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Liite — osa 2/2

B.71 THON HERKISTYMISTESTIT IN VITRO, JOISSA KASITELLAAN KESKEISTA
TAPAHTUMAA ELI DENDRIITTISOLUJEN AKTIVOITUMISEN VAIKUTUSTA THON
HERKISTYMISEN HAITTAVAIKUTUSREITTIIN

YLEISJOHDANTO

Dendriittisolujen aktivoitumiseen keskeisenii tapahtumana perustuva testimenetelmi

1.

IThoa herkistavilla aineella tarkoitetaan Yhdistyneiden kansakuntien (YK) GHS-
jéarjestelmin (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals;
maailmanlaajuisesti yhdenmukaistettu kemikaalien luokitus- ja merkintdjarjestelmé) (1)
sekd aineiden ja seosten luokituksesta, merkinnoista ja pakkaamisesta annetun EU-
asetuksen 1272/2008 (CLP-asetus)! madritelmidn mukaisesti ainetta, joka aiheuttaa
thokosketuksen seurauksena allergisen reaktion. Ihon herkistymisen taustalla vaikuttavista
keskeisistda biologisista tapahtumista vallitsee yleinen yhteisymmarrys. Nykyiset tiedot
thon herkistymiseen liittyvistd kemiallisista ja biologisista mekanismeista on esitetty
OECD:n AOP-ohjelmassa tiivistetysti haittavaikutusreittind (Adverse Outcome Pathway,
AOP) (2) herkistymisen kdynnistdvéastd molekyylitason tapahtumasta haittavaikutukseen
eli allergiseen kosketusihottumaan. Herkistymisen kdynnistavd molekyylitason tapahtuma
(eli ensimmiinen keskeinen tapahtuma) on se, ettd elektrofiiliset aineet muodostavat
kovalenttisidoksen ithon proteiinien nukleofiilisiin keskuksiin. Toinen keskeinen tapahtuma
tdssd haittavaikutusreitissd tapahtuu keratinosyyteissd; se kasittdd tulehdusvasteita ja
geeniekspression muutoksia, jotka liittyvét tiettyihin solujen viestinvélitysreittethin, kuten
antioksidatiivisista/elektrofiilisista vaste-elementeistd (ARE) riippuviin reitteihin. Kolmas
keskeinen tapahtuma on dendriittisolujen aktivoituminen, jota arvioidaan yleensa tiettyjen
solujen pintamerkkiaineiden, kemokiinien ja sytokiininen, ilmenemisen perusteella. Neljas
keskeinen tapahtuma on T-solujen aktivoituminen ja proliferaatio, jota arvioidaan
vilillisesti hiirille tehdylld paikallisella imusolmukemairitysmenetelmalla eli LLNA-
kokeella (Local Lymph Node Assay) (3).

! Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 1272/2008, annettu 16 piivini joulukuuta 2008, aineiden ja
seosten luokituksesta, merkinndisti ja pakkaamisesta seki direktiivien 67/548/ETY ja 1999/45/EY muuttamisesta ja
kumoamisesta ja asetuksen (EY) N:o 1907/2006 muuttamisesta (EUVL L 353.31.12.2008. 5. 1).
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2. Tamad testimenetelmd (TM) vastaa OECD:n testiohjetta (TG) 442E (2017). Siind kuvataan
in vitro -testejd, joilla tutkitaan mekanismeja, jotka on kuvattu ihon herkistymisen
haittavaikutusreitin keskeisen tapahtuman eli dendriittisolujen aktivoitumisen yhteydessa
(2). Testimenetelmd koostuu testeistd, joita kaytetddn apuna ihoa herkistdvien ja
herkistimittomien aineiden erottelemisessa YK:n GHS-jarjestelmén ja CLP-asetuksen
mukaisesti.

Ti#ssé testimenetelmissa kuvatut testit ovat

- 1hmisen solulinjaan perustuva aktivointitesti (h-CLAT, human Cell Line Activation Test)
- U937-solulinjaan perustuva aktivointitesti (U-SENS™)
- Interleukiini 8:n reportterigeenitesti (IL-8 Luc -test1).

3. Téhén testimenetelméain siséltyvissi testeissd ja nithin liittyvdassda OECD:n testiohjeessa voi
olla eroja tietojen tuottamiseen kdytetyn menettelyn ja mitattujen lukemien osalta, mutta
niitd voi kdyttdd ihon herkistymisen haittavaikutusreitin keskeiseen tapahtumaan eli
dendriittisolujen aktivoitumista koskeviin testituloksiin liittyvien maiden vaatimusten
yhteydessd samalla, kun hyodynnetian OECD:n sopimuksen mukaista tietojen
vastavuoroista hyvaksyntaa.

Taustaa ja keskeiseen tapahtumaan perustuvaan testimenetelmiiin sisiltyvid testeji
koskevat periaatteet

4. Thon herkistymisen arviointi on tyypillisesti edellyttanyt koe-eldinten kayttod. Marsujen
kayttoon perustuvilla klassisilla menetelmilld — Magnussonin ja Kligmanin GPMT-testilla
(Guinea Pig Maximisation Test) ja Buehlerin testilla (TM B.6) (4) — tutkitaan ihon
herkistymisen induktio- ja haastevaihetta. Hiirelld tehtavat testit, LLNA (TM B.42) (3) ja
sen kaksi ei-radioaktiivista muunnosta, LLNA: DA (TM B.50) (5) ja LLNA: BrdU-ELISA
(TM B.51) (6), joilla kaikilla arvioidaan vain induktiovastetta, ovat saaneet hyviksyntéd,
silld marsukokeisiin verrattuna niilld on eldinten hyvinvointiin liittyvid hyotyja ja niilla
mitataan objektiivisesti ihon herkistymisen induktiovaihetta.

5. Viime aikoina mekanistispohjaiset in chemico- ja in vitro -testimenetelmit on katsottu
tieteellisesti péteviksi menetelmiksi ihon herkistymisen haittavaikutusreitin ensimmaisen
keskeisen tapahtuman (TM B.59; DPRA (Direct Peptide Reactivity Assay) (7)) ja toisen
keskeisen tapahtuman (TM B.60; ARE-Nrf2-lusiferaasi-testimenetelma (8)) osalta ihon
herkistymiseen liittyvan kemikaalien vaarallisuuden arvioinnissa.

6. Tiassd testimenetelméssd kuvatuilla testeilld joko kvantifioidaan muutosta solun
pintamerkkiaineen  (-aineiden) ilmentymisessd, joka liittyy monosyyttien ja
dendriittisolujen aktivoitumiseen herkistiville aineille altistumisen jalkeen (esim. CD54,
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CD86), tai muutoksia IL-8:n, dendriittisolujen aktivoitumiseen liittyvdan sytokiinin,
ilmentymisessd. Thoa herkistdvien aineiden on ilmoitettu indusoivan solukalvon
merkkiaineiden (esim. CD40, CD54, CD80, CD83 ja CD86) ilmentymista sen lisdksi, etta
ne indusoivat myos proinflammatorisia sytokiineja, kuten IL-1p:aa ja TNF-o:aa, ja useita
kemokiinejd, kuten IL-8:aa (CXCL8) ja CCL3:a (9) (10) (11) (12), jotka liittyvét
dendriittisolujen aktivoitumiseen (2).

Koska dendriittisolujen aktivoituminen on kuitenkin vain yksi keskeinen tapahtuma ihon
herkistymisen haittavaikutusreitissd (2) (13), niistd testeistd saadut tiedot, joissa mitataan
pelkéstain dendrittisolujen aktivoitumisen merkkiaineita, eivit vélttimaétté riitd sithen, ettd
kemikaalien 1hoa herkistavéstd vaikutuksesta tai sen puuttumisesta voitaisiin tehda
paatelmia. Siksi tdssd testimenetelmassad kuvatuilla testeilld tuotettuja tietoja suositellaan
kaytettavaksi tukevina tietoina thoa herkistavien (YK:n GHS-jarjestelman / CLP-asetuksen
luokka 1) ja herkistimattomien aineiden erottelussa testauksen ja arvioinnin yhdennettyjen
lahestymistapojen (IATA) mukaisesti yhdistimilld ne muihin tdydentdviin tietoihin. Ne
voivat olla tietoja, jotka on saatu in vitro -testeilld, joissa tutkitaan ithon herkistymisen
haittavaikutusreitin muita keskeisid tapahtumia, sekd testittomilla menetelmilld, joihin
kuuluu muun muassa interpolointi (read-across) samankaltaisista kemikaaleista (13).
Esimerkkejd ndilld testeilld tuotettujen tietojen kaytostd mdadritettyjen ldhestymistapojen
(jotka on standardoitu sekd kaytettivien tiedonldhteiden ettd ennusteiden johtamisessa
tietothin sovellettavien menettelyjen osalta) mukaisesti on julkaistu (13), ja niitd voidaan
kayttad hyodyllisind elementteind IATAn mukaisesti.

Tassd testimenetelméssa kuvattuja testejd ei voida kéyttdad yksinddn ihoa herkistdvien
aineiden luokittelemiseen YK:n GHS-jdrjestelmian / CLP-asetuksen alaluokkiin 1A ja 1B
(ne viranomaiset, jotka kéyttavat naitd kahta valinnaista alaluokkaa) eikd niiden
vaikutuksen ennustamiseen turvallisuuden arviointiin liittyvad paatoksentekoa varten.
Saantelykehyksen mukaan nailla menetelmilla saatuja positiivisia tuloksia voidaan
kuitenkin kayttdd yksinddn kemikaalin luokittelussa YK:n GHS-jarjestelmén / CLP-
asetuksen luokkaan 1.

Tdssd testimenetelméssd kdytetylld ilmauksella “testikemikaali” tarkoitetaan sitd, mitd
testataan!, eikd ilmaus liity siihen, voidaanko testeja kayttid yhdestd tai useammasta

! Kesikuussa 2013 pidetyssi OECD:n yhteisessi kokouksessa sovittiin, ettd ilmausta “testikemikaali” olisi
kdytettd aina kun mahdollista aiempaa yhdenmukaisemmin uusissa ja pdivitettdvissa OECD:n testiohjeissa
kuvaamaan sitd, mitd testataan.
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ainesosasta koostuvien aineiden ja/tai seosten testaamiseen. Testien kdytettavyydestd
useasta ainesosasta koostuvien aineiden/seosten testaamiseen on tdlld hetkelld niukalti
tictoa (14) (15). Teknisesti testejd voidaan kuitenkin kayttdd useasta ainesosasta koostuvien
aineiden ja seosten testaamiseen. Ennen kuin titd testimenetelmdd kiaytetddn seoksen
testaamiseen tietojen tuottamiseksi aiottuun sadntelytarkoitukseen, on harkittava, antaako
se asianmukaiset tulokset tdmin tavoitteen kannalta, ja jos antaa, miksi'. Tallaista
harkintaa ei tarvita, jos seoksen testaamista edellytetddn sddntelyvaatimuksissa. Lisdksi
useasta ainesosasta koostuvia aineita tai seoksia testattaessa pitad ottaa huomioon
sytotoksisten ainesosien mahdollinen héiritsevé vaikutus havaittuihin vasteisiin.

U Tétd virkettd ehdotettiin ja se hyviksyttiin kansallisten koordinaattorien tydryhmin kokouksessa
huhtikuussa 2014.
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Lisfiys 1

VITRO -IHOHERKISTYS: ITHMISEN SOLULINJAAN PERUSTUVA

AKTIVOINTITESTI (H-CLAT, HUMAN CELL LINE ACTIVATION TEST)

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT JA RAJOITUKSET

1.

h-CLAT-testissd  kvantifioidaan muutokset niiden solujen pintamerkkiaineiden
ilmentymisessd, jotka liittyvat monosyyttien ja dendriittisolujen aktivoitumisprosessiin (ts.
CD86 ja CDS54), ithmisen monosyyttileukemiasolulinjassa THP-1 herkistaville aineille
altistuksen jidlkeen (1) (2). Sen jilkeen solujen CD86- ja CD-54-pintamerkkiaineiden
mitattuja ilmentymistasoja kéytetddn tukemaan ihoa herkistdvien ja herkistiméattomien
aineiden erottelua.

h-CLAT-testi on arvioitu Euroopan vaihtoehtoisten tutkimusmenetelmien keskuksen
vertailulaboratorion (EURL ECVAM) koordinoimassa validointitutkimuksessa ja sen
jélkeen tehdyssd riippumattomassa vertaisarvioinnissa, jonka teki EURL ECVAMin
tieteellinen neuvoa-antava komitea (ESAC). Kaikkien saatavilla olevien tutkimustietojen ja
sadantelyviranomaisilta ja sidosryhmiltd saatujen tietojen perusteella EURL ECVAM
suositteli (3), ettd h-CLAT-testia kaytetdan IATAn osana tukemaan herkistivien ja
herkistimattomien aineiden erottelua vaarojen osalta luokittelua ja merkintoja varten.
Kirjallisuudessa annetaan esimerkkejd siitd, miten h-CLAT-testilla saatuja tietoja on
kaytetty muihin tietoihin yhdistettyina (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11).

On osoitettu, ettd h-CLAT on siirrettavissd sellaisten laboratorioiden vélilld, joissa on
kokemusta soluviljelytekniikoista ja virtaussytometria-analyysista. Testistd odotettavien
ennusteiden laboratorioiden sisdinen ja niiden vilinen toistettavuus on 80 prosentin
luokkaa (3) (12). Validointitutkimuksesta (13) ja muista julkaistuista tutkimuksista (14)
saadut tulokset osoittavat, ettd LLNA-testin tuloksiin verrattuna tarkkuus ihoa herkistdvien
aineilden (YK:n GHS-jarjestelman / CLP-asetuksen luokka 1) erottamisessa
herkistdmittomistd aineista on 85 prosenttia (N=142), herkkyys on 93 prosenttia (94/101)
ja spesifisyys 66 prosenttia (27/41) (EURL ECVAMin tekemdn uudelleenanalyysin (12)
perusteella, kun otetaan huomioon kaikki olemassa oleva tiedot paitsi negatiiviset tulokset
niistd kemikaaleista, joiden Log Kow -arvo on suurempi kuin 3,5 4 kohdassa kuvatun
mukaisesti). h-CLAT-testistd saatavat véadrdt negatiiviset ennusteet koskevat
todenndkoisemmin kemikaaleja, joiden ihoherkistyspotentiaali on pieni tai kohtalainen
(YK:n GHS-jarjestelmédn / CLP-asetuksen alaluokka 1B), kuin kemikaaleja, joiden
thoherkistyspotentiaali on suuri (YK:n GHS-jarjestelméan / CLP-asetuksen alaluokka 1A)
(4) (13) (15). Yhdessd nama tiedot viittaavat sithen, ettd h-CLAT-menetelmda voidaan
kayttad apuna ihon herkistymisvaarojen tunnistamisessa. Tassd esitetyt tarkkuusarvot,
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jotka koskevat h-CLAT-menetelmén kayttod ainoana testind, ovat kuitenkin vain suuntaa-
antavia, silld testia pitdisi kdyttdd yhdessa muiden tietoldhteiden kanssa IATAn valossa ja
yleisjohdannon 7 ja 8 kohdassa olevien maidraysten mukaisesti. Lisdksi arvioitaessa ihon
herkistymiseen liittyviad elainkokeettomia menetelmid tulisi pitdd mielessd, ettd LLNA-testi
samoin kuin muut eldinkokeet eivét valttamatta taysin kerro tilanteesta thmisten osalta.

Talla hetkelld saatavana olevien tietojen perusteella on osoitettu, ettd h-CLAT-menetelmaa
voidaan kayttdd testattaessa kemikaaleja, jotka kuuluvat moniin orgaanisiin
funktionaalisiin ~ ryhmiin, joilla on monenlaisia reaktiomekanismeja, joiden
thoherkistyspotentiaaleissa on suuria eroja (in vivo -tutkimusten mukaan) ja joilla on
monenlaisia fysikaalis-kemiallisia ominaisuuksia (3) (14) (15). h-CLAT-menetelma
soveltuu testikemikaaleille, jotka liukenevat tai muodostavat stabiilin dispersion (ts.
kolloidin  tai suspension, jossa testikemikaali ei sakkaudu tai separoidu
liuottimesta/kantaja-aineesta eri faaseihin) asianmukaisessa liuottimessa/kantaja-aineessa
(ks. 14 kohta). Testikemikaalit, joiden Log Kow -arvo on yli 3,5, antavat helposti vaaria
negatiivisia tuloksia (14). Siksi niistd testikemikaaleista saatuja negatiivisia tuloksia,
joiden Log Kow -arvo on yli 3,5, ei tule ottaa huomioon. Sen sijaan néistd
testikemikaaleista saatuja positiivisia tuloksia, joiden Log Kow -arvo on yli 3,5, voidaan
kayttad tukemaan testikemikaalin médrittamistd ihoa herkistdvidksi aineeksi. Lisdksi
kaytetyn solulinjan rajallisen metabolointikyvyn (16) ja koeolosuhteiden vuoksi myds
prohapteenit (eli aineet, jotka vaativat entsymaattista aktivointia esimerkiksi P450-
entsyymien kautta) ja prehapteenit (eli aineet, jotka hapetus aktivoi) voivat antaa h-CLAT-
testissd negatiivisia tuloksia varsinkin hapettumisvauhdin ollessa hidas (15). Fluoresoivia
testikemikaaleja voidaan arvioida h-CLAT-testilld (17), mutta voimakkaasti fluoresoivat
testikemikaalit, jotka emittoivat samalla aallonpituudella kuin fluoreseiini-isotiosyanaatti
(FITC) tai propidiumjodidi (PI), hairitsevat virtaussytometrista tutkimusta, eikd niita siis
voida arvioida oikein FITC-konjugoituja vasta-aineita tai propidiumjodidia kayttamalla.
Tassd tapauksessa voidaan kayttdd muita fluorokromilla leimattuja vasta-aineita tai muita
sytotoksisuuden merkkiaineita, kunhan voidaan osoittaa, ettd ne tuottavat samanlaiset
tulokset kuin FITC-leimatut vasta-aineet (ks. 24 kohta) tai propidiumjodidi (ks. 18 kohta)
esimerkiksi testaamalla péatevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet (lisdys 1 ja 2). Edella
esitetyn perusteella negatiivisia tuloksia on tulkittava ilmoitettujen rajoitusten valossa ja
muiden tietoldhteiden perusteella IATAn puitteissa. Jos voidaan osoittaa, ette1 h-CLAT-
menetelma  sovi  kidytettavaksi tiettyjen muiden testikemikaaliluokkien kanssa,
testimenetelmaa ei pida kayttdd nithin.

Kuten edelld on todettu, h-CLAT-menetelma auttaa ihoa herkistavien ja herkistamattomien
aineiden erottelemisessa. Siitd voi kuitenkin myos olla apua herkistyspotentiaalin (4) (5)
(9) arvioinnissa, kun sitd kdytetddn osana yhtendisia lahestymistapoja, kuten IATAa. Tyota
on kuitenkin jatkettava, mieluiten ihmisistd saatujen tietojen pohjalta, jotta voidaan
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maarittad, miten h-CLAT-menetelmdn tuloksia voidaan kéyttaa herkistyspotentiaalin
arvioinnissa.

6. Middritelmat esitetddn lisdyksessd 1.1.

TESTIN PERIAATE

7. hCLAT-menetelma on in vitro -testi, jolla kvantifioidaan solun pintamerkkiaineen (CD86
ja CD54) ilmentymisen muutokset ithmisen monosyyttileukemian solulinjassa (THP-1-
solut) 24 tunnin pituisen testikemikaalille altistuksen jdlkeen. Namé pintamolekyylit ovat
tyypillisia monosyyttisten THP-1-solujen aktivoitumisen merkkiaineita, ja ne voivat
jaljitellda  dendriittisolujen aktivoitumista, jolla on merkittava tehtivd T-solujen
virittymisessd  (priming). Pintamerkkiaineiden ilmentymisen muutoksia mitataan
virtaussytometrilla sen jélkeen, kun solut on ensin vérjatty fluorokromilla leimatuilla
vasta-aineilla. Samaan aikaan mitataan my6s sytotoksisuus, jotta voidaan arvioida,
tapahtuuko pintamerkkiaineiden ilmentymisen ylosséddtelyd (upregulation) sytotoksisuutta
pienemmilld pitoisuuksilla. Pintamerkkiaineiden suhteellinen fluoresenssin intensiteetti
liuotin-/kantaja-ainekontrolliin verrattuna lasketaan, ja sitd kaytetddn ennustemallina (ks.
26 kohta) tukemaan herkistavien ja herkistiméattomien aineiden erottelemista.

PATEVYYDEN OSOITUS

8. Ennen kuin laboratoriot ryhtyvat kayttimadn tdssa testimenetelmdn B.71 lisdyksessa
kuvattua testid rutiininomaisesti, niiden on osoitettava tekninen patevyytensd lisdyksessa
1.2 lueteltujen kymmenen piatevyyden osoittamiseen tarkoitetun aineen avulla. Lisdksi
testin kayttdjien on ylldpidettdva tietokantaa, joka sisdltdd reaktiivisuustesteistd (ks. 11
kohta) sekd positiivisista ja liuotin-/kantaja-ainekontrolleista (ks. 20-22 kohta) saadut
alemmat tiedot, ja vahvistettava ndiden tietojen avulla, ettd testin toistettavuus kussakin
laboratoriossa sailyy pidemmalla aikavililla.

MENETTELY

9. Tama testi perustuu eldinkokeiden vaihtoehtoisia menetelmid koskevan h-CLAT-
tietokantapalvelun (DB-ALM) protokollaan nro 158 (18). Tatd protokollaa kaytettiin
EURL ECVAMin koordinoimassa validointitutkimuksessa. Suosituksena on kéyttdd tata
protokollaa, kun h-CLAT-menetelmé otetaan kiyttoon ja kun sitd kdytetdan laboratoriossa.
Jaljempéna kuvataan h-CLAT-menetelmin keskeiset osat ja menettelyt. Menetelmédssid on
kaksi vaihetta: annoksenmddritystesti ja CD86:n/CD54:n ilmentymisen mittaaminen.

Solujen valmistelu
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10. h-CLAT-menetelmissa on kéytettdva i1hmisen monosyyttileukemiasoluista koostuvaa
solulinjaa (THP-1). Solut (TIB-202™) on suositeltavaa hankkia korkeatasoisesta
solupankista, jollainen on esimerkiksi American Type Culture Collection.

11. THP-1-soluja viljelladn (olosuhteet: 37 °C, hiilidioksidipitoisuus 5 %, kosteutettu ilma)
RPMI-1640-kasvatusliuoksessa, johon on lisdtty 10 % naudan sikion verestd valmistettua
seerumia (FBS), 0,05 mM 2-merkaptoetanolia, 100 yksikkdd/ml penisilliinid ja 100 pg/ml
streptomysiinid. Penisilliinin ja streptomysiinin kaytté kasvatusliuoksessa voidaan valttaa.
Siind tapauksessa kéyttdjien on kuitenkin varmistettava, ettei antibioottien puuttuminen
kasvatusliuoksesta vaikuta tuloksiin, esimerkiksi testaamalla lisdyksessd 1.2 luetellut
patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet. Jotta kontaminaation riski pidetddn
mahdollisimman pienend, on noudatettava hyvid soluviljelykaytdantoja riippumatta siité,
onko soluviljelyliuoksessa antibiootteja vai ei. THP-1-solut kylvetddn tavallisesti 2-3
pdivén vilein tiheyteen 0,1-0,2 x 10° solua/ml. Niitd on ylldpidettava tiheydelld 0,1-1,0 x
10° solua/ml. Ennen kuin soluja kiytetdsin testauksessa, niiden laatu on varmistettava
tekemailla reaktiivisuustesti. Solujen reaktiivisuustesti on tehtava kayttamalla positiivisia
kontrolleja, (2,4-dinitroklooribentseeni (DNCB) (CAS-nro 97-00-7, puhtaus > 99 %) ja
nikkelisulfaatti (Ni1SO4) (CAS-nro 10101-97-0, puhtaus > 99 %)) ja negatiivista kontrollia
(maitohappo (CAS-nro 50-21-5, puhtaus > 85 %)), kahden viikon kuluessa sulatuksesta.
Sekda DNCB:n ettd NiSOs:n pitdisi tuottaa positiivinen vaste sekd CD86- ettda CD54-
pintamerkkiaineille, ja maitohapon pitdisi tuottaa negatiivinen vaste niille kummallekin.
Testissd saa kadyttdd vain soluja, jotka ldpdiseviat reaktiivisuustestin. Soluja voidaan
kasvattaa enintddn kaksi kuukautta sulatuksen jalkeen. Siirrostuksia saa olla enintdan 30.
Reaktitvisuustesti on tehtava 20-24 kohdassa kuvattujen menettelyjen mukaisesti.

12. Testausta varten THP-1-solujen kylvétiheyden on oltava joko 0,1 x 10° solua/ml tai 0,2 x
10 solua/ml, ja niitd on esiviljeltava viljelypulloissa joko 72 tai 48 tuntia. On tirkeds, ettd
solujen tiheys on wviljelypullossa mahdollisimman tasainen heti esiviljelyn jilkeen
jokaisessa kokeessa (kayttimalld jompaakumpaa edelld esitetyistd esiviljelyehdoista),
koska solujen tiheys viljelypullossa heti esiviljelyn jalkeen voi vaikuttaa allergeenien
atheuttamaan CD86:n/CD54:n ilmentymiseen (19). Testauspaivéand viljelypullosta otetut
solut on resuspendoitava tuoreella kasvatusliuoksella tiheyteen 2 x 10° solua/ml. Sen
jialkeen solut jaetaan 24-kuoppaiselle tasapohjaiselle levylle (500 pl) (1 x 10°
solua/kuoppa) tai 96-kuoppaiselle tasapohjaiselle levylle (80 pl) (1,6 x 10° solua/kuoppa).

Annoksenméaritystesti

13. Annoksenmddritystestilld maéritetaan CV75-arvo eli se testikemikaalin pitoisuus, jolla
solujen elinkyvyksi (CV, cell viability) saadaan 75 prosenttia verrattuna liuotin-/kantaja-
ainekontrolliin. CV75-arvon avulla médritetdan testikemikaalien pitoisuus CD86:n/CD54:n
ilmentymisen mittauksessa (ks. 20—24 kohta).
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Testikemikaalien ja kontrolliaineiden valmistelu

14. Testikemikaalit ja kontrolliaineet valmistetaan testipdivdnd. h-CLAT-menetelméssa

15.

testikemikaalit liuotetaan tai dispergoidaan stabiilisti (ks. myos 4 kohta) suolaliuokseen tai
kasvatusliuokseen ensimmaisend liuotin-/kantaja-ainevaihtoechtona tai
dimetyylisulfoksidiin (DMSO, > puhtaus 99 %) toisena liuotin-/kantaja-ainevaihtoehtona,
jos testikemikaali ei liukene tai muodosta stabiilia dispersiota kahdessa ensin mainitussa
liuottimessa/kantaja-aineessa. Lopulliset pitoisuudet ovat 100 mg/ml (suolaliuoksessa tai
kasvatusliuoksessa) tai 500 mg/ml (DMSO:ssa). Muita kuin edelld mainittuja
livottimia/kantaja-aineita voidaan kayttdaa, jos sille on riuttavat tieteelliset perustelut.
Testikemikaalin  stabiilisuus lopullisessa liuottimessa/kantaja-aineessa on otettava
huomioon.

Laimentaminen on tehtivid seuraavien vaiheiden mukaisesti aloittamalla testikemikaalien
varastoliuospitoisuuksista 100 mg/ml (suolaliuos tai kasvatusliuos) tai 500 mg/ml
(DMSO):

Liuottimena/kantaja-aineena suolaliuos tai kasvatusliuos: Valmistetaan kahdeksan
varastoliuosta (kahdeksan pitoisuutta) kaksinkertaisella sarjalaimennoksella asianmukaista
ltuotinta/kantaja-ainetta kayttamalld. Naméd varastoliuokset laimennetaan sen jilkeen 50-
kertaisesti kasvatuslinokseen (tyoliuokset). Jos levyn suurin loppupitoisuus 1 000 pg/ml ei
ole toksinen, enimmadispitoisuus on madritettivdi uudelleen tekemilla uusi
sytotoksisuustesti. Levyn loppupitoisuus saa olla enintaan 5 000 pg/ml suolaliuokseen tai
kasvatusliuokseen liuenneiden tai stabiilisti  dispergoituneiden testikemikaalien
yhteydessa.

Liuottimena/kantaja-aineena DMSO: Valmistetaan kahdeksan varastoliuosta (kahdeksan
pitoisuutta) kaksinkertaisella sarjalaimennoksella asianmukaista liuotinta/kantaja-ainetta
kayttamalla. Nama varastoliuokset laimennetaan sen jalkeen 250-kertaisesti
kasvatusliuokseen (tydliuokset). Levyn enimmaispitoisuus saa olla enintddn 1 000 pg/ml,
vaikka tama pitoisuus ei olisi toksinen.

Tyoliuoksia kéytetdadn altistukseen siten, ettd levyllda olevaan THP-1-solususpensioon
lisatdaéan yhtd suuri tilavuus tyoliuosta (ks. myds 17 kohta), jotta saadaan vield toinen
kaksinkertainen laimennos (levyn loppupitoisuus vaihtelee yleensa valilla 7,81-1 000

pg/ml).

16. h-CLAT-menetelmédssa kaytettava livotin-/kantaja-ainekontrolli on kasvatusliuos (ne

testikemikaalit, jotka liuotetaan tai dispergoidaan stabiilisti (ks. 4 kohta) joko
kasvatusliuokseen tai suolaliuokseen) tai DMSO (ne testikemikaalit, jotka liuotetaan tai
dispergoidaan stabiilisti DMSO:hon), ja levylld testattava yksi loppupitoisuus on 0,2
prosenttia. Télle kontrollille tehd4adn samat laimennokset kuin tydliuoksille (ks. 15 kohta).
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Testikemikaalien ja kontrolliaineiden applikointi
17. Kasvatusliuos tai tyoliuokset (ks. 15 ja 16 kohta) sekoitetaan suhteessa 1:1 (v/v)
solususpensioihin, jotka on valmistettu 24- tai 96-kuoppaisella tasapohjaisella levylld (ks.
12 kohta). Kisitellyt levyt inkuboidaan 24+0,5 tuntia 37 °C:ssa (hiilidioksidipitoisuus 5
%). Haihtuvien testikemikaalien hoyrystymista ja testikemikaalien aiheuttamaa kuoppien
vélistd ristikontaminaatiota on viltettiva esimerkiksi peittamalla levy kalvolla ennen
inkubointia testikemikaalien kanssa (20).

Propidiumjodidi (Pl) -vdrjdys

18. Altistuksen (24+0,5 h) jidlkeen solut siirretddn ndyteputkiin ja kerdtddn sentrifugoimalla.
Supernatantit hédvitetdédn ja loput solut resuspendoidaan 200 pl:1la (96-kuoppainen levy) tai
600 pl:lla (24-kuoppainen levy) fosfaattipuskuroitua suolaliuosta, joka siséltdaa 0,1-
prosenttista naudan seerumin albumiinia (virjayspuskuria). Solususpensiosta 200 pl
sitrretddn 96-kuoppaiselle pyoredpohjaiselle levylle (96 kuopan osalta) tai mikroputkiin
(24 kuopan osalta) ja pestddn kahdesti 200 pl:lla (96 kuopan osalta) tai 600 ul:lla (24
kuopan osalta) vérjayspuskuria. Lopuksi solut resuspendoidaan virjayspuskuriin (esim.
400 pl) ja PI-livosta lisdtddn (esim. 20 ul) (esimerkki: PI-liuoksen loppupitoisuus on 0,625
ug/ml). Muita sytotoksisuuden merkkiaineita, kuten 7-aminoaktinomysiini D:td (7-AAD)
ja trypaanisinistd tms., voidaan kayttda, jos vaihtoehtoisilla vérjdaysaineilla voidaan osoittaa
saatavan samanlaisia tuloksia kuin PI-liuoksella, esimerkiksi testaamalla lisdyksessd 1.2
luetellut patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet.

Sytotoksisuuden mittaus virtaussytometrialla ja CV75-arvon mddrittiminen
19. Propidiumjodidin kertymé analysoidaan virtaussytometrilla kanavalla FL-3. Yhteensa
keratdan 10 000 eldavad solua (Pl-negatiivinen). Solujen elinkyky voidaan laskea
seuraavalla sytometrianalyysiohjelman yhtdlolla. Jos solujen elinkyky on pieni, on
keréttdva enintddn 30 000 solua, myos kuolleita soluja. Vaihtoehtoisesti tiedot voidaan
keratd minuutin kuluttua analyysin aloittamisesta.

Elavien solujen maara

x 100

Solun elinkyky =

Kerittyjen solujen kokonaismaara

CV75-arvo (ks. 13 kohta), eli pitoisuus, jolla 75 prosenttia THP-1-soluista jaa eloon (25
prosentin sytotoksisuus), lasketaan log-lineaarisella interpolaatiolla kéyttden seuraavaa

yhtaloa:
Log CV75 = (75—c)xLog(b)—(75—a)xLog(d)
g - a—c¢
Jossa:

a on solyjen elinkyvyn minimiarvo, joka on enemmaén kuin 75 prosenttia

¢ on soluyjen elinkyvyn maksimiarvo, joka on vihemman kuin 75 prosenttia
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b ja d ovat pitoisuudet, jotka osoittavat solujen elinkykyarvot a ja c.

100

a ¢
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0 L .vv’
b d
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Solujen elinkyky (%)

CV75-arvon johtamisessa voidaan kdyttdd myos muita ldhestymistapoja, kunhan voidaan
osoittaa, etter se vaikuta tuloksiin (esimerkiksi testaamalla patevyyden osoittamiseen
tarkoitettuja aineita).

CD86:n/CD54:n ilmentymisen mittaaminen

Testikemikaalien ja kontrolliaineiden valmistelu

20. Testikemikaalit liuotetaan tai dispergoidaan stabiilisti asianmukaiseen liuottimeen/kantaja-

21.

aineeseen (suolaliuos, kasvatusliuvos tai DMSO; ks. 14 kohta). Testikemikaalit
laimennetaan ensin pitoisuuteen, joka vastaa 100-kertaisesti (suolaliuoksen tai
kasvatusliuoksen yhteydessd) tai 500-kertaisesti (DMSO:n osalta) 1,2 x CV75 -arvoa, joka
on madritetty annoksenmddritystestissd (ks. 19 kohta). Jos CV75-arvoa ei1 voida méarittaa
(ts. jos annoksenmdidritystestissd ei havaita riittivaa sytotoksisuutta), alkupitoisuutena on
kéaytettava testikemikaalin suurinta liukoista tai stabiilisti dispergoitua pitoisuutta, joka on
valmistettu kullakin liuottimella/kantaja-aineella. Levyn loppupitoisuus saa kuitenkin olla
enintddan 5 000 ug/ml (suolaliuoksen tai kasvatusliuoksen yhteydessd) tai 1 000 pg/ml
(DMSO:n yhteydessd). Sen jialkeen tehdadn 1,2-kertaiset sarjalaimennokset kayttamailla
asianmukaista liuotinta/kantaja-ainetta, jotta saadaan varastoliuokset (kahdeksan
pitoisuutta vahlla 100x1,2 x CV75 — 100x0,335 x CV75 (suolaliuoksen tai
kasvatusliuoksen yhteydessd) tai valilla 500x1,2 x CV75 — 500x0,335 x CV75 (DMSO:n
yhteydessid)), jotka testataan h-CLAT-menetelmalld (ks. esimerkki annosteluohjeesta DB-
ALM-protokollasta nro 158). Seuraavaksi varastoliuokset laimennetaan vield 50-
kertaiseksi (suolaliuoksen tai kasvatusliuoksen yhteydessd) tai 250-kertaiseksi (DMSO:n
yhteydessd) kasvatusliuokseen (tyoliuokset). Néita tyoliuoksia kdytetdan altistuksessa, ja
levyllé kaytetdan lopullista laimennuskerrointa, joka on 2. Jos tulokset eivit tiytd kohdassa
29 ja 30 kuvattuja hyviksymisperusteita solujen elinkyvyn osalta, annoksenmdidritystesti
voidaan toistaa, jotta CV75-arvo voidaan madrittdd tarkemmin. CD86:n/CD54:n
ilmentymisen mittauksessa voidaan kayttad vain 24-kuoppaisia levyja.

Liuotin-/kantaja-ainekontrolli valmistetaan 16 kohdassa kuvatulla tavalla. h-CLAT-
menetelmassd kaytettava positiivinen kontrolli on DNCB (ks. 11 kohta), josta valmistetaan
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varastoliuokset DMSO:ssa. Ne laimennetaan 20 kohdassa varastoliuosten osalta kuvatun
mukaisesti. CD86:n/CD54:n ilmentymisen mittaamisessa DNCB:td tulee kéyttda
positiivisena kontrollina yhtend loppupitoisuutena levylld (yleensd 4,0 pg/ml). Jotta
DNCB:n pitoisuudeksi levylle saadaan 4,0 pg/ml, valmistetaan varastoliuos, joka siséltdd 2
mg/ml DNCB:td DMSO:ssa, ja tdmi liuos laimennetaan 250-kertaiseksi kasvatusliuoksella
siten, ettd lopputuloksena on tyoliuos, jonka pitoisuus on 8 pg/ml. Vaihtoehtoisesti
positiivisen  kontrollin  pitoisuutena voidaan kéyttdida DNCB.n CV75-arvoa, joka
maaritetddn jokaisessa testilaitoksessa. Myos muita sopivia positiivisia kontrolleja voidaan
kayttad, jos saatavana on aikaisempia tietoja, joista voidaan johtaa vertailukelpoiset ajon
hyvéksymisperusteet. Positiivisten kontrollien osalta levyn loppupitoisuus saa kuitenkin
olla enintddn 5 000 pg/ml (suolaliuoksen tai kasvatusliuoksen yhteydessd) tai 1 000 pg/ml
(DMSO:n yhteydessd). Ajon hyvidksymisperusteet ovat samat kuin testikemikaalille
kuvatut (ks. 29 kohta), lukuun ottamatta viimeistd hyviksymisperustetta, silla posititvinen
kontrolli testataan yhtend pitoisuutena.

