmény exprese bunécnych
povrchovych markert (tj. CD86 a CD54) v bunécné linii lidské monocytarni leukémie, na
buitkdich THP-1 po 24hodinové expozici zkouSené chemické latce. Tyto povrchové
molekuly jsou typickymi markery aktivace monocytickych THP-1 a mohou napodobovat
aktivaci DC, kterd hraje kritickou roli pfi primarni aktivaci (primingu) T bunck. Zmény
exprese povrchovych markeri se méfi pomoci pritokové cytometrie po obarveni bunck
protilatkami zna¢enymi fluorochromem. Rovnéz se provadi paralelni méteni cytotoxicity,
aby bylo mozné posoudit, zda pii sub-cytotoxickych koncentracich dochazi k up-regulaci
exprese povrchovych markerd. Relativni intenzita fluorescence povrchovych markert v
porovnani s kontrolou s rozpoustédlem/vehikulem se vypocitd a pouzije v predikénim
modelu (viz odstavec 26) jako podplirny tdaj pro rozliSeni mezi senzibilizujicimi a
nesenzibilizujicimi latkami.

PROKAZANI ZPUSOBILOSTI

8. Pted rutinnim pouZivanim zkousky popsané v tomto dodatku ke zkusebni metodé B.71 by
mély laboratofe prokazat odbornou zpusobilost pouzitim 10 latek pro prokazovani
zpusobilosti, které jsou uvedeny v dodatku 1.2. UZivatelé zkouSky by si také méli vést
historickou databdzi udaji pochazejicich ze zkouSek reaktivity (viz odstavec 11) a z
pozitivnich kontrol a kontrol s rozpoustédlem/vehikulem (viz odstavce 20-22) a pouzivat
tato data na potvrzeni, Ze v jejich laboratofi je udrzovéana reprodukovatelnost zkousky v
case.

POSTUP

9. Tato zkouska je zaloZena na protokolu databazové sluzby pro alternativni metody k
pokusiim na zvitatech (DB-ALM) €. 158 (18), coz je protokol pouzity pii validacni studii
provedené za koordinace EURL ECVAM. Pifi provadéni a pouzivani metody h-CLAT
v laboratofi se doporucuje pouzit tento protokol. Dale je uveden popis hlavnich slozek a
postupti metody h-CLAT, ktera zahrnuje dva kroky: analyza pro stanoveni davky a méreni
exprese CD86/CD54.

Priprava bunék
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10. Metoda h-CLAT se pouzivd s bun&nou linii lidské monocytarni leukémie THP-1.
Doporucuje se, aby byly buiky (TIB-202™) potizeny z kvalifikované bunécné banky, jako
je naptiklad Americka sbirka typovych kultur.

11. Bunky THP-1 se kultivuji pii teplot¢ 37°C ve zvlhéené atmosféte s 5 % CO2 v médiu
RPMI-1640 doplnéném 10 % fetdlniho bovinniho séra (FBS), 0,05 mM 2-
merkaptoethanolu, 100 jednotkami/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu. Pouziti
penicilinu a streptomycinu v kultivaénim médiu mize byt vynechéno. V takovém ptipadé
by si vSak uzivatelé méli ovéfit, Zze nepfitomnost antibiotik v kultivaénim médiu nema
zadny vliv na vysledky, naptiklad otestovdnim vhodnych latek uvedenych v dodatku 1.2.
Aby se minimalizovalo riziko kontaminace, mély by byt v kazdém ptipad¢ dodrzovany
spravné postupy pii kultivaci bun€k nezavisle na tom, zda kultivaéni médium obsahuje
antibiotika. Buitky THP-1 se rutinn& nasazuji kazdé 2-3 dny v hustot& 0,1 az 0,2 x 10°
bunék/ml. Udrzuji se pii hustoté 0,1 az 1,0 x 10° bungk/ml. NeZ se buiky pouZiji pro
zkouseni, je tfeba zjistit, zda jsou vhodné, provedenim kontroly reaktivity. Kontrola
reaktivity bun¢k se provadi pomoci pozitivnich kontrol, 2,4-dinitrochlorobenzenu (DNCB)
(CAS ¢. 97-00-7, cistota > 99 %) a siranu nikelnatého (NiSO4) (CAS €. 10101-97-0, Cistota
> 99 %), a negativni kontroly, kyseliny mlé¢né (LA) (CAS ¢. 50-21-5, Cistota > 85 %), a to
dva tydny po rozmrazeni. DNCB 1 NiSO4 by mély dat pozitivni odpovéd bunéénych
povrchovych markerii CD86 i CD54 a LA by méla dat negativni odpovéd’ bunécnych
povrchovych markeri CD86 i CD54. Pro analyzu se pouzivaji pouze buiiky, které prosly
kontrolou reaktivity. Builky mohou byt mnoZeny aZz dva meésice po rozmrazeni. Pocet
pasazi by nem¢l ptekrocit 30. Kontrola reaktivity se provadi podle postupl popsanych v
odstavcich 20-24.

12. Pro zkouSeni se buitky THP-1 nasadi v hustoté¢ 0,1 x 10° bun&k/ml nebo 0,2 x 10°
bun¢k/ml a predbézné se kultivuji v kultivac¢nich baiikkach po dobu 72 hodin, respektive 48
hodin. Je dilezité, aby byla hustota bun¢k v kultivacni banice bezprostfedné po predbézné
kultivaci pokud mozno stejnéd pii kazdém experimentu (pouZzitim jedné ze dvou podminek
pfedbézné kultivace popsanych vysSe), protoZze hustota bunék v kultivacni banice
bezprostfedné po predbézné kultivaci by mohla ovlivnit expresi CD86/CD54 indukovanou
alergeny (19). V den zkousky se buiiky ziskané z kultivacni baniky resuspenduji v Cerstvém
kultivaénim médiu pfi hustoté 2 x 10° bundk/ml. Poté se buriky rozdéli do 24jamkové
desticky s plochym dnem s 500 ul (1 x 10° bunék/jamku) nebo do 96jamkové desticky s
plochym dnem s 80 pl (1.6 x 10° bun&k/jamku).

Analyza ke stanoveni davky

13. Analyza ke stanoveni davky se provadi za Ucelem stanoveni CV75, coz je koncentrace
zkouSené chemické latky, ktera dava 75% Zivotaschopnost bunék (CV) v porovnani s
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kontrolou s rozpoustédlem/vehikulem. Hodnota CV75 se pouziva ke stanoveni koncentrace
zkousenych chemickych latek pro méfeni exprese CD86/CD54 (viz odstavce 20-24).

Priprava zkousenych chemickych latek a kontrolnich latek

14. Zkousené chemické latky a kontrolni latky se pfipravi v den zkouSeni. Pro metodu h-

15.

CLAT se zkousené chemické latky rozpusti nebo stabilné disperguji (viz také odstavec 4)
ve fyziologickém roztoku nebo médiu jako rozpoustédle/vehikulu prvni volby nebo v
dimethylsulfoxidu (DMSO, ¢istota > 99 %) jako v rozpoustédle/vehikulu druhé volby,
jestlize zkouSend chemicka latka neni rozpustnd nebo netvoii stabilni disperzi v
pfedchozich dvou rozpoustédlech/vehikulech, na findlni koncentraci 100 mg/ml (ve
fyziologickém roztoku nebo médiu) nebo 500 mg/ml (v DMSO). Jestlize je podéano
dostate¢né védecké zdlivodnéni, mohou byt pouzita jind rozpoustédla/vehikula nez vyse
uvedena. Je tfeba vzit v uvahu stabilitu zkouSené chemické latky ve findlnim
rozpoustédle/vehikulu.

Z pocatecnich 100 mg/ml (ve fyziologickém roztoku nebo médiu) nebo 500 mg/ml (v
DMSO) zasobnich roztokl zkouSenych chemickych latek se pfipravi tyto zfedéné roztoky:

Pro fyziologicky roztok nebo médium jako rozpoustédlo/vehikulum: Pfipravi se osm
zasobnich roztok (osm koncentraci) dvojndsobnym postupnym fedénim s pouzitim
odpovidajictho rozpoustédla/vehikula. Tyto zasobni roztoky se poté dale natedi
padesatinasobné na kultivacni médium (pracovni roztoky). Jestlize je nejvyssi konecna
koncentrace na desti¢ce 1000 pg/ml netoxickd, je tfeba znovu stanovit maximalni
koncentraci provedenim nové zkousky cytotoxicity. Konecna koncentrace na desticce by
nemeéla presahovat 5000 pg/ml zkouSenych chemickych latek rozpusténych nebo stabilné
dispergovanych ve fyziologickém roztoku nebo médiu.

Pro DMSO jako rozpoustédlo/vehikulum: Pfipravi se osm zasobnich roztoki (osm
koncentraci) dvojnasobnym  postupnym fedénim s pouzZitim  odpovidajiciho
rozpoustédla/vehikula. Tyto zasobni roztoky se poté dale nafedi 250nasobné na kultivaéni
médium (pracovni roztoky). Kone¢na koncentrace na desticce by neméla piesahovat 1000
pg/ml ani v ptipadé, Ze je tato koncentrace netoxicka.

Nakonec se pracovni roztoky pouziji pro expozici pfidanim stejného objemu pracovniho
roztoku do objemu bunécné suspenze THP-1 na desticce (viz také odstavec 17), ¢imz se
doséhne dalsiho dvojnasobného fedéni) obvykle je kone¢ny rozsah koncentraci na desticce
7,81-1000 pg/ml).

16. Jako kontrola s rozpoustédlem/vehikulem se u metody h-CLAT pouziva kultivacni

médium (pro zkousené chemické latky rozpustné nebo stabiln€ dispergované (viz odstavec
4) v médiu nebo ve fyziologickém roztoku) nebo DMSO (pro zkouSené chemické latky
rozpustné nebo stabilné dispergované v DMSO) zkouSené v jedné konecné koncentraci na
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desti¢ce 0,2 %. Provede se stejné fedeéni, jak je popsano u pracovnich roztokd v odstavci
15.

Aplikace zkousenych chemickych latek a kontrolnich latek

17. Kultivaéni médium nebo pracovni roztoky popsané v odstavcich 15 a 16 se smichaji 1:1
(obj.) s bunécnymi suspenzemi pfipravenymi ve 24jamkové nebo 96jamkové destiCce s
plochym dnem (viz odstavec 12). Exponované desticky se poté inkubuji po dobu 24 + 0,5
hodin pii teploté 37 °C za ptfitomnosti 5% CO,. Mélo by se dbat na to, aby nedoSlo
k vypatovani tékavych zkousenych chemickych latek a ke vzajemné kontaminaci
zkouSenou chemickou latkou mezi jamkami, napi. tak, Ze se desticky pted inkubaci se
zkousenymi chemickymi latkami zapeceti (20).

Barveni propidiumiodidem (PI)

18.Po 24 + 0,5 hodinach expozice se buiniky pfenesou do zkumavek a odeberou se
odstfedénim. Supernatanty se zlikviduji a zbyvajici buniky se resuspenduji s 200 pl (u
96jamkové desticky) nebo 600 pl (u 24jamkové desticky) fosfatového pufru obsahujiciho
0,1 % bovinniho sérového albuminu (barvici pufr). 200 pl bunééné suspenze se pienese do
96jamkové desticky s oblym dnem (u 96jamkové desticky) nebo do mikrozkumavky (u
24jamkové desticky) a dvakrat se promyje 200 pl (u 96jamkové desticky) nebo 600 pl (u
24jamkové desticky) barviciho pufru. Nakonec se buniky resuspenduji v barvicim pufru
(napt. 400 pl) a piida se roztok PI (napt. 20 ul) (konecna koncentrace PI ¢ini napiiklad
0,625 pg/ml). Mohou byt pouZity jiné markery cytotoxicity, jako je 7-aminoaktinomycin D
(7-AAD), trypanova modi ¢i jiné, pokud lze prokazat, napiiklad otestovanim vhodnych
latek uvedenych v dodatku 1.2, Ze alternativni barviva davaji podobné vysledky jako PI.

Meéreni cytotoxicity pomoci priitokové cytometrie a odhad hodnoty CV75
19. Ptijem PI se analyzuje pomoci priitokové cytometrie s akvizi€nim kanalem FL-3. Pfipravi
se celkem 10 000 Zivych bun&k (PI negativnich). Zivotaschopnost bunék lze vypoditat
podle nasledujici rovnice programem cytometrické analyzy. KdyZ je Zivotaschopnost
bun¢k nizka, je tfeba pfipravit az 30 000 bunék véetné odumfielych. Alternativné Ize ziskat
udaje za jednu minutu po zahajeni analyzy.

Pocet zivych bunék

100

Zivotaschopnost bunék = — . - -
Celkovy pocet pozadovanych bunék

Hodnota CV75 (viz odstavec 13), tj. koncentrace vykazujici 75% pteziti bunck THP-1 (25%
cytotoxicita), se vypocita log-linearni interpolaci podle této rovnice:

(75—-c)xLog(b)—(75—a)xLog(d)

a—c

Log CV75 =

Kde:
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a je minimalni hodnota Zivotaschopnosti bun€k nad 75 %
¢ je maximalni hodnota zivotaschopnosti bun¢k pod 75 %

b a d jsou koncentrace ukazujici hodnotu Zivotaschopnosti bun¢k a, respektive ¢

100
am

50

Zivotaschopnost bunék

] L I

Y ¥
b d
1 10 100 1000
Zkuiebni davka (pg/ml) )

Lze pouzit i jiné zplisoby odvozeni hodnoty CV75, pokud je prokézano, ze to nema vliv na
vysledky (napf. otestovanim vhodnych latek uvedenych).

Méi‘eni exprese CD86/CD54

Priprava zkousenych chemickych latek a kontrolnich latek
20. Pouzije se vhodné rozpoustédlo/vehikulum (fyziologicky roztok, médium nebo DMSO; viz
odstavec 14) na rozpusténi nebo stabilni dispergovani zkouSenych chemickych latek.
ZkouSené chemické latky se nejprve nafedi na koncentraci odpovidajici 100nasobku (pro
fyziologicky roztok nebo médium) nebo 500nasobku (pro DMSO) hodnoty 1,2 x CV75
stanovené v analyze pro zjisténi davky (viz odstavec 19). Jestlize nelze stanovit hodnotu
CV75 (4. kdyZ v analyze pro zjisténi davky neni pozorovana dostatecnd cytotoxicita),
pouzije se jako vychozi koncentrace nejvysSi rozpustnd nebo stabilné dispergovana
koncentrace zkouSené chemické latky ptipravend s kazdym rozpoustédlem/vehikulem.
Nezapomeiite, Zze kone¢na koncentrace na desticce by neméla ptesahovat 5000 pg/ml (v
ptipadé¢ fyziologického roztoku nebo média) nebo 1000 pg/ml (v ptipadé DMSO). Poté se
piipravi 1,2ndsobnym sériovym fedénim s pouzitim odpovidajiciho rozpoustédla/vehikula
zasobni roztoky (osm koncentraci v rozsahu od 100x1,2 x CV75 do 100x0,335 x CV75
(pro fyziologicky roztok nebo médium) nebo od 500x1,2 x CV75 do 500%0,335 x CV75
(pro DMSO)), které budou testovany metodou h-CLAT (viz protokol DB-ALM ¢. 158, kde
je uveden piiklad davkovani). Zasobni roztoky se poté dale nafedi 50ndsobné (pro
fyziologicky roztok nebo médium) nebo 250ndsobné (pro DMSO) na kultivaéni médium
(pracovni roztoky). Tyto pracovni roztoky se nakonec pouZiji pro expozici s dalSim
kone¢nym dvojnasobnym fedicim faktorem na desticce. Jestlize vysledky nespliuji kritéria
piijatelnosti popsand v odstavcich 29 a 30, pokud jde o Zivotaschopnost bunék, mize byt
zopakovéana analyza ke stanoveni davky, aby se urcila presnéj$i hodnota CV75.
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Nezapomeiite, ze pro métfeni exprese CD86/CD54 mohou byt pouzity pouze 24jamkové
desticky.

21. Piipravi se kontrola s rozpoustédlem/vehikulem, jak bylo popsano v odstavci 16. Jako
pozitivni kontrola se u metody h-CLAT pouziva DNCB (viz odstavec 11), pficemz zasobni
roztoky se pfipravi v DMSO a natedi podle popisu fedéni zasobnich roztokti uvedeného v
odstavci 20. Jako pozitivni kontrola pro meéreni exprese CD86/CD54 se pouzivi DNCB v
jedné konecné koncentraci na desticce (obvykle 4,0 ug/ml). Pro ziskani koncentrace
DNCB na desti¢ce 4,0 ug/ml se pfipravi 2 mg/ml zasobniho roztoku DNCB v DMSO,
ktery se dale nafedi 250nasobn¢ s kultivacnim médiem na 8 pg/ml pracovniho roztoku.
Alternativné miiZze byt pouzita jako koncentrace pozitivni kontroly také hodnota CV75
DNCB, ktera se stanovi v kazdém zkuSebnim zatizeni. Lze pouzit i jiné vhodné pozitivni
kontroly, pokud jsou k dispozici dosavadni udaje umoznujici odvodit srovnatelnd kritéria
pfijatelnosti daného provedeni zkouSky. Jedna konecna koncentrace na desticce u
pozitivnich kontrol by neméla ptresahovat 5000 pg/ml (v ptipad¢ fyziologického roztoku
nebo média) nebo 1000 pg/ml (v ptipadé DMSO). Kritéria piijatelnosti provedeni zkousky
jsou stejna jako kritéria ptijatelnosti popsana pro zkouSenou chemickou latku (viz odstavec
29), s vyjimkou posledniho kritéria pfijatelnosti, nebot’ pozitivni kontrola se testuje v jedné
koncentraci.

Aplikace zkousenych chemickych latek a kontrolnich latek

22.U kazdé zkouSené chemické latky a kontrolni latky je pro pfedpovéd potiebny jeden
experiment. Kazdy experiment sestava alesponl ze dvou nezavislych provedeni zkousky pro
méreni exprese CD86/CD54 (viz odstavce 26-28). Kazdé nezdvislé opakovani se provadi
v rizny den nebo ve stejny den, pokud pro kazdé nezavislé provedeni zkouSky: a) jsou
pripraveny nezavislé Cerstvé zasobni roztoky zkouSené chemické latky a roztoky protilatek
a b) jsou pouzity nezavisle sebrané buiky (tj. buniky se sbiraji z rliznych kultivacnich
bangk); buiikky vS§ak mohou pochdazet ze stejné pasaze. ZkouSené chemické latky a kontrolni
latky pfipravené jako pracovni roztoky (500 pl) se smichaji s 500 pl suspendovanych
bunék (1x10° bun&k) v poméru 1 : 1 a buiiky se inkubuji po dobu 24 + 0,5 hodiny, jak je
popsano v odstavcich 20 a 21. Pti kazdém provedeni zkouSky staci jeden replikat pro
kazdou koncentraci zkouSené chemické latky a kontrolni latky, protoze predikce se ziskava
alesponi ze dvou nezavislych provedeni zkousky.

Barveni a analyza bunék
23.Po 2440,5 hodinach expozice se buiikky pfenesou z 24jamkové desticky do zkumavek,
odeberou se odstfedénim a poté se dvakrat promyji 1 ml barviciho pufru (v ptipadé potieby
muze byt provedeno dalsi promyti). Po promyti se pocet bunék upravi 600 pl tlumivého
roztoku (barvici pufr obsahujici 0,01 % (m/v) globulinu (Cohnova frakce II, III, lidsky;
SIGMA, #G2388-10G nebo ekvivalentni)) a inkubuji se pfi 4 °C po dobu 15 min. Po
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uprave poctu se buiky rozdé€li na tii dily po 180 pl do 96jamkové desticky s oblym dnem
nebo mikrozkumavky.

24. Po odstfedéni se buiiky barvi 50 pl protilatky anti-CD86, anti-CD54 nebo mysi IgGl
protilatky (izotyp) znacené FITC pii 4°C po dobu 30 min. Protilatky popsané v protokolu
¢. 158 pro metodu h-CLAT DB-ALM (18) se pouzivaji po nafedéni 3:25 obj. (pro CD86
(BD-PharMingen, #555657; Klon: Fun-1)) nebo 3:50 obj. (pro CD54 (DAKO, #F7143;
Klon: 6.5B5) a IgG1l (DAKO, #X0927)) v barvicim pufru. Vyvojaii zkousky definovali
tyto fedici faktory protilatek jako faktory, které poskytuji nejlepsi odstup signalu od Sumu.
Podle zkuSenosti vyvojatrit zkouSek je intenzita fluorescence protilatek obvykle u riznych
Sarzi konzistentni. Uzivatelé vS§ak mohou zvazit titraci protilatek v podminkach své vlastni
laboratofe a definovat si tak nejlepsi koncentrace pro pouziti. Mohou byt pouzity jiné
protilatky anti-CD86 a/nebo anti-CD54 znafené fluorochromem, pokud lze prokazat,
napfiklad otestovanim vhodnych latek uvedenych v dodatku 1.2, Ze déavaji podobné
vysledky jako konjugované protilatky znacené FITC. Je tfeba poznamenat, ze zména klonu
nebo dodavatele protilatek, které jsou popsany v protokolu €. 158 pro metodu h-CLAT
DB-ALM (18), miize ovlivnit vysledky. Po dvojim nebo vicendsobném promyti 150 pl
barviciho pufru se buniky resuspenduji v barvicim pufru (napt. 400 pl) a ptidé se roztok PI
(napt. 20 pl pro dosaZzeni kone¢né koncentrace 0,625 pg/ml) nebo roztok jiného markeru
cytotoxicity (viz odstavec 18). Urovné exprese CD86 a CD54 a Zivotaschopnosti bunék se
analyzuji pomoci pritokové cytometrie.

UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV

Vyhodnoceni Gdaju

25. Exprese CD86 a CD54 se analyzuje pomoci pratokové cytometrie s akvizi¢nim kanalem
FL-1. Na zaklad¢ geometrického pruméru intenzity fluorescence (MFI) se vypocita
relativni intenzita fluorescence (RFI) CD86 a CD54 pro bunky pozitivni kontroly (ctrl) a
buiiky exponované chemické latce podle této rovnice:

RFI =

MFI bunék exponovanych chem.litce—MFI kontrolnich bunék izotypu exponovanych chem.latce

x 100

MFI ctrl bunék exponovanych tedidlu/vehikulu—MFI ctrl bunék izotypu exponovanych redidlu/vehikulu

Podle rovnice uvedené v odstavci 19 se vypocita také Zivotaschopnost bunék z kontrolnich
(ctrl) bunék izotypu (které jsou obarveny mySimi IgG1 (izotyp) protilatkami).
Predik¢éni model

26. Pro métfeni exprese CD86/CD54 se kazda zkouSena chemicka latka otestuje alespon ve
dvou nezavislych provedenich zkousky, z nichZ se odvodi jedna piedpovéd (POZITIVNI
nebo NEGATIVNI). Ptedpovéd ziskana zkouskou h-CLAT se povazuje za POZITIVNI,
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je-li splnéna alespon jedna z nésledujicich podminek ve 2 ze 2 opakovani nebo alespon ve
2 ze 3 nezavislych provedeni zkousky, jinak se ptedpovéd ziskand zkouskou h-CLAT
povazuje za NEGATIVNI (obrazek 1):

- RFI u CD86 se rovna nebo je vétsi nez 150 % pfti jakékoliv zkouSené koncentraci (pfi
zivotaschopnosti bun¢k > 50 %);

- RFI u CD54 se rovna nebo je vétsi nez 200 % pfti jakékoliv zkouSené koncentraci (pfi
zivotaschopnosti bunék > 50 %).

27. Pokud jsou prvni dvé provedeni zkousky u CD86 pozitivni anebo jsou pozitivni pro CD54,
povazuje se piedpovéd’ ziskana zkouskou h-CLAT za POZITIVNI a tieti provedeni
zkousky neni nutné. Podobné, pokud jsou prvni dvé provedeni zkouSky negativni,
povazuje se predpovéd h-CLAT za NEGATIVNI (pii zohlednéni ustanoveni odstavce 30),
aniz by bylo nutné opakovat zkousku potteti. Pokud vSak prvni dvé provedeni zkousky
nejsou shodné alesponi u jednoho z markerti (CD54 nebo CD86), je tieba provést zkousku
potieti, pficemz kone¢na piedpovéd bude vychazet z vétSinového vysledku téchto tii
jednotlivych provedeni zkousky (tj. 2 ze 3). V této souvislosti je tieba poznamenat, ze
pokud se provedou prvni dvé nezéavislé zkousky a jedna je pozitivni pouze pro CD86 (dale
jen Pp) a druhd je pozitivni pouze pro CD54 (dale jen P»), je tfeba provést zkouSku potieti.
JestliZe je toto tieti provedeni zkouSky negativni pro oba markery (déale jen N), povaZuje se
piedpovéd h-CLAT za NEGATIVNI. Jestlize je vSak toto tfeti provedeni zkousky
pozitivni pro jeden z markerti (P nebo P2) nebo pro oba markery (déle jen P12), povazuje
se predpovéd h-CLAT za POZITIVNI.

Obrazek 1: Predikéni model pouzivany pii metodé h-CLAT. Predpovéd h-CLAT by méla byt zvazovana
v ramci pristupu IATA a v souladu s ustanovenim odstavcti 7 a 8 V§eobecného tivodu.
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P1: provedeni zkousky pozitivni pouze u CD86; P2; provedeni zkousky pozitivni pouze u CD54; P12: provedeni zkousky
pozitivni u CD86 1 CD54; N: provedeni zkousky neni pozitivni u CD86 ani CD54.

*Réamecky ukazuji relevantni kombinace vysledkti z prvnich dvou provedeni zkousky, a to nezavisle na potadi jejich

ziskani.

#Ramecky ukazuji relevantni kombinace vysledkd ze tif provedeni zkousky na zdkladé vysledkl ziskanych v prvnich

dvou provedenich zkousky zndzornénych v ramecku vyse, ale nevyjadiuji potadi jejich ziskani.

28. Pro zkouSené chemické latky, které jsou na zakladé metody h-CLAT povazovany za
POZITIVNI, Ize doplitkové stanovit dvé hodnoty ué¢inné koncentrace (EC), EC150 pro
CD86 a EC200 pro CD54, tj. koncentrace, pii niz zkouSené chemické latky indukuji RFI
150 nebo 200. Tyto hodnoty EC mohou vSak také potencialné piispét k hodnoceni
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senzibiliza¢ni potence (9), jsou-li pouzivany v ramci integrovanych pfistupt, napiiklad
IATA (4) (5) (6) (7) (8). Vypocitaji se pomoci této rovnice:

EC150 (fOT CD86) = Bconc + [(150 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Aconc - Bconc)]

EC200 (for CD54) = Bconc + [(200 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Aconc - Bconc)]

kde

Aconc j& nejnizsi koncentrace v pg/ml s RFI > 150 (CD86) nebo 200 (CD54)

Bconc je nejvyssi koncentrace v pg/ml s RFI < 150 (CD86) nebo 200 (CD54)

Agrr1 je RFI pfi nejnizsi koncentraci s RFI > 150 (CD86) nebo 200 (CD54)

Brri je RFI pii nejvyssi koncentraci s RFI < 150 (CD86) nebo 200 (CD54)

Pro ucely piesnéjsiho odvozeni hodnot EC150 a EC200 mohou byt potfebna tfi nezavisla
provedeni méreni exprese CD86/CD54. Poté se stanovi kone¢né hodnoty EC150 a EC200
jako median hodnot EC vypoctenych ze tfi nezavislych provedeni zkousky. Pokud kritéria

pozitivity spliiuji pouze dvé ze tii nezavislych provedeni zkousky (viz odstavce 26-27),
pouzije se vys$i ze dvou vypoctenych hodnot EC150 nebo EC200.

Kritéria prijatelnosti

29. Pii pouzivani metody h-CLAT by méla byt splnéna tato kritéria ptijatelnosti (22) (27).

Zivotaschopnost bunék u kontroly s médiem a kontroly s rozpoustédlem/vehikulem by
méla byt vyssi nez 90 %.

Pti kontrole s rozpoustédlem/vehikulem by hodnoty RFI u CD86 i CD54 nemély piekrocit
pozitivni kritéria (CD86 RFI > 150 % a CD54 RFI > 200 %). Hodnoty RFI kontroly s
rozpoustédlem/vehikulem se vypocitaji podle vzorce uvedené¢ho v odstavci 25 (,,MFI
chemické latky* se nahradi ,,MFI rozpoustédla/vehikula® a ,,MFI rozpoustédla/vehikula®
se nahradi ,,MFI kontroly (s médiem)*).

U kontroly s médiem i kontroly s rozpoustédlem/vehikulem by mélo byt procento MFI u
CD86 i CD54 > 105 % kontroly izotypu.

Pti pozitivni kontrole (DNCB) by hodnoty RFI u CD86 i CD54 m¢ély spliiovat pozitivni
kritéria (CD86 RFI > 150 a CD54 RFI > 200) a zivotaschopnost bun¢k by méla byt vetsi
nez 50 %.

U zkousené chemické latky by Zivotaschopnost bunék méla byt vétsi nez 50 % alespon u
Ctyf testovanych koncentraci pfi kazdém provedeni zkousky.

30. Negativni vysledky jsou pfijatelné pouze u zkousenych chemickych latek, které vykazuji

zivotaschopnost bunék mensi nez 90 % pfi nejvyssi zkousené koncentraci (tj. 1.2 x CV75

455



D060575/02

podle schématu sériového fedéni popsaného v odstavci 20). Jestlize se Zivotaschopnost
bunék pfi 1,2 x CV75 rovna nebo je vyssi nez 90 %, je tfeba negativni vysledek vyradit. V
takovém ptipad¢ se doporucuje pokusit se zpiesnit vybér davky zopakovanim stanoveni
hodnoty CV75. Je tieba poznamenat, ze kdyz se jako maximalni experimentélni
koncentrace zkousené chemické latky pouzije 5 000 pg/ml ve fyziologickém roztoku (nebo
médiu ¢i jinych rozpoustédlech/vehikulech), 1 000 pg/ml v  DMSO nebo nejvyssi
rozpustna koncentrace, je negativni vysledek piijatelny i v piipad¢€, Ze je zivotaschopnost
bun¢k nad 90 %.
Zavérefna zprava

31. Zaverecna zprava by méla obsahovat tyto informace.

ZkouSena chemicka latka

Jednoslozkova latka:

- chemicka identifikace, napf. nazev (nazvy) IUPAC nebo CAS, cislo (cisla) CAS, kod
SMILES nebo InChl, strukturni vzorec a/nebo jiné identifikatory,

- fyzicky vzhled, log Kow, rozpustnost ve vodé, rozpustnost v DMSO, molekulovd hmotnost
a dal$i dilezité fyzikalné-chemické vlastnosti, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace
dostupné,

- Cistota, ptipadné chemicka identita necistot, je-li to prakticky proveditelné atd.,

- pripadné oSetfeni pfed zkouSenim (napt. zahfivani, mleti),

- zkusSebni koncentrace,

- podminky skladovani a stabilita, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- zdavodnéni volby rozpoustédla/vehikula pro kazdou zkousenou chemickou latku.

Viceslozkova latka, UVCB a smés:

- charakterizovana v co mozna nejv¢étsi mife napt. chemickou identitou (viz vyse), ¢istotou,
kvantitativnim vyskytem a dilezitymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (viz vySe)
slozek, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- fyzicky vzhled, rozpustnost ve vodé, rozpustnost v DMSO, a dals§i dalezité fyzikalné-
chemické vlastnosti, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- molekulovd hmotnost nebo zdanliva molekulova hmotnost v ptipadé¢ smési/polymera se
znamym slozenim nebo jiné informace dulezité pro provedeni studie,

- pfipadné oSetfeni pfed zkouSenim (napf. zahfivani, mleti),
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- zkuSebni koncentrace,
- podminky skladovani a stabilita, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- zdtvodnéni volby rozpoustédla/vehikula pro kazdou zkousenou chemickou latku.

Kontroly

Pozitivni kontrola:

- chemickd identifikace, napt. nazev (nazvy) IUPAC nebo CAS, ¢islo (cisla) CAS, kod
SMILES nebo InChl, strukturni vzorec a/nebo jiné identifikatory,

- ptipadné fyzicky vzhled, log Kow, rozpustnost ve vod¢, rozpustnost v DMSO, molekulova
hmotnost a dalsi dulezit¢ fyzikalné-chemické vlastnosti, v rozsahu, v jakém jsou tyto
informace dostupné,

- (Cistota, pfipadné chemické identita necistot, je-li to prakticky proveditelné atd.,

- pripadné oSetfeni pfed zkousenim (napfi. zahiivani, mleti),

- zkuSebni koncentrace,

- podminky skladovani a stabilita, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- odkaz na ptipadné dosavadni vysledky pozitivnich kontrol prokazujici vhodnost kritérii

pfijatelnosti provedeni.

Negativni kontrola a kontrola rozpoustédlem/vehikulem:

- chemicka identifikace, napt. nazev (ndzvy) IUPAC nebo CAS, ¢islo (¢isla) CAS, kod
SMILES nebo InChl, strukturni vzorec a/nebo jiné identifikatory,

- (istota, pfipadné chemicka identita necistot, je-li to prakticky proveditelné atd.,

- fyzicky vzhled, molekulovd hmotnost a dal§i dualezit¢ fyzikalné-chemické vlastnosti
v ptipad¢ pouziti jiného rozpoustédla/vehikula neZz rozpoustédel/vehikul uvedenych
v tomto pokynu, a to v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- podminky skladovani a stabilita, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- zdlvodnéni volby rozpoustédla/vehikula pro kazdou zkousenou chemickou latku.

Zkusebni podminky

- jméno a adresa zadavatele, zkuSebniho zatizeni a vedouciho studie,
- popis pouzité zkousky,

- pouzité bunécné linie, podminky skladovani a zdroj (napft. zafizeni, z n€hoz byly ziskany),
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pouzitd pritokovd cytometrie (napt. model), véetné¢ nastaveni pfistroji, pouzitého
globulinu a markeru cytotoxicity,

postup pouzity pro prokazani zpusobilosti laboratote k provadéni této zkousky zkouSenim
vhodnych latek a postup pouzity pro prokazani reprodukovatelného provedeni zkousky
v Case, napi. dosavadni kontrolni idaje anebo dosavadni udaje o kontrolach reaktivity.

Kritéria prijatelnosti zkousky

zivotaschopnost bun¢k, hodnoty MFI a RFI ziskané z kontroly s rozpoustédlem/vehikulem
v porovndni s rozsahy piijatelnosti,

zivotaschopnost bun¢k a hodnoty RFI ziskané z pozitivni kontroly v porovnéani s rozsahy
ptijatelnosti,

zivotaschopnost bunék vSech testovanych koncentraci zkousené chemické latky.

Zkusebni postup

pocet provedeni zkousky,

koncentrace zkouSenych chemickych latek, pouzité doby aplikace a expozice (pokud se
1181 od doporucenych),

délka expozice zkousené chemické latce (pokud se 1iSi od doporucené);
popis pouzitych hodnoticich kritérii a kritérii rozhodovani,

popis vSech zmén zkuSebniho postupu.

Vysledky

udaje ve form& tabulky, vcetné CV75 (v relevantnich ptipadech), jednotlivych
geometrickych hodnot MFI, RFI, hodnot Zivotaschopnosti bun&k, hodnot EC150/EC200 (v
relevantnich piipadech) ziskanych pro zkouSenou chemickou latku a pro pozitivni kontrolu
pfi kazdém provedeni zkousky a uvedeni klasifikace zkouSené chemické latky podle
predikéniho modelu;

ptipadné popis jakychkoli jinych dilezitych zjisténi z pozorovani.

Diskuse o vysledcich

Zavery

diskuse o vysledcich ziskanych pomoci metody h-CLAT;

diskuse o vysledcich zkousky v ramci IATA, jsou-li k dispozici jiné ptislusné informace.
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Dodatek 1.1

DEFINICE

Presnost: piesnost shody mezi vysledky zkousky a pfijatymi referencnimi hodnotami. Je to
mira funk¢nosti zkousky a jeden z aspektt jeji relevantnosti. Tento pojem se Casto pouziva
misto pojmu soulad a rozumi se jim podil spravnych vysledka zkousky (21).

AOP (mechanismy nezadoucich u¢inki): sled udalosti od chemické struktury cilové

......

udalost po ucinek in vivo, ktery je pfedmétem zdjmu (22).
Chemicka latka: latka nebo smés.

CV75: odhad koncentrace ukazujici 75% zivotaschopnost bun¢k.
EC150: koncentrace ukazujici hodnoty RFI 150 v expresi CD86.
EC200: koncentrace ukazujici hodnoty RFI 200 v expresi CD54.

Priitokova cytometrie: cytometrickd technika, pfi niz buiiky suspendované v kapaling
protékaji jedna po druhé pies ohnisko excitacniho svétla, které je rozptyleno do vzort
charakteristickych pro bunky a jejich komponenty; buiiky jsou casto oznaCeny
fluorescen¢nimi markery, aby bylo svétlo nejprve absorbovdno a poté emitovano v
pozménénych frekvencich.

Nebezpecnost: zakladni charakteristika latky nebo situace, kterd ma potencial vyvolat
neptiznivé U¢inky, jsou-li organismus, systém nebo (sub)populace vystaveny této latce.

IATA (jednotny prFistup ke zkouSeni a posuzovani): strukturovany pfistup pouzivany pro
zjisStovani nebezpecnosti (potencial), charakterizaci rizik (potence) a/nebo posouzeni
bezpecnosti (potencidl/potence a expozice) chemicke latky nebo skupiny chemickych latek,
jenz strategicky integruje a vazi vSechny dilezité udaje s cilem poskytnout informace pro
piijeti regula¢niho rozhodnuti, které se tyka potencidlni nebezpecnosti a/nebo rizika a/nebo
potieby dalsiho cileného, a tudiZ minimélniho zkouseni.

Kontrola s médiem: neoSetfend replika, kterd obsahuje vSechny slozky zkuSebniho
systétmu. Tento vzorek se zpracovava se vzorky zkouSené¢ chemické latky a jinymi
kontrolnimi vzorky, aby se zjistilo, zda rozpoustédlo/vehikulum vzijemné reaguje se
zkuSebnim systémem.

Smés: smes nebo roztok sloZzeny ze dvou nebo vice latek.

Jednoslozkova latka: latka definovana svym kvantitativnim sloZenim, v niZ je pfitomna
jedna hlavni slozka v mife alespont 80 % hmot.
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Viceslozkova latka: latka definovand svym kvantitativnim slozenim, v niz je pfitomna vice
nez jedna hlavni slozka v koncentraci > 10 % hmot. a < 80 % hmot. Viceslozkova latka je
vysledkem vyrobniho procesu. Rozdil mezi smési a viceslozkovou latkou spoc¢iva v tom, ze
smes se ziskd smisenim dvou nebo vice latek bez chemické reakce. Viceslozkova latka je
vysledkem chemické reakce.

Pozitivni kontrola: replika obsahujici vSechny slozky zkusebniho systému a latku, o niz je
znamo, ze zpusobuje pozitivni reakci. Aby se zajistilo, ze proménlivost v reakci na pozitivni
kontrolu bude mozné ¢asem vyhodnotit, rozsah pozitivni reakce by nemél byt nadmérny.

Prehapteny: chemické latky, z nichz se abiotickou transformaci staly senzibilizujici latky.

Prohapteny: chemické latky vyzadujici enzymatickou aktivaci, aby vykazovaly potencial
senzibilizace kiize.

Relativni intenzita fluorescence (RFI): relativni hodnoty geometrického priméru intenzity
fluorescence (MFI) v buiikach exponovanych chemické latce v porovnani s hodnotou MFI v
buiitkach exponovanych rozpoustédlu/vehikulu.

Relevantnost: popis vztahu zkousky k U¢inku, ktery je pfedmétem zajmu, a také toho, zda
je zkouska smysluplnd a pouzitelnd pro konkrétni ucel. Vyjadiuje, do jaké miry zkouska
spravné méfi nebo predikuje biologicky Ucinek, ktery je predmétem zdjmu. Relevantnost
zahrnuje také posouzeni pfesnosti (shody) zkousky (21).

Spolehlivost: méfeni rozsahu, v jakém muze byt zkouSka casem reprodukovatelnd v
laboratofich a mezi laboratofemi, kdyZ se provadi s pouzitim stejného protokolu. Hodnoti se
to vypoctem laboratorni a mezilaboratorni reprodukovatelnosti a laboratorni opakovatelnosti

21).

Provedeni zkouSky: jedna ¢i vice zkouSenych chemickych latek se zkouSi soucasné s
kontrolou s rozpoustédlem/vehikulem a s pozitivni kontrolou.

Citlivost: podil vSech pozitivnich/aktivnich chemickych latek, které jsou na zakladé
zkousky spravné zattidény. Je to meéfitko piesnosti zkouSky, ktera dava kategorické
vysledky, a je dtlezitym prvkem pii hodnoceni relevance zkousky (21).

Barvici pufr: fosfatovy pufr obsahujici 0,1 % bovinniho sérového albuminu.

Kontrola s rozpousStédlem/vehikulem: neexponovany vzorek obsahujici vSechny slozky
zkuSebniho systému s vyjimkou zkouSené chemickeé latky, ale v€etné rozpoustédla/vehikula,
které se pouziva. Pouzivad se ke stanoveni ucinku na pozadi u vzorkd exponovanych
zkousené chemické latce, kterd je rozpuSténa nebo stabiln¢ dispergovana ve stejném
rozpoustédle/vehikulu. Pokud se vzorek zkousi soub&éznou kontrolou s médiem, ukazuje
také, zda rozpoustédlo/vehikulum vzajemné reaguje se zkusebnim systémem.

Specifi¢nost: podil vSech negativnich/neaktivnich chemickych latek, které jsou na zakladé
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zkuSebni metody spravné zatfidény. Je to méfitko presnosti zkusebni metody, ktera dava
kategorické vysledky, a je dulezitym prvkem pii hodnoceni relevance zkusebni metody (21).

Latka: chemicky prvek ajeho slouceniny v pfirodnim stavu nebo ziskané vyrobnim
postupem, véetné jakychkoliv aditiv potfebnych pro zachovani stability vyrobku a vsech
necistot pochazejicich z pouzitého postupu, ale s vylou¢enim vSech rozpoustédel, ktera je
mozno odd¢lit bez ovlivnéni stability dané latky nebo zmény jejiho slozeni.

ZkousSena chemicka latka: jakakoli latka nebo smés zkousSena touto zkusebni metodou.

Globalné harmonizovany systém Kklasifikace a oznafovani chemickych latek
Organizace spojenych narodii (GHS OSN): systém navrhujici klasifikaci chemickych
latek (latek a smési) podle standardizovanych typt atrovni fyzikdlnich, zdravotnich
a environmentalnich nebezpeci a fesici pfislusné komunikacni prvky, jako jsou piktogramy,
signdlni slova, vyroky o nebezpeci, vyroky o bezpecnostnich opatienich a bezpecnostni
datové listy, které obsahuji informace o jejich nezadoucich ucincich s ohledem na ochranu
lidi (vCetné zaméstnavateld, délnikii, prepravct, spotiebitelli a osob reagujicich na havarie)
a zivotniho prostredi (23).

UVCB: latky s neznamym nebo proménlivym slozenim, komplexni reakéni produkty nebo
biologicky material.

Validovana zkouska: zkouska, u niz se ma za to, ze je dostate¢né relevantni a spolehliva

pro urcity ucel, a ktera je zalozena na védecky spolehlivych zadsadach. Zkouska neni nikdy
validovana v absolutnim smyslu, ale pouze pro ur¢ity konkrétni ucel (21).
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Driive nez za¢nou laboratoie bézné pouzivat zkousku popsanou v tomto dodatku ke zkusebni
metod¢ B.71, mély by prokéazat odbornou zpusobilost spravnym ziskanim piedpokladané
ptedpoveédi h-CLAT u 10 vhodnych latek doporucenych v tabulce 1 a ziskanim hodnot
CV75, EC150 a EC200, které spadaji do piislusného referencniho rozpéti, u nejméné 8 z 10
vhodnych latek. Latky pro prokdzani zpusobilosti byly vybrany tak, aby piedstavovaly
rozpéti ucinkl na nebezpeci senzibilizace ktize. DalSimi kritérii vybéru bylo, aby latky byly
komeréné dostupné, aby k nim byly k dispozici kvalitni referenéni tdaje in vivo a také
kvalitni udaje in vitro ziskané metodou h-CLAT. Pro metodu h-CLAT jsou také k dispozici

zvetejnéné referencni udaje (3) (14).

Tabulka 1: Doporucené latky pro prokazani odborné zpusobilosti k pouzivani metody h-CLAT

CV75 Vysledky h-CLAT | Vysledky h-CLAT

Laotky pro ]?rokazanl CASRN STy entty Pl‘edp.OV:’,d in Odkaz provC’D86 ) provC’D54 .

zpusobilosti vivo Rozsah v | (referen¢ni rozmezi | (referencni rozmezi

pg/ml? EC150 v pg/ml)?> | EC200 v pg/ml)?

.. 1z senzibilizujici pozitivni pozitivni
2,4-dinitrochlorbenzen 97-00-7 pevna latka (extrémné) 2-12 (0,5-10) (0,5-15)
N i senzibilizujici 5 pozitivni negativni
benzen-1,4-diamin 106-50-3 | pevna latka (silng) 5-95 (< 40) > 1,5
. . , 12 senzibilizujici pozitivni pozitivni
siran nikelnaty 10101-97-0 | pevna latka (stiedné silng) 30-500 (< 100) (10-100)
. 1 senzibilizujici negativni pozitivni
2-merkaptbenzothiazol 149-30-4 | pevna latka (stiedné silng) 30400 > 10)° (10-140)
. . senzibilizujici negativni pozitivni
R(+)-limonen 5989-27-5 kapalina (slab) >20 > 5) (< 250)
- L 1z senzibilizujici pozitivni pozitivni
imidazolidinyl urea 39236-46-9 | pevna latka (slabé) 25-100 (20-90) (20-75)
Y e . neni negativni negativni
propan-2-ol 67-63-0 kapalina senzibilizujici > 5000 > 5 000) > 5 000)
o1 . neni negativni negativni
glycerol S6-81-5 | kapalina | o tijici | 0 000 (> 5 000) (> 5 000)
. _ a1l . neni negativni negativni
kyselina mlé¢na 50-21-5 kapalina senzibilizujici 1 500-5 000 (> 5 000) (> 5 000)
o , e . neni negativni negativni
kyselina 4-aminobenzoova | 150-13-0 | pevna latka senzibilizujici >1000 (>1 000) (> 1 000)

Zkratky: CAS RN = registracni ¢islo CAS (Chemical Abstracts Service)

! Predpovédi nebezpecnosti (a potence) in vivo vychazeji z udaji ze zkousek LLNA (3) (14). Potence in vivo je odvozena s

pouzitim kritérii navrzenych stiediskem ECETOC (24).

2 Na zékladé dosavadnich pozorovanych hodnot (13) (25).

3

Doposud byla vétSina negativnich vysledkil ziskana u tohoto markeru, a proto se vétSinou ocekava negativni vysledek.

Uvedené rozmezi bylo definovano na zakladé nékolika doposud pozorovanych pozitivnich vysledk. V pfipadé pozitivniho

vysledku by méla byt hodnota EC v ramci uvedeného referen¢niho rozmezi.
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Dodatek 2

SENZIBILIZACE KUZE IN VITRO: ZKOUSKA AKTIVACE BUNECNE LINIE U937 (U-
SENST™)

VYCHOZI UVAHY A OMEZENI

1.

Zkouska U-SENS™ kvantifikuje zménu exprese bunéného povrchového markeru
spojenou s procesem aktivace monocytii a dendritickych bun¢k (DC) (tj. CD86) v bunécné
linii lidského histiocytického lymfomu U937 po expozici senzibilizujicim latkam (1).
Naméfené trovné exprese bunécného povrchového markeru CD86 v bunééné linii U937 se
poté pouziji jako podplrny udaj pro rozliSeni mezi latkami senzibilizujicimi kiizi a latkami,
které ktzi nesenzibilizuji.

. Zkouska U-SENS™ byla hodnocena ve validaéni studii (2) koordinované spolec¢nosti

L’Oreal a poté podrobena odborné revizi poradniho vyboru (ESAC) referencni laboratote
EU pro alternativy ke zkouskam na zvitatech (EURL ECVAM) (3). S ohledem na vSechny
dostupné dukazy a prispévky od regulatorti a ucastniki doporucil EURL ECVAM (4)
zkousku U-SENS™ pro pouziti v ramci ptistupu IATA na podporu rozliSovani mezi
latkami senzibilizujicimi kGzi a latkami nesenzibilizujicimi ktzi za ucelem klasifikace
nebezpecnosti a oznacovani. OECD ve svych pokynech k predkladani zprav o
strukturovanych pfistupech k integraci a individualnim zdrojim informaci pouZzivanym v
ramci postupu IATA pro senzibilizaci kiize v souCasné dobé rozebird fadu ptipadovych
studii popisujicich rlzné strategie zkouSeni a predikéni modely. Jeden z riznych
definovanych pfistupli vychazi z analyzy U-SENS (5). Ptiklady vyuziti udaji U-SENS™
v kombinaci s jinymi informacemi, véetné dosavadnich daju a stavajicich platnych udaji
0 huménnim pouziti (6), jsou uvedeny také jinde v odborné literatute (4) (5) (7).