Testikemikaalien ja kontrolliaineiden applikointi

22. Jokaisesta testikemikaalista ja kontrolliaineesta tarvitaan yksi koe, jotta saadaan ennuste.
Jokainen koe koostuu vidhintddn kahdesta itsendisestd ajosta, joissa mitataan
CD86:n/CD54:n ilmentymistd (ks. 26-28 kohta). Kukin itsendinen ajo tehdddn eri paivana
tai samana pdivdand, kunhan a) jokaiseen ajoon valmistetaan riippumattomat tuoreet
varastoliuokset ja tyoliuokset testikemikaalista ja vasta-aineliuokset ja b) jokaisessa ajossa
kaytetdan itsendisia kerattyjd soluja (ts. solut kerdtddn eri viljelypulloista), mutta solut
voivat kuitenkin olla perdisin samasta siirrostuksesta. Testikemikaaleista ja
kontrolliaineista valmistettuthin ty6liuoksiin (500 pl) sekoitetaan 500 pul suspendoituja
soluja (1x10° solua) suhteessa 1:1, ja soluja inkuboidaan 24+0,5 h, kuten 20 ja 21 kohdassa
on seclostettu. Jokaisessa ajossa riittdd yksi rinnakkaisndyte testikemikaalin ja
kontrolliaineen kustakin pitoisuudesta, koska ennuste tehddan vahintddn kahden itsendisen
ajon perusteella.

Solujen virjdys ja analyysi

23. Altistuksen (24+0,5 h) jédlkeen solut siirretddn 24-kuoppaiselta levyltd niyteputkiin ja
kerdtadn sentrifugoimalla. Sen jdlkeen ne pestddn kahdesti 1 ml:lld véarjayspuskuria
(tarvittaessa pesukertoja voidaan lisatd). Pesun jilkeen solut estetdan 600 pl:lla estoliuosta
(varjdyspuskuri, joka sisdltdd 0,01 prosenttia (w/v) globuliinia (Cohn-fraktio II, III,
ihminen; SIGMA, nro G2388-10G tai vastaava)) ja inkuboidaan 4 °C:ssa 15 minuutin ajan.
Estamisen jidlkeen solut jaetaan kolmeen 180 upl:n alikvoottiin 96-kuoppaiselle
pyoredpohjaiselle levylle tai mikroputkeen.

24. Sentrifugoinnin jilkeen solut vérjatdan 50 pl:lla FITC-leimattua anti-CD86:ta, anti-
CD54:44 tai hiiren IgGl-isotyypin vasta-aineilla 4 °C:ssa 30 minuutin ajan. h-CLAT-
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menetelman DB-ALM-protokollassa nro 158 (18) kuvattuja vasta-aineita on kéytettava
laimentamalla ne suhteeseen 3:25 v/v (CD86 (BD-PharMingen, nro 555657; klooni: Fun-
1)) tai suhteeseen 3:50 v/v (CD54 (DAKO, nro F7143; klooni: 6.5B5) ja IgG1 (DAKO, nro
X0927)) varjayspuskurilla. Testin kehittdjat ovat madrittineet nami vasta-aineiden
laimennuskertoimet sellaisiksi, ettd ne tuottavat parhaan signaali-kohinasuhteen. Testin
kehittdjien kokemuksen perusteella vasta-aineiden fluoresenssin intensiteetti on yleensa
yhdenmukainen erien vililla. Kayttajat voivat kuitenkin  madrittdd  parhaat
kayttopitoisuudet titraamalla vasta-aineet omissa laboratorio-olosuhteissaan tarvittaessa.
Muita fluorokromilla leimattuja anti-CD86- ja/tai anti-CD54-vasta-aineita voidaan kayttas,
jos niiden voidaan osoittaa tuottavan samanlaisia tuloksia kuin FITC-konjugoidut vasta-
aineet, esimerkiksi testaamalla lisdyksessd 1.2 luetellut patevyyden osoittamiseen
tarkoitetut aineet. On huomattava, ettd h-CLAT-menetelmidn DB-ALM-protokollassa 158
(18) kuvatun kloonin tai vasta-aineen toimittajan vaithtaminen vo1 vaikuttaa tuloksiin. Kun
solut on pesty vidhintdan kaksi kertaa 150 pl:lla vérjdyspuskuria, ne resuspendoidaan
varjdyspuskuriin (esim. 400 ul), ja siithen lisdtddan PI-livosta (esim. 20 pl, jotta saadaan
loppupitoisuus 0,625 pg/ml) tai muuta sytotoksisuuden merkkiaineliuosta (ks. 18 kohta).
CD86:n ja CD54:n ilmentymistasot sekéd solujen elinkyky analysoidaan virtaussytometrin
avulla.

TIEDOT JA RAPORTOINTI

Tietojen arviointi

25.CD86:n ja CDS54:n ilmentyminen analysoidaan virtaussytometrilla kanavalla FL-1.

RFI

Fluoresenssin intensiteetin geometrisen keskiarvon (MFI) perusteella lasketaan CD86:n ja
CD54:n suhteellinen fluoresenssin intensiteetti (RFI) positiivisen kontrollin (ctrl) solujen
ja kemikaalilla kasiteltyjen solujen osalta seuraavalla yhtalolla:

_ kemikaalilla kasitellyn solun MFI — kemikaalilla kasitellyn isotooppikontrollisolujen MFI % 100

" livotin— tai kantaja—ainekas. kontr.solujen MFI — liuotin—tai kantaja—ainekas. isotooppikontr.sol.MFI

Myos solujen elinkyky - isotyyppikontrollin (ctrl) soluista (jotka on varjétty hiiren IgG1-
1sotyypin vasta-aineilla) lasketaan 19 kohdassa kuvatulla yhtalolla.

Ennustemalli

26. CD86:n/CD54:n ilmentymisen mittaamisessa jokainen testikemikaali testataan vahintdin

kahdessa itsendisessd ajossa, jotta saadaan yksi ennuste (POSITIIVINEN tai
NEGATIIVINEN). h-CLAT-ennusteen katsotaan olevan POSITIIVINEN, jos véhintaan
yksi seuraavista ehdoista tayttyy joko kummassakin kahdesta ajosta tai vahintdan kahdessa
kolmesta itsendisestd ajosta. Muussa tapauksessa h-CLAT-ennusteen katsotaan olevan
NEGATIIVINEN (kuvio 1):
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- CDS86:n RFI on yhtd suuri tai suurempi kuin 150 prosenttia milld tahansa testatulla
pitoisuudella (kun solujen elinkyky on > 50 %).

- CD54:n RFI on yhtd suuri tai suurempi kuin 200 prosenttia milld tahansa testatulla
pitoisuudella (kun solujen elinkyky on > 50 %).

27. Taman perusteella on siis niin, ettd jos ensimmaiset kaksi ajoa antavat kumpainenkin
positiivisen tuloksen CDS86:lle ja/tai CDS54:lle, h-CLAT-ennusteen katsotaan olevan
POSITIIVINEN eika kolmatta ajoa tarvitse tehdd. Vastaavasti jos ensimmaiset kaksi ajoa
antavat negatiivisen tuloksen kummankin merkkiaineen osalta, h-CLAT-ennusteen
katsotaan olevan NEGATIIVINEN (30 kohdan méadraykset asianmukaisesti huomioon
ottaen) eikd kolmatta ajoa tarvita. Jos ensimmadiset kaksi ajoa eivdt kuitenkaan ole
johdonmukaisia vahintdan jommankumman merkkiaineen osalta (CD54 tai CD86), on
tehtava kolmas ajo ja lopullinen ennuste perustuu siithen, mikd on kolmen itsendisen ajon
enemmistotulos (eli kaksi ajoa kolmesta). Téltd osin on todettava, ettd jos tehdaian kaksi
itsendistd ajoa ja toinen antaa positiivisen tuloksen vain CD86:lle (jdljempénd P1) ja toinen
antaa posititvisen tuloksen vain CD54:lle (jdljempdnd P2), on tehtavd kolmas ajo. Jos
kolmas ajo antaa negatiivisen tuloksen kummallekin merkkiaineelle (jdljempand N), h-
CLAT-ennusteen katsotaan olevan NEGATIIVINEN. Toisaalta jos kolmas ajo antaa
positiivisen tuloksen jommallekummalle merkkiaineelle (P; tai P») tai kummallekin
merkkiaineelle (jaljempéna P12), h-CLAT-ennusteen katsotaan olevan POSITIIVINEN.

Kuva 1: h-CLAT-menetelmissé kiytetty ennustemalli. h-CLAT-ennustetta pitda tarkastella [ATAn ja
yleisjohdannon 7 ja 8 kohtien méérédysten valossa.
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P1: ajon tulos: vain CD86 positiivinen; P2: ajon tulos: vain CD54 positiivinen; P12: ajon tulos: sekd CD86 ettd CD54
positiivinen; N: ajon tulos: sekda CD86 etta CD54 negatitvinen.

*Laatikoissa ndytetdan asianmukaiset yhdistelmit ensimméisen kahden ajon tuloksista riippumatta jarjestyksestd, jossa

ne on voitu saada.

#Laatikoissa naytetddn asianmukaiset yhdistelmat kolmen ajon tuloksista ensimmdisestd kahdesta ajosta saatujen ja
edellisessd laatikossa naytettyjen tulosten perusteella. Namikadn eivit kuvasta sitd jarjestystd, jossa ne on voitu saada.

28. Niille

testikemikaaleille,

joiden on ennustettu olevan POSITIIVISIA h-CLAT-

menetelmalld, voidaan haluttaessa maarittaa kaksi vaikuttavaa pitoisuutta (EC) (EC150-
arvo CD86:lle ja EC200-arvo CD54:1le). Tamé on siis se pitoisuus, jolla testikemikaalit

indusoivat RFI-arvon

150 tai
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herkistyspotentiaalin ~ (9) arvioinnissa, kun sitd kéytetddn osana yhtendisia
ldhestymistapoja, kuten TATAa (4) (5) (6) (7) (8). Ne voidaan laskea seuraavilla yhtdloilla:

EC150 (for CD86) = Bpit + [(150 — BRFI)/(ARFI — Bgpr) X (Apit - Bpit)]
EC200 (for CD54) = Bpir + [(200 — BRFI)/(ARFI — Brrr) X (Apic — Bpit)]

jossa

Apiton pienin pitoisuus yksikossd pg/ml, kun RFI > 150 (CD86) tai 200 (CD54)
Bypit on suurin pitoisuus yksikossd pg/ml, kun RFI < 150 (CD86) tai 200 (CD54)
Arrr on RFI pienimmalla pitoisuudella, kun RFI > 150 (CD86) ta1 200 (CD54)
Brrr on RFI suurimmalla pitoisuudella, kun RFI < 150 (CD86) tai 200 (CD54)

Jos halutaan tarkemmat ECI150- ja EC200-arvot, CDS86:n/CD54:n ilmentymisen
mittaamisessa voidaan tarvita kolme itsendistd ajoa. Lopulliset EC150- ja EC200-arvot
maaritetddn kolmesta itsendisestd ajosta laskettujen EC-arvon mediaaniksi. Jos vain kaksi
kolmesta itsendisestd ajosta tdyttdd positiivisen tuloksen kriteerit (ks. 26 ja 27 kohta),
kahdesta lasketusta EC150- tai EC200-arvoista hyvaksytain suurempi arvo.

Hyviksymisperusteet

29. Seuraavien hyviaksymisperusteiden on tdytyttivd h-CLAT-menetelmad kaytettdessd (22)
(27).

- Kasvatusliuos- ja liuotin-/kantaja-ainekontrollien solujen elinkyvyn pitdd olla suurempi
kuin 90 prosenttia.

- Liuotin-/kantaja-ainekontrollissa sekd CD86:n ettd CD54:n RFI-arvot eivat saa ylittdaa
positiivisen tuloksen kriteereja (CD86:n RFI > 150 % ja CD54:n RFI > 200 %). Liuotin-
/kantaja-ainekontrollin RFI-arvot lasketaan kayttimalla 25 kohdassa kuvattua yhtdlod
("kemikaalin  MFI” on korvattava  “liuottimen/kantaja-aineen =~ MFL:11d”  ja
“livottimen/kantaja-aineen MFI” on korvattava ”(kasvatusliuos)kontrollin MFI:113™).

- Sekd kasvatusliuos- ettd liuotin-/kantaja-ainekontrolleissa CD86:n ja CDS54:n MFIn
suhteessa 1sotyyppikontrolliin on oltava > 105 %.

- Positiivisessa kontrollissa (DNCB) sekd CD86:n ettd CD54:n RFI-arvojen on tiytettiva
positiivisen tuloksen kriteerit (CD86:n RFI > 150 ja CD54:n RFI > 200), ja solujen
elinkyvyn on oltava yli 50 %.

- Testikemikaalin osalta solujen elinkyvyn on oltava yli 50 prosenttia vihintddn neljassa
testatusta pitoisuudesta jokaisessa ajossa.
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30. Negatiiviset tulokset hyviksytdan vain sellaisista testikemikaaleista, joiden yhteydessa
solujen elinkyky on alle 90 prosenttia suurimmalla testatulla pitoisuudella (ts. 1,2 x CV75
20 kohdassa kuvatun sarjalaimennoksen mukaisesti). Jos solujen elinkyky on kaavalla 1,2
x CV75 yhtd kuin tai suurempi kuin 90 prosenttia, negatiivinen tulos on hylattava. Tassa
tapauksessa on suositeltavaa yrittdd tdsmentdd annoksen valintaa toistamalla CV75-
madritys. On kuitenkin muistettava, ettd kun testikemikaalin enimmaispitoisuutena testissa
kaytetdan pitoisuutta 5 000 pg/ml suolaliuoksessa (tai kasvatusliuoksessa tai muissa
livottimissa/kantaja-aineissa), pitoisuutta 1 000 ug/ml DMSO:ssa tai suurinta liukoista
pitoisuutta, negatiivinen tulos on hyvaksyttdva, vaikka solujen elinkyky on yli 90
prosenttia.

Testiraportti

31. Testiraportissa on esitettdvd seuraavat tiedot.

Testikemikaali

Yhdesti ainesosasta koostuva aine:

- kemialliset tunnistetiedot, kuten TUPAC- tai CAS-nimi (-nimet), CAS-numero(t),
SMILES- tai InChl-koodi, rakennekaava ja/tai muut tunnistetiedot

- fyysinen ulkondkoé, Log Kow, vesiliukoisuus, liukoisuus dimetyylisulfoksidiin,
molekyylipaino ja muut olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, sikéli kuin tiedot
ovat saatavissa

- puhtaus, epdpuhtauksien kemialliset tunnistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on
kaytannossd mahdollista jne.

- tarvittaessa kasittely ennen testid (esimerkiksi lammittdminen tai jauhaminen)
- testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet)
- sdilytysolosuhteet ja stabiilius, sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

- liuottimen/kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta.

Useista ainesosista koostuvat aineet, UVCB-aineet ja seokset

- mahdollisimman tarkka luonnehdinta, esimerkiksi kemiallinen koostumus (ks. edelld),
puhtaus, esiintymistiheys ja ainesosien olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet (ks.
edelld), sikali kuin tiedot ovat saatavissa

- fyysinen ulkondko, vesiliukoisuus, liukoisuus dimetyylisulfoksidiin ja muut olennaiset
fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, sikili kuin tiedot ovat saatavissa
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- molekyylipaino tai ndenndinen molekyylipaino, jos kyse on seoksista/polymeereista,
joiden koostumus tunnetaan, tai muita tutkimuksen tekemisen kannalta olennaisia tietoja

- tarvittaessa kasittely ennen testid (esimerkiksi lammittdminen tai jauhaminen)
- testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet)
- sdilytysolosuhteet ja stabiilius, sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

- liuottimen/kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta.

Kontrollit

Positiivinen kontrolli

- kemialliset tunnistetiedot, kuten ITUPAC- tai CAS-nimi (-nimet), CAS-numero(t),
SMILES- tai InChl-koodi, rakennekaava ja/tai muut tunnistetiedot

- fyysinen ulkondkd, Log Kow, vesiliukoisuus, liukoisuus dimetyylisulfoksidiin,
molekyylipaino ja muut olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, tarvittaessa ja
sikdli kuin tiedot ovat saatavissa

- puhtaus, epdpuhtauksien kemialliset tunnistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on
kéaytannossd mahdollista jne.

- tarvittaessa késittely ennen testid (esimerkiksi lammittdminen tai jauhaminen)

- testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet)

- sdilytysolosuhteet ja stabiilius, sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

- tarvittaessa viittaus aiempiin positiivisten kontrollien tuloksiin, jotka kertovat sopivista

ajon hyvaksymisperusteista.

Negatiivinen ja livotin-/kantaja-ainekontrolli

- kemialliset tunnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS-nimi (-nimet), CAS-numero(t),
SMILES- tai InChl-koodi, rakennekaava ja/tai muut tunnistetiedot

- puhtaus, epdpuhtauksien kemialliset tunnistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on
kaytannossd mahdollista jne.

- fyysinen wulkondkoé, molekyylipaino ja muut olennaiset fysikaalis-kemialliset
ominaisuudet, jos kaytettdvit liuottimet/kantaja-aineet ovat muita kuin testiohjeessa
mainittuja ja sikali kuin tiedot ovat saatavissa

- sdilytysolosuhteet ja stabiilius, sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

- liuottimen/kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta.
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Testiolosuhteet

tutkimuksen teettdjan nimi ja osoite, testauslaitos ja tutkimusjohtaja
kuvaus kaytetysta testistd
kaytetty solulinja, sen sédilytysolosuhteet ja ldhde (esimerkiksi laitos, josta se on perdisin)

kaytetty virtaussytometri (esim. malli), my6s laiteasetukset seka tiedot globuliinista, vasta-
aineista ja sytotoksisuuden merkkiaineista, joita testissd kaytettiin

menettely, jolla osoitettiin laboratorion pitevyys testin tekemisessd testaamalla
patevyyden osoittamiseen tarkoitettuja aineita, ja menettely, jolla osoitettiin testin
suorituskyvyn toistettavuus pidemmalld aikavalilla, esim. aikaisemmat kontrollitiedot
ja/tai aikaisempien reaktiivisuustestien tiedot.

Testin hyvdksymisperusteet

solujen elinkyky seké liuotin-/kantaja-ainekontrollista saadut MFI- ja RFI-arvot verrattuna
hyvaksyttavyysalueisiin

soluyjen elinkyky sekd positiivisesta kontrollista saadut RFI-arvot verrattuna
hyviksyttavyysalueisiin

solujen elinkyky kaikilla testatun kemikaalin testatuilla pitoisuuksilla.

Testimenettely

tehtyjen ajojen lukumaara

testikemikaalien pitoisuudet, applikointimenettely ja kaytetty altistusaika (jos se poikkeaa
suosituksesta)

altistuksen kesto (jos se poikkeaa suosituksesta)
kuvaus kéytetyista arviointi- ja paatoskriteereista

kuvaus testimenettelyjen mahdollisista muutoksista.

Tulokset

tietojen taulukointi: CV75 (tarvittaessa), yksittdiset geometriset MFI-, RFI- ja solujen
elinkykyarvot, ECI50/EC200-arvot (tarvittaessa) testikemikaalista ja positiivisesta
kontrollista jokaisesta ajosta ja tieto testikemikaalin luokituksesta ennustemallin
perusteella

tarvittaessa muiden olennaisten havaintojen kuvaus.

Tulosten tarkastelu

h-CLAt-menetelmalld saatujen tulosten tarkastelu
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- testitulosten tarkastelu IATAn valossa, jos saatavana on muita olennaisia tietoja.

Pddtelmdit
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Lisdys 1.1

MAARITELMAT

Tarkkuus: Testitulosten ja hyvidksyttyjen vertailuarvojen vilinen ero. Tarkkuus on
testimenetelmén suorituskyvyn mitta ja yksi merkityksellisyyden osatekijoistd. Tarkkuutta
ja vastaavuutta (konkordanssi) kdytetddn usein toisiaan korvaavasti tarkoittamaan testilla
saatujen oikeiden tulosten osuutta (21).

AOP (Adverse Outcome Pathway), haittavaikutusreitti: Tarkastelun kohteena olevan
kemikaalin tai samankaltaisten kemikaalien ryhmin kemiallisesta rakenteesta johtuva
tapahtumasarja molekyylitasolla tapahtuvasta kdynnistavastd tapahtumasta kiinnostuksen
kohteena olevaan lopputulokseen in vivo (22).

Kemikaali: Aine tai seos.

CV75: Arvioitu pitoisuus, jolla solujen elinkyky on 75 prosenttia.
EC150: Pitoisuudet, joilla CD86:n ilmentymisen RFI-arvo on 150.
EC200: Pitoisuudet, joilla CD54:n ilmentymisen RFI-arvo on 200.

Virtaussytometria: Sytometrinen tekniikka, jossa nesteeseen suspendoidut solut virtaavat
yksi kerrallaan niithin kohdistetun valon lépi, ja valo sirottuu soluille ja niiden osille
ominaisella tavalla. Solut usein leimataan fluoresoivilla merkkiaineilla, jolloin valo ensin
absorboituu ja sen jdlkeen emittoituu muuttuneilla taajuuksilla.

Vaara: Aineen tai tilanteen luontainen ominaisuus, jolla on kyky aiheuttaa haitallisia
vaikutuksia, kun organismi, jarjestelma tai (ala)populaatio altistuu kyseiselle aineelle.

JATA (Integrated Approach to Testing and Assessment), yhdennetty lihestymistapa
testaamiseen ja arviointiin: Jidsennelty ldhestymistapa, jota kédytetddan kemikaalin tai
kemikaaliryhméan aiheuttaman vaaran tunnistamiseen (potentiaali), vaaran luonnehtimiseen
(potenssi) ja/tal turvallisuuden arviointiin (potentiaali/potenssi ja altistus), kokoamalla ja
punnitsemalla kaikki strategisesti keskeiset tiedot, jotta voidaan tarjota tietoa sadntelyyn
perustuvaan pédtoksentekoon potentiaalisesta vaarasta ja/tai riskistd ja/tai tarpeesta tehda
lisaa kohdennettua ja siksi mahdollisimman vihéisté testausta.

Kasvatuslivoskontrolli:  Kaisittelemédton — rinnakkaisndyte, joka  sisdltdd  kaikki
testijarjestelmén osat. Tama nédyte prosessoidaan testikemikaalilla kasiteltyjen naytteiden ja
muiden kontrollindytteiden kanssa, jotta voidaan maéarittdd, vaikuttaako liuotin/kantaja-aine
testijarjestelmadn.

Seos: Seos tai liuos, joka koostuu kahdesta tai useammasta aineesta.
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Yhdesti ainesosasta koostuva aine: Aine, jossa sen kvantitatiivisen koostumuksen
perusteella on vdhintdadn 80 painoprosenttia yhtd piddainesosaa.

Useasta ainesosasta koostuva aine: Aine, jossa sen kvantitatiivisen koostumuksen
perusteella on useampaa kuin yhtd pidainesosaa ja jonka ainesosien pitoisuudet ovat > 10
painoprosenttia ja < 80 painoprosenttia. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy
valmistusprosessin tuloksena. Seoksen ja useasta ainesosasta koostuvan aineen vilinen ero
on se, ettd seos saadaan aikaan sekoittamalla kahta tai useampaa ainetta ilman kemiallista
reaktiota. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy kemiallisen reaktion tuloksena.

Positiivinen kontrolli: Rinnakkaisnédyte, jossa on kaikki testijarjestelmin osat ja joka on
kasitelty aineella, jonka tiedetdén aiheuttavan positiivisen vasteen. Vaste ei kuitenkaan saisi
olla litan voimakas, jotta positiivisen kontrollivasteen vaihtelu ajan funktiona voidaan
arvioida.

Prehapteenit: Kemikaalit, joista tulee herkistdvia aineita abioottisen transformaation
jélkeen.

Prohapteenit: Kemikaalit, jotka vaativat entsymaattista aktivointia thoa herkistavin
potentiaalin kdaynnistymiseen.

Suhteellinen fluoresenssin intensiteetti (RFI): Kemikaaleilla kisiteltyjen solujen
fluoresenssin  intensiteetin  geometrisen keskiarvon suhteelliset arvot verrattuna
liuottimella/kantaja-aineella kéasiteltyjen solujen MFI-arvoon.

Merkityksellisyys: Kuvaus testin ja halutun vaikutuksen valisestd suhteesta ja siitd, onko
testi tarkoituksenmukainen ja hyddyllinen tiettyd tarkoitusta varten. Merkityksellisyydelld
tarkoitetaan sitd, missd midrin testilli voidaan tarkasti mitata tai ennustaa haluttua
biologista  vaikutusta. Merkityksellisyyden vyhteydessd on huomioitava my6s
testimenetelmén tarkkuus (vastaavuus) (21).

Luotettavuaus: Mittaa sitd, miten testi voidaan toistaa samassa laboratoriossa tai eri
laboratorioissa ajan myo6td kiaytettiessd samaa protokollaa. Sitd arvioidaan laskemalla
laboratorion sisdinen ja laboratorioiden vilinen uusittavuus ja laboratorion sisdinen
toistettavuus (21).

Testiajo: Testiajo koostuu yhdestd tai useammasta testikemikaalista, jotka testataan
samanaikaisesti liuotin-/kantaja-ainekontrollin ja positiivisen kontrollin kanssa.

Herkkyys: Niiden positiivisten/aktiivisten kemikaalien osuus, jotka on luokiteltu testisséd
oikein. Silla mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testin tarkkuutta. Herkkyys on tirkedd
ottaa huomioon arvioitaessa testin merkityksellisyytta (21).

Virjiayspuskuri: Fosfaattipuskuroitu suolalivos, joka sisdltad 0,1 prosenttia naudan
seerumin albumiinia.
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Liuotin-/kantaja-ainekontrolli: Kisittelematon nayte, jossa on testikemikaalia lukuun
ottamatta kaikki testijarjestelmidn osat, myos liuotin tai kantaja-aine. Sitd kaytetddn
perusvastetason madrittdmiseen néytteille, joissa testikemikaali on liuotettu tai dispergoitu
stabiilisti samaan liuottimeen/kantaja-aineeseen. Kun tdllainen ndyte testataan
samanaikaisesti kasvatusliuoskontrollin kanssa, se osoittaa myos, reagoiko liuotin/kantaja-
aine testijarjestelmén kanssa.

Spesifisyys: Kaikkien negatiivisten/inaktiivisten kemikaalien osuus, jotka on luokiteltu
testissa oikein. Silla mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testin tarkkuutta. Spesifisyys on
tdrkedd ottaa huomioon arvioitaessa testin merkityksellisyytta (21).

Aine: Alkuaine ja sen yhdisteet sellaisina kuin ne esiintyvdt luonnossa tai
tuotantomenetelmin tuotettuina, mukaan luettuina aineen pysyvyyden siilyttdmiseksi
tarvittavat lisdaineet ja kaytetyssd prosessissa muodostuvat epédpuhtaudet, er kuitenkaan
liuottimia, jotka voidaan erottaa vaikuttamatta aineen pysyvyyteen tal muuttamatta sen
koostumusta.

Testikemikaali: Aine tai seos, jota testataan tédlla testimenetelmalla.

YK:n  maailmanlaajuisesti  yhdenmukaistettu = kemikaalien  luokitus- ja
merkintijirjestelméi (United Nations Globally Harmonized System of Classification
and Labelling of Chemicals, UN GHS): Tassé jarjestelmassa kemikaalit (aineet ja seokset)
luokitellaan vakioitujen fysikaalisten seka terveys- ja ympiristovaarojen tyyppien ja tasojen
mukaisesti, ja niille osoitetaan vaaraviestinnan tunnukset, kuten kuvamerkit, huomiosanat,
vaaralausekkeet, turvalausekkeet ja turvatiedotteet, jotta voidaan vilittdd tietoa kemikaalien
haittavaikutuksista ihmisten (myos tyonantajien, tyontekijoiden, kuljetushenkilokunnan,
kuluttajien ja pelastushenkil6ston) ja ympériston suojelemiseksi (23).

UVCB-aineet: Koostumukseltaan tuntemattomat tai vaihtelevat aineet, kompleksit
reaktiotuotteet tai biologiset materiaalit.

Validi testi: Testi, jonka katsotaan olevan rittavian relevantti ja luotettava tiettyyn
tarkoitukseen ja joka perustuu tieteellisesti vakaisiin periaatteisiin. Mitddn testid ei voida
koskaan pitdé absoluuttisesti validoituna vaan ainoastaan validoituna suhteessa mairitettyyn
tarkoitukseen (21).
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Liséiys 1.2

PATEVYYDEN OSOITTAMISEEN TARKOITETUT AINEET

Ennen kuin laboratorio alkaa kayttda tata testimenetelmdd B.71 koskevassa lisdyksessa
kuvattua testid rutiininomaisesti, sen pitdd osoittaa tekninen péatevyytensi saamalla
odotuksenmukainen h-CLAT-ennuste kymmenelle taulukossa 1 suositellulle patevyyden
osoittamiseen tarkoitetulle aineelle ja saamalla CV75-, EC150- ja EC200-arvot, jotka ovat
vastaavilla viitealueilla, ainakin kahdeksalle kymmenestd pédtevyyden osoittamiseen
tarkoitetusta aineesta. Namad pdtevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet on valittu
edustamaan erilaisia vasteita ithon herkistymisvaarothin. Muita valintaperusteita ovat, ettd
aineiden on oltava kaupallisesti saatavilla ja ettd saatavilla on korkeatasoisia in vivo- ja in
vitro -vertailutietoja, jotka on tuotettu h-CLAT-menetelmélld. Myos h-CLAT-menetelmista
on saatavana julkaistuja vertailutietoja (3) (14).

Taulukko 1: Suositellut aineet h-CLAT-menetelméi koskevan teknisen pétevyyden osoittamiseksi

Fvsikaa- CV75- h-CLAT-tulokset | h-CLAT-tulokset
Piitevyyden osoittamiseen CAS-nro }l]inen In vivo - viitealue CD86:n osalta CD54:n osalta
tarkoitetut aineet olomuoto ennuste’ yksikossd | (EC150-viitealue | (EC200-viitealue
ug/ml? yksikossi pg/ml? | yksikissi pg/mD?
Herkistava Positiivinen Positiivinen
2 4-dinitroklooribentseeni 97-00-7 Kiinted (erittdin 2-12
: 0,5-10) 0,5-15
voimakas)
S N Herkistava Positiivinen Negatiivinen
4-fenyleenidiamiini 106-50-3 Kiinted (voimakas) 5-95 (<40) >1,5)
S~ - - Herkistava Positiivinen Positiivinen
Nikkelisulfaatti 10101-97-0 | Kiinted (kohtalainen) 30-500 (<100) (10-100)
. . N Herkistava Negatiivinen Positiivinen
2-merkaptobentsotiatsoli 149-30-4 Kiinted (kohtalainen) 30-400 >10)’ (10-140)
. . Herkistava Negatiivinen Positiivinen
R(+)-limoneeni 5989-27-5 Neste (heikko) >20 (>5) (<250)
- 1 - - Herkistava Positiivinen Positiivinen
Imidatsolidinyyliurea 39236-46-9 | Kiinted (heikko) 25-100 (20-90) (20-75)
- e Negatiivinen Negatiivinen
Isopropanoli 67-63-0 Neste | Herkistaméton >5 000 (5 000) (5 000)
- o Negatiivinen Negatiivinen
Glyseroli 56-81-5 Neste | Herkistaméaton >5 000 (>5 000) (>5 000)
- o Negatiivinen Negatiivinen
Maitohappo 50-21-5 Neste | Herkistdméaton | 1 500-5 000 (>5 000) (>5 000)
- - e Negatiivinen Negatiivinen
4-aminobentsoehappo 150-13-0 Kiinted | Herkistdméiton >1 000 >1 000) >1 000)

Lyhenteet: CAS-nro = Chemical Abstracts Service -rekisterinumero.

1 In vivo -riski ja (vaikutuskykyd koskevat) ennusteet perustuvat LLNA-tietoihin (3) (14). In vivo -vaikutuskyky johdetaan
ECETOCIn ehdottamien kriteerien pohjalta (24).

2 Aikaisemmin saatujen arvojen perusteella (13) (25).

3 Aikaisemmin suurin osa negatiivista tuloksista on saatu tille merkkiaineelle, ja sen takia negatiivinen  tulos on
odotuksenmukaisin. Esitetty alue maariteltiin muutaman aikaisemmin saadun positiivisen  tuloksen perusteella. Jos saadaan
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positiivinen tulos, EC-arvon on oltava ilmoitetulla viitealueella.
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Lisdys 2

IN VITRO -THOHERKISTYS: U937-SOLULINJAAN PERUSTUVA AKTIVOINTITESTI
(U-SENS™)

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT JA RAJOITUKSET

1.

U-SENS™-testissd  kvantifioidaan muutokset sellaisen solun pintamerkkiaineen
ilmentymisessd, joka liittyy monosyyttien ja dendriittisolujen aktivoitumisprosessiin (ts.
CD86), ihmisen histiosyyttisessa lymfoomasolulinjassa U937 herkistaville aineille
altistuksen jdlkeen (1). Sen jélkeen solulinjassa U937 CD86-pintamerkkiaineen mitattuja
ilmentymistasoja kdytetddn tukemaan ihoa herkistivien ja herkistiméattomien aineiden
erottelua.

U-SENS™-testi on arvioitu L’Orealin koordinoimassa validointitutkimuksessa (2) ja sen
jalkeen tehdyssa riippumattomassa  vertaisarvioinnissa, jonka teki Euroopan
vaihtoehtoisten tutkimusmenetelmien keskuksen vertailulaboratorion (EURL ECVAM)
tieteellinen neuvoa-antava komitea (ESAC) (3). Kaikkien saatavilla olevien
tutkimustietojen ja sddntelyviranomaisilta ja sidosryhmiltd saatujen tietojen perusteella
EURL ECVAM suositteli (4), ettd U-SENS™-testid kaytetaan IATAn osana tukemaan
herkistdvien ja herkistimattomien aineiden erottelua vaarojen osalta luokittelua ja
merkintdjd varten. Ohjeasiakirjassaan, joka koskee ithon herkistymiseen liittyvien IATAn
osana kéytettyjen tietojen integrointia ja yksittdisid tiedonldhteitd koskevien jasenneltyjen
lahestymistapojen raportointia, OECD kaésittelee lukuisia tapausselostuksia, joissa
kuvataan erilaisia testausstrategioita ja ennustemalleja. Yksi erilaisista maédritetyistd
lahestymistavoista on U-SENS-testi (5). Esimerkkejda U-SENS™-testilld saatujen tietojen
kaytostd muiden tietojen, myos aikaisempien tietojen ja olemassa olevien validien ihmista
koskevien tietojen (6) kanssa, on raportoitu myos muualla kirjallisuudessa (4) (5) (7).

. On osottettu, ettd U-SENS™-testi on siirrettdvisséd sellaisten laboratorioiden valilld, joissa

on kokemusta soluviljelytekniikoista ja virtaussytometria-analyysista. Testistd odotettavien
ennusteiden laboratorioiden sisdinen toistettavuus on 90 prosentin ja laboratorioiden
vélinen toistettavuus on 84 prosentin luokkaa (8). Validointitutkimuksesta (8) ja muista
julkaistuista tutkimuksista (1) saadut tulokset osoittavat, ettd LLNA-testin tuloksiin
verrattuna tarkkuus ihoa herkistavien aineiden (YK:n GHS-jarjestelmén / CLP-asetuksen
luokka 1) erottamisessa herkistamattomistd aineista on 86 prosenttia (N=166), herkkyys on
91 prosenttia (118/129) ja spesifisyys 65 prosenttia (24/37). Ihmisid koskeviin tuloksiin
verrattuna tarkkuus thoa herkistdvien aineiden (YK:n GHS-jirjestelmén / CLP-asetuksen
luokka 1) erottamisessa herkistimattomisté aineista on 77 prosenttia (N=101), herkkyys on
100 prosenttia (58/58) ja spesifisyys 47 prosenttia (20/43). LLNA-testiin verrattuna U-
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SENST™-testistd saatavat vadrat negatiiviset ennusteet koskevat todenndkodisemmin
kemikaaleja, joiden ihoherkistyspotentiaali on pieni tai kohtalainen (YK:n GHS-
jarjestelman /  CLP-asetuksen  alaluokka 1B), kuin kemikaaleja, joiden
thoherkistyspotentiaali on suuri (YK:n GHS-jarjestelmén / CLP-asetuksen alaluokka 1A)
(1) (8) (9). Yhdessd nama tiedot viittaavat sithen, ettd U-SENS™-testid voidaan kayttaa
apuna ihon herkistymisvaarojen tunnistamisessa. Tassd esitetyt tarkkuusarvot, jotka
koskevat U-SENS™-testin kdyttod ainoana testind, ovat kuitenkin vain suuntaa-antavia,
silla testid pitdisi kayttad yhdessd muiden tietoldhteiden kanssa IATAn valossa ja
yleisjohdannon 7 ja 8 kohdassa olevien mairdysten mukaisesti. Lisdksi arvioitaessa ihon
herkistymiseen liittyviéd elainkokeettomia menetelmid tulisi pitdd mielessd, ettd LLNA -testi
samoin kuin muut eldinkokeet eivat valttamatta taysin kerro tilanteesta thmisten osalta.

Talla hetkelld saatavilla olevien tietojen perusteella U-SENST™.-testin osoitettiin olevan
sovellettavissa testikemikaaleithin (my6s kosmetiikan ainesosiin, kuten sdilontdaineisiin,
pinta-aktiivisiin aineisiin, vaikuttaviin aineisiin ja vériaineisiin), jotka kattavat useita
orgaanisia  funktionaalista  ryhmid  ja  fysikaalis-kemiallisia ~ ominaisuuksia,
thoherkistyspotentiaaleja (in vivo -tutkimuksissa mééritetyn mukaisesti) ja monenlaisia
reaktiomekanismeja, joiden tiedetddn liittyvdn thon herkistymiseen (kuten Michael-
akseptorit, Schiffin eméksen muodostuminen, asyylin siirtoaine, bimolekulaarinen
nukleofiilinen substituutio [SN2] tai nukleofiilinen aromaattinen substituutio [SNAr]) (1)
(8) (9) (10). U-SENS™-testi soveltuu testikemikaaleille, jotka liukenevat tai muodostavat
stabiilin dispersion (ts. kolloidin tai suspension, jossa testikemikaali ei sakkaudu tai
separoidu livottimesta/kantaja-aineesta eri faaseihin) asianmukaisessa liuottimessa/kantaja-
aineessa (ks. 13 kohta). U-SENS™-testilld ennustettiin oikein kemikaalit, jotka mééaritettiin
aineistossa prehapteeneiksi (aineiksi, jotka hapetus aktivoi) tai prohapteeneiksi (aineiksi,
jotka vaativat entsymaattista aktivointia esimerkiksi P450-entsyymien vilitykselld) (1)
(10). Kalvojen toimintaa hairitsevit aineet voivat aiheuttaa vaarid positiivisia tuloksia
CD86:n epaspesifisen ilmentymisen lisddntymisen vuoksi, silld kolme seitsemastd vadrasta
positiivisesta tuloksesta in vivo -vertailuokituksessa oli pinta-aktiivisia aineita (1). Sen
vuoksi pinta-aktiivisia aineita koskeviin positiivisiin  tuloksiin on syytd suhtautua
varauksellisesti, kun taas niitd koskevia negatiivisia tuloksia voidaan kayttdd tukena
testikemikaalin madnttdmisessd herkistaméattomaksi aineeksi. Fluoresoivia testikemikaaleja
voidaan arvioida U-SENS™-testilla (1), mutta voimakkaasti fluoresoivat testikemikaalit,
jotka emittoivat samalla aallonpituudella kuin fluoreseiini-isotiosyanaatti (FITC) tai
propidiumjodidi (PI), héiritsevét virtaussytometrista tutkimusta, eikd niitd siis voida
arvioida oikein FITC-konjugoituja vasta-aineita (mahdolliset vadrat negatiiviset tulokset)
tai propidiumjodidia kayttdmalla (solujen elinkyky ei mitattavissa). Tédssd tapauksessa
voidaan kayttad muita fluorokromilla leimattuja vasta-aineita tai muita sytotoksisuuden
merkkiaineita, kunhan voidaan osoittaa, ettd ne tuottavat samanlaiset tulokset kuin FITC-
leimatut vasta-aineet tai propidiumjodidi (ks. 18 kohta) esimerkiksi testaamalla patevyyden
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osoittamiseen tarkoitetut aineet (lisdys 2.2). Edelld esitetyn perusteella pinta-aktiivisia
aineita koskevia positiivisia tuloksia ja voimakkaasti fluoresoivia testikemikaaleja
koskevia negatiivisia tuloksia on tulkittava ilmoitettujen rajoitusten ja muiden
tietolahteiden perusteella IATAn mukaisesti. Jos voidaan osoittaa, ettei U-SENS™-testi
sovi kaytettavaksi tiettyjen muiden testikemikaaliluokkien kanssa, sitd ei pida kayttaa
niihin.

5. Kuten edelld on todettu, U-SENS™-testi auttaa ihoa herkistavien ja herkistimittomien
aineiden erottelemisessa. Siitd voi kuitenkin my6s olla apua herkistyspotentiaalin
arvioinnissa, kun sitd kdytetddn osana yhtendisia lahestymistapoja, kuten IATAa. Tyotd on
kuitenkin jatkettava, mieluiten thmisistd saatujen tietojen pohjalta, jotta voidaan méaarittas,
miten U-SENS™-testilld saatuja tuloksia voidaan kayttda herkistyspotentiaalin
arvioinnissa.

6. Maddritelmat esitetddn lisdyksessd 2.1.

TESTIN PERIAATE

7. U-SENS™-testi on in vitro -testi, jolla kvantifioidaan solun pintamerkkiaineen CD86
ilmentymisen muutokset ihmisen histiosyyttisessd lymfoomasolulinjassa (U937-solut)
4543 tunnin pituisen testikemikaalille altistuksen jalkeen. CD86-pintamerkkiaine on yksi
tyypillinen U937-solujen aktivoitumisen merkkiaine. CD86:n tiedetddn olevan stimuloiva
molekyyli, joka voi jdljitella monosyyttien aktivoitumista, milld on tdrked tehtdva T-
solujen erilaistumisessa. Solujen CDS86-pintamerkkiaineiden ilmentymisen muutoksia
mitataan virtaussytometrilla sen jilkeen, kun solut on ensin virjitty fluoreseiini-
1sotiosyanaatilla (FITC) leimatuilla vasta-aineilla. Samaan aikaan mitataan myos
sytotoksisuus (kdyttamilla esimerkiksi propidiumjodidia), jotta voidaan arvioida,
tapahtuuko  CD86-pintamerkkiaineen  ilmentymisen  ylossddtelyd  (upregulation)
sytotoksisuutta pienemmilld pitoisuuksilla. CD86-pintamerkkiaineen stimulaatioindeksi
(S.L) livotin-/kantaja-ainekontrolliin verrattuna lasketaan, ja sitd kédytetdan ennustemallina
(ks. 19 kohta) tukemaan herkistdvien ja herkistaméttomien aineiden erottelemista.

PATEVYYDEN OSOITUS

8. Ennen kuin laboratoriot ryhtyvat kayttdméadn tissa testimenetelmidn B.71 lisdyksessd
kuvattua testid rutiininomaisesti, niiden on osoitettava tekninen patevyytensa lisdyksessa
2.2 lueteltujen kymmenen patevyyden osoittamiseen tarkoitetun aineen avulla in vitro -
menetelmid koskevia hyvid kaytintoja noudattaen (11). Lisdksi testin kayttdjien on
yllapidettavd tietokantaa, joka sisédltad reaktiivisuustesteistd (ks. 11 kohta) sekid
positiivisista ja liuotin-/kantaja-ainekontrolleista (ks. 15 ja 16 kohta) saadut aiemmat
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tiedot, ja vahvistettava naiden tietojen avulla, ettd testin toistettavuus kussakin
laboratoriossa sdilyy pidemmalld aikavalilla.

MENETTELY

9.

Tamé testi perustuu eldinkokeiden vaihtoehtoisia menetelmid koskevan U-SENSTM-
tiectokantapalvelun (DB-ALM) protokollaan nro 183 (12). Vakiomenettelyjd (Standard
Operating Procedures, SOP) pitda kadyttad, kun laboratorio ottaa U-SENS™-testin kayttoon
ja kayttaa sitd. U-SENS™.-testin tekemisessd voidaan kayttad automatisoitua jarjestelmaa,
jos voidaan osoittaa, ettd se antaa samanlaiset tulokset, esimerkiksi testaamalla lisayksessa
2.2 mainitut patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet. Seuraavassa kuvataan U-
SENS™-testin padosat ja menettelyt.

Solujen valmistelu

10. U-SENS™-testissd on kaytettdvd thmisen histiosyyttisistd lymfoomasoluista koostuvaa

11.

solulinjaa U937 (13). Solut (kloon1 CRL1593.2) on suositeltavaa hankkia korkeatasoisesta
solupankista, jollainen on esimerkiksi American Type Culture Collection.

U937-soluja viljelladan (olosuhteet: 37 °C, hiilidioksidipitoisuus 5 %, kosteutettu ilma)
RPMI-1640-kasvatusliuoksessa, johon on lisdtty 10 prosenttia vasikkasikion seerumia
(FCS:ad), 2 mM L-glutamiinia, 100 yksikkoa/ml penisilliinid ja 100 pg/ml streptomysiinia
(valmis kasvatusliuos). U937-solut siirrostetaan rutiininomaisesti 2—3 pdivdn vélein
tiheyteen 1,5 tai 3 x 103 solua/ml. Solutiheys saa olla enintidn 2 x 10° solua/ml, ja solujen
elinkyvyn, joka mitataan trypaanisiniselld variin perustuvalla poissulkemisella, tulee olla >
90 prosenttia (titd ei kuitenkaan sovelleta ensimmadiseen sulatuksen jdlkeiseen
sitrrostukseen). Ennen testauksessa kédyttdmistd jokaisen solu-, FCS- tai vasta-aine-erdn
laatu on varmistettava tekemdilld reaktiivisuustesti. Solujen reaktiivisuustesti on tehtidva
kayttamalla positiivista kontrollia eli pikryylisulfonihappoa (2,4,6-trinitrobentseeni-
sulfonihappo: TNBS) (CAS-nro 2508-19-2, puhtaus > 99 %) ja negatiivista kontrollia eli
maitohappoa (LA) (CAS-nro 50-21-5, puhtaus > 85 %), véhintddn viikon kuluttua
sulatuksesta. Reaktiivisuustestissd on testattava kuusi loppupitoisuutta kummastakin
kahdesta kontrollista (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75 ja 100pg/ml; maitohappo: 1, 10, 20, 50,
100 ja 200 pg/ml). Valmiiseen kasvatusliuokseen liuenneen TNBS:n pitdisi tuottaa
positiivinen ja pitoisuuteen liittyvd vaste CD86:sta (ts. kun positiivista pitoisuutta, CD86
S.I. > 150, seuraa pitoisuus, jossa CD86 S.I suurenee), ja valmiiseen kasvatusliuokseen
liuenneen maitohapon pitéisi tuottaa negatiivinen vaste CD86:sta (ks. 21 kohta). Testissa
saa kayttdad vain sellaista soluerda, joka lapdisi reaktiivisuustestin kaksi kertaa. Soluja
voidaan kasvattaa enintdan seitseman viikkoa sulatuksen jalkeen. Siirrostuksia saa olla
enintdan 21. Reaktiivisuustesti on tehtivd 18-22 kohdassa kuvattujen menettelyjen
mukaisesti.
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Testausta varten U937-solujen kylvétiheyden on oltava joko 3 x 10° solua/ml tai 6 x 10°
solua/ml, ja niitd on esiviljeltdva viljelypulloissa joko kaksi paivda tai yksi paivd. Muita
kuin edella kuvattuja esiviljelyolosuhteita voidaan kayttas, jos sille on riittdavat tieteelliset
perustelut ja jos niiden voidaan osoittaa tuottavan samanlaisia tuloksia, esimerkiksi
testaamalla lisdyksessa 2.2 luetellut patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet.
Testauspdivand viljelypullosta otetut solut on resuspendoitava tuoreella kasvatusliuoksella
tiheyteen 5 x 10° solua/ml. Sen jilkeen solut jaetaan 96-kuoppaiselle tasapohjaiselle
levylle (100 pl) (Iopullinen solutiheys 0,5 x 10° solua/kuoppa).

Testikemikaalien ja kontrolliaineiden valmistelu

13.

14.

Liukoisuus arvioidaan ennen testausta. Sitd varten testikemikaalit liuotetaan tai
dispergoidaan stabiilisti pitoisuudella 50 mg/ml valmiiseen kasvatusliuokseen
ensimmadisend liuotinvaihtoehtona tai dimetyylisulfoksidiin (DMSO, 2>, puhtaus 99 %)
toisena liuotin-/kantaja-ainevaihtoehtona, jos testikemikaali ei liukene valmiista
kasvatusliuoksesta koostuvaan liuottimeen/kantaja-aineeseen. Testauksessa testikemikaali
livotetaan loppupitoisuuteen 0,4 mg/ml valmiiseen kasvatusliuokseen, jos kemikaali
liukenee tdhan liuottimeen/kantaja-aineeseen.  Jos kemikaali liukenee ainoastaan
DMSO:hon, kemikaali livotetaan pitoisuudella 50 mg/ml. Muita kuin edelld mainittuja
liuottimia/kantaja-aineita voidaan kayttda, jos sille on rittdvat tieteelliset perustelut.
Testikemikaalin  stabiilisuus lopullisessa liuottimessa/kantaja-aineessa on otettava
huomioon.

Testikemikaalit ja kontrolliaineet valmistetaan testipaivdana. Koska annoksenmadritystestia
el tehdd, ensimmdiisessd ajossa tulee testata kuusi loppupitoisuutta (1, 10, 20, 50, 100 ja
200 pg/ml) asianmukaisessa liuottimessa/kantaja-aineessa, joka on joko valmis
kasvatusliuos tai 0,4-prosenttinen DMSO-liuos. Seuraaviin ajothin testikemikaaliliuoksista
valmistetaan vadhintddn nelja tyoliuosta (ts. vidhintddn neljd pitoisuutta) kayttamailla
kyseista liuotinta/kantaja-ainetta ja aloittamalla 0,4 mg/ml -pitotsuudesta valmiissa
kasvatusliuoksessa tai 50 mg/ml -pitoisuudesta DMSO:ssa. Tyoliuoksia kéytetdan
kasittelyssd siten, ettd levylld olevan tyodliuoksen tilavuuteen lisatdaan yhtd suuri tilavuus
U937-solususpensiota (ks. 11 kohta edelld), jotta saadaan toinen kaksinkertainen
laimennos (12). Mahdollisten seuraavien ajojen pitoisuudet (joita on oltava vdhintddn
neljd) valitaan kaikkien aiempien ajojen yksittdisten tulosten perusteella (8).
Kayttokelpoiset loppupitoisuudet ovat 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 ja 200 pg/ml. Suurin loppupitoisuus on 200
ng/ml. Jos CD86:sta saadaan positiivinen arvo pitoisuudella 1 pg/ml, sen jéilkeen testataan
pitoisuus 0,1 pg/ml, jotta loydetdan se pitoisuus testikemikaalista, jolla CD86:n arvo ei
ylitd positiivisen tuloksen rajaa. Jokaisesta ajosta lasketaan EC150-arvo (pitoisuus, jolla
kemikaali saavuttaa CD86:n osalta positiivisen rajan, joka on 150 prosenttia, ks. 19 kohta),
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jos CDS86:sta havaitaan positiivinen pitoisuus-vaste. Jos testikemikaalin aiheuttama
CD86:n positiivinen vaste ei liity pitoisuuteen, EC150-arvon laskeminen e1 vilttdmétta ole
oleellista, kuten U-SENS™ DB-ALM -protokollassa nro 183 on kuvattu (12). Jokaisesta
ajosta lasketaan CV70-arvo (pitoisuus, jolla kemikaali saavuttaa sytotoksisuusrajan eli 70
prosenttia, ks. 19 kohta), mikdli mahdollista (12). Jotta voidaan tutkia CD86-arvon
suurenemisen pitoisuus-vastevaikutus, kaikki pitoisuudet kayttokelpoisista pitoisuuksista
on valittava tasaisesti EC150-arvon (tai CD86:n osalta suurimman negatiivisen ei-
sytotoksisen pitoisuuden) ja CV70-arvon (tai suurimman sallitun pitoisuuden eli 200
ng/ml:n) vililtd. Yhdessd ajossa on testattava véhintddn neljd pitoisuutta, joista ainakin
kahden on oltava samoja kuin alemmassa ajossa (alemmissa ajoissa), jotta niitd voidaan
vertailla.

15. U-SENS™-testissd kéytettdva liuotin-/kantaja-ainekontrolli on valmis kasvatusliuos
(liukenevat tai stabiilisti dispergoituvat testikemikaalit) (ks. 4 kohta) tai 0,4-prosenttinen
DMSO valmiissa kasvatusliuoksessa (testikemikaalit, jotka liukenevat tai dispergoituvat
stabiilisti DMSO:hon).

16. U-SENS™-testissd kaytettavd positiivinen kontrolli on valmiiseen kasvatusliuokseen
valmistettu TNBS (ks. 11 kohta). TNBS:44 on kéytettdva positiivisena kontrollina CD86:n
ilmentymisen mittaamisessa lopullisena pitoisuutena levylld (50 pg/ml), ja silld solujen
elinkyvyn tulisi olla > 70 prosenttia. Jotta TNBS:n pitoisuudeksi levylle saadaan 50 pg/ml,
valmistetaan 1 M:n (ts. 293 mg/ml) varastoliuos TNBS:a4 valmiissa kasvatusliuoksessa, ja
tdmd liuos laimennetaan 2930-kertaiseksi valmiilla kasvatusliuoksella siten, ettd
lopputuloksena on tyoliuos, jonka pitoisuus on 100 pg/ml. Negatiivisena kontrollina on
kaytettava maitohappoa (LA, CAS-nro 50-21-5) pitoisuudella 200 pg/ml valmiiseen
kasvatusliuokseen liuotettuna (0,4 mg/ml:in varastoliuoksesta). Jokaiselle levylle
valmistetaan jokaisessa ajossa kolme rinnakkaisnaytettd kasvatusliuoksesta, joka toimii
kasittelemattomana kontrollina, liuotin-/kantaja-ainekontrollista sekd negatiivisesta ja
positiivisesta kontrollista (12). Muita sopivia positiivisia kontrolleja voidaan kayttaa, jos
saatavana on aikaisempia tietoja, joista voidaan johtaa vertailuajon hyvéksymisperusteet.
Ajon hyviksymisperusteet ovat samat kuin testikemikaalin perusteet (ks. 12 kohta).

Testikemikaalien ja kontrolliaineiden applikointi

17. Liuotin-/kantaja-ainekontrolli tai tyoliuokset (ks. 14—16 kohta) sekoitetaan suhteessa 1:1
(v/v) solususpensioihin, jotka on valmistettu 96-kuoppaisella tasapohjaisella levylla (ks. 12
kohta). Kisitellyt levyt inkuboidaan 45+3 tuntia 37 °C:ssa (hiilidioksidipitoisuus 5 %).
Ennen inkubointia levyt peitetddn puolildpdisevalld kalvolla, jotta viltetddan haihtuvien
testikemikaalien =~ hoyrystyminen  ja  testikemikaaleilla  kisiteltyjen  solujen
ristikontaminaatio (12).
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Solujen virjiys

18. Altistuksen (45+3 h) jdlkeen solut siirretddn V:n muotoiselle mikrotiitterilevylle ja
keratadn sentrifugoimalla. Liukoisuuden hiiriot maaritellaan mikroskoopilla havaittavina
kiteind tai pisaroina 45 =+ 3 tuntia kasittelyn jidlkeen (ennen solujen varjaystd).
Supernatantit hivitetadn ja jéljella olevat solut pestddn kerran 100 upl:lla jddkylmia
fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (PBS:43), joka sisdltad 5 prosenttia vasikkasikion
seerumia (véarjayspuskuria). Sentrifugoinnin jédlkeen solut resuspendoidaan 100 pl:lla
varjdyspuskuria ja varjataan 5 ul:lla (ts. 0,25 ug) FITC-leimattua anti-CD86:ta tai hiiren
IgG1-1sotyypin vasta-aineilla 4 °C:ssa 30 minuutin ajan valolta suojattuna. U-SENS™ DB-
ALM -protokollassa nro 183 (12) kuvattuja vasta-aineita on kéytettavd (CD86: BD-
PharMingen nro 555657, klooni: Fun-1, tai Caltag/Invitrogen ntro MHCD8601, klooni:
BUG63; ja IgG1: BD-PharMingen nro 555748 tai Caltag/Invitrogen nro GM4992). Testin
kehittdjien kokemuksen perusteella vasta-aineiden fluoresenssin intensiteetti on yleensa
yhdenmukainen erien vélilla. Testissa voidaan kayttdd muita klooneja tai sellaisten vasta-
aineiden tuottajia, jotka ovat lapdisseet reaktiivisuustestin (ks. 11 kohta). Kayttajat voivat
kuitenkin maarittad parhaan kayttopitoisuuden titraamalla vasta-aineet omissa laboratorio-
olosuhteissaan. Muita havaintojérjestelmid, kuten fluorokromilla leimattuja anti-CD86-
vasta-aineita, voidaan kayttdd, jos niiden voidaan osoittaa tuottavan samanlaisia tuloksia
kuin FITC-konjugoidut vasta-aineet, esimerkiksi testaamalla lisdyksessd 2.2 luetellut
patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet. Sen jilkeen, kun solut on pesty kahdesti 100
ul:lla varjayspuskuria ja kerran 100 pl:lla jadkylmaa PBS:d4, ne resuspendoidaan
jagkylmalla PBS:11a (125 pl néytteille, jotka analysoidaan manuaalisesti putki kerrallaan,
tai 50 pul, jos kiaytetdan automaattista nidytelevyd), ja sithen lisdtdan Pl-liuosta
(loppupitoisuus 3 ug/ml). Muita sytotoksisuuden merkkiaineita, kuten 7-
aminoaktinomysiini D:td (7-AAD) ja trypaanisinistd tms., voidaan kayttda, jos
vaihtochtoisilla varjdysaineilla voidaan osoittaa saatavan samanlaisia tuloksia kuin PI-
liuoksella, esimerkiksi testaamalla lisayksessa 2.2 luetellut pidtevyyden osoittamiseen
tarkoitetut aineet.

Virtaussytometria-analyysi

19. CD86:n ilmentymistaso ja solujen elinkyky analysoidaan virtaussytometrin avulla. Solut
ndkyvit kokoa (FSC) ja granulaarisuutta (SSC) ilmaisevina pistekaavioina (logaritminen
asteikko), joiden avulla voidaan selvésti tunnistaa populaatio ensimmaiselld portilla (R1) ja
eliminoida solujdte. Tavoitteena on saada yhteensd 10 000 solua porttiin R1 jokaisesta
kuopasta. Saman R1-portin solut naytetddn FL3- tai FL4-/SSC-pistekaaviona. Elinkykyiset
solut rajataan toisella portilla (R2), jolla valitaan propidiumjodidin osalta negatiivisten
solujen populaatio (FL3- tai FlL4-kanava). Solujen elinkyky voidaan laskea seuraavalla
sytometrianalyysiohjelman yhtédlolla. Jos solujen elinkyky on heikko, voidaan kerata
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enintdan 20 000 solua, myods kuolleita soluja. Vaihtoehtoisesti tiedot voidaan kerita
minuutin kuluttua analyysin aloittamisesta.

Elivien solujen maira

Solujen elinkyky = x 100

Kerittyjen solujen kokonaismiaara

FL-1-positiivisten solujen prosentuaalinen osuus mitataan sen jélkeen ndistd elinkykyisistd
soluista R2-portilla (R1-portin sisdlld). CD86:n ilmentyminen solujen pinnalla analysoidaan
FL1-/SSC-pistekaaviolla, joka koskee portilla elinkykyisid soluja (R2).

Kasvatusliuos-/IgG1-kuoppien osalta analyysin markkeri asetetaan lahelle paapopulaatiota,
jolloin kasvatusliuoskontrollien IgG1-arvon kohdealue on 0,6—0,9 prosenttia.

Viri-interferenssi madritetdan FITC-leimatun IgG1-pistekaavion muutokseksi (IgG1 FL1:n
geometrinen keskiarvo S.1. > 150 %).

Kontrollisolujen (kasitteleméattomat tai 0,4-prosenttinen DMSO) ja kemikaalilla kasiteltyjen
solyjen CD86:n stimulaatioindeksi (S.1.) lasketaan seuraavalla yhtélslla:

__ CD86Y—kisitellyt solut %—1gG1* —kisitellyt solut %
~ cpset kontrollisolut%—I1gG1t kontrollisolut%

S. 1. x 100

Kasitteleméattomien IgG1 -kontrollisolujen prosenttiosuus: Silla tarkoitetaan
analyysimarkkerilla ~ maaritettyjen  FL1-positiivisten IgGl-solujen  prosenttiosuutta
(hyviksyttivd alue on valillda > 0,6 ja < 1,5 prosenttia, ks. 22 kohta) elinkykyisisti
kasittelemattomistd soluista.

IgG17-/CD86 -kontrollisolujen / késiteltyjen solujen prosenttiosuus: Silld tarkoitetaan FL1-
positiivisten  IgG1-/CD86-solujen  prosenttiosuutta, joka mitataan liikuttamatta
analyysimarkkeria elinkykyisten kontrollisolujen / kisiteltyjen solujen seassa.

TIEDOT JA RAPORTOINTI

Tietojen arviointi

20. U-SENS™-testissd lasketaan seuraavat parametrit: CV70-arvo (pitoisuus, joka osoittaa,
ettd U937-soluista 70 prosenttia on elossa (sytotoksisuus 30 %)) ja EC150arvo (pitoisuus,
jolla testikemikaalit ovat indusoineet CD86:n stimulaatioindeksiksi (S.1.) 150 prosenttia.

CV70 lasketaan log-lineaarisella interpolaatiolla kayttamalla seuraavaa yhtiloa:
CV70=C1+[(V1-70)/(V1—V2)*(C2-Cl)]

Jossa:

V1 on solujen elinkyvyn minimiarvo, joka on enemman kuin 70 prosenttia
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V2 on solujen elinkyvyn maksimiarvo, joka on vihemmaén kuin 70 prosenttia

C1 ja C2 ovat pitoisuudet, jotka osoittavat solujen elinkykyarvot V1 ja V2.

Elinkyky % (keskiarvo)

Vi

.
.....
..
] R
FENC
: ()
V2 | 5"“.

S Annos (pug/ml)
Cl CV70 2

CV70-arvon johtamisessa voidaan kayttdd myos muita lahestymistapoja, kunhan voidaan
osoittaa, etter se vaikuta tuloksiin (esimerkiksi testaamalla pétevyyden osoittamiseen
tarkoitettuja aineita).

EC150 lasketaan log-lineaarisella interpolaatiolla kayttdmalla seuraavaa yhtalod:

EC150=C1+[(150 — S.I.1) /(S.12 — S.L1) * (C2 — C1)]

Jossa:
C1 on suurin pitoisuus yksikossd pg/ml, kun CD86:n S.I1. <150 % (S.I. 1)
C2 on pienin pitoisuus yksikdsséd pg/ml, kun CD86:n S.1.> 150 % (S.1. 2).

CD86-12G1 S.I.
A

S R R E—— ""
SL1 Aot
4 I
I

T
: Vo Annos {ug/ml)
Cl1 ECI50 C2

EC150- ja CV70-arvot lasketaan

- jokaisesta testiajosta: yksittdisia EC150- ja CV70-arvoja kéytetddn tydkaluina tutkittaessa
CD86:n ilmentymisen lisddntymisen pitoisuus-vastevaikutusta (ks. 14 kohta)

- CV70-kokonaisarvo maaritetdan keskiméaraisen elinkyvyn perusteella (12)

- EC150-kokonaisarvo madritetdan CDS86-arvojen keskimddrdisen stimulaatioindeksin
perusteella siitd testikemikaalista, joka U-SENS™.-testissd méaritetdadn POSITIIVISEKSI
(ks. 21 kohta) (12).

Ennustemalli
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21.CD86:n ilmentymisen mittaamisessa jokainen testikemikaali testataan vidhintdan neljana
pitoisuutena ja vihintddn kahdessa itsendisessd ajossa (jotka tehdddn eri pdivinid), jotta
saadaan yksi ennuste (NEGATIIVINEN tai POSITIIVINEN).

- U-SENS™-testiajon yksittdista padtelmaa pidetddn negatiivisena (jaljempéand N), jos
CD86:n stimulaatioindeksi on alle 150 prosenttia kaikilla ei-sytotoksisilla pitoisuuksilla
(solyjen elinkyky > 70 %) ja jos interferenssid ei havaita (sytotoksisuus, liukoisuus: ks. 18
kohta, tai vari: ks. 19 kohta, riippumatta niistd ei-sytotoksisista pitoisuuksista, joilla
interferenssid havaitaan). Kaikissa muissa tapauksissa: U-SENS™-testiajon yksittdistd
padtelmad pidetddn positiivisena (jaljempind P), jos CD86:n stimulaatioindeksi on yhté
suuri tai suurempi kuin 150 prosenttia ja/tai interferenssid on havaittu.

- U-SENS™-ennusteen katsotaan olevan NEGATIIVINEN, jos véhintadn kaksi itsendisté
ajoa ovat negatiivisia (N) (kuva 1). Jos ensimmadiset kaksi ajoa ovat kumpikin negatiivisia
(N), U-SENS™-ennusteen katsotaan olevan NEGATIIVINEN eiké kolmatta ajoa tarvitse
tehda.

- U-SENS™-ennusteen katsotaan olevan POSITIIVINEN, jos vdhintdan kaksi itsendistd
ajoa ovat posititvisia (P) (kuva 1). Jos ensimmaiset kaksi ajoa ovat kumpikin positiivisia
(P), U-SENS™-ennusteen katsotaan olevan POSITIIVINEN eikd kolmatta ajoa tarvitse
tehda.

- Koska annoksenmairitystestid ei tehdd, poikkeus on se, jos CD86:n stimulaatioindeksi on
ensimmaisessd ajossa yhtd suuri tai suurempi kuin 150 prosenttia vain suurimmalla ei-
sytotoksisella pitoisuudella. T&lloin testiajon katsotaan olevan EPASELVA (ES), ja
lisatestiajoissa on testattava lisdd pitoisuuksia (suurimman ei-sytotoksisen pitoisuuden ja
pienimmaén sytotoksisen pitoisuuden véliltd, ks. 20 kohta). Jos testiajon tulos on epaselva,
on tehtdvd vihintddn kaksi lisdtestiajoa. Jos toisen ja kolmannen ajon tulokset ovat
epayhtendiset (N ja/tai P riippumattomasti), on tehtdva viela neljas ajo (kuva 1). Ndiden
seuranta-ajojen katsotaan olevan positiivisia, jos vain yhdelld ei-sytotoksisella
pitoisuudella CD86-arvoksi saadaan yhta kuin tai enemméan kuin 150 prosenttia, koska
pitoisuuden madrittamistd on mukautettu tietylle testikemikaalille. Lopullinen ennuste
perustuu sithen, mikéd on kolmen tai neljén itsenéisen testiajon enemmistotulos (ts. kaksi
kolmesta tai kaksi neljastd) (kuva 1).

Kuva 1: U-SENS™-testissi kdytetty ennustemalli. U-SENS™-ennustetta pitda tarkastella IATAn sekd 4
kohdan ja yleisjohdannon kohtien 7, 8 ja 9 méériysten valossa.
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Kaksi Kaksi
ensimmdistd ensimmaista
agjoa ajoa
/\ A
NC&P
P&P N&N NC&N
N&P
P&N
Kolmas ajo
Y v A 4
Kolmatta ajoa Kolmatta NC&P&P |S| NC&N&N NC&N&P
ei tarvita ajoa ei tarvita g::z :: g:;: x NC&P&N
* § Neljds ajo
Neljdttd ajoa Neljattd ajoa
ei tarvita ei tarvita Nc&N&p&po NC&N&P&N °
NC&P&N &P NC&P&N&N
v h 4 A4 h 4 Y v
POSITIIVINEN| | NEGATIIVINEN | | POSITIIVINEN | |NEGATIIVINEN POSITIIVINEN NEGATIIVINEN

N: Testiajo, jossa ei ole havaittu CD86:n positiivisuutta tai interferenssia.

P: Testiajo, jossa on havaittu CD86:n positiivisuutta ja/tai interferenssia (interferensseja).

ES: Epidselvd. Ensimméisen ajon tulos on epidselva, kun CD86 on positiivinen vain suurimmalla ei-sytotoksisella
pitotsuudella.

#: Vain ensimmdiseen ajoon liittyva yksittdinen epdselva padtelma johtaa automaattisesti siihen, ettd on tehtava
kolmas ajo, jotta saadaan aikaan enemmistd positiivisista (P) tai negatiivisista (N) paatelmista vahintaan kahdessa
kolmesta itsendisesta paatoksestad.

$: Laatikoissa ndytetddn asianmukaiset yhdistelmidt kolmen ajon tuloksista ensimmaiisestd kahdesta ajosta
saatujen ja edellisessd laatikossa naytettyjen tulosten perusteella.

°: Laatikoissa naytetdan asianmukaiset yhdistelmit neljan ajon tuloksista ensimmadisesta kolmesta ajosta saatujen
ja edellisessd laatikossa niytettyjen tulosten perusteella.

22. Seuraavien hyviaksymisperusteiden on taytyttdva U-SENS™-testid kdytettdaessd (12).
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ilmentymisessd saa ndkyd muutosta. Kasittelemattomien U937-solujen CD86:n
perusilmentymisen on oltava valilld > 2 ja < 25 prosenttia.

- Jos liuottimena kiytetaan DMSO:ta, DMSO-kantaja-ainekontrollin validiteetti arvioidaan
laskemalla DMSO:lla aikaansaatu stimulaatioindeksi verrattuna késittelemattomiin
soluihin, ja kolmen rinnakkaisnéaytteen solujen keskimédrdisen elinkyvyn on oltava > 90
prosenttia. DMSO-kantaja-ainekontrolli on validi, jos sen kolmen rinnakkaisndytteen
CD86:n stimulaatioindeksin keskiarvo on alle 250 prosenttia kéasitteleméattomien U937-
solujen kolmen rinnakkaisndytteen CD86:n stimulaatioindeksin keskiarvosta.

- Testiajoja pidetdan valideina, jos viahintddan kaksi kolmesta kasittelemattomien U937-
solujen IgG1-arvosta on vililld > 0,6 ja < 1,5 prosenttia.

- Samaan aikaan testattua negatiivista kontrollia (maitohappo) pidetdan validina, jos
véahintddn kaksi kolmesta rinnakkaisnédytteestd on negatiivisia (CD86:n stimulaatioindeksi
< 150 prosenttia) ja ei-sytotoksisia (solujen elinkyky > 70 prosenttia).

- Positiivista kontrollia (TNBS) pidetdaédn validina, jos vahintdan kaksi kolmesta
rinnakkaisndytteestd on positiivisia (CD86:n stimulaatioindeksi > 150 prosenttia) ja ei-
sytotoksisia (solujen elinkyky > 70 prosenttia).

Testiraportti

23. Testiraportissa on esitettdvd seuraavat tiedot.

Testikemikaali

Yhdesti ainesosasta koostuva aine:

- kemialliset tunnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS-nimi (-nimet), CAS-numero(t),
SMILES- tai InChl-koodi, rakennekaava ja/tai muut tunnistetiedot

- fyysinen ulkondko, liukoisuus kasvatusliuokseen, liukoisuus dimetyylisulfoksidiin,
molekyylipaino ja muut olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, sikali kuin tiedot
ovat saatavissa

- puhtaus, epdpuhtauksien kemialliset tunnistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on
kaytdannossd mahdollista jne.

- tarvittaessa kasittely ennen testid (esimerkiksi lammittdminen tai jauhaminen)
- testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet)
- siilytysolosuhteet ja stabiilius, sikdli kuin tiedot ovat saatavissa

- livottimen/kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta.

Useista ainesosista koostuvat aineet, UVCB-aineet ja seokset:
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- mahdollisimman tarkka luonnehdinta, esimerkiksi kemiallinen koostumus (ks. edelld),
puhtaus, esiintymistiheys ja ainesosien olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet (ks.
edelld), sikdli kuin tiedot ovat saatavissa

- fyysinen ulkoniko, liukoisuus kasvatusliuokseen, liukoisuus dimetyylisulfoksidiin ja muut
olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

- molekyylipaino tai ndenndinen molekyylipaino, jos kyse on seoksista/polymeereista,
joiden koostumus tunnetaan, tai muita tutkimuksen tekemisen kannalta olennaisia tietoja

- tarvittaessa kasittely ennen testid (estmerkikst lammittdminen tai jauhaminen)
- testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet)
- sailytysolosuhteet ja stabiilius, sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

- liuottimen/kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta.

Kontrollit

Positiivinen kontrolli

- kemialliset tunnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS-nimi (-nimet), CAS-numero(t),
SMILES- tai InChl-koodi, rakennekaava ja/tai muut tunnistetiedot

- fyysinen ulkon#ko, liukoisuus dimetyylisulfoksidiin, molekyylipaino ja muut olennaiset
fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, tarvittaessa ja sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

- puhtaus, epdpuhtauksien kemialliset tunnistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on
kaytannossd mahdollista jne.

- tarvittaessa kasittely ennen testid (esimerkiksi Jammittdminen tai jauhaminen)

- testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet)

- sdilytysolosuhteet ja stabiilius, sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

- tarvittaessa viittaus aiempiin positiivisten kontrollien tuloksiin, jotka kertovat sopivista

ajon hyviksymisperusteista.

Negatiivinen ja liuotin-/kantaja-ainekontrolli

- kemialliset tunnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS-nimi (-nimet), CAS-numero(t),
SMILES- tai InChl-koodi, rakennekaava ja/tai muut tunnistetiedot

- puhtaus, epdpuhtauksien kemialliset tunnistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on
kaytannossd mahdollista jne.
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fyysinen ulkondkod, molekyylipaino ja muut olennaiset fysikaalis-kemialliset
ominaisuudet, jos kaytettdvdt liuottimet/kantaja-aineet ovat muita kuin testiohjeessa
mainittuja ja sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

sdilytysolosuhteet ja stabiilius, sikili kuin tiedot ovat saatavissa

liuottimen/kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta.

Testausolosuhteet

tutkimuksen teettdjdn nimi ja osoite, testauslaitos ja tutkimusjohtaja
kuvaus kaytetysta testistd
kaytetty solulinja, sen sédilytysolosuhteet ja 1dhde (esimerkiksi laitos, josta se on perdisin)

kaytetty virtaussytometri (esim. malli), myos laiteasetukset sekd tiedot kdytetyistd vasta-
aineista ja sytotoksisuuden merkkiaineesta

menettely, jolla osoitettiin laboratorion pétevyys testin tekemisessd testaamalla
patevyyden osoittamiseen tarkoitettuja aineita, ja menettely, jolla osoitettiin testin
suorituskyvyn toistettavuus pidemmalld aikavalilld, esim. aikaisemmat kontrollitiedot
ja/tai aikaisempien reaktiivisuustestien tiedot.

Testin hyvdksymisperusteet

solujen elinkyky sekd liuotin-/kantaja-ainekontrollista saadut CD86:n
stimulaatioindeksiarvot verrattuna hyvaksyttavyysalueisiin

solujen elinkyky seka positiivisesta kontrollista saadut stimulaatioindeksiarvot verrattuna
hyviksyttavyysalueisiin

solujen elinkyky kaikilla testatun kemikaalin testatuilla pitoisuuksilla.