. U zkouSky U-SENS™ se prokazalo, Ze ji 1ze pfenést do laboratofi, které maji zkuSenosti s

technikami pouzivajicimi bunécné kultury a analyzou pomoci pratokové cytometrie. Mira
reprodukovatelnosti predpovédi, které lze od této zkouSky ocekavat, Cini fadoveé 90 %
v ramci laboratoii a 84 % mezi laboratofemi (8). Vysledky valida¢ni studie (8) a dalSich
zvetejnénych studii (1) celkové ukazuji, Ze pfesnost pii odliSeni senzibilizujicich latek
(4. kategorie 1 GHS OSN/CLP) od nesenzibilizujicich latek ¢ini 86 % (N=166) pii
citlivosti 91 % (118/129) a specifi¢nosti 65% (24/37) ve srovnani s vysledky zkuSebni
metody LLNA. V porovnani s vysledky pfi humannim pouZziti je pfesnost pii odliSeni
senzibilizujicich latek (tj. kategorie 1 GHS OSN/CLP) od nesenzibilizujicich latek 77 %
(N=101) pfi citlivosti 100 % (58/58) a specificnosti 47 % (20/43). V porovnani s metodou
LLNA se faleSné negativni pfedpovédi u zkousky U-SENS™ pravdépodobnéji tyka;ji
chemickych latek vykazujicich nizkou az stfedni potenci zplisobovat senzibilizaci kiize
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(4. podkategorie 1B GHS OSN/CLP) nez chemickych latek vykazujicich vysokou potenci
zpusobovat senzibilizaci kize (tj. podkategorie 1A GHS OSN/CLP) (1) (8) (9). Celkovée
vzato tyto informace naznacuji, ze zkouska U-SENS™ mtize byt uziteCna a muze ptispét k
zjisténi nebezpeCi senzibilizace ktize. Zde uvedené hodnoty ptesnosti U-SENS™ jako
samostatné zkousky jsou vSak pouze orientacni, nebot tato zkouska by méla byt
posuzovana v kombinaci s jinymi zdroji informaci vramci IATA a v souladu
s ustanovenimi odstavcli 7 a 8 ve VSeobecném tuvodu. Pti hodnoceni metod posuzovani
senzibilizace klize bez pouziti zvifat by se dale mélo vést v patrnosti, ze ani zkouska
LLNA a ani jiné zkousky na zvifatech nemusi plné odrazet situaci u lidi.

. Na zaklad¢ udaji, které jsou v soucasné dobé k dispozici, bylo prokazano, Ze zkouska U-
SENS™ je pouzitelnd u zkouSenych chemickych latek (vcetné slozek kosmetickych
pfipravkt, napiiklad konzervantl, povrchové aktivnich latek, ucinnych latek, barviv)
spadajicich do nejriznéjSich organickych funkénich skupin, majicich razné fyzikalné
chemické vlastnosti, riznou schopnost vyvolavat senzibilizaci kiize (podle stanoveni ve
studiich in vivo) a rizné spektrum reak¢énich mechanismi, o nichz je zndmo, Ze souvisi se
senzibilizaci kiiZze (tj. Michaelliv akceptor, vznik Schiffovy baze, agens acylového pfenosu,
nukleofilni bimolekularni substituce [SN2] nebo nukleofilni aromaticka substituce [SNAr])
(1) (8) (9) (10). Metodu U-SENS™ |ze pouzit ke zkousSeni rozpustnych chemickych latek,
které jsou rozpustné nebo které tvoii stabilni disperzi (tj. koloid nebo suspenzi, ve které se
zkouSena chemicka latka neusazuje ani se neoddéluje od rozpoustédla/vehikula do riznych
fazi) ve vhodném rozpoustédle/vehikulu (viz odstavec 13). Chemické latky ve skuping
uvedené jako prehapteny (tj. latky aktivované oxidaci) nebo prohapteny (tj. latky
vyzadujici enzymatickou aktivaci, naptiklad prostiednictvim enzymu P450) byly ve
zkousce U-SENS™ piedpovézeny spravné (1) (10). Latky naruSujici membranu mohou
vést k faleSné pozitivnim vysledklim v disledku nespecifického zvySeni exprese CD86,
nebot’ 3 ze 7 faleSn€ pozitivnich vysledkli u referen¢ni klasifikace in vivo se tykaly
povrchové aktivnich latek (1). Proto je tfeba pozitivni vysledky u povrchové aktivnich
latek posuzovat opatrn€, zatimco negativni vysledky u povrchovych latek piesto mohou
byt pouzity na podporu identifikace zkousené chemické latky jako latky senzibilizujici
ktzi. Zkouskou U-SENS™ (1) mohou byt hodnoceny fluorescenéni zkouSené chemicke
latky, avSak silné fluorescen¢ni zkousené chemické latky vyzatujici na stejné vlnové délce
jako fluorescein-isothiokyanat (FITC) nebo jako propidiumiodid (PI) budou naruSovat
detekci pomoci pritokové cytometrie, a proto nemohou byt spravné hodnoceny pomoci
konjugovanych protilatek FITC (potencidln¢ faleSné¢ negativni) nebo PI (Zivotaschopnost
neméfitelnd). V takovém piipadé mohou byt pouzity jiné protilatky znacené
fluorochromem, respektive jiné markery cytotoxicity, pokud lze prokazat, ze poskytuji
podobné vysledky jako protilatky znacené FITC nebo PI (viz odstavec 18), napi.
zkousenim vhodnych latek uvedenych v dodatku 2.2. Vzhledem k vySe uvedenému by se
mély pozitivni vysledky u povrchové aktivnich latek a negativni vysledky u silné
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fluorescen¢nich zkouSenych chemickych latek interpretovat v kontextu stanovenych
omezeni a spolecné s jinymi zdroji informaci v ramci piistupu IATA. V ptipadech, kdy
existuji ditkazy prokazujici nepouzitelnost zkousky U-SENS™ na jiné specifické kategorie
zkousenych chemickych latek, neméla by se tato metoda ke zkouseni téchto specifickych
kategorii pouzivat.

5. Jak bylo popsano vySe, zkouska U-SENS™ pomahd rozliSovat mezi latkami
senzibilizujicimi kizi a latkami nesenzibilujicimi kGzi. Maze vSak také potencialné prispéet
k hodnoceni senzibilizatni potence, je-li pouzivana v ramci integrovanych piistupd,
napfiklad IATA. Pro urceni toho, jak mohou vysledky U-SENS™ potencidlné ptispct
k posuzovani potence, vSak bude nutny dal§i vyzkum, pfednostné zaloZzeny na udajich o
ucincich na ¢lovéka.

6. Definice jsou uvedeny v dodatku 2.1.

PODSTATA ZKOUSKY

7. Zkouska U-SENS™ je analyza in vitro, kterd kvantifikuje zmény exprese bunécného
povrchového markeru CD86 na bunécné linii lidského histiocytického lymfomu, buiikdch
U937, po 45+3 hodinach expozice zkousené chemické latce. Povrchovy marker CD86 je
jednim z typickych markert aktivace U937. O markeru CD86 je znamo, Ze je kostimula¢ni
molekulou, kterd miize napodobovat aktivaci monocytl, coz hraje kritickou roli pfi
primarni aktivaci (primingu) T bunék. Zmény exprese bunééného povrchového markeru
CD86 se méii pomoci prutokové cytometrie po obarveni bunék obvykle protilatkami
znacenymi fluorescein-isothiokyanatem (FITC). RovnéZz se provadi paralelni méteni
cytotoxicity (napf. pomoci PI), aby bylo mozné posoudit, zda pii sub-cytotoxickych
koncentracich dochazi k up regulaci exprese bunétného povrchového markeru CDS6.
Stimulacni index (S.I.) bunécného povrchového markeru CD86 v porovnéani s kontrolou s
rozpoustédlem/vehikulem se vypocitd a pouZzije v predikénim modelu (viz odstavec 19)
jako podptirny tidaj pro rozliSeni mezi senzibilizujicimi a nesenzibilizujicimi latkami.

PROKAZANI ZPUSOBILOSTI

8. Pted rutinnim pouZzivanim zkouSky popsané v tomto dodatku ke zkuSebni metodé B.71 by
mély laboratofe prokazat odbornou zptisobilost pouzitim 10 latek pro prokazovani
zpusobilosti, které jsou uvedeny v dodatku 2.2, a to v souladu s osvéd¢enymi postupy pro
metody in vitro (11). Uzivatelé zkousky by si také méli vést historickou databazi tidaji
pochdzejicich ze zkousek reaktivity (viz odstavec 11) a z pozitivnich kontrol a kontrol s
rozpoustédlem/vehikulem (viz odstavce 15—16) a pouzivat tato data k potvrzeni, ze v jejich
laboratofi je udrzovana reprodukovatelnost zkousky v Case.
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POSTUP

9.

Tato zkouSka je zalozena na protokolu databazové sluzby pro alternativni metody k
pokusim na zvifatech (DB-ALM) ¢. 183 (12) pro U-SENS™., Pfi zavadéni a pouzivani
zkousky U-SENS™ v laboratoii by mély byt vyuzivany standardni pracovni postupy. Na
provadéni zkouSky U-SENS™ mize byt vyuzit automatizovany systém, pokud lze
prokazat, napiiklad otestovanim vhodnych latek uvedenych v dodatku 2.2, ze poskytuje
podobné vysledky. Déle je uveden popis hlavnich slozek a postupti zkousky U-SENS™,

Piiprava bunék

10.

11.

12.

Zkouska U-SENS™ se pouZiva s bunécnou linii lidského histiocytického lymfomu U937
(13). Buniky (klon CRL1593.2) by mély byt potizeny z kvalifikované bunécné banky, jako
je naptiklad Americka sbirka typovych kultur.

Bunky U937 se kultivuji pfi teploté¢ 37 °C ve zvlhéené atmosféie s 5 % CO2 v médiu
RPMI-1640 doplnéném 10 % fetalniho teleciho séra (FCS), 2 mM L-glutaminu, 100
jednotkami/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu (kompletni médium). Buniky U937 se
rutinné pasazuji kazdé 2-3 dny v hustoté& 1,5, respektive 3 x 10° bunék/ml. Hustota bunék
by neméla piesahovat 2 x 10° bunék/ml a Zivotaschopnost bunék méfend vyloudenim
trypanové modfi by méla byt > 90 % (nepouZije se pfi prvni pasazi po rozmrazeni). Nez se
pouziji pro zkousSeni, je tieba provedenim kontroly reaktivity zjistit, zda jsou vSechny Sarze
bun¢k, FCS nebo protilatek vhodné. Kontrola reaktivity bunék se provadi pomoci pozitivni
kontroly, kyseliny picrylsulfonové (kyselina 2.,4,6-trinitrobenzensulfonova: TNBS)
(CASRN 2508-19-2, cistota > 99 %) a negativni kontrola pomoci kyseliny mlécné (LA)
(CASRN 50-21-5, cistota > 85 %), alesponn jeden tyden po rozmrazeni. Pfi kontrole
reaktivity je tfeba pro kazdou ze dvou kontrol otestovat Sest kone¢nych koncentraci
(TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75, 100 pg/ml a LA: 1, 10, 20, 50, 100, 200 pg/ml). TNBS
rozpu$ténd v kompletnim médiu by méla dat pozitivni a na koncentraci zavislou odpovéd
CD86 (napt. kdyZ po pozitivni koncentraci, stimula¢ni index CD86 > 150, nésleduje
koncentrace s rostoucim stimulacnim indexem CD86) a LA rozpusténa v kompletnim
médiu by méla dat negativni odpovéd” CD86 (viz odstavec 21). Pro analyzu se pouzivaji
pouze Sarze bunék, které dvakrat prosly kontrolou reaktivity. Buitky mohou byt mnoZeny
az sedm tydnid po rozmrazeni. PoCet pasazi by nemél piekrocit 21. Kontrola reaktivity se
provadi podle postupt popsanych v odstavcich 18—-22.

Pro zkouSeni se butiky U937 nasadi v hustoté 3 x 10° bunék/ml nebo 6 x 10° bunék/ml a
piredbézné se kultivuji v kultivacnich bankéach po dobu 2 dnd, respektive 1 dne. Mohou byt
pouzity jiné podminky piedbézné kultivace, nez je uvedeno vySe, pokud je uvedeno
dostatecné védecké zdivodnéni a lze prokazat, naptiklad otestovanim vhodnych latek
uvedenych v dodatku 2.2, ze poskytuji podobné vysledky. V den zkouSky se buiiky ziskané
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z kultivaéni batiky resuspenduji v &erstvém kultivaénim médiu pfi hustoté 5 x 10°
bunék/ml. Poté se bunky rozdéli do 96jamkové desticky s plochym dnem s 100 pl
(kone¢na hustota bunék 0,5 x 10° bungk/jamku).

Piiprava zkouSenych chemickych latek a kontrolnich latek

13.

14.

Pted zkouSenim se provede posouzeni rozpustnosti. Za timto ucelem se zkousSené chemické
latky rozpusti nebo stabilné disperguji pii koncentraci 50 mg/ml v kompletnim médiu jako
rozpoustédle prvni volby nebo v dimethylsulfoxidu (DMSO, cistota > 99 %) jako v
rozpoustédle druhé volby, jestlize zkouSend chemickd latka neni rozpustnd v kompletnim
médiu jako rozpoustédle/vehikulu. Pro zkouSeni se zkouSena chemickd latka rozpusti na
koneénou koncentraci 0,4 mg/ml v kompletnim médiu, jestlize je chemicka latka rozpustna
v tomto rozpoustédle/vehikulu. Pokud je chemickd latka rozpustnd pouze v DMSO,
rozpusti se na koncentraci 50 mg/ml. Jestlize je podano dostate¢né védecké zdivodnéni,
mohou byt pouzita jind rozpoustédla/vehikula nez vySe uvedena. Je tieba vzit v tivahu
stabilitu zkousené chemické latky ve findlnim rozpoustédle/vehikulu.

Zkousené chemické latky a kontrolni latky se pripravi v den zkouSeni. Protoze se
neprovadi analyza ke stanoveni davky, pfi prvnim provedeni zkousky se testuje 6
kone¢nych koncentraci (1, 10, 20, 50, 100 a 200 pg/ml) v odpovidajicim
rozpoustédle/vehikulu, a to bud’ v kompletnim médiu, nebo v 0,4% DMSO v médiu. Pro
dalsi provedeni zkousky, od 0,4 mg/ml v kompletnim médiu nebo od 50 mg/ml v DMSO,
se s pouzitim odpovidajiciho rozpoustédla/vehikula pfipravi alespoit 4 pracovni roztoky
zkousenych chemickych latek (tj. alespoit 4 koncentrace). Nakonec se pracovni roztoky
pouziji pro expozici pifidanim stejného objemu bunécné suspenze U937 (viz odstavec 11
vyse) do objemu pracovniho roztoku na desti¢ce, ¢imz se dosahne dal$iho dvojnasobného
fedéni (12). Koncentrace (alespont 4 koncentrace) pro ptipadné dalsi provedeni zkousky se
zvoli na zaklad¢ jednotlivych vysledkli vSech ptedchozich provedeni zkousky (8).
Pouzitelné kone¢né koncentrace jsou 1, 2, 3,4, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 a 200 pg/ml. Maximalni kone¢na koncentrace
je 200 pg/ml. V ptipadé, Ze je pozorovana pozitivni hodnota CD86 pfi 1 pg/ml, hodnoti se
0,1 ng/ml, aby byla zjiSténa koncentrace zkousené chemické latky, kterd nevyvolava CD86
nad pozitivni prahovou hodnotu. Pro kazdé¢ provedeni zkouSky se vypocitd EC150
(koncentrace, pii niz chemicka latka dosdhne 150 % pozitivni prahové hodnoty CD86, viz
odstavec 19), jestlize je pozorovana odpovéd na pozitivni koncentraci CD86. Pokud
zkousena chemicka latka indukuje pozitivni odpovéd’ CD86, kterd nezavisi na koncentraci,
nemusi byt vypocet EC150 relevantni, jak je uvedeno v protokolu ke zkuSebni metodé¢ U-
SENS™ DB-ALM ¢. 183 (12). Pro kazdé provedeni zkousky se vypocita CV70
(koncentrace, pfi niZ chemické latka dosahne 70 % prahové hodnoty cytotoxicity, viz
odstavec 19) (12). Pro zkoumdani u¢inku nariistu koncentrace na odpovéd’ CD86 se zvoli
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jakékoli koncentrace z pouzitelnych koncentraci rovnomérné rozdélené mezi ECI150
(neboli nejvyssi negativni necytotoxickou koncentraci CD86) a CV70 (neboli nejvyssi
povolenou koncentraci tj. 200 pg/ml). Zkousi se minimaln¢ 4 koncentrace v kazdém
provedeni zkousky, pfricemz alespon 2 koncentrace jsou spolecné s predchozim
provedenim (provedenimi) zkousky, a to za i€elem porovnani.

15. Jako kontrola s rozpoustédlem/vehikulem se u zkousky U-SENS™ pouziva kompletni
médium (pro zkouSené chemické latky rozpustné nebo stabiln€¢ dispergované) (viz
odstavec 4) nebo 0,4% DMSO v kompletnim médiu (pro zkouSené chemické latky
rozpustné nebo stabilné dispergované v DMSO).

16. Pozitivni kontrolou pouzivanou u zkousky U-SENS™ je TNBS (viz odstavec 11)
pfipraveny v kompletnim médiu. Jako pozitivni kontrola pro méfeni exprese CD86 se
pouzivd TNBS v jedné konecné koncentraci na desticce (50 pg/ml), coz dava > 70%
zivotaschopnost bunék. Pro ziskéni koncentrace TNBS na desticce 50 pg/ml se piipravi 1
M (tj. 293 mg/ml) zésobniho roztoku TNBS v kompletnim médiu, ktery se dale natredi
2930néasobn¢ s kompletnim médiem na 100 pg/ml pracovniho roztoku. Jako negativni
kontrola se pouziva kyselina mlééna (LA, CAS 50-21-5) v koncentraci 200 pg/ml
rozpusténa v kompletnim médiu (ze zasobniho roztoku 0,4 mg/ml). Na kazdé desticce se
pii kazdém provedeni zkousky pfipravi tfi replikaty neexponované kontroly v kompletnim
médiu, kontroly s rozpoustédlem/vehikulem, negativni kontroly a pozitivni kontroly (12).
Lze pouzit i jiné vhodné pozitivni kontroly, pokud jsou k dispozici dosavadni udaje
umoznujici odvodit srovnatelnd kritéria pfijatelnosti daného provedeni zkouSky. Kritéria
prijatelnosti provedeni zkousky jsou stejna jako u zkouSené chemické latky (odstavec 12).

Aplikace zkouSenych chemickych latek a kontrolnich latek

17. Kontrola s rozpoustédlem / vehikulem nebo pracovni roztoky popsané v odstavcich 14-16
se smichaji 1 : 1 (obj.) s bunéénymi suspenzemi piipravenymi ve 96jamkové destiCce s
plochym dnem (viz odstavec 12). Exponované desticky se poté inkubuji po dobu 45+3
hodin pfi teploté 37 °C za ptitomnosti 5% CO,. Pred inkubaci se desticky zapeceti
polopropustnou membranou, aby nedoslo k odpateni tékavych zkousSenych chemickych
latek a kiiZzoveé kontaminaci mezi buiikami exponovanymi zkousenym chemickym latkam

(12).

Barveni bunék

18. Po 45 + 3 hodinach expozice se buniky pfenesou na mikrotitracni desticku s konickym
dnem a odeberou se odsttedénim. NaruSeni rozpustnosti je definovano jako krystaly nebo
kapky pozorované pod mikroskopem 45 + 3 hodiny po expozici (pfed obarvenim bungk).
Supernatanty se zlikviduji a zbyvajici buiiky se jednou promyji se 100 pl ledove studeného
fosfatového pufru (PBS) obsahujicitho 5 % fetadlniho teleciho séra (barvici pufr). Po
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odstfedéni se buiiky resuspenduji se 100 pl barviciho pufru a barvi se 5 pl (napt. 0,25 pg)
protilatek anti-CD86 nebo mysiho IgG1 (izotyp) znacenych FITC pii 4 °C po dobu 30
minut chranény pted svétlem. Pouziji se protilatky uvedené v protokolu ke zkuSebni
metodé¢ U-SENS™ DB-ALM ¢. 183 (12) (pro CD86: BD-PharMingen #555657 klon: Fun-
I, nebo Caltag/Invitrogen # MHCDS8601 klon: BU63; a pro IgGl: BD-PharMingen
#555748, nebo Caltag/Invitrogen # GM4992). Podle zkuSenosti vyvojaii zkousek je
intenzita fluorescence protilatek obvykle u riiznych Sarzi konzistentni. Pro analyzu mohou
byt pouzity jiné klony nebo protilaitky od jinych dodavatelii, které prosly kontrolou
reaktivity (viz odstavec 11). Uzivatelé v§ak mohou zvazit titraci protilatek v podminkach
své vlastni laboratote, a definovat si tak nejlepsi koncentrace pro pouziti. Mlze byt pouzit
jiny detek¢éni systém, napi. protildtky anti-CD86 znacené fluorochromem, pokud lze
prokazat, naptiklad otestovanim vhodnych latek uvedenych v dodatku 2.2, Ze davaji
podobné vysledky jako konjugované protilatky znacené FITC. Po dvojim promyti 100 pl
barviciho pufru a jednom promyti 100 ul ledové studeného PBS se buiiky resuspenduji v
ledové studeném PBS (napt. 125 pl pro vzorky analyzované ru¢né zkumavku po zkumavce
nebo 50 pl s pouzitim automatické vzorkovaci desticky) a ptida se roztok PI (konecna
koncentrace 3 pg/ml). Mohou byt pouzity jiné markery cytotoxicity, jako je 7-
aminoaktinomycin D (7-AAD) nebo trypanova modf, pokud lze prokézat, naptiklad
otestovanim vhodnych latek uvedenych v dodatku 2.2, Ze alternativni barviva davaji
podobné vysledky jako PI.

Analyza pomoci priitokové cytometrie

19. Uroveti exprese CD86 a zivotaschopnost bunék se analyzuje pomoci pritokové cytometrie.
Buniky jsou zobrazeny na dot plot histogramu vyjadiujicim velikost (FSC) a granularitu
(SSC) nastaveném na logaritmickou stupnici, aby byla jasn¢ identifikovana populace v
prvni oblasti R1 a eliminovany zbytky. Pro kazdou jamku se pfipravi cilovy pocet celkem
10 000 bun¢k v oblasti R1. Buiiky ze stejné oblasti R1 se zobrazi na dot plot diagramu FL3
nebo FL4 / SSC. Zivotaschopné buiiky se vykresli umisténim druhé oblasti R2 selektujici
populaci propidiumiodid negativnich bunék (kanal FL3 nebo FL4). Zivotaschopnost bunék
lze vypocitat podle nasledujici rovnice programem cytometrické analyzy. Kdyz je
zivotaschopnost bun¢k nizkd, Ize pfipravit az 20 000 bunék vcetné odumielych.
Alternativné lze ziskat idaje za jednu minutu po zahéjeni analyzy.

Pocet zivych bunék

100

Zivotaschopnost bunék = — . - -
Celkovy pocet pozadovanych bunék

Poté se zméti procento FL1 pozitivnich bunék z téchto Zivotaschopnych bunck gateovanych
na R2 (v oblasti R1). Exprese CD86 na bunécném povrchu se analyzuje na dot plot
histogramu FL1 / SSC gatovaném na zivotaschopnych burikach (R2).

U jamek s kompletnim médiem / IgGl se marker analyzy stanovi v blizkosti hlavni
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populace, aby mély kontroly s kompletnim médiem IgG1 v cilové zoné 0,6 az 0,9 %.

Barevna interference se definuje jako posun IgG1l znacené¢ho FITC na dot plot diagramu
(geometricky pramér stimula¢niho indexu IgG1 FL1 > 150 %).

Stimulaéni index (S.I.) CD86 pro kontrolni buiiky (neexponované nebo v 0,4% DMSO) a
buitky exponované chemické latce se vypocita podle této rovnice:

S = % CD86%exponovanych bunék—% IgG1texponovanych bunék
"7 9% cD86* kontrolnich bundk—% IgG1+ kontrolnich bunék

x 100

% IgG1" neexponovanych kontrolnich bunék: uvedené jako procento FL1 pozitivnich bunék
IgG1 definovanych pomoci markeru analyzy (pfijatelné rozmezi > 0,6 % a < 1,5 %, viz
odstavec 22) z Zivotaschopnych neexponovanych bun¢k.

% IgG17/CD86" kontrolnich/exponovanych bunék: uvedené jako procento FLI pozitivnich
bunék IgGl/CD86 méfeno bez pohybu markeru analyzy =z Zivotaschopnych
kontrolnich/exponovanych bunék.

UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV

Vyhodnoceni udaji
20. Ve zkousce U-SENS™ se vypocitavaji tyto parametry: hodnota CV70, tj. koncentrace

vykazujici 70% pteziti bun¢k U937 (30% cytotoxicita) a hodnota EC150, tj. koncentrace,
pti niz zkouSené chemické latky indukovaly stimula¢ni index (S.1.) CD86 150 %.

CV70 se vypocita log-linearni interpolaci podle této rovnice:
CV70=Cl+[(V1-70)/(V1-V2)*(C2-Cl)]
kde:

V1 je minimalni hodnota Zivotaschopnosti bun¢k nad 70 %
V2 je maximalni hodnota zivotaschopnosti bunék pod 70 %

C1 a C2 jsou koncentrace ukazujici hodnotu Zivotaschopnosti bun€k V1, respektive V2.

% Fiwvotaschopnost |sthe dni]
i1 .,
[ i
w2 i I.‘.
I
|
v divia {pfimi)
Cl Ccvm
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Lze pouzit i jiné zpisoby odvozeni hodnoty CV70, pokud je prokazano, Ze to nema vliv na
vysledky (napf. otestovanim vhodnych latek uvedenych).

EC150 se vypocita log-linedrni interpolaci podle této rovnice:

EC150=C1 +[(150-S.I.1) / (S.I.2 - S.L.1) * (C2 — C1)]
kde:

C1 je nejvyssi koncentrace v pg/ml se stimulaénim indexem CD86 < 150 % (S.I. 1)

v

COge-Iax] 21

10—

|
I
I
i
¥
Cl FEC1%0 2

Hodnoty EC150 a CV70 se vypocitaji

vy

- pro kazdé provedeni zkousky: jednotlivé hodnoty EC150 a CV70 se pouziji jako nastroj
pro zkoumdni uc¢inku nartstu koncentrace na odpovéd’ CD86 (viz odstavec 14),

- na zéklad¢ primérné Zivotaschopnosti se stanovi celkova hodnota CV70 (12),

- na zakladé primeérasva(ugmy - stimula¢niho indexu CD86 se stanovi celkova hodnota
EC150 pro zkouSenou chemickou latku predikovanou pii pouziti metody U-SENS™ jako
POZITIVNI (viz odstavec 21) (12).

Predik¢éni model

21. Pro méfeni exprese CD86 se kazd4 zkouSend chemicka latka otestuje alesponl ve Ctyfech
nezavislych provedenich zkousky (v rtizné dny), z nichz se odvodi jedna ptedpovéd
(NEGATIVNI nebo POZITIVNI).

- Jednotlivé provedeni zkousky U-SENS™ se povazuje za negativni (dale jen N), jestlize je
stimula¢ni index CD86 mensi nez 150 % pii vSech necytotoxickych koncentracich
(zivotaschopnost bunék > 70 %) a jestlize neni pozorovana zadna interference
(cytotoxicita, rozpustnost: viz odstavec 18 nebo barva: viz odstavec 19 bez ohledu na
necytotoxické koncentrace, pii nichz byla detekovana interference). Ve vSech ostatnich
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ptipadech: stimula¢ni index CD86 vyssi nez nebo rovny 150 % a pozorovany interference,
je jednotlivé provedeni zkousky U-SENS™ povazovano za pozitivni (déale jen P).

Predikce na zékladé zkousky U-SENS™ je povaZzovana za NEGATIVNI, jestlize jsou
negativni (N) alesponi dvé nezavisla provedeni zkousky (obrazek 1). Pokud jsou prvni dvé
provedeni zkousky negativni (N), povazuje se predpoved’ ziskand zkouskou U-SENS™ za
NEGATIVNI a tieti provedeni zkousky neni nutné.

Predikce na zakladé zkousky U-SENS™ je povazovana za POZITIVNI, jestlize jsou
pozitivni (P) alespont dvé nezavisla provedeni zkousky (obrazek 1). Pokud jsou prvni dvé
provedeni zkousky pozitivni (P), povazuje se predpoveéd ziskanad zkouskou U-SENS™ za
POZITIVNI a tieti provedeni zkousky neni nutné.

Protoze se neprovadi analyza ke stanoveni davky, je zde vyjimka, pokud je pifi prvnim
provedeni zkousky stimulaéni index CD86 vyssi neZ nebo rovny 150 % pouze pii nejvyssi
necytotoxické koncentraci. Toto provedeni zkousky se poté povazuje za NEPRUKAZNE
(NC) a v dalsich provedenich je tfeba testovat dal$i koncentrace (mezi nejvyssi
necytotoxickou koncentraci a nejnizsi cytotoxickou koncentraci — viz odstavec 20). Pokud
je provedeni zkouSky urceno jako NC, je tieba provést alesponn 2 dalSi zkouSky a v
pripad¢, ze druhd a tieti zkouska nesouhlasi (N a/nebo P nezavisle), provadi se Ctvrtd
zkouska (obrazek 1). Dalsi zkousky budou povazovany za pozitivni i v pfipad¢, ze CD86
vyjde 150 % nebo vyssi pouze u jedné necytotoxické koncentrace, nebot nastaveni
koncentrace bylo pro tuto konkrétni zkouSenou chemickou latku upraveno. Konecna
predikce bude vychazet z vétSinového vysledku tii nebo CEtyf jednotlivych provedeni
zkousky (tj. 2 ze 3 nebo 2 ze 4) (obrazek 1).

Obrazek 1: Predikéni model pouzivany pii zkouSce U-SENS™. Piedpovéd’ U-SENS™ by méla byt
hodnocena v ramci pfistupu IATA a v souladu s ustanovenimi odstavce 4 a odstavct 7, 8 a 9 Obecného

avodu.
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N: Provedeni zkousky bez pozitivniho vysledku CD86 a bez pozorované interference;

P: Provedeni zkousky s pozitivnim vysledkem CD86 a/nebo s pozorovanou interferenci (interferencemi);

Kritéria prijatelnosti

NC: Neprikazny vysledek. Prvni provedeni s neprikaznym vysledkem, kdyz je CD86 pozitivni pouze pfi
nejvyssi necytotoxické koncentraci;
#: Neprukazny (NC) jednotlivy vysledek zjistény pouze pii prvnim provedeni zkousky vede automaticky k
nutnosti tfetiho provedeni zkousky, aby byla dosazena vétSina pozitivnich (P) nebo negativnich (N) vysledka pfti
alesponi 2 ze 3 nezavislych provedeni zkousky.

$: Ramecky ukazuji relevantni kombinace vysledka ze tfi provedeni zkouSky na zakladé vysledki ziskanych v
prvnich dvou provedenich zkousky zndzornénych v ramecku vyse.

°: Ramecky ukazuji relevantni kombinace vysledkl ze ¢tyi provedeni zkousky na zékladé vysledkt ziskanych v
prvnich tfech provedenich zkousky znazornénych v ramecku vyse.

22. Pti pouzivani zkousky U-SENS™ by m¢éla byt splné€na tato kritéria ptijatelnosti (12).
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Na konci expozice v délce 45+3 hodin musi byt stfedni Zivotaschopnost trojich
neexponovanych bunék U937 > 90 % a nesmi byt pozorovan zadny posun exprese CD86.
Bazalni exprese CD86 neexponovanych bunék U937 musi byt v rozmezi >2 % a <25 %.
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- Kdyz je jako rozpoustédlo pouzit DMSO, posuzuje se platnost kontroly s vehikulem
DMSO pomoci vypoctu stimulacniho indexu DMSO v porovnani s neexponovanymi
bunikami, pfi¢emz stfedni Zivotaschopnost trojich bun¢k musi byt > 90 %. Kontrola s
vehikulem je platna, kdyz je stfedni hodnota trojiho stimulacniho indexu CD86 mensi nez
250 % stfedni hodnoty trojiho stimula¢niho indexu CD86 neexponovanych bunék U937.

- Provedeni zkouSky se povazuji za platna, jestlize alespoii dvé ze tii hodnot IgGl
neexponovanych bun¢k U937 spadaji do rozmezi > 0,6 % a < 1,5 %.

- Soubézné provadéna negativni kontrola (kyselina mlécnd) se povazuje za platnou, jestlize
alesponn dva ze tifi replikati byly negativni (CD86 S.I. < 150 %) a necytotoxické
(zivotaschopnost bun¢k > 70 %).

- Pozitivni kontrola (TNBS) se povazuje za platnou, jestlize alespon dva ze tii replikati byly
pozitivni (CD86 S.I. >150 %) a necytotoxické (Zivotaschopnost bunék > 70 %).
Zavérecna zprava

23. Zavérecna zprava by méla obsahovat tyto informace.

ZkouSena chemicka latka

Jednoslozkova latka:

- chemicka identifikace, napt. nazev (ndzvy) IUPAC nebo CAS, ¢islo (¢isla) CAS, kod
SMILES nebo InChl, strukturni vzorec a/nebo jiné identifikatory,

- fyzicky vzhled, Gplna rozpustnost v médiu, rozpustnost v DMSO, molekulova hmotnost a
dalsi dulezité fyzikaln&-chemické vlastnosti, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace
dostupné,

- Cistota, ptipadné chemicka identita necistot, je-li to prakticky proveditelné atd.,

- pfipadné oSetfeni pfed zkouSenim (napf. zahfivani, mleti),

- zkuSebni koncentrace,

- podminky skladovani a stabilita, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- zdivodnéni volby rozpoustédla/vehikula pro kazdou zkousenou chemickou latku.

Viceslozkova latka, UVCB a smés:

- charakterizovand v co mozna nejvétsi mife napt. chemickou identitou (viz vyse), Cistotou,
kvantitativnim vyskytem a daleZitymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (viz vySe)
slozek, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,
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- fyzicky vzhled, rozpustnost v kompletnim médiu, rozpustnost v DMSO, a dalsi dalezité
fyzikalné-chemické vlastnosti, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- molekulovd hmotnost nebo zdanlivd molekulovd hmotnost v pfipadé smési/polymert se
znamym slozenim nebo jiné informace dulezité pro provedeni studie;,

- pripadné oSetfeni pfed zkousenim (napfi. zahiivani, mleti),
- zkuSebni koncentrace,
- podminky skladovani a stabilita, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- zdtvodnéni volby rozpoustédla/vehikula pro kazdou zkousenou chemickou latku.

Kontroly

Pozitivni kontrola:

- chemickd identifikace, napf. nazev (nazvy) IUPAC nebo CAS, ¢islo (¢isla) CAS, kod
SMILES nebo InChl, strukturni vzorec a/nebo jiné identifikatory,

- fyzicky vzhled, rozpustnost v DMSO, molekulova hmotnost a dalsi dalezit¢ fyzikalng-
chemické vlastnosti, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- (Cistota, pfipadné chemicka identita necistot, je-li to prakticky proveditelné atd.,

- pripadné oSetfeni pfed zkouSenim (napt. zahfivani, mleti),

- zkuSebni koncentrace,

- podminky skladovani a stabilita, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- odkaz na pfipadné dosavadni vysledky pozitivnich kontrol prokazujici vhodnost kritérii

pfijatelnosti provedeni.

Negativni kontrola a kontrola rozpoustédlem/vehikulem:

- chemickd identifikace, napt. nazev (nadzvy) [UPAC nebo CAS, ¢islo (¢isla) CAS, kod
SMILES nebo InChl, strukturni vzorec a/nebo jiné identifikatory,

- Cistota, ptipadné chemicka identita necistot, je-li to prakticky proveditelné atd.,

- fyzicky vzhled, molekulovd hmotnost a dal$i dilezité fyzikalné-chemické vlastnosti
v pfipadé pouziti jiného rozpoustédla/vehikula neZ rozpoustédel/vehikul uvedenych
v tomto pokynu, a to v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- podminky skladovani a stabilita v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- zdlvodnéni volby rozpoustédla/vehikula pro kazdou zkousenou chemickou latku.

Zkusebni podminky
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jméno a adresa zadavatele, zkusebniho zatfizeni a vedouciho studie,
popis pouzité zkousky,
pouzité bunééné linie, podminky skladovani a zdroj (napft. zafizeni, z néhoz byly ziskéany),

pouzita pritokova cytometrie (napf. model), vcetné¢ nastaveni pfistroji, pouzitého
globulinu a markeru cytotoxicity,

postup pouzity pro prokazani zpusobilosti laboratoie k provadéni této zkousSky zkouSenim
vhodnych latek a postup pouzity pro prokazani reprodukovatelného provedeni zkousky
v ¢ase, napi. dosavadni kontrolni tidaje anebo dosavadni udaje o kontrolach reaktivity.

Kritéria prijatelnosti zkousky

zivotaschopnost bunék a hodnoty stimula¢niho indexu CD86 ziskané z kontroly s
rozpoustédlem/vehikulem v porovndni s rozsahy pfijatelnosti,

zivotaschopnost bunék a hodnoty stimula¢niho indexu ziskané z pozitivni kontroly v
porovnani s rozsahy pfijatelnosti,

zivotaschopnost bunék vSech testovanych koncentraci zkousené chemické latky.

Zkusebni postup

pocet provedeni zkousky,

koncentrace zkouSenych chemickych latek, pouzité doby aplikace a expozice (pokud se
1181 od doporucenych),

doba expozice,
popis pouzitych hodnoticich kritérii a kritérii rozhodovanti,

popis jakychkoli zmén zkusebniho postupu.

Vysledky

udaje ve form¢ tabulky, véetné CV70 (v relevantnich ptipadech), stimulacniho indexu,
hodnot zivotaschopnosti bunék, hodnot EC150 (v relevantnich ptipadech) ziskanych pro
zkouSenou chemickou latku a pro pozitivni kontrolu pfi kazdém provedeni zkousky a
uvedeni klasifikace zkouSené chemické latky podle predikéniho modelu,

ptipadné popis jakychkoli jinych dilezitych zjisténi z pozorovani.

Diskuse o vysledcich

diskuse o vysledcich ziskanych za pomoci zkousky U-SENS™,

diskuse o vysledcich zkousky v ramci IATA, jsou-li k dispozici jiné pfislusné informace.
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Zavery
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Dodatek 2.1

DEFINICE

Piesnost: piesnost shody mezi vysledky zkousky a pfijatymi referencnimi hodnotami. Je to
mira funkénosti zkousky a jeden z aspekt jeji relevantnosti. Tento vyraz se Casto pouziva
namisto vyrazu soulad a rozumi se jim podil spravnych vysledkl zkousky (14).

AOP (mechanismy nezadoucich uc¢inkii): sled udalosti od chemické struktury cilové

......

udalost po ucinek in vivo, ktery je pfedmétem zdjmu (15).

Odpovéd’ na koncentraci CD86: k zavislosti na koncentraci (neboli odpovédi na
koncentraci) dochézi, kdyz po pozitivni koncentraci (CD86 S.I. > 150) nasleduje
koncentrace se zvysSujicim se stimulacnim indexem CD86.

Chemicka latka: latka nebo smés.
CV70: odhad koncentrace ukazujici 70% zivotaschopnost bunék.

Posun: posun je definovan tak, ze i) korigovana hodnota % CD86" neexponovaného
kontrolniho replikatu 3 je mensi nez 50 % stiedni hodnoty korigované hodnoty % CD86"
neexponovanych kontrolnich replikatti 1 a 2 a ii) korigovana hodnota % CD86" negativniho
kontrolniho replikatu 3 je mensi nez 50 % stiedni hodnoty korigované hodnoty % CD86"
negativnich kontrolnich replikatt 1 a 2.

EC150: odhad koncentraci vykazujicich 150% stimulacni index exprese CD86.

Pritokova cytometrie: cytometrickd technika, pfi niz builky suspendované v kapaliné
protékaji jedna po druhé pies ohnisko excitacniho svétla, které je rozptyleno do vzori
charakteristickych pro builky a jejich komponenty; buiikky jsou c¢asto oznaceny
fluorescenénimi markery, aby bylo svétlo nejprve absorbovdno a poté emitovdno v
pozménénych frekvencich.

Nebezpecnost: zakladni charakteristika latky nebo situace, kterd ma potencidl vyvolat
nepiiznivé Ucinky, jsou-li organismus, systém nebo (sub)populace vystaveny této latce.

IATA (jednotny pristup ke zkouSeni a posuzovani): strukturovany pfistup pouzivany pro
zjisStovani nebezpecnosti (potencial), charakterizaci rizik (potence) a/nebo posouzeni
bezpecnosti (potencial/potence a expozice) chemické latky nebo skupiny chemickych latek,
jenz strategicky integruje a vazi vSechny dilezité tidaje s cilem poskytnout informace pro
pfijeti regulacniho rozhodnuti, které se tyka potenciadlni nebezpe€nosti a/nebo rizika a/nebo
potieby dalSiho cileného, a tudiZ minimalniho zkouSeni.

Smés: smés nebo roztok slozeny ze dvou nebo vice latek.
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Jednoslozkova latka: latka definovana svym kvantitativnim sloZzenim, v niz je pfitomna
jedna hlavni slozka v mife alesponi 80 % hmot.

Viceslozkova latka: latka definovand svym kvantitativnim slozenim, v niz je pfitomna vice
nez jedna hlavni slozka v koncentraci > 10 % hmot. a < 80 % hmot. Viceslozkova latka je
vysledkem vyrobniho procesu. Rozdil mezi smési a viceslozkovou latkou spociva v tom, ze
smes se ziskd smisenim dvou nebo vice latek bez chemické reakce. Viceslozkova latka je
vysledkem chemické reakce.

Pozitivni kontrola: replika obsahujici vSechny slozky zkuSebniho systému a latku, o niz je
znamo, ze zpusobuje pozitivni reakci. Aby se zajistilo, Zze proménlivost v reakci na pozitivni
kontrolu bude mozné ¢asem vyhodnotit, rozsah pozitivni reakce by nemél byt nadmérny.

Prehapteny: chemické latky, z nichZ se abiotickou transformaci, napf. oxidaci, staly
senzibilizujici latky.

Prohapteny: chemické latky vyzadujici enzymatickou aktivaci, aby vykazovaly potencial
senzibilizace kiiZe.

Relevantnost: popis vztahu zkousky k U¢inku, ktery je pfedmétem zajmu, a také toho, zda
je zkouska smysluplnd a pouzitelnd pro konkrétni ucel. Vyjadiuje, do jaké miry zkouska
spravné méfi nebo predikuje biologicky Ucinek, ktery je predmétem zdjmu. Relevantnost
zahrnuje také posouzeni pfesnosti (shody) zkousky (14).

Spolehlivost: méfeni rozsahu, v jakém muze byt zkouSka Casem reprodukovatelnd v
laboratofich a mezi laboratofemi, kdyZ se provadi s pouzitim stejného protokolu. Hodnoti se
to vypoctem laboratorni a mezilaboratorni reprodukovatelnosti a laboratorni opakovatelnosti
(14).

Provedeni zkouSky: jedna ¢i vice zkouSenych chemickych latek se zkousi soucasné s
kontrolou s rozpoustédlem/vehikulem a s pozitivni kontrolou.

Citlivost: podil vSech pozitivnich/aktivnich chemickych latek, které jsou na zakladé
zkousky spravné zatfidény. Je meéfitkem piesnosti zkuSebni metody, ktera poskytuje
kategorické vysledky, a je diileZitym prvkem pii hodnoceni relevantnosti zkusebni metody
(14).

S.I.: stimula¢ni index. Relativni hodnoty geometrického priméru intenzity fluorescence v
bunikach exponovanych chemické latce v porovnani s buitkkami exponovanymi rozpoustédlu.

Kontrola s rozpousStédlem/vehikulem: neexponovany vzorek obsahujici vSechny slozky
zkuSebniho systému s vyjimkou zkouSené chemickeé latky, ale vetné rozpoustédla/vehikula,
které se pouzivad. Pouzivad se ke stanoveni ucinku na pozadi u vzorkl exponovanych
zkousSené chemické latce, kterd je rozpuSténa nebo stabilné dispergovana ve stejném
rozpoustédle/vehikulu. Pokud se vzorek zkousi soub&éznou kontrolou s médiem, ukazuje
také, zda rozpoustédlo/vehikulum vzajemné reaguje se zkusebnim systémem.

485



D060575/02

Specifi¢nost: podil vSech negativnich/neaktivnich chemickych latek, které jsou na zaklad¢
zkuSebni metody spravné zatfidény. Je to méfitko presnosti zkuSebni metody, kterd dava
kategorické vysledky, a je dilezitym prvkem pfi hodnoceni relevance zkusebni metody (14).

Barvici pufr: fosfatovy pufr ve fyziologickém roztoku obsahujici 5 % fetalniho teleciho
séra.

Latka: chemicky prvek ajeho slouCeniny v pfirodnim stavu nebo ziskané vyrobnim
postupem, vcetn¢ jakychkoliv aditiv potfebnych pro zachovani stability vyrobku a vSech
necistot pochézejicich z pouzitého postupu, ale s vylou¢enim vSech rozpoustédel, ktera je
mozno oddelit bez ovlivnéni stability dané latky nebo zmény jejiho slozeni.

ZkouSena chemicka latka: jakakoli latka nebo smés zkousena touto zkouskou.

Globialné harmonizovany systém Kklasifikace a oznacovani chemickych latek
Organizace spojenych narodi (GHS OSN): systém navrhujici klasifikaci latek a smési
podle standardizovanych typd aurovni fyzikalnich, zdravotnich a environmentdlnich
nebezpe¢i ateSici prislusné komunikaéni prvky, jako jsou piktogramy, signalni slova,
vyroky o nebezpeci, vyroky o bezpe€nostnich opatfenich a bezpecnostni datové listy, které
obsahuji informace o jejich nezadoucich ucincich s ohledem na ochranu lidi (véetné
zaméstnavatelll, délnikl, ptepravct, spotiebitelll a osob reagujicich na havarie) a Zivotniho
prostiedi (16).

UVCB: latky s nezndmym nebo proménlivym sloZenim, komplexni reakéni produkty nebo
biologicky material.

Validovana zkouska: zkouska, u niZ se ma za to, ze je dostatecné relevantni a spolehliva
pro urcity ucel, a ktera je zaloZena na védecky spolehlivych zésadach. Zkouska neni nikdy
validovana v absolutnim smyslu, ale pouze pro urcity konkrétni tcel (14).
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Dodatek 2.2

LATKY PRO PROKAZANI ZPUSOBILOSTI

Driive nez za¢nou laboratoie bézné pouzivat zkousku popsanou v tomto dodatku ke zkusebni
metod¢ B.71, mély by prokéazat odbornou zpusobilost spravnym ziskanim piedpokladané
predpovédi U-SENS™ u 10 vhodnych latek doporucenych v tabulce 1 a ziskdnim hodnot
CV70 a EC150, které spadaji do pfislusného referenniho rozpéti, u nejméné 8 z 10
vhodnych latek. Latky pro prokdzani zpusobilosti byly vybrany tak, aby piedstavovaly
rozpéti ucinkl na nebezpeci senzibilizace ktize. DalSimi kritérii vybéru bylo, aby latky byly
komeréné dostupné, aby k nim byly k dispozici kvalitni referenéni tdaje in vivo a také
kvalitni udaje in vitro ziskané zkouskou U-SENS™. Pro zkousku U-SENS™ jsou také k
dispozici zvetejnéné referencni udaje (1) (8).

Tabulka 1: Doporucené latky pro prokazani odborné zpusobilosti k provadéni zkousky U-SENS™

U- U-SENS™| U-SENS™
SENS™
. CV70 |(referencni
Latky pro e o - X 3 . -
rokazani Fyzikalni |Skupen| Pfedpovéd’| Rozpoust | Odkaz rozmezi
prokazam forma stvi in vivo! édlo/ Rozsahv | EC150v
zpusobilosti . 2 2
vehikulu pg/ml pg/ml)
m
- 106-50-3 pevna | senzibilizujici | kompletni pozitivni
benzen-1,4-diamin Org. latka (siln) médium? <30 (< 10)
. . , . senzibilizujici | kompletni pozitivni
kyselina picrylsulfonova| 2508-19-2 | kapalina (silnd) médium > 50 (< 50)
. i . senzibilizujici pozitivni
diethyl-maleinat 141-05-9 | kapalina (stiedné silnd) DMSO 10-100 (< 20)
. e pevna | senzibilizujici | kompletni pozitivni
resorcin 108-46-3 | “l4ika | (stfedns silng) |  médium > 100 (< 50)
-, &4 pevna | senzibilizujici pozitivni
skoficovy alkohol 104-54-1 latka (slabe) DMSO > 100 (10-100)
. senzibilizujici pozitivni
estragol 140-67-0 | kapalina (slabe) DMSO > 100 (< 200)
. pevna neni negativni
sacharin 81-07-2 1 latka | senzibilizujici | PMS© > 200 (> 200)
. neni kompletni negativni
glycerol 56-81-5 | kapalina senzibilizujici médium > 200 (>200)
. v . neni kompletni negativni
kyselina mlécna 50-21-5 | kapalina senzibilizujici médium >200 (> 200)
. . , pevna neni negativni
kyselina salicylova 69-72-7 litka | senzibilizujici DMSO > 200 (> 200)

Zkratky: CAS RN = registra¢ni ¢islo CAS (Chemical Abstracts Service)

! Predpovédi nebezpecnosti (a potence) in vivo vychazeji z idaji ze zkousek LLNA (1) (8). Potence in vivo je odvozena s
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pouzitim kritérii navrzenych stfediskem ECETOC (17).