Testimenettely

tehtyjen ajojen lukumaara

testikemikaalien pitoisuudet, applikointimenettely ja kéytetty altistusaika (jos se poikkeaa
suosituksesta)

altistusaika
kuvaus kdytetyistd arviointi- ja padtoskriteereista

kuvaus testimenettelyjen mahdollisista muutoksista.

Tulokset
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- tietojen taulukointi: CV70 (tarvittaessa), stimulaatioindeksiarvot, solujen elinkykyarvot,
EC150-arvot (tarvittaessa) testikemikaalista ja positiivisesta kontrollista jokaisesta ajosta,
ja tieto testikemikaalin luokituksesta ennustemallin perusteella

- tarvittaessa muiden olennaisten havaintojen kuvaus.

Tulosten tarkastelu

- U-SENS™-testilld saatujen tulosten tarkastelu

- testitulosten tarkastelu IATAn valossa, jos saatavana on muita olennaisia tietoja.

Pddtelmdt
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Lisfiys 2.1

MAARITELMAT

Tarkkuus: Testitulosten ja hyvidksyttyjen vertailuarvojen vilinen ero. Tarkkuus on
testimenetelmén suorituskyvyn mitta ja yksi merkityksellisyyden osatekijoistd. Tarkkuutta
ja vastaavuutta (konkordanssi) kdytetdan usein toisiaan korvaavasti tarkoittamaan testilld
saatujen oikeiden tulosten osuutta (14).

AOP (Adverse Outcome Pathway), haittavaikutusreitti: Tarkastelun kohteena olevan
kemikaalin tai samankaltaisten kemikaalien ryhmidn kemiallisesta rakenteesta johtuva
tapahtumasarja molekyylitasolla tapahtuvasta kaynnistdavistd tapahtumasta kiinnostuksen
kohteena olevaan lopputulokseen in vivo (15).

CD86:n pitoisuus-vaste: Pitoisuudesta riippuvaisuudella (tai  pitoisuus-vasteella)
tarkoitetaan sitd, kun positiivista pitoisuutta (CD86 S.I. > 150) seuraa pitoisuus, joka
suurentaa CD 86:n stimulaatioindeksia.

Kemikaali: Aine tai seos.
CV70: Arvioitu pitoisuus, jolla solujen elinkyky on 70 prosenttia.

Muutos: Muutoksesta on kyse silloin, kun 1) kisittelemattoméan kontrollirinnakkaisnaytteen
3 korjattu %CD86 -arvo on alle 50  prosenttia  kisittelemattomien
kontrollirinnakkaisndytteiden 1 ja 2 keskiméddrdisestd korjatusta %CD86 -arvosta, ja ii)
negatiivisen kontrollirinnakkaisnaytteen 3 korjattu %CD86 -arvo on alle 50 prosenttia
negatiivisten kontrollirinnakkaisndytteiden 1 ja 2 keskimidrdisestd korjatusta %CD86" -
arvosta.

EC150: Arvioidut pitoisuudet, joilla CD86:n ilmentymisen stimulaatioindeksi on 150
prosenttia.

Virtaussytometria: Sytometrinen tekniikka, jossa nesteeseen suspendoidut solut virtaavat
yksi kerrallaan nithin kohdistetun valon ldpi, ja valo sirottuu soluille ja niiden osille
ominaisella tavalla. Solut usein leimataan fluoresoivilla merkkiaineilla, jolloin valo ensin
absorboituu ja sen jilkeen emittoituu muuttuneilla taajuuksilla.

Vaara: Aineen tai tilanteen luontainen ominaisuus, jolla on kyky aiheuttaa haitallisia
vaikutuksia, kun organismi, jarjestelmad tai (ala)populaatio altistuu kyseiselle aineelle.

TIATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): Jasennelty lahestymistapa, jota
kaytetdan kemikaalin tai kemikaaliryvhmén aiheuttaman vaaran tunnistamiseen (potentiaali),
vaaran luonnehtimiseen (potenssi) ja/tai turvallisuuden arviointiin (potentiaali/potenssi ja
altistus), kokoamalla ja punnitsemalla kaikki strategisesti keskeiset tiedot, jotta voidaan
tarjota tietoa sddntelyyn perustuvaan paitoksentekoon potentiaalisesta vaarasta ja/tai riskista
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ja/tai tarpeesta tehda lisaa kohdennettua ja siksi mahdollisimman vahaistd testausta.
Seos: Seos tai liuos, joka koostuu kahdesta tai useammasta aineesta.

Yhdesti ainesosasta koostuva aine: Aine, jossa sen kvantitatiivisen koostumuksen
perusteella on védhintdadn 80 painoprosenttia yhtd piddainesosaa.

Useasta ainesosasta koostuva aine: Aine, jossa sen kvantitatiivisen koostumuksen
perusteella on useampaa kuin yhtd pddainesosaa ja jonka ainesosien pitoisuudet ovat > 10
painoprosenttia ja < 80 painoprosenttia. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy
valmistusprosessin tuloksena. Seoksen ja useasta ainesosasta koostuvan aineen vélinen ero
on se, ettd seos saadaan aikaan sekoittamalla kahta tai useampaa ainetta 1lman kemiallista
reaktiota. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy kemiallisen reaktion tuloksena.

Positiivinen kontrolli: Rinnakkaisnédyte, jossa on kaikki testijarjestelmin osat ja joka on
kasitelty aineella, jonka tiedetadn atheuttavan positiivisen vasteen. Vaste ei kuitenkaan saisi
olla liian voimakas, jotta positiivisen kontrollivasteen vaihtelu ajan funktiona voidaan
arvioida.

Prehapteenit: Kemikaalit, joista tulee herkistivia aineita abioottisen transformaation, kuten
hapetuksen, jélkeen.

Prohapteenit: Kemikaalit, jotka vaativat entsymaattista aktivointia ihoa herkistavin
potentiaalin kdaynnistymiseen.

Merkityksellisyys: Kuvaus testin ja halutun vaikutuksen vélisestd suhteesta ja siitd, onko
testi tarkoituksenmukainen ja hyodyllinen tiettya tarkoitusta varten. Merkityksellisyydella
tarkoitetaan sitd, missd maddrin testilld voidaan tarkasti mitata tai ennustaa haluttua
biologista vaikutusta. Merkityksellisyyden yhteydessd on huomioitava myos testin tarkkuus
(vastaavuus) (14).

Luotettavuus: Mittaa sitd, miten testi voidaan toistaa samassa laboratoriossa tai eri
laboratorioissa ajan myotd kaytettdessa samaa protokollaa. Sitd arvioidaan laskemalla
laboratorion siséinen ja laboratorioiden vilinen uusittavuus ja laboratorion sisdinen
toistettavuus (14).

Testiajo: Testiajo koostuu yhdestd tai useammasta testikemikaalista, jotka testataan
samanaikaisesti liuotin-/kantaja-ainekontrollin ja positiivisen kontrollin kanssa.

Herkkyys: Niiden positiivisten/aktiivisten testikemikaalien osuus, jotka on luokiteltu
testissd oikein. Silld mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testin tarkkuutta. Herkkyys on
tarkeda ottaa huomioon arvioitaessa testin merkityksellisyyttd (14).

S.I.: Stimulaatioindeksi. Kemikaaleilla késiteltyjen solujen fluoresenssin intensiteetin
geometrisen keskiarvon suhteelliset arvot verrattuna liuottimella kasiteltyjen solujen
arvothin.
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Liuotin-/kantaja-ainekontrolli: Kisittelematon nayte, jossa on testikemikaalia lukuun
ottamatta kaikki testijarjestelmin osat, myos liuotin tai kantaja-aine. Sitd kaytetddn
perusvastetason madrittdmiseen néytteille, joissa testikemikaali on liuotettu tai dispergoitu
stabiilisti samaan liuottimeen tai kantaja-aineeseen. Kun tillainen ndyte testataan
samanaikaisesti kasvatusliuoskontrollin kanssa, se osoittaa myos, reagoiko liuotin/kantaja-
aine testijarjestelmén kanssa.

Spesifisyys: Kaikkien negatiivisten/inaktiivisten testikemikaalien osuus, jotka on luokiteltu
testissa oikein. Silla mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testin tarkkuutta. Spesifisyys on
tdrkedd ottaa huomioon arvioitaessa testin merkityksellisyyttad (14).

Virjidyspuskuri: Fosfaattipuskuroitu suolaliuos, joka sisaltdd 5 prosenttia vasikkasikion
seerumia.

Aine: Alkuaine ja sen yhdisteet sellaisina kuin ne esiintyvdat luonnossa tai
tuotantomenetelmin tuotettuina, mukaan luettuina aineen pysyvyyden sailyttdmiseksi
tarvittavat lisdaineet ja kéytetyssd prosessissa muodostuvat epapuhtaudet, e1 kuitenkaan
liuottimia, jotka voidaan erottaa vaikuttamatta aineen pysyvyyteen tai muuttamatta sen
koostumusta.

Testikemikaali: Aine tai seos, jota testataan télla testilla.

YK:n  maailmanlaajuisesti  yhdenmukaistettu = kemikaalien  luokitus- ja
merkintijirjestelméi (United Nations Globally Harmonized System of Classification
and Labelling of Chemicals, UN GHS): Téssi jarjestelmassa kemikaalit (aineet ja seokset)
luokitellaan vakioitujen fysikaalisten sekd terveys- ja ymparistovaarojen tyyppien ja tasojen
mukaisesti, ja niille osoitetaan vaaraviestinnan tunnukset, kuten kuvamerkit, huomiosanat,
vaaralausekkeet, turvalausekkeet ja turvatiedotteet, jotta voidaan vilittdd tietoa kemikaalien
haittavaikutuksista thmisten (esimerkiksi tyonantajien, tyontekijoiden,
kuljetushenkilokunnan, kuluttajien ja pelastushenkiloston) ja ympériston suojelemiseksi

(16).

UVCB-aineet: Koostumukseltaan tuntemattomat tai vaihtelevat aineet, kompleksit
reaktiotuotteet tai biologiset materiaalit.

Validi testi: Testi, jonka katsotaan olevan riittivdn relevantti ja luotettava tiettyyn
tarkoitukseen ja joka perustuu tieteellisesti vakaisiin periaatteisiin. Mitdén testid e1 voida
koskaan pitdd absoluuttisesti validoituna vaan ainoastaan validoituna suhteessa maéritettyyn
tarkoitukseen (14).
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Ennen kuin laboratorio alkaa kayttda tata testimenetelmdd B.71 koskevassa lisdyksessa
kuvattua testid rutiininomaisesti, sen pitdd osoittaa tekninen péatevyytensi saamalla
odotuksenmukainen U-SENS™.-ennuste kymmenelle taulukossa 1 suositellulle patevyyden
osoittamiseen tarkoitetulle aineelle ja saamalla CV70- ja EC150-arvot, jotka ovat vastaavilla
viitealueilla, ainakin kahdeksalle kymmenestd pitevyyden osoittamiseen tarkoitetusta
aineesta. Namd patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet on valittu edustamaan erilaisia
vasteita ithon herkistymisvaaroihin. Muita valintaperusteita ovat, ettd aineiden on oltava
kaupallisesti saatavilla ja ettd saatavilla on korkeatasoisia in vivo- ja in vitro -vertailutietoja,
jotka on tuotettu U-SENS™-testilla. Myos U-SENST™-testistdi on saatavana julkaistuja
vertailutietoja (1) (8).

Taulukko 1: Suositellut aineet U-SENS™-testid koskevan teknisen pitevyyden osoittamiseksi

U- U-SENS™| [U-SENS™
Fysi- SENS™
Pitevyyden kaali- In vivo CV70: EC150-
osoittamiseen CAS-nro | nen ennustel Liuotin/ | viitealue | viitealue
tarkoitetut aineet olo- kantaja- | yksikossa | yksikossi
muoto aine pg/ml? pg/ml?
e .. .. | Herkistivd | Kasvatusliu Positiivinen
- -50- <
4-fenyleenidiamiini 106-50-3 | Kiinted (voimakas) e 30 (<10)
. . . Herkistdvd | Kasvatusliu Positiivinen
-19- >
Pikryylisulfonihappo 2508-19-2 | Neste (voimakas) o5 50 (<50)
. . . Herkistivi Positiivinen
Dietyylimaleaatti 141-05-9 Neste (kohtalainen) DMSO 10-100 (<20)
L .. .. | Herkistivd | Kasvatusliu Positiivinen
Resorsinoli 108-46-3 | Kiinted (kohtalainen) o5 >100 (<50)
. . ... | Herkistdvi Positiivinen
Kanelialkoholi 104-54-1 | Kiinted (heikko) DMSO >100 (10-100)
N Herkistivi Positiivinen
4-allyylianisoli 140-67-0 Neste (heikko) DMSO >100 (<200)
Sakariini 81-07-2 | Kiintes |Herkistimiton| DMSO >200 Ne%itzlz)vol)“en
. ... | Kasvatusliu Negatiivinen
Glyseroli 56-81-5 Neste |Herkistimiton o8 >200 (>200)
Maitohappo 50-21-5 Neste |Herkistimiton iesvatushu >200 Negatiivinen
PP 0s (>200)
Salisyylihappo 69-72-7 | Kiinted |Herkistimdton| DMSO >200 Ne%itzlz)vol)“en

Lyhenteet: CAS-nro = Chemical Abstracts Service -rekisterinumero.

1 In vivo -riski ja (vaikutuskykyd koskevat) ennusteet perustuvat LLNA-tietoihin (1) (8). In vivo -vaikutuskyky johdetaan
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ECETOCIn ehdottamien kriteerien pohjalta (17).
2 Aikaisemmin saatujen arvojen perusteella (1) (8).

3 Kasvatusliuos: RPMI-1640-kasvatusliuos, johon on lisitty 10 % vasikkasikién seerumia, 2 mM L-glutamiinia, 100
yksikkod/ml penisilliinid ja 100 pg/ml streptomysiinid (8).
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Lisdvs 3

IN VITRO -IHOHERKISTYS: IL-8 LUC -TESTI

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT JA RAJOITUKSET

1.

Toisin kuin testeissd, joissa analysoidaan solun pintamerkkiaineiden ilmentymista, IL8 Luc
-testissd kvantifioidaan muutoksia IL-8:n ilmentymisessd. IL-8 on dendriittisolujen
aktivoitumiseen liittyvd sytokiini. THP-1-soluista johdetussa IL-8-reportterisolulinjassa
(THP-G8, perdisin ihmisen akuutin monosyyttileukemian solulinjasta THP-1) IL-8:n
ilmentymistd mitataan herkistaville aineille altistuksen jalkeen (1). Sen jidlkeen ihoa
herkistidvien ja herkistdméttomien aineiden erottelemisessa kidytetdan apuna lusiferaasin
ilmentymista.

IL-8 Luc -testt on arvioitu validointitutkimuksessa (2), jonka tekivit JaCVAM
(japanilainen vaihtoehtoisten menetelmien validointikeskus), Japanin talous-, kauppa- ja
teollisuusministerio (METI) sekd JSAAE (Japanin eldinkokeille vaihtoehtoisia
menetelmid kehittdvad yhteiso). Sen jdlkeen testille tehtiin riippumaton vertaisarviointi (3)
JaCVAMin ja Japanin terveys-, tyo- ja hyvinvointiministerion (MHLW) sekid
vaihtoehtoisia testimenetelmii koskevan kansainviilisen yhteistyéelimen (ICATM)
tuella. Kaikkien saatavilla olevien tutkimustietojen ja sddntelyviranomaisilta ja
sidosryhmiltd saatujen tietojen perusteella IL-8 Luc -testid pidetdan kayttokelpoisena
IATAn osana tukemaan herkistdvien ja herkistamattomien aineiden erottelua vaarojen
osalta luokittelua ja merkintdja varten. Kirjallisuudessa annetaan esimerkkejé siitd, miten
IL-8 Luc -testilla saatuja tietoja on kaytetty muihin tietoihin yhdistettyina (4) (5) (6).

. On osoitettu, ettd [L-8 Luc -testi on siirrettavissa sellaisten laboratorioiden valilld, joissa

on kokemusta soluviljelystd ja lusiferaasin mittaamisesta. Laboratorion sisdinen
toistettavuus oli 87,7 prosenttia ja laboratorioiden valinen toistettavuus 87,5 prosenttia (2).
Validointitutkimuksesta (2) ja muista julkaistuista tutkimuksista (1) (6) saadut tiedot
osoittavat, ettd LLNA-tietoihin verrattuna IL-8 Luc -testi luokitteli 118 kemikaalia 143:sta
positiiviseksi tai negatiiviseksi ja 25 kemikaalia epéselviksi. Ndiden tietojen mukaan IL-8
Luc -testin tarkkuus 1hoa herkistavien aineiden (YK:n GHS-jarjestelméan / CLP-asetuksen
luokka 1) erottelemisessa thoa herkistimattomistd aineista (YK:n GHS-jérjestelmén / CLP-
asetuksen luokka Ei luokitusta) on 86 prosenttia (101/118), herkkyys 96 prosenttia (92/96)
ja spesifisyys 41 prosenttia (9/22). Kun jatetdan jaljempana kuvatun sovellettavuusalueen
ulkopuoliset aineet huomiotta (5 kohta), IL-8 Luc -testi luokitteli 113 kemikaalia 136:sta
positiiviseksi tai negatiiviseksi ja 23 kemikaalia epaselviksi. Naiden tietojen mukaan IL-8
Luc -testin tarkkuus on 89 prosenttia (101/113), herkkyys 96 prosenttia (92/96) ja
spesifisyys 53 prosenttia (9/17). Kun kaytetdan julkaisussa Urbisch ja muut (7) lainattuja
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tictoja thmisistd, IL-8 Luc -testi luokitteli 76 kemikaalia 90:std positiiviseksi tai
negatiiviseksi ja 14 kemikaalia epaselviksi. Nididen tietojen mukaan IL-8 Luc -testin
tarkkuus on 80 prosenttia (61/76), herkkyys 93 prosenttia (54/58) ja spesifisyys 39
prosenttia (7/18). Kun jitetddn sovellettavuusalueen ulkopuoliset aineet huomiotta, IL-8
Luc -testi luokitteli 71 kemikaalia 84:sta positiiviseksi tai negatiiviseksi ja 13 kemikaalia
epaselviksi. Naiden tietojen mukaan IL-8 Luc -testin tarkkuus on 86 prosenttia (61/71) |
herkkyys 93 prosenttia (54/58) ja spesifisyys 54 prosenttia (7/13). IL-8 Luc -testilla
saadaan vaiarida negatiivisia ennusteita todenndkoisimmin kemikaaleilla, joiden
thoherkistyspotentiaali on vidhdinen tai kohtalainen (YK:n GHS-jérjestelman / CLP-
asetuksen alaluokka 1B), kuin niill4, joiden potentiaali on suuri (YK:n GHS-jarjestelmén /
CLP-asetuksen alaluokka 1A) (6). Kokonaisuutena nami tiedot puoltavat IL-8 Luc -testin
kayttoda 1hon herkistymistd aiheuttavien vaarojen tunnistamisessa. Tassd esitetyt
tarkkuusarvot, jotka koskevat IL-8 Luc -testin kdyttod ainoana testind, ovat kuitenkin vain
suuntaa-antavia, silld testida pitdisi kayttdd yhdessd muiden tietoldhteiden kanssa IATAn
valossa ja yleisjohdannon 7 ja 8 kohdassa olevien méadrdysten mukaisesti. Lisdksi
arvioitaessa thon herkistymiseen liittyvia eldinkokeettomia testejd tulisi pitdd mielessa, ettd
LLNA-testi samoin kuin muut eldinkokeet eivdt valttamattda tdysin kerro tilanteesta
thmisten osalta.

. Talla hetkelld saatavana olevien tietojen perusteella on osoitettu, ettd IL-8 Luc -testid
voidaan kayttda testattaessa kemikaaleja, jotka kuuluvat moniin orgaanisiin
funktionaalisiin ~ ryhmiin, joilla on monenlaisia reaktiomekanismeja, joiden
thoherkistyspotentiaaleissa on suuria eroja (in vivo -tutkimusten mukaan) ja joilla on
monenlaisia fysikaalis-kemiallisia ominaisuuksia (2) (6).

. Vaikka IL-8 Luc -testissa kaytettavd liuotin on X-VIVO™ 15, silla madritettiin oikein
kemikaalit, joiden Log Kow -arvo on >3.5, ja ne, joiden vesiliukoisuus on noin 100 pg/ ml
EPI Suite™-menetelmilla laskettuna, ja sen tehokkuus havaita vesiliukoisuudeltaan heikot
herkistdvit aineet onkin parempi kuin silloin, jos IL-8 Luc -testisséd kédytetdén liuottimena
dimetyylisulfoksidia (DMSO:ta) (2). Sellaisia testikemikaaleja koskevat negatiiviset
tulokset, jotka eivdt liukene pitoisuudella 20 mg/ml, voivat kuitenkin olla véaria
negatiivisia tuloksia, koska ne eivit pysty liukenemaan X-VIVO™ 15:een. Sen vuoksi
tallaisia kemikaaleja koskevia negatiivisia tuloksia er tule ottaa huomioon.
Validointitutkimuksessa todettiin, ettd véddrien negatiivisten tulosten osuus oli anhydridien
osalta suuri. Lisdksi solulinjan rajallisen metabolointikyvyn (8) ja koeolosuhteiden vuoksi
myds prohapteenit (aineet, jotka vaativat metabolista aktivointia) ja prehapteenit (aineet,
jotka hapetus aktivoi) voivat antaa testissd negatiivisia tuloksia. Vaikka oletettuja pre-
/prohapteeneja koskevia negatiivisia tuloksia on siis tulkittava varauksellisesti, IL-8 Luc -
testi madritti oikein 11/11 prehapteenia, 6/6 prohapteenia ja 6/8 pre-/prohapteenia IL.-8 Luc
-testin aineistossa (2). Pre- ja prohapteenien havaitsemiseen tarkoitetun kolmen
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elainkokeettoman testin (DPRA, KeratinoSens™ ja h-CLAT) hiljattain tehdyn kattavan
arvioinnin (9) ja sen perusteella, ettd 1L.-8 Luc -testissd kaytettavissa THP-G8-soluissa on
kyse solulinjasta, joka on perdisin h-CLAT-testissa kaytetyistda THP-1-soluista, 11-8 Luc -
testi voi osaltaan parantaa eldinkokeettomien testien herkkyyttd havaita pre- ja
prohapteeneja muihin testeihin yhdistettyna. Téhdn mennessé testatuista pinta-aktiivisista
aineista saatiin (vairid) positiivisia tuloksia riippumatta niiden tyypistd (ts. kationinen,
anioninen tai ioniton). Kemikaalit, jotka hairitsevat lusiferaasia, voivat hairitd myos sen
aktiivisuutta/mittausta ja aiheuttaa ndenndistd inhibiota tai luminesenssin lisddntymista
(10). Esimerkiksi fytoestrogeenipitoisuuksien, jotka ovat suurempia kuin 1 uM, on
raportoitu vaikuttavan hairitsevasti luminesenssisignaaleihin muissa lusiferaasipohjaisissa
reportterigeenitesteissd, mika johtuu lusiferaasireportterigeenin yliaktivoitumisesta. Tamén
seurauksena lusiferaasin  ilmentymistd, joka on saatu suurilla pitoisuuksilla
fytoestrogeeneja tai vastaavia yhdisteitd, joiden epdillddn aiheuttavan fytoestrogeenin
tavoin lusiferaasireportterigeenin yliaktivoitumista, on tutkittava huolellisesti (11). Edella
sanotun perusteella pinta-aktiiviset aineet, anhydridit ja lusiferaasia hdiritsevét kemikaalit
eivit kuulu tamén testin sovellettavuusalueeseen. Jos voidaan osoittaa, ettei IL-8 Luc -testi
sovi kaytettaviks tiettyjen muiden testikemikaaliluokkien kanssa, sitd ei pidd kayttaa
nithin.

6. Kuten edelld on todettu, 1L-8 Luc -testi auttaa ihoa herkistdvien ja herkistimattomien
aineiden erottelemisessa. Tyotd on kuitenkin jatkettava, mieluiten ihmisistd saatujen
tietojen pohjalta, jotta voidaan madrittad, miten IL-8 Luc -testin tuloksia voidaan kayttda
herkistyspotentiaalin arvioinnissa muihin tietoldhteisiin yhdistettyna.

7. Madritelmét esitetddn lisdyksessd 3.1.

TESTIN PERIAATE

8. IL-8 Luc -testissd kaytetddn ihmisen monosyyttileukemiasoluihin perustuvaa solulinjaa
THP-1, joka on saatu American Type Culture Collectionista (Manassas, VA, Yhdysvallat).
Tohokun yliopiston ladketieteellisen tiedekunnan dermatologian laitos valmisti titd
solulinjaa kayttamilla THP-1-soluihin perustuvan IL-8-reportterisolulinjan nimeltd THP-
(8, joka sisdltad vakaan lusiferaasioranssin (Stable Luciferase Orange, SLO) ja vakaan
lusiferaasipunaisen (Stable Luciferase Red, SLR) lusiferaasigeenejd, joita 1L-8 siditelee,
sekda glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasin (GAPDH) promoottoreita (1). Tamén
avulla ~ voidaan  mitata  lusiferaasigeenin  induktiota:  hyvin  tunnettujen
lusiferaasisubstraattien tuottamaan valoon perustuvan luminesenssin havaitseminen on
indikaattori IL-8:n aktivoitumisesta ja GAPDH:sta soluissa herkistdville kemikaaleille
altistamisen jalkeen.
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9. Kaksiviérisessd testissd kdytetddn oranssia valoa emittoivaa lusiferaasia (SLO; Amaks. =
580 nm) (12) IL-8:n promoottorigeenin ilmentymiseen ja punaista valoa emittoivaa
lusiferaasia (SLR; Amaks. = 630 nm) (13) sisdisen sdatelyn promoottorigeenin, GAPDH:n,
ilmentymiseen. Namid kaksi lusiferaasia emittoivat erivaristdi valoa reagoidessaan
tulikdarpasen d-lusiferiiniin, ja niiden luminesenssi mitataan samanaikaisesti yhden vaiheen
reaktiossa erottelemalla testiscoksen emissio kayttamalla optista suodatinta (14) (lisdys
3.2).

10. THP-G8-soluja késitelldan testikemikaalilla 16 tuntia, minkd jalkeen mitataan IL-8-
promoottorin aktiivisuutta kuvaavan SLO-lusiferaasin aktiivisuus (SLO-LA) ja GAPDH-
promoottorin aktiivisuutta kuvaavan SLR-lusiferaasin aktiivisuus (SLR-LA). Jotta
lyhenteet olisi helpompi ymmaértdd, SLO-LA-lyhenteestd kdytetddn jdljempdnd muotoa
IL8LA ja SLR-LA-lyhenteestd muotoa GAPLA. Taulukossa 1 selitetddn IL-8 Luc -testissa
kaytettavat 1lmaukset, jotka littyvdt lusiferaasiaktiivisuuteen. Mitattujen arvojen
perusteella lasketaan normalisoitu ILSLA (nIL8LA), joka on IL8LA:n ja GAPLAn vélinen
suhde; nIL8LA:n induktio (Ind-IL8LA), joka on testikemikaalilla kasiteltyjen THP-G8-
solujen nIL8LA:n nelinkertaisesti mitattujen arvojen ja kisittelemattomien THP-GS8-
solujen nIL8LA:n arvojen aritmeettisten keskiarvojen suhde; sekda GAPLAn inhibitio (Inh-
GAPLA), joka on testikemikaalilla kiasiteltyjen THP-G8-solujen GAPLAn nelinkertaisesti
mitattujen arvojen ja kasittelemattomien THP-G8-solujen GAPLAn arvojen aritmeettisten
keskiarvojen suhde ja jota kaytetddn sytotoksisuuden indikaattorina.

Taulukko 1: IL-8 Luc -testissd kdytettavien lusiferaasiaktiivisuuteen liittyvien ilmausten selitykset

Lyhenteet Maiéritelma

GAPLA SLR-lusiferaasiaktiivisuus, joka kuvastaa GAPDH-promoottorin
aktiivisuutta

ILSLA SLO-lusiferaasiaktiivisuus, ~ joka  kuvastaa  IL-8-promoottorin
aktiivisuutta

nIL8LA IL8LA/GAPLA

Ind-IL8LA Kemikaaleilla kasiteltyjen THP-G8-solujen nIL8LA /
kasittelemattomien solujen nILSLA

Inh-GAPLA  Kemikaaleilla kasiteltyjen THP-G8-solujen GAPLA /
kasittelemattomien solujen GAPLA

CVo05 Kemikaalin pienin pitoisuus, jolla Inh-GAPLA-arvo on < 0,05.

11. Saatavilla on suoritusvaatimukset (15), jotka helpottavat 11-8 Luc -testin kaltaisten
muunneltujen in vitro -1L-8-lusiferaasitestien validointia. Myds OECD:n testiohjetta 442E
voidaan muuttaa oikea-aikaisesti, kun namé vaatimukset lisdtdan ohjeisiin. OECD:n
sopimuksen mukainen tietojen vastavuoroinen hyvaksyntd (Mutual Acceptance of Data,
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MAD) taataan ainoastaan suoritusvaatimusten mukaisesti validoitujen testien osalta, jos
OECD on tarkistanut ja sisallyttdnyt ndma testit testiohjeeseen 442E (16).

PATEVYYDEN OSOITUS

12.

Ennen kuin laboratoriot ryhtyvat kédyttimain tissd testimenetelman B.71 lisdyksessd
kuvattua testid rutiininomaisesti, niiden on osoitettava tekninen patevyytensa lisdyksessa
3.3 lueteltujen kymmenen patevyyden osoittamiseen tarkoitetun aineen avulla in vitro -
menetelmid koskevia hyvid kdytdntdja noudattaen (17). Lisaksi testin kayttdjien on
yllapidettava tietokantaa, joka siséltaa reaktiivisuustesteistd (ks. 15 kohta) seka
positiivisista ja liuotin-/kantaja-ainekontrolleista (ks. 21-24 kohta) saadut aiemmat tiedot,
ja vahvistettava ndiden tietojen avulla, ettd testin toistettavuus kussakin laboratoriossa
séilyy pidemmaélld aikavalilla.

MENETTELY

13.

IL-8 Luc -testin vakiomenettely (Standard Operating Procedures, SOP) on saatavana, ja
sitd pitdisi kdyttdd, kun laboratorio tekee testin (18). Laboratoriot, jotka haluavat tehda
testin, voivat tilata rekombinantin THP-G8-solulinjan GPC Lab. Co. Ltd:ltd (Tottori,
Japani) tekemdilld materiaalinsiirtosopimuksen OECD:n malliin  sisédltyvien ehtojen
mukaisesti. Seuraavissa kohdissa kuvataan testin padosat ja menettelyt.

Solujen valmistelu

14. 1IL-8 Luc -testissd on kdytettivd THP-G8-solulinjaa, joka tilataan GPC Lab. Co. Ltd:1ta

15.

Tottorista Japanista (ks. 8 ja 13 kohta). Vastaanoton jalkeen soluja propagoidaan (2—4
siirrostusta) ja sdilytetddn pakastettuina homogeenisena kantana. Tamédn kannan soluja
voidaan propagoida enintddn 12 siirrostusta tal enintddan kuuden vitkon ajan.
Propagoinnissa kéytetadn RPMI-1640-kasvatusliuosta, joka siséltdd 10 % naudan sikion
verestd valmistettua seerumia (FBS:4d), antibiootti-/antimykoottiliuosta (100 U/ml
penisilliini G:td, 100 pg/ml streptomysiinid ja 0,25 pg/ml amfoterisiini B:ta 0,85-
prosenttisessa suolaliuoksessa) (esim. GIBCO, luettelonro 15240-062), 0,15 pg/ml
puromysiinid (esim. CAS-nro 58-58-2) ja 300 pg/ml G418:aa (esim. CAS-nro 108321-42-
2).

Ennen kuin soluja kéytetdén testauksessa, niiden laatu on varmistettava tekemalld
reaktiivisuustesti. Téamé testi on tehtdva sulatuksesta 1-2 vitkon kuluttua tai 24
siirrostuksen jédlkeen, ja siind on kdytettdva positiivista kontrollia, 4-nitrobentsyylibromidia
(4-NBB) (CAS-nro 100-11-8, puhtaus > 99 %) ja negatiivista kontrollia, maitohappoa
(CAS-nro 50-21-5, puhtaus > 85 %). 4-NBB:n tulisi tuottaa positiivinen vaste Ind-
IL8LA:lle (>1,4), kun taas maitohapon tulisi tuottaa negatiivinen vaste Ind-ILSLA:lle
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(<1,4). Testissa saa kayttaa vain soluja, jotka ldpaisevat reaktiivisuustestin. Testi on
tehtdva 22—-24 kohdassa kuvattujen menettelyjen mukaisesti.

Testausta varten THP-G8-solujen kylvétiheyden on oltava 2—5 x 10° solua/ml, ja niitd on
esiviljeltava viljelypulloissa 48-96 tuntia. Testauspdivdnd viljelypullosta kerdtyt solut
pestdan RPMI-1640:114, joka sisaltda 10 % FBS:44 muttei antibiootteja. Sen jdlkeen solut
resuspendoidaan RPMI-1640-liuokseen, joka sisaltda 10 % FBS:ai muttei antibiootteja,
tiheyteen 1 x 10° solua/ml. Tamin jilkeen solut jaetaan 96-kuoppaiselle tasapohjaiselle
mustalle levylle (esim. Costar, luettelonro 3603) (50 pl) (5 x 10* solua/kuoppa).

Testikemikaalien ja kontrolliaineiden valmistelu

17.

18.

Testikemikaalit ja kontrolliaineet valmistetaan testipdivdnd. IL-8 Luc -testissé
testikemikaalit liuotetaan X-VIVO™ 15 -liuottimeen, joka on kaupallisesti saatavilla oleva
seerumiton kasvatusliuos (Lonza, 04-418Q), loppupitoisuuteen, joka on 20 mg/ml. X-
VIVO™ 15:t4 lisdtdan 20 mg:aan testikemikaalia (kemikaalin liukoisuudesta riippumatta)
mikrosentrifugiputkessa 1 ml:n tilavuuteen. Sen jidlkeen putkea ravistetaan voimakkaasti ja
sekoitetaan sekoittimessa enimmaéisnopeudella 8 kierrosta minuutissa 30 minuutin ajan
20 °C:n lampotilassa. Jos kiintedt kemikaalit eivdat ole vieldkdan liuenneet, putkea
kasitelldan ultradgnelld, kunnes kemikaali on liuennut kokonaan tai dispergoitunut
stabiilisti. X-VIVO™ 15:een liukenevien testikemikaalien osalta liuos laimennetaan X-
VIVO™ 15:1la viisinkertaisesti ja kéytetdsdn testikemikaalin X-VIVO™ 15 -
varastoliuoksena (4 mg/ml). Niiden testikemikaalien osalta, jotka eivit liukene X-VIVO™
15:een, seosta sekoitetaan uudestaan vahintddn 30 minuutin ajan ja sen jalkeen
sentrifugoidaan kierrosluvulla 15 000 rpm (=20 000 g) 5 minuutin ajan. N&in saatavaa
supernatanttia kaytetadn testikemikaalin X-VIVO™ 15 -varastoliuoksena. Muiden
livottimien, kuten DMSO:n, veden tai kasvatusliuoksen, kaytolle on esitettava tieteelliset
perusteet. Yksityiskohtainen menettely kemikaalien livottamiseksi esitetddan lisdayksessa
3.5. X-VIVO™ 15 -liuokset (ks. 18-23 kohta) sekoitetaan suhteessa 1:1 (v/v)
solususpensioihin, jotka on valmistettu 96-kuoppaisella tasapohjaisella mustalla levylla
(ks. 16 kohta).

Ensimmadisen testiajon tarkoituksena on médrittda sytotoksinen pitoisuus ja tutkia
kemikaalien ihoherkistyspotentiaalia. Testikemikaalien X-VIVO™ 15 -varastoliuoksista
tehdain X-VIVO™ 15:n avulla sarjalaimennokset laimennuskertoimella 2 (ks. lisdys 3.5)
kayttamalla 96-kuoppaista testiblokkia (esim. Costar, luettelonro EW-01729-03).
Seuraavaksi 50 pl laimennettua livosta / kuoppa lisdtddn 50 pl:aan solususpensiota 96-
kuoppaisella tasapohjaisella mustalla levylli. X-VIVO ™ 15:een liukenevien
testikemikaalien loppupitoisuudet ovat siis 0,002-2 mg/ml (lisdys 3.5). Niille
testikemikaaleille, jotka eivit liukene X-VIVO ™ 15:een pitoisuudella 20 mg/ml,
madritetdan vain laimennuskertoimet vilille 2-2!° vaikka testikemikaalien todelliset
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loppupitoisuudet ovat epidselvat ja madrdaytyvat sen mukaan, mikd on testikemikaalien
saturoitunut pitoisuus X-VIVO ™ 15 -varastoliuoksessa.

Seuraavissa testiajoissa (ts. toiset, kolmannet ja neljannet rinnakkaisniytteet) X-VIVO™
15 -varastoliuoksesta tehdadn nelja kertaa suurempi pitoisuus kuin se pitoisuus, jolla
solujen elinkyky oli 05 (CVO0S; pienin pitoisuus, jolla Inh-GAPLA-arvo on <0,05)
ensimmaisessd kokeessa. Jos Inh-GAPLA-arvo e1 laske alle 0,05:n ensimmaisen testiajon
suurimmalla pitoisuudella, X-VIVO™ 15 -varastoliuoksesta tehdédsn ensimmdiisen ajon
suurimman pitoisuuden mukaan. CV05-pitoisuus lasketaan jakamalla ensimmdiisen ajon
varastoliuoksen pitoisuus CV05:n laimennuskertoimella (X) (laimennuskerroin CV05 (X);
laimennuskerroin, jolla varastoliuos saatiin laimennettua CVO05-arvoon) (ks. lisdys 3.5).
Niiden testiaineiden osalta, jotka ervit liukene X-VIVO-liuokseen pitoisuudella 20 mg/ml,
CVO05 madritetddan varastoliuoksen pitoisuudella x 1/X. Testiajothin 2—4 valmistetaan
toinen varastoliuos kaavalla 4 x CV50 (lisédys 3.5).

X-VIVO™ 15:n toisista varastoliuoksista tehdasn sarjalaimennokset laimennuskertoimella
1,5 kayttdaen 96-kuoppaista testiblokkia. Seuraavaksi 50 pl laimennettua liuosta / kuoppa
lisatddn 50 pl:aan solususpensiota 96-kuoppaisen tasapohjaisen mustan levyn kuopissa.
Kunkin testikemikaalin kukin pitoisuus on testattava neljdssd kuopassa. Naytteet
sekoitetaan levysekoittajalla ja niitd inkuboidaan 16 tunnin ajan 37 °C:ssa (CO;-pitoisuus 5
prosenttia), minké jédlkeen lusiferaasiaktiivisuus mitataan jiljempand kuvatulla tavalla.

Liuotinkontrolli on seos, joka sisaltdd 50 pl X-VIVO™ 15:ta / kuoppa ja 50 pl
solususpensiota / kuoppa RPMI-1640-liuoksessa, joka sisdltad 10 prosenttia FBS:44.

Suositeltu positiivinen kontrolli on 4-NBB. 4-NBB:td laitetaan 20 mg 1,5 mln
mikrofugiputkeen, johon lisitdan X-VIVO™ 15:td enintian 1 ml. Putkea ravistetaan
voimakkaasti ja sekoitetaan sekoittajassa enintdadn 8 kierrosta minuutissa -kierrosluvulla
vdhintaan 30 minuutin ajan. Sentrifugoinnin (20 000 g, 5 min) jalkeen supernatantti
laimennetaan X-VIVO™ 15:114 kertoimella 4 ja 500 pl laimennettua supernatanttia
siirretddn 96-kuoppaisen testiblokin kuoppiin. Laimennettua supernatanttia laimennetaan
lisada X-VIVO™ 15:114 kertoimilla 2 ja 4, ja 50 pl livosta lisdtisin 50 pl:aan THP-GS-
solususpensiota 96-kuoppaisen tasapohjaisen mustan levyn kuoppiin (lisdys 3.6).
Positiivisen kontrollin kukin pitoisuus on testattava neljdssa kuopassa. Levyd sekoitetaan
levysekoittajalla ja sitd inkuboidaan 16 tunnin ajan hiilidioksidi-inkubaattorissa (37 °C,
COs-pitoisuus 5 prosenttia), minkd jilkeen lusiferaasiaktiivisuus mitataan 29 kohdassa
kuvatulla tavalla.

Suositeltu negatiivinen kontrolli on maitohappo. Maitohappoa laitetaan 20 mg 1,5 ml:n
mikrofugiputkeen, johon lisitddn enintddn 1 ml X-VIVO™ 15:t4 (20 mg/ ml).
Maitohappoliuos (20 mg/ml) laimennetaan X-VIVO™ 15:114 kertoimella 5 (4 mg/ml); 500
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ul tistd maitohappoliuoksesta, jonka pitoisuus on 4 mg/ml, siirretddn 96-kuoppaisen
testiblokin kuoppiin. Tdmi liuos laimennetaan X-VIVO™ 15:11a kertoimella 2 ja sen
jalkeen vield kerran kertoimella 2, jotta saadaan liuokset, joiden pitoisuudet ovat 2 mg/ml
ja 1 mg/ml. Niistd kolmesta liuoksesta ja kantaja-ainekontrollista (X-VIVO™ 15) 50 pl
kutakin lisatdan 50 pl:aan THP-G8-solususpensiota 96-kuoppaisen tasapohjaisen mustan
levyn kuoppiin. Negatiivisen kontrollin kukin pitoisuus testataan neljassa kuopassa. Levyd
sekoitetaan levysekoittajalla ja sitd inkuboidaan 16 tunnin ajan hiilidioksidi-inkubaattorissa
(37 °C, CO»-pitoisuus 5 prosenttia), minkd jalkeen lusiferaasiaktiivisuus mitataan 29
kohdassa kuvatulla tavalla.

Muita sopivia positiivisia tai negatiivisia kontrolleja voidaan kayttdd, jos saatavana on
aikaisempia tietoja, joista voidaan johtaa vertailuajon hyvaksymisperusteet.

Haihtuvien testikemikaalien hoyrystymistd ja testikemikaalien aiheuttamaa kuoppien
vilistd ristikontaminaatiota on véltettiva esimerkiksi peittdmalla levyt kalvolla ennen
inkubointia testikemikaalien kanssa.

Testikemikaaleista ja liuotinkontrollista on tehtdvd 2-4 ajoa, jotta voidaan tehda
posititvinen tai negatiivinen ennuste (ks. taulukko 2). Kukin ajo tehdddn eri pdivina
kayttamalla testikemikaaleista tuoretta X-VIVO™ 15 -varastoliuosta ja erikseen kerittyja
soluja. Solut voivat kuitenkin olla peréisin samasta siirrostuksesta.

Lusiferaasiaktiivisuuden mittaukset

27.

28.

29.

Luminesenssi mitataan kayttaimalla 96-kuoppaisen mikrolevyn luminometria, jossa on
optiset suodattimet. Tallaisia laitteita ovat esimerkiksi Phelios (ATTO, Tokio, Japani),
Tristan 941 (Berthold, Bad Wildbad, Saksa) ja ARVO-sarja (PerkinElmer, Waltham, MA,
Yhdysvallat). Luminometri on kalibroitava jokaiseen testiin toistettavuuden
varmistamiseksi (19). Kalibrointia varten saatavana on rekombinantteja oranssia ja
punaista valoa emittoivia lusiferaaseja.

Esilammitettyd Tripluc®-lusiferaasitestin reagenssia (Tripluc) laitetaan 100 pl kemikaalilla
kasiteltya tai késitteleméatontd solususpensiota sisdltdvin levyn jokaiseen kuoppaan. Levya
sekoitetaan 10 minuuttia noin 20 °C:n ldmpotilassa, ja sen jilkeen levy asetetaan
luminometriin lusiferaasiaktiivisuuden mittaamiseksi. Bioluminesenssia mitataan 3
sekuntia seka optista suodatinta kayttamatta (FO) ettd sitd kayttden (F1). Toisenlaisten
asetusten (jotka mdadrdytyviat esimerkiksi kaytettdvin luminometrin mallin mukaan)
kayttaminen on perusteltava.

Jokaisen pitoisuuden parametrit lasketaan mitatuista arvoista, joita ovat ILSLA, GAPLA,
nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, IL8LA:n keskiarvo + keskihajonta, GAPLAn keskiarvo
+ keskihajonta, nIL8LA:n keskiarvo =+ keskihajonta, Ind-IL8LA:n keskiarvo =+
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keskihajonta, Inh-GAPLA:n keskiarvo + keskihajonta sekda Ind-IL8LLA:n 95 prosentin
luottamusvili. Tédssa kohdassa kdytettyjen parametrien méaritelmét on esitetty lisdyksessa 1
ja V.

30. Ennen mittausta monivérisissa reportteritesteissd tehddan yleensa vérierottelu ki yttamalla
ilmaisimia (luminometri ja levylukija), joissa on optiset suodattimet, kuten
tarkkuussuodattimet (yli- tai alipadstd) tai kaistanpaiastosuodattimet. Suodattimien
transmissiokertoimet jokaisen bioluminesenssisignaalin véirin osalta on kalibroitava ennen
testausta lisdyksen 3.2 mukaisesti.

TIEDOT JA RAPORTOINTI

Tietojen arviointi

31. Positiivisen/negatiivisen paitoksen perusteissa edellytetddn, ettd jokaisessa testiajossa

- IL-8 Luc -testin ennuste on positiivinen, jos testikemikaalin Ind-IL8LA-arvo on > 1,4 ja
Ind-IL8LA-arvon 95 prosentin luottamusvilin alaraja on > 1,0

- IL-8 Luc -testin ennuste on negatiivinen, jos testikemikaalin Ind-ILS§LA-arvo on < 14
ja/tai Ind-IL8LA-arvon 95 prosentin luottamusvilin alaraja on < 1,0.

Ennustemalli

32. Testikemikaalit, joista saadaan kaksi positiivista tulosta ensimmadisessd, toisessa,
kolmannessa tai neljinnessd ajossa, madritetdan positiivisiksi, kun taas ne testikemikaalit,
joista saadaan kolme negatiivista tulosta ensimmadisessd, toisessa, kolmannessa tai
neljannessd ajossa, madritetddan oletettavasti negatiivisiksi (taulukko 2). Oletettavasti
negatiivisista kemikaaleista ne, jotka liukenevat X-VOVO™ 15:een pitoisuudella 20
mg/ml, katsotaan negatiivisiksi, kun taas ne, jotka eivat liukene tdhdan liuokseen tilla
pitoisuudella, on jatettava pois analyysista (kuva 1).

Taulukko 2: Positiivisten ja oletettavasti negatiivisten kemikaalien mairittimisperusteet

1. testiajo 2. testiajo 3. testiajo 4. testiajo Lopullinen
ennuste

Positiivinen Positiivinen - - Positiivinen
Negatiivinen Positiivinen - Positiivinen

Negatiivinen Positiivinen Positiivinen

Negatiivinen Oletettavasti

negatiivinen

Negatiivinen Positiivinen Positiivinen - Positiivinen
Negatiivinen Positiivinen Positiivinen

Negatiivinen Oletettavasti

negatiivinen
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Negatiivinen Positiivinen Positiivinen Positiivinen
Negatiivinen Oletettavasti
negatiivinen
Negatiivinen - Oletettavasti
negatiivinen
Kuva 1: Lopullisen arvion ennustemalli
Positiivinen G
Liukeneva pitoisuudella w
Kemikaalit 20 mg/ml Negatiivinen
Oletettavasti . <
negatiivinen Ei oteta
Liukenematon h "
pitoisuudella 20 mg/ml ey
analyysissa |
Hyviksymisperusteet

33. Seuraavien hyvaksyntidperusteiden pitad tayttya [L-8 Luc -testid kdytettdessa:

- Ind-IL8LA-arvon on oltava yli 5,0 vihintdén yhdelld positiivisen kontrollin (4-NBB)
pitoisuudella jokaisessa testiajossa.

- Ind-IL8LA-arvon on oltava alle 1,4 milla tahansa negatiivisen kontrollin (maitohappo)
pitoisuudella jokaisessa testiajossa.

- Sellaiset tiedot levyiltd, joissa soluja ja Triplucia mutta ei kemikaaleja sisaltavien
kontrollikuoppien GAPLA-arvo on alle viisi kertaa vain testiliuosta (50 ul RPMI-1640-
livosta (joka sisdltdd 10 prosenttia FBS:44) / kuoppa ja 50 pl X-VIVO™ 15:t4 / kuoppa)
sisédltdvien kuoppien arvosta, on hylattava.

- Tiedot levyiltd, joissa testi- tai kontrollikemikaalien kaikkien pitoisuuksien Inh-GAPLA-
arvo on alle 0,05, on hylattava. Tassa tapauksessa ensimmadinen testi on toistettava, jolloin
toistetun testin suurin loppupitoisuus on edellisen testin pienin loppupitoisuus.

Testiraportti

34. Testiraportissa on esitettdvd seuraavat tiedot:

5
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Testikemikaalit

Yhdesti ainesosasta koostuva aine:

- kemialliset tunnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS-nimi (-nimet), CAS-numero(t),
SMILES- tai InChl-koodi, rakennekaava ja/tai muut tunnistetiedot

- fyysinen ulkondkd, wvesiliukoisuus, molekyylipaino ja muut olennaiset fysikaalis-
kemialliset ominaisuudet, sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

- puhtaus, epdpuhtauksien kemialliset tunnistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on
kéaytannossd mahdollista jne.

- tarvittaessa kasittely ennen testid (esimerkiksi lammittdminen tai jauhaminen)

- liukoisuus X-VIVO™ 15:een. Siihen liukenemattomien kemikaalien osalta tieto siiti,
oliko sentrifugoinnin jélkeen havaittavissa saostumista tai flotaatiota.

- testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet)
- sdilytysolosuhteet ja stabiilius, sikéli kuin tiedot ovat saatavissa
- liuottimen/kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta, jos X-VIVO™

15:ta ei ole kaytetty.

Useista ainesosista koostuvat aineet, UVCB-aineet ja seokset:

mahdollisimman tarkka luonnehdinta, esimerkiksi kemiallinen koostumus (ks. edelld),
puhtaus, esiintymistiheys ja ainesosien olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet (ks.
edelld), sikali kuin tiedot ovat saatavissa

- fyysinen ulkondko, vesiliukoisuus ja muut olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet,
sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

- molekyylipaino tai ndenndinen molekyylipaino, jos kyse on seoksista/polymeereista,
joiden koostumus tunnetaan, tai muita tutkimuksen tekemisen kannalta olennaisia tietoja

- tarvittaessa kasittely ennen testidl (esimerkiksi lammittdminen tai jauhaminen)

- liukoisuus X-VIVO™ 15:een. Siihen liukenemattomien kemikaalien osalta tieto siitd,
oliko sentrifugoinnin jilkeen havaittavissa saostumista tai flotaatiota.

- testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet)
- sdilytysolosuhteet ja vakaus, sikali kuin tiedot ovat saatavissa
- liuottimen/kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta, jos X-VIVO™

15:té ei ole kaytetty.

Kontrollit
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Positiivinen kontrolli:

kemialliset tunnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS-nimi (-nimet), CAS-numero(t),
SMILES- tai InChI-koodi, rakennekaava ja/tai muut tunnistetiedot

fyysinen ulkondko, vesiliukoisuus, molekyylipaino ja muut olennaiset fysikaalis-
kemialliset ominaisuudet, tarvittaessa ja sikdli kuin tiedot ovat saatavissa

puhtaus, epapuhtauksien kemiallinen luonne, sikdli kuin ne on tarkoituksenmukaista ja
kaytannossd mahdollista ilmoittaa, jne.

tarvittaessa kasittely ennen testid (esimerkiksi lammittdminen tai jauhaminen)

testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet)

sdilytysolosuhteet ja stabiilius, sikéli kuin tiedot ovat saatavissa

tarvittaessa viittaus aiempiin positiivisten kontrollien tuloksiin, jotka kertovat sopivista

hyviksymisperusteista.

Negatiivinen kontrolli:

kemialliset tunnistetiedot, kuten TUPAC- tai CAS-nimi (-nimet), CAS-numero(t) ja/tai
muut tunnisteet

puhtaus, epdpuhtauksien kemiallinen luonne, sikdli kuin ne on tarkoituksenmukaista ja
kaytannossd mahdollista ilmoittaa, jne.

fyysinen ulkondko, molekyylipaino ja muut olennaiset fysikaalis-kemialliset
ominaisuudet, jos negatiiviset kontrollit ovat muita kuin testiohjeessa mainittuja, ja sikali
kuin tiedot ovat saatavissa

sailytysolosuhteet ja stabiilius, sikili kuin tiedot ovat saatavissa

liuottimen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta.

Testiolosuhteet

tutkimuksen teettdjan nimi ja osoite, testauslaitos ja tutkimusjohtaja
kuvaus kéytetysta testistd
kaytetty solulinja, sen sédilytysolosuhteet ja lahde (esimerkiksi laitos, josta se on perdisin)

FBC:n erdnumero ja alkuperd, toimittajan nimi, 96-kuoppaisen tasapohjaisen mustan levyn
eranumero ja Tripluc-reagenssin eranumero

siirrostusten lukumééri ja testauksessa kaytetty solutiheys

testaamista edeltavdan kylvoon kaytetty solujen laskentamenetelma ja toimenpiteet, joilla
on varmistettu solujen méarin tasainen jakautuminen
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kaytetty luminometri (esimerkiksi malli), myos instrumenttiasetukset, kaytetty
lusiferaasisubstraatti  sekd lisdyksessd 3.2 kuvattuun kontrollitestiin  perustuvien
asianmukaisten luminesenssimittausten esittely

menettely, jolla on osoitettu laboratorion patevyys tehdd testi (esimerkiksi patevyyden
osoittamiseen tarkoitettujen aineiden testaaminen) tai testin toistettavuus ajan mittaan.

Testimenettely

rinnakkaisndytteiden ja tehtyjen testiajojen lukumaara

testikemikaalien pitoisuudet, applikointimenettely ja altistusaika (jos se poikkeaa
suosituksesta)

kuvaus kdytetyistd arviointi- ja paatoskriteereista
kuvaus tutkimukselle asetetuista hyviksymisperusteista

kuvaus testimenettelyjen mahdollisista muutoksista.

Tulokset

IL8LA- ja GAPLA-arvojen mittaukset

nIL8LA-, Ind-IL8LA- ja Inh-GAPLA-arvojen laskelmat

Ind-IL8LA-arvon 95 prosentin luottamusvali

kaavio, jossa kuvataan lusiferaasiaktiivisuuden induktion ja elinkyvyn annos-vastekayrit

tarvittaessa muiden olennaisten havaintojen kuvaus.

Tulosten tarkastelu

IL-8 Luc -testilla saatujen tulosten tarkastelu

testitulosten tarkastelu IATAn valossa, jos saatavana on muita olennaisia tietoja.

Pddtelmdt
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Lisfys 3.1

MAARITELMAT

Tarkkuus: Testitulosten ja hyvéksyttyjen vertailuarvojen vilinen ero. Tarkkuus on
testimenetelmén suorituskyvyn mitta ja yksi merkityksellisyyden osatekijoistd. Tarkkuutta
ja vastaavuutta (konkordanssi) kdytetddn usein toisiaan korvaavasti tarkoittamaan testilla
saatujen oikeiden tulosten osuutta (16).

AOP (Adverse Outcome Pathway), haittavaikutusreitti: Tarkastelun kohteena olevan
kemikaalin tai samankaltaisten kemikaalien ryhmidn kemiallisesta rakenteesta johtuva
tapahtumasarja molekyylitasolla tapahtuvasta kdynnistavastd tapahtumasta kiinnostuksen
kohteena olevaan lopputulokseen in vivo (20).

Kemikaali: Aine tai seos.

CV0S: Solujen elinkyky (cell viability) 05 eli pienin pitoisuus, jolla kemikaalien Inh-
GAPLA-arvo on alle 0,05.

FInSLO-LA: Validointiraportissa ja aiemmissa [L-8 Luc -testid koskevissa julkaisuissa
kaytetty lyhenne, joka tarkoittaa Ind-IL8LA-arvoa. Ks. Ind-IL8LA:n méaaritelma.

GAPLA: Vakaan lusiferaasipunaisen (SLR) lusiferaasiaktiivisuus (Amaks. = 630 nm), jota
sadtelee GAPDH:n promoottori. Arvo kertoo solujen elinkyvyn ja elinkykyisten solujen
lukum@érén.

Vaara: Aineen tai tilanteen luontainen ominaisuus, jolla on kyky aiheuttaa haitallisia
vaikutuksia, kun organismi, jérjestelma tai (ala)populaatio altistuu kyseiselle aineelle.

TATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): Jasennelty lahestymistapa, jota
kaytetddn kemikaalin tai kemikaaliryhmén aiheuttaman vaaran tunnistamiseen (potentiaali),
vaaran luonnehtimiseen (potenssi) ja/tai turvallisuuden arviointiin (potentiaali/potenssi ja
altistus), kokoamalla ja punnitsemalla kaikki strategisesti keskeiset tiedot, jotta voidaan
tarjota tietoa sddntelyyn perustuvaan paitoksentekoon potentiaalisesta vaarasta ja/tai riskista
Ja/tai tarpeesta tehdd lisdd kohdennettua ja siksi mahdollisimman véhaistd testausta.

II-SLR-LA: Validointiraportissa ja aiemmissa IL-8 Luc -testid koskevissa julkaisuissa
kaytetty lyhenne, joka tarkoittaa Inh-GAPLA-arvoa. Ks. Inh-GAPLA:n méairitelma.

IL-8 (interleukiini-8): Endoteelisoluista, fibroblasteista, keratinosyyteistd, makrofageista ja
monosyyteistd saatava sytokiini, joka aiheuttaa neutrofiilien ja T-solulymfosyyttien
kemotaksiaa.

IL8LA: Vakaan lusiferaasioranssin (SLO) lusiferaasiaktiivisuus (Amaks. = 580 nm), jota
sadtelee IL-8:n promoottori.
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Ind-IL8LA: ILS8LA:n induktiokerroin. Se saadaan jakamalla kemikaaleilla kasiteltyjen
THP-G8-solujen nIL8LA-arvo stimuloimattomien THP-GS8-solujen vastaavalla arvolla, ja se
kertoo kemikaalien aiheuttamasta IL-8:n promoottorin aktivoitumisesta.

Inh-GAPLA: GAPLA:n inhibitio. Se saadaan jakamalla kemikaaleilla kasiteltyjen THP-
G8-solujen GAPLA-arvo kisittelemattomien THP-GS8-solujen vastaavalla arvolla, ja se
kertoo kemikaalien sytotoksisuudesta.

Vihimmiisinduktioraja: Pienin pitoisuus, jolla positiivisen tuloksen perusteet tayttyvat
kemikaalin osalta.

Seos: Seos tai liuos, joka koostuu kahdesta tai useammasta aineesta.

Yhdesti ainesosasta koostuva aine: Aine, jossa sen kvantitatiivisen koostumuksen
perusteella on vahintdan 80 painoprosenttia yhta padainesosaa.

Useasta ainesosasta koostuva aine: Aine, jossa sen kvantitatiivisen koostumuksen
perusteella on useampaa kuin yhtd pidainesosaa ja jonka ainesosien pitoisuudet ovat > 10
painoprosenttia ja < 80 painoprosenttia. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy
valmistusprosessin tuloksena. Seoksen ja useasta ainesosasta koostuvan aineen vilinen ero
on se, ettd seos saadaan aikaan sekoittamalla kahta tai useampaa ainetta ilman kemiallista
reaktiota. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy kemiallisen reaktion tuloksena.

nIL8LA: SLO-lusiferaasiaktiivisuus, joka kuvastaa IL-8:n promoottorin aktiivisuutta
(ILSLA) normalisoituna SLR-lusiferaasiaktiivisuudella, joka kuvastaa GAPDH:n
promoottorin aktiivisuutta (GALPA). Se kuvastaa [L-8:n promoottorin aktiivisuutta solujen
elinkyky tai solujen lukuméaérd huomioon ottaen.

nSLO-LA: Validointiraportissa ja aiemmissa [L-8 Luc -testid koskevissa julkaisuissa
kaytetty lyhenne, joka tarkoittaa nIL8LA-arvoa. Ks. nIL8LA:n médritelma.

Positiivinen kontrolli: Rinnakkaisnayte, jossa on kaikki testijarjestelman osat ja joka on
kasitelty aineella, jonka tiedetdén aiheuttavan positiivisen vasteen. Vaste ei kuitenkaan saisi
olla litan voimakas, jotta positiivisen kontrollivasteen vaihtelu ajan funktiona voidaan
arvioida.

Prehapteenit: Kemikaalit, joista tulee herkistdvid aineita abiooftisen transformaation
jélkeen.

Prohapteenit: Kemikaalit, jotka vaativat entsymaattista aktivointia ihoa herkistivin
potentiaalin kdaynnistymiseen.

Merkityksellisyys: Kuvaus testin ja toivotun vaikutuksen vélisestd suhteesta ja siitd, onko
testi tarkoituksenmukainen ja hyodyllinen tiettyéd tarkoitusta varten. Merkityksellisyydelld
tarkoitetaan sitd, missda mdadrin testilla voidaan tarkasti mitata tai ennustaa haluttua
biologista vaikutusta. Merkityksellisyyden yhteydessa on huomioitava myos testin tarkkuus

523



D060575/02

(vastaavuus) (16).

Luotettavuaus: Mittaa sitd, miten testi voidaan toistaa samassa laboratoriossa tai eri
laboratorioissa ajan myotd kaytettiessd samaa protokollaa. Sitd arvioidaan laskemalla
laboratorion sisdinen ja laboratorioiden vilinen uusittavuus ja laboratorion sisdinen
toistettavuus (16).

Testiajo: Testiajo koostuu yhdestd tai useammasta testikemikaalista, jotka testataan
samanaikaisesti liuotin-/kantaja-ainekontrollin ja positiivisen kontrollin kanssa

Herkkyys: Niiden positiivisten/aktiivisten kemikaalien osuus, jotka on luokiteltu testissa
oikein. Silld mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testin tarkkuutta. Herkkyys on tirkedd
ottaa huomioon arvioitaessa testin merkityksellisyyttd (16).

SLO-LA: Validointiraportissa ja aiemmissa [L-8 Luc -testid koskevissa julkaisuissa
kéaytetty lyhenne, joka tarkoittaa IL8LA-arvoa. Ks. IL8LA:n mééritelma.

SLR-LA: Validointiraportissa ja aiemmissa IL-8 Luc -testid koskevissa julkaisuissa
kaytetty lyhenne, joka tarkoittaa GAPLA-arvoa. Ks. GAPLA:n mééritelma.

Liuotin-/kantaja-ainekontrolli: Kisittelemiton nayte, jossa on testikemikaalia lukuun
ottamatta kaikki testijarjestelmian osat, myos liuotin tai kantaja-aine. Sitd kaytetddn
perusvastetason maarittamiseen naytteille, joissa testikemikaali on liuotettu tai dispergoitu
stabiilisti samaan liuottimeen tai kantaja-aineeseen. Kun téllainen nidyte testataan
samanaikaisesti kasvatusliuoskontrollin kanssa, se osoittaa myos, reagoiko liuotin/kantaja-
aine testijarjestelman kanssa.

Spesifisyys: Kaikkien negatiivisten/inaktiivisten kemikaalien osuus, jotka on luokiteltu
testissd oikein. Silld mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testimenetelmén tarkkuutta.
Spesifisyys on tiarkeda ottaa huomioon arvioitaessa testin merkityksellisyyttd (16).

Aine: Alkuaine ja sen yhdisteet sellaisina kuin ne esiintyvdt luonnossa tai
tuotantomenetelmin tuotettuina, mukaan luettuina aineen pysyvyyden sailyttdmiseksi
tarvittavat lisdaineet ja kaytetyssd prosessissa muodostuvat epdpuhtaudet, ei kuitenkaan
liuottimia, jotka voidaan erottaa vaikuttamatta aineen pysyvyyteen tai muuttamatta sen
koostumusta.

Pinta-aktiivinen aine: Aine, esimerkiksi detergentti, joka voi vidhentdd nesteen
pintajdnnitettd ja saada sen siten vaahtoamaan tai ldpdiseméan kiinteitd aineita. Tunnetaan
myos vettymistd edistivdnd aineena. (TG437)

Testikemikaali: Aine tai seos, jota testataan télld testimenetelmalla.

THP-GS8: IL-8-reportterisolulinja, jota kdytetddn 1L-8 Luc -testissd. Thmisen makrofagin
kaltaiseen THP-1-solulinjaan transfektoitiin SLO- ja SLR-lusiferaasigeenit IL-8:n ja
GAPDH:n promoottorien sddteleméana.
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YK:n  maailmanlaajuisesti  yhdenmukaistettu = kemikaalien  luokitus- ja
merkintijirjestelméd (United Nations Globally Harmonized System of Classification
and Labelling of Chemicals, UN GHS): Tassi jarjestelmaissa kemikaalit (aineet ja seokset)
luokitellaan vakioitujen fysikaalisten seka terveys- ja ympéristovaarojen tyyppien ja tasojen
mukaisesti, ja niille osoitetaan vaaraviestinndn tunnukset, kuten kuvamerkit, huomiosanat,
vaaralausekkeet, turvalausekkeet ja turvatiedotteet, jotta voidaan vélittdd tietoa kemikaalien
haittavaikutuksista thmisten (esimerkiksi tyonantajien, tyontekijoiden,
kuljetushenkilokunnan, kuluttajien ja pelastushenkiloston) ja ympériston suojelemiseksi
(21).

UVCB-aineet: Koostumukseltaan tuntemattomat tai vaihtelevat aineet, kompleksit
reaktiotuotteet tai biologiset materiaalit.

Validi testimenetelmi: Testi, jonka katsotaan olevan riittivan relevantti ja luotettava
tiettyyn tarkoitukseen ja joka perustuu tieteellisesti vakaisiin periaatteisiin. Mitdén testid ei
voida koskaan pitdd absoluuttisesti validoituna vaan ainoastaan validoituna suhteessa
maaritettyyn tarkoitukseen.
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Liséiys 3.2

LUSIFERAASIAKTIIVISUUDEN MITTAUSPERIAATE  JA OPTISEN
SUODATTIMEN TRANSMISSIOKERTOIMIEN MAARITTAMINEN SLO:TA JA
SLR:AA VARTEN

MultiReporter-testijarjestelmad (Tripluc) voidaan kayttdd sellaisen mikrolevytyyppisen
luminometrin kanssa, jossa on monivarinen havaintojarjestelma ja johon voidaan liittaa
optinen suodatin (esim. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar
LB941 (Berthold)). Mittauksessa kéytettidva optinen suodatin on 600—-620 nm:n yli- tai
alipaastosuodatin tai 600—700 nm:n kaistanpaastosuodatin.

Kaksiviristen lusiferaasien mittaaminen optisella suodattimella.

Tassd esimerkissd kaytettava laite on Phelios AB-2350 (ATTO). Tassd luminometrissd
on 600 nm:n ylipaistosuodatin (R60 HOYA Co.), 600 nm:n ylipdastosuodatin 1)
SLO:n (Amaks. = 580 nm) ja SLR:n (Amaks. = 630 nm) luminesenssin jaottelemiseen.

Jotta voidaan mairittda 600 nm:n ylipddstosuodattimen transmissiokertoimet, mitataan
puhdistettuja SLO- ja SLR-lusiferaasientsyymejd kayttamalla 1) SLO:n ja SLR:n
bioluminesenssin intensiteetti ilman suodatinta (F0), 1) SLOmn ja SLR:n
bioluminesenssin intensiteetti, joka lapaisi 600 nm:n ylipdédstosuodattimen (suodatin 1)
ja 1) lasketaan 600 nm:n ylipadstosuodattimen transmissiokertoimet SLO:lle ja
SLR:1le jaljempiana selostetun mukaisesti.

Transmissiokerroin Lyhenne Madritelma
Suodatin 1 Suodatjtlrr}en .
SLO . . KOreo transmissiokerroin
Transmissiokerroin ]
SLO:lle
Suodatin 1 Suodatj[m_len )
SLR .. . KRreo transmissiokerroin
Transmissiokerroin ]
SLR:lle

Jos testindytteen SL.O:n ja SLR:n intensiteetti madritetdadn kirjaimilla O ja R, 1) valon
intensiteetti ilman suodatinta (optinen) FO ja ii) valon intensiteetti, joka siirtyy 600
nm:n ylipddstosuodattimen 14pi (suodatin 1) F1, kuvataan jaljempédnd selostetun
mukaisesti.

FO=0O+R
F1=xOre0 x O + kRreo x R

Néama kaavat voidaan ilmaista myds nain:
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<F0> ( 1 1 ><O>
F1 KOpso  KRpso/ \R

O- ja R-arvo lasketaan kayttamalla laskettuja transmissiokertoimia (kOgreo ja KRreo) ja
mitattuja FO- ja F1-arvoja seuraavasti:

<O> < 1 1 >_1<FO>
R KOpeo  KRpeo F1

Transmissiokertoimen méirittimisessd tarvittavat materiaalit ja kiytettiviit
menetelmét

1) Reagenssit
Yksittdiset puhdistetut lusiferaasientsyymit:

Kylmakuivattu puhdistettu SLO-entsyymi
Kylmékuivattu puhdistettu SLR-entsyymi

(joille on saatu validointitiedot GPC Lab. Co. Ltd:ltd Tottorista Japanista THP-G8-
solulinjan kanssa)

Testireagenssi:

Tripluc®-lusiferaasitestin reagenssi (toimittaja esimerkiksi TOYOBO, luettelonro
MRA-301)

Kasvatusliuos: Lusiferaasitestille (30 ml, sdilytys 2—8 °C)

Loppupit. )
. . Tarvittava
Reagenssi Pit. kasvatus- s
. maard
liuoksessa
RPMI-1640 | - - 27 ml
FBS - 10 % 3ml

2) Entsyymiliuoksen valmistus

Liuota kylmékuivattu puhdistettu lusiferaasientsyymi putkessa lisdadmallda 200 pl
Tris/HCl:44 (10 ~ 100 mM) tai Hepes/HCl:44 (pH 7,5 ~ 8,0), jota on tdydennetty 10
prosentilla (paino/tilavuus) glyserolia. Jaa entsyymiliuos 10 pl:n alikvootteihin 1,5 ml:n
kertakdyttoputkiin ja laita ne pakastimeen -80 °C:seen. Pakastettua entsyymiliuosta
voidaan kayttda enintddn kuusi kuukautta. Kun liuosta tarvitaan, lisdd jokaiseen
entsyymiliuosta (laimennettu entsyymiliuos) sisdltavdadn putkeen 1 ml lusiferaasitestin
kasvatusliuosta (RPMI-1640, sis. 10 % FBS:34) ja laita ne jddhauteeseen
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deaktivoitumisen estdmiseksi.
3) Bioluminesenssin mittaaminen

Sulata Tripluc®-lusiferaasitestin reagenssi (Tripluc) ja sdilyta sitd huoneenlampotilassa
joko vesihauteessa tal ympéaroivan ilman lampotilassa. Kytke luminometriin virta 30
minuuttia ennen mittauksen aloittamista, jotta valomonistin ehtii stabiloitua. Laita 100
ul laimennettua entsyymiliuosta mustalle 96-kuoppaiselle levylle (tasapohja) (SLO-
vertailundyte kuoppiin B1, B2, B3 ja SLR-vertailunayte kuoppiin D1, D2, D3). Laita
sen jdlkeen pipetilld 100 pl esilimmitettyd Triplucia levyn jokaiseen kuoppaan, joka
sisaltdd laimennettua entsyymiliuosta. Ravista levyd noin 10 minuuttia
huoneenlampétilassa (noin 25 °C) levyravistelijaa kayttden. Poista kuplat, jos niitd
ilmaantuu kuopissa oleviin liuoksiin. Aseta levy luminometriin ja mittaa
lusiferaasiaktiivisuus. Bioluminesenssia mitataan 3 sekuntia sekd optista suodatinta
kayttamatta (FO) etta sitd kayttaen (F1).

Optisen suodattimen transmissiokerroin laskettiin néin:

Transmissiokerroin (SLO (kOre0))= (F1:n B1 + Fl1:n B2 + F1:n B3) / (FO:n B1+ FO:n
B2 + FO:n B3)

Transmissiokerroin (SLR (kOreo))= (F1:n D1 + F1:n D2 + Fl:n D3) / (FO:n D1+ FO:n
D2 + F0:n D3)

Laskettuja transmissiokertoimia kaytetdan kaikkiin mittauksiin, jotka tehddan samalla
luminometrilla.

Laitteiden laadunvalvonta

IL-8 Luc -protokollassa kuvattuja menettelyja on kaytettava (18).
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PATEVYYDEN OSOITTAMISEEN TARKOITETUT AINEET
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Ennen kuin laboratorio alkaa kayttdd tata testimenetelmdd B.71 koskevassa lisdyksessa
kuvattua testid rutiininomaisesti, sen pitdd osoittaa tekninen péatevyytensd saamalla
odotuksenmukainen ennuste IL-8 Luc -testistd kymmenelle taulukossa 1 suositellulle
patevyyden osoittamiseen tarkoitetulle aineelle ja saamalla arvot, jotka ovat vastaavilla
viitealueilla, ainakin kahdeksalle kymmenestd pitevyyden osoittamiseen tarkoitetusta
aineesta (jotka on wvalittu edustamaan ihon herkistymisvaarojen vastealuetta). Muita
valintaperusteita ovat, ettd aineiden on oltava kaupallisesti saatavilla ja ettd saatavilla on
korkeatasoisia in vivo- ja in vitro -vertailutietoja, jotka on tuotettu IL-8 Luc -testilla. Myos

IL-8 Luc -testistd on saatavana julkaistuja vertailutietoja (6) (1).

Taulukko 1: Suositellut aineet IL-8 Luc -testid koskevan teknisen patevyyden osoittamiseksi

- Liukoisuus IL-8 Luc - Viitealue
Pitevyyden X- In vivo - ennuste? (ug/ml)?
osoittamiseen CAS-nro  Olomuoto et 1
tarkoitetut aineet VIVO15:ssi, ennuste Vo5 IL-8 Luc

pit. 20 mg/ml MIT?
24- Herkistdva
1. . . 97-00-7 Kiinted  Liukenematon (erittdin Positiivinen ~ 2,3-3,9 0,5-2,3
dinitroklooribentseeni X
voimakas)
Formaldehydi 50-00-0 Neste Livukoinen Her.klstava Positiivinen 9-30 4-9
(voimakas)
2-merkaptobentsotiatsoli ~ 149-30-4 Kiinted  Liukenematon Herklst.ava Positiivinen ~ 250-290 60-250
(kohtalainen)
T L Herkistdva e
Etyleenidiamiini 107-15-3 Neste Liukoinen . Posititvinen  500-700 0,1-0,4
(kohtalainen)
Etyleeniglykolidimeta- . Herkistdva .
krylaatti 97-90-5 Neste Livkenematon (heikko) Positiivinen  >2 000 0,04-0,1
4-allyylianisoli 140-67-0  Neste  Livkenematon ~ oOSVE  piGiivinen 2000 0,01-0,07
(estragoli) (heikko)
Streptomysiinisulfaatti 3810-74-0  Kiinted Livkoinen = Herkistdmaton Negatiivinen >2 000 >2 000
Glyseroli 56-81-5 Neste Livkoinen = Herkistdmaton Negatiivinen >2 000 >2 000
Isopropanoli 67-63-0 Neste Livukoinen Herkistdimdton Negatiivinen  >2 000 >2 000

Lyhenteet: CAS-nro = Chemical Abstracts Service -rekisterinumero.