2 Na zakladé dosavadnich pozorovanych hodnot (1) (8).

3 Kompletni médium: Médium RPMI-1640 doplnéném 10 % fetdlniho teleciho séra, 2 mM L-glutaminu, 100

jednotkami/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu (8).
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Dodatek 3

SENZIBILIZACE KUZE IN VITRO: ANALYZA IL-8 LUC

VYCHOZI UVAHY A OMEZENI

1.

Na rozdil od zkousek analyzujicich expresi bunéénych povrchovych markert kvantifikuje
analyza L8-Luc zmény v expresi IL-8, cytokinu spojeného s aktivaci dendritickych bunck
(DC). V reportérové bunécné linii IL-8 odvozené od THP (THP-GS8, vytvofené z bunétné
linie lidské akutni monocytarni leukémie THP-1) se méfi exprese IL-8 po expozici
senzibilizujicim latkam (1). Poté se pouzije exprese luciferazy jako pomicka pro rozliSeni
mezi latkami senzibilizujicimi kiizi a latkami nesenzibilujicimi kizi.

Analyza IL-8 Luc byla hodnocena ve validaéni studii (2) provedené Japonskym stfediskem
pro validaci alternativnich metod (JaCVAM), ministerstvem hospodarstvi, obchodu a
prumyslu (METI) a Japonskou spolecnosti pro alternativy experimentii na zviratech
(JSAAE) a poté byla podrobena nezavislému hodnoceni (3) pod zaStitou stfediska
JaCVAM a ministerstva zdravotnictvi, prace a socialnich véci (MHLW) s podporou utvaru
pro Mezinarodni spolupraci pri alternativnich zkuSebnich metodich (ICATM). S
ohledem na vSechny dostupné dikazy a prispévky od regulatori a ucastnikii je analyza IL-
8 Luc povazovana za uziteCnou v ramci pfistupu IATA na rozliSeni mezi latkami
senzibilizujicimi kazi a latkami nesenzibilizujicimi ktzi za ucelem klasifikace
nebezpecnosti a oznaCovani. Piiklady vyuziti udaji z analyzy IL-8 Luc v kombinaci
s jinymi informacemi jsou uvedeny v odborné literatute (4) (5) (6).

U analyzy IL-8 Luc se prokazalo, Ze ji lze ptenést do laboratofi, které maji zkuSenosti s
pouZivanim bunéCnych kultura méfenim luciferazy. Reprodukovatelnost v rameci
laboratofe a mezilaboratorni reprodukovatelnost €inily 87,7 %, respektive 87,5 % (2).
Udaje ziskané z validadni studie (2) a dalSich zvefejnénych praci (1) (6) ukazuji, Ze
analyza IL-8 Luc urcila 118 ze 143 chemickych latek jako pozitivnich nebo negativnich a
25 jako nepriikaznych a Ze presnost analyzy IL-8 Luc pfi odliSeni senzibilizujicich latek
(4. kategorie 1 GHS OSN/CLP) od nesenzibilizujicich latek (tj. bez kategorie GHS
OSN/CLP) ¢ini 86 % (101/118) pii citlivosti 96 % (92/96) a specificnosti 41 % (9/22). S
vyloucenim latek mimo oblast pouzitelnosti, jak je popsano niZe (odstavec 5), analyza IL-8
Luc urcila 113 ze 136 chemickych latek jako pozitivnich nebo negativnich a 23 jako
neprukaznych, pficemz ptesnost analyzy IL-8 Luc ¢ini 89 % (101/113) pii citlivosti 96 %
(92/96) a specifi¢nosti 53 % (9/17). Podle tdajl o pouziti u lidi citovanych v Urbisch et al.
(7) analyza IL-8 Luc urcila 76 z 90 chemickych latek jako pozitivnich nebo negativnich a
14 jako neprikaznych, pfi¢emZ piesnost ¢ini 80 % (61/76), citlivosti 93 % (54/58) a
specificnost 39 % (7/18). S vylou€enim latek mimo oblast pouzitelnosti analyza IL-8 Luc
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urcila 71 z 84 chemickych latek jako pozitivnich nebo negativnich a 13 chemickych latek
jako neprlikaznych, pficemz pfesnost ¢ini 86 % (61/71) pii citlivosti 93 % (54/58) a
specificnosti 54 % (7/13). FaleSné negativni piedpovédi se u analyzy IL-8 Luc
pravdépodobnéji tykaji chemickych latek vykazujicich nizkou/stfedni potenci zptisobovat
senzibilizaci kiize (podkategorie 1B GHS OSN/CLP) nez chemickych latek vykazujicich
vysokou potenci (podkategorie 1A GHS OSN/CLP) (6). Celkové vzato tyto informace
podporuji roli, kterou miize analyza IL-8 Luc sehrat pii identifikaci nebezpeci
senzibilizace kiize. Uvedena ptesnost analyzy IL-8 Luc jako samostatné¢ zkousky je vSak
pouze orientacni, nebot tato zkouSka by méla byt posuzovéana v kombinaci s jinymi zdroji
informaci v ramci IATA a v souladu s ustanovenimi odstavct 7 a 8 ve VSeobecném tvodu.
Pti hodnoceni zkouSek na senzibilizaci klize bez pouziti zvifat by se déale mélo vést
v patrnosti, Ze zkouska LLNA a ani jiné zkousky na zvifatech nemusi plné odrazet situaci u
lidi.

. Na zaklad€ nyni dostupnych udaji bylo prokdzano, ze analyzu IL-8 Luc lze pouzit ke
zkouSeni chemickych latek, které obsahuji riizné organické funkc¢ni skupiny, maji rizné
reak¢éni mechanismy, riznou potenci zptsobovat senzibilizaci kiize (jak byla stanovena ve
studiich in vivo) a rizné fyzikalné-chemické vlastnosti (2) (6).

. Ackoli analyza IL-8 Luc pouziva jako rozpoustédlo X-VIVO™ 15, spravné vyhodnotila
chemické latky s log Kow >3,5 a chemické latky s rozpustnosti ve vodé 100 pg/ml podle
vypoétu pomoci EPI Suite™ a jeji schopnost detekovat senzibilizujici latky $patné
rozpustné ve vodé je lep$i nez v ptipadé€ analyzy IL-8 Luc pouzivajici jako rozpoustédlo
dimethylsulfoxid (DMSO) (2). Negativni vysledky u zkouSenych chemickych latek, které
se nerozpoustéji pii 20 mg/ml, vS8ak mohou déavat faleSn€ negativni vysledky vzhledem k
jejich nerozpustnosti v X-VIVO™ 15, Negativni vysledky u téchto zkousenych
chemickych latek by proto nemély byt brany v tivahu. Ve valida¢ni studii byla pozorovana
vysokd mira faleSné¢ negativnich vysledki u anhydridd. Déle z divodu omezené
metabolické schopnosti bunécéné linie (8) a vzhledem k experimentilnim podminkam
mohou prohapteny (latky vyzadujici metabolickou aktivaci) a prehapteny (latky aktivované
oxidaci) ptfi analyze vykazovat negativni vysledky. Ackoliv by vSak mély byt negativni
vysledky u pravdépodobnych pre/prohaptent interpretovany opatrng, analyza IL-8 Luc
spravne posoudila 11 z 11 prehaptenti, 6/6 prohaptenti a 6/8 pre/prohaptenti v souboru dat
analyzy IL-8 Luc (2). Na zdkladé¢ nedadvno provedené komplexni revize tii zkouSek
neprovadénych na zvifatech (DPRA, KeratinoSens™ a h-CLAT) na detekci pre- a
prohaptent (9) a na zakladé skutecnosti, Ze buiiky THP-G8 pouZzivané pfi analyze IL-8 Luc
jsou bunécnd linie derivovand z bunék THP-1, které se pouzivaji pti zkouSce h-CLAT,
mutize analyza IL-8 Luc také pfispét ke zvySeni citlivosti zkouSek provadénych na
zvitatech, které jsou urCeny na detekci pre- a prohaptenti, v kombinaci s jinymi zkouskami.
Zkousené povrchové aktivni latky zatim davaly (faleSn€) pozitivni vysledky bez ohledu na
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jejich druh (napt. kationtové, aniontové nebo neiontové). Konecné, zkousené chemické
latky, jez ovliviiuji luciferazu, mohou zkreslit jeji aktivitu/méteni, nebot’ zpiisobuji zjevnou
inhibici nebo zvySenou luminiscenci (10). Uvadi se napiiklad, Ze koncentrace
fytoestrogenu vys§i nez 1 uM ovlivnila luminiscenéni signaly v jinych zkousSkach
reportérovych gent zalozenych na luciferaze v diisledku nadmérné aktivace reporterového
genu luciferazy. V disledku toho je nutné peclivé zkoumat exprese luciferazy ziskané pti
vysoké koncentraci fytoestrogenti nebo sloucenin, u nichz existuje podezieni, ze vyvolavaji
aktivaci reporterového genu luciferdzy podobné jako fytoestrogeny (11). Na zaklad¢ vyse
uvedeného jsou povrchové aktivni latky, anhydridy a chemické latky interferujici s
luciferazou mimo oblast pouzitelnosti této analyzy. V piipadech, kdy existuji dikazy
prokazujici nepouzitelnost analyzy IL-8 Luc na jiné specifické kategorie zkouSenych
chemickych latek, neméla by se tato zkousSka u téchto specifickych kategorii pouzivat.

Jak bylo popsano vyse, pomaha analyza IL-8 Luc rozliSovat mezi latkami senzibilizujicimi
ktzi a latkami nesenzibilujicimi kizi. Ke stanoveni toho, zda mohou vysledky analyzy IL-
8 Luc ptispet k hodnoceni potence pii posuzovéani v kombinaci s jinymi zdroji informaci,
vSak bude zapotiebi dalsi vyzkum, nejlépe zalozeny na tidajich o ucincich na ¢lovéka.

Definice jsou uvedeny v dodatku 3.1.

PODSTATA ZKOUSKY

8.

10.

Analyza IL-8 Luc vyuzivd bunécénou linii THP-1 lidské monocytarni leukemie, ktera byla
ziskdna z Americké sbirky typovych kultur (Manassas, VA, USA). S vyuzZitim této
bunécéné linie vytvorila Katedra dermatologie Lékatské fakulty Univerzity v Tohoku
reportérovou bunécnou linii IL-8 derivovanou z bunék THP-1, THP-GS, kterd obsahuje
geny stabilni luciferdzové oranze (SLO) a stabilni luciferdzové cervené (SLR) pod
kontrolou promotérti IL-8, respektive glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy (GAPDH) (1).
To umoziiuje kvantitativni méfeni indukce genu luciferdzy pomoci lumuniscencni detekce
za pouziti znamych substrati pro luciferdzu produkujicich svétlo jako ukazatele aktivity
transkripéniho faktoru IL-8 a GAPDH v bunkach po expozici senzibilizujicim latkam.

Duélni barevny zkuSebni systém sestava z luciferazy emitujici oranZovou (SLO; Amax =
580 nm) (12) pro genovou expresi promotéru IL-8 a z luciferazy emitujici Cervenou (SLR;
Amax = 630 nm) (13) pro genovou expresi interniho kontrolniho promotéru, GAPDH. Tyto
dvé luciferdzy emituji po reakci s d-luciferinem svétlusek rtizné barvy, pficemz jejich
luminiscence se méii soucasné v jednostupiiové reakci rozdélenim emise z analyzované
smési pomoci optického filtru (14) (dodatek 3.2).

Buitkky THP-G8 se po dobu 16 hodin exponuji zkousené chemické latce a poté se zmeti
aktivita luciferazy SLO (SLO-LA), kterda vyjadiuje aktivitu promotéru IL-8 a aktivitu
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luciferazy SLR (SLR-LA), vyjadfujici aktivitu promotéru GAPDH. Aby byly zkratky
snadno pochopitelné, oznacuji se SLO-LA a SLR-LA jako IL8LA, respektive GAPLA. V
tabulce 1 je uveden popis vyrazl souvisejicich s aktivitou luciferazy pti analyze IL-8 Luc.
Nameétené hodnoty se pouzivaji pro vypocet normalizované hodnoty ILSLA (nIL8LA), coz
je pomér ILSLA ke GAPLA; indukce nILSLA (Ind-IL8LA), coz je pomér aritmetickych
prumeéra Ctyinasobné zmeétenych hodnot nILSLA bunék THP-G8 exponovanych zkouSené
chemické latce a hodnot nIL8LA neexponovanych bunék THP-GS; a inhibice GAPLA
(Inh-GAPLA), coz je pomér aritmetickych primért cEtyfndsobné zmeétfenych hodnot
GAPLA bun¢k THP-G8 exponovanych zkousené chemické latce a hodnot GAPLA
neexponovanych bunék THP-G8, a pouziji se jako ukazatel cytotoxicity.

Tabulka 1: Popis vyrazt souvisejicich s aktivitou luciferazy pti analyze IL-8 Luc

Zkratky Definice

GAPLA Aktivita luciferazy SLR vyjadfujici aktivitu promotéru GAPDH
ILSLA Aktivita luciferazy SLO vyjadiujici aktivitu promotéru IL-8
nlL8LA ILSLA / GAPLA

Ind-ILSLA nlL8LA buné¢k THP-G8 exponovanych chemickym latkam / nILSLA
neexponovanych bun¢k

Inh-GAPLA  GAPLA bunék THP-G8 exponovanych chemickym latkdm / GAPLA
neexponovanych bun¢k

CVo05 Nejnizsi koncentrace chemické latky, pfi niZ je Inh-GAPLA < 0,05.

11.Jsou k dispozici technické parametry (PS) (15), které usnadni validaci pozménénych
zkousek luciferazy IL-8 in vitro obdobnych analyze IL-8 Luc a umoZni v€as provést zménu
pokynu OECD 442E, aby do ni mohly byt zahrnuty. Vzijemné uznavani udaji podle
postupu OECD (MAD) bude zaruceno pouze u zkouSek validovanych podle téchto
technickych parametrii, pokud tyto zkouSky byly podrobeny revizi a pokud je OECD
zahrnula do pokynu ke zkouSeni 442E (16).

PROKAZANI ZPUSOBILOSTI

12. Pted rutinnim pouzivadnim zkousky popsané v tomto dodatku ke zkuSebni metod¢ B.71 by
mély laboratofe prokazat odbornou zpiisobilost pouzitim 10 latek pro prokazovani
zpusobilosti, které jsou uvedeny v dodatku 3.3, a to v souladu s osvéd¢enymi postupy pro
metody in vitro (17). Uzivatelé zkousky by si také méli vést historickou databazi tidaji
pochdzejicich ze zkousek reaktivity (viz odstavec 15) a z pozitivnich kontrol a kontrol s
rozpoustédlem/vehikulem (viz odstavce 21-24) a pouzivat tato data na potvrzeni, ze v
jejich laboratofi je udrzovana reprodukovatelnost zkousky v Case.

POSTUP
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13.Jsou k dispozici standardni pracovni postupy pro analyzu IL-8 Luc a mély by byt
pouzivany pro provadéni této zkousky (18). Laboratote, jez chtéji tuto zkousku provadét,
mohou ziskat rekombinantni buné¢nou linii vykonnostnich standardti od spole¢nosti GPC
Lab. Co. Ltd., Tottori, Japonsko po uzavieni smlouvy o prodeji materialu (MTA) v souladu
s podminkami uvedenymi ve vzoru OECD. Dale je uveden popis hlavnich slozek a postupii
analyzy.

Piiprava bunék

14. Pii provadéni analyzy IL-8 Luc by se méla pouzivat bunécna linie THP-G8 od spolecnosti
GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japonsko (viz odstavce 8 a 13). Bunky se po obdrZeni
pomnozi (2—4 pasaze) a skladuji se zmrazené jako homogenni kmen. Buniky z této zasoby
mohou byt pasdZovany maximalné 12krat nebo maximaln¢ 6 tydnii. K mnoZeni se pouziva
kultivacni médium RPMI-1640 obsahujici 10 % fetdlniho bovinniho séra (FBS),
antibioticky/antimykoticky roztok (100 jednotek/ml penicilinu G, 100 pg/ml streptomycinu
a 0,25 pg/ml amfotericinu B v 0,85% fyziologickém roztoku) (napt. GIBCO kat. ¢. 15240-
062), 0,15 pg/ml Puromycinu (napi. CAS:58-58-2) a 300 pg/ml G418 (napt. CAS:108321-
42-2).

15. Nez se bunky pouziji pro zkousSeni, je tfeba zjistit, zda jsou vhodné, provedenim kontroly
reaktivity. Tato kontrola se provadi 1-2 tydny nebo 2—4 pasdze po rozmrazeni za pouziti
pozitivni kontroly, 4-nitrobenzyl-bromidu (4-NBB) (CAS:100-11-8, cistota > 99 %) a
negativni kontroly, kyseliny mlé¢né (LA) (CAS:50-21-5, Cistota > 85 %). 4-NBB by mél
dat pozitivni odpovéd na Ind-ILSLA (= 1,4), zatimco kyselina mlé¢nd by méla dat
negativni odpovéd’ na Ind-ILSLA (< 1,4). Pro analyzu se pouzivaji pouze buiky, které
prosly kontrolou reaktivity. Kontrola se provadi podle postupli popsanych v odstavcich 22—
24,

16. Pro zkouseni se buiiky THP-G8 nasadi v hustoté 2 az 5 x 10° bunék/ml a piedb&zné se
kultivuji v kultivacnich baiikach po dobu 48 aZz 96 hodin. V den zkousky se buiiky ziskané
z kultivacni banky promyji RPMI-1640 s obsahem 10 % FBS bez jakychkoli antibiotik a
poté resuspenduji s RPMI-1640 s obsahem 10 % FBS bez jakychkoli antibiotik pfi 1 x 10°
bunék/ml. Poté se buiiky rozdéli do 96jamkové destiCky s plochym dnem (napt. Costar kat.
¢.3603) s 50 pl (5 x 10* buné&k/jamka).

Priprava zkouSené chemické latky a kontrolnich latek

17. ZkouSena chemickd latka a kontrolni latky se pfipravi v den zkouSeni. Pro analyzu IL-8
Luc se zkousené chemické latky rozpusti v X-VIVO™ 15, komeréné dostupném médiu
bez séra (Lonza, 04-418Q), na kone¢nou koncentraci 20 mg/ml. X-VIVO™ 15 se ptida do
20 mg zkousSené chemické latky (bez ohledu na rozpustnost chemické latky) ve zkumavce
do mikroodsttedivky a doplni se na objem 1 ml a poté se siln¢ odstfedi a promichavé na
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rotoru pfi maximalni rychlosti 8 ot/min. po dobu 30 minut pfi okolni teploté pfiblizné
20 °C. Pokud jsou pevné chemické latky stile nerozpustné, zkumavka se poté vlozi do
ultrazvukové 1azné, dokud se chemicka latka zcela nerozpusti nebo dokud neni stabilné
dispergovana. U zkousenych chemickych latek, které jsou rozpustné v X-VIVO™ 15, se
roztok nafedi piipravkem X-VIVO™ 15 faktorem 5 a pouzije jako zasobni roztok X-
VIVO™ 15 zkousené chemické latky (4 mg/ml). U zkouSenych chemickych latek, které
nejsou rozpustné v X-VIVO™ 15, se smés opét promichava po dobu alespont 30 minut,
poté se odstiedi pii 15 000 ot/min (= 20 000 g) po dobu 5 minut; vysledny supernatant se
pouzije jako zasobni roztok X-VIVO™ 15 zkouSené chemické latky. Pro pouziti jinych
rozpoustédel, jako je DMSO, voda nebo kultivaéni médium, je tfeba uvést védecké
zdivodnéni. Podrobny postup rozpusténi chemickych latek je uveden v dodatku 3.5.
Roztoky X-VIVO™ 15 popsané v odstavcich 18-23 se smichaji 1 : 1 (obj.) s buné&nymi
suspenzemi piipravenymi ve 96jamkové desticce s plochym dnem (viz odstavec 16).

Cilem prvniho provedeni zkouSky je stanovit cytotoxickou koncentraci a zkoumat
potencial chemickych latek senzibilizovat kiizi. Pomoci X-VIVO™ 15 se pfipravi sériové
nafedéné zasobni roztoky X-VIVO™ 15 zkousenych chemickych latek pii faktoru fedéni
dva (viz dodatek 3.5) s pouzitim 96jamkového zkusebniho bloku (napt. Costar kat. ¢. EW-
01729-03). Poté se 50 pl/jamku natedéného roztoku ptidd do 50 pl bunééné suspenze v
96jamkové Cerné destice s plochym dnem. Pro zkouSené chemické latky, které jsou
rozpustné v X-VIVO ™ 15, bude tedy kone¢na koncentrace zkousenych chemicky latek v
rozsahu od 0,002 do 2 mg/ml (dodatek 3.5). Pro zkouSené chemické latky, které nejsou
rozpustné v X-VIVO ™ 15 pii 20 mg/ml, se stanovi pouze faktory fedéni v rozsahu od 2
do 2%, piestoze jsou skuteéné konecné koncentrace zkousenych chemickych latek nejisté a
zavisi na saturované koncentraci zkouSenych chemickych latek v zasobnim roztoku X-
VIVO™ 15,

Pti dalSich provedenich zkousky (tj. druhy, tfeti a ¢tvrty replikat) se zasobni roztoky X-
VIVO™ 15 ptipravi pii koncentraci &tyfikrat vyssi, nez je koncentrace Zivotaschopnosti
bunck 05 (CVO05; nejnizsi koncentrace, pii niz je Inh-GAPLA < 0,05) v prvnim
experimentu. Jestlize Inh-GAPLA neklesne pii prvnim provedeni zkouSky pod 0,05 pfii
nejvyssi koncentraci, zasobni roztok X-VIVO™ 15 se piipravi v nejvyssi koncentraci pii
prvnim provedeni zkouSky. Koncentrace CV05 se vypocita vydélenim koncentrace
zasobniho roztoku v prvnim provedeni zkousky faktorem tfedéni pro CVO0S5 (X) (faktor
fedéni CVO0S5 (X); faktor fedéni potfebny pro nafedéni zasobniho roztoku na CVO05) (viz
dodatek 3.5). Pro zkouSené latky, které nejsou rozpustné v X-VIVO pii 20 mg/ml, se CV05
urc¢i podle koncentrace zasobniho roztoku x 1/X. Pro provedeni zkousky 2 az 4 se pfipravi
druhy zasobni roztok jako 4 x CV50 (dodatek 3.5).
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Pfipravi se sériové nafedéné druhé zasobni roztoky X-VIVO™ 15 pii faktoru fedéni 1,5 s
pouzitim 96jamkového zkusebniho bloku. Poté se 50 pl/jamku natfedéného roztoku pirida
do 50 pl bunécné suspenze v jamkach 96jamkové ¢erné desticky s plochym dnem. Kazda
koncentrace kazdé zkousené chemické latky by méla byt testovana ve 4 jamkach. Vzorky
se poté michaji na tfepacce a inkubuji po dobu 16 hodin pii 37°C a 5 % CO2 a poté se
zméfi aktivita luciferazy, jak je popsano nize.

Kontrola s rozpoustédlem je smés 50 ul/jamku X-VIVO™ 15 a 50 pl/jamku bunééné
suspenze v RPMI-1640 s obsahem 10 % FBS.

Doporucend pozitivni kontrola je 4-NBB. 20 mg 4-NBB se piipravi ve zkumavce do
mikroodstiedivky o objemu 1,5 ml a doplni se piipravkem X-VIVO™ 15 na objem 1 ml.
Zkumavka se siln€ odstfedi a promichdva na rotoru pfi maximalni rychlosti 8 ot/min. po
dobu alespont 30 minut. Po odstfedéni pti 20 000 g po dobu 5 minut se supernatant nafedi
faktorem 4 piipravkem X-VIVO™ 15 a 500 pl nafedéného supernatantu se pienese do
jamky 96jamkového zkuSebniho bloku. Nafedény supernatant se dale natfedi pripravkem
piipravkem X-VIVO™ 15 pti faktoru 2 a 4 a 50 pl roztoku se piida do 50 ul bunééné
suspenze THP-G8 v jamkéach 96jamkové cerné desticky s plochym dnem (dodatek 3.6).
Kazda koncentrace pozitivni kontroly by meéla byt testovana ve 4 jamkach. Desticka se
michd na tfepacce a inkubuje v CO2 po dobu 16 hodin (37 °C, 5 % CO3) a poté se zmé&fi
aktivita luciferazy, jak je popsano odstavci 29.

Doporucend negativni kontrola je kyselina mlécna. 20 mg kyseliny mlécné se ptipravi ve
zkumavce do mikroodstfedivky o objemu 1,5 ml a doplni se piipravkem X-VIVO™ 15 na
objem 1 ml (20 mg/ml). 20 mg/ml roztoku kyseliny mlé¢né se nafedi faktorem 5
piipravkem X-VIVO™ 15 (4 mg/ml); 500 pl tohoto roztoku kyseliny mlécné 4 mg/ml se
pfenese do jamky 96jamkového zkuSebniho bloku. Tento roztok se natedi faktorem 2
piipravkem X-VIVO™ 15 a poté se opét natedi faktorem 2, aby vznikly roztoky 2 mg/ml a
1 mg/ml. 50 pl t&chto 3 roztokil a kontroly s vehikulem (X-VIVO™ 15) se ptidd do 50 ul
bunécné suspenze THP-G8 v jamkach 96jamkové Cerné desticky s plochym dnem. Kazda
koncentrace negativni kontroly by méla byt testovana ve 4 jamkach. Desticka se michad na
ttepacce a inkubuje v CO2 po dobu 16 hodin (37 °C, 5 % CO2) a poté se zméii aktivita
luciferazy, jak je popséno odstavci 29.

Lze pouzit i jiné vhodné pozitivni nebo negativni kontroly, pokud jsou k dispozici
dosavadni 0daje umoznujici odvodit srovnatelnd kritéria pfijatelnosti daného provedeni
zkousky.

Meélo by se dbat na to, aby nedoslo k vypatovani t€kavych zkouSenych chemickych latek a
ke vzdjemné kontaminaci zkouSenou chemickou latkou mezi jamkami, napt. tak, Ze se
desticky pred inkubaci se zkousenymi chemickymi latkami zapeceti.
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26. ZkouSené chemické latky a kontrola s rozpoustédlem vyzaduji 2 az 4 provedeni zkousky,
aby mohla byt stanovena pozitivni nebo negativni predikce (viz tabulka 2). Kazdé
opakovani se provadi vriizny den s &erstvym zdsobnim roztokem X-VIVO™ 15
zkousenych chemickych latek a s nezavisle sklizenymi buikami. Buitky mohou pochézet
ze stejné pasaze.

Méreni aktivity luciferazy
27. Luminiscence se méfi pomoci luminometru na 96jamkové desticky vybaveného optickymi
filtry, naptf. Phelios (ATTO, Tokyo, Japonsko), Tristan 941 (Berthold, Bad Wildbad,
Némecko) a ARVO series (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Luminometr musi byt
kalibrovan pro kazdou zkousku, aby byla zajisténa reprodukovatelnost (19). Pro tuto
kalibraci se dodavaji rekombinantni luciferdzy emitujici oranZovou a ¢ervenou.

28.Do kazdé¢ jamky desticky obsahujici bunéfnou suspenzi exponovanou nebo
neexponovanou chemické latce se pirenese 100 pl ohtaté reagencie Tripluc® Luciferase
(Tripluc). Desticka se protiepava po dobu 10 minut pii okolni teploté ptiblizné¢ 20°C.
Desticka se umisti do luminometru a zmé&fi se aktivita luciferdzy. Bioluminiscence se méfi
po dobu 3 sekund, a to bez optického filtru (FO) a s optickym filtrem (F1). Pfi pouziti
alternativniho uspofadani, napf. v zavislosti na modelu pouzitého luminometru, je tfeba
uvést zdiivodnéni.

29.Z nameétenych hodnot se vypocitaji parametry pro kazdou koncentraci, napt. IL8LA,
GAPLA, nIL8LA, Ind-ILSLA, Inh-GAPLA, stfedni hodnota £SD IL8LA, stfedni hodnota
+SD GAPLA, stfedni hodnota £SD nlIL8LA, stfedni hodnota =SD Ind-IL8LA, stfedni
hodnota £SD Inh-GAPLA a 95% konfiden¢ni interval Ind-IL8LA. Definice parametrii
pouzitych v tomto odstavci jsou uvedeny v dodatku I, respektive v dodatku IV.

30. Pfed méfenim se zajisti barevné rozliSeni u vicebarevnych reportérovych analyz obvykle
pomoci detektorti (luminometr a ¢tecka desticek) vybavenych optickymi filtry, jako jsou
napt. sharp-cut (dlouhovlnné nebo kratkovinné prichodové) filtry nebo péasmové
prichodové filtry. Pfed zkouskou je tfeba kalibrovat prostupové koeficienty filtru pro
kazdou barvu bioluminiscen¢niho signalu podle dodatku 3.2.

UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV
Vyhodnoceni idaju
31. Kritéria pro pozitivni/negativni rozhodnuti vyZzaduji, aby pfi kazdém provedeni zkousky:

- byla predikce pfi analyze IL-8 Luc urcena jako pozitivni, jestlize méa zkousend chemicka
latka Ind-ILSLA > 1,4 a dolni limit 95% konfiden¢niho intervalu Ind-ILSLA > 1,0,
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- byla predikce pfi analyze IL-8 Luc urCena jako negativni, jestlize ma zkouSena chemicka
latka Ind-IL8LA < 1,4 a/nebo dolni limit 95% konfiden¢niho intervalu Ind-IL8LA < 1,0.

Predik¢éni model

32. Zkousené chemické latky, které davaji dva pozitivni vysledky z 1., 2., 3. nebo 4. provedeni
zkousky, jsou urCeny jako pozitivni, zatimco zkousené chemické latky, které davaji tfi
negativni vysledky z 1., 2., 3. nebo 4. provedeni zkousky, jsou urceny jako pravdépodobné
negativni (tabulka 2). Z pravdépodobné negativnich chemickych latek jsou chemické latky,
které se rozpoustéji pti 20 mg/ml X-VOVO™ 15, uréeny jako negativni, zatimco chemické
latky, které se nerozpoustéji pti 20 mg/ml X-VOVO™ 15, by nemély byt brany v Givahu

(obrazek 1).

Tabulka 2: Kritéria pro identifikaci pozitivnich a pravdépodobné negativnich latek

1. 2. provedeni

provedeni

3. provedeni

4. provedeni

Konec¢na
predikce

pozitivni pozitivni

pozitivni

negativni

pozitivni

pozitivni

negativni

pozitivni

pozitivni

negativni

pravdépodobné
negativni

negativni pozitivni

pozitivni

pozitivni

negativni

pozitivni

pozitivni

negativni

pravdépodobné
negativni

negativni

pozitivni

pozitivni

pozitivni

negativni

pravdépodobné
negativni

negativni

pravdépodobné
negativni

Obrazek 1: Predikéni model pro kone¢né posouzeni
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Pozitivni J _
Chemické Rozpustné Pt ‘
; Megativni
lat =
i Predpokiadané 7 pi20mgm !
negativni \ Nerozpustné Nemély by byt
pii 20 mg/mi brany v Uvahu

Kritéria prijatelnosti

33. Pfi pouziti zkouSky IL-8 Luc by méla byt splnéna tato kritéria ptijatelnosti:

Ind-IL8LA by mélo byt vétsi nez 5,0 alespont v jedné koncentraci pozitivni kontroly, 4-
NBB, pii kazdém provedeni zkousky.

Ind-IL8SLA by mélo byt mensi nez 1,4 pti jakékoli koncentraci negativni kontroly, kyselina
mlécnd, pti kazdém provedeni zkousky.

Udaje z desti¢ek, kde je GAPLA kontrolnich jamek s buiikami a p¥ipravkem Tripluc, ale
bez chemickych latek mensi nez pétinasobek této hodnoty jamek obsahujicich pouze
zkousené médium (50 pl/jamku RPMI-1640 s obsahem 10 % FBS a 50 pl/jamku X-
VIVO™ 15), se vyfadi.

Udaje z desti¢ek, kde je Inh-GAPLA vsech koncentraci zkousené chemické latky nebo
kontrolnich chemickych latek mensi nez 0,05, se vytfadi. V takovém ptipadé by méla byt
prvni zkouska zopakovéna, tak aby byla nejvyssi konecné koncentrace opakované zkousky

cvwr

Zavérecna zprava

34. Zavérecna zprava by méla obsahovat tyto informace:

ZkouSené chemicke latky

Jednoslozkova latka:

chemickd identifikace, napft. nazev (nadzvy) IUPAC nebo CAS, ¢islo (¢isla) CAS, kod
SMILES nebo InChl, strukturni vzorec a/nebo jiné identifikatory,

fyzicky vzhled, rozpustnost ve vodé€, molekulova hmotnost a dal§i dalezite fyzikalné-
chemické vlastnosti, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

Cistota, ptipadné chemickd identita necistot, je-li to prakticky proveditelné atd.,
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- pfipadné oSetfeni pted zkouSenim (napft. zahfivani, mleti),

- rozpustnost v X-VIVO™ 15. U chemickych latek, které jsou nerozpustné v X-VIVO™
15, zda je po odstfedéni pozorovana srazenina nebo flotace,

- zkusSebni koncentrace,
- podminky skladovani a stabilita, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,
- zdavodnéni volby rozpoustédla/vehikula pro kazdou zkousenou chemickou latku, jestlize

nebyl pouzit X-VIVO™ 15,

Viceslozkova latka, UVCB a smés:

- charakterizovana v co mozna nejvetsi mife napt. chemickou identitou (viz vyse), Cistotou,
kvantitativnim vyskytem a dulezitymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (viz vyse)
slozek, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- fyzicky vzhled, rozpustnost ve vodé a dalsi dilezité fyzikalné-chemické vlastnosti, v
rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- molekulovd hmotnost nebo zdanlivd molekulovd hmotnost v pfipadé smési/polymert se
znamym sloZenim nebo jiné informace dilezité pro provedeni studie,

- pfipadné oSetfeni pred zkouSenim (napft. zahfivani, mleti),

- rozpustnost v X-VIVO™ 15. U chemickych latek, které jsou nerozpustné v X-VIVO™
15, zda je po odstfedéni pozorovana srazenina nebo flotace,

- zkusSebni koncentrace,
- podminky skladovani a stabilita, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,
- zdlvodnéni volby rozpoustédla/vehikula pro kazdou zkousenou chemickou latku, jestlize
nebyl pouzit X-VIVO™ 15,
Kontroly

Pozitivni kontrola:

- chemicka identifikace, napt. nazev (ndzvy) IUPAC nebo CAS, ¢islo (¢isla) CAS, kod
SMILES nebo InChl, strukturni vzorec a/nebo jiné identifikatory,

- pfipadné fyzicky vzhled, rozpustnost ve vodé¢, molekulovd hmotnost a dalsi dilezité
fyzikalné-chemické vlastnosti, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

- Cistota, ptipadné chemicka identita necistot, je-li to prakticky proveditelné atd.,

- pripadné oSetfeni pted zkouSenim (napt. zahfivani, mleti),
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zkuSebni koncentrace,
podminky skladovani a stabilita, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,
odkaz na ptipadné dosavadni vysledky pozitivnich kontrol prokazujici vhodnost kritérii

piijatelnosti.

Negativni kontrola:

chemickéd identifikace, napft. nazev (ndzvy) IUPAC nebo CAS, ¢islo (Cisla) CAS a/nebo
jiné identifikatory,
Cistota, piipadné chemicka identita necistot, je-li to prakticky proveditelné atd.,

fyzicky vzhled, molekulovd hmotnost a dalsi dulezit¢ fyzikdlné-chemické vlastnosti
v ptipadé pouziti jinych negativnich kontrol, nez které jsou uvedeny v tomto pokynu, a to
v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

podminky skladovani a stabilita, v rozsahu, v jakém jsou tyto informace dostupné,

zdivodnéni volby rozpoustédla pro kazdou zkousenou chemickou latku.

Zkusebni podminky

jméno a adresa zadavatele, zkusebniho zafizeni a vedouciho studie,
popis pouZité zkousky,
pouzita bunécna linie, podminky skladovani a zdroj (napf. zatfizeni, z n€hoz byla ziskana),

Cislo Sarze a pivod FBC, jméno dodavatele, Cislo Sarze 96jamkové Cerné desticky s
plochym dnem a ¢islo SarZe reagencie Tripluc,

Cislo pasaze a hustota bun&k pouzitych ke zkouseni,

metoda pocitani bun¢k pouzita pii jejich nasazovani pred zkouSenim a opatfeni piijata
k zajisténi homogenni distribuce poctu bungk,

pouzity luminometr (napf. model), vcetné nastaveni pfistroje, pouZity substrat pro
luciferazu a prokazani pfiméfeného méfeni luminiscence na zaklad¢ kontrolniho testu,
ktery je popsan v dodatku 3.2,

postup pouzity pro prokazani zpisobilosti laboratofe k provadéni této zkousky

(napt. zkouSenim vhodnych latek) nebo pro prokazani reprodukovatelného provedeni této
zkousky v pribéhu doby.

Zkusebni postup

pocet replikatli a pocet provedeni zkousky,
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koncentrace zkousenych chemickych latek, postup aplikace a doba expozice (pokud se lisi
od doporucenych),

popis pouzitych hodnoticich kritérii a kritérii rozhodovani,
popis pouzitych kritérii pfijatelnosti studie,

popis jakychkoli zmén zkusebniho postupu.

Vysledky

meteni ILSLA a GAPLA,

vypocty pro nILSLA, Ind-ILSLA a Inh-GAPLA,

95% konfiden¢ni interval Ind-ILSLA,

graf zobrazujici kiivky davka-odpovéd pro indukei aktivity luciferazy a Zivotaschopnost,

ptipadné popis jakychkoli jinych dilezitych zjisténi z pozorovani.

Diskuse o vysledcich

Zaver

diskuse o vysledcich ziskanych za pomoci analyzy IL-8 Luc,

diskuse o vysledcich analyzy v rdmci IATA, jsou-li k dispozici jiné ptislusné informace.
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Dodatek 3.1

DEFINICE

Presnost: piesnost shody mezi vysledky zkousky a pfijatymi referencnimi hodnotami. Je to
mira funkénosti zkousky a jeden z aspekti jeji relevantnosti. Tento vyraz se Casto pouziva
namisto vyrazu soulad a rozumi se jim podil spravnych vysledkl zkousky (16).

AOP (mechanismy nezadoucich uc¢inkii): sled udalosti od chemické struktury cilové

......

udalost po ucinek in vivo, ktery je pfedmétem zajmu (20).
Chemicka latka: latka nebo smés.

CV05: zivotaschopnost bun¢k 05, tj. minimalni koncentrace, pfi niz vykazuji chemické
latky méné nez 0,05 Inh-GAPLA.

FInSLO-LA: zkratka, kterd se pouziva ve valida¢ni zpravé a v predchozich publikacich
tykajicich se analyzy IL-8 Luc na oznaceni Ind-ILSLA. Viz Ind-IL8LA, kde je uvedena
definice.

GAPLA: luciferdzovéa aktivita stabilni luciferazové cervené (SLR) (Amax = 630 nm),
regulované promotérem GAPDH, ktera prokazuje Zivotaschopnost bunék a pocet
zivotaschopnych bunék.

Nebezpecnost: zakladni charakteristika latky nebo situace, kterd ma potencial vyvolat
nepiiznivé Ucinky, jsou-li organismus, systém nebo (sub)populace vystaveny této latce.

IATA (jednotny prFistup ke zkouSeni a posuzovani): strukturovany pfistup pouzivany pro
zjisStovani nebezpecnosti (potencial), charakterizaci rizik (potence) a/nebo posouzeni
bezpecnosti (potencial/potence a expozice) chemické latky nebo skupiny chemickych latek,
jenz strategicky integruje a vazi vSechny dulezité udaje s cilem poskytnout informace pro
pfijeti regulacniho rozhodnuti, které se tyka potencialni nebezpe€nosti a/nebo rizika a/nebo
potieby dalsiho cileného, a tudiz minimalniho zkouSeni.

II-SLR-LA: zkratka, kterd se pouZziva ve valida¢ni zpravé a v predchozich publikacich
tykajicich se analyzy IL-8 Luc na oznaceni Inh-GAPLA. Viz Inh-GAPLA, kde je uvedena
definice.

IL-8 (Interleukin-8): cytokin derivovany z endotelovych bun¢k, fibroblastii, keratinocyti,
makrofagl a monocytd, ktery vyvolava chemotaxi neutrofilti a T-lymfocyti.

IL8LA: luciferdzova aktivita stabilni luciferazové oranzové (SLO) (Amax = 580 nm),
regulované promotérem IL-8.

Ind-IL8LA: néasobna indukce ILS8LA. Stanovi se vydélenim nIL8LA bunck THP-G8
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exponovanych chemickym latkdm touto hodnotou nestimulovanych bunék THP-G8 a
predstavuje indukci aktivity promotéru IL-8 chemickymi latkami.

Inh-GAPLA: inhibice GAPLA. Stanovi se vydélenim GAPLA bunck THP-G8
exponovanych chemickym latkdm touto hodnotou neexponovanych bunék THP-G8 a
predstavuje cytotoxicitu chemickych latek.

Miniméalni prahova hodnota indukce (MIT): nejnizsi koncentrace, pii niz chemicka latka
splituje pozitivni kritéria.

Smés: smés nebo roztok slozeny ze dvou nebo vice latek.

Jednoslozkova latka: latka definovand svym kvantitativnim slozenim, v niZ je pfitomna
jedna hlavni slozka v mife alespont 80 % hmot.

Viceslozkova latka: latka definovand svym kvantitativnim slozenim, v niz je pfitomna vice
nez jedna z hlavnich slozek v koncentraci > 10 % hmot. a < 80 % hmot. Viceslozkova latka
je vysledkem vyrobniho procesu. Rozdil mezi smési a viceslozkovou latkou spociva v tom,
ze smg¢s se ziskd smisenim dvou nebo vice latek bez chemické reakce. Viceslozkova latka je
vysledkem chemické reakce.

nIL8LA: aktivita luciferazy SLO vyjadiujici aktivitu promotéru IL-8 (IL8LA)
normalizovana aktivitou luciferazy SLR vyjadiujici aktivitu promotéru GAPDH (GALPA).
Predstavuje aktivitu promotéru IL-8 po zohlednéni Zivotaschopnosti bun¢k nebo poctu
bunék.

nSLO-LA: zkratka, kterd se pouziva ve valida¢ni zpravé a v ptfedchozich publikacich
tykajicich se analyzy IL-8 Luc na ozna¢eni nILSLA. Viz nIL8LA, kde je uvedena definice.

Pozitivni kontrola: replika obsahujici vSechny slozky zkuSebniho systému a latku, o niz je
znamo, zZe zpusobuje pozitivni reakci. Aby se zajistilo, Ze promeénlivost v reakci na pozitivni
kontrolu bude mozné ¢asem vyhodnotit, rozsah pozitivni reakce by nemél byt nadmérny.

Prehapteny: chemické latky, z nichZ se abiotickou transformaci staly senzibilizujici latky.

Prohapteny: chemické latky vyzadujici enzymatickou aktivaci, aby vykazovaly potencial
senzibilizace kiize.

Relevantnost: popis vztahu zkousky k ucinku, ktery je pfedmétem z4jmu, a také toho, zda
je zkousSka smysluplnd a pouZzitelnd pro konkrétni ucel. Vyjadiuje, do jaké miry zkouska
spravné méfi nebo predikuje biologicky ucinek, ktery je predmétem zdjmu. Relevantnost
zahrnuje také posouzeni piesnosti (shody) zkousky (16).

Spolehlivost: métfeni rozsahu, v jakém mize byt zkouSka Casem reprodukovatelnd v
laboratofich a mezi laboratofemi, kdyZ se provadi s pouzitim stejného protokolu. Hodnoti se
to vypoctem laboratorni a mezilaboratorni reprodukovatelnosti a laboratorni opakovatelnosti

(16).

506



D060575/02

Provedeni zkousky: jedna ¢i vice zkouSenych chemickych latek se zkouSi soucasné s
kontrolou s rozpoustédlem/vehikulem a s pozitivni kontrolou.

Citlivost: podil vSech pozitivnich/aktivnich chemickych latek, které jsou na zékladé
zkousky spravné zattidény. Je to méfitko piesnosti zkuSebni metody, kterd dava kategorické
vysledky, a je dtlezitym prvkem pti hodnoceni relevance zkuSebni metody (16).

SLO-LA: zkratka, ktera se pouzivd ve validaéni zpravé a v piredchozich publikacich
tykajicich se analyzy IL-8 Luc na oznaceni ILSLA. Viz ILSLA, kde je uvedena definice.

SLR-LA: zkratka, kterd se pouzivd ve validacni zpravé a v predchozich publikacich
tykajicich se analyzy IL-8 Luc na oznaceni GAPLA. Viz GAPLA, kde je uvedena definice.

Kontrola s rozpoustédlem/vehikulem: neexponovany vzorek obsahujici vSechny slozky
zkuSebniho systému s vyjimkou zkouSené chemické latky, ale v€etné rozpoustédla/vehikula,
které se pouziva. Pouzivad se ke stanoveni ucinku na pozadi u vzorkd exponovanych
zkouSené chemické latce, ktera je rozpusténa nebo stabilné dispergovana ve stejném
rozpoustédle/vehikulu. Pokud se vzorek zkousi soubéznou kontrolou s médiem, ukazuje
také, zda rozpoustédlo/vehikulum vzajemné reaguje se zkusebnim systémem.

Specifi¢nost: podil vSech negativnich/neaktivnich chemickych latek, které jsou na zaklade
zkuSebni metody spravné zatfidény. Je to méfitko presnosti zkuSebni metody, kterd dava
kategorické vysledky, a je dilezitym prvkem pfi hodnoceni relevance zkuSebni metody (16).

Latka: chemicky prvek a jeho slouceniny v pfirodnim stavu nebo ziskané vyrobnim
procesem vcetné vSech piidatnych latek nutnych k uchovani stability vyrobku a vSech
necistot vznikajicich v pouZitém procesu, ale s vyloucenim vSech rozpoustédel, ktera je
mozno odd¢lit bez ovlivnéni stability latky nebo zmény jejiho sloZeni.

Smacedlo: nazyvané téZ povrchové aktivni latka je latka jako napf. detergent, kterad je
schopna snizit povrchové napéti kapaliny a umoznit ji vytvaret pénu nebo pronikat do
pevnych latek; je téZ zndma jako sufraktant. (TG437)

ZkousSena chemicka latka: jakakoli latka nebo smés zkouSend touto zkuSebni metodou.

THP-GS8: reportérova bunécéna linie IL-8, kterd se pouZziva pfi analyze IL-8 Luc. Lidska
bunécna linie THP-1 podobna makrofagiim byla transfekovana geny luciferazy SLO a SLR
pod kontrolou promotéru IL-8, respektive GAPDH.

Globilné harmonizovany systém klasifikace a oznacovani chemickych latek
Organizace spojenych narodi (GHS OSN): systém navrhujici klasifikaci chemickych
latek (latek a smési) podle standardizovanych typt aurovni fyzikélnich, zdravotnich
a environmentalnich nebezpeci a fesici piislusné komunikacni prvky, jako jsou piktogramy,
signalni slova, vyroky o nebezpe¢i, vyroky o bezpe¢nostnich opatienich a bezpecnostni
datové listy, které obsahuji informace o jejich nezadoucich ucincich s ohledem na ochranu
lidi (v€etné zaméstnavatell, d€lnikil, prepravci, spotiebitelll a osob reagujicich na havarie)
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a zivotniho prostiedi (21).

UVCB: latky s nezndamym nebo proménlivym sloZenim, komplexni reakéni produkty nebo
biologicky material.

Validovana zkuSebni metoda: zkouska, u niz se ma za to, ze je dostatecné relevantni a

spolehliva pro urcity ucel, a kterd je zaloZzena na védecky spolehlivych zasadach. Zkouska
neni nikdy validovana v absolutnim smyslu, ale pouze pro urcity konkrétni ucel.
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Dodatek 3.2

PRINCIP MERENI AKTIVITY LUCIFERAZY A STANOVENI PROSTUPOVYCH
KOEFICIENTU OPTICKEHO FILTRU PRO SLO A SLR

Multireportérovy analyticky systém Tripluc se miize pouzivat s luminometrem na
mikrodesticky s vicebarevnym detekénim systémem, ktery mlize zahrnovat opticky filtr
(napt. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar LB941 (Berthold)).
Opticky filtr pouzity pfi méteni je dlouhovinny nebo kratkovinny prichodovy filtr 600—
620 nm nebo pasmovy pruchodovy filtr 600—700 nm.

Méreni dvoubarevnych luciferaz s optickym filtrem.

V tomto ptikladu se pouziva piistroj Phelios AB-2350 (ATTO). Tento luminometr je
vybaven dlouhovinnym prichodovym filtrem 600 nm (R60 HOYA Co.), 600 nm LP,
filtr 1) pro rozdéleni luminiscence SLO (Amax = 580 nm) a SLR (Amax = 630 nm).

Pro stanoveni prostupovych koeficientd filtru 600 nm LP se nejprve pomoci
purifikovanych enzymi luciferazy SLO a SLR zméii i) intenzita SLO a intenzita
bioluminiscence SLR bez filtru (FO0), ii) intenzita bioluminiscence SLO a SLR, ktera
prosla pres filtr 600 nm LP (filtr 1), a iii) vypocitaji se prostupové koeficienty filtru 600
nm LP pro SLO a SLR uvedené niZe.

Prostupové koeficienty Zkratka |Definice

510 filtr 1 ‘ N KOs pTostupow koeficient
prostupove koeficienty filtru u SLO

SLR filtr 1 ‘ N kR:x Erostupow koeficient
prostupoveé koeficienty filtru u SLR

Kdyz je ve zkuSebnim vzorku definovana intenzita SLO a SLR jako O, respektive R, 1)
je intenzita svétla bez filtru (celoopticky) FO a ii) intenzita svétla, které prochazi pres
filtr 600 nm LP (filtr 1) F1 popsana, jak je uvedeno niZe.

FO=0+R
F1 =«Ors0 x O + kRreo x R

Tyto vzorce lze vyjadiit takto:

<F0> ( 1 1 )(O>
F1 KOpeo  KRpeo/ \R

Poté miizete pomoci vypoctenych Cinitelit prostupnosti (kOreo @ KRreo) a zméfenych
hodnot FO a F1 vypocitat hodnoty O a R takto:
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<O> ( 1 1 >_1<F0)
R KOpeo  KRpeo F1

Materidl a metody pro stanoveni €initele prostupnosti

1) Reagencie

Jednotlivé purifikované luciferazové enzymy:

lyofilizovany purifikovany enzym SLO
lyofilizovany purifikovany enzym SLR

(které byly pro validaci ziskdny od spole¢nosti GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japonsko
s bunécnou linii THP-GS)

ZkuSebni reagencie:

zkusebni reagencie Tripluc® Luciferase (napi. od spolecnosti TOYOBO kat. ¢.
MRA-301)

Médium: pro analyzu luciferazy (30 ml, uchovavéno pti 2—8°C)

konec¢na
_ potiebné
reagencie konc. | konc.
. mnoZstvi
v médiu
RPMI-1640 |- - 27 ml
FBS - 10 % 3 ml

2) Priprava enzymatického roztoku

Lyofilizovany purifikovany enzym luciferazy rozpust'te ve zkumavce s 200 pl 10 ~ 100
mM Tris/HCI nebo Hepes/HCI1 (pH 7,5 ~ 8,0) a dopliite 10 % (objemové hmotnosti)
glycerolu, enzymaticky roztok rozdélte po 10 pl do jednorazovych zkumavek o objemu
1,5 ml a ulozte je do mrazni¢ky pfi —80°C. Zmrazeny enzymaticky roztok muzete
pouzivat po dobu 6 mésicii. Pii pouziti pfidejte do kazdé¢ zkumavky obsahujici
enzymaticky roztok (nafedény enzymaticky roztok) 1 ml média pro analyzu luciferazy
(RPMI-1640 s 10 % FBS) a uloZte je na led, abyste zabranili deaktivaci.

3) Meéreni bioluminiscence

Rozmrazte zkusebni reagencii Tripluc® Luciferase (Tripluc) a nechte ji pfi pokojové
teplot¢ ve vodni lazni nebo pii teploté okolniho vzduchu. Luminometr zapnéte 30
minut pfed zahdjenim méfeni, aby se stabilizoval fotondsobi¢. Pfeneste 100 pl
nafedéného enzymatického roztoku do Cerné 96jamkové desticky (s plochym dnem)
(referencni vzorek SLO do jamek B1, B2, B3, referencni vzorek SLR do jamek D1, D2,
D3). Poté napipetujte 100 pl predem ohtatého ptipravku Tripluc do kazdé jamky
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desticky obsahujici nafedény enzymaticky vzorek. Pomoci tiepaCky protiepavejte
desticku po dobu 10 minut pti pokojové teploté (ptiblizn¢ 25°C). Pokud se v roztoku v
jamkach objevi bublinky, odstraiite je. Desticku vlozte do luminometru a zméite
aktivitu luciferazy. Bioluminiscence se méii po dobu 3 sekund, a to bez optického filtru
(FO) a s optickym filtrem (F1).

Prostupové koeficienty optického filtru byly vypocteny takto:

Prostupovy koeficient (SLO (kOre0)) = (#B1 z F1+ #B2 z F1+ #B3 z F1) / (#B1 z FO+
#B2 z FO+ #B3 z FO)

Prostupovy koeficient (SLR (kRre0)) = (#D1 z F1+ #D2 z F1+ #D3 z F1) / (#D1 z FO+
#D2 z FO+ #D3 z F0)

Vypocitané prostupové faktory se pouziji pro vSechna meéfeni provadénd pomoci
stejného luminometru.

Kontrola kvality vybaveni

Pouziji se postupy uvedené v protokolu k analyze IL-8 Luc (18).
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LATKY PRO PROKAZANI ZPUSOBILOSTI
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Driive nez za¢nou laboratoie bézné pouzivat zkousku popsanou v tomto dodatku ke zkusebni
metod¢ B.71, mély by prokazat odbornou zpusobilost ziskanim predpokladané predpovédi
analyzy IL-8 Luc u 10 vhodnych latek doporucenych v tabulce 1 a ziskdnim hodnot, které
spadaji do pfislusného referencniho rozpéti, u nejméné 8 z 10 vhodnych latek (zvolenych
tak, aby zastupovaly cely rozsah odpovédi pro rizika senzibilizace ktize). Dal§imi kritérii
vybéru bylo, aby latky byly komeréné dostupné, aby k nim byly k dispozici kvalitni
referencni udaje in vivo a také kvalitni Gdaje in vitro ziskané analyzou IL-8 Luc. Pro
analyzu IL-8 Luc jsou také k dispozici zvefejnéné referencni udaje (6) (1).

Tabulka 1: Doporucené latky pro prokdzani odborné zptisobilosti k provadéni analyzy IL-8 Luc

Rozpustnost Predikce
. (s v ¥ ¥ 15 podle IL- Referencni rozpéti
ZLal;'S‘(fble‘; ﬁp“’k“‘”‘“‘ & CAS Skupenstvi X-VIVOIS Pr.edp,ovfd 8 Luc? (ug/ml)>
P pFi 20 In vivo cvost  IL-8Luc
mg/ml MIT?®
2.,4-dinitrochlorbenzen 97-00- pevna latka  nerozpustna sen21b1’112u!101 pozitivni 2,3-3,9 0,5-2,3
7 (extrémng)
50-00- . . senzibilizujici L
formaldehyd 0 kapalina rozpustna (silnd) pozitivni 9-30 4-9
2- 149- 12 ., senzibilizujici o
sulfanylbenzothiazol 304 Pevna latka  nerozpustna (stiedné siln) pozitivni  250-290  60-250
. 107- . . senzibilizujici e
ethylendiamin 1523 kapalina rozpustna (stiedné silnd) pozitivni  500-700  0,1-0,4
ethylenglykol- 97-90- . . senzibilizujici o,
dimethakrylat 5 kapalina nerozpustna (slabe) pozitivni ~ >2000  0,04-0,1
. 140- . . senzibilizujici o 0,01-
4-allylanizol (estragol) 67-0 kapalina nerozpustna (slabe) pozitivni > 2000 0.07
. , 3810- 1 . neni .
streptomycin sulfat 740 bevna latka  rozpustna senzibilizujici negativni > 2000 > 2000
56-81- . . neni .
glycerol 5 kapalina rozpustna senzibilizujici negativni > 2000 > 2000
67-63- . . neni .
Propan-2-ol 0 kapalina rozpustna senzibilizujici negativni > 2000 > 2000

Zkratky: Cislo CAS = registra¢ni &islo Chemical Abstracts Service

! Potence in vivo je odvozena s pouZitim kritérii navrZenych stiediskem ECETOC (19).

2 Na z4kladé dosavadnich pozorovanych hodnot (1) (6).
3 CV05 a IL-8 Luc MIT byly vypoéteny pomoci rozpustnosti ve vodé uvedené v EPI Suite™.

4 CV05: minimalni koncentrace, p¥i niz vykazuji chemické latky méné nez 0,05 Inh-GAPLA.

s
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Dodatek 3.4

INDEXY A KRITERIA POSUZOVANI
nILSLA (nSLO-LA)

Pro IL8LA (SLO-LA), respektive GAPLA (SLR-LA) se méfi j-té opakovani (j = 1-4) i-té
koncentrace (i = 0-11). Normalizovana IL8LA, oznacovand nIL8LA (nSLO-LA), je
definovana jako:

nIL8LA;; = IL8LA;;/GAPLA;
Je to zakladni jednotka méteni v této analyze.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

Nésobné zvySeni zprimérované nIL8LA (nSLO-LA) pro opakovéni i-té koncentrace v
porovndni s touto hodnotou pii koncentraci 0, Ind-IL8LA je primdrnim méfitkem této
analyzy. Tento pomér se zapisuje pomoci nasledujici rovnice:

Ind — IL8LA; = {(1/4) x ¥;nIL8LA;;}/{(1/4) x ¥;nIL8LA;}

Vedouci laboratoi navrhla, aby pozitivnimu vysledku pro zkouSenou chemickou latku
odpovidala hodnota 1,4. Tato hodnota vychézi ze studia dosavadnich tdaji vedouci
laboratofe. Tym pro spravu dat poté pouzival tuto hodnotu ve vSech fazich validacni studie.
Priméarni vysledek, Ind-IL8LA, je podil dvou aritmetickych priméri, jak ukazuje rovnice.

95% konfiden¢ni interval (95% CI)

Muze byt odhadnut 95% konfiden¢ni interval (95% CI) na zaklad¢ podilu, ktery ukazuje
ptesnost tohoto primarniho vysledného méfitka. Dolni limit 95% CI > 1 ukazuje, Ze nILSLA
v 1-t€ koncentraci je vyznamné vEtsi nez tato hodnota pii kontrole s rozpoustédlem. 95% CI
lze sestavit n€kolika zpusoby. V této studii jsme pouzili metodu zndmou jako Fiellertiv
teorém. Tento teorém 95% konfiden¢niho intervalu se ziské z nasledujiciho vzorce:

—B —VB? —4AC —B + VvB? —4AC

2A 2A
kde
_ sd3 o ~ sdy;
A= R§ —t5orsp) X — B =—-2XXxy, C =9} —thorsw) X — ang =4,
Ng 1llyi

Xo = (1/n) x ¥;nIL8LAy;, sdf ={1/(n, — 1)} x ¥;(nIL8LA,; — io)z,
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ny =4, y; = (1 /nyi) X Z]—(nILSLAi]-), sd}z,i ={1 /(ny]- - 1)} x zj(nILsLAij - yi)z.

to975(v) J€ 97,5 percentil centrlniho t rozd€leni s y stupnémi volnosti, kde

o= () (G s+ (32) - )

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Inh-GAPLA je pomér zprimérované GAPLA (SLR-LA) pro opakovéni i-t¢ koncentrace v
porovnani s koncentraci u kontroly s rozpoustédlem a zapisuje se jako

Inh — GAPLA; = {(1/4) X ; GAPLA;;}/{(1/4) X X; GAPLA,;}.
ProtoZze GAPLA je jmenovatelem nIL8LA, piisobi extrémné mald hodnota velkou odchylku

v nIL8LA. Hodnoty Ind-IL8LA s extrémné malou hodnotou Inh-GAPLA (mén¢€ nez 0,05)
mohou byt tedy povazovany za Spatnou presnost.
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Dodatek 3.5

SCHEMA METOD ROZPOUSTENI CHEMICKYCH LATEK PRO ANALYZU IL-8 LUC.

a) Pro chemické latky rozpustné v X-VIVO™ 15 pii 20 mg/ml

Pokud je chemickd ltka rozpustnd UFE;@‘— Fedéni 5 I
v X-VIVOTM 15 (1. provedeni) 20 mg/ml Zasobni roztok
Faktor fedéni 2 (4 mg/ml)

aaaaaaaaaaaé

1 mg'm 4 memi
2 mezim

l_ Pridejte do bunéfné suspense na 36jamkove desticce (50 pl - 50 ul)
| 1 | | | | | 1 | 1 |
l ] l ] l 11 ] | ] ] | ] | 11 11 ]

" - 0.5 mgSim 2 mgim

1 memfm

Uréete nejvyisikoncentraciv nasledujicich experimentech

< CV05; nejniZsi koncentrace, pfi nif je Inh-GAPLA <
= \—_‘\\ 0,05 (koncentrace zasobniho roztoku x 1/faktor
=L

2

£

v redéni (%1
: ~N ‘

Kome Enad koncentrace ve 2., 3. 2 4. experimentu

|

s = Lmgfml 4 mgim
0 0.3mg'ml 2 mgm

2., 3. nebo 4. provedeni U .
fedéni
X-VINO™ 15 kontrol o 1x 4-::: DJD? (4 x koncentrace
Faktor Fedénil,s zasobniho roztoku = 1/X)

e e e b e b e e b e

Pridani k bufkam na 96jamkove destitce (50 pl - 50 pul)

2 x CVO5

b b b b b e e e e e
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b) Pro chemické latky nerozpustné v X-VIVO™ 15 pfi 20 mg/ml

I

Pokud je chemicka latka nerozpustna
Otafejte a

v X-VIVOTM 15 (1. provedeni) 20 mg/ml  odstiedte X1 supernatant

Faktor fedéni 2 (zdsobniroztok)

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

x1M1024
x1.-":12 x1M1 28 x1/32 bl

"_ Pridejte do bunéfne suspense na Eﬁjamkwé destitce (50 pl : 50 pi)

(5 | e | ST STES

x1/2048 x1/512 x1/128 x1/32 x108 Lo
0 x1/11024 x1/256 x1/64 x1116 x1/4 Koneénéfedéni

T CV05; nejnizél koncentrace, pri niz je Inh-GAPLA <
N 0,05 (koncentrace zasobniho raztoku x 1/ faktor
Fed&ni (X)

.
e

I|‘|I'|-G.-'1'xF'L.-'1'x )

¥oneZnd koncentrace 2., 3. 3 4. experimeanty
*1/2048 €«-—--L__ X8 xN2
i 11024 1/18 14
X 1"|§: X x
2., 3. nebo 4. provedeni —
fedéni
1x 4 % CW05 (4 x koncentrace
X-VINO™ 15 kontrol
Faktor redéni 1,5 zasobniho roztoku = 1;’1{]

e e e e b e b e

Pfidani k bunkam na 96jamkove desticce (50 pl - 50 ul)

b bl bl e b b bl
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Dodatek 3.6

SCHEMA METOD ROZPOUSTENI 4-NBB PRO POZITIVNI KONTROLU ANALYZY IL-
8 LUC.

Pozitivni kontrola: 4-NBB (nerozpustna v X-VIVO™ 15)

U l I Faktor redéni 4

Rotujte a |
odstiedte Supernatant w1/d
20 mg/ml x1

Postupna fedéni s
faktorem 2

%
VIVO™ 15 ¥11e x1/8 x1/4

kontrol Pfidani k burfikam na 96jamkove

l desticce (50 pl : 50 pl)

X-VIVO™ 15 ¥1/32  x1M16  x1/8
kontrol
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9) V casti C se dopliuji tyto kapitoly:

,,C.52 RozSiRENA JEDNOGENERACNI ZKOUSKA REPRODUKCE HALANCIKA
JAPONSKEHO (MEOGRT)

UvVoD

1.

Tato zkuSebni metoda odpovidé pokynu OECD pro zkousSeni (TG) 240 (2015). Rozsifena
jednogeneracni zkouska reprodukce halancika japonského (MEOGRT) popisuje souhrnnou
zkuSebni metodu zaloZzenou na rybach exponovanych v nékolika generacich, aby byly
ziskédny udaje relevantni pro ekologickou nebezpecnost a posouzeni rizik chemickych
latek, vcetn¢ pravdépodobnych endokrinnich disruptordt (EDC). Expozice v MEOGRT
pokracuje az do vylihnuti (do dvou tydnu po fertilizaci) v druhé (F2) generaci. Pro
odiivodnéni uZite€nosti rozsifeni generace F2 do doby po vylihnuti by byly nutné dalsi
studie; v soucasnosti nejsou k dispozici dostateéné informace, aby bylo mozné stanovit
relevantni podminky nebo kritéria pro rozsifeni generace F2. Tato zkuSebni metoda se vSak
muze aktualizovat, tak jak budou zohledilovany nové informace a udaje. Napiiklad pokyn
k rozsiteni generace F2 prostfednictvim reprodukce muze byt za uréitych podminek
potencialn¢ uziteCny (napt. chemické latky s vysokym potencidlem biokoncentrace nebo
indikacemi mezigeneracnich ucinkidl u jinych taxonil). Tato zkuSebni metoda se muze
pouzivat na posouzeni potencidlnich chronickych ucinkd chemickych latek, vcetné
potencidlnich endokrinnich disruptori, na ryby. Metoda klade primarni daraz na
potencialni u€inky relevantni pro populaci (a to negativni dopady na pfeziti, vyvoj, rist a
reprodukci) pro vypocet koncentrace bez pozorovanych ucinkti (NOEC) nebo ucinné
koncentrace (ECx), ackoliv je tfeba poznamenat, ze metody ECx jsou jen ziidka vhodné pro
velké studie tohoto typu, kde mize byt nepraktické zvySovat pocet zkusebnich koncentraci,
aby bylo mozné stanovit pozadovanou ECy, coz mize také zpiisobit vyznamné problémy v
oblasti dobrych Zivotnich podminek zvifat vzhledem k velkému poctu pouzitych zvirat. Pro
chemické latky, které nevyzaduji hodnoceni ,,n¢kolika generaci“, nebo chemické latky,
které nejsou potencidlnimi endokrinnimi disruptory mohou byt vhodnéjsi jiné zkuSebni
metody (1). Vhodnym druhem pro pouziti u této zkuSebni metody je halancik japonsky
vzhledem k jeho kratkému zivotnimu cyklu a moZnosti stanovit jeho genetické pohlavi (2),
coZz je povazovano za kritickou soucést této zkuSebni metody. Konkrétni metody a
sledované cilové parametry popsané v této metod¢ jsou pouzitelné u halancika japonského
samotného. Jiné druhy malych ryb (napf. danio pruhované) mohou byt adaptovany na
podobny zkuSebni protokol.

Tato zkuSebni metoda méifi nékolik biologickych cilovych parametri. Primarni diraz je
kladen na relevantni parametry, a to potencialni nezadouci u¢inky na populaci, véetné
preziti, celkového vyvoje, ristu a reprodukce. Sekunddrné za ucelem zajiSténi
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mechanistickych informaci a spojeni mezi vysledky z jinych druhli terénnich a
laboratornich studii, pokud budou dodatecné zjistény dikazy, ze chemicka latka plsobi
jako potencialni endokrinni disruptor (napf. androgenni nebo estrogenni aktivita v jinych
zkouskach a analyzach), se dalSi uzitecné informace ziskavaji méfenim mRNA
vitelogeninu (vtg) (nebo bilkoviny vitelogeninu, VTG), fenotypovych sekundarnich
pohlavnich charakteristik (SSC) souvisejicich s genetickym pohlavim a vyhodnocenim
histopatologie. Je tieba poznamenat, ze pokud neexistuje podezieni, ze zkouSena chemicka
latka nebo jeji metabolity jsou endokrinni disruptory, nemusi byt nutné méfit tyto
sekundarni cilové parametry a miize byt vhodnéjsi pouzit studie, které jsou méné ndrocné
na zdroje a zvitata (1). Definice pouzité v této zkuSebni metodé jsou uvedeny v dodatku 1.

VYCHOZI UVAHY A OMEZENI

3. Vzhledem k omezenému poctu zkouSenych chemickych latek a laboratofi zapojenych do
validace této dosti slozité analyzy lze predpokladat, ze az bude k dispozici dostatecny
pocet studii k posouzeni G¢innosti experimentalniho uspotadani této nové metody, bude
zkuSebni metoda prezkoumana a v ptfipadé potifeby bude revidovéana z hlediska nabytych
zkugenosti. Udaje mohou byt pouZity na trovni 5 koncepéniho ramce OECD pro zkouseni
a posuzovani endokrinnich disruptort (3). Zkusebni metoda zacina expozici dospélych ryb
(generace F0) zkouSené chemické latce v prabehu reprodukéni faze. Expozice pokracuje
po dobu vyvoje a reprodukce v generaci F1 a lihnuti v generaci F2; analyza tak umoziuje
hodnoceni strukturdlnich a aktivacnich endokrinnich drah. Pfi interpretaci cilovych
parametrd souvisejicich s endokrinnim systémem muze byt provedena analyza priikaznosti
vysledku.

4. ZkouSka by méla zahrnovat adekvatni pocet jednotlivel, aby byla zajiSténa dostatecna sila
na hodnoceni cilovych parametrti relevantnich pro reprodukci (viz dodatek 3) a aby bylo
zaroven zajisténo, ze pocet pouzitych zvifat je minimalni potfebny pocet s ohledem na
dobré Zivotni podminky zvifat. Vzhledem k velkému poctu pouzitych pokusnych zvitat je
dulezité pecliveé zvazovat, zda je nutné zkouSku provést s ohledem na existujici udaje, které
JiZ mohou obsahovat podstatné informace o mnoha cilovych parametrech ve zkousSce
MEOGRT. V tomto sméru miiZze urcitou pomoc poskytnout ramec OECD pro zkouSeni
toxicity na rybach (1).

5. Tato zkuSebni metoda je primarné urena na rozliSeni uc¢inkid jedné latky. Pokud je vSak
potfebnd zkouSka smési, je tieba zvazit, zda poskytne piijatelné vysledky pro zamysleny
pravni ucel.

6. Ptfed zahajenim zkousSky je dilezit¢ mit informace o fyzikdln€¢ chemickych vlastnostech
zkousené chemické latky, zejména proto, aby bylo mozné pfipravit stabilni chemické
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roztoky. Rovnéz je nutné mit adekvatné citlivou analytickou metodu pro ovéfeni
koncentraci zkouSené chemické latky.

PODSTATA ZKOUSKY

7. Zkouska se zahajuje exponovanim pohlavné zralych samct a samic (alespoii 12 tydna po
fertilizaci) v chovnych péarech po dobu 3 tydni, béhem nichZz se zkouSena chemicka latka
distribuuje v organismu rodic¢ovské generace (F0O) podle svého toxikokinetického chovani.
Pokud mozno co nejblize prvnimu dni ¢tvrtého tydne se sesbiraji vajicka a zahdji se
generace F1. V prubéhu chovu generace F1 (celkem 15 tydnl) se posuzuje lihnivost a
preziti. Kromé toho se 9-10 tydni po fertilizaci odeberou vzorky ryb pro stanoveni
vyvojovych cilovych parametri a od 12. do 14. tydne po fertilizaci se posuzuje tfeni. Po
tfetim tydnu posuzovani reprodukce a chovu az do ukonceni lihnuti se zahajuje generace
F2.

KRITERIA PLATNOSTI ZKOUSKY
8. Pouziji se tato kritéria platnosti zkousky:

- koncentrace rozpusténého kysliku by po celou dobu zkousky méla byt > 60% nasyceni
vzduchem,

- stfedni teplota vody by se méla po celou dobu trvani studie pohybovat mezi 24 a 26 °C.
Kratké odchylky od stfedni teploty v jednotlivych akvariich by nemély byt vétsi nez 2 °C,

- stfedni plodivost kontrol v kazdé generaci (FO a F1) by méla byt vétsi nez 20 vajicek na
par denné. Fertilita vSech vajicek vyprodukovanych v priibéhu posuzovani by méla byt
veétsi nez 80 %. Kromée toho 16 z doporucenych 24 kontrolnich chovnych part (> 65 %) by
mélo vyprodukovat vice nez 20 vajicek na par denné,

- lihnivost vajicek by u kontrol méla byt > 80 % (prtiimér) (v kazdé generaci F1 a F2),

- preziti po vylihnuti do 3. tydne po fertilizaci a od 3. tydne po fertilizaci az do ukonceni
zkousky pro generaci F1 (tj. 15 tydni po fertilizaci) by u kontrol (F1) mélo byt > 80 %
(pramer), respektive > 90 % (primér),

- mély by byt k dispozici diikazy pro prokazani toho, Ze koncentrace zkouSené chemické

latky v roztoku byly uspokojivé udrzovany v rozmezi £20 % od stiednich namétenych
hodnot.

Co se tyka teploty vody, 1 kdyz nejde o kritérium platnosti, replikaty v rdmci expozice by se

nemély vzajemné statisticky odliSovat a ani expozi¢ni skupiny v rdmci zkousky by se nemély
statisticky odliSovat (na zdklad¢ denniho méteni teploty, s vyloucenim kratkych odchylek).

520



D060575/02

9. I kdyz muze byt ve skupinach s vyssi expozici pozorovana snizend reprodukce, mélo by
dochazet k dostatecné reprodukci alespon v tieti nejvyssi skupiné a ve vSech niz§ich
skupinach generace F0O, aby se naplnily inkubatory. Kromé toho by mélo byt adekvatni
pieziti embryi v tieti nejvyssi a v nizSich expozi¢nich skupinach generace F1, aby bylo
mozné hodnotit cilovy parametr pii odebirani vzorkl nedospélych zvitat (viz odstavce 36 a
38 a dodatek 9). Déle by mélo byt alespoii minimalni pteziti po vylihnuti (~20 %) v druhé
nejvyssi expozicni skupiné generace F1. Nejde o kritéria platnosti jako takova, ale o
doporuceni, aby bylo mozné vypocitat robustni koncentrace bez pozorovanych ucinku
(NOEC).

10. Je-li zjisténa odchylka od kritérii platnosti zkouSky, mély by byt zvazeny dusledky
z hlediska spolehlivosti vysledkil zkousek a tyto odchylky a tivahy by mély byt zahrnuty
do zavérecné zpravy.

POPIS METODY

Pristroje a pomiicky

11. Normalni laboratorni vybaveni, a zejména:

a) oximetr a pH-metr;
b) vybaveni pro stanoveni tvrdosti a alkality vody;
c¢) vhodné zafizeni pro regulaci teploty a pro jeji pokud moZno nepftetrzité sledovani;

d)nadrze zchemicky inertniho materidlu o vhodném objemu vzhledem k doporucené
velikosti nasady a hustoté obsadky (viz dodatek 3);

e) dostatecné piesné vahy (tj. vazici s presnosti na £0,5 mg).

Voda

12. Jako zkuSebni voda muze byt pouZzita jakdkoli voda, v niz zkuSebni druh dlouhodobé
pfeziva a roste. Po celou dobu zkouSky by méla mit stejnou kvalitu. Pro ujisténi, Ze fedici
voda nebude mit pfilisSny vliv na vysledky zkouSky (napiiklad tvorbou komplexti se
zkousenou latkou) nebo nepfiznivy vliv na stav matecnych ryb, by mély byt odebirany
v pravidelnych intervalech jeji vzorky pro analyzu. Je-li kvalita fedici vody relativné
konstantni, mélo by byt stanoveni tézkych kova (napt. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), hlavnich
anionti a kationtl (napt. Ca**, Mg?**, Na*, K", CI", SO4*), pesticidd, celkového obsahu
organického uhliku a suspendovanych latek provedeno napt. kazdych Sest mésicii. Nekteré
chemické charakteristiky doporucené fedici vody jsou uvedeny v dodatku 2. Hodnota pH
by méla byt v rozmezi 6,5 az 8,5, avSak béhem zkousky by se pH nemélo lisit o vice nez
+0,5.
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Systém expozice

13.

Navrh a materialy pouzité pro systém expozice nejsou stanoveny. Pro vystavbu zkusebniho
systému by mélo byt pouzito sklo, nerezavéjici ocel nebo jiny chemicky inertni material,
ktery nebyl kontaminovan v prib&hu piedchozich zkousek. Pro ucely této zkousky miize
vhodny systém expozice sestdvat z  kontinudlniho  pratokového  systému

(DE)O)E)ON10)(11)(12)(13).

ZkuSebni roztoky

14.

15.

Zasobni roztok zkousSené chemické latky se do systému expozice piivadi vhodnym
Cerpadlem. Pratok zasobniho roztoku by mél byt kalibrovédn v souladu s analytickym
potvrzenim zkuSebnich roztokl pted zahdjenim expozice a v pribéhu zkousky by mél byt
pravidelné kontrolovan jeho objem. ZkuSebni roztok v kazdé komoie se adekvatné
vyménuje (napf. minimalné Skrat/den az 16krat/den nebo max. pritok 20 ml/min)
v zavislosti na stabilité zkouSené chemické latky a kvalité vody.

ZkuSebni roztoky o zvolenych koncentracich se pfipravi fedénim zasobniho roztoku.
Zasobni roztok by mél byt pripraven piednostné jednoduchym mechanickym michanim
nebo protifepavanim zkousené chemické latky v fedici vod¢ (napt. mechanickym michénim
nebo pomoci ultrazvuku). Pro dosazeni vhodné koncentrace zdsobniho roztoku mohou byt
pouzity sytici kolony/systémy nebo metody pasivniho davkovéani (14). Méla by byt
vynaloZena maximalni snaha nepouzivat rozpousStédla nebo nosice, protoze: 1) néktera
rozpoustédla sama o sobé mohou vyvolavat toxicitu anebo nezddouci ¢i neocekavané
odpovédi, 2) zkousené chemické latky v koncentraci vysSi, nez je jejich rozpustnost ve
vodé (coz se mize Casto stat pii pouziti rozpoustédel), mohou zpusobit nepfesné stanoveni
ucinnych koncentraci, 3) pouziti rozpoustédel u dlouhodobéjsich zkousek mize mit za
nasledek zna¢ny vznik ,,biofilmu‘ souvisejiciho s mikrobialni aktivitou, coz mize mit vliv
na okolni podminky i na schopnost udrzet expozi¢ni koncentrace a 4) v ptipad¢, zZe nejsou
k dispozici drivejsi tdaje, které prokazuji, ze rozpoustédlo neovliviiuje vysledek studie,
vyzaduje pouziti rozpoustédel kontrolu s rozpoustédlem, coz ma dopady na dobré zivotni
podminky zvifat, nebot’” k provedeni zkousky jsou potiebna dalsi zvifata. V ptipadé
chemickych latek, jejichZ zkouSeni je obtizné, 1ze pouzit rozpoustédlo jako posledni fesent,
a ureni, jaka metoda je nejvhodnéjsi, by mélo vychéazet z metodického dokumentu OECD
¢. 23 ke zkouSkam toxicity slozitych latek a smési pro vodni organismy (15). Volba
rozpoustédla se bude fidit chemickymi vlastnostmi dané chemické latky a dostupnosti
dosavadnich daji o pouzivani rozpoustédla. Jsou-li pouzita jako nosice rozpoustédla, je
nutné vyhodnotit kontrolni métfeni nejen pii pouziti vhodného rozpoustédla, ale 1 pfi
kontrolach (negativnich), kdy se rozpoustédlo nepouzije (pouze fedici voda). V ptipade, ze
se pouziti rozpoustédla nelze vyhnout a dojde k mikrobidlni aktivité (vznik biofilmu),
doporucuje se zaznamenavat/vykéazat vznik biofilmu v kazdé nadrzi (alesponi tydné) po
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celou dobu zkousky. Idealné by se méla udrzovat konstantni koncentrace rozpoustédla pfi
kontrole s rozpoustédlem a pii vSech zkuSebnich expozicich. Jestlize koncentrace
rozpoustédla neni udrzovana v konstantni vysi, je tieba pfi kontrole s rozpoustédlem pouzit
nejvyssi koncentraci rozpoustédla pti zkuSebni expozici. V piipadech, kdy je pouzito nosné
rozpoustédlo, neméla by maximalni koncentrace rozpoustédla piekrocit 100 ul/l nebo

v v

< 20 pl/1) aby se zamezilo potencidlnimu tcinku rozpoustédla na méfené ukazatele (16).

ZKkuSebni organismy

Vybeér a chov ryb

16. Zkusebnim druhem je halancik japonsky Oryzias latipes vzhledem k jeho kratkému
zivotnimu cyklu a moZnosti ur€it genetické pohlavi. I kdyZ mohou byt na podobny
zkuSebni protokol adaptovany jin¢ druhy malych ryb, konkrétni metody a sledované cilové
parametry popsané v této zkuSebni metodé jsou pouzitelné pouze u halancika japonského
(viz odstavec 1). Halancika japonského lze snadno piimét, aby se rozmnozoval v zajeti;
pro jeho chov existuji publikované metody (17) (18) (19) a k dispozici jsou udaje z
kratkodobych zkousek letality, raného vyvojového stadia i celého zivotniho cyklu (5) (6)
(8) (9) (20). Vsechny ryby se chovaji v rezimu 16 h svétlo, 8 h tma. Ryby se krmi Zivymi
larvami (nauplie) zabronozky (druh Artemia), které mohou byt v pfipadé potieby doplnény
komeréné dostupnym vlockovym krmivem. Komeréné dostupné vlockové krmivo by se
mélo pravideln€ analyzovat, aby se zjistila pfitomnost kontaminanti.

17. Pokud jsou dodrzovany vhodné metody chovu, neni nutny Zadny konkrétni kultivacni
protokol. Halan¢ik japonsky mizZe byt chovan naptiklad ve dvoulitrovych nadrzich s 240
rybimi larvami v kazdé nadrzi do 4. tydne po fertilizaci, poté mohou byt ryby chovany ve
dvoulitrovych nadrzich s 10 rybami v kazdé nadrzi do 8. tydne po fertilizaci, kdy se
pfemisti v chovnych parech do dvoulitrovych nadrzi.

Aklimatizace a vybér ryb
18. Zkusebni ryby by mély pochézet z laboratorni populace, ktera byla alesponi dva tydny pred
zkouskou udrZzovana v podminkich kvality vody a osvétleni podobnych podminkdm
pouzitym ve zkouSce (poznamka: toto aklimatiza¢ni obdobi neni pfedexpozi¢ni obdobi in
situ). Doporucuje se, aby testovaci ryby byly pofizovany z vlastni kultivace, nebot’
pfeprava dospélych ryb je stresujici a mize narusit spolehlivé tfeni. Ryby se krmi larvami
(nauplia) Zabronozky dvakrat denné€ po celou dobu chovného obdobi i v pritbéhu expozi¢ni
faze a v pfipadé potfeby mohou byt dokrmovany komeréné dostupnym vlockovym
krmivem. Aby byla zajiSténa adekvatni replikace, povazuje se za potiebné zahajit tuto
zkousku minimalné se 42 chovnymi pary (54 chovnymi pary, jestlize je vyzZadovana

vvvvvv
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pouziti pouze kontroly s rozpoustédlem). Dale je tfeba ovéfit, ze kazdy chovny par
generace FO je XX-XY (tj. normalni komplement pohlavnich chromozomt u kazdého
pohlavi), aby nedoslo k moznému zahrnuti spontdnnich samcit XX (viz odstavec 39).

19.V pribéhu aklimatizacni faze se zaznamendva mortalita chovanych ryb, pficemz po
48hodinovém stabilizaénim obdobi se pouziji tato kritéria:

- mortalita vétsi nez 10 % chované populace za sedm dnti pted pfemisténim do zkusebniho
systému: vymenit celou obsadku,

- mortalita mezi 5 % a 10 % populace za sedm dnil pfed premisténim do zkuSebniho
systému: aklimatizace po dobu sedmi dalSich dnii az dvoutydenni aklimatizacni obdobi;
je-1i mortalita béhem nasledujicich sedmi dnil vétsi nez 5 %, vyméni se celd obsadka,

- mortalita mensi nez 5 % populace za sedm dntl pfed pfemisténim do zkusebniho systému:
nasada se pfijima.

20. Béhem dvoutydenniho aklimatizacniho obdobi pied zkouSkou a béhem expozice nesmi byt
u ryb léCeny zadné nemoci a 1écba nemoci by méla byt pokud mozno zcela vyloucena.
Ryby s klinickymi zndmkami onemocnéni by nemély byt ve studii pouzivany. M¢l by byt
veden zaznam pozorovani a vSech profylaktickych a terapeutickych oSetieni nemoci
v prubéhu chovného obdobi ptedchazejiciho zkousce.

21. Faze expozice zacina s pohlavné dimorfnimi dospélymi rybami s geneticky stanovenym
pohlavim z laboratorni dodavky reprodukcné zralych zvitat chovanych pii 25 + 2 °C. Ryby
by mély byt prokazatelné chovné (tj. ryby, které mély Zivotaschopné potomstvo) v pritbéhu
tydne pted expozici. Rozpéti individualnich hmotnosti podle pohlavi na zadatku zkouSky
by pro celou skupinu ryb pouzitych ve zkousce mélo byt pokud mozno +20 %
aritmetického priméru hmotnosti stejného pohlavi. Pfed zkouSkou by se mél zvazit mensi
vzorek ryb s cilem odhadnout stfedni hodnotu hmotnosti. Vybrané ryby by mély byt
alespon 12 tydnd po fertilizaci a mély by vyvazit > 300 mg u samicek a > 250 mg u
samecku.

USPORADANI ZKOUSKY

ZkuSebni koncentrace

22. Doporucuje se pouzit pet koncentraci chemické latky plus kontrolu (kontroly). Pfi vybéru
rozmezi zkuSebnich koncentraci by mély byt zvazovany vSechny zdroje informaci, véetné
kvantitativnich vztahli mezi strukturou a aktivitou (QSAR), udaji odvozenych
z analogickych latek, vysledk zkouSek na rybach, jako jsou analyzy akutni mortality
(kapitola C.1 této ptilohy), kratkodoba analyza reprodukce ryb (kapitola C.48 této ptilohy)
a dalsi zkusebni metody napf. kapitoly C.15, C.37, C.41, C.47 nebo C.49 této piilohy (21)
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(22) (23) (24) (25) (26), jestlize jsou k dispozici, nebo v ptipad¢€ potieby ze zkousky ke
stanoveni rozsahu, pfipadné¢ vcetné reprodukéni faze. V ptipadé potfeby muze byt
provedena zkouska ke stanoveni rozsahu za podminek (kvalita vody zkuSebni systém,
nasada) podobnych podminkdam pouzitym v hlavni zkousce. Jestlize je nezbytné pouzit
rozpoustédlo a nejsou k dispozici zadné predchozi tidaje, mize byt k urceni vhodnosti
rozpoustédla pouzita zkouSka ke stanoveni rozsahu. Nejvyssi zkuSebni koncentrace by
neméla piekrocit rozpustnost latky ve vode, 10 mg/l nebo 1/10 z 96h-LC50 (27). Nejnizsi
koncentrace by méla byt 10krat az 100krat niz§i nez nejvyssi koncentrace. Pouziti péti
koncentraci v této zkouSce umoziuje nejen zmétit vztah mezi davkou a odpovédi, ale
poskytuje také nejnizsi koncentraci s pozorovanym ucinkem (LOEC) a koncentraci bez
pozorovanych u¢inki (NOEC), které jsou v nékterych regula¢nich programech nebo
jurisdikcich nezbytné pro posouzeni rizik. Obecné je rozdil mezi nominalnimi
koncentracemi zkouSené chemické latky mezi jednotlivymi tirovnémi expozice < 3,2.

Replikaty ve zkuSebnich skupinach a kontrolach

23. Mélo by byt pouzito minimaln¢ Sest replikdtti zkuSebnich komor na kazdou zkouSenou
koncentraci (viz dodatek 7). V pribéhu reprodukéni faze (s vyjimkou generace FO) se
struktura replikaci u hodnoceni plodivosti zdvojnasobi, pficemz kazdy replikat ma pouze
jeden chovny par (viz odstavec 42).

24. Krom¢ zkuSebnich koncentraci by méla byt nasazena kontrolni skupina v fedici vode a
podle potieby kontrolni skupina s rozpoustédlem. Pro kontroly se pouzZije dvojity pocet
replikatl komor, aby byla zajiSténa adekvatni statisticka sila (tj. pro kontroly by mélo byt
pouZzito alespont dvanact replikatid). V pribéhu reprodukéni faze se pocet replikati v
kontrolach zdvojnasobi (tj. minimalné 24 replikath a kazdy replikat ma jen jeden chovny
par). Po reprodukci by mély kontrolni replikaty obsahovat maximalné 20 (rybich) embryii.

POSTUP

Zahijeni zkouSky

25. Reprodukéné aktivni dospélé ryby pouzité pro zahdjeni generace FO zkouSky se vybiraji
podle dvou kritérii: véku (obvykle vice nez 12 tydnh po fertilizaci, ale doporucuje se
nepiekracovat 16 tydnti po fertilizaci) a hmotnosti (méla by byt > 300 mg u samicek a >
250 mg u sameck).

26. Pary samicka-samecek, které spliuji vySe uvedené specifikace, se pifi zahajeni zkousky
pfemisti jako jednotlivé pary do kaZdého replikdtu nadrZe, tj. dvanact replikatd v
kontrolnich skupinach a Sest replikatii ve skupinach exponovanych chemické latce. Tyto
nadrze se nahodné rozdéli na expozice (napi. T1-T5 a kontrola) a replikat (napt. A—L u
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kontrol a A—F u expozice) a poté se umisti do expozi¢niho systému s ptislusnym pratokem
do kazdé nadrze.

Podminky expozice

27.

28.

Uplny souhrn zkusebnich parametrii a podminek 1ze najit v dodatku 3. Pfi dodrZeni téchto
specifikaci by kontrolni ryby mély mit hodnoty sledovanych parametrii podobné hodnotam
uvedenym v dodatku 4.

V prabéhu zkousky se méii alespont v jedné zkuSebni nadrzi kazdé expozicni skupiny a
kontroly mnozstvi rozpusténého kysliku, pH a teplota. S vyjimkou teploty by se m¢la tato
meéfeni provadét minimalné jednou tydné po celou dobu expozice. Stfedni teplota vody by
se mé¢la po celou dobu zkousky pohybovat mezi 24 a 26 °C. Teplota by se méla méfit
kazdy den po celou dobu expozice. Hodnota pH by méla byt v rozmezi 6,5 az 8,5, avSak
behem zkousky by se pH nemélo liSit o vice nez £0,5. Replikédty v rdmci expozice by se
nemély vzéjemné statisticky odliSovat a ani expozi¢ni skupiny v rdmci zkousky by se
nem¢ély statisticky odliSovat (na zakladé denniho méfeni teploty, s vyloucenim kratkych
odchylek).

Doba trvani expozice

29.

Ve zkousce jsou pohlavné reprodukéni ryby exponovany od generace FO po dobu tii tydnt.
V tydnu 4 pfiblizn€ v den zkousky 24 se zalozi generace F1 a chovné pary z generace FO
se humanné usmrti a zaznamena se jejich hmotnost a délka (viz odstavec 34). Poté
nasleduje expozice generace F1 po dobu dalSich 14 tydnii (celkem 15 tydnli u generace F1)
a generace F2 po dobu dvou tydnti az do vylihnuti. Celkova doba trvani zkousky je
primarné 19 tydnd (tj. az do vylihnuti generace F2). Casové plany zkousky jsou uvedeny v
tabulce 2 a dale podrobné vysvétleny v dodatku 9.

Krmny rezim

30.

Ryby mohou byt krmeny libovolné dlouho Zabronozkou, rod Artemia, (24 hodin staré
larvy) a v pfipadé¢ potfeby dopliikové komeréné dostupnym vlo¢kovym krmivem.
Komeréné dostupné vlockové krmivo by mélo byt pravidelné analyzovano, zda neobsahuje
kontaminanty, napt. organochlorové pesticidy, polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH)
a polychlorovan¢é bifenyly (PCB). M¢la by byt vyloucena potrava se zvySenou hladinou
endokrinné aktivnich latek (tj. fytoestrogent), ktera by mohla narusit odpovéd zkousky.
Nespotiebovand potrava a vykaly se ze zkuSebnich nadrzi odstraiiuji podle potieby, napf.
opatrnym odsatim ze dna jednotlivych nadrzi pomoci odsavacky. Jednou nebo dvakrat
tydné je tfeba vycistit také stény a dno kazdé nadrze (napt. oskrabanim Spachtli). Piiklad
harmonogramu krmeni lze najit v dodatku 5. MnozZstvi krmiva zdvisi na poctu ryb v
kazdém replikatu. Proto se mnozstvi krmiva snizi, pokud v replikatu doslo k uhynu.
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Analytické stanoveni a méreni

31.

32.

Ptfed zapocetim predexpozicni doby je tieba zajistit fadné fungovani systému dévkovani
chemickych latek. Mély by se stanovit vSechny analytické metody, které budou zapotiebi,
véetné dostateCnych znalosti o stabilit¢ chemické latky ve zkuSebnim systému. Béhem
zkousky se koncentrace zkousené latky urcuji ve vhodnych intervalech, nejlépe alespon
kazdy tyden v jednom replikdtu u kazdé expozi¢ni skupiny, pticemz replikaty ve stejné
expozi¢ni skupiné se kazdy tyden stfidaji.

V pribéhu zkousky se prutoky fediciho a zasobniho roztoku v urcitych intervalech
kontroluji (napf. minimaln¢ tiikrat tydné). Doporucuje se zakladat wvysledky na
naméfenych koncentracich. Udrzela-li se vSak koncentrace zkouSené chemické latky
v roztoku béhem celé zkousky uspokojiveé v rozmezi £20% stiednich naméfenych hodnot,
1ze vysledky zaklddat na jmenovitych nebo zméfenych hodnotach. V ptipadé chemickych
latek, které se v rybach vyrazné akumuluji, se mohou zkuSebni koncentrace snizovat s tim,
jak ryba roste. V téchto ptipadech se doporu€uje upravit rychlost vymény zkuSebniho
roztoku v kazdé komofte tak, aby byly zkuSebni koncentrace udrZzeny v maximalni mozné
mife konstantni.

Pozorovani a méiené parametry

33.

34.

M¢fené parametry zahrnuji plodivost, fertilitu, lihnuti, rist a pteziti za ucelem zhodnoceni
moznych U¢inkd na urovni populace. Také pozorovani chovani by se mélo provadét denné
a kazdé neobvyklé chovani by se mélo zaznamenat. Dal$i mechanistické parametry
zahrnuji hladiny hepatické vig mRNA nebo bilkoviny VTG urcené na zakladé imunotestu
(28), pohlavni fenotypové markery, jako jsou charakteristické samci papily na fitni ploutvi,
histologické vySetteni pohlavi podle gondd a histopatologické vySetfeni ledvin, jater a
gonad (viz seznam parametrl v tabulce 1). VSechny tyto specifické parametry se hodnoti v
souvislosti s uréenim genetického pohlavi jednotlivce podle ptitomnosti nebo
nepfitomnosti genu dmy urcujiciho sam¢i pohlavi halancika japonského (viz odstavec 41).
Dale se hodnoti také doba do tfeni. Kromé toho lze jednoduché podily fenotypového
pohlavi odvodit podle informaci o poctu papil na fitni ploutvi, které¢ definuji jednotlivé
halan¢iky japonské jako samicky nebo samecky. Od této zkuSebni metody nelze ocekavat,
ze bude detekovat mensi odchylky od ocekavaného podilu pohlavi, protoze relativné malé
pocty ryb v kazdém replikdtu nezajiStuji dostatecnou statistickou silu. V priabéhu
histopatologického vysetfeni se také hodnoti gonady a provadi se mnohem silnéjsi analyzy
pro stanoveni fenotypu gonad v souvislosti s genetickym pohlavim.

Hlavnim ucelem této zkuSebni metody je posoudit potencidlni u¢inky zkouSené chemické
latky relevantni pro populaci. Mechanistické parametry (VTG, SSC a nékteré ucinky na
histopatologii gonad) mohou rovnéZ pomoci pii urcovéani, zda je néktery ucinek
zprostitedkovan endokrinni aktivitou. Tyto mechanistické parametry vSak mohou byt

527



D060575/02

rovnéz ovlivnény systémovymi a jinymi toxicitami. Proto muze byt také detailné
posuzovana histopatologie jater a ledvin, coz pomuze 1épe pochopit odpovédi u
mechanistickych cilovych parametrt. I kdyz se vSak neprovedou tato podrobna hodnocent,
je treba presto zaznamendvat a vykéazat hrubé abnormality zpozorované nahodné pfti
histopatologickém vysetteni.

Humdadnni usmrceni ryb

35.

Pti ukonceni expozice generace FO a F1, kdyz se odebira dil¢i vzorek nedospélych ryb, by
se ryby meély usmrtit pfiméfenym mnozstvim roztoku anestetika (napf. trikain methan
sulfonat, MS-222 (CAS.886-86-2), 100-500 mg/l), pufrovaného roztokem NaHCOs3;
(hydrogenuhli¢itan sodny, cislo CAS 144-55-8) 300 mg/l, aby se sniZilo podrazdéni
sliznice. Jestlize ryby vykazuji zndmky znaéného utrpeni (velmi silné utrpeni a spolehlivé
1ze predvidat thyn) a jsou povaZzovany za hynouci, je tfeba jim podat anestetikum, usmrtit
je a pfi analyze dat je zahrnout do mortality. Pokud je ryba usmrcena v dusledku
morbidity, je tfeba to zaznamenat a vykazat. V zavislosti na tom, kdy v prubéhu studie jsou
ryby usmrceny, je lze uchovat pro histopatologickou analyzu (fixovat ryby pro ptipadnou
histopatologii).

Nakladani s vajicky a rybimi larvami

Sher vajicek od chovnych parii pro namnozeni dalsi generace

36.

37.

Sbér vajicek se provadi prvni den (nebo v piipadé potieby prvni dva dny) zkuSebniho
tydne 4, aby se preslo z generace FO na generaci F1, a zkuSebniho tydne 18, aby se pteslo z
generace F1 na generaci F2. ZkuSebni tyden 18 odpovida generaci F1, 15 tydni pro
fertilizaci dospélych ryb. Je dtlezité, aby byla z kazdé nadrze odebrana vSechna vajicka v
den pted zapocetim sbéru vajicek, aby bylo zajiSténo, Ze vSechna vajicka ziskana od
chovného paru jsou z jednoho tfeni. Po vytfeni nékdy samicky halancika japonského nosi
sva vajicka v blizkosti kloaky, dokud je nemohou ulozit na substrat. Protoze v nadrzi
zadny substrat neni, mohou byt vajicka nalezena pfichycena k samicce nebo na dné nadrze.
Podle toho, kde se vajicka nachdzeji, ve zkusebnim tydnu 4 generace FO a ve zkuSebnim
tydnu 18 generace F1 se opatrné oddéli od samicky nebo vysaji ze dna. VSechna vajicka
shromazdéna v ramci expozice se pred distribuci do inkuba¢nich komor slouci.