! In vivo potenssi on saatu kiyttamilla ECETOC:n esittami kriteereja (19).

2 Aikaisemmin saatujen arvojen perusteella (1) (6).

3 CV05 ja IL-8 Luc MIT laskettiin kiiyttiméilli EPI Suite TM:114 saatua vesiliukoisuutta.
* CV05: pienin pitoisuus, jolla kemikaalien Inh-GAPLA-arvo on alle 0,05.

> MIT: pienin pitoisuus, jolla positiivisen tuloksen perusteet tiyttyvit kemikaalin osalta.
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Lisfys 3.4

SUHDELUVUT JA ARVIOINTIPERUSTEET
nILSLA (nSLO-LA)

I-pitoisuuden (1 = 0-11) j:s toisto (j = 1-4) mitataan IL8LA-arvolle (SLO-LA) ja GAPLA-
arvolle (SLR-LA). Normalisoitu IL8LA, josta kéytetdén lyhennettd nILSLA (nSLO-LA),
maaritetddn ndin:

Tama on mittauksen perusyksikko tassa testissa.
Ind-IL8SLA (FInSLO-LA)

Keskimadraisen nIL8LA:n (nSLO-LA) induktiokerroin, joka koskee i:nnen pitoisuuden
toistoa verrattuna sithen O-pitoisuuden yhteydessd (Ind-IL8LA), on tédrkein luku tdssa
testissd. Tama suhde saadaan seuraavalla kaavalla:

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

Johtava laboratorio on ehdottanut, ettd arvo 1,4 vastaa positiivista tulosta testatulle
kemikaalille. Tama arvo perustuu johtavan laboratorion aikaisempien tietojen tarkasteluun.
Aineistonhallintaryhma kéytti tata arvoa sittemmin kaikissa validointitutkimuksen vaiheissa.
Tarkein tulos, Ind-IL8LA, on kahden aritmeettisen keskiarvon suhde, kuten yhtilo osoittaa.

95 prosentin luottamusvili (95 % CI)

Suhdelukuun perustuvalla 95 prosentin luottamusvalilla (95 % CI) voidaan arvioida
taman tarkeimman tulosluvun tarkkuutta. Jos 95 prosentin luottamusvilin alaraja on > 1, se
osoittaa, ettd i:nnenteen pitoisuuteen littyvd nlL8LA on huomattavasti suurempi kuin
ltuotinkontrollilla saatu arvo. On monia tapoja laskea 95 prosentin luottamusvéli. Téssé
tutkimuksessa olemme kéyttineet Fiellerin teoreema -nimisti menetelmdd. Tamid 95
prosentin luottamusvili -teoreema saadaan seuraavalla kaavalla:

—B —VvB? —4AC —B + VvB? — 4AC
2A ’ 2A ’

jossa
Sdz Sdz-
= 2 0 _ = = =2 2 y1 —
A= X% —t9750m) X N B=-2XXX5y, C=y - to.975() X n_’and ng =4,

y1

Xo = (1/ng) X ¥;nIL8LAy;, sd3 = {1/(ny — 1)} x X;(nIL8LA,; — 20)2,
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ny =4, §; = (1 /nyi) X Zj(nIL8LAij), sd§i ={1 /(myj - 1)} x zj(mLSLAij - yi)z.

ty475,) On keskeisen t-jakauman 97,5-persentiili ja yy on vapausaste, jossa

V= (no * Nyj ) / {( ng ) /(no D+ Ny /(nyi 1) .
Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Inh-GAPLA on keskiméardisen GAPLA-arvon (SLR-LA) suhde i:nnen pitoisuuden toistoon
verrattuna liuotinkontrollin arvoon, ja se lasketaan néin:

Inh — GAPLA; = {(1/4) X X%; GAPLA;;}/{(1/4) X %; GAPLA;}.
Koska GAPLA on nlIL8LA:n nimittdjd, erittdin pieni arvo atheuttaa suurta vaihtelua

nIL8LA-arvoissa. Sen vuoksi Ind-IL8LA-arvot, joihin liittyy erittdin pieni Inh-GAPLA-arvo
(alle 0,05), on syytd tulkita huonoksi tarkkuudeksi.
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Liséys 3.5

KEMIKAALIEN LIUOTTAMISMENETELMAT IL-8 LUC -TESTISSA.

a) Kemikaalit, jotka liukenevat X-VIVO™ 15:een pitoisuudella 20 mg/ml
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Jos kemikaali liukenee X-VIVOTM 15:een (1.

ajo) Laimennusk enoin 5
20 mg/ml Varastoliuos (4
Laimennuskerroin 2 mg/mi)
uuuuuuuuuHuQ
mg/m mg/
------------------------- 2mg/ml

l, Lisaa 96-buoppaisen levyn solususpensioon (S0 pl: 50 pl}

HHHHHHHHHHHH

05 mg'mi 2mgm
1 mg/ml

CV0S; pienin pitoisuus, jolla Inh-GAPLA on <0,05
{varastoliuoksen pitoisuus x 1 /laimennuskerroin (X))

Imgmi 4 mg/ml
oSmg'mi 2 mg/mi

2., 3. tai 4. 3jo

La imenn a

™ . 4x V05 (4« varastoliuoksen
- -kontroll
SN0 Ll ckontch Laimennuskerroin 1,5 pitoisuus x 1/X}

TR TR ¥

Usays 96-kuappaisen levyn soluihin (50 pl: 50 )
2xCV05

T |
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b) Kemikaalit, jotka eivat liukene X-VIVOTM 15:een pitoisuudella 20 mg/ml

Jos kemikaali ei liukene X-VIVOTM 15:een - '
. Schoita ja
(1. 3jo) 20 mg/rr sentrifugol 1 Supernatantti
A dilution factor of 2 (varastoliuos)

HHHHHHHHHHH*

xmoz-: 1256
X1/512 x1l128 x1/32

JLisas96- kuoppansen Ievyn solususpensioon (50 pl: sopu)

e ] e e e e el el e ]

x112048 x1/512 x1/128 x1/32 x1/8 . 3
x1/1024 X1/256 X1/64 X116 X1/4 Lopullinen laimennos

”

"~
]

CVO5; prerin pitoisuus, jolla Inh-GAPLA on <0,05
_{varastoliuoksen pitoisuus x 1 Aaimennuskerroin (X))

Inh-GAPLA

. w
- -

&
s

Lo
w

{oppupitonuas 2, 3. 9 4 kokeessa

x1/2048 =l V8 xR
0 xV1024 1/% xV16 (v
2.,3.tai 4. ajo E T ——
Laimenna
X-VIVO™ 15 -kontrolfi 1x 4x CVOS' (‘1.x varastolivoksen
Laimennuskerroin 1,5 pitoisuus x 1/X)

e b b e e b e b

Lisdys 96-kuoppaisen levyn soluthin (50 ul: 50 )

b b e e b e b e
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Lisflys 3.6

4-NBB:N LIUOTTAMISMENETELMA 1IL-8 LUC -TESTIN POSITIIVISTA
KONTROLLIA VARTEN.

Positiivinen kontrolli: 4-NBB (ei liukene X-VIVO™ 15:een) [

Laimennuskerroin 4

— | —)

Sekoita ja
sentrifugoi Supernatantti
20 mg/mid : P 1 x1/al]
Laimennus kertoimella 2_]
%
1/16 1/4
xvivo™1s. X180 x1/en x1/AU
kontrolli

Lisdys 96-kuoppaisen levyn
l soluihin (50 pl : 50 pl) A

I_l

X-VIVO™15.  x1/320 x1/160 x1/80]
kontrolli

29
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9) Lisatiadn C osaan seuraavat luvut:

”C.52  MEDAKALLA TEHTAVA PIDENNETTY YHDEN SUKUPOLVEN
LISAANTYMISTESTI

JOHDANTO

1.

Tama testimenetelmd vastaa OECD:n testiohjetta (TG) 240 (2015). Medakalla tehtavissa
pidennetyssd yhden sukupolven lisadantymistestissi (MEORG-testi) kuvataan laaja
testimenetelmd, joka perustuu kalojen altistamiseen useiden sukupolvien ajan. Testista
saadaan oleellista tietoa kemikaalien aiheuttamien ympéristoriskien ja muiden riskien
arviointiin, myos hormonaalisten haitta-aineiden osalta. Medakalla tehtdvéssd pidennetyssa
yhden sukupolven lisddntymistestissd altistusta jatketaan kuoriutumiseen (kaksi viikkoa
hedelmoittymisen jidlkeen) saakka toisessa sukupolvessa (F2). Lisda tutkimusta tarvitaan
sen hyodyllisyyden perustelemiseksi, ettd F2-sukupolven tutkimusta jatkettaisiin
kuoriutumisen jédlkeen; talla hetkelld tietoa on liian véhdn, jotta voitaisiin laatia
asianmukaiset ehdot tai perusteet F2-sukupolven tutkimuksen pidentdmiselle. Téata
testimenetelmdd voidaan kuitenkin piivittdd uusien tietojen ja tutkimustulosten myota.
Ohjeet esimerkiksi F2-sukupolven tutkimuksen pidentdmisestd lisddntymisen osalta voivat
olla  hyodyllisia  tietyissdé  olosuhteissa  (esimerkiksi  kemikaalit,  joiden
biokertyvyyspotentiaali on suuri tai jos on merkkejd sukupolvien vilisistd vaikutuksista
muissa taksoneissa). Tatd testimenetelmad voidaan kayttdd kemikaalien ja myds
mahdollisten hormonaalisten haitta-aineiden mahdollisten pitkdaikaisten, kaloihin
kohdistuvien vaikutusten arvioinnissa. Menetelmissd keskitytidn  ensisijaisesti
mahdollisiin populaation kannalta merkityksellisiin vaikutuksiin (ts. eloonjaamiseen,
kehitykseen, kasvuun ja lisddntymiseen kohdistuviin haittavaikutuksiin), jotta voidaan
laskea NOEC-arvo (No Observed Effect Concentration, pitoisuus, joka ei aiheuta
havaittavaa vaikutusta) tai ECx-arvo (Effect Concentration, vaikuttava pitoisuus). On
kuitenkin syyta todeta, ettd ECx-arvoon perustuvat lahestymistavat soveltuvat vain harvoin
tamantyyppisiin laajoihin tutkimuksiin, joissa testipitoisuuksien mairdn lisdaminen halutun
ECx-arvon mééarittdmiseksi voi olla epakaytannollistd, ja se voi atheuttaa myos merkittdvia
huolenaiheita eldinten hyvinvoinnista, koska niissd tarvitaan paljon koe-eldimid. Muut
testimenetelmét voivat olla sopivampia sellaisille kemikaaleille, jotka eivit edellytd usean
sukupolven mittaista arviointia tai jotka eivét ole mahdollisia hormonaalisia haitta-aineita
(1), Medaka on tarkoituksenmukainen laji kaytettavaksi tidsséa testimenetelméssd, koska sen
elinkaari on lyhyt ja koska on mahdollista madrittdd sen geneettinen sukupuoli (2), jota
pidetddn tiarkednd seikkana tdssd testimenetelmidssd. Tédssd menetelmdssda kuvatut
menettelyt ja tarkkailtavat paitetapahtumat koskevat pelkastian medakaa. Muut pienet
kalalajit  (esimerkiksi seeprakala) voivat soveltua kéytettiviksi samanlaisen
testiprotokollan yhteydessa.
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2. Tassd testimenetelmédssa mitataan useita biologisia padtetapahtumia. Pddpainopiste on
mahdollisissa populaation kannalta merkityksellisissd parametreissa, joita ovat esimerkiksi
eloonjdaminen, kokonaiskehitys, kasvu ja lisddntyminen. Jotta saadaan mekanistista tietoa
ja voidaan todeta yhteys muiden kenttd- ja laboratoriotutkimusten tulosten valilld, kun
kemikaalin  mahdollisesta hormonitoimintaa  héiritsevastd  vaikutuksesta  (kuten
androgeenisesta tai estrogeenisesta aktiivisuudesta muissa testeissad ja maarityksissd) on a
posteriori -nayttod, hankitaan myos muuta hyodyllistda tietoa mittaamalla vitellogeniinin
(vtg) mRNA (tai vitellogeniiniproteiini, VIG) sekd geneettiseen sukupuoleen liittyvat
fenotyyppiset sekundaariset sukupuoliominaisuudet ja arvioidaan histopatologiaa. Jos
testikemikaalin tai sen metaboliittien ei oleteta olevan hormonaalisia haitta-aineita, naita
toissijaisia padtetapahtumia ei valttamatta ole tarpeen mitata, ja sellaiset tutkimukset, joissa
tarvitaan vihemmén resursseja ja koe-eldimié, voivat olla tarkoituksenmukaisempia (1).
Tassd testimenetelméssd kaytetyt madritelmat on selostettu lisdyksessd 1.

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT JA RAJOITUKSET

3. Tamidn melko monimutkaisen testin validoinnissa testattiin vdhdn kemikaaleja, ja
validointiin osallistui vain muutama laboratorio. Sen vuoksi on oletettavaa, ettd kun
saatavilla on riittdavd maard tutkimuksia, joilla voidaan vahvistaa timan rakenteeltaan
uudenlaisen tutkimuksen vaikutus, tdméd testimenectelmd arvioidaan ja sitd muutetaan
tarvittaecssa kertyneen kokemuksen perusteella. Tietoja voidaan kayttda OECD:n
hormonaalisten haitta-aineiden testaamista ja arviointia koskevan toimintamallin tasolla 5
(3). Testin alussa sukukypsat kalat (sukupolvi FO) altistetaan testikemikaalille
lisddntymisvaiheessa.  Altistusta  jatketaan  Fl-sukupolven osalta kehitys- ja
lisddntymisvaiheeseen ja F2-sukupolven osalta kuoriutumisvaiheeseen. Ndiin testissa
voidaan arvioida sekd rakenteellisia ettd aktivaatioon perustuvia endokriinisid reitteja.
Endokriinisten pdatetapahtumien tulkinnassa voidaan soveltaa nédyttoon perustuvaa
lahestymistapaa.

4. Testissd on oltava rittdva médra yksiloitd, jotta lisddntymisen kannalta merkityksellisten
paitetapahtumien arvioinnin voima on riittdva (ks. lisdys 3). Samalla on kuitenkin
huolehdittava siitd, ettd testissd kaytetdan mahdollisimman vihidn koe-eldaimia eldinten
hyvinvointiin liittyvistd syistd. Kaytettavien koe-eldinten suuren méaran vuoksi on tarkeda
arvioida testin tarpeellisuus huolellisesti sithen ndhden, ettd olemassa olevat
tutkimustulokset voivat jo siséltdd oleellista tietoa monista timin MEORG-testin
paatetapahtumista. Taltd osin OECD:n kaloihin kohdistuvan myrkyllisyyden testausta
koskevista toimintaohjeista (1) voi olla apua.
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5. Testimenetelma on suunniteltu ensisijaisesti erottelemaan yhdesta ainesosasta koostuvan
aineen vaikutukset. Jos seoksen testaaminen on kuitenkin tarpeen, on arvioitava, saadaanko
testista hyvaksyttivia tuloksia aiottuun saantelytarkoitukseen.

6. Ennen testin aloittamista tutkimuksen tekijdlla on oltava tietoa testikemikaalin fysikaalis-
kemiallisista ominaisuuksista. Tdmd on tdrkedd etenkin siksi, ettd voidaan valmistaa
vakaita kemikaaliliuoksia. Lisdksi tarvitaan rittdavan herkka analyysimenetelma
testikemikaalien pitoisuuksien varmentamiseen.

TESTIN PERIAATE

7. Testi aloitetaan altistamalla sukukypsistd koiras- ja naaraskaloista (vahintddn 12 vitkkoa
hedelmoittymisen jalkeen) koostuvat lisddntymisparit testikemikaalille kolmeksi viikoksi,
jona aikana sitd annostellaan vanhemman sukupolven (F0) organismiin kemikaalin
toksikokineettisen kayttdytymisen mukaisesti. Mahdollisimman ldhelld neljannen viikon
ensimmdistd pdivdd kerdtddn munat, joista syntyy Fl-sukupolvi. F1-sukupolven
kehittymisen aikana (yhteensd 15 viikkoa) arvioidaan kuoriutumista ja eloonjéadmista.
Lisdksi kaloista otetaan ndytteet 9-10 viikolla hedelmoittymisen jdlkeen kehitykseen
liittyvien paatetapahtumien tutkimiseksi, ja kutemista arvioidaan kolmen viikon ajan
hedelmoittymisen jalkeisilla viikoilla 12-14. F2-sukupolvi luodaan kolmannen viikon
jalkeen lisddntymisen arvioinnista, ja sitd kasvatetaan sithen saakka, kunnes kuoriutuminen
on tapahtunut.

TESTIN VALIDITEETTIKRITEERIT
8. Testin validiteettiin sovelletaan seuraavia kriteereja:

- Liuenneen hapen pitoisuus on oltava > 60 prosenttia ilman kylldstysarvosta koko testin
ajan.

- Veden keskimaéraisen lampétilan on oltava 24-26 °C koko tutkimuksen ajan. Yksittdisten
akvaarioiden lyhytaikaiset poikkeamat tistd keskiarvosta saavat olla enintéén 2 °C.

- Kummankin sukupolven (FO ja F1) kontrollien keskimé&iréisen fekunditeetin on oltava
suurempi kuin 20 munaa paria kohti paivissi. Kaikkien arviointijakson aikana tuotettujen
munien hedelmallisyyden on oltava enemmén kuin 80 prosenttia. Lisaksi 16 parin
suositelluista 24 kontrolliparista (> 65 prosenttia) tulisi tuottaa enemman kuin 20 munaa
paria kohti pdivassa.

- Kontrollipareilla munien kuoriutumisasteen on oltava > 80 prosenttia (keskiarvo)
(kummassakin sukupolvessa, F1 ja F2).
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F1-sukupolven osalta kuoriutumisen jéalkeisen eloonjdaneisyyden kolmannelle
hedelmoittymisen jalkeiselle viikolle ja siitd ldhtien tutkimuksen paattymiseen saakka (ts.
15. viikko hedelméittymisen jélkeen) on oltava > 80 prosenttia (keskiarvo) ja> 90
prosenttia (keskiarvo) vastaavissa kontrolleissa (F1).

Saatavilla on oltava tietoja, jotka osoittavat, ettd testikemikaalin pitoisuudet liuoksessa
ovat olleet + 20 prosenttia keskimadraisistd mitatuista arvoista.

Veden lampoétilan osalta (vaikka se ei  olekaan validiteettikriteeri) kdsittelyn
rinnakkaisndytteet eiviat saa erota toisistaan tilastollisesti, kuten eivdt myoskddn testin
kasittelyryhmat (paivittdaisten lampotilamittausten perusteella ja hetkellisid poikkeamia
huomioon ottamatta).

Vaikka suuremmissa pitoisuusryhmissd voi olla havaittavissa lisdéantymiskyvyn
heikkenemistd, lisaantymisen on kuitenkin oltava riittdvdd vahintddan kolmanneksi
suurimman pitoisuuden ryhmaéssi ja kaikissa sitd pienemmain pitoisuuden ryhmissd FO-
sukupolvessa, jotta kuoriutumisinkubaattorit olisivat tarpeeksi tédysid. Lisdkst F1-
sukupolven kolmanneksi suurimman pitoisuuden ryhméssa ja sitd pienemman pitoisuuden
altistusryhmissd on oltava riittdviasti eloonjaaneitd alkioita, jotta paatetapahtumaa voidaan
arvioida poikasvaiheen ndytteenotossa (ks. 36 ja 38 kohta ja lisdys 9). Fl-sukupolven
toiseksi suurimman pitoisuuden ryhmaissd kuoriutumisen jilkeisen eloonjdéneisyyden on
taytettdva vdhimmaisvaatimus (~20 %). Nami eivat ole varsinaisia validiteettikriteereja,
vaan suosituksia, jotta voidaan laskea pitdvat NOEC-arvot.

Jos havaitaan poikkeama testin validiteettikriteereistd, sen vaikutukset testitulosten
luotettavuuteen on otettava huomioon, ja ndma poikkeamat ja nithin liittyvét niakokohdat
on siséllytettava testiraporttiin.

MENETELMAN KUVAUS

Laitteisto

11.

Vesi

Tavalliset laboratoriolaitteet ja erityisesti seuraavat:

a)  happi- ja pH-mittarit
b) laitteet veden kovuuden ja eméksisyyden mittaamiseen
c) asianmukaiset laitteet lampotilan sddt6on ja mieluiten sen jatkuvaan seurantaan

d)  kemiallisesti inertistd materiaalista valmistetut sailiét, jotka ovat riittdvan suuria
suhteessa suositeltuun kalamadradn ja kalatiheyteen (ks. lisdys 3)

e)  riittdvan tarkka vaaka (tarkkuus + 0,5 mg).
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Testissd voidaan kayttad mitd tahansa sellaista vettd, jossa testilaji elda ja kasvaa sopivan
kauan. Veden laadun pitdisi pysyd vakiona testin ajan. Sen varmistamiseksi, ettei
laimennusvesi vaikuta litkaa testituloksiin (esimerkiksi kompleksoimalla testikemikaalia)
tai haitallisesti siitoskalakannan vointiin, on otettava sadnnollisin véliajoin néytteita
madrityksia varten. Raskasmetallit (esim. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), tarkeimmat anionit ja
kationit (esim. Ca?’, Mg?*, Na", K', CI, SO.?), torjunta-aineet, orgaanisen hiilen
kokonaispitoisuus ja suspendoituneet kiintedt aineet on mitattava esimerkiksi kuuden
kuukauden vilein, jos laimennusveden laadun tiedetddan olevan suhteellisen vakio.
Lisayksessd 2 luetellaan joitakin  hyvéksyttivan laimennusveden kemiallisia
ominaisuuksia. Veden pH:n on oltava vililla 6,5-8,5, mutta kunkin testin aikana se ei saa
vaihdella enempéd kuin + 0,5 pH-yksikkoa.

Altistusjirjestelmi

13.

Altistusjdrjestelmén rakennetta ja kaytettivid materiaaleja ei ole madritetty tarkasti.
Testjjarjestelman rakentamisessa on kéytettdva lasia, ruostumatonta terdstd tai muita
kemiallisesti inertteja materiaaleja, eikd jarjestelmd ole saanut kontaminoitua edellisissd
testeissd. Tahdn testiin hyvin sopiva altistusjarjestelmé voi olla esimerkiksi laitteisto, jossa
on jatkuva lapivirtaus (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13).

Testiliuokset

14. Testikemikaalin  varastoliuosta on laitettava altistusjarjestelmadn asianmukaisella

15.

pumpulla. Varastoliuoksen virtausnopeus on kalibroitava testilivosten analyyttisten
vahvistusten perusteella ennen altistumisen aloittamista, ja se on tarkistettava
volymetrisesti sddnnollisin viliajoin testin atkana. Kunkin kammion testiliuoksen on
vaihduttava asianmukaisesti (esim. tilavuuden on vaihduttava vahintdan S ja enintdan 16
kertaa pidivassd tai virtauksen on oltava vdhintddn 20 ml/min) sen mukaan, millainen on
testikemikaalin stabiilius ja veden laatu.

Halutun pitoiset testiliuokset valmistetaan varastoliuoksesta laimentamalla. Varastoliuos
tulee valmistaa mieluiten vain sekoittamalla tai ravistamalla testikemikaali
laimennusveteen mekaanisin  menetelmin (ts. sekoittamalla ja/tai ultraddnelld).
Saturaatiopylvditd/-jarjestelmid tai passiivisia annostelumenetelmida (14) voi kayttda
riittdvan védkevdn varastoliuoksen valmistamiseksi. Liuottimien tai kantaja-aineiden
kayttod on pyrittdva valttamaan kaikin keinoin, koska 1) tietyt liuottimet voivat aiheuttaa
toksisuutta ja/tai ei-toivottuja tai odottamattomia vasteita, 2) kemikaalien testaaminen
niiden vesiliukoisuuden ylittdvand méadrand (kuten voi usein olla liuottimien kayton
yhteydessd) voi johtaa vaikuttavien pitoisuuksien epdtarkkoihin maérityksiin, 3)
livottimien kaytto pidempiaikaisissa testeissd voi johtaa huomattavaan biokalvon
muodostumiseen, joka liittyy mikrobien toimintaan ja voi vaikuttaa ymparistoolosuhteisiin
ja altistuspitoisuuksien sdilymiseen, ja 4) jollei ole aikaisempia tietoja, jotka osoittavat,
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ettet  liuotin  vaikuta  tutkimuksen tulokseen, liuottimien kaytto  edellyttda
livotinkontrollikdsittelyd, milla on eldinten hyvinvointiin liittyvid seurauksia, koska testin
tekemiseen tarvitaan lisdad koe-elaimid. Vaikeasti testattavien kemikaalien yhteydessa
livotinta voidaan kayttdd viimesijaisena keinona, ja paras menetelmd on madritettava
OECD:n ohjeasiakirjan nro 23 (Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and
Mixtures) perusteella. Liuotin valitaan testikemikaalin kemiallisten ominaisuuksien ja sen
perusteella, onko liuottimen kaytostd saatavana aikaisempia tietoja. Jos liuottimia
kaytetdan kantaja-aineena, asianmukaiset liuotinkontrollit on arvioitava muiden
(negatiivisten) kontrollien liséksi, jotka eivit ole liuottimia (pelkkd laimennusvesi). Jos
livottimen kéyttdo on vilttamatontd ja mikrobitoimintaa (biokalvon muodostumista)
ilmenee, on suositeltavaa kirjata/ilmoittaa biokalvon muodostumista koskevat tiedot
sédiliotd kohti (vdhintdan viikoittain) koko testin ajan. Ihannetapauksessa liuotinpitoisuus
olisi pidettavd vakiona liuotinkontrollissa ja kaikissa testikisittelyissd. Jos liuottimen
pitoisuus ei pysy vakiona, liuotinkontrollissa on kéytettavd testikdsittelyn suurinta
liuotinpitoisuutta. Jos kaytetddn liuotinta kantaja-aineena, suurin liuotinpitoisuus saa olla
100 pl/l tai 100 mg/1 (15), mutta livotinpitoisuus on suositeltavaa pitad mahdollisimman
pienend (esim. < 20 pl/l), jotta viltetddn livottimen mahdollinen vaikutus mitattuihin
paatetapahtumiin (16).

Koe-eldiimet

Kalojen valinta ja hoito

16.

17.

Testilajiksi on valittu medaka (Oryzias latipes) sen lyhyen elinkaaren ja geneettisen
sukupuolen madarittamismahdollisuuden vuoksi. Vaikka muut pienet kalalajit voivat
soveltua kaytettdvaksi samanlaisen testiprotokollan yhteydessd, tdssd testimenetelméassa
selostetut menetelmat ja tarkkailtavat paatetapahtumat koskevat pelkédstdan medakaa (ks. 1
kohta). Medakan on jo osoitettu lisddntyvan vankeudessa; sen kasvattamismenetelmia on
julkaistu (17) (18) (19), ja saatavana on tietoja lyhyen aikavilin kuolleisuutta sekid
elinkaaren alkuvaihetta ja koko elinkaarta kasittelevista testeistd (5) (6) (8) (9) (20). Kaloja
on pidettava olosuhteissa, joissa on 16 h valoisaa ja 8 h pime&s. Kaloja ruokitaan elavilla
suolalehtijalkaisten (Artemia spp.) naupliusasteen toukilla, ja tarvittaessa ruokintaa
voidaan tdydentdd kaupallisesti saatavalla hiutaleruoalla. Kaupallisesti saatava
hiutaleruoka on analysoitava sdannollisesti kontaminanttien varalta.

Kunhan noudatetaan asianmukaisia eldintenhoitokédytant6ja, erityistd kasvatusprotokollaa
el tarvita. Medakaa voidaan kasvattaa esimerkiksi kahden litran s#ilicissd siten, ettd
yhdessa sailiossd on 240 kalanpoikasta neljanteen hedelmoittymisen jalkeiseen viikkoon
saakka. Sen jdlkeen niitd kasvatetaan 10 kalan erissd kahden litran sdiliotd kohti
kahdeksanteen hedelmoittymisen jdlkeiseen viitkkoon saakka, jolloin ne siirretddn
lisdédntymispareiksi kahden litran séilidihin.
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Totuttautumisvaihe ja kalojen valinta

18.

19.

20.

21.

Testikalat on valittava yhdesta laboratoriokannasta, jota on pidetty vihintdan kaksi vitkkoa
ennen testid samanlaatuisessa vedessd ja samanlaisissa valaistusolosuhteissa kuin ne, joita
kaytetdan testissd (huom. taima totuttautumisvaihe ei ole altistusta edeltava vaihe in situ).
Testikalat on suositeltavaa hankkia laboratorion omasta kasvattamosta, koska sukukypsien
kalojen kuljettaminen on kaloille stressaavaa ja voi vaikuttaa kutemiseen haitallisesti.
Kaloja on ruokittava suolalehtijalkaisten nauplisasteen toukilla kahdesti pdivissa
tarkkailujakson ja altistusjakson ajan. Tarvittaessa ruokintaa voi tdydentdd kaupallisesti
saatavalla hiutaleruoalla. Tamén testin aloittamiseksi tarvitaan vdhintadn 42 lisddntyvaa
paria (54 paria, jos testissd tarvitaan liuotinkontrolli osin sen vuoksi, ettei pelkdn
livotinkontrollin kayttod tukevia aikaisempia tietoja ole), jotta rinnakkaisnéytteitd saadaan
riittavasti. Lisdksi jokaisen FO-sukupolven lisddntyvastd parista on varmistettava, ettd ne
ovat XX-XY (ts. ettd kummallakin sukupuolella on normaali médard
sukupuolikromosomeja), jotta testiin e1 vahingossa oteta spontaanisti XX-tyypin koiraita
(ks. 39 kohta).

Totuttautumisvaiheessa kuolleiden kalojen miadrd on kirjattava ylos, ja 48 tunnin
asettautumisajan jalkeen on noudatettava seuraavia kriteereja:

Jos kuolleisuus on yli 10 prosenttia populaatiosta seitsemén pdivad ennen
testijarjestelmadn siirtdmistd: koko erd hylatdéan.

Jos kuolleisuus on 5—10 prosenttia populaatiosta seitsemén péivad ennen testijarjestelmain
siirtamista: totuttautumista jatketaan vield seitseman pdivaa kahden viikon
totuttautumisvaiheen jélkeen. Jos kuolleisuus on yli 5 prosenttia ndiden seuraavien
seitsemdn paivén aikana, koko erd hylétian.

Jos kuolleisuus on alle 5 prosenttia populaatiosta seitsemén paivaa ennen
testijdarjestelmadn siirtdmistd: erd hyvaksytaan.

Kaloille ei tule antaa hoitoa sairauteen testid edeltdavan kahden viikon totuttautumisajan
eikd altistusjakson aikana, ja sairauden hoitoa tulee vélttdd kokonaan, mikéli se on
mahdollista. Tutkimuksessa ei tule kayttda kaloja, joilla on merkkeja jostakin sairaudesta.
Tiedot havainnoista ja mahdollisista profylaktisista kasittelyistd ja sairauden hoidoista
testid edeltdvian kasvatusvaiheen aikana on séilytettava.

Altistusjakso on aloitettava sukupuolisesti dimorfisilla tdysikasvuisilla kaloilla, joiden
geneettinen sukupuoli on madritetty ja jotka ovat perdisin laboratorion sukukypsien
eldinten kannasta, joita on kasvatettu 25 + 2 °C:ssa. Kalojen on oltava sellaisia, joiden on
osoitettu tuottaneen (elinkykyisid) jdlkeldaisia altistusta edeltdneelld viikolla. Testissa
kaytettavien kalojen koko ryhmén osalta yksittdisten kalojen sukupuolen mukaisen painon
on oltava testin alussa £ 20 prosentin sisdlla saman sukupuolen aritmeettisesta
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keskiarvopainosta. Osa kaloista on punnittava ennen testid keskimddrdisen painon
arvioimiseksi. Valittujen kalojen on oltava 1éltadan vahintdan 12 viikkoa hedelmoittymisen
jélkeen, ja niiden painon on oltava > 300 mg (naaraat) ja > 250 mg (koiraat).

TESTISUUNNITELMA

Testipitoisuudet

22.

Testissd on suositeltavaa kayttad viittd kemikaalipitoisuutta ja kontrollia (kontrolleja).
Testipitoisuusalueen valinnassa on otettava huomioon kaikki tiedonldhteet, kuten
kvantitatiiviset rakenne-aktiivisuussuhteet (QSAR-mallit), vertailutiedot analogeista,
tulokset esimerkiksi kalatesteistd akuutti myrkyllisyys kalalle (timén liitteen luku C.1),
kalojen lyhytaikainen lisddntymistutkimus (tdmédn liutteen luku C.48) tar muut
testimenetelmat esimerkiksi tdman liitteen luvuissa C.15, C.37, C.41, C.47 tai C.49 (21)
(22) (23) (24) (25) (26), mikdli ne ovat saatavilla, tai tarvittaessa tulokset
annoksenmadritystestissd, joka sisdltdd mahdollisesti myds lisdédntymisvaiheen.
Tarvittaessa voidaan tehdd annoksenmaddritystesti samanlaisissa olosuhteissa kuin
lopullinen testi (veden laatu, testijarjestelma, eldinten lukumaiard). Jos liuottimen kéaytté on
tarpeen ja jos aikaisempia tietoja ei ole saatavilla, annoksenmadéritystesti voidaan tehda
liuottimen sopivuuden selvittdmiseksi. Suurin testipitoisuus ei saa ylittda 96h-LC50:een
liittyvad vesiliukoisuutta 10 mg/1 tai 1/10 (27). Pienimmin pitoisuuden on oltava 10—-100
kertaa pienempi kuin suurimman pitoisuuden. Viiden pitoisuuden kayttdminen tdssd
testissd mahdollistaa annos-vastesuhteiden mittaamisen mutta myds LOEC- ja NOEC-
arvojen madrittimisen; niitd tarvitaan tietyissd sadntelyohjelmissa tai tietyilld
lainkéyttoalueilla riskinarviointiin. Yleensa testikemikaalin nimellispitoisuuksien vilinen
porrastuskerroin vierekk&isten kasittelytasojen vililld on < 3,2.

Rinnakkaisniiytteet kiisittelyryhmissi ja kontrolleissa

23.

24.

Yhtd testipitoisuutta kohti on kéytettdvd vdhintddn kuusi rinnakkaistestauskammiota (ks.
lisiys 7).  Lisdidntymisvaitheen  aikana  (FO-sukupolvea  lukuun  ottamatta)
rinnakkaisndyterakenne kaksinkertaistetaan fekunditeetin arviointia varten, ja jokaisessa
rinnakkaisndytteessd on vain yksi lisddntyva pari (ks. 42 kohta).

Testipitoisuuksien lisédksi on tehtdava laimennusvesikontrolli ja tarvittaessa liuotinkontrolli.
Kontrolleissa on kéytettavd kaksinkertaista méadraa rinnakkaisndytekammioita, jotta
varmistetaan riittava tilastollinen voima (ts. kontrolleissa on oltava vahintdan 12
rinnakkaisndytettd). Lisddntymisvaiheessa kontrollien rinnakkaisndytteiden maara
kaksinkertaistetaan (ts. vahintadn 24 rinnakkaisndytettd, ja jokaisessa rinnakkaisndytteessa
on vain yksi kuteva pari). Lisddntymisen jidlkeen kontrollirinnakkaisndytteissd saa olla
enintdan 20 alkiota (kalaa).
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MENETTELY

Testin aloittaminen

25.

Ne lisdantymisaktiiviset aikuiset kalat, joita kdytetddn testin FO-sukupolven luomisessa,
valitaan kahdella kriteerilld, jotka ovat ikd (yleensd yli 12 vitkkoa mutta e1 mielelladn yli
16:ta viikkoa hedelmoittymisen jdlkeen) ja paino (pitdé olla naarailla > 300 mg ja koirailla
> 250 mg).

26. Nama spesifikaatiot tdyttdvat naaras-koirasparit siirretddan yksittaisind pareina kuhunkin

rinnakkaisndytteend toimivaan sdilioon. Testin alkaessa kontrolleissa on oltava 12
rinnakkaisndytettd ja kemikaalikésittelyissd kuusi. Né@méa sédiliot jaetaan satunnaisesti
kasittelyyn (ts. T1-T5 ja kontrolli) ja rinnakkaisnéytteisiin (ts. kontrollit A—L ja altistukset
A-F), ja ne liitetadn altistusjdrjestelméddn, jossa on asianmukainen virtaus jokaiseen
sailioon.

Altistumisolosuhteet

27. Perusteellinen yhteenveto testiparametreista ja -olosuhteista on lisdyksessd 3. Kun niita

28.

spesifikaatioita noudatetaan, kontrollikalojen osalta paatetapahtumien arvojen tulisi olla
lisdyksessa 4 lueteltujen mukaiset.

Testin aikana on mitattava liuennut happi, pH ja lampoétila vihintddn yhdestd testiastiasta
jokaisessa kasittelyryhmassé ja kontrollissa. Lampdatilaa lukuun ottamatta nama mittaukset
on tehtava vdhintdan kerran viikossa altistusjakson ajan. Keskimiardinen veden lampotila
on oltava 24-26 °C testin ajan ja koko tutkimuksen keston ajan. Altistusjaksolla lampdotila
on mitattava joka pdivd. Veden pH:n on oltava vililla 6,5-8,5, mutta kunkin testin aikana
se el saa vaihdella enempdd kuin + 0,5 pH-yksikkoa. Kasittelyn rinnakkaisndytteet eivét
saa erota toisistaan tilastollisesti, kuten eivat myoskadn testin kasittelyryhmat (paivittaisten
lampdotilamittausten perusteella ja hetkellisid poikkeamia huomioon ottamatta).

Altistusaika

29.

Testissd altistetaan sukukypsét kalat FO-sukupolvesta kolmen viikon ajaksi. Viikolla 4,
suurin piirtein testipdivénd 24, luodaan sukupolvi F1 ja FO-sukupolven lisdéantymisparit
lopetetaan humaanisti ja niiden paino ja pituus merkitddn muistiin (ks. 34 kohta). Tamén
jélkeen F1-sukupolwvi altistetaan vield 14 viikon ajaksi (F1-sukupolven altistusaika on siis
yhteensd 15 viikkoa) ja F2-sukupolvi kahdeksi viikoksi kuoriutumiseen saakka. Testin
kokonaiskesto on yleensd 19 viikkoa (ts. F2-sukupolven kuoriutumiseen saakka). Testin
aikajanat ovat taulukossa 2, ja niitd on selostettu tarkemmin lisdyksessd 9.

Ruokinta
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Kaloja voidaan ruokkia suolalehtijalkaisilla (Artemia spp.) (24 tunnin ikaisilla
nauplisasteen toukilla) ad libitum, ja lisdksi niille voidaan antaa kaupallisesti saatavilla
olevaa hiutaleruokaa tarvittaessa. Kaupallisesti saatava hiutaleruoka on analysoitava
saannollisesti kontaminanttien varalta (esimerkiksi orgaanisia klooriyhdisteitd sisaltavat
torjunta-aineet, polysykliset aromaattiset hiilivedyt (PAH-yhdisteet), polyklorinoidut
bifenyylit (PCB-yhdisteet)). Sellaista ruokaa, joka sisdltdd tavallista enemmin
endokriinisesti aktiivisia aineita (kuten fytoestrogeeneja), on viltettavd, koska ne voivat
vaarantaa testin vasteen. Syométtd jadanyt ruoka ja ulosteet on poistettava testiastioista
tarvittaessa; kunkin sailion pohja on puhdistettava huolellisesti esimerkiksi kayttamalla
lappoa. Myos kunkin séilion seinidt ja pohja on puhdistettava kerran tai kahdesti viikossa
(esimerkiksi lastalla pyyhkimalld). Lisdyksessd 5 on esimerkki ruokinta-aikataulusta.
Ruokintatiheys maardytyy sen mukaan, montako kalaa kussakin rinnakkaisnaytteesséd on.
Ndin ollen ruokintatiheyttd harvennetaan, jos rinnakkaisnédytteestd kuolee kaloja.

Analyyttiset méiritykset ja mittaukset

31.

32.

Ennen altistusjakson aloittamista on varmistettava, ettd kemikaalin annostelujarjestelma
toimii asianmukaisesti. Kaikki analyysimenetelmdt on madritettava, ja kemikaalin
stabiiliudesta testijarjestelméssa on oltava riittdvasti tietoa. Testin aikana testikemikaalin
pitoisuudet médritetdaan sadnnollisin véliajoin, mieluiten vahintddn joka viikko jokaisen
kasittelyryhmédn  yhdestd rinnakkaisndytteestd siten, ettd saman késittelyryhmin
rinnakkaisnéytteissa vuorotellaan joka viikko.

Lisdksi testin aikana on seurattava laimennus- ja varastoliuoksen virtausnopeutta sopivin
viliajoin (kuitenkin vdhintdaan kolme kertaa vitkossa). Suositellaan, ettd tulosten perusteina
kaytetdan mitattuja pitoisuuksia. Jos testikemikaalin pitoisuus liuoksessa on kuitenkin
hyvaksyttavasti +20 prosenttia keskimaaraisista mitatuista arvoista koko testin ajan,
tulosten perustana voidaan kayttdd nimellispitoisuuksia tai mitattuja pitoisuuksia. Jos
kemikaalit ovat sellaisia, ettd ne kertyvat kaloihin selvasti, testipitoisuuksia voidaan
pienentdd kalojen kasvaessa. Tilloin on myods suositeltavaa mukauttaa testiliuoksen
vathtumisnopeutta jokaisessa kammiossa, jotta testipitoisuudet pysyvédt mahdollisimman
vakaina.

Havainnot ja mitattavat piiiitetapahtumat

33.

Mitattavia péddtetapahtumia ovat fekunditeetti, hedelmaillisyys, kuoriutuminen, kasvu ja
eloonjadneisyys, ja niiden avulla arvioidaan mahdollisia populaatiotason vaikutuksia.
Myos kéyttaytymistd tulee havainnoida paivittdin, ja poikkeava kayttdytyminen on
merkittdvd muistiin. Muita mekanistisia padtetapahtumia ovat maksan vitellogeniinin
mRNA:n tai vitellogeniiniproteiinin arvot, jotka mitataan immunomairitykselld (28),
fenotyyppisen sukupuolen tunnusmerkit, kuten koiraille tunnusomaiset perdevan papillit,
sukurauhasten histologinen arviointi sekd munuaisten, maksan ja sukurauhasten
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histopatologinen arviointi (ks. péitetapahtumaluettelo taulukosta 1). Kaikki nadma
padtetapahtumat arvioidaan kalayksilon geneettisen sukupuolen madrittdmisen valossa sen
perusteella, onko kalalla medakan koirassukupuolen maarittava geeni dmy vai ei (ks. 41
kohta). Myos kutemisaika arvioidaan. Lisaksi voidaan johtaa yksinkertaiset fenotyyppisen
sukupuolen osuudet perdevapapillien maardd koskevien tietojen perusteella: nédin
yksittiinen medaka voidaan madrittdd fenotyypiltdan joko koiraaksi tai naaraaksi. Talla
testimenetelmélla ei havaita vdhaisid poikkeamia odotuksenmukaisesta sukupuolten
suhteesta: kalojen miard rinnakkaisnaytteissa on melko pieni, eikd siitd saada riittavéasti
tilastollista voimaa. Histopatologisen arvioinnin aikana tutkitaan myos sukurauhaset ja
tehddan tavallista paljon todistusvoimaisempia analyyseja sukurauhasten fenotyypin
arviointia varten geneettisen sukupuolen valossa.

34. Taman testimenetelmédn ensisijainen tarkoitus on arvioida, onko testikemikaalilla
mahdollisia  populaation kannalta merkityksellisia ~ vaikutuksia. Mekanistisista
paatetapahtumista (VTG, sekundaariset sukupuoliominaisuudet ja tietyt sukurauhasiin
kohdistuvat histopatologiset vaikutukset) voi olla apua sen maérittdmisessa, vilittyyko
jokin vaikutus mahdollisesti hormonitoiminnan kautta. Systeemiset ja muunlaiset
toksisuudet voivat kuitenkin vaikuttaa mekanistisiin pédatetapahtumiin. Siksi maksan ja
munuaisten histopatologiaa voidaan arvioida tavallista tarkemmin, jotta mekanistisiin
padtetapahtumiin liittyvia vasteita ymmarrettaisiin paremmin. Jos néitd tarkkoja arviointeja
ei tehdd, histopatologisen tutkimuksen aikana sattumalta havaitut selvit poikkeavuudet on
kuitenkin merkittava muistiin ja raportoitava.

Kalojen humaani lopettaminen

35. Kun FO- ja F1-sukupolvien altistus on pdattynyt ja kun poikasista on otettu naytteet, kalat
on Jopetettava riittavalla madralla nukutusliuosta (esimerkiksi trikaiinimetaanisulfonaatilla
(MS-222, CAS-nro 886-86-2), 100-500 mg/1), joka on puskuroitu NaHCO3:1la (300 mg/1)
(natriumbikarbonaatti, CAS-nro 144-55-8) limakalvoarsytyksen vidhentdmiseksi. Jos
kaloissa on merkkejd huomattavasta kiarsimyksestd (hyvin vakavasta ja kuolemaa selvisti
ennakoivasta) ja jos ne ovat kuolemaisillaan, ne on nukutettava ja lopetettava. Aineiston
analyysissa niitd on kaisiteltdvand kuolemantapauksina. Jos kala lopetetaan sairauden
vuoksi, se on merkittdva muistiin ja raportoitava. Sen mukaan, missd vatheessa tutkimusta
kala lopetetaan, se voidaan sdilyttaa histopatologista analyysia varten (jolloin se kasitellaan
kiinnitysaineella mahdollista histopatologista tutkimusta varten).

Miitimunien ja kalanpoikasten kiisittely

Mditimunien kerddminen lisddntyviltd pareilta seuraavan sukupolven luomista varten
36. Munat kerétdan testivitkon 4 ensimmdisend péivana (tai tarvittaessa kahtena ensimmaisend
paivand), jolloin FO-sukupolvi vaihtuu F1-sukupolveksi, ja testiviikon 18 ensimmaisend
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pdivand, jolloin Fl-sukupolvi vaihtuu F2-sukupolveksi. Testiviikko 18 vastaa F1-
sukupolvella aikuista kalaa, jonka ikd on 15 viikkoa hedelmaittymisen jalkeen. On tarkedsd,
ettd kaikki munat poistetaan kaikista sdilidistda paivdd ennen kuin munat kerdtadn, jotta
varmistetaan, ettd kaikki lisddntyvéltd parilta kerdttdavat munat ovat perdisin yhdestd
kudusta. Kutemisen jalkeen naarasmedaka kantaa muniaan joskus sukupuoliaukon lihella,
kunnes se voi laskea munat substraattiin. Jos sdiliossd ei ole substraattia, munat ovat joko
naaraaseen kiinnittyneind tai sdilion pohjalla. Munien sijainnin mukaan ne joko irrotetaan
naaraasta varovasti tai kerataan sailion pohjalta lapolla FO-sukupolven osalta testiviikolla 4
ja Fl-sukupolven osalta testivitkolla 18. Kaikki kasittelysailioistd kerdtyt munat
vhdistetddn, ennen kuin ne jaetaan inkubaatiokammioihin.

Maitimunia yhdistavat rihmat on poistettava. Jokaiselta lisddntyvalta parilta (1 pari
rinnakkaisndytettd kohti) kerdtaéan hedelméittyneitd munia (enintddn 20), jotka yhdistetdan
kasittelyittdin ja jaetaan jarjestelméllisesti sopiviin inkubaatiokammioihin (lisdys 6, 7).
Laadukkaalla  dissektiomikroskoopilla ~ voidaan  n&hdda  merkkeja  varhaisesta
hedelmoittymisestd/kehityksestd. Niitd ovat esimerkiksi korionin  muodostuminen,
meneilldédn oleva solun jakautuminen tai rakkulan muodostuminen. Inkubaatiokammiot
voidaan laittaa kullekin késittelylle tarkoitettuihin erillisiin ”inkubaattoriakvaarioihin
(jolloin veden laadun parametrit ja testikemikaalien pitoisuudet on mitattava niissd) tai
rinnakkaisakvaarioon, jossa sdilytetddan kuoriutuneita kalanpoikasia (ns. vapaasti liikkkuvia
alkioita). Jos tarvitaan toinen kerdayspdiva (testipdiva 23), kaikki matimunat kummaltakin
paivalta on yhdistettdivd ja jaettava sen jilkeen jarjestelmallisesti kuhunkin
kasittelyrinnakkaisnaytteeseen.

Mdtimunien kasvatus kuoriutumiseen saakka

38.

39.

Hedelmoittyneitd munia ravistellaan munainkubaattorissa koko ajan esimerkiksi
ilmakuplilla tai keinuttamalla inkubaattoria pystysuunnassa. Kuolleet hedelmoittyneet
munat (alkiot) tarkistetaan ja kirjataan péaivittdin. Kuolleet munat poistetaan
inkubaattoreista (lisdys 9). Ravistelu lopetetaan tai sitd vahennetddn seitseméntend paivana
hedelmoittymisen jalkeen, jotta hedelmoittyneet munat padsevat laskeutumaan
inkubaattorin pohjalle. Tamé edistdd kuoriutumista, joka tapahtuu yleensd parin seuraavan
pdivan aikana. Jokaisesta késittely- ja kontrollisdiliostd lasketaan kuoriutuneet (nuoret
kalanpoikaset; vapaasti litkkkuvat alkiot) (yhdistetyt rinnakkaisnédytteet). Hedelméittyneet
munat, jotka eividt ole kuoriutuneet, kun kontrollin kuoriutumisen mediaanipdivéstd on
kulunut kaksi kertaa niin pitkd aika (yleensd 16 tai 18 paivaa hedelmdittymisen jalkeen),
katsotaan elinkyvyttomiksi ja havitetdan.

Jokaiseen rinnakkaisnaytesdilioon siirretddn 12 kalanpoikasta. Inkubaatiokammioiden
kalanpoikaset yhdistetadan ja jaetaan jarjestelmallisesti rinnakkaisndytesdilioihin (lisdys 7).
Taméd voidaan tehdd valitsemalla késittelyryhmistd kalanpoikanen satunnaisesti ja
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lisddmalla sen jalkeen rinnakkaisakvaarioon kalanpoikanen sattumanvaraisesti. Jokaisessa
sdiliossd on oltava yhtd monta (n=12) kuoriutunutta kalanpoikasta (enintdan 20 poikasta /
sdilio). Jos kalanpoikasia ei ole tarpeeksi tayttamadn kaikki kasittelyrinnakkaisnaytteet,
kalanpoikaset kannattaa jakaa niin, ettd mahdollisimman monessa nidytteessd on 12
poikasta. Kalanpoikasia voidaan késitelld turvallisesti isoilla lasipipeteilld. Mahdolliset
ylimédrdiset kalanpoikaset lopetetaan humaanisti nukutusaineella. Lisdantyvien parien
muodostamista edeltivin muutaman viitkon aikana pédivd, jona ensimmaéinen
kututapahtuma huomataan kussakin rinnakkaisnaytteessd, on merkittdva muistiin.

Lisdiintyvien parien lajitteleminen

Evien leikkaaminen ja genotyyppisen sukupuolen mddrittdminen

40. Genotyyppinen sukupuoli mdiaritetddn evileikkeistd viikolla 9-10 hedelmoittymisen

41.

jilkeen (ts. Fl-sukupolven osalta testiviikoilla 12-13). Kaikki siiliossd olevat kalat
nukutetaan (kdyttdmailla hyvéksyttyjd menetelmid, kuten IACUCia), ja jokaiselta kalalta
otetaan pyrstoevin seldn- tai vatsanpuoleisesta kirjestd pieni kudosndyte kyseisen yksilon
genotyyppisen sukupuolen méarittamistd varten (29). Rinnakkaisndytteen kalat voidaan
laittaa  pieniin  hdkkeihin  (Jos mahdollista, yksi kala yhteen  hikkiin)
rinnakkaisndytesdilioon. Kuhunkin hikkiin voidaan laittaa myds kaksi kalaa, jos ne ovat
selvésti erotettavissa toisistaan. Yksi keino siithen on leikata pyrstoevd (ts. seldn- tai
vatsanpuoleinen kirki) eri tavalla kudosnéytettd otettaessa.

Medakan genotyyppinen sukupuoli madritetddn tunnistetun ja sekvensoidun, Y-
kromosomissa sijaitsevan geenin (dmy) perusteella. Jos kalalla on dmy-geeni, kyseessd on
XY-yksilo, fenotyypistd riippumatta, ja jos dmy-geenid ei ole, kyseessd on XX-yksilg,
fenotyypista ~ riippumatta  (30);  (31).  Jokaisesta  evileikkeestd  uutetaan
deoksiribonukleiinihappo (DNA), ja dmy-geenin olemassaolo tai sen puuttuminen voidaan
maarittad polymeraasiketjureaktiomenetelmilla (PCR) (ks. tdmén liitteen C.41 luvussa
oleva lisdys 9 tai lisdykset 3 ja 4 1ahdeviitteessd (29)).

Lisddntyvien parien muodostaminen
42. Genotyyppistd sukupuolta koskevia tietoja kaytetddn lisddntyvien XX-XY-parien

muodostamiseen riippumatta niiden ulkoisesta fenotyypistd, jota testikemikaalille
altistuminen voi muuttaa. Sind péivanéd, jona kunkin kalan genotyyppinen sukupuoli
madritetdan, jokaisesta rinnakkaisndytteestd valitaan kaksi XX-kalaa ja kaksi XY-kalaa
satunnaisesti, ja niistd muodostetaan kaksi lisddntyvdda XX-XY-paria. Jos
rinnakkaisndytteessd ei ole kahta XX-kalaa tai kahta XY-kalaa, tarvittava kala on otettava
muista  kemikaalikésittelyn rinnakkaisnaytteistd. Tarkeinta on, ettd kaikissa
kasittelynaytteissd ja kontrolleissa on suositeltu madra (12 kpl) lisdantyvia pareja (24).
Kaloja, joilla on selvid poikkeavuuksia (uimarakkoon liittyvid ongelmia, epamuodostunut
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selkdranka, suuria koonvaihteluita jne.), e1 tule valita lisdantyviin pareihin. F1-sukupolven
lisadntymisvaiheessa kussakin rinnakkaissdiliossa tulee olla vain yksi lisddntyva pari.

Poikasvaiheen niiytteenotto ja piitetapahtumien arviointi

Ndytteenotto kaloilta, joita ei kdytetd lisddntyvissd pareissa

43. Kun lisdantyvit parit on Iajiteltu, kalat, joita ei kaytetd lisaantymiseen, lopetetaan
humaanisti, ja niiltd mitataan poikasvaiheen paatetapahtumat testiviikoilla 12—-13 (F1). On
hyvin tarkeaa, ettd kaloja kasitellaan siten, ettd lisadntyvien parien valinnassa madaritetty
kunkin kalayksilon genotyyppinen sukupuoli voidaan aina jaljittad. Kaikki kerattavat tiedot
analysoidaan tietyn kalan genotyyppisen sukupuolen perusteella. Jokaiselta kalalta
mitataan useita pédédtetapahtumia: kalanpoikasten eloonjddmisen maéritys (testivitkot 7—
12/13 (F1)), pituuskasvu (vakiopituus voidaan mitata, jos pyrstoevdda on lyhennetty
geneettisen sukupuolen analysointiin liittyvdssa ndytteenotossa). Kokonaispituus voidaan
mitata, jos pyrstoevéstd on otettu dmy-geenin madrittdmistd varten ndytteeksi vain osa
selkd- tai vatsapuolelta. Lisdksi punnitaan paino (méarkdpaino ja taputtelemalla kuivatun
kalan paino) ja mairitetddn maksan vig:n mRNA (tai VIG) ja perdevan papillit (ks.
taulukot 1 ja 2). Lisadntyvien parien paino- ja pituustietoja tarvitaan myos kasittelyryhman
keskiméaardisen kasvun laskemisessa.

Kudosndytteet ja vitellogeniinin mittaus

44. Maksa dissekoidaan, ja se on sdilytettdvd < —70 °C:ssa vig mRNA- (tai VTG) -mittauksiin
saakka. Kalan pyrstd, myos perdevd, sdilotdan asianmukaiseen kiinnitysaineeseen (esim.
Davidsonin kiinnitysaine) tai valokuvataan siten, ettd perdevian papillit voidaan laskea
myohemmin. Haluttaessa nidytteitd voidaan ottaa myds muista kudoksista (esim.
sukurauhasista) ja sailod samalla. Maksan VTG-pitoisuus on kvantifioitava homologisella
ELISA-tekniikalla (ks. medakan osalta suositellut menettelyt taimén liitteen C.48 luvun
lisdyksestd 6). Vaihtoehtoisesti vtg:n mRNA:n kvantifioinnissa (ts. vig I -geenin mRNA:n
uuttaminen maksandytteestd ja sen kopioiden lukumadran laskeminen (yksikossd ng
kokonais-mRNA:sta) kvantitatiivisella PCR:lld) voidaan kéyttdd Yhdysvaltojen
ympdristonsuojeluviraston EPA:n kehittdimia menetelmid (29). Sithen ndhden, ettd
madritetdan vig-geenin kopioiden lukumaidrda kontrolli- ja kasittelyryhmistd, vihemman
resursseja vieva ja teknisesti helpompi menetelmi on méarittda vtg I:n suhteellinen muutos
(kerroin) kontrolli- ja késittelyryhmissa.

Sekundaariset sukupuoliominaisuudet
45. Normaaleissa olosuhteissa vain sukukypsilla koirasmedakoilla on papilleja, jotka

kehittyvat perdevin tiettyjen ruotojen liitoslevyihin sekundaarisina
sukupuoliominaisuuksina, ja ne ovat mahdollinen biomarkkeri hormonaalisille
haittavaikutuksille. Peraevipapillien (papillien lukuméara liitoslevyineen)
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laskentamenetelma esitetddan lisdyksessd 8. Perdevapapillien lukumaiarda kaytetddn myos
luokiteltaessa kyseinen yksilo ulkoisesti fenotyyppiseksi koiraaksi tai naaraaksi, kun
lasketaan yksinkertainen sukupuolten vélinen suhde yhté rinnakkaisnéytetta kohti. Medaka,
jolla on yksikin papilli (enemmén kuin 0), madaritetdan koiraaksi, kun taas medaka, jolla ei
ole yhtadn (0) peraevépapillia, madritetddan naaraaksi.

Fekunditeetin ja hedelmillisyyden arviointi

46.

47.

Fekunditeettia ja hedelmaillisyytta arvioidaan FO-sukupolven osalta testiviikoilla 1-3 ja F1-
sukupolven osalta testiviitkoilla 15—17. Kultakin lisddntyvalta parilta keratdan munat 21
perdkkédisend pédivand. Munat otetaan haavissa olevilta naarailta varovasti ja/tai lapolla
akvaarion pohjalta joka aamu. Tiedot jokaisen rinnakkaisndytteen lisddntyvdn parin
fekunditeetista ja hedelmaéllisyydestd kirjataan paivittdin. Fekunditeetti maééritelladn
kutuvaiheessa laskettujen miatimunien madrdksi, ja hedelmaéllisyys mdadritelldén
toiminnallisesti hedelmoittyneiden ja elinkykyisten munien madrdksi laskentahetkelld.
Madrat on laskettava mahdollisimman pian munien kerdamisen jalkeen.

Rinnakkaisndytteen fekunditeetti kirjataan piivittdin yhden lisdéntyvédn parin munien
madrdnd, ja se analysoidaan suositelluilla tilastomenetelmilld rinnakkaisnéytteiden
keskiarvoja kayttden. Rinnakkaisndytteen hedelmallisyys on lisddntyvéan parin tuottamien
hedelmoittyneiden munien méadrdn summa jaettuna kyseisen parin tuottaminen munien
madrdn summalla. Tilastollisesti hedelmaillisyys analysoidaan rinnakkaisnédytteiden
vdlisend suhteena. Rinnakkaisndytteiden kuoriutuvuus on kalanpoikasten lukuméadra
jaettuna testiin otettujen alkioiden lukumaaralla (yleensi 20). Tilastollisesti kuoriutuvuutta
analysoidaan rinnakkaisndytteiden vilisend suhteena.

Niytteenotto tiysikasvuisilta kaloilta ja paiitetapahtumien arviointi

Ndaytteenotto lisddntyvien parien kaloilta

48.

Testivitkkon 17 jilkeen (kun F2-sukupolvi on saatu luotua onnistuneesti) F1-sukupolven
taysikasvuiset kalat lopetetaan humaanisti, ja niiltd mitataan eri padtetapahtumat (ks.
taulukot 1 ja 2). Perdevd kuvataan perdevépapillien arviointia varten (ks. lisdys §), ja/tai
pyrsto poistetaan heti sukupuoliaukon takaa ja kiinnitetddn kiinnitysaineella, jotta papillit
voidaan laskea myohemmin. Pyrstoeviastd voidaan ottaa osa néytteeksi ja laittaa se talteen
geneettisen sukupuolen (dmy) vahvistamista varten, jos se on tarpeen. Tarvittaessa voidaan
ottaa kudosndyte dmy-analyysin toistamista varten tietyn kalan geneettisen sukupuolen
vahvistamiseksi. Kalan ruumiin ontelo avataan, jotta asianmukaiset kiinnitysaineet (esim.
Davidsonin aine) péidsevat tunkeutumaan kudoksiin, ennen kuin koko kala upotetaan
kiinnitysaineeseen. Jos ennen kiinnittdmistd tehdddn asianmukainen permeabilisointivaihe,
ruumiin onteloa ei tarvitse avata.
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Histopatologia

49. Jokaisesta kalasta tutkitaan histologisesti sukurauhaskudoksen patologia (30); (29). Kuten
33 kohdassa on todettu, systeemiset tai muunlaiset toksisuudet voivat vaikuttaa muihin
tdssd testissd arvioitaviin mekanistisiin pddtetapahtumiin (ts. VTG, sekundaariset
sukupuoliominaisuudet ja tietyt sukurauhasten histopatologiset vaikutukset). Siksi maksan
ja munuaisten histopatologiaa voidaan arvioida tavallista tarkemmin, jotta mekanistisiin
paatetapahtumiin liittyvid vasteita ymmarrettdisiin paremmin. Jos néitéd tarkkoja arviointeja
el tehda, histopatologisen tutkimuksen aikana sattumalta havaitut selvit poikkeavuudet on
kuitenkin merkittdvd muistiin ja raportoitava. Suurimman pitoisuuden kasittelyryhmén
(kontrolliin verrattuna) ja sen ryhmin vilinen vertailu, jossa vaikutuksia ei havaittu,
voidaan tehdd, mutta sen osalta suositellaan tutustumaan histopatologisia tutkimuksia
koskeviin ohjeisiin (29). Yleensd kaikki néytteet kasitelladan/valmistellaan ensin, minka
jalkeen patologi tutkii ne. Jos kéytetddn vertailuun perustuvaa lahestymistapaa, on
muistettava, ettd Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices (RSCABS) -menettelyssd
oletetaan, ettd kun annoksen suuruus kasvaa, myds biologinen vaikutus (patologia)
voimistuu. Testin selitysvoima siis heikkenee, jos siind tarkastellaan vain yhtd suurta
annosta eikd ollenkaan keskisuuria annoksia. Jos tilastoanalyysia ei tarvita sen
madrittamiseksi, ettei suurella annoksella ole vaikutusta, tima lahestymistapa voi olla
hyviaksyttava. Sukurauhasten fenotyyppi johdetaan myo6s tdméin arvioinnin perusteella.

Muut havainnot

50. Tastda tutkimuksesta saadaan tietoja, joita voidaan kéayttdd (esimerkiksi ndyttoon
perustuvassa  lahestymistavassa)  vdhintddn ndiden kahden, lisddntymiskyvyn
heikentymiseen johtavan yleisen haittavaikutusreitin samanaikaisessa arvioinnissa: a)
hormonivilitteiset ~ reitit, jothin  liittyy  hypotalamus-aivolisdke-sukurauhasakselin
hadiriintyminen, ja b) reitit, jotka lyhentavét elinaikaa ja vdhentavat kasvua (pituus ja
paino). Lisdksi voidaan arvioida muun kuin hormonivilitteisen toksisuuden vaikutuksia
lisddntymiseen. Téhan testiin sisdltyy myo0s pédatetapahtumia, joita yleensa arvioidaan
pitkaaikaisissa toksisuustesteissa (tdyden elinkaaren testi ja varhaisen elinvaiheen testi), ja
niiden avulla voidaan arvioida vaaroja, joita aitheuttavat sekd muut kuin hormonivilitteiset
toksiset vaikutustavat ettd hormonivilitteisen toksisuuden reitit. Testin aikana myos
kayttaytymistd tulee havainnoida paivittdin, ja poikkeava kayttidytyminen on merkittava
muistiin. Lisdksi on kirjattava kaikki kuolleet ja eloonjadneet kalat niiden karsintaan
saakka (testivitkkko 6/7), elossa olevat kalat karsinnan jilkeen poikasvaiheen
ndytteenottoon saakka (hedelmoittymisen jilkeinen viikko 9-10) ja elossa olevat kalat
kutemisesta taysikasvuisten kalojen naytteenottoon saakka on laskettava.

Taulukko 1: Yhteenveto MEOGRT-testin pédtetapahtumista™

Elinkaaren vaihe Piidtetapahtuma Sukupolvi
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Kuoriutuminen (% ja
kuoriutumisaika)

F1,F2

Juveniili

Eloonjaineisyys

F1

Poikanen
(hjv 9 tai 10)

Eloonjaineisyys

Kasvu
(pituus ja paino)

Vitellogeniini
(mRNA tai proteiini)

Sekundaariset
sukupuoliominaisuudet

(perdevipapillit)

Ulkoisen sukupuolen suhde

Aika ensimmadiseen kutuun

F1

Aikuinen
(hjv 12-14)

Lisddntyminen
(fekunditeetti ja hedelmaillisyys)

FO, F1

Aikuinen
(hjv 15)

Eloonjaineisyys

Kasvu
(pituus ja paino)

Sekundaariset
sukupuoliominaisuudet

(perdeviapapillit)

Histopatologia
(sukurauhaset, maksa, munuaiset)

F1

*Nama paitetapahtumat on analysoitavat tilastollisesti.

AIKAJANA

D060575/02

51. Taulukossa 2 on MEORGT-testin aikajana. MEOGRT-testissd FO-sukupolven aikuisten
altistus kestdd nelja viikkoa. F1-sukupolven altistus kestad 15 viikkoa, ja F2-sukupolven
altistusaika kestda kuoriutumiseen saakka (hjv 2). Lisdyksessd 9 on yhteenveto MEORGT -
testin aikana tehtivista toimista.

Taulukko 2: MEORGT-testin altistusajat ja pddtetapahtumien mittaamisen aikajana

MEORGT-testin altistusajat ja piifitetapahtumien aikajana

0

4

1

1
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F2

Testiviikko L]2]13]4]5]16]7]8]|9|10]11|12]13| 14 |15]16{17|18|19

Elinkaaren tunniste Alkio [Ruskuaispussipoikaset]  Juveniili Poikanen Aikuinen
Paitetapahtumat
Fekunditeetti Fo F1 e  Testissaon 7
- rinnakkaisnayteryhmaa
Hedelmillisyys Fo F1 o
o 5ryhmai
Kuoriutuminen F F2 testikemikaalikasittelyille
- - o 2 ryhmaid kontrollikasittelyille
Eloonjaaneisyys 0} 1 I (4, jos kaytetaan liuotinta)
Kasvu Fo F F| |* Ryhménrakenne
- — o 12 rinnakkaisnaytetta
Vitellogeniini Fi lisaantymisen, aikuisten
g patologian ja SSOmn
Pl e T T tutkimiseen (vkt 10-18)
sukupuoli

o 6 rinnakkaisndytettd

Histopatologia F kuoriutumisen,

Testiviikko 112]314]5]16|7]8]|9|10]11]12]13]14|15]16]17]18|19|SSO: sekundaariset

eloonjdamisen, vtg:n ja
poikasten SSO:n ja kasvun
tutkimiseen (vkt 1-9)

sukupuoliominaisuudet; vkt: viikot;
vtg: vitellogeniini

TIEDOT JA RAPORTOINTI

Tilastoanalyysi

52.

53.

Koska genotyyppinen sukupuoli madritetaan kaikilta testikaloilta, tiedot on analysoitava
kummankin genotyyppisen sukupuolen osalta erikseen (ts. XY: koiraat ja XX: naaraat). Jos
ndin ei tehdd, kaikkien analyysien tilastollinen voima heikkenee tuntuvasti. Aineiston
tilastollisissa analyyseissa on noudatettava mieluiten menettelyjd, jotka on kuvattu
OECD:n julkaisussa Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A
Guidance to Application (32). Lisdyksessa 10 on muita ohjeita tilastollisista analyyseista.

Testin rakenteen ja tilastollisten testien valinnan tulisi mahdollistaa riittdvd voima, jotta
havaitaan biologisesti tarkedt muutokset sellaisissa pddtetapahtumissa, joista on
ilmoitettava NOEC-arvo (32). Se, miten oleelliset vaikuttavat pitoisuudet ja parametrit
pitdd 1lmoittaa, voi vaihdella sovellettavan lainsdaddnnén mukaan. Jokaisesta
padtetapahtumasta on madritettdva prosentuaalinen muutos, joka on tirkedd havaita tai
arvioida. Koesuunnitelma on mukautettava siten, ettd se on mahdollista. Ei ole
todennédkoista, ettd sama prosentuaalinen muutos koskisi kaikkia paitetapahtumia. E1 ole
myoskddn todennédkoistd, ettd voitaisiin suunnitella toteutuskelpoinen testi, joka tayttaisi
ndamd kriteerit kaikkien pddtetapahtumien osalta, joten on tarkedd keskittyd nithin
paatetapahtumiin, jotka ovat kussakin kokeessa tdrkeitd, jotta se voidaan suunnitella
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asianmukaisesti. Lisayksessd 10 on malli tilastollisesta vuokaaviosta ja ohjeet, jotka on
tarkoitettu avuksi aineiston kisittelyyn ja sopivimman tilastollisen testin tai mallin
valintaan. Muitakin tilastomenetelmid saa kayttad, jos ne ovat tieteellisesti perusteltavissa.

54. Variaatiot on analysoitava kussakin rinnakkaisndytesarjassa varianssianalyysilld tai
kontingenssitaulukkomenetelmilld, ja analyysiin perustuvia riittdvdan asianmukaisia
tilastollisia analyysimenetelmid on kaytettava. Jotta voidaan tehdd useita vertailuja
yksittédisten pitoisuuksien ja kontrollien tulosten vélilld, jatkuvien vasteiden osalta on
suositeltavaa kayttda askeltavaa menetelméa (esimerkiksi Jonckheere-Terpstran testid). Jos
tiedot eivdat ole yhdenmukaiset monotonisen pitoisuus-vasteen kanssa, tulee kayttda
Dunnettin testid tai Dunnin testid (tarvittaessa tietojen asianmukaisen muuntamisen
jalkeen).

55. Fekunditeetin osalta matimunien miard lasketaan pédivittdin, mutta ne voidaan analysoida
kokonaismiidring tai toistuvana mittauksena. Lisdyksessd 10 on tarkempia tietoja siité,
miten tima pditetapahtuma analysoidaan. Sellaisia histopatologisia tietoja varten, jotka
esitetddan vakavuuspisteind, on kehitetty uusi tilastollinen testi, Rao-Scott Cochran-
Armitage by Slices (RSCABS) (33).

56. Kaikki kemikaalikasittelyissa havaitut paitetapahtumat, jotka poikkeavat asianmukaisista
kontrolleista huomattavasti, on ilmoitettava.

Tietojen analysointiin liittyvidi niikokohtia
Vaarantuneiden kdsittelytasojen kdytto

57. Useita tekijoitd otetaan huomioon, kun maééritetddn, esiintyyko rinnakkaisnédytteessd tai
koko kasittelyssd selvdad toksisuutta, jolloin ne tulisi poistaa analyysista. Selviksi
toksisuudeksi maéaritellaan >4 kuolemantapausta missd tahansa ndytteessd kolmannen ja
yhdeksannen hjv:n vililla, kun niitd ei voida selittad teknisella virheelld. Muita selvin
toksisuuden merkkeja ovat verenvuoto, epdnormaali kéayttdytyminen, epdnormaalit
uintikuviot, ruokahaluttomuus ja muut sairaudesta kertovat kliiniset merkit. Subletaalin
toksisuuden merkkien osalta laadulliset arvioinnit voivat olla tarpeen, ja niissd on otettava
aina huomioon laimennusveden kontrolliryhmd (pelkkd puhdas vesi). Jos suurimman
pitoisuuden kasittelyssd (kasittelyissd) esiintyy selvdd toksisuutta, on suositeltavaa jittda
ndmad késittelyt pois analyysista.

Liuotinkontrollit

58. Liuottimen kéyttod on harkittava vasta viimesijaisena keinona, kun kaikki muut kemikaalin
annosteluvaihtoehdot on kokeiltu. Jos liuotinta kdytetddn, sen kanssa on kaytettava
laimennusvesikontrollia. Testin lopuksi on arvioitava liuottimen mahdolliset vaikutukset.
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Tama tehdddan vertailemalla liuotinkontrolliryhmad ja laimennusvesikontrolliryhméa
tilastollisesti. Téarkeimmit tdssd analyysissa huomioon otettavat pidtetapahtumat ovat
kasvuparametrit (paino), koska yleistyneet toksisuusvaikutukset saattavat vaikuttaa nithin.
Jos laimennusvesikontrollin ja liuotinkontrollin ryhmien valilla havaitaan tilastollisesti
merkitsevid eroja ndissd pdatetapahtumissa, sen madrittdmisessa, onko testin validiteetti
vaarantunut, on kiytettava parasta tieteellistd asiantuntemusta. Jos kahden kontrollin valilla
on eroja, kemikaalille altistettuja késittelyjd on verrattava liuotinkontrolliin, ellei tiedetd,
ettd laimennusvesikontrolliin vertaaminen on parempi vaihtoehto. Jos nididen kahden
kontrolliryhman valillda ei ole tilastollisesti merkitsevdd eroa, suositellaan, ettd
testikemikaalille altistettuja kisittelyjd verrataan yhdistettyihin (liuotin- ja laimennusvesi-
)kontrolliryhmiin, ellei tiedetd, ettd vain jompaankumpaan vertaaminen on parempi
vaihtoehto.

Testiraportti

59. Testiraportissa on esitettdva seuraavat tiedot:
Testikemikaali: fysikaalinen olomuoto ja fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, jos niilld on
merkitystd
- kemialliset tunnistetiedot.
Yhdesta ainesosasta koostuva aine:
- ulkonako, vesiliukoisuus ja muut merkitykselliset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet

- kemialliset tunnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS-nimi, CAS-numero, SMILES- tai InChlI-
koodi, rakennekaava, puhtaus, tarvittacssa epdpuhtauksien kemialliset tunnistetiedot sen
mukaan kuin kaytanndssa on mahdollista jne. (tarvittaessa esimerkiksi orgaanisen hiilen
pitoisuus).

Useista ainesosista koostuvat aineet, UVCB-aineet ja seokset:
- mahdollisimman tarkka luonnehdinta, esimerkiksi ainesosien kemiallinen koostumus (ks.
edelld), esiintymistiheys ja olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet.
Testilajit:
- tieteellinen nimi, kanta (jos se tiedetddn), hedelmoittyneiden munien ldhde ja

kerdysmenetelma sekd munien myohempi késittely.