Vlékna, ktera drzi vytfend vajicka dohromady, je tfeba odstranit. Od kazdého chovného
paru (1 par na kazdy replikat) se sesbiraji oplodnénd vajicka (maximaln¢ 20), slouci se
podle expozice a systematicky rozdéli do vhodnych inkubacnich komor (dodatek 6, 7).
Pomoci kvalitniho stereoskopického mikroskopu 1ze vidét znamky rané fertilizace/vyvoje,
jako je vznik fertilizatni membrany (chorionu), probihajici d€leni bunck nebo vznik
blastuly. Inkuba¢ni komory mohou byt vloZeny do samostatného ,,inkubaéniho akvaria*
sestaveného pro kazdou expozici (v takovém ptipadé¢ je tfeba v nich méfit kvalitu vody a
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koncentrace zkousené chemické latky) nebo do replikatu akvaria, v némz budou chovéany
vylihlé larvy (naptiklad eleutheroembryo). Pokud je potiebny druhy den sbéru (zkuSebni
den 23), vSechna vajicka z obou dnl se slouci a poté se systematicky rozdeli do vSech
zkuSebnich replikatu.

Peéstovani vajicek do vylihnuti

38.

39.

Oplodnéna vajicka se prubézné promichavaji, napr. v inkubatoru vzduchovymi bublinkami
nebo vertikdlnim krouzenim inkubatoru. Mortalita oplodnénych vajicek (embryi) se kazdy
den kontroluje a zaznamenava. Odumielé vajicka se z inkubatort odstranuji (dodatek 9). V
den 7 po fertilizaci se promichdvani zastavi nebo snizi, aby se oplodnéna vajicka mohla
usadit na dn¢ inkubatoru. Podporuje to lihnuti, zpravidla nasledujici den ¢i po dvou dnech.
U kazdé expozice a kontroly se spocitd (ze spojenych replik) plidek (mladé larvy;
eleutheroembrya). Oplodnéné vajicka, z nichz se nevylihl plidek ani po dvojnasobku
sttedni doby lihnuti v kontrole (obvykle 16. nebo 17. den po fertilizaci), se povazuji za
nezivotaschopna a zlikviduji se.

Do kazdé repliky nadrze se prenese dvanact pladka. Plidek z inkubac¢nich komor se slouci
a systematicky rozdéli do replik nadrzi (dodatek 7). Lze to provést ndhodnym vybérem
plidku z expoziéni skupiny a postupnym piidavanim plidku bez rozdilu do replikovanych
akvérii. Kazd4d z nadrzi by méla obsahovat stejny pocet (n = 12) vylihlych larev
(maximalné 20 larev v nadrzi). Pokud neni dostatek plidku k zaplnéni vSech expozicnich
replikati, doporucuje se zajistit, aby co mozna nejvice replikatiu méelo 12 pludka. S
plidkem lze bezpecné manipulovat pomoci sklenénych pipet s velkym vnitinim primérem.
Zbyvajici plidek se humanné usmrti anestetikem. V tydnech pted sestavenim chovnych
part je tfeba zaznamenat den, kdy bylo v kazdém replikatu pozorovano prvni tfeni.

Piiprava chovnych para

Oznaceni ploutvi a urceni genotypového pohlavi

40.

41.

Urceni genotypového pohlavi oznacenim ploutvi se provadi v 9.—-10. tydnu po fertilizaci
(t). zkuSebni tyden 12—13 u generace F1). VSechny ryby v nadrzi se anestetizuji (s
pouzitim schvalenych metod, napt. I[ACUC) a z dorzédlni nebo ventralni Spicky ocasni
ploutve kazdé ryby se odebere maly vzorek tkané za ucelem stanoveni genotypového
pohlavi jednotlivce (29). Ryby z replikdtu mohou byt v replikdtové nddrZzi umistény do
klicek, pokud mozno jedna ryba na klicku. Alternativné 1ze do kazdé klicky umistit dvé
ryby, pokud je 1ze od sebe odlisit. Jednou z metod je zasttihnout pii odebirani vzorku tkané
ocasni ploutev rizné (napt. dorzalni nebo ventralni Spicku).

Genotypové pohlavi halancika japonského se urci identifikovanym a sekvenovanym genem
(dmy), ktery je umistén na chromozomu Y. Pfitomnost dmy indikuje jedince XY, a to bez
ohledu na fenotyp, zatimco nepiitomnost dmy indikuje jedince XX, a to bez ohledu na
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fenotyp (30); (31). Z kazdé odsttizené ploutve se extrahuje kyselina deoxyribonukleova
(DNA) a pritomnost nebo neptitomnost genu dmy se urci metodami polymerazové fetézové
reakce (PCR) (viz dodatek 9 v kapitole C.41 této ptilohy nebo dodatek 3 a 4 v (29).

Sestaveni chovnych parii

42. Informace o fenotypovém pohlavi se pouziji k sestaveni chovnych pardi XX-XY bez
ohledu na externi fenotyp, ktery mize byt pozménén expozici zkouSené chemické latce. V
den po stanoveni genotypového pohlavi kazdé ryby se ndhodné vyberou z kazdého
replikatu dvé ryby XX a dvé ryby XY a sestavi se dva chovné pary XX-XY. Pokud v
replikatu nejsou dvé ryby XX, pfipadné dvé ryby XY, pouzije se vhodna ryba z jinych
replikat v rdmci skupiny. Prioritou je mit doporuc¢eny pocet replikovanych chovnych para
(12) v kazdé expozici i v kontrolach (24). Pii sestavovani chovnych part se vylouéi ryby
se zjevnymi abnormalitami (problémy s plynovym méchyfem, pateini deformity, extrémni
odchylky velikosti atd.). V pribéhu reprodukéni faze generace F1 by méla kazda
replikovana nadrz obsahovat pouze jeden chovny par.

Vybér vzorku nedospélych jedinctii a hodnoceni cilovych parametri

Vyber vzorku ryb netvoricich chovny par

43. Po ptipravé chovnych part se ryby, které nebyly vybrany k dalSimu chovu, humanné
usmrti za ucelem méteni cilovych parametrti nedospélych jedinct ve zkuSebnim tydnu 12—
13 (F1). Je velice dulezité, aby bylo s rybami zachdzeno tak, aby bylo stile mozné
vysledovat genotypové pohlavi stanovené pro vybér chovnych part k jednotlivym rybam.
Vsechny shromazdéné tdaje se analyzuji v rdmci genotypového pohlavi konkrétni ryby.
Kazdéa ryba se pouzije pro méfeni nejrizngjsich cilovych parametrli, véetné: stanoveni
miry pfeziti juvenilnich/nedospélych ryb (zkuSebni tydny 7-12/13 (F1)), nartistu délky
(standardni délka se muze mefit, jestlize byla ocasni ploutev zkracena v ramci vybéru
vzorku pro analyzu genetického pohlavi. Celkova délka se miZe méfit, jestlize byl odebran
vzorek pouze Casti ocasni ploutve, dorzalni nebo ventralni, pro stanoveni genu dmy) a
télesné hmotnosti (tj. hmotnost ve vlhkém stavu, po osusSeni do sucha), jaterni vig mRNA
(nebo VTG) a papil fitni ploutve (viz tabulky 1 a 2). Nezapomeiite, Ze hmotnost a délka
chovnych part je potfebna také pro vypocet stiedniho riistu v expozi¢ni skupiné.

Odber tkanovych vzorkit a mereni vitelogeninu
44, Jatra se vypreparuji a ulozi pii teploté¢ <70 °C az do doby méteni vig mRNA (neboVTG).
Ocas ryby, véetné fitni ploutve, se konzervuje ve vhodné fixacni latce (napt. Davidsontv
roztok) nebo se vyfotografuje, aby bylo mozné pozd¢ji spocitat papily na fitni ploutvi. V
tomto okamZiku mohou byt odebrany i vzorky jinych tkdni (tj. gondd) a uchovany.
Koncentrace jaterni VTG se kvantifikuje metodou homologni ELISA (viz doporucené
postupy pro halancika japonského v dodatku 6 v kapitole C.48 této ptilohy). Alternativné
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byly americkou agenturou EPA stanoveny metody pro kvantifikaci mRNA vtg, tj. extrakce
mRNA genu vtg I ze vzorku jater a kvantifikace poc¢tu kopii genu vtg I (na ng celkové
mRNA) kvantitativni PCR (29). Misto stanovovani poctu kopii genu vtg v kontrolni
skupiné a v expozi¢ni skupiné je metodou méné¢ narocnou na zdroje 1 mén¢ technicky
obtiznou stanovit relativni (nasobnou) zménu exprese vtg I z kontrolni skupiny a expozicni
skupiny.

Druhotné pohlavni znaky

45.

Za normalnich okolnosti ma papily, které se vyvinou na clancich n€kterych paprskt fitni
ploutve jako druhotna pohlavni charakteristika, pouze pohlavné dospély samecek halancika
japonského, coz predstavuje potencidlni biomarker endokrinnich disruptivnich U¢ink.
Metoda pocitani papil na fitni ploutvi (pocet ¢lankd s papilami) je uvedena v dodatku 8.
Pocet papil na fitni ploutvi u jednotlivce se také pouziva pro ucely vypoctu jednoduchého
podilu pohlavi v replikdtu jako ukazatel, ze dany jednotlivec je externé¢ fenotypovy
samecek nebo samicka. Halancik japonsky s libovolnym poctem vétSim nez 0 je definovan
jako samecek; halancik japonsky bez papil (0 papil) na fitni ploutvi je definovéan jako
samicka.

Posouzeni plodivosti a fertility

46.

47.

Plodivost a fertilita se posuzuji ve zkuSebnich tydnech 1 az 3 v generaci FO a ve
zkuSebnich tydnech 15 az 17 v generaci F1. Vajicka od kazdého chovného paru se sbiraji
denné béhem 21 po sobé jdoucich dnll. Vajicka se kazdé rano jemné uvolni z vylovenych
samicek anebo se vysaji ze dna akvaria. Plodivost 1 fertilita se zaznamenavaji denné pro
kazdy replikovany chovny par. Plodivost je definovana jako pocet vytfenych vajicek a
fertilita je funk¢éné definovana jako pocet oplodnénych a Zivotaschopnych vaji¢ek v dobé
pocitani. Pocitani by se mélo provést co nejdiive po sbéru vajicek.

Plodivost replikatu se zaznamenava denné jako pocet vajicek na chovny par a analyzuje se
podle doporucenych statistickych postupt s pouzitim stfednich hodnot replikati. Fertilita
replikatu je soucet poctu fertilnich vajicek vyprodukovanych chovnym péarem déleno
souctem poctu vaji¢ek vyprodukovanych timto parem. Statisticka fertilita se analyzuje jako
podil na replikat. Lihnivost replikatu je pocet plidki déleno poctem nasazenych embryi
(obvykle 20). Statisticka lihnivost se analyzuje jako podil na replikat.

Vybér vzorku dospélych jedinci a hodnoceni cilovych parametria

Odbeér vzorkii chovnych parii

48.

Po zkuSebnim tydnu 17 (tj. po Uspé€Sném zahdjeni generace F2) se dospéli jedinci
z generace F1 humann¢ usmrti a hodnoti se rizné sledované parametry (viz tabulky 1 a 2).
Potidi se obrazovy zdznam fitni ploutve pro posouzeni papil na fitni ploutvi (viz dodatek
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8) a/nebo se odebere ocas bezprostiedné za kloakou a fixuje se pro pozd¢jsi spocitani
papil. V tomto okamziku muze byt pfipadné odebran vzorek casti ocasni ploutve a
archivovan pro ovéreni genetického pohlavi (dmy). V ptipad¢ potieby mize byt odebran
vzorek tkan¢ pro zopakovani analyzy dmy za ulelem ovéfeni genetického pohlavi
konkrétni ryby. Pfed ponofenim celého téla do fixacni latky se otevie télni dutina, aby byla
umoznéna perfuze prislusnymi fixaénimi latkami (napt. Davidsoniiv roztok). Pokud je vSak
pied fixaci proveden vhodny permeabilizacni krok, neni tfeba télni dutinu otevirat.

Histopatologie

49. Kazda ryba se histologicky vySetii, zda gonadalni tkan neni patologicka (30 ), (29). Jak je
zminéno v odstavci 33, mohou byt dal$i mechanistické parametry hodnocené v této analyze
(tj. VTG, SSC a nékteré gonadalni histopatologické ucinky) ovlivnény systémovou ¢i jinou
toxicitou. Proto mize byt také detailné posuzovana histopatologie jater a ledvin, coz
pomiize 1épe pochopit odpovédi u mechanistickych cilovych parametrt. I kdyz se vSak
neprovedou tato podrobnd hodnoceni, je tieba pfesto zaznamendvat a vykédzat hrubé
abnormality zpozorované ndhodn¢ pfi histopatologickém vySetieni. Lze zvazit ,,odecet* od
skupiny s nejvyssi expozici (v porovnani s kontrolou) do expozice bez ucinku, doporucuje
se vSak histopatologicky postup konzultovat (29). Obvykle se zpracuji/preparuji vSechny
vzorky a poté je posoudi patolog. Pii pouziti ,,odectové* metody nezapomente, Ze postup
podle Rao-Scotta a Cochrane-Armitage vyuzivajici dil¢i testy (RSCABS) pouziva
predpoklad, Ze se zvySovanim urovné davky se zvysuje také biologicky dopad (patologie).
Sila analyzy se tedy ztrati, pokud bude posuzovana pouze jedna vysoka davka bez sttedné
velkych davek. Pokud neni nezbytné provadét statistickou analyzu, aby mohlo byt
rozhodnuto, Ze vysokd ddvka nema zadny ucinek, je tento postup pfijatelny. Z tohoto
hodnoceni se odvodi také gonadovy fenotyp.

Dalsi pozorovani
50. Zkouska MEOGRT poskytuje udaje, které mohou byt pouZity (napf. pii analyze
prukaznosti vysledkdl) pro soucasné hodnoceni alespoii dvou obecnych typi drah
nezadoucich ucinkd (AOP), které konci naruSenim reprodukéni funkce: a) endokrinné
mediované drahy zahrnujici naruSeni endokrinni osy hypotalamus-hypofyza-gonady (HPG)
a b) drahy, které puasobi snizeni pfeziti, ristu (délky a hmotnosti) a rozmnozovani
prostfednictvim neendokrinné mediované toxicity. V této zkouSce jsou zahrnuty také
parametry obvykle méfené ve zkouSkach chronické toxicity, jako je zkouSka celého
vyvojového cyklu a zkouska ranych vyvojovych stadii, a tyto parametry mohou byt pouzity
na vyhodnoceni nebezpecnosti, kterou piedstavuji neendokrinné mediované toxické
zpusoby ucinku 1 endokrinné¢ mediované drahy toxicity. V prabéhu zkouSky by se mélo
provadét denné pozorovani chovani a kazdé neobvyklé chovani by se mélo zaznamenat.
Dale by se méla zaznamenat veSkerd mortalita a pfeZiti do redukce ryb (zkuSebni tyden
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6/7), pteziti po redukci do odbéru vzorku nedospélych jedinct (v tydnu 9—10 po fertilizaci)
a vypocitat preziti od sparovani do odbéru vzorku dospélych ryb.

Tabulka 1: Pfehled sledovanych parametri u zkousky MEOGRT*

Vyvojové Ukazatel Generace
stadium
Embryo Vylihnuti (% a doba do vylihnuti) F1, F2
(2 tydny po
fertilizaci)
Mladé ryby Preziti F1
(4 tydny po
fertilizaci)
Nedospélé ryby Preziti F1
(9 nebo 10 Riist
tydnti po .
fertilizaci) (délka a hmotnost)
Vitelogenin
(mRNA nebo bilkovina)
Druhotné pohlavni znaky
(papily na fitni ploutvi)
Pomeér pohlavi podle vnéjsich znaki
Doba do 1. vytieni
Dospély Reprodukce FO, F1
jedinec (plodivost a fertilita)
(12-14 tydnt
po fertilizaci)
Dospély Preziti Fl1
Ll Rist
tydnd po .
fertilizaci) (délka a hmotnost)
Druhotné pohlavni znaky
(papily na fitni ploutvi)
Histopatologie
(gonady, jatra, ledviny)

*Tyto parametry se statisticky analyzuji.

HARMONOGRAM

51. Harmonogram zkousky MEOGRT znazornény v tabulce 2 ukazuje pribeh zkousky.
Zkouska MEOGRT zahrnuje 4 tydny expozice do vyvoje dospélych jedincti generace FO,
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15 tydnl expozice do generace F1 a dobu expozice pro druhou generaci (F2) az do
vylihnuti (2 tydny pro fertilizaci). Pribéh zkousky MEOGRT je shrnut v dodatku 9.
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Tabulka 2: Harmonogram expozice a méfeni sledovanych parametrti u zkousky MEOGRT.

Harmonogram expozice a sledované parametry u zkousky MEOGRT

FO 12134
F1 123456789 |10f11|12]13[14]15
F2 112

Tyden zkousky| 1 [2 |3 (45|67 |89 |10|11|12]13|14|15[16[17|18|19

[Vyvojové stadium Embryo Larva Miada ryba Nedospéla ryba | Dospéla ryba

Sledované vlastnosti

Plodnost Fo Fi e  Usporadani experimentu ma 7 skupin
. replikatt

Fertilita Fo Fi .. .

o 5 pro expozici zkousené
Vylihnuti F F» chemické latce

o 2 pro kontrolni expozici (4,
Preziti Fi Fi Fi pokud je pouzZito rozpoustédlo)
Riist Fo F F e  Usporadani v ramci skupiny

- - o 12 replikati pro reprodukei,

Vitelogenin Fi patologii a SSC dospélych
Druhotné jedinct (tydny 10 az 18)

[pohlavni znaky|

Fi Fi o 6 replikatd pro vylihnuti,
preziti, Vtg a - SSC a rist

Histopatologie F, nedospélych jedinct (tydny 1
az9)
7 kcusebni SSC: druhotné pohlavni znaky; Wks:
tyden 1234516789 |10|11|12]13|14[15[(16[17[18[19 |tydny;
Vtg: vitelogenin
OZNAMOVANI UDAJU

Statisticka analyza

52.ProtoZze se pro vSechny pokusné ryby stanovi genotypové pohlavi, je tfeba udaje

53.

analyzovat pro kazdé genotypové pohlavi samostatné (tj. samecci XY a samicky XX). V
opacném piipadé by se vyrazné sniZila statisticka sila jakékoli analyzy. Statisticka analyza
udajii by se pokud mozno méla fidit postupy, které jsou popsany v dokumentu OECD
Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to
Application (32) (Soucasné pftistupy ke statistické analyze dat tykajicich se udaji o
ekotoxicité: Pokyny k pouziti). Dalsi pokyny ke statistické analyze jsou uvedeny v dodatku
10.

Uspotadani experimentu a vybér statistickych testi by mél umoznovat dostateCnou
prukaznost zkousky, aby se zjistily zmény biologického vyznamu v ukazatelich, u nichz
ma byt uvedena hodnota NOEC (32). Vykazovani ptislusnych koncentraci vyvolavajicich
u¢inky a pfisluSnych parametri muze zaviset na regulatnim ramci. Je tieba urcit
procentudlni zménu u kazdého ukazatele, ktery ma byt zjistén nebo odhadnut. Aby to bylo
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mozné, melo by byt usporadani experimentu piesné prizpusobeno. Neni pravdépodobné, ze
stejna procentudlni zména plati pro vSechny ukazatele, a neni ani pravdépodobné, ze je
mozné naplanovat proveditelny experiment, ktery splni tato kritéria u vSech ukazatelt. Za
ucelem napldnovani experimentu vhodnym zpiisobem je proto dalezité zaméfit se na ty
ukazatele, které jsou dulezité pro dany experiment. V dodatku 10 je uvedeno statistické
schéma a pokyny, které jsou voditkem pfi zpracovani udajii a pti vybéru nejvhodnéjsiho
statistického testu nebo modelu, ktery ma byt pouzit. Mohou byt pouzity i jiné statistické
metody za predpokladu, ze jsou védecky odiivodnéné.

54. Bude nezbytné analyzovat rozdily v rdmci kazdé sady opakovani pomoci analyzy rozptylu
nebo pomoci kontingenc¢ni tabulky a na zaklad€ této analyzy pouzit dostatecné, vhodné
metody statistické analyzy. K vicendsobnému porovnani vysledki pro jednotlivé
koncentrace a pro kontrolni skupiny se doporucuje test sestupného trendu (napf.
Jonckheerv-Terpstriv test) pro kontinualni odpovédi. Nejsou-li udaje v souladu
s monotonni odpoveédi na koncentraci, je tieba pouzit Dunnettiiv test nebo Dunntiv test (v
ptipadé potfeby po adekvatni transformaci dat).

55. U plodivosti se vajicka pocitaji denn¢, ale analyza mtze byt provedena jako celkovy pocet
vajicek nebo jako opakované méteni. Podrobnosti o analyzovani tohoto parametru jsou
uvedeny v dodatku 10. Pro histopatologické udaje, které jsou ve formé stupné zavaznosti,
byl vypracovan novy statisticky test, Rao-Scottiiv, Cochranliv-Armitagelv test vyuZzivajici
dil¢i testy (RSCABS) (33).

56. VSechny sledované parametry pozorované pii expozicich chemické latce, které jsou
vyznamné odliSné od ptisluSnych kontrol, je tieba vykazat.

Poznamky k analyze dat
Pouziti zpochybnenych urovni expozice

57. Pti urcovéani toho, zda opakovani nebo celd expozice vykazuji zjevnou toxicitu a mély by
byt z analyzy vyfazeny, se zvazuje nékolik faktorl. Zjevna toxicita je definovana jako > 4
uhyny v kazdém opakovani mezi tydnem 3 a 9 po fertilizaci, které nelze vysvétlit
technickou chybou. Jiné ptiznaky zjevné toxicity zahrnuji krvaceni, nestandardni chovani,
nestandardni plavani, anorexii a jakékoli jiné klinické pfiznaky choroby. Pfi subletalnich
pfiznacich toxicity mohou byt nezbytnd kvalitativni hodnoceni, kterd by méla byt vzdy
provadéna ve srovnani s kontrolni skupinou v fedici vodé (pouze Cistd voda). Jestlize
nejvyssi expozice vykazuje (vykazuji) zjevnou toxicitu, doporucuje se, aby byly tyto
expozice z analyzy cenzurovany.

Kontroly s rozpoustédlem
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Pouziti rozpoustédla by mélo byt zvazovano pouze jako posledni moznost, kdyz byly
uvazeny vSechny ostatni moznosti davkovani chemické latky. Je-li pouzito rozpoustédlo,
m¢la by byt soubézné provedena u kontrolni skupiny zkouska s fedici vodou. Pti ukonceni
zkousky je tfeba provést hodnoceni pfipadnych ucinkl rozpoustédla. To se provede
pomoci statistického srovnani kontrolni skupiny s rozpoustédlem a kontrolni skupiny
determinanty rustu (hmotnost), jelikoz tyto ukazatele mohou byt ovlivnény
generalizovanymi toxicitami. Jsou-li zaznamenény statisticky vyznamné rozdily v téchto
ukazatelich mezi kontrolni skupinou s fedici vodou a kontrolni skupinou s rozpoustédlem,
je tieba odborné posoudit, zda je platnost zkousky zpochybnéna. Jestlize se tyto dvé
kontroly lisi, je tfeba skupiny exponované chemické latce porovnavat s kontrolou s
rozpoustédlem, pokud neni znamo, Ze je vhodné&j$i porovnani s kontrolou s fedici vodou.
Neni-li zaznamendn zadny statisticky vyznamny rozdil mezi obéma kontrolnimi
skupinami, doporucuje se porovnavat skupiny exponované zkousené¢ chemické latce se
sloucenymi skupinami (kontrola s rozpoustédlem a kontrola s fedici vodou), pokud neni
znamo, ze je vhodnéjsi bud’ porovnéni pouze s kontrolou s fedici vodou, nebo pouze s
kontrolni skupinou s rozpoustédlem.

Zavérefna zprava

59.

Zavérecnd zprava by méla obsahovat:

Zkousend chemicka latka: fyzikalni povaha a (je-li to podstatné) fyzikdlné-chemické viastnosti,

udaje o chemicke identifikaci.

Jednoslozkova latka:

fyzicky vzhled, rozpustnost ve vodé a dalsi relevantni fyzikalné-chemické vlastnosti.

chemicka identifikace, napf. nazev podle IUPAC nebo CAS, ¢islo CAS, kod SMILES
nebo InChl, strukturni vzorec, Cistota, popiipadé¢ chemickd identita necistot, je-li to
prakticky proveditelné atd. (v€etn€ obsahu organického uhliku, je-li méten).

Viceslozkova latka, UVCB a smési:

charakterizované pokud moZno chemickou identitou (viz vyse), kvantitativnim vyskytem a
relevantnimi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi sloZek.

Zkusebni druh:

veédecky nazev, kmen, je-li k dispozici, zdroj a metoda sbéru oplodnénych jiker a nasledné
zpracovani.

Zkusebni podminky:
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fotoperioda (fotoperiody),

usporadani zkousky (napft. velikost naddrze, materidl a objem vody, pocet zkusebnich
nadrzi a jejich replikatd, pocet plidkt v kazdém replikatu),

metoda pripravy zasobnich roztokii a cetnost obnovovani (je-li pouzito, mélo by se uvést
solubilizac¢ni ¢inidlo a jeho koncentrace),

metoda davkovani zkousené chemické latky (napf. Cerpadla, fedici systémy),

vytéznost metody a nominalni zkusebni koncentrace, mez stanovitelnosti, stiedni hodnoty
naméienych hodnot ve zkusebnich nadrzich a jejich smérodatné odchylky a metody jejich
stanoveni a doklad toho, ze naméfené koncentrace odpovidaji koncentracim zkouSené
chemické latky ve skutecném roztoku,

charakteristiky fedici vody: hodnota pH, tvrdost, teplota, koncentrace rozpusténého
kysliku, koncentrace zbytkového chloru (je-li métena), obsah celkového organického
uhliku (je-li méten), obsah suspendovanych latek (je-1i méten), salinita zkuSebniho média
(je-li métena) a vysledky jakychkoli jinych provedenych métent,

nominalni zkuSebni koncentrace, stfedni hodnoty namétenych koncentraci ve zkuSebnich
nadobéch a jejich smérodatné odchylky,

kvalita vody ve zkusebnich nadrzich, pH, teplota (denné) a koncentrace rozpusténého
kysliku,

podrobné informace o krmeni (napt. druh krmiva (krmiv), ptivod, podavané mnozstvi
a frekvence krment).

Vysledky:

doklady o tom, Ze kontrolni skupiny splnily celkova kritéria validity,

nasledujici idaje o kontrolnich (plus kontrole s rozpoustédlem, kdyz je pouzita) a
expozicnich skupinach: lihnuti (lihnivost a doba do vylihnuti) pro generace F1 a F2, pteziti
po vylihnuti u generace F1, rast (délka a t¢lesna hmotnost) u generace F1, genotypové
pohlavi a rozliSeni pohlavi (napf. druhotné pohlavni znaky podle papil na fitni ploutvi a
histologie gonad) u generace F1, fenotypové pohlavi u generace F1, druhotné pohlavni
znaky (papily na fitni ploutvi) u generace F1, mRNA vtg (nebo bilkovina VTG) u
generace F1, histopatologické vySetieni (gonady, jatra a ledviny) u generace F1 a
reprodukce (plodivost a fertilita) u generace F0, F1, (viz tabulky 1 a 2),

metoda statistické analyzy (regresni analyza nebo analyza rozptylu) a zpracovani tdaji
(pouzité statistické testy a modely),

koncentrace bez pozorovanych ucinkti (NOEC) pro kazdou posuzovanou odpoveéd’,
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Cv v

(pti p = 0,05), ptipadné¢ hodnoty ECx pro kazdou posuzovanou odezvu a intervaly
spolehlivosti (napt. 90 % nebo 95 %) a graf proloZeného modelu pouzity pro jejich
vypocet, smérnice kiivky koncentrace-odezva, vzorec regresniho modelu, odhadované
parametry modelu a jejich smérodatné odchylky,

- vSechny odchylky od této zkusebni metody a odchylky od kritérii pfijatelnosti a dale
poznamky k potencidlnim disledkim na vysledek zkousky.

60. U vysledki méteni sledovanych ukazateli by mély byt uvedeny stfedni hodnoty a jejich
smérodatné odchylky (pokud mozno pro jednotlivé replikaty i koncentrace).
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Dodatek 1

DEFINICE
Chemicka latka: latka nebo smés
ELISA: enzymova imunosorp¢ni analyza
Plodivost = pocet vajicek
Fertilita = pocet zivotaschopnych vajicek/plodivost

Délka k vidlici (FL) oznacuje délku od Spicky tlamy po prisecik paprski ocasni ploutve a
pouziva se u ryb, u kterych je obtizné urcit, kde konci patet (www.fishbase.org)

Lihnivost = pladky/pocet embryi nasazenych do inkubétoru
IACUC: Institutional Animal Care and Use Committee (Institucidlni vybor pro péci o
zvifata a jejich pouzivani)

Standardni délka (SL) oznacuje délku ryby métenou od $picky tlamy po konec posledniho
obratle nebo po konec ocasniho ndsadce ve stfedni Césti. JednoduSe feceno, tato mira
nezahrnuje délku ocasni ploutve (www.fishbase.org).

Celkova délka (TL) oznacuje délku od Spicky tlamy po konec delSiho laloku ocasni
ploutve, obvykle métenou s laloky sevienymi podél stiedni linie. Je to mira po pifimce,
neméii se pres zaobleni téla (www.fishbase.org).

Standardni délka e

b e Délkca ko vidlici |

S —— Cellkovd délka o ———

Obrazek 1:
Popis riznych pouzivanych délek
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ECx: (G¢innd koncentrace s x% uUc¢inkem) je koncentrace, kterd vyvold x% ucinek u
zkusebnich organismil béhem dané expozi¢ni doby ve srovnani s kontrolou. Naptiklad ECso
je koncentrace odhadnuta pro vyvoldni G¢inku na zkouSeny ukazatel u 50 % exponované
populace za stanovenou expozi¢ni dobu.

Prutokova metoda je zkouska, pii niz zkuSebni roztoky plynule protékaji zkuSebnim
systémem po celou dobu trvani expozice.

Osa HPG: hypothalamo-hypotyzo-gonadalni osa.

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry (Mezinarodni unie pro Cistou a
uzitou chemii).

Velikost nasady: ziva hmotnost ryb na jednotku objemu vody.

zkousené chemické latky, pfi niz je pozorovan statisticky vyznamny ucinek zkousené latky
ve srovnani s kontrolou (pfi p < 0,05). VSechny zkuSebni koncentrace vyssi nez LOEC musi
vSsak mit stejné nebo zdavaznéjsi Skodlivé ucinky, nez jsou ucinky pozorované pii
koncentraci LOEC. Nelze-li tyto dvé podminky splnit, mélo by byt podrobné vysvétleno,
jak byla LOEC (a tedy i NOEC) zvolena. Pokyny jsou uvedeny v dodatku 5 a 6.

Median letalni koncentrace (LCso): je koncentrace zkouSené chemické latky, ktera usmrti
priblizn¢€ 50 % zkusSebnich organismi béhem celé zkousky.

Koncentrace bez pozorovanych ucinki (NOEC) je zkuSebni koncentrace bezprostiedné
niz$i nez LOEC, ktera pfi srovnani s kontrolou nema pro danou expozi¢ni dobu statisticky
vyznamny uc¢inek (pii p < 0,05).

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification (ZjednoduSena molekularni
specifikace pro vstupni fadky).

Hustota obsadky: pocet ryb na jednotku objemu vody.
Zkous$ena chemicka latka: jakakoli latka nebo smés zkouSenad touto zkuSebni metodou.

UVCB: latky s nezndmym nebo proménlivym sloZenim, komplexni reakéni produkty nebo
biologicky material.

VTG: vitelogenin je fosfolipoglykoprotein, prekurzor proteinti vaje¢ného Zloutku, ktery se
obvykle vyskytuje u sexudlné aktivnich samicek vSech vejcorodych druht.

WPF: tydny po fertilizaci.
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Dodatek 2

NEKTERE CHEMICKE CHARAKTERISTIKY DOPORUCENE REDICI VODY

Latka Koncentrac¢ni limit
Pevné Castice 5 mg/l
Celkovy obsah organického uhliku 2 mg/l
Neionizovany amoniak 1 png/l
Zbytkovy chlor 10 pg/l
Celkové organofosforové pesticidy 50 ng/l
Celkovy obsahrorgapochlcerV)'Ich pesticidu a 50 ng/l
polychlorovanych bifenylt

Celkovy obsah organického chloru 25 ng/l
Hlinik 1 pg/l
Arsen 1 pg/l
Chrom 1 pg/l
Kobalt 1 pg/l
Med 1 pg/l
Zelezo 1 png/l
Olovo 1 pg/l
Nikl 1 pg/l
Zinek 1 pg/l
Kadmium 100 ng/1
Rtut’ 100 ng/l
Stiibro 100 ng/l
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Dodatek 3

ZKUSEBNI PODMINKY PRO ZKOUSKU MEOGRT

1. Doporuceny druh
2. Typ zkousky

3. Teplota vody

4. Kwvalita osvétleni

6. Velikost nasady

7. Minimalni vyuzitelny objem
zkuSebni komory

8. Vymeéna objemu zkusebnich
roztokll

Halancik japonsky (Oryzias latipes)
Kontinualni pratok

Nominalni teplota pfi zkousce je 25 °C. Stedni teplota po celou dobu
zkousky v kazdé nadrzi je 24-26 °C.

Fluorescenéni zativky (Sirokospektralni a ~ 150 lumen/m?)
(~ 150 lux).

16 h svétlo: 8 h tma

FO: 2 dospélé ryby/replikat; F1: zahajuje se maximalné s 20 vajicky
(embryi)/replikat, redukuje se na 12 embryi/replikat pti vylihnuti a poté
2 dospélé ryby (chovny par XX-XY) v tydnu 9-10 pro reprodukéni fazi
1,8 I (napf. velikost zkusebni komory: 18 x 9 x 15 cm)

Minimalné Snasobek objemu/den a maximalné 16nasobek objemu/den
(nebo prutok 20 ml/min)

9. Stafi zkusebnich organismt pti FO: > 12 tydnt po fertilizaci, ale doporucuje se nepiekracovat 16 tydna

zahéjeni

10.Pocet organismil na replikat

11.Pocet expozic

12.Pocet replikatt pro kazdou
expozici

13.Pocet organismil na zkousku

14. Krmny rezim

po fertilizaci

FO: 2 ryby (par samic¢ka a samecek); F1: maximalné 20 ryb
(vajicek)/replikat (vyprodukovanych chovnymi pary z generace FO a
F1).

5 expozic zkousené chemicke latce plus ptislusna kontrola (kontroly)

Minimalné 6 replikatii na expozici u zkousené chemické latky a
minimalné 12 replikatd u kontrol a u kontroly s rozpoustédlem, pokud je
pouzita (pocet replikatd se v reprodukéni fazi u generace F1
zdvojnasobi)

Minimaln¢ 84 ryb v generaci FO a 504 v generaci F1. (Je-li pouzita
kontrola s rozpoustédlem, pak 108 ryb v generaci FO a 648 ryb v
generaci F1.) Po¢itanou jednotkou je post-eleutheroembryo.

Ryby se krmi libovoln¢ dlouho Zabronozkou, rod Artemia, (24 hodin
star¢ larvy) a v pripadé potieby doplnkoveé komeréné dostupnym
vlockovym krmivem. (Ptiklad krmného planu pro zajisténi adekvatniho
rustu a vyvoje na podporu silné reprodukce 1ze nalézt v dodatku 6.)
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15.Provzdus$novani

16.Redici voda

17. Doba expozice

18.Biologické ukazatele

(primarni)

19.Kritéria platnosti zkousky

D060575/02

Zadné, pokud rozpustény kyslik neklesne pod 60 % hodnoty saturace
vzduchu.

Cista povrchova, studni¢ni nebo rekonstituovana voda nebo
odchlorovana vodovodni voda.

Primarné 19 tydnt (od generace FO do vylihnuti generace F2)

Lihnivost (F1 a F2); pteziti (F1, od vylihnuti do tydne 4 po fertilizaci
(konec larvalniho stadia / zacatek stadia mladych ryb), od tydne 4 do
tydne 9 (nebo 10) po fertilizaci (zacatek stadia mladych ryb do stadia
nedospélych ryb) a od tydne 9 do tydne 15 po fertilizaci (nedosp€lé ryby
az do ukonceni zkousky u dospélych ryb)); rtst (F1, délka a hmotnost v
tydnu 9 a 15 po fertilizaci); druhotné pohlavni znaky (F1, papily na fitni
ploutvi v tydnu 9 a 15 po fertilizaci); vitelogenin (F1, mRNA v¢g nebo
bilkovina VTG v tydnu 15 po fertilizaci); fenotypové pohlavi (F1,
prostfednictvim histologického vySetfeni gonad v tydnu 15 po
fertilizaci); rozmnozovani (FO a F1, plodivost a fertilita po dobu 21
dnt); doba do vytfeni (F1) a histopatologie (F1, gonady, jatra a ledviny
v tydnu 15 po fertilizaci)

Rozpustény kyslik > 60 % hodnoty nasyceni vzduchem; stfedni teplota
vody 24-26 °C po celou dobu zkousky; Gspésna reprodukce > 65 %
samicek v kontrolni skupin€ (skupindch); stiedni denni plodivost > 20
vajicek v kontrolni skupiné (skupinach); lihnivost vaji¢ek > 80 %
(primér) v kontrolnich skupinach (v kazdé generaci F1 a F2); preziti po
vylihnuti do tydne 3 po fertilizaci > 80 % (primér) a od tydne 3 po
fertilizaci az do ukonceni pro tuto generaci > 90 % (prumeér) v
kontrolnich skupinach (F1), koncentrace zkousené chemické latky v
roztoku by mély byt uspokojivé udrzovany v rozmezi + 20 % stfednich
namétenych hodnot.

547



D060575/02

Dodatek 4

POKYNY K TYPICKYM KONTROLNIM HODNOTAM

Je tfeba uvést, Ze tyto kontrolni hodnoty vychazeji z omezeného poctu validacnich studii a s
ohledem na dalsi zkuSenosti mohou byt revidovany.

Rust

Hmotnost a délka se méti u vSech vzorkl ryb v tydnu 9 (nebo 10) a 15 po fertilizaci. Pti
dodrzovani tohoto protokolu bude ocekdvand hmotnost za vlhka v tydnu 9 po fertilizaci 85—
145 mg u sameckt a 95-150 mg u samicek. Ocekavand hmotnost v tydnu 15 po fertilizaci je
250-330 mg u sameckll a 280-350 mg u samicek. I kdyz se u jednotlivych ryb mohou
objevit znacné odchylky od téchto rozmezi, stfedni kontrolni hmotnosti vyrazné¢ mimo
uvedené rozmezi, zejména niz§i, naznacuji problémy s krmenim, fizenim teploty, kvalitou
vody, nemocemi nebo kombinaci téchto faktort.

Lihnuti

Uspé&snost lihnuti v kontrolnich skupinich je obvykle kolem 90 %, ale ani tak nizké
hodnoty, jako je 80 %, nejsou neobvyklé. Usp&snost lihnuti mensi nez 75 % miize ukazovat
na nedostatecné michani vyvijejicich se vaji¢ek nebo neadekvatni péci o vajicka, naptiklad
odumfela vajicka nebyla v€as odstraiiovadna, coz vedlo k napadeni houbami.

Preziti

Mira pfeziti od vylihnuti do tydne 3 po fertilizaci a po tydnu 3 po fertilizaci je u kontrolnich
skupin obvykle 90 % nebo vice, ale ani tak nizka mira pieziti v ranych vyvojovych stadiich,
jako je 80 %, neni alarmujici. Mira pfeZziti v kontrolnich skupinach mensi nez 80 % by méla
vzbuzovat obavy a mize naznacovat nedostatecné CiSténi akvaria vedouci k uhynu rybich
larev z divodu nemoci nebo uduseni v disledku nizkych hladin rozpusténého kysliku.
Mortalita miize byt rovnéz disledkem poranéni pii CiSténi nddrze a ztraty rybich larev
vypusténim do odtoku z nadrze.

Gen vitelogenin

I kdyz se absolutni hladiny genu vitelogenin (vtg), vyjadiené jako kopie celkové mRNA,
mezi jednotlivymi laboratofemi mohou znacné lisit v disledku pouzivanych postupli nebo
nastroji, mél by byt pomér vig pfiblizné 200krat vétsi u kontrolnich samicek neZz u
kontrolnich samecki. Neni neobvyklé, aby byl tento pomér vysoky i 1 000 az 2 000, avsak
poméry mensi nez 200 jsou podezielé a mohou naznacovat problémy s kontaminaci vzorku
nebo problémy s pouzitym postupem anebo reagenciemi.

Druhotné pohlavni znaky

U sameckl je normalni rozsah druhotnych pohlavnich znaki, definovany jako celkovy
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pocet segmentil ploutevnich paprska papil na fitni ploutvi, 40—-80 segmentti v tydnu 9-10 po
fertilizaci. Do tydne 15 po fertilizaci by mél byt rozsah u kontrolnich samecku ptiblizné 80—
120 a 0 u kontrolnich samicek. Ve vzacnych piipadech nemaji néktefi samecci
z nevysvétlitelnych diivoda do tydne 9 po fertilizaci zadné papily, ale protoze do tydne 15
po fertilizaci se papily vyvinou u vSech kontrolnich sameckl, je to s nejvetsi
pravdépodobnosti zplisobeno opozdénym vyvojem. Piitomnost papil u kontrolnich samicek
ukazuje pritomnost samecktit XX v populaci.

Samecci XX

Zda se, ze normalni vyskyt sameckid XX v chovu je pfiblizné 4 % nebo méné pii 25 °C,
pricemz vyskyt se zvySuje se zvySujici se teplotou. Je tieba ucinit opatfeni na minimalizaci
podilu samecklt XX v populaci. Protoze se zd4, ze vyskyt samecki XX ma genetickou
slozku a je tedy dédi¢ny, je efektivnim zptisobem jak snizit vyskyt sameckt XX v populaci
monitorovani chovné zasoby a zajisténi, aby samecci XX nebyli pouzivani na rozmnozovani
chovné zasoby.

Treni

Pted posouzenim plodivosti by mélo byt u kontrolnich replikati denné¢ monitorovéano treni.
Kontrolni pary mohou byt kvalitativné posuzovany vizudlné, zda jevi znamky tfeni. Do
tydne 12—-14 po fertilizaci by se méla vétSina kontrolnich part vyttit. Nizké pocty pard,
které se do této doby vyttfely, ukazuji na potencidlni problémy se zdravotnim stavem,
vyspélosti nebo dobrymi podminkami ryb.

Plodivost

Zdravy, dobfe Ziveny halancik japonsky se do tydne 12—14 po fertilizaci obvykle tfe denné,
pficemz kazdy den vyprodukuje 15 az 50 vajicek. 16 z doporuCenych 24 kontrolnich
chovnych pari (> 65 %) by mélo vyprodukovat vice nez 20 vaji¢ek na par denn¢, ale miize
to byt 1 40 vajicek denn&. Méné vajicek, neZ je uvedené mnozstvi, mize ukazovat, ze pary
jsou nezral¢, podvyzivené nebo nezdravé.

Fertilita

Procento fertilnich vajicek pro kontrolni pary je obvykle v rozsahu 90 %, pti¢emZ hodnoty
pohybujici se kolem 95 % nebo vice nejsou neobvyklé. Miry fertility mensi nez 80 % u
kontrolnich vajicek jsou podezielé a mohou ukazovat na nezdravé jedince nebo hor$i nez
idedlni podminky chovu.
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Dodatek 5

PRIKLAD KRMNEHO PLANU

Priklad krmného planu, ktery zajistuje adekvatni rist a vyvoj na podporu robustni
reprodukce, je uveden v tabulce 1. Lze pfipustit odchylky od tohoto krmného planu, ale
doporucuje se, aby byly otestovany za ucelem ovéteni, ze bude pozorovan prtijatelny rast a
reprodukce. Aby byl dodrzen navrhovany krmny plan, je tfeba pfed zahdjenim zkousky
stanovit hmotnost suSiny zabronozky v objemu zZabronozky ve formé kase. Lze to provést
zvazenim definovaného objemu kase zabronozky, kterd byla vysuSovana po dobu 24 hodin
pii 60 °C na pifedem zvaZzenych miskach. Za tcelem zohlednéni hmotnosti soli v kasi je
tieba vysusit stejny objem stejné¢ho solného roztoku pouzitého v kasi, zvazit jej a odecist od
hmotnosti vysuSené kaSe zadbronozky. Alternativné je mozné zabronozku ptfed vysusenim
ptefiltrovat a proplachnout destilovanou vodou, ¢imz se eliminuje nutnost stanovit hmotnost
,»solného slepého roztoku®. Tyto informace slouzi k pfepoctu udajii z tabulky o hmotnosti
susiny zabronozky na objem zabronozky ve form¢ kase, ktery ma byt zkrmen na jednu rybu.
Kromé¢ toho se doporucuje kazdy tyden zvazit pomérny podil kase zabronozky, a ovéfit tak
spravnou hmotnost zkrmované susiny.
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Tabulka 1: Ptiklad krmného planu

Cas (po vylihnuti) ZabronoZka (hmotnost susiny
v mg/ryba/den)
Den 1 0,5
Den 2 0,5
Den 3 0,6
Den 4 0,7
Den 5 0,8
Den 6 1,0
Den 7 1,3
Den 8 1,7
Den 9 2,2
Den 10 2,8
Den 11 3,5
Den 12 4,2
Den 13 4.5
Den 14 4,8
Den 15 52
Dny 16-21 5,6
Tyden 4 7,7
Tyden 5 9,0
Tyden 6 11,0
Tyden 7 13,5
Tyden 8—utraceni 22,5
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Dodatek 6

PRIKLADY INKUBACNI KOMORY NA VAJICKA

Priklad A

q

Tento inkubdtor se sklada z pticne délené sklenéné odstiedivky, ktera je pfipojena objimkou
z korozivzdorné oceli a uchycena Sroubovaci zatkou. Skrz zatku prochazi uzkd sklenéna
trubicka nebo trubi¢ka z korozivzdorné oceli a vede aZz k zaoblenému dnu, kam pfivadi
vzduch, ktery lehce probublavd a vifi vajicka, ¢imz se snizuje pienos saprofytickych
plisnovych infekci mezi vajicky a zéaroven usnadiiuje vyména chemické latky mezi
inkubatorem a chovnou nadrzi.

Priklad B
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Tento inkubator se sklada ze sklenéného valcovitého télesa (primér 5 cm a vyska 10 cm) a
sit¢ z korozivzdorného ocelového dratu (oko 0,25 ¢ a 32), které je ptfipevnéno ke dnu télesa
krouzkem z PTFE. Inkubatory jsou zavéSeny v nadrzich na ty¢i a vertikalné€ protfepavany (v
amplitudé ptiblizn€¢ 5 cm) v cyklu (pfiblizn€ jednou za 4 sekundy) vhodném pro vajicka
halancika japonského.
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Dodatek 7

SCHEMATICKY DIAGRAM PRO SLUCOVANI A OSAZOVANI REPLIKATU V
PRUBEHU ZKUSEBNI METODY MEOGRT

Obrazek 1: Slucovani a osazovani replikati v pribéhu zkusebni metody MEOGRT Obrazek
predstavuje jednu expozici nebo polovinu kontroly. Vzhledem ke slu€ovani neni v priibéhu zkousky
identita replikatu kontinudlni. Upozorfujeme, ze vyraz ,vajicka“ se tykd zivotaschopnych,
oplodnénych vajicek (ekvivalent embryi).

Cllowe paramelry

whyli it ol editi rlst, WG, 55C reprodukice, patologie, 55C | wylihimwrti

o : [ ]
—_—

x =

rohoepetdic
MY
[eCE CHLTETRE

WIO 'y
jleaeacld

i
= |

2
3

=4

] R CRLLETE

L
55

wrarky

przsc] oo
a0 M
XY Tisoha W e ORI Tisoba
rizoba Freotasc hoprgdh

Hvotase hepnich asitek
W bk

(=3

B

wrarky

po: ChoemetdC L
DAY |+
(a0 LT
12

WIO 'y xr

el
Do
_[B_):o'o.;cr

wIarhYy

ek SO
MY

(e LT

zE|| ==

L L

B
g

o kit

i
-]

=

C 00600

o
0 0000

ZH

EEE

Expozice a replikace

Zkusebni metoda doporucCuje pét expozic zkouSené chemické latce s pouzitim technického
materidlu a negativni kontroly. Pocet replikati v jedné expozici neni v prub¢hu zkousky
MEOGRT konstantni, pocet replikati v kontrolni expozici je dvojnasobek expozice kazdé
jednotlivé zkousené chemické latce. V generaci FO ma kazda expozice zkousené chemické
latce Sest replikatli, zatimco expozice negativni kontrole ma 12 replikati. Dlrazné se
nedoporucuje pouzivat rozpoustédla, a pokud jsou pfesto pouzita, je tfeba do zpravy o
zkousce MEOGRT uvést vybrané rozpoustédlo a odiivodnéni pro jeho pouziti. Je-1i pouzito
rozpoustédlo, je také tieba provést dva druhy kontroly: a) kontrolu s rozpoustédlem a b)
negativni kontrolu. Kazda z téchto dvou kontrolnich skupin by méla zahrnovat celou skalu
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replikati ve vSech bodech casového prabéhu zkousky MEOGRT. Tato struktura replikat
zUstava stejna po celou dobu vyvoje zkusebnich organismi v generaci F1 (a v generaci F2,
do vylihnuti). Ve stadiu dosp€losti, kdyz jsou sestavovany chovné pary generace F1, se vSak
pocet replikath reproduk¢nich part na jednu expozici optimalné zdvojndsobi; proto je v
kazdé expozici zkouSené chemické latce az 12 replikovanych pari a v kontrolni skupiné 24
replikovanych partt (a dalSich 24 replikovanych parG v kontrole s rozpoustédlem, je-li
potiebnd). Urceni lihnuti z embryi vyprodukovanych pary generace F1 se provadi na stejné
struktufe replikatti jako u embryi vyprodukovanych pary z generace FO, coz znamena
zpocatku Sest replikatti na jednu expozici zkouSené chemické latce a 12 replikati v kontrolni
skuping (skupinach).
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Dodatek 8

POCITANI PAPIL NA RITNi PLOUTVI

¥ 7 we

Hlavni material a reakéni ¢inidla

- Stereoskopicky mikroskop (volitelné s pfipojenou kamerou)

- Fixacni roztok (napt. Davidsoniiv (Bouintiv se nedoporucuje)), pokud se nepocita piimo
ze zobrazeni

Postupy

Po pitve se fitni ploutev zobrazi, aby bylo mozné pohodIn¢ spocitat papily na fitni ploutvi. I
kdyz je zobrazeni doporucenou metodou, lze fitni ploutev zafixovat pomoci Davidsonova
fixatniho roztoku nebo jiné vhodné fixacni latky aplikované pfiblizné na 1 minutu. Je
dilezité udrZet pii fixaci fitni ploutev plochou, aby bylo mozné snaze spocitat papily na fitni
ploutvi. Mrtvé télo s fitni ploutvi lze do analyzy uchovat v Davidsonové fixaénim roztoku
nebo v jiné vhodné fixacni latce. Spocitejte pocet ¢lankt paprskli (viz obrazek 1) s
papilami, které vystupuji ze zadniho okraje clanku paprsk.

Obrazek 1: Papily na fitni ploutvi
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Dodatek 9

PODROBNY CASOVY PLAN ZKOUSKY MEOGRT
ZkuSebni tydny 1—3 (F0)

Ryby ve tieni z generace F0, které splnily kritéria vybéru (viz odstavce 16—20), se exponuji
na tfi tydny, aby se umoznil vyvoj gamet a gonadalnich tkédni, jez maji byt exponovany
zkousené chemické latce. V kazdé replikované nddrzi se chova jeden chovny rybi par
(chovny par samicka XX — samecek XY). Po¢inaje prvnim dnem zkousky se po dobu 21 po
sob¢ jdoucich dnti sbiraji vytfend vajicka, spocitaji se a vyhodnoti se jejich fertilita.

ZkuSebni tyden 4 (F0 a F1)

v

Vhodnéjsi je sesbirat oplodnénd a zivotaschopna vajicka (embrya) v jeden den; pokud vSak
neni embryi dostatek, mohou byt sbirdna po dva dny. Jestlize se embrya sbiraji dva dny,
vSechna embrya v expozi¢nich skupinach, ktera byla sesbirana prvni den, se slouc¢i s embryi
sesbiranymi druhy den. Poté se vSechna sloucend embrya za kazdou expozici ndhodné
rozdéli do jednotlivych replikovanych inkubatorti v poctu 20 embryi na inkubator. Kazdy
den se kontroluje a zaznamendva mortalita oplodnénych vajicek (embryi). Odumfeld vajicka
se z inkubatorii odstranuji (odumfeld vajicka se vyznacuji zejména v ranych stadiich
zietelnou ztratou prasvitnosti a zménou ve zbarveni vyvolanou koagulaci a/nebo sraZzenim
bilkovin, coz vede k bilému zakaleni; OECD (210).

Poznamka: jestlize jednorazové podani vyZaduje sbér druhy den, musi byt tomuto postupu
podrobeny vSechny expozi¢ni skupiny (v€etné kontrol). Jestlize ani po druhém dni sbéru
neni v ramci expoziéni skupiny k dispozici dostatecny pocet embryi, aby bylo mozné
nasadit 20 embryi na inkubator, sniZzte pocet nasazenych embryi v rdmci této konkrétni
expozi¢ni skupiny na 15 embryi na inkubator. Jestlize neni k dispozici dostateCny pocet
embryi, aby bylo moZné nasadit 15 embryi na inkubdtor, snizte pocet replikovanych
inkubatort, dokud nebude k dispozici dostatecné mnozZstvi pro 15 embryi na inkubator. Déle
l1ze v generaci FO ptidat vice chovnych par na kazdou expozi¢ni a kontrolni skupinu, aby
vyprodukovaly vice vajicek, a mohl tak byt dosaZzen doporuceny pocet 20 vajicek na
replikat.

V den zkousky 24 se chovné pary z generace FO humanné usmrti a zaznamena se jejich
hmotnost a délka. V ptipad€ potieby mohou byt chovné pary z generace FO chovany dalsi
1-2 dny, aby se zah4jila generace F1.

ZkuSebni tydny 5-6 (F1)

Jeden az dva dny pied ocekdvanym zacatkem lihnuti ukoncete nebo omezte michéani
inkubovanych vajicek, aby se lihnuti urychlilo. Embrya vylihl4 v jednotlivé dny se slouci
podle expozi¢ni skupiny a systematicky rozdé€li do kazdé nadrze pro rybi larvy v ramci dané
expozi¢ni skupiny, pfiemz do jedné nadrze se umisti maximalné 12 pladkid. Provadi se to
ndhodnym vybérem pladki a jejich umisténim po jednom postupné do replikati bez
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rozliSeni, pfi¢emz se postupuje v poradi konkrétnich expozi¢nich replikat, dokud vSechny
replikdty v rdmci expozicni skupiny nemaji 12 pludkt. Pokud neni dostatek pludki k
zaplnéni vsech replikati, zajistéte, aby co mozna nejvice replikati mélo 12 plidkt a mohla
byt zahajena faze F1.

Vajicka, z nichz se nevylihl plidek ani po dvojnasobku stfedni doby lihnuti v kontrole, se
povazuji za nezivotaschopna a zlikviduji se. Pocet plidki se zaznamena a v kazdém
replikatu se vypocita uspesnost lihnuti (lihnivost).

ZkuSebni tyden 7-11 (F1)

Ve vsech replikatech se kazdy den kontroluje a zaznamenava pieZiti rybich larev. V den
zkousky 43 se zaznamend pocet prezivsich ryb v kazdém replikatu, jakoz i poc¢atecni pocet
plidkd umisténych do daného replikatu (nomindlné 12). Umoziluje to vypocitat procento
preziti od vylihnuti do stadia nedospélosti.

ZkuSebni tydny (F1)

Ve dnech zkousky 78-85 se z ocasni ploutve kazdé ryby odebere maly vzorek tkané za
ucelem stanoveni genotypového pohlavi jednotlivce (tj. vysttizeni ploutve). Tyto informace
se pouziji k sestaveni chovnych part.

Do tfi dni po stanoveni genotypového pohlavi kazdé ryby se ndhodné sestavi 12 chovnych
pard na kazdou expozi¢ni skupinu a 24 parti na kazdou kontrolu. Z kazdého replikatu se
ndhodné vyberou dvé ryby XX a XY, poté se slouci podle pohlavi a pak ndhodné vyberou
za ucelem sestaveni chovného paru (tj. par XX-XY). Sestavi se minimaln¢ 12 replikatl na
kazdou expozici chemické latce a minimalné 24 replikati na kazdou kontrolu s jednim
chovnym parem v kazdém replikatu. Pokud v replikatu nejsou k dispozici dvé ryby XX,
pfipadné dvé ryby XY ke slouceni, pouzije se ryba s ptisluSnym genotypem pohlavi z jinych
replikatti v rdmci expozi¢ni skupiny.

Zbyvajici ryby (maximalné 8 ryb na replikat) se huméanné€ usmrti a odeberou se vzorky pro
rizné sledované parametry nedospélého stadia. Udaje o dmy (XX nebo XY) ze viech
vzorkli nedospé€lého stadia se uchovaji, aby bylo zajiSténo, ze vSechna data sledovanych
parametri mohou byt vztazena ke genetickému pohlavi kazdé jednotlivé ryby.

ZkusSebni tydny 13-14 (F1)
Expozice pokracuje po dobu, kdy se nedospélé chovné pary vyvijeji na dospélé jedince. V
den zkousky 98 (tj. den pied zahdjenim sbéru vajicek) se z akvarii i od samic¢ek odstrani
vajicka.

ZkuSebni tydny 15-17 (F1)

Vyprodukovana vajicka se v kazdém replikatu denné sbiraji po dobu 21 po sob¢ jdoucich
dntl a vyhodnoti se jejich plodivost a fertilita.
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ZkuSebni tyden 184 (opakovani zkuSebniho tydne 4) (F1 a F2)

Réano v den zkousky 120 se v kazdé replikované nadrzi provede sbér vajicek. Sesbirana
vajicka se vyhodnoti a oplodnéna vajicka (s odstranénymi vladkny) od kazdého z chovnych
pari se slou¢i podle expozice a systematicky rozdéli do inkubacnich komor po 20
oplodnénych vajickach na inkubator. Inkubatory mohou byt umistény do samostatnych
»inkubacnich nadrzi“ vytvorenych pro kazdou expozici nebo do replikované nadrze, ktera
bude po vylihnuti obsahovat larvy. Vhodné&jsi je sesbirat embrya v jeden den; pokud vSak
neni embryi dostatek, mohou byt sbirdna po dva dny. Jestlize se embrya sbiraji dva dny,
vSechna embrya v expozi¢nich skupinéch, ktera byla sesbirana prvni den, se slouci s embryi
sesbiranymi druhy den. Poté se vSechna sloucend embrya za kazdou expozici nahodné
rozdeéli do jednotlivych replikovanych inkubatorit v poctu 20 embryi na inkubator.
Poznamka: jestlize jednorazové podani vyzaduje sbér druhy den, musi byt tomuto postupu
podrobeny vSechny expozicni skupiny (véetné kontrol). Jestlize ani po druhém dni sbéru
neni v ramci expozi¢ni skupiny k dispozici dostate¢ny pocet embryi, aby bylo mozné
nasadit 20 embryi na inkubator, sniZzte pocet nasazenych embryi v ramci této konkrétni
expozi¢ni skupiny na 15 embryi na inkubdtor. Jestlize neni k dispozici dostate¢ny pocet
embryi, aby bylo moZné nasadit 15 embryi na inkubdtor, snizte pocet replikovanych
inkubatori, dokud nebude k dispozici dostate¢né mnozstvi pro 15 embryi na inkubator.

V den zkousky 121 (nebo v den zkousky 122, aby bylo zajisténo dobré zahajeni generace
F2) se chovné pary z generace F1 humanné usmrti a analyzuji se sledované parametry
dospélych jedinctli. V ptipadé potieby mohou byt chovné pary z generace F1 chovany dalsi
1-2 dny, aby se zah4jila generace F2.

ZkuSebni tyden 19-20 (F2)

Jeden az dva dny pfed ofekdvanym zacatkem lihnuti ukoncete nebo omezte michani
inkubovanych vajic¢ek, aby se lihnuti urychlilo. Jestlize je zkouSka ukoncena do dokonceni
lihnuti generace F2, jsou plidky kazdy den spocitany a zlikvidovany. (Embrya, z nichZ se
nevylihl pladek ani po prodlouzené inkubacni dobé definované jako dvojnasobek stiedni
doby lihnuti v kontrole, se povazuji za nezivotaschopna.)
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Dodatek 10

STATISTICKA ANALYZA

Typy biologickych udaji vznikajicich ve zkousce MEOGRT nejsou jedinecné jen pro tuto
zkousku a bylo vyvinuto mnoho vhodnych statistickych metodik pro spravnou analyzu
podobnych dat, s vyjimkou patologickych udaj, v zavislosti na jejich charakteristikach,
vcetné normality, homogenity rozptylu, na tom, zda plan studie sam o sob¢ vede k testovani
hypotézy, nebo k regresni analyze, zda jde o parametrické nebo neparametrické testy atd. V
zasad¢ plati, Ze navrzené statistické analyzy dodrzuji doporuceni OECD pro udaje o
ekotoxicité¢ (OECD 2006), schéma rozhodovani pro analyzu udajii ze zkousky MEOGRT je
uvedeno na obrazku 2.

Lze ptedpokladat, Ze soubory dat budou nejc€astéji zobrazovat monotdnni odpovédi. Dale je
tieba vzit v uvahu problém pouziti jednostranného statistického testu proti oboustrannému
statistickému testu. Pokud neexistuje biologické zdiivodnéni, Ze jednostranny test je
nevhodny, doporucuje se pouzivat jednostranné testy. I kdyz jsou v nasledujici ¢asti
doporuceny urcité statistické testy, pokud jsou vyvinuty vhodnéjsi anebo silnéjsi statistické
metody pro pouziti u specifickych udajii vzniklych pii zkousce MEOGRT, pouziji se tyto
statistické testy, aby byly maximalné vyuzity uvedené vyhody.

Udaje ze zkousky MEOGRT se analyzuji zv1ast pro kazdé genotypové pohlavi. Existuji dvé
strategie analyzovani udajii od ryb s opacnym pohlavim (sameck XX nebo samicek XY).
1) Cenzurovat vSechny udaje od ryb s opacnym pohlavim v celé zkouSce s vyjimkou
prevalence zmény pohlavi v kazdém replikatu. 2) Ponechat udaje od vSech ryb s opacnym
pohlavim v souboru dat a analyzovat je podle genotypu.

Histopatologické udaje

Histopatologické udaje se uvadeji jako stupné zavaznosti, které se hodnoti pomoci nove
vyvinutého statistického postupu, Rao-Scottova, Cochran-Armitagova testu vyuZivajiciho
dil¢i testy (RSCABS), (Green et al., 2014). Uprava podle Rao-Scotta ponechava informace
z replikaci zkousky; postup vyuZivajici dilci testy zahrnuje biologické ocekavani, Ze stupné
zéavaznosti budou mit tendenci se zvySovat s rostoucimi koncentracemi expozice. U kazdé
diagnozy specifikuje vystup RSCABS, u kterych expozi¢nich skupin byla prevalence
patologie vyssi neZ u kontrol, a s tim souvisejici Uroven zavaznosti.

Udaje o plodivosti

Analyzy pro tdaje o plodivosti zahrnuji sestupny Jonckheeriiv-Terpstriiv nebo Williamstiv
test na stanoveni UCinkll expozice za piedpokladu, ze data jsou konzistentni a maji
monotonni odpoveéd’ na koncentraci. U sestupného testu se vSechna porovnani provadéji na
hladin€¢ vyznamnosti 0,05 a bez korekce poctu provedenych porovnani. Ocekava se, ze
udaje budou odpovidat monoténni odpovédi na koncentraci, ale 1ze to ovéfit bud’ vizudlni
prohlidkou dat, nebo sestavenim linearnich a kvadratickych kontrastl stfednich hodnot
expozice po transformaci dat sefazenych do potadi. S vyjimkou ptipadd, kdy je kvadraticky
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kontrast signifikantni a linearni kontrast neni signifikantni, provadi se trend-test. Jinak se
pouziva Dunnettiv test na stanoveni ucinku expozice, pokud jsou data normalné
distribuovana s homogennimi rozptyly. Jestlize tyto pozadavky nejsou splnény, pak se
pouzije Dunniv test s Upravou podle Bonferonniho-Holma. VSechny uvedené testy se
provadéji nezavisle na pripadném celkovém F-testu nebo Kruskalové-Wallisové testu. Dalsi
podrobnosti jsou uvedeny v dokumentu OECD 2006.

Pro pocitani vajiCek (bez transformace) lze pouzit alternativhi metody, jako je
generalizovany linearni model s Poissonovym rozdélenim chyb, jestlize je to statisticky
odiivodnéno (Cameron and Trividi, 2013). Pi1 pouziti alternativniho piistupu se doporucuje
vyzadat si radu od statistikd.

Denni pocitani vaji¢ek u jedné generace

Model ANOVA je dan vztahem Y= Cas*Cas + expozice + *expozice + Cas*expozice +
*Cas*expozice, s ndhodnymi UuCinky replikatu (generace*expozice), a cCas*replikat
(expozice), coz umoziuje nerovné slozky rozptylu obou typtl napii¢ generacemi. Cas zde
znamena frekvenci pocitani vajicek (napt. denné nebo tydné€). Jde o analyzu opakovaného
meéfeni s korelacemi mezi pozorovanimi stejného replikatu pfi zohlednéni skutecnosti, ze

data jsou méfena opakovang.

Hlavni ucinky expozice se testuji pomoci Dunnettova (nebo Dunnettova-Hsuova) testu,
ktery zahrnuje korekci podle poctu srovnani. Korekce hlavniho Gi¢inku u generace nebo ¢asu
jsou nutné, nebot’ u téchto dvou faktorti neni zadna ,,kontrolni* tiroven a kazdy par urovni
muze pfedstavovat srovnani, které je pfedmétem zajmu. Jestlize je u t€chto dvou hlavnich
ucinkt F-test hlavniho UC€inku signifikantni na urovni 0,05, pak mohou byt péarova
porovnani tohoto faktoru mezi irovnémi testovana na urovni 0,05 bez dalsi Gpravy.

Model zahrnuje interakce dvou a tii faktord, takZe hlavni Gi¢inek naptiklad u ¢asu nemusi
byt signifikantni, 1 kdyZ ma ¢as signifikantni dopad na vysledky. Jestlize je tedy interakce
dvou nebo tfi faktori zahrnujicich ¢as signifikantni na tirovni 0,05, 1ze akceptovat srovnani
urovni ¢asu na urovni signifikance 0,05 bez dalsi Gpravy.

Dalsi jsou F-testy signifikance expozice v Case, tzv. dil¢i testy v tabulce ANOVA. Jestlize je
napiiklad dil¢i test expozice v generaci F1 a Case 12 signifikantni na arovni 0,05, pak
mohou byt parova porovnani expozice v generaci F1 a €ase 12 akceptovana na urovni 0,05
bez dalsi upravy. Podobna tvrzeni plati i pro testy asu v generaci F1 a expozice a pro
generaci v ramci urcitého ¢asu a expozice.

Konec¢n¢, u srovnani nespadajicich do zadné z vySe uvedenych kategorii je tfeba srovnani
upravit pomoci Bonferroniho-Holmovy korekce na p-hodnoty. Dal$i informace o analyzach
téchto modelt 1ze nalézt v publikaci Hockinga (1985) a Hochberga a Tamhana (1987).

Alternativné se nezpracovana data zaznamenaji a uvedou v zavérecné zprave jako plodivost

(pocet vajicek) na replikat za kazdy den. Vypocitd se stfedni hodnota nezpracovanych dat
replikatu a poté se pouzije transformace druhou odmocninou. Vypocitd se jednocestna
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analyza ANOVA 7z transformovanych stfednich hodnot replikatu a poté Dunnettovy
kontrasty. Rovnéz muze byt uzitecné vizudlné¢ zkontrolovat data o plodivosti u kazdé
expozice anebo replikatu na bodovém grafu, ktery zobrazuje data v Case. Umozni to
neformalni posouzeni potencialnich u¢inkti v prabéhu casu.

Vsechny ostatni biologické udaje

Statistické analyzy vychazeji ze zakladniho ptedpokladu, ze pii spravné volbé davky budou
data monotonni. Data se tedy povazuji za monotonni a formaln¢ se vyhodnoti jejich
monotonnost pomoci linedrnich a kvadratickych kontrasti. Jsou-li data monoténni,
doporucuje se Jonckheeriv-Terpstritv trend-test medidnt replikéatii (jak je doporuceno v
dokumentu OECD 2006). Je-li kvadraticky kontrast signifikantni a linearni kontrast neni
signifikantni, data se povazuji za nemonotonni.

Jestlize jsou data nemonotonni, zejména vzhledem k redukované odpovédi nejvyssi
expozice nebo nejvyssich dvou expozic, je tieba zvazit cenzurovani datového souboru, aby
byla analyza provedena bez téchto expozic. Toto rozhodnuti je tieba ucinit na zakladé
odborného posouzeni a vSech dostupnych dat, zejména dat, ktera naznacuji zjevnou toxicitu
na téchto urovnich expozice.

U hmotnosti a délky se nedoporucuje provadét zadné transformace, 1 kdyZ ob&as mohou byt
nutné. U udaji o vitelogeninu se vSak doporucuje logaritmicka transformace; u udaji o SSC
(papily na fitni ploutvi) se doporucuje transformace druhou odmocninou; u udaji o
lihnivosti, procentu pieziti, podilu pohlavi a procentu fertilnich vaji¢ek se doporucuje
transformace druhou odmocninou funkce arcsin. Doba do vylihnuti a doba do prvniho
vytfeni se povazuje za Udaj o vztahu mezi ¢asem a udalosti, pficemz jednotlivd embrya,
kterd se nevylihnou v definovaném casovém obdobi, nebo replikaty, které se nevytiou, se
povazuji za vpravo cenzurovana data. Doba do vylihnuti se pocitd od medianového dne
vylihnuti kazdého replikatu. Tyto cilové parametry se analyzuji pomoci Coxova modelu
proporciondlnich rizik u smiSenych t¢inkd.

Biologicka data ze vzorkll dospélych ryb maji jedno méfeni na replikat, to znamena, Zze v
kazdém replikovaném akvariu je jedna ryba XX a jedna ryba XY. Proto se doporucuje
provést jednocestnou analyzu ANOVA stfednich hodnot replikatu. Jsou-li splnény
pfedpoklady analyzy ANOVA (normalita a homogenita rozptylu posuzovana podle
rezidudlnich hodnot z analyzy ANOVA pomoci Shapirova-Wilksova testu, respektive
Levenova testu), pouziji se Dunnettovy kontrasty na stanoveni expozic, které se liSily od
kontroly. Naopak, jestlize pfedpoklady analyzy ANOVA nejsou splnény, je tieba provést
Dunniiv test a stanovit tak, které expozice se liSily od kontroly. Podobny postup se
doporucuje i pro data, kterd jsou ve formé procent (fertilita, lihnuti a preziti).

Biologicka data ze vzorkli nedospélych ryb maji od 1 do 8 méfeni na replikat, to znamena,
ze pocCty jednotlivet, ktefi pfispivaji ke stfedni hodnoté replikatu u kazdého genotypového
pohlavi, mohou byt rtizné. Proto se doporucuje pouzit model ANOVA se smiSenymi ucinky
a poté Dunnettovy kontrasty, pokud byly splnény ptedpoklady normality a homogenity
rozptylu (na rezidudlni hodnoty smiSenych UCinkli analyzy ANOVA). Jestlize splnény
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nebyly, je tieba provést Dunniiv test a stanovit tak, které¢ expozice se liSily od kontroly.

Obrazek 2: Vyvojovy diagram pro doporucené statistické postupy pro analyzu dat MEOGRT.
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C.53 ANALYZA RUSTU A VYVOJE LAREV OBOJZIVELNIKU (LAGDA)

UvVOoD

1.

Tato zkuSebni metoda je rovnocenna pokynu OECD pro zkouSeni ¢. 241 (2015). Potieba
vyvinout a ovétit zkousku schopnou zjistit a charakterizovat nezadouci dusledky expozice
toxickym chemickym latkdam u obojzivelniki vyplyva z obavy, ze tGrovné chemickych
latek v zivotnim prostfedi mohou mit nepfiznivé UCinky na lidi 1 volné Zijici zivocichy.
Pokyn OECD tykajici se analyzy ristu a vyvoje larev obojzivelniku (LAGDA) popisuje
zkousku toxicity na obojzivelnicich, pfi niz je posuzovan rist a vyvoj od fertilizace po
dobu raného juvenilniho obdobi. Jde o analyzu (obvykle 16 tydni), ktera hodnoti rany
vyvoj, metamorfozu, preziti, rist a ¢astecné reprodukéni dospivani. Umoznuje také merit
sadu dalSich cilovych parametrti za ucelem diagnostického hodnoceni pravdépodobnych
endokrinnich disruptortt (EDC) nebo jinych druhti vyvojovych a reprodukénich toxickych
latek. Metoda popsana v této zkusebni metod¢ je odvozena od valida¢ni prace na drapatce
vodni (Xenopus laevis) provedené americkou Agenturou pro ochranu zivotniho prostiedi
(U.S. EPA) s podporou z Japonska (1). I kdyZ mohou byt na rlstovy a vyvojovy zkuSebni
protokol adaptovany jiné druhy obojzivelnikl, pfi¢emz dulezitou sloZzkou je schopnost
urcit genetické pohlavi, konkrétni metody a sledované cilové parametry popsané v této
zkuSebni metod¢ jsou pouzitelné pouze u halanc¢ika Xenopus laevis.

vvvvvv

informaci o nezddoucich Uc¢incich na zdklad¢ vztahu mezi koncentraci a odpovédi a je
vhodnd pro pouziti pifi identifikaci a charakterizaci nebezpeCnosti a posuzovani
ekologickych rizik. Analyza je na Urovni 4 koncepcniho rdmce OECD pro zkouSeni a
posuzovani endokrinnich disruptori, kde analyzy in vivo poskytuji také udaje o
nezadoucich Ucincich na sledované parametry souvisejici s endokrinnim systémem (2).
Obecné uspotfadani experimentu zahrnuje exponovani embryi X. /aevis ve stadiu 8-10 (3)
podle Nieuwkoopa a Fabera (NF) minimélné c¢tyfem riznym koncentracim zkouSené
chemické latky (obvykle minimalné v polovi¢nich logaritmickych intervalech) a kontrole
(kontrolam) po 10 tydna po stfedni dobé do stadia NF 62 v kontrole, s jednim pribéZznym
dil¢im vzorkem ve stadiu NF 62 (< 45 po fertilizaci; obvykle ptiblizné 45 dna (dpf). V
kazdé zkuSebni koncentraci jsou Ctyfi replikaty s osmi replikaty pro kontrolu. Cilové
parametry hodnocené v priabéhu expozice (pii odebirani prubézného dil¢iho vzorku a
kone¢ného vzorku po dokonceni zkousky) zahrnuji parametry indikujici generalizovanou
toxicitu: mortalitu, abnormalni chovani a stanoveni rstu (délka a hmotnost), jakoZz 1 cilové
parametry urené pro charakterizaci specifickych zpiisobti piisobeni endokrinni toxicity
ovlivitujici estrogenni a androgenni fyziologické procesy nebo fyziologické procesy
zprostiedkované Stitnou zlazou. Tato metoda klade primérni diiraz na potencialni G¢inky
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relevantni pro populaci (a to nezadouci dopady na pteziti, vyvoj, rast a reprodukéni vyvoj)
pro vypocet koncentrace bez pozorovanych u¢inkli (NOEC) nebo uc¢inné koncentrace
pusobici x% zménu (ECx) méteného cilového parametru. Je vSak tfeba poznamenat, Ze
pristupy ECx jsou jen zfidka vhodné pro velké studie tohoto druhu, kde miize byt
nepraktické zvySovat pocet zkouSenych koncentraci, aby bylo mozné stanovit
pozadovanou ECy. Rovnéz je tfeba poznamenat, ze tato metoda nezahrnuje reprodukéni
fazi samotnou. Definice pouzité v této zkusebni metod¢ jsou uvedeny v dodatku 1.

VYCHOZI UVAHY A OMEZENI

3.

Vzhledem k omezenému poctu zkouSenych chemickych latek a laboratoti zapojenych do
validace této dosti slozité analyzy, a zejména proto, ze mezilaboratorni reprodukovatelnost
neni doposud zadokumentovana s experimentalnimi daty, lze predpokladat, Ze az bude k
dispozici dostatecny pocet studii k posouzeni Uc€innosti experimentalniho uspotadani této
nové metody, bude pokyn OECD 241 piezkouman a v piipadé potieby revidovan z
hlediska nabytych zkuSenosti. Analyza LAGDA je dilezitd analyza feSici potencialni
faktory pfispivajici k poklesu populace obojzivelniki hodnocenim ucinkd expozice
chemickym latkdm v prab¢hu citlivého larvalniho stadia, kdy mohou ucinky na pfeziti a
vyvoj, véetné normalniho vyvoje reprodukénich organt, negativné ovlivnit populace.

Zkouska je navrzena tak, aby detekovala hlavni G€inek (i€inky) vyplyvajici z endokrinnich
i neendokrinnich mechanismi, a zahrnuje diagnostické cilové parametry, které jsou z ¢asti
specifické pro kli¢ové endokrinni drahy. Je tieba uvést, ze dokud nebyla vyvinuta analyza
LAGDA, neexistovala Zadna validovand analyza, kterd by slouzila pro tuto funkci u
obojzivelnikda.

Pted zahajenim analyzy je dilezité mit informace o fyzikalné¢ chemickych vlastnostech
zkousené chemické latky, zejména proto, aby bylo mozné pfipravit stabilni chemické
roztoky. RovnéZ je nutné mit adekvatné citlivou analytickou metodu pro ovéfeni
koncentraci zkouSené chemické latky. Po dobu pfiblizn€ 16 tydnli vyZaduje tato analyza
celkovy pocet 480 zvitat, tj. embryi X. laevis (nebo 640 embryi, jestlize je pouZita kontrola
s rozpoustédlem), aby byla zajiSt€éna dostatecna sila zkousky pro hodnoceni cilovych
parametrl relevantnich pro populaci, jako je riist, vyvoj a reprodukéni dospélost.

Pted pouzitim zkuSebni metody ke zkouSeni smési pro ucely pravnich predpist je tieba
zvazit, zda poskytne piijatelné vysledky pro zamySleny pravni ucel. Kromé toho tato
analyza nehodnoti plodivost pfimo, takZze nemusi byt pouzitelnd v pokrocilejSim stadiu,
neZ je uroven 4 Koncepcniho ramce OECD pro zkousky a posuzovani chemickych latek
narusujicich ¢innost endokrinnich Z14z.
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VEDECKY ZAKLAD ZKUSEBNi METODY

7.

10.

Vétsina naSich soucasnych znalosti o biologii obojzivelnikli byla ziskdna pomoci
modelového laboratorniho druhu X. laevis. Tento druh mize byt rutinné chovan v
laboratofi, ovulaci lze indukovat pomoci lidského choriového gonadotropinu (hCGQG),
pficemz zasoba zvifaty je bézné dostupna u komercnich chovateld.

Stejné jako u vSech obratlovct je reprodukce obojzivelnikl fizend hypothalamo-hypofyzo-
gonadalni (HPG) osou (4). Mediatory tohoto endokrinniho systému jsou estrogeny a
androgeny, které tidi vyvoj a fyziologii pohlavné dimorfnich tkani. Ve vyvojovém cyklu
obojzivelnikd jsou tii odlisné faze, kdy je tato osa zvlasté aktivni: 1) diferenciace gonad v
prubéhu larvalniho vyvoje, 2) vyvoj druhotnych pohlavnich znaktl a vyzralost gonad v
prubéhu juvenilni faze a 3) funk¢ni reprodukce dospélych jedinct. Kazdé z téchto tii
vyvojovych oken muze byt néchylné na naruSeni endokrinniho systému urcitymi
chemickymi latkami, jako jsou estrogeny a androgeny, coz nakonec vede ke ztraté
reprodukéni zpiisobilosti organismil.

Gonady se zac¢inaji vyvijet ve stadiu NF 43, kdy se nejdiive vyvine bipotencialni genitalni
ryha. Diferenciace gondd zacina ve stadiu NF 52, kdy primordialni zarode¢né buiiky bud’
migruji do meduldrni tkdn¢ (samecci), nebo ziistavaji v kortikélni oblasti (samicky)
vyvijejicich se gonad (3). Poprvé bylo zjiSténo, Ze je tento proces pohlavni diferenciace
gonad nachylny na chemickou alteraci, u druhu Xenopus v 50. letech minulého stoleti (5)
(6). Pii expozici pulct estradiolu v prubéhu tohoto obdobi diferenciace gonad dochézi ke
zméné pohlavi samecka, kteti jsou pak po dosazeni dospélosti pln¢ funkénimi samickami
(7) (8). Funk¢ni zména pohlavi samic¢ek na samecky je také mozna a byla hlaSena po
implantaci tkdné varlat pulcim (9). PrestoZze vSak expozice inhibitoru aromatdzy také
plsobi funkéni zménu pohlavi u X. tropicalis (10), nebylo prokdzano, Ze by k tomu
dochéazelo u X. laevis. V minulosti byly ucinky toxickych latek na diferenciaci gonad
hodnoceny podle histologického vySetieni gondd pii metamorféze a zména pohlavi mohla
byt stanovena pouze analyzou podili pohlavi. Donedavna neexistovaly zadné prostiedky
jak pfimo urcit genetické pohlavi druhu Xenopus. Nedavné stanoveni markeri
souvisejicich s pohlavim u druhu X. /aevis vSak umoZznuje urcit genetické pohlavi a pfimo
identifikovat zvifata se zménénym pohlavim (11).

U sameckl postupuje juvenilni vyvoj se zvySovanim hladin testosteronu v krvi
odpovidajicim vyvoji druhotnych pohlavnich znakl, jakoz 1 vyvoji varlat. U samicek
produkuji vajecniky estradiol, coz vyvoldvd vznik vitelogeninu (VTG) v plazmé,
vitelogeninovych oocytli ve vajecniku a vyvoj vejcovodi (12). Vejcovody jsou samici
druhotné pohlavni znaky, které funguji pfi dozravani oocytli v prib&hu reprodukce. Na
vnéjSi stranu oocytll prochdzejicich pies vejcovod se nabali sliz, oocyty se poté
shromazd’uji ve vacku a jsou pfipraveny k fertilizaci. Zdad se Ze vyvoj vejcovodi je
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regulovan estrogeny, nebot u X. laevis (13) a X. tropicalis vyvoj koreluje s hladinami
estradiolu (12). Byl hlaSen vyvoj vejcovodi u sameckd po expozici slouceninam
polychlorovanych bifenyll (14) a 4-terc-oktylfenolu (15).

PODSTATA ZKOUSKY

11.

Usporadani experimentu zahrnuje exponovani embryi X. laevis ve stadiu NF 8—10 vodni
cestou Ctyfem riznym koncentracim zkouSené chemické latky (latek) po 10 tydnd po
sttedni dobé do stadia NF 62 v kontrole, s jednim prubéznym dil¢im vzorkem ve stadiu NF
62. I kdyz je mozné podavat vysoce hydrofobni chemické latky potravou, s pouzitim této
cesty expozice pfi této analyze je doposud malo zkuSenosti. V kazdé¢ zkuSebni koncentraci
jsou ctyfi replikaty s osmi replikaty pro kazdou pouzitou kontrolu. Cilové parametry
hodnocené v pribehu expozice zahrnuji parametry indikujici generalizovanou toxicitu (tj.
mortalitu, abnormdlni chovani a stanoveni ristu (délka a hmotnost)), jakoz i cilové
parametry uréené pro charakterizaci specifickych zptsobd pusobeni endokrinni toxicity
ovlivitujici estrogenni a androgenni fyziologické procesy nebo fyziologické procesy
zprostfedkované Stitnou zlazou (tj. histopatologie Stitné zlazy, histopatologie gonad a
gonadalniho traktu, abnormalni vyvoj, plazmaticky vitelogenin (doplitkové) a podily
genotypového/fenotypového pohlavi).

KRITERIA PLATNOSTI ZKOUSKY

12.

Pouziji se tato kritéria platnosti zkousky:

koncentrace rozpusSténého kysliku by po celou dobu zkousky méla byt > 40% nasyceni
vzduchem,

teplota vody by méla byt v rozsahu 21 + 1°C a rozdily mezi replikaty a mezi expozicemi
by nem¢ly presahovat 1,0 °C,

hodnota pH zkuSebniho roztoku by méla byt udrzovana mezi 6,5 a 8,5 a rozdily mezi
replikaty a mezi expozicemi by nemély presahovat 0,5,

mély by byt k dispozici diikazy pro prokazani toho, Ze koncentrace zkousené chemické
latky v roztoku byly uspokojivé udrzovany v rozmezi £20% od sttednich namétenych
hodnot,

mortalita po dobu expozice by méla byt <20 % v kazdém replikatu v kontrolach,
zivotaschopnost potéru vybraného k zah4jeni studie > 70 %,

sttedni doba do stadia NF 62 kontrol by méla byt <45 dnf,
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- stfedni hmotnost zkuSebnich organismi ve stadiu NF 62 a pti ukonceni analyzy v
kontrolach a v kontrolach s rozpoustédlem (jsou-li pouzity) by méla dosahovat 1,0 + 0,2,
respektive 11,5 £3 g.

13. I kdyz nejde o kritérium platnosti, doporucuje se, aby byly pro analyzu k dispozici alespoi
tfi expozi¢ni urovné se tfemi nezpochybnénymi replikaty. PtiliS vysokd mortalita, ktera
zpochybiiuje platnost expozice, je definovana jako > 4 tthyny (> 20 %) ve 2 nebo vice
replikatech, které nelze vysvétlit technickou chybou. Pro analyzu musi byt dostupné
alesponi tfi irovné expozice bez zjevné toxicity. Zndmky zjevné toxicity mohou zahrnovat
zejména plavani na hlading, lezeni na dné nadrze, obracené nebo nepravidelné plavéni,
nepravidelné vyplouvani k hladiné a nereagovani na podnét, morfologické abnormality
(napft. deformity koncetin), hemoragické 1éze a abdominalni edém.

14. V pripadé, Ze zjisténo nedodrzeni kritérii piijatelnosti zkousky, mély by byt zvazeny
dasledky z hlediska spolehlivosti zkuSebnich udaji a tyto ivahy by mély byt zahrnuty do
Zprav.

POPIS METOD

Pristroje a pomiicky

15. Normalni laboratorni vybaveni, a zejména:

a) zafizeni fidici teplotu (napf. ohfivace nebo chladice nastavitelné na 21° + 1 °C);

b) teplomér;

c) binokularni stereoskopicky mikroskop a preparacni nastroje;

d)digitalni fotoaparat s rozliSenim minimalné 4 megapixelli a s mikrofunkci (v pfipadé
potieby);

e) analytické vahy s pfesnosti méfeni na 0,001 mg nebo 1 pg;

f) oximetr (mé&fi¢ rozpusténého kysliku) a pH-metr;

v

g) luxmetr (mé&fic¢ intenzity osvétleni) s presnosti méfeni na jednotky luxt.
Voda

Zdroje a kvalita
16. Pouzit lze jakoukoli fedici vodu, kterd je mistné dostupnd (napi. pramenitou vodu nebo
vodu z kohoutku filtrovanou ptes aktivni uhli) a umoZznuje normalni rist a vyvoj X. laevis,
pficemz by mély byt k dispozici diikazy o normdalnim ristu v této vodé. Jelikoz kvalita
mistni vody se mize v riznych oblastech podstatné lisit, je tieba provést analyzu kvality
vody, zejména pokud nejsou dostupné historické udaje o pouzivani této vody pro chov
larev obojzivelniki. Je-1i kvalita fedici vody relativné konstantni, mélo by byt stanoveni
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t&zkych kovii (napt. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), hlavnich aniontl a kationtl (napf. Ca’",
Mg?*, Na®, K, CI, SO04%), pesticidl, celkového obsahu organického uhliku
a suspendovanych latek provedeno pted zacatkem zkousSeni a/nebo naptiklad kazdych Sest
mésicti. Neékteré chemické charakteristiky doporucené ftedici vody jsou uvedeny
v dodatku 2.

Koncentrace jodu ve zkusebni vode

17. K tomu, aby mohla $titnd zlaza syntetizovat thyroidalni hormony na podporu normalni
metamorfozy, musi mit larvy k dispozici dostatek jodidu podavaného soucasné vodou i
potravou. V soucasnosti neexistuji Zadné empiricky podlozené pokyny ohledné¢ minimalni
koncentrace jodidu v potravé nebo vodé pro zajisténi spravné¢ho vyvoje. Dostupnost jodidu
v8ak miize ovlivnit schopnost tyreoiddlniho systému reagovat na Cinitele ovliviujici
¢innost §titné zlazy, a jak zndmo, moduluje bazalni aktivitu §titné Zlazy, coz si zasluhuje
pozornost pii interpretaci vysledkd provedené histopatologie §titné zlazy. Na zaklade
predchozich praci byla prokdzéana funkéni zpusobilost analyzy pii koncentraci jodidu (I),
kterd se v tedici vodé pohybovala mezi 0,5 a 10 pg/l. Optimalni hodnota minimalni
koncentrace jodidu (pfidavaného jako sodna nebo draselnd stl) v fedici vodé by méla po
celou dobu zkousky ¢init 0,5 pg/l. Pokud je zkuSebni voda rekonstituovana z deionizované
vody, m¢l by se ptidat jod v minimalni koncentraci 0,5 pg/l. Zmétené koncentrace jodidu
ze zkuSebni vody (tj. fedici vody) a doplnéni jodu ¢i jinych soli (jsou-li pouzity) do
zkuSebni vody je tfeba uvést. Krom¢ zkuSebni vody miize byt méfen také obsah jodu v
potravé.

Systém expozice

18. Zkouska byla vypracovana pomoci pritokového systému fedéni. SloZky systému, které
pfichazeji do styku s vodou, by mély byt vyrobeny ze skla, nerezové oceli a/nebo jinych
chemicky inertnich materialli. Jako expozi¢ni nadrze by méla slouzit akvaria ze skla nebo
nerezové oceli a vyuZitelny objem nadrzky by mél byt mezi 4,0 a 10,0 1 (minimalni
hloubka vody 10 az 15 cm). Systém by mél byt schopen podporovat vSechny zkuSebni
koncentrace, kontrolu a v pfipadé potfeby kontrolu s rozpoustédlem, se Ctyfmi replikaty na
expozici a osmi v kontrolach. Pritokova rychlost by méla byt u vSech nadob stejna a
nemeénnd, jednak kvili zachovani biologickych podminek, jednak kvili expozici chemické
latce. Doporucuje se, aby byly pritoky pfiméfené (napf. vyména objemu nadrze alesponi
petkrat denn€), aby nedoslo k poklesu koncentrace chemické latky v disledku metabolismu
zkuSebnich organismi a vodnich organismi pfitomnych v akvariu nebo abiotickymi
cestami degradace (hydrolyzou, fotolyzou) nebo zanikem odpatenim, sorpci). Expoziéni
nadrze by k ur€ité pozici v systému expozice mély byt pfifazeny ndhodné, aby se snizily
potencialni pozicni vlivy, v€etné mirnych rozdil v teploté, intenzité osvétleni apod. Dalsi
informace o nastaveni pratokovych systémul expozice jsou uvedeny v publikaci Standard

569



D060575/02

Guide for Conducting Acute Toxicity Tests on Test Materials with Fishes,
Macroinvertebrates, and Amphibians (16).

Davkovani chemické latky: priprava zkuSebnich roztoki

19.

20.

21.

ZkusSebni roztoky v expozi¢nim systému se pfipravuji tak, ze se zadsobni roztok zkousené
chemické latky ptivadi do systému vhodnym cerpadlem. Priitok zdsobniho roztoku by mél
byt kalibrovan v souladu s analytickym potvrzenim zkuSebnich roztokd ptfed zahédjenim
expozice a v prubéhu zkousky by mél byt pravidelné kontrolovan jeho objem. Objem
zkuSebniho roztoku v kazdé komote by m¢l byt vyménén minimalné pétkrat denné.

Zkousenou chemickou latku je mozné zavést do systému riaznym zptisobem, v zavislosti na
jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech. Pred zkouskou je proto tieba ziskat vychozi
informace o chemické latce, které jsou podstatné pro stanoveni jeji testovatelnosti.
K uziteénym informacim o vlastnostech jednotlivych zkouSenych chemickych latek patii
strukturni vzorec, molekulova hmotnost, Cistota, stabilita ve vod¢ a na svétle, pKa a Kow,
rozpustnost ve vodé (nejlépe ve zkuSebnim médiu) a tlak par, jakoz i vysledky zkouSky
snadné biologické rozlozitelnosti (zkuSebni metoda C.4 (17) nebo C.29 (18)). Rozpustnost
ve vodé a tlak par Ize pouzit pro vypocet Henryho konstanty, kterd urci, zda mize dojit ke
ztratam v dusledku odpafovani zkousené chemické latky. Provedeni této zkousky bez vyse
uvedenych informaci by mélo byt peclivé zvazeno, nebot plan studie bude zaviset na
fyzikaln€ chemickych vlastnostech zkouSené chemické latky a bez téchto dat muize byt
obtizné interpretovat vysledky, pfipadné vysledky nemusi davat smysl. M¢la by byt
k dispozici spolehliva analyticka metoda pro stanoveni mnoZstvi zkousené chemické latky
ve zkuSebnich roztocich, ato se zndmou a doloZenou piesnosti a mezi stanovitelnosti.
ZkouSené chemické latky rozpustné ve vod€¢ mohou byt rozpustény v pfiméfeném
mnozstvi fedici vody v koncentraci, kterd umoZiuje davkovani v cilové zkuSebni
koncentraci v pratokovém systému. Chemické latky, které jsou kapalné nebo pevné pfii
pokojové teploté a jsou stfedné rozpustné ve vode€, mohou vyzadovat sytici kolony
kapalina : kapalina nebo pevna latka : pevna latka (napft. vélec ze skelné vaty) (19). I kdyz
je mozné podavat velmi hydrofobni zkouSené chemické latky potravou, s pouzitim této
cesty expozice pii této analyze je malo zkuSenosti.

Zkusebni roztoky o zvolenych koncentracich se pfipravi fedénim zasobniho roztoku.
Zasobni roztok by mél byt pfipraven piednostné jednoduchym mechanickym michanim
nebo protfepavanim zkousSené chemické latky v fedici vodé (napf. michdnim a/nebo
pomoci ultrazvuku). Pro dosazeni vhodné koncentrace zasobniho roztoku mohou byt
pouzity sytici kolony/systémy nebo metody pasivniho davkovéni (20). Uptednostiiuje se
pouziti zkusebniho systému bez rozpoustédel; avSak rizné zkousené chemické latky budou
mit rozlicné fyzikélné-chemické vlastnosti, které mohou vyzadovat razné piistupy pfi
pfipravé vody pro expozici chemické latce. Méla by byt vynaloZena maximalni snaha
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nepouzivat rozpoustédla nebo nosice, protoze: 1) n€kterd rozpoustédla sama o sobé mohou
vyvolavat toxicitu anebo nezadouci ¢i neocekdvané odpovédi, 2) zkousené chemické latky
v koncentraci vyss$i, nez je jejich rozpustnost ve vod€ (coz se miiZze Casto stat pfi pouziti
rozpoustédel), mohou zplsobit nepiesné stanoveni ucinnych koncentraci, 3) pouziti
rozpoustédel u dlouhodobéjsich zkouSek muize mit za nasledek znacny vznik ,,biofilmu
souvisejiciho s mikrobialni aktivitou, coZ mize mit vliv na okolni podminky i na schopnost
rozpoustédlo neovliviiuje vysledek studie, vyzaduje pouziti rozpoustédel kontrolu s
rozpoustédlem, coz méa vyznamné dopady na dobré zivotni podminky zvitat, nebot’ k
provedeni zkouSky jsou potifebna dalsi zvirata. V ptfipadé¢ chemickych latek, jejichz
zkouseni je obtizné, lze pouzit rozpoustédlo jako posledni feseni, a urceni, jaka metoda je
nejvhodnéjsi, by mélo vychazet z metodického dokumentu OECD ke zkouSkdm toxicity
slozitych latek a smési pro vodni organismy (21). Volba rozpoustédla se bude fidit
chemickymi vlastnostmi dané chemické latky a dostupnosti dosavadnich kontrolnich udajt
o rozpoustédle. Nejsou-li k dispozici diivejsi tdaje, je tfeba pfed provedenim konecné
studie stanovit vhodnost rozpoustédla. V ptipad¢, Ze se pouziti rozpoustédla nelze vyhnout
a dojde k mikrobialni aktivité (vznik biofilmu), doporucuje se zaznamenavat/vykazat vznik
biofilmu v kazdé nadrzi (alespon tydné&) po celou dobu zkousky. Idedlné by se méla
udrzovat konstantni koncentrace rozpoustédla pii kontrole s rozpoustédlem a pii vSech
zkuSebnich expozicich. Jestlize koncentrace rozpoustédla neni udrZzovdna v konstantni
vysi, je tfeba pii kontrole s rozpoustédlem pouzit nejvyssi koncentraci rozpoustédla pii
zkuSebni expozici. V ptipadech, kdy je pouZzito nosné rozpoustédlo, neméla by maximalni
koncentrace rozpoustédla ptekrocit 100 pl/l nebo 100 mg/l (21) a doporucuje se udrZzovat

cvwvr

potencialnimu Uc¢inku rozpoustédla na métené ukazatele (22).

ZkuSebni organismy

ZkuSebni druh
22. ZkuSebnim druhem je X. laevis, protoze: 1) se bézné chova v laboratofich na celém svéte,
2) je snadno dostupny od komer¢nich dodavatelt a 3) lze stanovit jeho genetické pohlavi.

Péce o dospelé jedince a mnozZeni
23. Spravna péce a chov X. laevis jsou popsany ve standardizovaném pokynu (23). Chov a péci
0 X. laevis popisuje také Read (24). Mnozeni se provadi tak, ze se tiem az péti parim
dosp€lych samiCek a samecki vstfikuje intraperitonedlné lidsky choriogonadotropin
(hCG). Samickam ve vzorku se vsttikne napf. pfiblizné¢ 800—1 000 IU a sameckim 500—
800 TU hCG rozpusténého v 0,6-0,9% solném roztoku (nebo Ringerové zabim roztoku,
izotonickém roztoku pro pouZziti u obojzivelniki;
www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR.html). Injekéni objemy
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by mély byt ptiblizné 10 pl/g télesné hmotnosti (~ 1000 pl). Poté jsou indukované chovné
pary drzeny ve velkych nadrzich, v klidu a ve statickych podminkach, aby se podpofil
amplexus. Na dné kazdé mnozici nddrze by mélo byt nepravé dno z nerezového ocelového
pletiva (napf. otvory 1,25 cm), které umozni propadnuti vaji¢ek na dno nadrze. Zaby,
kterym se vstiikne hCG pozdé odpoledne, obvykle nakladou vétSinu vajicek do druhého
dne dopoledne. Po uvolnéni a oplodnéni dostate¢ného mnozstvi vaji¢ek by dospéli jedinci
méli byt z mnozicich nadrzi odstranéni. Vajicka se poté sesbiraji a slizovy obal se odstrani
osetfenim v L-cysteinu (23). Ptipravi se 2% roztok L-cysteinu a jeho hodnota pH se upravi
na 8,1 pomoci 1 M NaOH. Tento roztok o teploté 21 °C se ptfidd do Erlenmeyerovy baiiky
o objemu 500 ml obsahujici vajicka z jednoho kladeni, lehce se promichava po dobu jedné
az dvou minut a poté se dukladné proplachne 6—8krat kultiva¢ni vodou o teploté 21 °C.
Vajicka se poté prenesou do krystaliza¢ni misky a stanovi se, zda jsou zivotaschopné z >
70 % a vykazuji jen minimalni abnormality buné¢ného déleni embryi.

USPORADANI ZKOUSKY

Zkus$ebni koncentrace

24.

25.

Doporucuje se pouzit minimalné ¢tyti koncentrace chemické latky a ptislusné kontroly (v
pfipadé potieby vcetné kontrol s rozpoustédlem). Obvykle se doporucuje rozdil
koncentraci (faktor odstupniovani) neptesahujici 3,2.

Pro ucely této zkouSky by se mély v maximalni moZné mife pouzivat vysledky z jiz
existujicich studii obojZivelnikdi pro stanoveni nejvysSi zkouSené koncentrace, aby se
nepouZzivaly koncentrace, které jsou zjevné toxické. Ke stanoveni této koncentrace mohou
piispét naptiklad informace o kvantitativnim vztahu mezi strukturou a aktivitou,
analogické idaje a data z jiz existujicich studii obojzivelnikt, jako je analyza metamorfozy
obojzivelniki, zkusebni metoda C.38 (25) a analyza teratogeneze zabich embryi — Xenopus
(23), anebo zkousek na rybéch, jako jsou zkuSebni metody C.48, C.41 a C.49 (26) (27)
(28). Pfed provedenim analyzy LAGDA miiZe byt provedena zkouska ke zjiSténi rozsahu.
Doporucuje se, aby expozice ke zjisténi rozsahu byla zahdjena do 24 hodin po fertilizaci a
pokracovala po dobu 7-14 dnt (v ptfipad€ potieby i déle) a aby byly zkouSené koncentrace
nastaveny tak, aby intervaly mezi jednotlivymi zkouSenymi koncentracemi nebyly vétsi
nez faktor 10. Vysledky zkousky ke zjiSténi rozsahu by mély slouZit pro stanoveni nejvyssi
zkousené koncentrace pii analyze LAGDA. Nezapomeiite, ze pokud musi byt pouzito
rozpoustédlo, pak mize byt vhodnost tohoto rozpoustédla (tj. zda miize mit dopad na
vysledek studie) stanovena v ramci studie ke zjisténi rozsahu.

Replikaty ve zkuSebnich skupinach a kontrolach

26. Mély by se pouzit minimalné Etyfi replikované nadrze na kazdou zkouSenou koncentraci a

miniméalné osm replikat pro kontroly (a v pfipad¢ potieby pro kontrolu s rozpoustédlem)
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(. pocet replikatt v kontrolach a v kazdé kontrole s rozpoustédlem by mél byt dvakrat tak
velky jako pocet replikati kazdé expozicni skupiny, aby byla zajiSténa spravna statisticka
sila). Kazdy replikdt by mé¢l obsahovat maximalné 20 jedinci. Minimalni pocet
zpracovanych jedinct bude 15 (5 pro dil¢i vzorek stadia NF 62 a 10 juvenilnich jedinct).
Do kazdého replikatu se vSak pridaji dalsSi jedinci, aby se tak kompenzovala mozna
mortalita a zachoval se kriticky pocet 15.

POSTUP

Prehled analyzy

27.

Analyza se zahajuje s nové nakladenymi embryi (stddium NF 8—10) a pokracuje do vyvoje
juvenilnich jedinct. Kazdy den se kontroluje mortalita a ptipadné znamky abnormalniho
chovani. Ve stadiu NF 62 se odebere dil¢i vzorek larev (maximalné 5 jedinct na replikat) a
vysetii se jednotlivé sledované parametry (tabulka 1). Poté, co vSichni jedinci dosahnou
stadia NF 66, tj. dokonceni metamorfézy (nebo po 70 dnech od zahdjeni studie, pokud toto
datum nastane drive), se provede ndhodna redukce (avSak bez odebirani dil¢ich vzorku),
aby se pocet jedinct snizil (10 na nadrz) (viz odstavec 43), a zbyvajici jedinci jsou i nadale
exponovani az do 10 tydnil po stiedni dob& do stddia NF 62 v kontrole. Pfi ukonceni
zkousky (odebirdni vzorki juvenilnich jedincl) se provedou dalsi méteni (tabulka 1).

Podminky expozice

28.

29.

Uplny souhrn zkusebnich parametrti 1ze najit v dodatku 3. V priibéhu doby expozice se
denné¢ méfi mnozstvi rozpusténého kysliku, teplota a pH zkuSebnich roztoki. Jednou
mesicné se meti konduktivita, zdsaditost a tvrdost. Pokud jde o teplotu vody zkuSebnich
roztokd, rozdily mezi jednotlivymi replikaty a mezi jednotlivymi expozicemi (v ramci
jednoho dne) by nemély piekrocit 1,0 °C. Také u hodnoty pH zkuSebnich roztokii by
rozdily mezi jednotlivymi replikaty a mezi jednotlivymi expozicemi nemély piekrocit 0,5.

Expozi¢ni nadrZze mohou byt kazdy den ciStény odsavanim, aby se z nich odstranila
nezkonzumovana potrava a odpadni produkty, pficemz je tfeba davat pozor, aby nedoslo
ke kiizové kontaminaci nadrzi. Je nutné dbat na minimalizaci stresu a traumat zvifat,
zejména bchem premistovani, ¢iSténi akvarii a manipulace. Je tfeba se vyvarovat
stresovych podminek/¢innosti, jakymi jsou hlasity a/nebo nepfetrzity hluk, klepani na
akvaria, vibrace v nadrzich.

Délka expozice zkouSené chemické latce

30.

Expozice se zahajuje s nové nakladenymi embryi (stddium NF 8-10) a pokracuje po 10
tydna po stiedni dobé do stadia NF 62 (< 45 dnil od zahgjeni studie) v kontrolni skuping.
Analyza LAGDA trvé obvykle 16 tydnti (maximalné 17 tydni).
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Zahajeni analyzy

31. RodiCovskad zvifata pouzita pro zahdjeni analyzy by meéla v minulosti prokazatelné
vyprodukovat potomstvo, u né&jz Ize geneticky urCit pohlavi (dodatek 5). Po vytfeni
dospélych jedincii se sesbiraji embrya, oSetfi se cysteinem, aby se z nich odstranil slizovy
povlak, a zkontroluje se jejich zivotaschopnost (23). OSetfeni cysteinem umoziiuje, aby se
embrya pfi manipulaci v pribéhu screeningu nenalepila na povrchy. Screening probihéa pod
stereomikroskopem pomoci océniho kapatka vhodné velikosti, kterym se odstranuji
nezivotaschopna embrya. Preferuje se, aby byl pro zkousku pouzit jeden potér s vétsi nez
70% Zivotaschopnosti. Embrya ve stadiu NF 8—10 se ndhodné rozdéli do expozi¢nich
nadrzi obsahujicich pfislusny objem fedici vody tak, aby kazda nédrz obsahovala 20
embryi. S embryi je tfeba pii tomto premisténi zachazet opatrné, aby se minimalizoval
manipulacni stres a ptfedeslo jakémukoli poranéni. 96 hodin po fertilizaci by méli pulci
vyplavat ve vodnim sloupci nahoru a zacit se ptichytavat na stény nadrze.

Krmny rezim
32. Krmivo a zména krmného reZimu v pribéhu jednotlivych vyvojovych stadii X. laevis
pfedstavuji velmi dilezity aspekt protokolu LAGDA. Pti nadmérném krmeni v pribéhu
larvalni faze obvykle dochézi ke zvySenému vyskytu a zdvaznosti skoliozy (dodatek 8) a
tomu by se mélo zabranit. Naopak pfi nedostatecném krmeni v pribchu larvalni faze
dochazi k vysoce variabilnim vyvojovym vysledkim mezi kontrolami, coz by potencialné
mohlo narusit statistickou silu nebo zplsobit zavadéjici vysledky zkousky. V dodatku 4 je
uvedeno doporucené krmivo a krmné rezimy pro larvy a juvenilni jedince X. laevis v
prutokovych podminkéch, ale jsou pfipustné i alternativy, pokud zkouSené organismy
rostou a vyvijeji se uspokojivé. Je dilezité poznamenat, Ze pokud se méfi endokrinni
specifické cilové parametry, nesmi krmivo obsahovat endokrinni ti¢inné latky, jako je soja.

Krmeni larev

33. Doporucend potrava pro larvy zahrnuje krmivo pro mladé lososovité ryby, fasy Spirulina a
vlo¢ky pro okrasné rybicky (napt. vlocky TetraFin®, Tetra, Némecko) promichané v
kultivaéni (nebo tedici) vodé. Tato smés se podava tiikrat denn€ v pracovni dny a jednou
denné o vikendech. Pulci se také krmi zivou Zabronozkou, rod Artemia, 24 hodin starymi
larvami (nauplie), a to dvakrat denn¢ v pracovni dny a jednou denné¢ o vikendech, pocCinaje
dnem 8 po fertilizaci. Krmeni, které by mélo byt stejné v kazdé zkuSebni nadrzi, by mélo
umoznovat spravny rist a vyvoj pokusnych zvitat, aby byla zajisténa reprodukovatelnost a
prenositelnost vysledkl analyzy: 1) stfedni doba do stddia NF 62 v kontrolach by méla byt
< 45 dnii a 2) doporucuje se, aby stfedni hmotnost byla v kontrolach ve stadiu NF 62 v
rozmezi 1,0 £0,2 g.

Krmeni juvenilnich jedincu
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Po dokonceni metamorfozy zahrnuje krmny rezim prvottidni krmivo pro zéby, které klesa
pod hladinu, napft. Sinking Frog Food -3/32 (Xenopus Express, FL, USA) (dodatek 4). Pro
malé zabky (rané juvenilni stadium) se peletky kratce pomelou v mlynku na kévu, mixéru
nebo se podrti tlouckem v tieci misce, aby se zmenSila jejich velikost. Jakmile jsou
juvenilni zabky dostate¢né velké, aby mohly konzumovat celé peletky, neni mleti nebo
drceni dale nutné. Zvitfata by méla byt krmena jednou denné. Krmeni juvenilnich jedinci
by mélo umoznovat spravny rist a vyvoj organismi: doporucuje se stfedni hmotnost
kontrolnich juvenilnich jedinct v rozmezi 11,5 + 3 g ptfi ukonceni analyzy.

Analyticka chemie

35.

36.

Pted zahijenim analyzy je tfeba stanovit stabilitu zkouSené chemické latky (napf.
rozpustnost, odbouratelnost a tékavost) a vSech potifebnych analytickych metod naptiklad
pomoci stavajicich informaci nebo znalosti. Pfi davkovani ptes fedici vodu se doporucuje,
aby byly zkousené roztoky z kazdé koncentrace replikované nadrze pied zahajenim
zkousky analyzovany, aby se ovéfila UCinnost systému. Béhem doby expozice se
koncentrace zkousené latky uréuji ve vhodnych intervalech, nejlépe kazdy tyden alespon v
jednom replikétu u kazdé expozicni skupiny, pfic¢emz replikaty ve stejné expozicni skupiné
se kazdy tyden stfidaji. Doporucuje se zakladat vysledky na namétenych koncentracich.
Udrzela-li se vSak koncentrace zkousené chemické latky v roztoku béhem celé zkousky
uspokojivé v rozmezi + 20% jmenovité koncentrace, 1ze vysledky zakladat na jmenovitych
nebo zméfenych hodnotach. Také variacni koeficient (CV) méfenych zkouSenych
koncentraci by mél byt po celou dobu zkousky v ramci expozice v kazdé koncentraci
udrzovan na 20 % nebo méné. Kdyz zméfené koncentrace nezistavaji v ramci 80—-120 %
nominalni koncentrace (napiiklad pii testovani vysoce biologicky rozloZitelnych nebo
adsorpcnich chemickych latek), je tfeba stanovit i¢inné koncentrace a vyjadrit je ve vztahu
k primérné koncentraci pro prutokové zkousky.

Rychlosti prutoku fedici vody a zasobniho roztoku by mély byt ve vhodnych intervalech
kontrolovany (napf. tiikrat tydné€) po celou dobu expozice. U chemickych latek, které nelze
detekovat pti nékterych nebo pfi vSech nominalnich koncentracich (napt. v dasledku
rychlého rozkladu nebo adsorpce ve zkuSebnich komordch nebo pifi vyrazné akumulaci
chemické latky v organismu exponovanych zvifat), se doporucuje pfizpusobit rychlost
obmény zkuSebniho roztoku v kazdé komote tak, aby byly zkouSené koncentrace
udrzovany pokud mozno konstantni.

Pozorovani a méreni sledovanych parametri

37.

Sledovanymi parametry hodnocenymi v prib&hu expozice jsou parametry naznacujici
toxicitu véetn¢ mortality a abnormalniho chovani, jako jsou klinické znamky onemocnéni
anebo generalizované toxicity, a stanoveni rustu (délka a hmotnost), jakoz i patologické
parametry, které mohou byt odpovédi na generalizovanou toxicitu i na endokrinni zpisoby
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ucinku pulsobici na drahy zprostfedkované estrogeny, androgeny nebo hormony Stitné
zlazy. Doplnkové miize byt pfi ukonceni analyzy zméfena koncentrace VTG v plazmé.
Méteni VIG muize byt uzitecné pro pochopeni vysledkti studie v souvislosti s
endokrinnimi  mechanismy pravdépodobnych endokrinnich disruptord. Sledované
parametry a harmonogramy meéfeni jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulkal: Prehled sledovanych parametrti u zkousky LAGDA

Prubézny odbér | Ukonceni zkousky

Sledované parametry* Denné vzorki (odbér vzorki
(odbér vzorki larev)| juvenilnich jedincii)

Mortalita a abnormality X

Doba do stadia NF 62 X

Histo(pato)logie (Stitna Zlaza) X

Morfometrické udaje (rust jako X X

hmotnost a délka)

Jaterni somaticky index (LSI) X

Podily genetického/fenotypového X

pohlavi

Histopatologie (gonady, reprodukéni X

cesty, ledviny a jatra)

Vitelogenin (VTG) (dopliikove) X

* VSechny sledované parametry se analyzuji statisticky.

Mortalita a denni pozorovani

38.

39.

Vsechny zkuSebni nadrze je tfeba denné kontrolovat, zda neobsahuji mrtvé jedince, a
zaznamendvat mortalitu v kazdé nadrzi. Mrtvé jedince ihned po jejich zpozorovani je tieba
ze zkuSebni nadrZe odstranit. Vyvojova stadia mrtvych zvifat se kategorizuji jako stddium
pted NF 58 (pfed vytvofenim ptednich koncetin), stddium NF 58 az stddium NF 62,
stadium NF 63 az stadium NF 66 (mezi stadiem 62 a Giplnou absorpci ocasu) nebo stddium
po NF 66 (po larvalnim stddiu). Mira mortality vyssi nez 20 % mulZe ukazovat na
nevhodné zkuSebni podminky nebo na zjevné toxické ucinky zkousSené chemické latky.
Zvitata byvaji nejcitlivéjsi na mortalitu indukovanou jinymi udélostmi nez chemickou
latkou v prvnich n€kolika dnech vyvoje po nakladeni vajicek a v pribéhu vrcholu
metamorfozy. Tato mortalita mize byt zjevna z kontrolnich dat.

Déle by mélo byt zaznamendno kazdé pozorované abnormalni chovani, makroskopicky
viditelné malformace (napt. skolidza) nebo 1éze. Pozorované piipady skoliozy je tieba
spocitat (incidence) a stanovit jeji stupeil zavaznosti (napf. nenapadnd — NR, minimalni —
1, sttedni — 2, tézka — 3; dodatek 8). Je tieba usilovat o minimalizaci prevalence stfedni az
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tézké skolidzy (napt. pod 10 % v kontrolach) po celou dobu studie, pfestoze vétsi
prevalence abnormalit v kontrolach nemusi byt nutn¢ divodem pro zastaveni zkousky. Pro
standardni chovani je typické, Ze larvy jsou ponofeny ve vodnim sloupci, ocas maji
zvednuty vySe, nez je hlava, pravidelné¢ rytmicky mrskaji ocasni ploutvi, pravidelné
vyplouvaji k hladiné, zaviraji zabry a reaguji na podnéty. Nestandardni chovéani by
zahrnovalo napiiklad plavani na hladin€, lezeni na dn€ nadrze, obracené nebo nepravidelné
plavani, nepravidelné vyplouvani k hladin¢ a nereagovani na podnét. U jedinci po
metamorfoze by kromé vyse uvedeného normalniho chovéani mély byt zaznamenany velké
rozdily ve spotfebé potravy mezi expozicemi. Zavazné malformace a léze mohou
zahrnovat naptiklad morfologické abnormality (napf. deformace koncetin), krvacivé léze,
bakterialni nebo plisnové infekce. Vyskyt 1ézi na hlavé juvenilnich jedinct bezprostfedné
za nosnimi dirkami miize byt indikaci nedostatecné vlhkosti. Tato stanoveni jsou
kvalitativni, méla by byt povazovana za rovnocennd klinickym piiznakim
onemocnéni/stresu a porovndna s kontrolnimi zvifaty. Pokud je mira vyskytu
v exponovanych nadrzich vétsi nez v kontrolnich, pak tento vyskyt nebo miru vyskytu je
tfeba povazovat za dikaz zjevné toxicity.

Diléi odbér vzorku larev

Popis dilciho odbéru vzorkii larev:

40. Pulci, kteti doséahli stddia NF 62, se z nadrzi odstrani a pouziji se jako vzorky, nebo se

41.

pfemisti do dal8i ¢asti expozice v nové nadrzi, piipadné se fyzicky oddé€li od zbyvajicich
pulct ve stejné nadrzi delici prepazkou. Pulci se kazdy den kontroluji a zaznamend se den
studie, kdy jednotlivi pulci dosahnou stadia NF 62. Rozhodujici charakteristikou pfi tomto
hodnoceni je tvar hlavy. Jakmile se hlava zmen$i natolik, Ze je vizudln€ zhruba stejné
Sirokd jako trup pulce a pfedni koncetiny na urovni sttedni ¢asti srdce, pocitd se tento
jedinec jako pulec, ktery dosahl stddia NF 62.

Cilem je odebrat celkem pét vzorka pulct ve stadiu NF 62 z kazdé replikované nadrze.
Provadi se to zcela nahodné, ale je tfeba rozhodnout pfedem. Hypoteticky piiklad
replikované nadrze je uveden na obrazku 1. Pokud je v konkrétni nadrzi 20 ptezivSich
pulct, kdyZ prvni jednotlivec dosahne stadia NF 62, vybere se z ¢isel 1-20 pét nahodnych
¢isel. Pulec ¢islo 1 je prvni jednotlivec, ktery dosdhl stadia NF 62, a pulec ¢islo 20 je
posledni jedinec v nadrzi, ktery dosahl stadia NF 62. Podobné¢, pokud je v konkrétni nadrzi
18 ptezivsich pulci, vybere se z Cisel 1-18 pét ndhodnych cisel. Toto se udéla u kazdé
replikované nadrze, kdyz prvni jednotlivec ve zkousce dosdhne stadia NF 62. Jestlize jsou
pii odbéru vzorku ve stddiu NF 62 mortality, je tfeba zbyvajici vzorky opét randomizovat
podle toho, kolik larev zbylo do stddia NF 62 a kolik dalSich vzorkl je zapotiebi pro
dosazeni celkem péti vzorku z tohoto replikatu. V den, kdy pulec dosédhne stadia NF 62, se
udeld poznamka v pfipraveném schématu pro odbér vzorki, aby bylo mozné urcit, zda je
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dany jednotlivec pouzit jako vzorek, nebo fyzicky oddélen od zbyvajicich pulct pro dalsi
expozici. V uvedeném ptikladu (obrazek 1) je prvni jednotlivec, ktery dosahne stadia NF
62 (tj. policko ¢islo jedna), fyzicky oddé€len od ostatnich larev, pokracuje v expozici a den
studie, kdy tento jednotlivec dosahl stadia NF 62, se zaznamena. Poté se stejnym
zpusobem pokracuje u jednotlivei ¢islo 2 a ¢islo 3 jako u ¢isla 1 a poté je jednotlivec ¢islo
4 pouzit jako vzorek pro stanoveni rstu a histologické vySetieni stitné zlazy (podle tohoto
piikladu). Tento postup pokracuje az do doby, kdy se 20. jednotlivec bud’ ptipoji ke
zbyvajicim jednotliveiim ve stadiu po NF 62, nebo je pouzit jako vzorek. Pouzity postup
ndhodného vybéru musi kazdému organismu ve zkousSce poskytnout stejnou
pravdépodobnost, ze bude vybran. Toho lze dosdhnout pouzitim jakékoli metody
nahodného vybéru, avSak vyzaduje se také, aby kazdy pulec byl v ur¢ité dobé v pribéhu
odbéru diléich vzorkl ve staddiu NF 62 odloven.

Obrazek 1: Hypoteticky piiklad rezimu odbéru vzorkt ve stadiu NF 62 u jedné replikované nadrze.

Doba

A 4

ledna replikovana nadri - Zadné mortality

E

z]a als|el7]8]9 |10l 12]13]14]15[16-1? 18 19[20]

D lednotlivé larvy Diléi vzorek

42.

Sledovanymi parametry pii odbéru vzorkl v larvalnim stadiu jsou: 1) doba do stadia NF 62
(. pocet dnli mezi fertilizaci a stddiem NF 62), 2) externi abnormality, 3) morfometrické
udaje (napf. hmotnost a délka) a 4) histologie Stitné Zlazy.

Humanni usmrceni pulcii

43.

44,

Pulci odebirani jako vzorek ve staddiu NF 62 (5 jednotlivell na replikat) se usmrti
ponofenim do vhodného mnozstvi (napt. 500 ml) roztoku anestetika (napt. 0,3% roztok
MS-222, trikain methan sulfonat, CAS.886-86-2) na dobu 30 minut. Roztok MS-222 by
mél byt pufrovan bikarbonatem sodnym na hodnotu pH pfiblizné 7,0, protoZe nepufrovany
roztok MS-222 je kysely a drazdivy pro Zabi kizi, coZ plisobi Spatnou absorpci a zbyte¢ny
dalsi stres pro organismy.

Pulec se pomoci podbérdku vyjme z experimentdlni nadrze a ptenese (umisti) do
eutanazacniho roztoku. Zvite se spravné usmrti a je pfipraveno na pitvu, kdyz nereaguje na
externi podnéty, jako je zaStipnuti zadni koncetiny klesStickami.

Morfometrické udaje (hmotnost a délka)
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45. Stanoveni hmotnosti ve vlhkém stavu (na nejblizsi mg) a délky téla od tlamy po kloaku
(SVL) (na nejblizsi 0,1 mm) u kazdého piilce se provede okamzité poté, co piestane
reagovat v disledku anestetika (obrazek 2a). Na zmétfeni SVL z fotografie mize byt pouzit
software pro analyzu obrazu. Pulci se pfed vazenim osusi, aby se z nich odstranila
nadbytecna ulpéla voda. Po zméieni velikosti téla (hmotnost a SVL) se zaznamenaji nebo
zapisi vSechny velké morfologické abnormality anebo klinické znamky toxicity, jako je
skolidoza (viz dodatek 8), petechie a krvaceni, pficemz se doporucuje elektronicka
dokumentace. Nezapomeiite, ze petechie jsou drobnd teckovitd krvaceni cervené nebo
fialové barvy v koznich vlasec¢nicich.

Odbeér a zpracovani tkani

46. U dil¢ich vzorkti odebranych v larvalnim stadiu se histologicky vySetii $titna zlaza. Dolni
¢ast téla za prednimi koncetinami se odstrani a zlikviduje. Zasttizené mrtvé télo se zafixuje
v Davidsonové¢ fixa¢nim médiu. Objem fixacniho roztoku v nadobé by mél byt alespon
desetindsobkem pfiblizného objemu tkani. Aby se zdjmové tkané adekvatné zafixovaly, je
tteba zajistit spravné promichani nebo cirkulaci fixaéniho roztoku. VSechny tkané ziistanou
v Davidsonov¢ fixa¢nim médiu minimaln¢ 48 hodin, avSak ne déle nez 96 hodin, a poté se
oplachnou v deionizované vodé a uchovavaji v 10% neutrdlnim pufrovaném formalinu (1)
(29).

Histologie Stitné Zldzy
47.U kazdého dil¢iho vzorku larvy (zafixované tkan¢€) se histologicky vySetii Stitna Zlaza, tj.
stanovi se diagnoza a stupenl zdvaznosti (29) (30).

Obrazek 2: Znacky pro méteni délky téla od tlamy po kloaku pfi analyze LAGDA ve stddiu NF 62 a) au
juvenilnich Zab b). Rozhodujici charakteristiky stddia NF 62 a): hlava ma stejnou $itku jako trup, délka
¢ichového nervu je kratsi nez primeér ¢ichového bulbu (pohled zezadu) a piedni koncetiny jsou na tirovni
srdce (pohled zepfedu). Obrazky pievzaty z publikace Nieuwkoop a Faber (1994).
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a. Dilti odbér vzorkd larev (stadium NF 62) | b. Odbér vzorkd juvenilnich jedincd

Ventralni

Délka od tlamy ke
kloace

i .
- -

Konec expozice larev

48. Vzhledem k pocate¢nimu poctu pulcit lze pfedpoklédat, Ze jedincii, kteti se nebudou
vyvijet normalné a nedokoné¢i metamorféozu (stadium NF 66) v pfiméfeném Case, bude
pravdépodobné malé procento. Larvalni ¢ast expozice by neméla prekrocit 70 dni. VSechny
pulce zbyvajici na konci tohoto obdobi je tfeba usmrtit (viz odstavec 43), stanovit jejich
hmotnost ve vlhkém stavu a SVL, stanovit stddium podle Nieuwkoopa and Fabera, 1994 a
zaznamenat piipadné vyvojové abnormality.

Redukce po stadiu NF 66

49. Od stadia NF 66 (uplna resorpce ocasu) az do ukonceni expozice by mélo pokracovat deset
jedinct na nadrz. Jakmile tedy vSechna zvitata dosahla stadia NF 66 nebo po 70 dnech
(pokud toto datum nastane diive) je tfeba proveést redukci. Zvitata po stddiu NF 66, ktera
nebudou nadéle exponovand, se vybiraji ndhodné.

50. Zvitata, ktera nejsou vybrdna pro dalSi expozici, se utrati (viz odstavec 43). U kazdého
zvitete se provede méfeni vyvojového stadia, stanovi se jeho hmotnost za vlhka a SVL
(obrazek 2b) a provede se podrobna pitva. Fenotypové pohlavi (podle morfologie gonad)
se oznaci jako samici, sam¢i nebo neurcité.

Odbér vzorku juvenilnich jedincu

Popis odbéru vzorkii juvenilnich jedincii
51. Zbyvajici zvitata jsou nadéle exponovana az do 10 tydnt po stiedni dob€ do stadia NF 62 v
kontrole s fedici vodou (anebo v kontrole s rozpoustédlem v piislusnych ptipadech). Na
konci doby expozice se zbyvajici zvifata (maximaln€ 10 zab na replikat) usmrti a zméfi se
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nebo vyhodnoti jednotlivé sledované parametry a zaznamenaji se: 1) morfometrické udaje
(hmotnost a délka), 2) podil fenotypového/genotypového pohlavi, 3) hmotnost jater (jaterni
somaticky index), 4) histopatologie (gonady, reprodukéni trakt, jatra a ledviny) a
dopliikkové 5) plazmaticky VTG.

Humanni usmrceni Zab

52.

Juvenilni vzorky, zaby po metamorfoze se usmrti intraperitonealni injekci anestetika, napf.
10% MS-222 ve vhodném fosfatovém pufru. Jakmile zaby pfestanou reagovat (obvykle
zhruba 2 minuty po injekci, pokud je pouzit 10% MS-222 v davce 0,01 ml na 1 g zaby),
mohou se z nich odebrat vzorky. I kdyz juvenilni zdby mohou byt ponofeny do vyssi
koncentrace anestetika (MS-222), zkuSenosti ukazuji, ze pti pouziti této metody trva déle,
nez na n¢ anestetikum zac¢ne pusobit, pii¢emz doba plisobeni nemusi byt adekvatni, aby
umoznila odbér vzorkl. Injekce predstavuje efektivni a rychlé usmrceni pred odbérem
vzorkd. Odbér vzorkli by nemél byt zahajen, dokud neni potvrzeno, Ze Zaby nereaguji, aby
bylo zajisténo, Ze jsou zvifata mrtva. Jestlize Zaby vykazuji znamky znac¢ného utrpeni
(velmi silné utrpeni a spolehlivé 1ze predvidat uhyn) a jsou povazovany za hynouci, je
tfeba jim podat anestetikum, usmrtit je a pfi analyze dat je zahrnout do mortality. Pokud je
zaba usmrcena v disledku morbidity, je tfeba to zaznamenat a vykazat. V zavislosti na
tom, kdy v pribéhu studie jsou zaby usmrceny, je lze uchovat pro histopatologickou
analyzu (fixovat zaby pro pfipadnou histopatologii).

Morfometrické udaje (hmotnost a délka)

53.

M¢éteni hmotnosti ve vlhkém stavu a SVL je stejné jako méfeni popsané u odbéru dil¢ich
vzorki larev.

Plazmaticky vitelogenin (VTG) (doplikove)
54. VTG je Siroce akceptovany biologicky marker vyplyvajici z expozice estrogenovym

55.

chemickym latkam. Ve zkousce LAGDA miuze byt dopliikové méten plazmaticky VTG u
juvenilnich vzorkd (miiZze to byt zvlasté podstatné v piipadé¢ podezieni, ze zkouSena
chemicka latka je estrogen).

Odfiznou se zadni koncetiny usmrcenych juvenilnich jedinc a z heparinizované
vlasecnice se odebere krev (i kdyz mohou byt vhodné i alternativni metody odbéru krve,
jako je srde¢ni punkce). Krev se vystiikne do mikrozkumavky do odstfedivky (napf. o
objemu 1,5 ml) a odstiedénim se ziska plazma. Vzorky plazmy se skladuji pti teploté —
70 °C nebo nizsi az do stanoveni VTG. Koncentraci VTG v plazmé lze zméfit metodou
enzymoveé imunoanalyzy s enzymem vazanym na imunosorbent (ELISA) (dodatek 6) nebo
alternativni metodou, jako je napiiklad hmotnostni spektrometrie (31). Vzhledem k vétsi
senzitivité jsou vhodnéjsi protilatky specifické pro dany druh.
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Urceni genetického pohlavi

56. Genetické pohlavi kazdé juvenilni zdby se posuzuje podle markerd, které vypracoval
Yoshimoto ef al. (11). Aby mohlo byt stanoveno genetické pohlavi, odebere se ¢ast (nebo
celd) jedné zadni koncetiny (nebo jakékoli jiné tkan¢) odpreparované pii pitveé a ulozi se do
mikrozkumavky (vzorky Zabi tkan¢ mohou byt ziskdny z jakékoli tkané). Tkan lze
uchovavat pfi teploté —20 °C nebo nizsi az do izolace kyseliny deoxyribonukleové (DNA).
Izolace DNA z tkéni mtize byt provedena pomoci komeréné dostupnych sad a analyza
pritomnosti nebo nepfitomnosti markeru se provadi metodou polymerazové fetézové
reakce (PCR) (dodatek 5). Obecné je shoda mezi histologickym pohlavim a genotypem u
vSech kontrolnich zvifat v okamziku odbéru vzorkd v juvenilnim stadiu v kontrolnich
skupinach vétsi nez 95 %.

Odber tkani a jejich fixace pro histopatologii

57. Pti poslednim odbéru vzorkl se odeberou gonady, reprodukéni trakt, ledviny a jatra pro
histologickou analyzu. Otevie se bfiSni dutina, vypreparuji se jatra a zvazi se. Poté se
opatrné¢ vyjmou z podbfiSku travici organy (naptiklad zaludek, stfeva), aby se odhalily
gonady, ledviny a reprodukéni trakt. VSechny zdvazné morfologické abnormality gonad se
zaznamenaji. Nakonec se odeberou zadni koncetiny, pokud jiZ nebyly odebrany za Gcelem
odbéru krve. Odebrana jatra a mrtvé télo s gonddami ponechanymi na misté je tfeba
okamzité ulozit do Davidsonova fixacniho roztoku. Objem fixa¢niho roztoku v nadob¢ by
mél byt alespon desetindsobkem pftiblizného objemu tkani. VSechny tkané zlistanou v
Davidsonové fixatnim médiu minimalné 48 hodin, avSak ne déle nez 96 hodin, a poté se
oplachnou v deionizované vod¢ a uchovavaji v 10% neutrdlnim pufrovaném formalinu (1)
(29).

Histopatologie
58.Kazdy juvenilni vzorek se histologicky vySetfi, zda nevykazuje patologii gonad,
reprodukéniho traktu, ledvin a jaterni tkané, tj. stanovi se diagn6za a ur¢i stupen zavaznosti
(32). Z tohoto hodnoceni se odvodi také gonadovy fenotyp (napt. vajecnik, varle, obojetny
pohlavni vyvoj) a spole¢né s jednotlivymi méfenimi genetického pohlavi mohou byt tato
pozorovani pouzita pro vypocet podilti fenotypovych/genotypovych pohlavi.

OZNAMOVANI UDAJU

Statisticka analyza

59. Pii analyze LAGDA jsou generovany tfi druhy dat, které je tifeba statisticky analyzovat: 1)
kvantitativni kontinudlni data (hmotnost, SVL, LSI, VTG), 2) data o dobé do udalosti u
vyvojovych podilil (tj. dny do stddia NF 62 od zahéjeni analyzy) a 3) ordindlni data ve
formé stupnil zavaznosti nebo vyvojovych stadii z histopatologického vySetieni.
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60. Doporucuje se, aby uspotfadani zkousky a vybér statistického testu umoznily dostate¢nou
prikaznost zkousky, aby se zjistily zmény biologického vyznamu v ukazatelich, u nichz
ma byt uvedena hodnota NOEC nebo EC. Statistickd analyza daji (obvykle stfedni
hodnoty replikatii) by se pokud mozno m¢la fidit postupy, které jsou popsany v dokumentu
Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to
Application (33). V dodatku 7 této zkuSebni metody je uvedeno doporucené schéma
rozhodovani pii statistické analyze a pokyny pro zpracovani udaji a vybér nejvhodnéjsiho
statistického testu nebo modelu, ktery ma byt pti zkousce LAGDA pouzit.

61. Udaje z juvenilnich vzorkil (napf. riist, LSI) by mély byt analyzovany samostatng pro
kazdé genotypové pohlavi, protoZe genotypové pohlavi se urcuje u vSech zab.

Poznamky k analyze dat

Pouziti zpochybnenych replikatit a expozic

62. Replikaty a expozice mohou byt zpochybnény v dasledku nadumrtnosti pfi zjevné toxicité,
onemocnéni nebo technické chybé. Jestlize je expozice zpochybnéna v disledku
onemocnéni nebo technické chyby, mély by byt pro analyzu k dispozici alespon tfi
nezpochybnéné expozice se tfemi nezpochybnénymi replikaty. Jestlize se u vysoké
expozice (expozic) objevi zjevna toxicita, je lepsi, aby byly pro analyzu k dispozici
alespon tfi expozicni Grovné se tfemi nezpochybnénymi replikaty (odpovidajici metod¢
maximalni tolerované koncentrace podle pokynu OECD (34)). Vedle mortality mohou
znamky zjevné toxicity zahrnovat ovlivnéni chovani (napf. plavani na hlading, leZeni na
dné nadrZze, obracené nebo nepravidelné plavani, nepravidelné vyplouvani k hlading),
morfologické 1éze (napt. hemoragické 1éze, abdomindlni edém) nebo inhibici normalnich
odpovédi na krmeni pii kvalitativnim srovnani s kontrolnimi zvitaty.

Kontrola s rozpoustédlem
63. Pfi ukonceni zkousky je tieba provést hodnoceni ptipadnych ucinkd rozpoustédla (pokud
bylo pouzito). To se provede pomoci statistického srovnani kontrolni skupiny
tteba pii této analyze posoudit, jsou determinanty rdstu (hmotnost a délka), jelikoz tyto
ukazatele mohou byt ovlivnény generalizovanymi toxicitami. Jsou-li zaznamenany
statisticky vyznamné rozdily v téchto ukazatelich mezi kontrolni skupinou s fedici vodou a
kontrolni skupinou s rozpoustédlem, je tieba odborné posoudit, zda je platnost zkouSky
zpochybnéna. Jestlize se tyto dvé kontroly lisi, je tfeba skupiny exponované chemické
latce porovnavat s kontrolou s rozpoustédlem, pokud neni zndmo, Ze Ze je vhodnéjsi
porovnani s kontrolou s fedici vodou. Neni-li zaznamenan Zadny statisticky vyznamny
rozdil mezi obéma kontrolnimi skupinami, doporucuje se, porovnavat skupiny exponované
zkousSené chemické latce se slou¢enymi skupinami (kontrola s rozpoustédlem a kontrola s
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fedici vodou), pokud neni zndmo, ze je vhodnéjsi bud’ porovnani pouze s kontrolou s fedici
vodou, nebo pouze s kontrolni skupinou s rozpoustédlem.

Zavérecna zprava

64. Zavérecna zprava by méla obsahovat:

ZkouSena chemicka latka:

fyzikalni povaha a (je-li to podstatné) fyzikalné-chemické vlastnosti,
jednoslozkova latka:
fyzicky vzhled, rozpustnost ve vodé a dalsi relevantni fyzikaln¢-chemické vlastnosti,

chemicka identifikace, napi. nazev podle IUPAC nebo CAS, ¢islo CAS, kod SMILES
nebo InChl, strukturni vzorec, Cistota, popiipadé chemicka identita necistot, je-li to
prakticky proveditelné atd. (v€etné obsahu organického uhliku, je-1i méfen),

viceslozkova latka, UVCB a smési:

charakterizované pokud mozno chemickou identitou (viz vySe), kvantitativhim
vyskytem a relevantnimi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi slozek.

Zkusebni druh:

veédecky nazev, kmen, je-li k dispozici, zdroj a metoda sbéru oplodnénych jiker a ndsledné
zpracovani.

incidence skoli6zy u dosavadnich kontrol pro pouzitou chovanou populaci.

Zkusebni podminky:

fotoperioda (fotoperiody),

usporadani zkousky (napft. velikost nadrze, materidl a objem vody, pocet zkuSebnich
nadrzi a jejich replikatd, pocet pokusnych organismil v kazdém replikatu),

metoda pfipravy zasobnich roztokt a Cetnost obnovovani (je-1i pouZito, mélo by se uveést
solubilizac¢ni ¢inidlo a jeho koncentrace),

metoda davkovani zkousené chemické latky (napf. Cerpadla, fedici systémy),

vytéznost metody a nominalni zkusebni koncentrace, mez stanovitelnosti, sttedni hodnoty
naméienych hodnot ve zkusebnich nadrzich a jejich smérodatné odchylky a metody jejich
stanoveni a doklad o toho, Ze naméfené koncentrace odpovidaji koncentracim zkousené
chemické latky ve skuteCném roztoku,

charakteristiky fedici vody: hodnota pH, tvrdost, teplota, koncentrace rozpusténého
kysliku, koncentrace zbytkového chloru (je-li métena), celkovy obsah jodu, obsah
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celkového organického uhliku (je-li méfen), obsah suspendovanych latek (je-li méfen),
salinita zkuSebniho média (je-li métena) a vysledky jakychkoli jinych provedenych
m¢éfeni,

nomindlni zkusebni koncentrace, stfedni hodnoty namétenych koncentraci ve zkusebnich
nadobach a jejich smérodatné odchylky,

kvalita vody ve zkusebnich nadrzich, pH, teplota (denn¢) a koncentrace rozpusténého
kysliku,

podrobné informace o krmeni (napt. druh krmiva (krmiv), ptivod, podavané mnozstvi
a frekvence krmenti).

Vysledky:

doklady o tom, Ze kontrolni skupiny splnily kritéria validity,

nasledujici idaje o kontrolni skupiné (plus o kontrole s rozpoustédlem, je-li pouZzita) a o
expozi¢nich skupinach: pozorovana mortalita a abnormalita, doba do stddia NF 62,
histologické vySetfeni §titné zlazy (pouze vzorek larev), rist (hmotnost a délka), LSI
(pouze juvenilni vzorek), podily genotypového/fenotypového pohlavi (pouze juvenilni
vzorek), vysledky histopatologického vySetfeni gonad, reprodukéniho traktu, ledvin a jater
(pouze juvenilni vzorek) a plazmaticky VTG (pouze juvenilni vzorek, je-li stanoven),

metoda statistické analyzy a zpracovani tidaji (pouzity statisticky test nebo model),

koncentrace bez pozorovanych ucinkli (NOEC) pro kazdou posuzovanou odpovéd’,

v v

(pt1 a = 0,05), ptipadné hodnoty ECx pro kaZzdou posuzovanou odezvu a intervaly
spolehlivosti (napt. 95 %) a graf proloZené¢ho modelu pouzity pro jejich vypocet, smernice
ktivky koncentrace-odezva, vzorec regresniho modelu, odhadované parametry modelu a
jejich smérodatné odchylky,

vSechny odchylky od zkuSebni metody a odchylky od kritérii pfijatelnosti a dale
poznamky k potencidlnim disledkiim na vysledek zkousky.

65. U vysledkli méteni sledovanych ukazateld by mély byt uvedeny stfedni hodnoty a jejich

smérodatné odchylky (pokud mozno pro jednotlivé replikaty i koncentrace).

66. Méla by byt vypoctena stiedni doba do stadia NF 62 v kontrolach a uvedena jako primér

mediant replikatl a jejich smérodatna odchylka. Podobné by u expozic mél byt vypocten
expozicni median a uveden jako primér medianti replikat a jejich smérodatnd odchylka.
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Dodatek 1

DEFINICE
Hlavni ukazatel: zpiisobuje ucinek na Grovni populace.

Chemicka latka: latka nebo smés.

ELISA: enzymova imunosorpcni analyza.

ECx: (u¢inna koncentrace s x% uc¢inkem) je koncentrace, ktera vyvola x% ucinek u
zku§ebnich organismi béhem dané expozi¢ni doby ve srovnani s kontrolou. Naptiklad ECso
je koncentrace odhadnuta pro vyvolani ucinku na zkouseny ukazatel u 50 % exponované
populace za stanovenou expozi¢ni dobu.

dpf: dny po fertilizaci.

Priitokova metoda: zkouska, pfi niz zkuSebni roztoky plynule protékaji zkuSebnim
systémem po celou dobu trvani expozice.

Osa HPG: hypothalamo-hypofyzo-gonadalni osa.

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry (Mezinarodni unie pro Cistou a
uzitou chemii).

Nejnizsi koncentrace s pozorovanym uc¢inkem (LOEC) je nejnizsi zkuSebni koncentrace
zkousSené chemické latky, pfi niZ je pozorovan statisticky vyznamny ucinek zkousené latky
ve srovnani s kontrolou (pfi p < 0,05). VSechny zkuSebni koncentrace vyssi nez LOEC musi
vSak mit stejné nebo zavaznéjsi Skodlivé uCinky, neZz jsou uCinky pozorované pfi
koncentraci LOEC. Nelze-li tyto dvé podminky splnit, mélo by byt podrobné vysvétleno,
jak byla LOEC (a tedy i NOEC) zvolena. Pokyny jsou uvedeny v dodatku 7.

Median letalni koncentrace (LCso) je koncentrace zkouSené chemické latky, kterd usmrti
pfiblizné 50 % zkuSebnich organismi béhem celé zkousky.

Koncentrace bez pozorovanych ucinki (NOEC) je zkuSebni koncentrace bezprostiedné
nizs§i nez LOEC, ktera pfi srovnani s kontrolou nema pro danou expozi¢ni dobu statisticky
vyznamny ucinek (pfi p < 0,05).

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification (ZjednoduSend molekularni
specifikace pro vstupni fadky).

ZkouSena chemicka latka: jakakoli latka nebo smés zkouSend pomoci této zkuSebni
metody.

UVCB: latky s nezndmym nebo proménlivym slozenim, komplexni reakéni produkty nebo
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biologicky material.

VTG: vitelogenin je fosfolipoglykoprotein, prekurzor proteinti vaje¢ného zloutku, ktery se
obvykle vyskytuje u sexudlné aktivnich samicek vSech vejcorodych druht.
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Dodatek 2

NEKTERE CHEMICKE CHARAKTERISTIKY DOPORUCENE REDICI VODY

Latka Koncentrac¢ni limit
Pevné Castice 5 mg/l
Celkovy obsah organického uhliku 2 mg/l
Neionizovany amoniak 1 png/l
Zbytkovy chlor 10 pg/l
Celkové organofosforové pesticidy 50 ng/l
Celkovy obsahrorgapochlcerV)'Ich pesticidu a 50 ng/l
polychlorovanych bifenylt

Celkovy obsah organického chloru 25 ng/l
Hlinik 1 pg/l
Arsen 1 pg/l
Chrom 1 pg/l
Kobalt 1 pg/l
Med 1 pg/l
Zelezo 1 png/l
Olovo 1 pg/l
Nikl 1 pg/l
Zinek 1 pg/l
Kadmium 100 ng/1
Rtut’ 100 ng/l
Stiibro 100 ng/l
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Dodatek 3

ZKUSEBNI PODMINKY PRO ZKOUSKU LAGDA

1. ZkuSebni druh
2. Typ zkousky

3. Teplota vody

4. Kwvalita osvétleni

5. Fotoperioda

6. Objem zkusSebniho roztoku a
zkuSebni nadoby (nadrze)

7. Vymény objemu zkuSebnich
roztoki

Xenopus laevis

Kontinualni pratok

Nominalni teplota je 21 °C. Stfedni teplota po dobu trvani zkousky je
21 £ 1 °C (rozdily mezi replikaty a mezi expozicemi by nemély

presahovat 1,0 °C).

Fluorescen¢ni zafivky (Sirokospektralni) 600—2 000 lux (lumen/m?) na
povrchu vody

12 h svétlo: 12 h tma

4-10 | (minimalni hloubka vody 1015 cm)

Akvaria sklenéna nebo z nerezové oceli

Konstantni, s ohledem na zachovani biologickych podminek a expozici
chemickeé latce (napf. objem nadrze se vymeéni 5x denné)

8. Stafi zkusebnich organismil pii Stadium 8—10 podle Nieuwkoopa a Fabera (NF)

zahajeni

9. Pocet organismil na replikat

10.Pocet expozic

11.Pocet replikatt pro kazdou
expozici

20 zvitat (embryi)/nadrz (replikat ) pii zahajeni expozice a 10 zvitat
(juvenilnich jedincti)/nadrz (replikat) po stddium NF 66 az do ukonceni
expozice

Minimaln¢ 4 expozice zkousSené chemické latce plus prislusna kontrola
(kontroly)

4 replikaty na expozici pro zkousenou chemickou latku a 8 replikatt pro
kontrolu (kontroly)

12.Pocet organismil na zkouSenou Minimalné 80 zvifat na expozici pro zkousenou chemickou latku a 160

koncentraci

13.Redici voda

14.Provzdusinovani

15.Rozpustény kyslik ve

replikatt pro kontrolu (kontroly)

Jakakoli voda, ktera umoziiuje normalni rdst a vyvoj X. laevis (napf.
pramenita voda nebo voda z vodovodni sité prefiltrovana pies aktivni
uhli)

Neni vyzadovano, ale provzdusiiovani nadrzi mize byt nutné, jestlize
hladina rozpusténého kysliku poklesne pod doporucené limity a jestlize

je maximalizovan nartst prutoku zkuSebniho roztoku.

Rozpustény kyslik: > 40 % hodnoty nasyceni vzduSnym kyslikem nebo
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zkuSebnim roztoku
16.pH zkuSebniho roztoku
17.Tvrdost a zasaditost
zkuSebniho roztoku
18. Krmny rezim

19. Doba expozice

20.Biologické ukazatele

21.Kritéria platnosti zkousky

D060575/02

> 3,5 mg/l

6,5-8,5 (rozdily mezi replikaty a expozicemi by nemély byt vétsi nez
0,5)

10-250 mg CaCOs/1

(viz dodatek 4)

Od stadia NF 810 do deseti tydnti po stiedni dobé do stadia NF 62 ve
vodée a/nebo kontrolni skuping s rozpoustédlem (maximalné 17 tydni)

Mortalita (a abnormalni jevy), doba do stadia NF 62 (vzorek larev),
histologické vysetteni §titné zlazy (vzorek larev), riist (hmotnost a
délka), jaterni somaticky index (juvenilni vzorek), podily
genotypového/fenotypového pohlavi (juvenilni vzorek), histopatologie
gonad, reprodukéniho traktu, ledvin a jater (juvenilni vzorek) a
plazmaticky vitelogenin (juvenilni vzorek, doplitkove)

Rozpustény kyslik by mél byt > 40 % hodnoty nasyceni vzduchem;
stfedni teplota vody by méla byt v rozsahu 21 + 1 °C a rozdily mezi
replikaty a mezi expozicemi by mély byt < 1,0 °C; pH zkusebniho
roztoku by mélo byt v rozsahu 6,5 az 8,5; mortalita v kontrole by m¢la
byt <20 % a stfedni doba do stadia NF 62 v kontrole by méla byt <45
dnti; stfedni hmotnost zkusebnich organismt ve stadiu NF 62 a pti
ukonceni analyzy v kontrolach a v kontrolach s rozpoustédlem (jsou-li
pouzity) by mela dosahovat 1,0 £ 0,2, respektive 11,5 + 3 g; mély by
byt k dispozici dikazy pro prokazani toho, ze koncentrace zkouSené
chemické latky v roztoku byly uspokojiveé udrzovany v rozmezi +20%
od stiednich namétenych hodnot.
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Dodatek 4

KRMNY REZIM

Je tieba uvést, ze ackoli je tento krmny rezim doporucovan, jsou ptipustné i alternativy,
pokud budou zkusebni organismy rist a vyvijet se spravnou rychlosti.

Krmeni larev

Priprava krmiva pro larvy
A. 1:1 (obj.) krmivo pro mladé lososovité ryby: fasy/TetraFin® (nebo ekvivalent)

1. Krmivo pro mladé lososovité ryby: michejte 50 g krmiva pro mladé lososovité ryby (drobné
granule nebo prasek) a 300 ml vhodné filtrované vody v mixéru nastaveném na vysokou
rychlost po dobu 20 sekund

2. Smés tasy/TetraFin® (nebo ekvivalent): michejte 12 g tas spirulina v tabletach a 500 ml
filtrované vody v mixéru nastaveném na vysokou rychlost po dobu 40 sekund, smichejte
12 g piipravku Tetrafin® (nebo ekvivalentu) s 500 ml filtrované vody a poté tyto dvé smési
slijte, ¢imZ vznikne 1 litr krmiva s obsahem 12 g/l fas spirulina a 12 g/l ptipravku Tetrafin®
(nebo ekvivalentu)

3. Smichejte stejné objemy krmiva pro mladé lososovité ryby a smési fasy/TetraFin® (nebo
ekvivalent)

B. Zabronozka:

15 ml vajicek ZabronoZky se nechd vylihnout v 1 1 slané vody (pfipravené ptfidanim 20 ml
NaCl do 1 1 deionizované vody). Po provzdusiovani po dobu 24 hodin pii pokojové teplote
za konstantniho osvétleni se Zabronozka odlovi. Zabronozka se nechd na dobu 30 minut
usadit zastavenim provzduSiiovani. Skotapky, které vyplavou v nadobé nahoru, se sliji a
zlikviduji a zabronozka se ptecedi pies vhodny filtr a pfemisti do 30 ml filtrované vody.

Krmny protokol

V tabulce 1 je uveden popis druhu a mnozstvi krmiva pouzivaného v pribéhu larvalnich
stadii expozice. Zvitata se krmi tiikrat denn€ od pondé€li do patku a jednou denné o vikendu.

Tabulka 1: Krmny rezim pro larvy X. laevis v pratokovych podminkach

(tfikrat denné)

(jednou denn¢)

(dvakrat denné)

Krmivo pro mladé lososovité ryby: 7abronozka
Doba* fasy/TetraFin® (nebo ekvivalent)
(po fertilizaci Pracovni dny Vikend Pracovni dny Vikend

(jednou denn¢)

Dny 4-14
(v tydnech 0-1)

0,33 ml

1,2 ml
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1 ml 1 ml

Tjden 2 0,67 ml 24 ml (ode dne 16) (ode dne 16)
Tyden 3 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Tyden 4 1,5 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Tyden 5 1,6 ml 4,4 ml 1 ml 1 ml
Tyden 6 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Tyden 7 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Tydny 8-10 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* Den 0 je definovan jako den podani injekce hCG.

Piechod z larvalniho krmiva na krmivo pro juvenilni jedince

Po dokonceni metamorfozy larev se ptechdzi na krmivo pro juvenilni jedince, které je
popséano nize. Pfi tomto pfechodu se postupné snizuje mnozstvi krmiva pro larvy a zvysuje
mnozstvi krmiva pro juvenilni jedince. Lze to provést pomérnym snizovanim krmiva pro
larvy a pomérnym zvySovanim krmiva pro juvenilni jedince podle toho, jak kazda skupina
péti pulct projde stadiem NF 62 a ptiblizi se k dokonceni metamorfézy ve stadiu NF 66.

Krmeni juvenilnich jedinci
Krmivo pro juvenilni jedince

Po dokonceni metamorfozy (stddium 66) se krmny reZim zméni pouze na prvotiidni krmivo
pro zaby, které klesa pod hladinu, o velikosti 3/32 palce (Xenopus Express™, FL, USA)
nebo ekvivalentni.

Priprava drcenych pelet pro larvy pri prechodu na krmivo pro juvenilni jedince

Peletky krmiva pro zaby, které klesd pod hladinu, se kratce pomelou v mlynku na kavu,
mixéru nebo se rozdrti v misce s tlou¢kem, aby se jejich velikost zmenSila ptiblizné€ o 1/3.
Pti pfilis dlouhém zpracovani vznikne praSek, coz se nedoporucuje.

Krmny protokol
V tabulce 2 je uveden popis druhu a mnoZstvi krmiva pouzivaného v prib&hu juvenilnich a
dospélych vyvojovych stadii. Zvifata by méla byt krmena jednou denné. Je tieba
poznamenat, Ze s postupem metamorfozy zvifata i nadale dostavaji cast krmiva ve formé

zabronozky, dokud > 95 % zvitat nedokon¢i metamorfozu.

V den ukonceni zkousky by zvifata neméla byt krmena, aby krmivo nezkreslilo stanoveni
hmotnosti.
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Tabulka 2: Krmny rezim pro juvenilni jedince X. /aevis v pratokovych podminkach. Je tfeba poznamenat,
Ze zvitata, u nichz jesté neprobéhla metamorfoza, veetné zvitat, u nichz je metamorf6za opozdéna v

dasledku expozice chemické latce, nemohou konzumovat nerozdrcené peletky.

Doba Objem drcenych peletek Objem celych peletek
(tydny po medidnu data metamorfozy) (mg na 1 Zabku) (mg na 1 Zabku)
Kdyz zvirata dokon¢i metamorfézu 25 0
Tydny 0-1 25 28
Tydny 2-3 0 110
Tydny 4-5 0 165
Tydny 69 0 220

* Prvni den tydne 0 je medianem data metamorfézy u kontrolnich zviftat.

597



D060575/02

Dodatek 5

URCOVANI GENETICKEHO POHLAVI (GENETICKE SEXOVANI)

Metoda urcovani genetického pohlavi proXenopus laevis vychazi z publikace Yoshimoto et
al., 2008. Podrobné postupy urovani genotypu lze v piipad¢ potieby zjistit v této publikaci.
Pokud je to povazovano za vhodné, mohou byt pouzity alternativni metody (napt. qPCR
vhodna pro vysoké propustnosti).

Primery X. laevis
Marker DM-W
Ptimy: 5’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Reverzni: 5°-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Pozitivni kontrola
Ptimy: 5’-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’

Reverzni: 5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3’

Purifikace DNA

DNA purifikujte ze svalové nebo kozni tkan€ napt. pomoci sady Qiagen DNeasy pro krev a
tkan¢ (kat. €. 69506) nebo podobného vyrobku podle ptilozenych pokynid. DNA lze
vyluhovat z patefe s pouzitim mensiho mnozZstvi pufru, aby byly ziskdny koncentrované&jsi
vzorky, je-li to povaZzovdno za nezbytné pro analyzu PCR. Upozoriiujeme, ze DNA je
celkem stabilni, je proto tieba dbat na to, aby nedoslo ke kiizové kontaminaci, coz by mohlo
vést k chybnému urceni sameckt jako samicek nebo naopak.

Polymerazova retézova reakce

Vzor protokolu s pouzitim sady JumpStart™ Tag od spolecnosti Sigma je uveden v tabulce

1.
Tabulka 1:  Vzor protokolu s pouZitim sady JumpStart™ Tag od spole¢nosti Sigma
Roztok master mix 1x (nb) [Kone¢né
mnozstvi|
NFW 11 -
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10X pufr 2,0 -
MgCl (25 mM) 2,0 2,5mM
dNTP (po 10 mM) 0,4 200 uM
Marker pro primer (8 pM) 0,8 0,3 uM
Marker rev primer (8 pM) 0,8 0,3 uM
Kontrola pro primer (8§ uM) 0,8 0,3 uM
Kontrola rev primer (8 uM) 0,8 0,3 uM
JumpStart™ Taq 0,4 0,05
jednotky/ul
Templat DNA 1,0 ~200 pg/ul

Poznamka: Ptipravte si vét§i mnozstvi roztokii master mix pro pfipadné ztraty, k nimz miaze dojit
pii pipetovani (ptiklad: 25x by se mély pouzit pouze pro 24 reakci).

Reakce:

Roztok master mix 19,0 pul

Templat 1,0 ul

Celkem 20,0 pl
Profil termocykleru:

Krok 1. 94 °C 1 min

Krok 2. 94°C 30s

Krok 3. 60°C 30s

Krok 4. 72 °C 1 min

Krok 5. Pokracovat podle kroku 2. 35 cykli

Krok 6. 72 °C 1 min

Krok 7. 4°C udrzovat

Vyrobky PCR Ize pouzit okamzité v gelu nebo uchovavat pti 4 °C.

Gelova elektroforéza v agardze (vzor protokolu)
50X TAE

Tris 242 ¢
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Bezvoda (ledova) kyselina octova 5,71 ml
Na; (EDTA)-2H,0 3,72 g

Ptidejte vodu do objemu 100 ml

IXTAE
H,O 392 ml
50X TAE 8 ml

Agardza 3:1
3 dily agar6zy NuSieve™ GTG™
1 dil agar6zy Fisher s nizkou elektroendosmézou (EEO)

Metoda
1. Ptipravte 3% gel pfidanim 1,2 g smési agar6zy do 43 ml 1X TAE. Protfepte, aby se rozptylily
velké shluky.

2. Smés agarozy ohtivejte v mikrovince, dokud se zcela nerozpusti (nesmi se prevarit). Nechte
trochu vychladit.

3. Piidejte 1,0 pl ethidiumbromidu (10 mg/ml). Lahev protiepte. Nezapomeiite, ze
ethidiumbromid je mutagenni, proto by mély byt pro tento krok pouzity alternativni
chemické latky, pokud je to technicky mozné, aby se minimalizovala zdravotni rizika pro
pracovniky.

Nalijte gel do formy s hiebenem. Nechte ho zcela vychladnout.

Pridejte gel do pfistroje. Gel pokryjte 1X TAE.

Ptidejte 1 ul 6x zavadéciho barviva do kazdého produktu PCR o objemu 10 pl.
Vzorky napipetujte do jamek.

o =Nk

Zpracujte pii konstantnim napéti 160 V po dobu ~ 20 minut.

Na obrazku 1 je zobrazeni agar6zového gelu znazornujici vzory pruhtl, které ukazuji samci
a samici jedince.

'V souladu s ¢l. 4 odst. 1 smémice Evropského parlamentu a Rady 2004/37/ES ze dne 29. dubna 2004 o
ochran¢ zaméstnancti pfed riziky spojenymi s expozici karcinogenlim nebo mutagentim pii praci (Sesta
samostatna smérnice ve smyslu ¢l. 16 odst. 1 smérnice 89/391/EHS) (Ut. vést. L 158, 30.4.2004, s. 50).
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Obrazek 1: Zobrazeni agardzového gelu znazorfujici vzor pruhtl, které ukazuji saméi (F) jedince (jeden
pruh ~ 203 bp: DMRT1) a samiéi (?) jedince (dva pruhy pti ~ 259 bp: DM-W a 203 bp:DMRT]1).

N DM-W
BN DMRT1
LITERATURA
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Dodatek 6

MERENI VITELOGENINU

Meéieni vitelogeninu (VTG) se provadi pomoci metody enzymové imunoanalyzy s enzymem
vazanym na imunosorbent (ELISA), kterd byla plivodné¢ vyvinuta pro VTG jelecka
velkohlavého (Parks et al., 1999). V soucasnosti neexistuji zadné komercné dostupné
protilatky pro X. laevis. Vzhledem k velkému mnozstvi informaci o této bilkoving a
dostupnosti nakladové efektivnich sluzeb komercni produkce protilatek I1ze predpokladat, ze
laboratote si mohou snadno vyvinout test ELISA pro toto méfeni (Olmstead et al., 2009). V
publikaci Olmstead et al. (2009) je také uveden popis analyzy upraveny pro VIG u X
tropicalis, jak je ukézéno nize. Metoda pouziva protilatku pfipravenou proti VIG X
tropicalis, ale je zndmo, ze funguje také na VTG X. laevis. Je tieba poznamenat, Ze mohou
byt pouzity i nekompetitivni testy ELISA a ze tyto testy mohou mit nizsi detek¢ni limity nez
metoda popsana nize.

Material a reakéni ¢inidla

Ptedadsorbované sérum s 1. protilatkou (Ab)

Smichejte jeden dil séra 1. Ab anti-X. tropicalis VTG s 2 dily kontrolni sam¢i plazmy a
nechte pfi pokojové teplot¢ po dobu ~ 75 minut, polozte na led na dobu 30 minut,
odstfed’ujte > 20K x G po dobu 1 hodiny pii 4 °C, odstraiite supernatant, alikvotni
mnozstvi, uchovavejte pii —20 °C.

2. protilatka
Konjugat kozi proti-krali¢i I[gG-HRP (napt. Bio-Rad 172-1019)
VTG Standard
purifikovany VTG X. laevis v koncentraci 3,3 mg/ml.
TMB (3,3',5,5' tetramethyl-benzidin) (napt. KPL 50-76-00; nebo Sigma T0440)
Normadlni kozi sérum (NGS) (napi. Chemicon® S26-100ml)

96jamkové polystyrenové mikrotitracni desticky EIA (napf. ICN: 76-381-04,
Costar:53590, Fisher:07-200-35)

Hybridizacni komora 37 °C (nebo vzduchovy inkubdtor s rychlym dosaZenim
rovnovazného stavu) na desticky, vodni lazeni na zkumavky

Dalsi béZné laboratorni vybaveni, chemikalie a spotfebni material.

Piedpisy

Nanaseci pufr (50 mM karbonatového pufru, pH 9,6):

NaHCO; 126 ¢
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Na>COs 0,68 g
voda 428 ml

10X PBS (0,1 M fosfat, 1,5 M NaCl):
NaH2PO4-H20 0,83 g

Na;HPO47 H,O 20,1 g

NacCl 71¢g
voda 810 ml
Promyvaci pufr (PBST):

10X PBS 100 ml

voda 900 ml

Upravte pH na 7,3 ptidanim 1 M HCI, poté ptidejte 0,5 ml Tween-20.
ZkuSebni pufr:

Normalni kozi sérum (NGS) 3,75 ml

Promyvaci pufr 146,25 ml
Odbér vzorku

Krev se odebird heparinizovanou mikrohematokritovou kapildrou a umisti na led. Po
odstted'ovani po dobu 3 minut se kapilara nafizne, rozlomi a plazma se vystiikne do
mikrozkumavek o objemu 0,6 ml, které obsahuji 0,13 jednotek lyofilizovaného aprotininu.
(Tyto zkumavky se pfipravi predem piidanim ptislusSného mnozstvi aprotininu, zmrazenim a
lyofilizovanim v odparce pti nizké teploté aZ do vysuseni.) Plasma uchovavejte pfi teploté —
80 °C az do analyzy.

Postup pro jednu desticku

Nandseni na desticku
Smichejte 20 pl purifikovaného VTG s 22 ml karbonatového pufru (kone€na koncentrace 3
pg/ml). Pridejte 200 pl do kazdé jamky 96- jamkové destiCky pomoci pipety. Desticku
zakryjte lepici folii a nechte inkubovat pii teploté¢ 37 °C po dobu 2 hodin (nebo pfti teploté
4 °C pres noc).

Zastaveni reakce na desticce
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Tlumivy roztok se pfipravi piidanim 2 ml normalniho koziho séra (NGS) do 38 ml
karbonatového pufru. Odstraite nandSeci roztok a otepte dosucha. Do kazdé jamky pfidejte
350 pl tlumivého roztoku. Zakryjte lepici folii a nechte inkubovat pfi teploté 37 °C po dobu
2 hodin (nebo pii teplote 4°C ptes noc).

Priprava standardii

5,8 ul purifikovaného VTG se smicha s 1,5 ml zkuSebniho pufru v jednordzové zkumavce
z borokfemicitého skla 12 x 75 mm. Vznikne tak 12 760 ng/ml. Poté se provede postupné
fedéni ptidanim 750 pl pfedchoziho nafedéného roztoku do 750 ul zkusebniho pufru, ¢imz
vzniknou kone¢né koncentracel2 760, 6380, 3190, 1595, 798, 399, 199, 100 a 50 ng/ml.

Priprava vzorku

Zacnéte roztokem plazmy ve zkuSebnim pufru 1 : 300 (napf. smichejte 1 pl plazmy s 299 pl
zkuSebniho pufru) nebo 1 : 30. Jestlize ocekavate velké mnozstvi VTG, mohou byt potiebna
dalsi fedéni nebo vétsi fedéni. Snazte se udrzovat B/B, v rozmezi standardi. U vzorki bez
hodnotitelného VTG, napft. kontrolni samecci a samicky (vSechny nezralé), pouzijte fedéni
1 : 30. Vzorky nafedéné mén¢, nez je uvedeno, mohou vykazovat nechténé matricové jevy.

Déle se doporucuje provést na kazdé desticce pozitivni kontrolni vzorek. Tento vzorek
pochazi ze zasoby plazmy obsahujici vysoce indukované hladiny VTG. Zasoba se nejprve
natedi v NGS, rozdéli se na pomérné dily a uchovava se pii —80 °C. Pro kazdou desticku se
rozmrazi pomérny dil, dale se nafedi ve zkuSebnim pufru a pouzije se podobné jako
zkuSebni vzorek.

Inkubace s 1. protilatkou

1. protilatka se pfipravi zhotovenim zfedéného roztoku 1 : 2 000 ptedadsorbovaného séra s
1. protilatkou ve zkuSebnim pufru (napt. 8 pul v 16 ml zkuSebniho pufru). Smichejte 300 pl
roztoku 1. protilatky s 300 pl vzorku/standardu ve sklenéné zkumavce. Zkumavka B, se
piipravi podobné s 300 pul zkusSebniho pufru a 300 pl protilatky. Rovnéz se piipravi
zkumavka NSB pouze s 600 pl zkuSebniho pufru, tj. bez protilatky. Zkumavky zakryjte folii
Parafilm a lehce promichejte. Inkubujte ve vodni lazni o teploté 37 °C po dobu 1 hodiny.

Promyti desticky

Bezprosttedné pied dokoncenim inkubace 1. protilatky destiCku promyjte. Provadi se to
vytiepanim obsahu a oklepdnim dosucha na savém papiru. Poté jamky naplite 350 pl
promyvaciho roztoku, vylijte jej a oklepte dosucha. Zde je uzite¢na vice-kanalova pipeta
nebo promyvacka desti¢ek. Promyvani se zopakuje jest¢ dvakrat, aby se desticka promyla
celkem ttikrat.

Nandseni vzorku na desticku

Po promyti desticky vyjméte zkumavky z vodni l4zné€ a lehce je promichejte. Piidejte 200 pl
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z kazdého vzorku, standardu, B, a zkumavky NSB, aby byly jamky na desticce
duplikovany. Desticku zakryjte lepici folii a nechte inkubovat pfi teploté¢ 37 °C po dobu 1
hodiny.

Inkubace s 2. protilatkou

Na konci inkubace z ptedchoziho kroku se desticka opét tfikrat promyje, jak je uvedeno
vyse. Nafedeénd 2. protilatka se pfipravi smichanim 2,5 pl 2. protilatky s 50 ml zkusebniho
pufru. Do kazdé jamky se pfida 200 pl nafedéné 2. protilatky, desticka se zakryje, jak je
uvedeno vyse a inkubuje se po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C.

Pridant substratu

Po dokonceni inkubace s 2. protilatkou desticku ttikrat promyjte, jak je popsano vyse. Poté
do kazdé jamky pfidejte 100 pl substratu TMB. Nechte reakci probihat 10 minut, nejlépe
mimo jasné svétlo. Reakci zastavte ptidanim 100 pl kyseliny fosforecné 1 M. Zméni to
barvu z modré na intenzivné¢ Zlutou. Pomoci ¢tecky zméite absorbanci pti 450 nm.

Vypocet B/B,

Odectéte primérnou hodnotu NSB od vSech méteni. B/B, pro kazdy vzorek a standard se
vypocita vydélenim hodnoty absorbance (B) primérnou absorbanci vzorku B,.

Zjisteni standardni krivky a stanoveni neznamych mnozstvi

Pomoci nékterého grafického softwaru (napt. Slidewrite™ nebo Sigma Plot®) vygenerujte
standardni kfivku, kterd bude extrapolovat mnozstvi ze vzorku B/B, podle standardi B/B,.
Obvykle je mnoZstvi vyneseno na logaritmické stupnici a kifivka mé sigmoidni tvar. Pfi
pouziti uzkého rozmezi standardii v§ak miZe vypadat linearné. Korigujte mnozstvi vzorku
podle faktoru fedéni a uved’te je v mg VTG/ml plazmy.

Urceni minimalnich mezi stanovitelnosti (MDL)

Zejména u normalnich samecku je ¢asto nejasné, jak se maji vykazovat vysledky z nizkych
hodnot. V takovych ptipadech je tieba pouzit 95% ,.konfidenéni interval® pro stanoveni, zda
ma byt hodnota vykéazana jako nula, nebo jako néjaké jiné ¢islo. Jestlize je vysledek vzorku
v ramci intervalu spolehlivosti nulového standardu (B,), vysledek se vykazuje jako nula.
Minimalni trovni detekce bude nejnizsi standard, ktery je konzistentné odlisny od nulového
standardu; to znamend, Zze se dva konfidencni intervaly neptekryvaji. Pro kazdy vysledek
vzorku, ktery je v ramci konfiden¢niho intervalu minimalni urovné detekce nebo nad ni, se
vykéze vypoltend hodnota. Jestlize vzorek spadd mezi intervaly nulového standardu a
minimalni Grovné detekce, vykdze se polovina minimalni Urovné detekce pro hodnotu
tohoto vzorku.
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Dodatek 7

STATISTICKA ANALYZA

Pti analyze LAGDA jsou generovany tii druhy dat, které je tieba statisticky analyzovat: 1)
kvantitativni kontinudlni data, 2) data o dobé do udalosti u vyvojovych podilii (doba do
stadia NF 62) a 3) ordinalni data ve form¢ stupnii zdvaznosti nebo vyvojovych stadii z
histopatologického vysetfeni. Doporucené rozhodovaci schéma statistické analyzy pro
zkousku LAGDA je uvedeno na obrazku 1. Nize jsou uvedeny také nékteré anotace, jez
mohou byt potiebné k provedeni statistické analyzy pro méfeni ze zkousky LAGDA. Pro
rozhodovaci schéma analyzy je tfeba analyzovat vysledky méfeni mortality, riistu (hmotnost
a délka) a jaterniho somatického indexu (LSI) podle vétve ,,jiné sledované parametry*.

Kontinualni data

Nejprve je tfeba transformovat potadi dat a zkontrolovat tak, zda jsou data u kontinuélnich
sledovanych parametri monotoénni, nanést je do modelu ANOVA a porovnat linearni a
kvadratické kontrasty. Jestlize data jsou monoténni, je tfeba provést Jonckheertiv-Terpstriv
trend test na medianech replikati, ptiCemz se neprovadéji zadné dalsi analyzy. Alternativou
pro data, kterd jsou normdln¢ distribuovana s homogennimi rozptyly, je sestupny
Williamstv test. Jestlize data nejsou monotonni (kvadraticky kontrast je vyznamny a
linearni neni vyznamny), je tieba je analyzovat pomoci modelu ANOVA se smiSenymi
acinky. Udaje by poté mély byt posouzeny z hlediska normality rozdéleni (pokud mozno
Shapiro-Wilkovym nebo Anderson-Darlingovym testem) a homogenity rozptylu (pokud
mozno Levenovym testem). Oba testy se provad&ji na zékladé¢ rezidudlnich hodnot
ziskanych z modelu ANOVA se smiSenymi ucinky. Misto téchto formalnich testd na
normalitu rozdéleni a homogenitu rozptylu 1ze pouzit odborny posudek, ovSem formalni
testy se uptfednostiiuji. Jestlize jsou data normalné distribuovéna s homogennim rozptylem,
jsou splnény piedpoklady modelu ANOVA se smiSenymi ucinky a vyznamny ucinek
expozice se stanovi Dunnettovym testem. Pokud je zjiSt€éno nenormalni rozdéleni nebo
heterogenni rozptyl, pak jsou poruseny ptfedpoklady Dunnettova testu a je tfeba hledat
normaliza¢ni transformaci ke stabilizaci rozptylu. Jestlize zadné takova transformace neni
nalezena, stanovi se vyznamny ucinek expozice Dunnovym testem. Pokud je to mozné,
provadi se jednostranny test misto oboustranného, ale stanoveni, ktery test je pro dany
sledovany parametr vhodny, vyZaduje odborné posouzeni.

Mortalita

U dat o mortalité¢ se analyzuje Casové obdobi zahrnujici celou zkouSku a mortalita se
vyjadiuje jako podil uhynulych jedincii v kazdé konkrétni nédrzi. Pulci, ktefi nedokonci
metamorfézu v daném casovém ramci, pulci, ktefi jsou v kohorté larvalniho dil¢iho vzorku,
juvenilni zaby, které jsou redukovany, a vSechna zvifata uhynuld v disledku chyby
experimentatora se povazuji za cenzurovand data a nezatrazuji se do jmenovatele pii vypoctu
procenta. Pfed jakoukoli statistickou analyzou je tfeba podily mortality transformovat
druhou odmocninou funkce arcsin. Alternativné Ize pouzit sestupny Cochranliv-Armitagetiv
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test, piipadné s Raovou-Scottovou korekci pii nadmérném rozptylu.
Hmotnost a délka (udaje o ristu)

Samecci a samicky nejsou v pribéhu metamorfézy pohlavné dimorfni, proto se udaje o
ristu z dil¢iho vzorku z larvalniho stadia analyzuji nezavisle na pohlavi. Udaje o ristu z
juvenilniho stadia se vSak analyzuji zvlast pro kazdé genotypové pohlavi. Pro tyto
sledované parametry muize byt nutné provést logaritmickou transformaci, protoze
logaritmicka normalita dat o velikosti neni neobvykla.

Jaterni somaticky index (LSI)

Hmotnosti jater je tfeba normalizovat jako podily z hmotnosti celého téla (tj. LSI) a
analyzovat zvlast’ podle genetického pohlavi.

Doba do stadia NF 62

Udaje o dobé do metamorfozy se povazuji za data o Gasu do udalosti, pfiéemz mortality
nebo jednotlivci, ktefi nedosahli stddia NF 62 do 70 dnil, se povazuji za vpravo cenzurovana
data (tj. skute¢nd hodnota je vétsi nez 70 dntl, ale studie konci dfive, nez zvirata dosahla
stadia NF 62 do 70 dnt1). K urceni data ukonceni zkouSky by se méla pouzit sttedni doba do
stddia NF 62 dokonceni metamorfézy v kontrolach s tedici vodou. Stfedni doba do
dokonceni metamorféozy by mohla byt urcena podle Kaplanovych-Meierovych odhadi
funkce preziti. Tento cilovy parametr by se mél analyzovat pomoci Coxova modelu
proporcionalnich rizik u smiSenych Gc¢inki, ktery zohlednuje replikatovou strukturu studie.

Histopatologické udaje (stupné zavaznosti a vyvojova stadia)

Histopatologické udaje jsou ve formé stupnii zdvaznosti nebo vyvojovych stadii. Test s
nazvem RSCABS (Rao-Scottiiv, Cochraniiv-Armitagliv testu vyuzivajici dilci testy) pouziva
sestupny Cochraniiv-Armitagiv trend test s korekci podle Rao-Scotta na kazdé trovni
zéavaznosti histopatologické odpovédi (Green et al, 2014). Korekce podle Rao-Scotta
zacleniuje do testu uspotradani experimentu formou replikatovych nadob. Postup ,,vyuZzivajici
dil¢i testy* zahrnuje biologické o€ekavani, Ze stupné zdvaznosti budou mit tendenci se
zvySovat s rostoucimi koncentracemi expozice, pticemz budou uchovavat stupné
jednotlivych subjektt a odhalovat zavaznost jakéhokoli zjisténého tcinku. Postup RSCABS
nez kontroly), ale urcuje také, na jakém stupni zavaznosti k rozdilu dochézi, ¢imz poskytuje
velmi potfebny rdmec analyzy. V ptipadé urCovani vyvojového stadia gondd a
reprodukcniho traktu je tieba na data aplikovat dal$i manipulaci, protoze predpoklad testu
RSCABS je, ze zavaznost uinku se zvySuje s davkou. Pozorovany ucinek miize byt
opozdéni nebo urychleni vyvoje. Proto je tieba data o vyvojovém stadiu analyzovat tak, jak
jsou uvedena, aby bylo mozné detekovat urychleni vyvoje, a poté je pied druhou analyzou
manualné invertovat, aby bylo mozné detekovat opozdéni vyvoje.
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Obrazek 1: Rozhodovaci schéma statistické analyzy pro data LAGDA.
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Dodatek 8

POZNAMKY KE SLEDOVANI A MINIMALIZACI VZNIKU SKOLIOZY

Idiopaticka skolioza, projevujici se u pulct Xenopus laevis obvykle jako ,,zahnuty ocas®,
muize komplikovat morfologické pozorovani a pozorovani chovani ve zkuSebnich
populacich. Je tfeba usilovat o minimalizaci nebo eliminaci vyskytu skoliozy, a to jak v
zasobni populaci, tak i ve zkuSebnich podminkéch. Pti definitivnim testu se doporucuje, aby
byla prevalence stfedni a t€zké skolidzy mensi nez 10 %, aby se zlepsila spolehlivost, ze test
dokaze detekovat vyvojové ucinky zavislé na expozici u jinak zdravych larev obojzivelnik.

Pti dennich pozorovanich v pribéhu definitivniho testu je tfeba zaznamenavat vyskyt
(jednotlivy pocet) i zdvaznost skoliozy, je-li zjisténa. Je tieba popsat povahu abnormality s
ohledem na umisténi (napf. pied kloakou nebo za kloakou) a smér zaktiveni (napf. lateralni
nebo dorzalné€ ventralni). Zavaznost miiZze byt odstupniovana takto:

(NR) Nenapadné: zadné zakiiveni
1) Minimalni: mirné lateralni zakfiveni za kloakou; zjevné pouze v klidu
2) Stiedni: lateralni zakfiveni za kloakou; viditelné vzdy, ale neinhibuje pohyb

3) Tézké: lateralni zakiiveni pied kloakou; NEBO jakékoli zakftiveni, které inhibuje
pohyb; NEBO jakékoli dorzaln¢ ventralni zakiiveni

Americky védecky poradni panel EPA FIFRA (FIFRA SAP 2013) provedl revizi
souhrnnych dat o skolidze v patnicti analyzdch metamorfozy obojzivelniki s X. laevis
(stidium NF 51 az 60+) a stanovil obecna doporuceni pro redukci prevalence této
abnormality ve zkuSebnich populacich. Doporuceni jsou relevantni pro analyzu LAGDA, i
kdyz tato zkouSka zahrnuje delSi vyvojovou ¢asovou fadu.

Historicka vykonnost tfeni

Obecné by se jako chovné pary méli pouzivat kvalitni, zdravi dosp€li jedinci; eliminace
chovnych part, které produkuji potomstvo se skoliézou, miize minimalizovat jeji vyskyt v
Case. Pfinosnd muze byt zejména minimalizace pouzivani chovné populace odlovené v
piirod¢é. Expozicni doba ve zkouSce LAGDA zacind stadiem NF 8 az 10 embryi a neni
prakticky mozné stanovit pii zahajeni zkousky, zda budou dani jednotlivci jevit znamky
skoliézy. Kromé sledovani incidence skolidézy u zvifat, kterd jsou zafazena do zkousky, je
proto tfeba zadokumentovat také historickou vykonnost sniiSky (v€etné prevalence skoliézy
u vSech larev ponechany ve vyvoji). Miize byt uzite¢né dale monitorovat ¢ast kazdé snasky
nepouzitou v dané studii a uvést tato pozorovani (FIFRA SAP 2013).

Kvalita vody
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Diilezité je zajistit adekvatni kvalitu vody, a to jak v laboratornim zasobnim chovu, tak i v
pribéhu zkousky. Kromé kritérii kvality vody rutinné¢ hodnocenych pii zkouskéch vodni
toxicity mtize byt uzitecné monitorovat a korigovat piipadné deficity zivin (napt. deficit
vitaminu C, vapniku, fosforu) nebo nadmérné hladiny selenu a médi, o nichz se uvadi, ze u
laboratorn¢ chovanych druh@t Rana sp. a Xenopus sp. pusobi skolidzu rtzného stupné
(Marshall et al. 1980; Leibovitz et al. 1992; Martinez et al. 1992; jak se uvadi v publikaci
FIFRA SAP 2013). Pouziti vhodného krmného rezimu (viz dodatek 4) a pravidelné ¢isténi
nadrze obvykle zlepsi kvalitu vody a zdravi pokusnych druht.

Potrava

Konkrétni doporuceni pro krmny rezim, o némz bylo zjiSténo, ze je ve zkousce LAGDA
uspésny, jsou podrobné uvedena v dodatku 4. Doporucuje se provétovat zdroje krmiva, zda
neobsahuji toxiny, herbicidy a jiné pesticidy, o nichz je znamo, Ze u druhit X. /aevis nebo
jinych vodnich zZivocichl pisobi skoliézu (Schlenk and Jenkins 2013). Napiiklad expozice
nc¢kterym inhibitorim cholinesterazy souvisi se skoliézou u ryb (Schultz et al. 1985) a zab
(Bacchetta et al. 2008).

LITERATURA

Bacchetta, R., P. Mantecca, M. Andrioletti, C. Vismara, and G. Vailati. 2008. Axial-skeletal
defects caused by carbaryl in Xenopus laevis embryos. Science of the Total Environment
392: 110 - 118.

Schultz, T.W., J.N. Dumont, and R.G. Epler. 1985. The embryotoxic and osteolathyrogenic
effects of semicarbazide. Toxicology 36: 185-198.

Leibovitz, H.E., D.D. Culley, and J.P. Geaghan. 1982. Effects of vitamin C and sodium
benzoate on survival, growth and skeletal deformities of intensively culture bullfrog larvae

(Rana catesbeiana) reared at two pH levels. Journal of the World Aquaculture Society 13:
322-328.

Marshall, G.A., R.L. Amborski, and D.D. Culley. 1980. Calcium and pH requirements in
the culture of bullfrog (Rana catesbeiana) larvae. Journal of the World Aquaculture Society
11: 445-453.

Martinez, 1., R. Alvarez, 1. Herraez, and P. Herraez. 1992. Skeletal malformations in
hatchery reared Rana perezi tadpoles. Anatomical Records 233(2): 314-320.

Schlenk, D., and Jenkins, F. 2013. Endocrine Disruptor Screening Prog (EDSP) Tier 1
Screening Assays and Battery Performance. US EPA FIFRA SAP Minutes No. 2013-03.
May 21-23, 2013. Washington, DC. “

611



	Příloha – část 2/2
	B.71 ANALÝZY SENZIBILIZACE KŮŽE IN VITRO ZAMĚŘENÉ NA KLÍČOVOU UDÁLOST AKTIVACE DENDRITICKÝCH BUNĚK V DRÁZE NEŽÁDOUCÍCH ÚČINKŮ (AOP) VEDOUCÍCH K SENZIBILIZACI KŮŽE
	VŠEOBECNÝ ÚVOD
	Zkušební metoda vycházející z klíčové události aktivace dendritických buněk

	LITERATURA
	Dodatek 1

	Senzibilizace kůže in vitro: zkouška aktivace buněčné linie (h-CLAT)
	VÝCHOZÍ ÚVAHY A OMEZENÍ
	PODSTATA ZKOUŠKY
	PROKÁZÁNÍ ZPŮSOBILOSTI
	POSTUP
	Příprava buněk
	Analýza ke stanovení dávky
	Příprava zkoušených chemických látek a kontrolních látek
	Aplikace zkoušených chemických látek a kontrolních látek
	Barvení propidiumiodidem (PI)
	Měření cytotoxicity pomocí průtokové cytometrie a odhad hodnoty CV75

	Měření exprese CD86/CD54
	Příprava zkoušených chemických látek a kontrolních látek
	Aplikace zkoušených chemických látek a kontrolních látek
	Barvení a analýza buněk


	ÚDAJE A PŘEDKLÁDÁNÍ ZPRÁV
	Vyhodnocení údajů
	Predikční model
	Kritéria přijatelnosti
	Závěrečná zpráva
	Zkoušená chemická látka
	Kontroly
	Zkušební podmínky
	Kritéria přijatelnosti zkoušky
	Zkušební postup
	Výsledky
	Diskuse o výsledcích
	Závěry


	LITERATURA
	Dodatek 1.1

	DEFINICE
	Dodatek 1.2

	LÁTKY PRO PROKÁZÁNÍ ZPŮSOBILOSTI
	Dodatek 2

	Senzibilizace kůže in vitro: Zkouška aktivace buněčné linie U937 (U-SENS™)
	VÝCHOZÍ ÚVAHY A OMEZENÍ
	PODSTATA ZKOUŠKY
	PROKÁZÁNÍ ZPŮSOBILOSTI
	POSTUP
	Příprava buněk
	Příprava zkoušených chemických látek a kontrolních látek
	Aplikace zkoušených chemických látek a kontrolních látek
	Barvení buněk
	Analýza pomocí průtokové cytometrie

	ÚDAJE A PŘEDKLÁDÁNÍ ZPRÁV
	Vyhodnocení údajů
	Predikční model
	Kritéria přijatelnosti
	Závěrečná zpráva
	Zkoušená chemická látka
	Kontroly
	Zkušební podmínky
	Kritéria přijatelnosti zkoušky
	Zkušební postup
	Výsledky
	Diskuse o výsledcích
	Závěry


	LITERATURA
	Dodatek 2.1

	DEFINICE
	Dodatek 2.2

	LÁTKY PRO PROKÁZÁNÍ ZPŮSOBILOSTI
	Dodatek 3

	Senzibilizace kůže in vitro: Analýza IL-8 Luc
	VÝCHOZÍ ÚVAHY A OMEZENÍ
	PODSTATA ZKOUŠKY
	PROKÁZÁNÍ ZPŮSOBILOSTI
	POSTUP
	Příprava buněk
	Příprava zkoušené chemické látky a kontrolních látek
	Měření aktivity luciferázy

	ÚDAJE A PŘEDKLÁDÁNÍ ZPRÁV
	Vyhodnocení údajů
	Predikční model
	Kritéria přijatelnosti
	Závěrečná zpráva
	Zkoušené chemické látky
	Kontroly
	Zkušební podmínky
	Zkušební postup
	Výsledky
	Diskuse o výsledcích
	Závěr


	LITERATURA
	Dodatek 3.1

	DEFINICE
	Dodatek 3.2

	Princip měření aktivity luciferázy a stanovení prostupových koeficientů optického filtru pro SLO a SLR
	Měření dvoubarevných luciferáz s optickým filtrem.
	Materiál a metody pro stanovení činitele prostupnosti
	1) Reagencie
	2) Příprava enzymatického roztoku
	3) Měření bioluminiscence
	Dodatek 3.3


	LÁTKY PRO PROKÁZÁNÍ ZPŮSOBILOSTI
	Dodatek 3.4

	Indexy a kritéria posuzování
	nIL8LA (nSLO-LA)
	Ind-IL8LA (FInSLO-LA)
	95% konfidenční interval (95% CI)
	Inh-GAPLA (II-SLR-LA)
	Dodatek 3.5


	Schéma metod rozpouštění chemických látek pro analýzu IL-8 Luc.
	Dodatek 3.6

	Schéma metod rozpouštění 4-NBB pro pozitivní kontrolu analýzy IL-8 Luc.

	„C.52 ROZŠÍŘENÁ JEDNOGENERAČNÍ ZKOUŠKA REPRODUKCE HALANČÍKA JAPONSKÉHO (MEOGRT)
	ÚVOD
	VÝCHOZÍ ÚVAHY A OMEZENÍ
	PODSTATA ZKOUŠKY
	KRITÉRIA PLATNOSTI ZKOUŠKY
	POPIS METODY
	Přístroje a pomůcky
	Voda
	Systém expozice
	Zkušební roztoky
	Zkušební organismy
	Výběr a chov ryb
	Aklimatizace a výběr ryb


	USPOŘÁDÁNÍ ZKOUŠKY
	Zkušební koncentrace
	Replikáty ve zkušebních skupinách a kontrolách

	POSTUP
	Zahájení zkoušky
	Podmínky expozice
	Doba trvání expozice
	Krmný režim
	Analytické stanovení a měření
	Pozorování a měřené parametry
	Humánní usmrcení ryb
	Nakládání s vajíčky a rybími larvami
	Sběr vajíček od chovných párů pro namnožení další generace
	Pěstování vajíček do vylíhnutí

	Příprava chovných párů
	Označení ploutví a určení genotypového pohlaví
	Sestavení chovných párů

	Výběr vzorku nedospělých jedinců a hodnocení cílových parametrů
	Výběr vzorku ryb netvořících chovný pár
	Odběr tkáňových vzorků a měření vitelogeninu
	Druhotné pohlavní znaky

	Posouzení plodivosti a fertility
	Výběr vzorku dospělých jedinců a hodnocení cílových parametrů
	Odběr vzorků chovných párů
	Histopatologie
	Další pozorování


	HARMONOGRAM
	OZNAMOVÁNÍ ÚDAJŮ
	Statistická analýza
	Poznámky k analýze dat
	Použití zpochybněných úrovní expozice
	Kontroly s rozpouštědlem

	Závěrečná zpráva
	Zkoušená chemická látka: fyzikální povaha a (je-li to podstatné) fyzikálně-chemické vlastnosti,
	Zkušební druh:
	Zkušební podmínky:
	Výsledky:


	LITERATURA
	Dodatek 1

	DEFINICE
	Dodatek 2

	NĚKTERÉ CHEMICKÉ CHARAKTERISTIKY DOPORUČENÉ ŘEDICÍ VODY
	Dodatek  3

	ZKUŠEBNÍ PODMÍNKY PRO ZKOUŠKU MEOGRT
	Dodatek 4

	POKYNY K TYPICKÝM KONTROLNÍM HODNOTÁM
	Je třeba uvést, že tyto kontrolní hodnoty vycházejí z omezeného počtu validačních studií a s ohledem na další zkušenosti mohou být revidovány.
	Růst
	Líhnutí
	Přežití
	Gen vitelogenin
	Druhotné pohlavní znaky
	Samečci XX
	Tření
	Plodivost
	Fertilita
	Dodatek 5

	PŘÍKLAD KRMNÉHO PLÁNU
	Dodatek 6

	PŘÍKLADY INKUBAČNÍ KOMORY NA VAJÍČKA
	Příklad A
	Příklad B
	Dodatek 7

	SCHEMATICKÝ DIAGRAM PRO SLUČOVÁNÍ A OSAZOVÁNÍ REPLIKÁTŮ V PRŮBĚHU ZKUŠEBNÍ METODY MEOGRT
	Expozice a replikace
	Dodatek 8


	POČÍTÁNÍ PAPIL NA ŘITNÍ PLOUTVI
	Hlavní materiál a reakční činidla
	Postupy
	Dodatek 9


	PODROBNÝ ČASOVÝ PLÁN ZKOUŠKY MEOGRT
	Zkušební týdny 1–-3 (F0)
	Zkušební týden 4 (F0 a F1)
	Zkušební týdny 5–6 (F1)
	Zkušební týden 7–11 (F1)
	Zkušební týdny (F1)
	Zkušební týdny 13–14 (F1)
	Zkušební týdny 15–17 (F1)
	Zkušební týden 184 (opakování zkušebního týdne 4) (F1 a F2)
	Zkušební týden 19–20 (F2)
	Dodatek 10


	STATISTICKÁ ANALÝZA
	Histopatologické údaje
	Údaje o plodivosti
	Denní počítání vajíček u jedné generace
	Všechny ostatní biologické údaje


	C.53 ANALÝZA RŮSTU A VÝVOJE LAREV OBOJŽIVELNÍKŮ (LAGDA)
	ÚVOD
	VÝCHOZÍ ÚVAHY A OMEZENÍ
	VĚDECKÝ ZÁKLAD ZKUŠEBNÍ METODY
	PODSTATA ZKOUŠKY
	KRITÉRIA PLATNOSTI ZKOUŠKY
	POPIS METOD
	Přístroje a pomůcky
	Voda
	Zdroje a kvalita

	Systém expozice
	Dávkování chemické látky: příprava zkušebních roztoků
	Zkušební organismy
	Zkušební druh
	Péče o dospělé jedince a množení


	USPOŘÁDÁNÍ ZKOUŠKY
	Zkušební koncentrace
	Replikáty ve zkušebních skupinách a kontrolách

	POSTUP
	Přehled analýzy
	Podmínky expozice
	Délka expozice zkoušené chemické látce
	Zahájení analýzy
	Krmný režim
	Krmení larev
	Krmení juvenilních jedinců

	Analytická chemie
	Pozorování a měření sledovaných parametrů
	Mortalita a denní pozorování
	Dílčí odběr vzorků larev
	Popis dílčího odběru vzorků larev:
	Humánní usmrcení pulců
	Morfometrické údaje (hmotnost a délka)
	Odběr a zpracování tkání
	Histologie štítné žlázy

	Konec expozice larev
	Redukce po stádiu NF 66
	Odběr vzorků juvenilních jedinců
	Popis odběru vzorků juvenilních jedinců
	Humánní usmrcení žab
	Morfometrické údaje (hmotnost a délka)
	Plazmatický vitelogenin (VTG) (doplňkově)
	Určení genetického pohlaví
	Odběr tkání a jejich fixace pro histopatologii
	Histopatologie


	OZNAMOVÁNÍ ÚDAJŮ
	Statistická analýza
	Poznámky k analýze dat
	Použití zpochybněných replikátů a expozic
	Kontrola s rozpouštědlem

	Závěrečná zpráva
	Zkoušená chemická látka:
	Zkušební druh:
	Zkušební podmínky:
	Výsledky:
	Dodatek 1


	DEFINICE
	Dodatek 2

	NĚKTERÉ CHEMICKÉ CHARAKTERISTIKY DOPORUČENÉ ŘEDICÍ VODY
	Dodatek 3

	ZKUŠEBNÍ PODMÍNKY PRO ZKOUŠKU LAGDA
	Dodatek 4

	KRMNÝ REŽIM
	Krmení larev
	Příprava krmiva pro larvy
	Krmný protokol

	Přechod z larválního krmiva na krmivo pro juvenilní jedince
	Krmení juvenilních jedinců
	Krmivo pro juvenilní jedince
	Příprava drcených pelet pro larvy při přechodu na krmivo pro juvenilní jedince
	Krmný protokol
	Dodatek 5


	URČOVÁNÍ GENETICKÉHO POHLAVÍ (GENETICKÉ SEXOVÁNÍ)
	Primery X. laevis
	Marker DM-W
	Pozitivní kontrola

	Purifikace DNA
	Polymerázová řetězová reakce
	Reakce:
	Profil termocykleru:

	Gelová elektroforéza v agaróze (vzor protokolu)
	50X TAE
	1X TAE
	Agaróza 3:1
	Metoda


	Literatura
	Dodatek 6

	MĚŘENÍ VITELOGENINU
	Materiál a reakční činidla
	Předpisy
	Nanášecí pufr (50 mM karbonátového pufru, pH 9,6):
	10X PBS (0,1 M fosfát, 1,5 M NaCl):
	Promývací pufr (PBST):
	Zkušební pufr:

	Odběr vzorků
	Postup pro jednu destičku
	Nanášení na destičku
	Zastavení reakce na destičce
	Příprava standardů
	Příprava vzorků
	Inkubace s 1. protilátkou
	Promytí destičky
	Nanášení vzorku na destičku
	Inkubace s 2. protilátkou
	Přidání substrátu
	Výpočet B/Bo
	Zjištění standardní křivky a stanovení neznámých množství
	Určení minimálních mezí stanovitelnosti (MDL)


	Literatura
	Dodatek 7

	STATISTICKÁ ANALÝZA
	Kontinuální data
	Mortalita
	Hmotnost a délka (údaje o růstu)
	Jaterní somatický index (LSI)

	Doba do stádia NF 62
	Histopatologické údaje (stupně závažnosti a vývojová stádia)

	Literatura
	POZNÁMKY KE SLEDOVÁNÍ A MINIMALIZACI VZNIKU SKOLIÓZY
	Historická výkonnost tření
	Kvalita vody
	Potrava

	Literatura


		2019-02-25T14:22:35+0000
	 Guarantee of Integrity and Authenticity


	