Testiolosuhteet:

- valoisa aikajakso (valoisat aikajaksot)

- testin rakenne (esimerkiksi kammion koko, materiaali ja veden maara, testikammioiden ja
rinnakkaisndytteiden lukuméaard, kuoriutuneiden munien maara rinnakkaisnaytettd kohti)
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varastoliuosten valmistusmenetelma ja nesteen vaihtovili (liuotusapuaine ja sen pitoisuus
on ilmoitettava, jos sellaista kaytetaan)

testikemikaalin annostelumenetelma (esim. pumput, laimennusjidrjestelmaét)

menetelman saantoteho ja nimelliset testipitoisuudet, kvantifiointiraja, mitattujen arvojen
keskiarvot ja niiden keskihajonnat testiastioissa, niiden laskemiseen kdytetty menetelma
sekd naytto siitd, ettd mittaukset koskevat testikemikaalin pitoisuuksia aidossa liuoksessa

laimennukseen kédytetyn veden ominaisuudet: pH, kovuus, lampétila, liuenneen hapen
pitoisuus, jaannosklooripitoisuudet (jos ne on mitattu), orgaanisiin yhdisteisiin sitoutuneen
hiilen kokonaismaéri (jos se on mitattu), suspendoituneet kiinteit aineet (jos ne on
mitattu), testimediumin suolapitoisuus (jos se on mitattu) ja mahdolliset muut mittaukset

nimelliset testipitoisuudet, mitattujen arvojen keskiarvot ja keskihajonnat
testiastioissa olevan veden laatu, pH, lampotila (paivittdin) ja liuenneen hapen pitoisuus

yksityiskohtaiset tiedot ruokinnasta (esim. ruoan tyyppi, alkuperd, annettu mééra ja
antotiheys).

Tulokset:

todisteet siitd, ettd kontrollit tayttéavat yleiset validiteettikriteerit

seuraavat tiedot kontrolliryhmista (myos liuotinkontrollista, jos se oli kdytossd) ja
kasittelyryhmisté: F1- ja F2-sukupolven kuoriutuminen (kuoriutuvuus ja kuoriutumisaika);
F1-sukupolvelta kuoriutumisen jilkeinen eloonjdéaneisyys, kasvu (pituus ja paino),
genotyyppinen sukupuoli ja sukupuolten erottelu (esim. sekundaariset
sukupuoliominaisuudet perdevépapillien ja sukurauhasten histologian perusteella),
fenotyyppinen sukupuoli, sekundaariset sukupuoliominaisuudet (perdevipapillit), vtg:n
mRNA (ta1 VTG-proteiini), histopatologinen tutkimus (sukurauhaset, maksa ja
munuaiset); FO- ja F1-sukupolvelta lisaantymistiedot (fekunditeetti ja hedelmallisyys); (ks.
taulukot 1 ja 2).

tilastollinen analyysimenetelma (regressio- tai varianssianalyysi) ja tietojen
kasittelymenetelma (kaytetyt tilastolliset testit tai mallit)

pitoisuus, josta ei atheudu vaikutuksia (NOEC) kunkin arvioidun vasteen yhteydessa

pienin havaittavan vaikutuksen aiheuttava pitoisuus (LOEC) kunkin arvioidun vasteen
yhteydessi (p = 0,05) tarvittaessa ECx kullekin arvioidulle vasteelle ja luottamusvilit
(esim. 90 tai 95 prosenttia) sekd kaavio sen laskentaan kaytetystd sovitetusta mallista,
pitoisuus-vastekayran kaltevuus, regressiomallin kaava, estimoidut malliparametrit ja
niiden vakiovirheet
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- mahdolliset poikkeamat tasta testimenetelmastd ja hyviaksymisperusteista sekéd pohdinta
niiden mahdollisista vaikutuksista testin tulokseen.

60. P4atetapahtumien mittaustuloksista on esitettdava keskiarvot ja keskihajonnat (seka
rinnakkaisndytteiden ettd pitoisuuksien perusteella, mikéali mahdollista).
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Lisfiys 1
MAARITELMAT
Kemikaali: Aine tai seos.
ELISA: Entsyymivilitteinen immunosorbenttimééaritys
Fekunditeetti = matimunien lukumaira
Hedelmiillisyys = elinkykyisten matimunien lukuméara / fekunditeetti

Lovipituus tarkoittaa kalan pituutta levan kérjestd pyrstdevin keskimmdiisten ruotojen
karkeen, ja sitd kdytetddn kaloilla, joilta on vaikea maarittad selkdrangan paattymiskohtaa
(www fishbase.org)

Kuoriutuvuus = kuoriutuneet kalanpoikaset / inkubaattoriin laitettujen alkioiden maara

TACUC: Institutional Animal Care and Use Committee, eldinten hoitoa ja kayttod
kasitteleva komitea

Vakiopituus tarkoittaa kalan pituutta mitattuna levan kirjestd viimeisen nikaman
takareunaan tai pyrstonikamien keskiosan takareunaan. Yksinkertaistettuna téstid
mittauksesta jatetddn pyrstoevan pituus pois. (www.fishbase.org)

Kokonaispituus tarkoittaa pituutta leuan kérjestd pyrstoevian pitemmén lohkon kirkeen;
mitataan yleensd siten, ettd lohkot on puristettu keskilinjaa vasten. Kyseessd on suoran
viivan mittaus, ruumiin kaarevuutta ei oteta mukaan (www.fishbase.org).

.
e S AN TR vakiopituus oo b :
»
(DT SECRNE ¥ A P I, s : Lovipituus S e e S

i i i o T T e e o e = Kokonaispituus - cccssebccscawa Y ]
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Kuva 1: Kuvaus kaytetyista eri pituuksista

ECx: (Effect concentration for x % effect = vaikuttava pitoisuus, joka aiheuttaa x prosenttia
muutoksia) on pitoisuus, joka aiheuttaa x prosentin suuruisen vaikutuksen
testiorganismeihin tietyn altistusjakson aikana kontrolliin verrattuna. Esimerkikst EC50 on
pitoisuus, jolla estimoidaan olevan 50 prosentin vaikutus testissd tutkittavaan
padtetapahtumaan altistuksen kohteeksi joutuneessa populaatiossa méaritellyn altistusajan
kuluessa.

Lipivirtauskoe on testi, jossa testiliuokset virtaavat jatkuvasti testijdrjestelméan lépi
altistuksen keston ajan.

HPG-akseli: Hypotalamus-aivolisdke-sukurauhasakseli.

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry, kansainvélinen puhtaan ja
sovelletun kemian liitto

Kalatiheys: Kalojen méarképaino suhteessa vesimadrdén.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration, pienin havaittavan vaikutuksen aiheuttava
pitoisuus): Pienin testikemikaalin testattu pitoisuus, jolla kemikaalilla havaitaan olevan
tilastollisesti merkitseva vaikutus (arvolla p < 0,05) verrattuna kontrolliin. Kaikilla LOEC-
pitoisuutta suuremmilla testipitoisuuksilla on kuitenkin oltava vidhintdaan yhtd suuri
haitallinen vaikutus kuin LOEC-pitoisuudella. Jos nami kaksi ehtoa eivét tayty, on
annettava tyhjentavd selitys siitd, miten LOEC-pitoisuus (ja myos NOEC-pitoisuus) on
valittu. Lisayksissd 5 ja 6 on ohjeita téista.

Mediaani tappava pitoisuus (LC50): Testikemikaalin pitoisuus, jonka arvioidaan
atheuttavan 50 prosentin kuolleisuuden testiorganismeissa testin aikana.

NOEC (No Observed Effect Concentration): LOEC:td pienempi testipitoisuus, jolla ei ole
kontrolliin verrattuna tietylld altistusajanjaksolla tilastollisesti merkitsevad vaikutusta (p <
0,05).

SMILES: SMILES-jarjestelma (Simplified Molecular Input Line Entry Specification).
Lastaustiheys: Kalojen lukumaéard tilavuusyksikkoa kohti.
Testikemikaali: Tilld testimenetelmalld testattu aine tai seos.

UVCB: Koostumukseltaan tuntematon tai vaihteleva aine, kompleksi reaktiotuote tai
biologinen materiaali.

VTG: Vitellogeniini on fosfolipoglykoproteiini, munankeltuaisproteiinin esiaste, jota
tavataan yleensa kaikilla munimalla lisddntyvien lajien sukukypsilla naarailla.

VHJ: Viikkoa hedelmoittymisen jalkeen
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Lisfys 2
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JOITAKIN HYVAKSYTTAVAN LAIMENNUSVEDEN KEMIALLISIA OMINAISUUKSIA

Aine Rajapitoisuus
Hiukkaset 5 mg/l
Orgaanisen hiilen kokonaisméaara 2 mg/l
Ionisoitumaton ammoniakki 1 pg/l
Jaannoskloori 10 pg/l
Orgaanista fosforia sisiltdvien torjunta-aineiden

kokonaismaara >0 ng/l
Orgaanista klgoria_sisaltayien torjunt'a-ai“r.l-ei"den Ja 50 ng/l
polykloorattujen bifenyylien kokonaismééra

Orgaanisen kloorin kokonaisméaara 25 ng/l
Alumiini 1 ng/l
Arseeni 1 ng/l
Kromi 1 ng/l
Koboltti 1 pg/l
Kupari 1 pg/l
Rauta 1 pg/l
Lyijy 1 pg/l
Nikkeli 1 ng/l
Sinkki 1 pg/l
Kadmium 100 ng/1
Elohopea 100 ng/1
Hopea 100 ng/1
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Lisfiys 3

MEOGRT-TESTIN TESTIOLOSUHTEET

1. Suositeltu laji
2. Testityyppi

3. Veden limpdétila

4. Valaistus

6. Lastaustiheys

7. Testikammion kiytettdvissi
oleva vihimmdistilavuus

8. Testiliuosten vaihto

9. Testiorganismien iki testin
alkaessa

10. Organismien lukumééra
kussakin rinnakkaisniytteessi

11. Kisittelyjen lukumédra
12. Rinnakkaisnéytteiden

lukumaiiari kussakin
kisittelyssi

13. Organismien lukumééra
kussakin testissa

14.Ruokinta

Medaka (Oryzias latipes)
Jatkuva ldpivirtaus

Testin nimellisldmpdtila on 25 °C. Keskimédrdisen 1dmpotilan on oltava
jokaisessa sdiliossd 24—26 °C koko testin ajan.

Loisteputket (laajakirjoiset ja ~150 luumenia / m*)
(~150 luksia).

16 h valoisaa : 8 h pimeéi

FO: 2 aikuista / rinnakkaisniyte; F1: aloitus enintdén 20 munalla
(alkiolla) / rinnakkaisniyte; vihennetiddn 12 alkioon / rinnakkaisnéyte
kuoriutumisen yhteydessi ja sen jalkeen kahteen aikuiseen (lisdéntyvi
XX-XY-pari) hedelmoittymisen jilkeisilld viikoilla 9-10
lisddntymisvaihetta varten

1,8 I (testikammion koko esimerkiksi: 18 x 9 x 15 cm)

Vihintdédn 5 ja enintddn 16 vaihtoa paiviéssi (tai virtaus 20 ml/min)

FO: > 12 vhj, ei kuitenkaan yli 16 vhj

FO: 2 kalaa (1 pari, koiras ja naaras) F1: Enintdén 20 kalaa (munaa) /
rinnakkaisniyte (FO- ja F1-sukupolven lisddntyvien parien tuottamia)

5 testikemikaalikdsittelyd + tarvittava(t) kontrolli(t)

Vihintdédn 6 rinnakkaisniytettd kussakin testikemikaalikésittelyssi ja
vahintdian 12 rinnakkaisndytettd kontrollissa ja liuotinkontrollissa, jos
sitd kiytetddn (rinnakkaisnaytteiden lukumaiira kaksinkertaistetaan F1-
sukupolven lisddntymisvaiheessa)

FO: vidhintddn 84 kalaa, F1: 504 kalaa (Jos liuotinkontrollia kiytetadn:
FO:ssa 108 kalaa ja F1:ssd 648 kalaa.) Laskettava yksikkod on vapaasti
liikkkumisvaiheen jilkeinen alkio.

Kaloja ruokitaan suolalehtijalkaisten (Artemia spp.) 24 tunnin ikiisilld
nauplisasteen toukilla ad libitum. Tarvittaessa kaloille voidaan antaa
liséiksi kaupallisesti saatavaa hiutaleruokaa. (Lisdyksessd 6 on esimerkki
ruokinta-aikataulusta, jolla taataan varmaa lisdéntymisté tukeva riittava
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15.Ilmastus

16.Laimennusvesi
17. Altistusaika

18. Biologiset paidtetapahtumat

(ensisijaiset)

19. Testin validiteettikriteerit

D060575/02

kasvu ja kehitys.)

Ei tarvita, ellei liuennen hapen pitoisuus ilman kyllidstysarvosta ole <60
%

Puhdas pinta-, kaivo- tai synteettinen vesi tai dekloorattu hanavesi.
Ensisijaisesti 19 viitkkoa (FO:sta F2:n kuoriutumiseen)

Kuoriutuvuus (F1 ja F2); eloonjaineisyys (F1, kuoriutumisesta hjv 4
(ruskuaispussipoikasvaiheen loppu/juveniilivaiheen alku), 4-9 (tai 10)
hjv (juveniilivaiheen ja poikasvaiheen alku) ja 9-15 hjv (poikasesta
aikuisen lopettamiseen asti)); kasvu (F1, pituus ja paino hjv:lla 9 ja 15);
sekundaariset sukupuoliominaisuudet (FL, perdevépapillit hjv:lla 9 ja
15); vitellogeniini (F1, vig mRNA tai VTG-proteiini hjv:lla 15);
fenotyyppinen sukupuoli (F1, sukurauhasten histologian perusteella
hjv:1la 15) lisdgantyminen (FO ja F1, fekunditeetti ja hedelmaillisyys 21
paivin ajan); kutemisaika (F1); ja histopatologia (F1, sukurauhaset,
maksa ja munuaiset hjv:lla 15).

Liuenneen hapen pitoisuus > 60 % ilman kyllistysarvosta;
keskimédrdinen veden lampotila 24-26 °C koko testin ajan; onnistunut
lisdédntyminen > 65 %:1la naaraista kontrollissa (kontrolleissa);
paivittdinen fekunditeetti keskiméirin > 20 munaa kontrollissa
(kontrolleissa); kuoriutuvuus > 80 prosenttia (keskiarvo) kontrolleissa
(kummassakin sukupolvessa, F1 ja F2); eloonjidineisyys kuoriutumisen
jalkeen hjv:lle 3 > 80 % (keskiarvo) ja siitd eteenpdin sukupolven
lopettamiseen saakka hjv:lle 3 > 90 % (keskiarvo) kontrolleissa (F1);
testikemikaalin pitoisuuksien liuoksessa olisi oltava hyviksyttavisti +
20 % keskiméadriisistd mitatuista arvoista.
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Lisiiys 4
KONTROLLIEN TYYPILLISIA ARVOJA KOSKEVIA OHJEITA

On syytd todeta, ettd namé kontrolliarvot perustuvat vain muutamaan validointitutkimukseen, ja
niitd mahdollisesti muutetaan mydhemmin kokemuksen karttuessa.

Kasvu

Kaikilta kaloilta, joilta otetaan naytteet 9 (tai 10) ja 15 viikkoa hedelmoittymisen jilkeen
(hjv), mitataan paino ja pituus. Tamén protokollan mukaan odotuksenmukaiset mérképainot
hyv:lla 9 ovat koirailla 85-145 mg ja naarailla 95-150 mg. Odotuksenmukaiset mérkapainot
hjv:lla 15 ovat koirailla 250-330 mg ja naarailla 280-350 mg. Vaikka yksittdisen kalan
paino voi poiketa néistd viitearvoista huomattavasti, kontrollikalojen keskimaaréiset painot,
jotka ovat selvdsti ndiden arvojen ulkopuolella ja etenkin alarajaa pienempid, viittaavat
kuitenkin ruokintaan, lampétilan hallintaan, vedenlaatuun tai sairauksiin liittyviin ongelmiin
tai ndiden seikkojen yhdistelméén.

Kuoriutuminen

Kontrolleissa normaali kuoriutuvuus on yleensd noin 90 prosenttia, mutta niinkéddn pieni
arvo kuin 80 prosenttia ei ole epatavallinen. Jos kuoriutuvuus on alle 75 prosenttia, se voi
olla merkki siitd, ettd kehittyvien munien ravistelu on ollut riittdmétontd tai ettd munien
kasittely on ollut huolimatonta (esimerkiksi kuolleet munat on voitu poistaa liian myohaan,
mikd on aiheuttanut sieni-infektion).

Eloonjddneisyys

Eloonjadneisyys kuoriutumisesta hjv:lle 3 ja sen jidlkeen on kontrolleissa yleensd vdhintaan
90 prosenttia, mutta edes 80 prosentin eloonjadneisyys elinkaaren varhaisvaiheessa ei ole
vield hélyttavad kontrolleissa. Sen sijaan on huolestuttavaa, jos eloonjddneisyys on
kontrolleissa alle 80 prosenttia. Se voi viitata akvaarioiden riittiméttoméaan puhdistukseen,
jolloin ruskuaispussipoikaset ovat menehtyneet sairauteen tai ne ovat tukehtuneet, koska
liuenneen hapen pitoisuus on ollut liian pieni. Kuolleisuus voi johtua myos siilion
puhdistuksen aikana tapahtuneen vaurioitumisen takia, ja ruskuaispussipoikaset ovat voineet
my0s joutua sen aikana séilion vedenpoistojarjestelmadn.

Vitellogeniinigeeni

Vaikka vitellogeniini (vtg) -geenin absoluuttiset pitoisuudet, jotka ilmaistaan yksikossd
kopiota/ng mRNA:n kokonaismédrastd, voivat vaihdella laboratorioiden vililla paljonkin
kaytettyjen menettelyjen tai laitteiden vuoksi, veg-pitoisuuden on oltava noin 200 kertaa
suurempi kontrolliryhmén naarailla kuin kontrolliryhmén koirailla. Ei ole epatavallista, jos
tdmi suhde on 1 000-2 000, mutta alle 200:n oleva suhdeluku on epaiilyttava ja voi viitata
nédytteen kontaminoitumiseen tai menettelyihin ja/tai kdytettyihin reagensseihin liittyviin
ongelmiin.
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Sekundaariset sukupuoliominaisuudet

Koirailla sekundaaristen sukupuoliominaisuuksien normaalialue, joka maééritelladan
perdevipapillien evdruotojen segmenttien kokonaisméariand, on 40-80 segmenttid hjv:lla 9—
10. Hedelmoittymisen jidlkeiseen viikkoon 15 mennessd normaalialue kontrolliryhmén
koirailla tulisi olla noin 80-120 ja kontrolliryhman naarailla 0. Selittimattomistd syista
jJoskus harvoin on koiraita, joilla ei ole yhtdadn papillia hedelmaittymisen jélkeiseen viikkoon
9 mennessd, mutta koska papillit kehittyvat kaikille kontrolliryhmédn koiraille
hedelmoittymisen jilkeiseen vitkkoon 15 mennessd, tima johtuu mitd todennakoisimmin
kehityksen viivédstymisestd. Jos kontrolliryhmén naarailla havaitaan papilleja, se osoittaa,
ettd populaatiossa on XX-koiraita.

XX-koiraat

XX-koiraiden normaali taustaesiintyvyys viljelmdssda on noin 4 prosenttia tai vihemmaén
25° C:n lampotilassa. Esiintyvyys kuitenkin kasvaa lampétilan noustessa. On syytd
huolehtia siitd, ettd XX-koiraiden osuus populaatiossa pysyy mahdollisimman pienena.
Koska XX-koiraiden esiintyvyydessa vaikuttaa olevan geneettinen komponentti, jonka takia
se on periytyvidd, kantaviljelmin valvonta ja sen varmistaminen, ette1 XX-koiraita kaytetd
kantaviljelman kasvattamiseen, ovat tehokkaita keinoja véhentdd XX-koiraiden
esiintyvyyttd populaatiossa.

Kuteminen

Kontrollirinnakkaisnaytteistd on seurattava kutemista pdivittdin ennen fekunditeetin
arvioimista. Kontrollipareista voidaan arvioida laadullisesti, onko kutemisesta merkkeja.
Arviointi voidaan tehdd silmamaardisesti. Useimpien kontrolliparien pitdisi kutea hjv:lle
12—-14 mennessé. Jos kutevia pareja on noina viikkoina vahan, kaloilla voi olla mahdollisia
terveyteen, kypsyyteen tai hyvinvointiin liittyvid ongelmia.

Fekunditeetti

Terveet ja hyvin ruokitut 12—-14 hjv:n ikéiset medakat kutevat yleensd péivittdin ja tuottavat
15-50 matimunaa paivassd. Lisddntyvien kontrolliparien suositeltu mdarda on 24, ja tistd
médristd 16 parin (> 65 %) pitdisi tuottaa yli 20 munaa péivissa paria kohti (mutta ne voivat
kuitenkin tuottaa jopa 40 munaa paivédssd). Jos munien médra on tata pienempi, kutevat parit
saattavat olla epéakypsid, aliravittuja tai sairaita.

Hedelmdllisyys

Kutevien kontrolliparien hedelmoittyneiden munien prosentuaalinen osuus on yleensd 90
prosentin luokkaa, eivitkd myodskadn 95 prosentin paikkeilla olevat tai sitd suuremmat arvot
ole epatavallisia. Jos kontrolliparien hedelmoittyneiden munien osuus on alle 80 prosenttia,
on athetta epdilld, ettd kalayksilot eivdt ole terveitd tai ettd kasvatusolosuhteet eivit ole
thanteelliset.

568



D060575/02

569



D060575/02

Lisiiys 5
ESIMERKKI RUOKINTA-AIKATAULUSTA

Taulukossa 1 on esimerkki ruokinta-aikataulusta, jolla taataan varmaa lisdédntymista tukeva
riittavd kasvu ja kehitys. Tastd aikataulusta saa tarvittacssa poiketa, mutta on suositeltavaa,
ettd poikkeavien aikataulujen yhteydessd varmistetaan, ettd hyvéksyttdvdda kasvua ja
lisaantymistd on havaittavissa. Jotta chdotettua ruokinta-aikataulua voidaan noudattaa,
suolalehtijalkaisten kuivapaino niiden liemen tilavuuteen nihden on maédritettdvd ennen
testin aloittamista. Se voidaan tehda punnitsemalla tietty maard suolalehtijalkaisten lientd,
jota on kuivattu 24 tunnin ajan 60 °C:ssa ennalta punnituissa astioissa. Jotta voidaan ottaa
huomioon liemessd olevien suolojen paino, on kuivattava ja punnittava sama maara
suolalivosta kuin liemessd on kéytetty, ja paino on vidhennettdvd kuivatun
suolalehtijalkaisliemen painosta. Vaihtoehtoisesti suolalehtijalkaisliemi voidaan suodattaa ja
huuhdella tislatulla vedelld ennen kuivaamista, jolloin ei tarvitse punnita “pelkidn suolan”
painoa. Naitd tietoja kaytetdan taulukon tietojen muuntamisessa suolalehtijalkaisliemen
kuivapainosta sithen suolalehtijalkaisliemen méaardéan, joka kullekin kalalle on annettava.
Lisdaksi suositellaan, ettd suolalehtijalkaisliemestd punnitaan alikvootit viikoittain, jotta
varmistetaan, ettd kaloille annetaan kuivapainoltaan oitkea méara suolalehtijalkaisia.

570



Taulukko 1: Esimerkki ruokinta-aikataulusta

Aika (kuoriutumisen Suolalehtijalkaisia (mg
jilkeen) kuivapainoa / kala / piivi)
Paiva 1 0,5
Paiva 2 0,5
Paiva 3 0,6
Paiva 4 0,7
Paiva 5 0,8
Paivd 6 1,0
Paiva 7 1,3
Paiva 8 1,7
Paiva 9 2,2
Paiva 10 2.8
Paiva 11 3,5
Péiva 12 4.2
Péiva 13 4,5
Péiva 14 4.8
Paiva 15 52
Paivit 16-21 5,6
Viikko 4 7,7
Viikko 5 9,0
Viikko 6 11,0
Viikko 7 13,5
Viikko 8 — lopetus 22,5
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Liséiys 8
ESIMERKKEJA MUNIEN INKUBOINTIKAMMIOSTA

Esimerkki A

K

5
N
8

Taméd inkubaattori koostuu katkaistusta lasisesta sentrifugiputkesta, jossa on ruostumatonta
terdstd oleva holkki ja joka pysyy paikallaan sentrifugin ruuvitulpalla. Tulpan ldpi menee
ohut lasinen tai ruostumatonta terdsti oleva putki, joka ulottuu melkein pyéristettyyn
pohjaan asti. Putki puhaltaa varovasti ilmakuplia, joiden tarkoituksena on suspendoida
munat, vidhentad saprotrofisten sieni-infektioiden kulkeutumista munien vélilla ja
mahdollistaa kemikaalin virtaus inkubaattorin ja varastosdilion vélilla.

Esimerkki B
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Tamd inkubaattori koostuu lasisesta lieriostd (halkaisija 5 cm ja korkeus 10 cm) ja
ruostumatonta terdstd olevasta verkosta (¢ 0,25, silmidkoko 32), joka on kiinnitetty lierion
pohjaan PFTE-renkaalla. Inkubaattorit ripustetaan sdilioihin nostorivasta, ja niita
ravistellaan pystysuunnassa (heilahdustaajuus noin 5 cm) medakan munille sopivassa
syklissé (yleensd neljan sekunnin valein).

573



D060575/02

Lisdiys 7

KAAVIO RINNAKKAISNAYTTEIDEN YHDISTAMISESTA JA TAYTTAMISESTA
MEORGT-TESTIMENETELMAN YHTEYDESSA

Kuva 1: Rinnakkaisndytteiden yhdistdminen ja tdyttdiminen MEOGRT-testissd Kuvassa esitetddn yksi
kisittely tai puolikas kontrollista. Yhdistdmisen takia rinnakkaisndytteen identiteetti ei ole sama koko
testin ajan. Ilmauksella “munat” tarkoitetaan elinkykyisi4 hedelmdittyneitd munia (eli alkioita).

Paatetapahtumat
Kuoriutuminen Eloonjéineisyys Kasvu, VTG, SSO Lisddntyminen, patologia, SSO Kuoriu-
tuminen
Fo F F2
Poikasnaytteet XX
XX 20 12 DMY X 20
XY Imunaa kalaa

XX
XY

XX
XY

XX
XY

XX

clElElE

Poikasnaytteet XX

arvioitu XX munaa
XY
XY | |
20 12 DMY _L C 20
rer kalaa arvioitu unaa
12 —]

XX

0

Poikasnaytteet

Yhdista 20 o XYY ﬁ
elinkykyiset munaa Yhdists kalaa arvioitu

munat kuoriutuneet

s

Yhdista 4‘ 20
elinkykyiset [unaa

J R N R

munat
N K
Poikasndytteet
Jaa — Jaa
20 12 DMY |% 20
unaa kalaa arvioitu XX munaa
XY |—
Jaa 12
Poikasnaytteet XY XX
xy [
20 k1|2 DMY 20
(hunaa alaa arvioitu XX munaa
xy ||

XX
XY

—

munaa .
arvioitu munaa

XX
Poikasndytteet

T XY |/

"/
20 i DMY 20

alaa XX

XY |
 S—

Kiisittelyt ja rinnakkaisniytteet

Testimenetelmassa suositellaan viittd testikemikaalikasittelyd, joissa kdytetddan teknisen
laadun kriteerit tdyttdvdad materiaalia, ja negatiivista kontrollia. Rinnakkaisndytteiden
lukumaara kussakin késittelyssd ei pysy samana koko MEOGRT-testin ajan, ja
kontrollikasittelyssé ~ on  kaksinkertainen =~ midrd  rinnakkaisndytteitd  yhteen
testikemikaalikasittelyyn verrattuna. FO-sukupolvessa jokaisessa testikemikaalikéasittelyssa
on kuusi rinnakkaisnaytettd, ja negatiivisessa kontrollikasittelyssa on 12 rinnakkaisnédytetta.
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Liuottimien kayttod ei1 suositella, mutta jos niitd kaytetaan, MEORGT-testiraportissa on
esitettdva perustelut sekd liuottimen kiaytolle ettd tietyn liuottimen valinnalle. Lisdksi
tarvitaan kahdenlaisia kontrolleja, jos liuotinta kiaytetdéin: a) liuotinkontrolli ja b)
negatiivinen kontrolli. Kummankin ndista kahdesta kontrolliryhmistd on koostuttava
tdydestd maardstd rinnakkaisndytteitd kaikissa tdmin testin aikajanan pisteissd. Tama
rinnakkaisndyterakenne pysyy samana testiorganismin kehittyessa F1-sukupolvessa (ja F2-
sukupolvessa kuoriutumiseen saakka). Aikuisvaiheessa, kun F1-sukupolven lisdantyvit parit
on muodostettu, lisddntymisparien rinnakkaisndytteiden madrd késittelyd kohti tulisi
mieluiten kaksinkertaistaa. T&lloin jokaisessa testikemikaalikdsittelyssd on enintddn 12
rinnakkaisndyteparia ja  kontrolliryhmdssd 24 paria (ja tarvittaessa toiset 24
rinnakkaisndyteparia liuotinkontrollissa). Fl-parien kudusta perdisin olevien alkioiden
kuoriutuminen mdaritetdan samalla rinnakkaisndyterakenteella kuin FO-parien kudusta
perdisin olevien alkioiden yhteydessd, eli testikemikaalikasittelyd kohti on aluksi kuusi
rinnakkaisndytettd ja kontrolliryhmissa (-ryhmissd) 12.
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Liséys 8
PERAEVAPAPILLIEN LASKEMINEN

Téarkeimmit materiaalit ja reagenssit

- Dissektiomikroskooppi (jossa voi olla kamera liitettyni)

- Kiinnitysaine (esimerkiksi Davidsonin aine, Bouinin ainetta ei suositella), jos laskentaa el
tehdé kuvasta

Menettelyt

Ruumiinavauksen jélkeen perdevd on kuvattava, jotta perdeviapapillit voidaan laskea
helposti. Kuvantaminen on suositeltu menetelmi, mutta perdeva voidaan myos kiinnittaa
Davidsonin kiinnitysaineella tai muulla sopivalla kiinnitysaineella (noin minuutin ajan).
Kiinnityksen ajan perdevi on tarked pitaa littednd, jotta papillien laskeminen on helpompaa.
Ruumis ja perdevd voidaan séilod Davidsonin kiinnitysaineeseen tai muuhun sopivaan
aineeseen sithen asti, kun ne analysoidaan. Laske niiden litoslevyjen lukuméaéra (ks. kuva
1), joissa on levyn takareunasta esiin tyontyvid papilleja.

Kuva 1: Perdevipapillit

-, = - [ & ltOSthVt ~ .

- = E e
s
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Lisiiys 9
MEORGT-TESTIN TARKKA AIKAJANA
Testiviikot 1-3 (F0)

FO-sukupolven kutevat kalat, jotka tdayttavit valintaperusteet (ks. 16—20 kohta), altistetaan
kolmen viikon ajaksi, jotta kehittyvat gameetit ja sukurauhaskudokset altistuvat
testikemikaalille. Jokaisessa rinnakkaisndytesdiliossa on yksi lisddntyva kalapari (XX-
naaraasta ja XY-koiraasta muodostuva pari). Matimunat kerdtdan ja lasketaan, ja niistd
arvioidaan hedelmallisyys 21 perdkkdisen pdivan ajan testipdivasta 1 aloittaen.

Testiviikko 4 (FO ja F1)

Hedelmoittyneet ja elinkykyiset munat (alkiot) kerdtdan mieluiten yhtend paivanad. Jos
alkioita e1 kuitenkaan ole tarpeeksi, niitd voidaan kerétd kahtena pédivand. Jos niitd keratdin
kahtena pdivind, kaikki kasittelyistd ensimmaisend paivana keratyt alkiot yhdistetdan niihin,
jJotka keratddn toisena péaivand. Kaikki kustakin kasittelystd yhdistetyt alkiot jaetaan
satunnaisesti rinnakkaisndyteinkubaattoreihin (20 alkiota yhteen inkubaattoriin). Kuolleet
hedelmoittyneet munat (alkiot) tarkistetaan ja kirjataan paivittdin. Kuolleet munat poistetaan
inkubaattoreista  (hedelmoittyneiden munien kuoleman voi havaita erityisesti
varhaisvaiheissa: ldpikuultavuus vdhenee ja vdri muuttuu, mikd johtuu valkuaisaineiden
hyytymisestd ja/tai saostumisesta, josta on seurauksena valkoinen viri ja
lapindkymittomyys, OECD 210).

Huom. Jos yhdestd késittelystd on kerattdavd munia toisena pdivand, kaikkiin késittelyihin (ja
kontrolleihin) on sovellettava tdtd menettelyd. Jos toisen keruupdivan jalkeen yhdessa
kasittelyssd on edelleen liian véhin alkioita sithen ndhden, ettd yhteen inkubaattoriin pitda
saada 20 alkiota, kyseisen kisittelyn alkioiden mé&draa vihennetadn 15 alkioon yhta
inkubaattoria kohti. Jos alkioita ei ole edelleenkaan tarpeeksi, jotta yhteen inkubaattoriin
saataisiin 15 alkiota, rinnakkaisndyteinkubaattorien méaraa vihennetéddn siten, ettd jokaiseen
inkubaattoriin saadaan 15 alkiota. Lisaksi FO-sukupolveen voidaan liséitd lisdéntyvia pareja
jokaiseen kisittelyyn ja kontrolliin, jotta munien tuotanto lisdéntyisi siten, ettd suositus 20
munasta rinnakkaisniytettd kohti tayttyisi.

Testipdivana 24 FO-sukupolven lisddntymisparit lopetetaan humaanisti ja niiden paino ja
pituus merkitddn muistiin. Tarvittaessa FO-sukupolven lisddntyvid pareja voidaan pitda
elossa vield yksi tai kaksi paivia, jotta F1-sukupolven luonti voidaan aloittaa uudelleen.

Testiviikot 5-6 (F1)

Yksi tai kaksi pdivdd ennen kuoriutumisen oletettua alkamista inkuboitavien munien
ravistelu lopetetaan tai sitd vahennetddn kuoriutumisen jouduttamiseksi. Koska alkioita
kuoriutuu joka pdivd, kuoriutuneet kalanpoikaset yhdistetdan kasittelyittdin ja jaetaan
jérjestelmallisesti kuhunkin poikasten rinnakkaisndytesailioon tietyn kéasittelyn mukaisesti.
Yhdessd sdiliossd saa olla enintddn 12 kuoriutunutta kalanpoikasta. Tamid tehdddn
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valitsemalla kalanpoikaset satunnaisesti ja laittamalla yksi kalanpoikanen perakkaisiin
rinnakkaisndytteisiin  sattumanvaraisesti  siirtymalla  jirjestyksessd tietyn kasittelyn
rinnakkaisndytteestd toiseen, kunnes kaikissa késittelyn naytteissa on 12 kalanpoikasta. Jos
kalanpoikasia ei ole tarpeeksi, jotta niitd riittaisi kaikkiin rinnakkaisndytteisiin, on
varmistettava, ettd mahdollisimman monessa néytteessid on 12 kalanpoikasta, jotta F1-vaihe
voidaan aloittaa.

Munat, jotka eivdt ole kuoriutuneet, kun kontrollin kuoriutumisen mediaanipédivéstd on
kulunut kaksi kertaa niin pitkd aika, katsotaan elinkyvyttomiksi ja hévitetdan.
Kalanpoikasten = lukumiird  kirjataan, ja  kuoriutuvuus  lasketaan  jokaisesta
rinnakkaisndytteesta.

Testiviikot 7-11 (F1)

Ruskuaispussipoikasten eloonjddminen tarkastetaan ja kirjataan paivittdin  kaikista
rinnakkaisndytteistd. Testipdivand 43 elossa olevien kalojen lukumaédrd jokaisesta
rinnakkaisndytteestd kirjataan, kuten myos rinnakkaisndytteeseen alun perin laitettujen
kuoriutuneiden kalanpoikasten méard (nimellislukuméard 12). Taméan avulla voidaan laskea
eloonjaamisen prosentuaalinen osuus kuoriutumisesta poikasvaiheeseen.

Testiviikot (F1)

Testipaiviana 7882 jokaisen kalan pyrstoevéstd otetaan pieni niyte yksilon genotyyppisen
sukupuolen madrittamiseksi (ts. evéleike) kaikkien kalojen osalta. Tamén tiedon perusteella
muodostetaan lisddntyvit parit.

Kolmen paivan kuluessa siitd, kun jokaisen kalan genotyyppinen sukupuoli on maéaritetty,
muodostetaan 12 lisdantyvad paria jokaiseen kisittelyyn ja 24 paria jokaiseen kontrolliin
sattumanvaraisesti. Jokaisesta rinnakkaisndytteestd valitaan satunnaisesti kaksi XX- ja XY-
kalaa, jotka yhdistetdsdn sukupuolittain, ja sen jalkeen niistd valitaan satunnaisesti kaksi
kalaa  lisaantyvan  parin  (eli XX-XY-parin) muodostamiseksi.  Kuhunkin
kemikaalikésittelyyn tehdddn vihintddn 12 rinnakkaisnédytettd ja kuhunkin kontrolliin
vahintdan 24 naytettd, ja jokaiseen ndytteeseen laitetaan yksi lisddntyva pari. Jos
rinnakkaisndytteessd ei1 ole kahta XX-kalaa tai kahta XY-kalaa yhdistamistd varten,
tarvittavan  sukupuoligenotyypin mukainen kala on otettava muista kasittelyn
rinnakkaisndytteisti.

Loput kalat (enintdéan 8 kussakin rinnakkaisndytteessd) lopetetaan humaanisti, ja niistd
otetaan  poikasvaiheen  eri  pddtetapahtumien  mukaiset  nédytteet.  Kaikista
poikasvaihendytteistd sdilytetddn dmy-tiedot (XX vai XY), jotta voidaan varmistaa, ettd
kaikki pidadtetapahtumatiedot voidaan liittdd jokaisen yksittdisen kalan geneettiseen
sukupuoleen.

Testiviikot 13-14 (F1)

Altistusta jatketaan, kun poikasvaiheen lisddntyvit parit kehittyvat aikuisiksi. Testipdivana
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98 (eli munien kerddmistd edeltivdnd paivdanid) munat otetaan pois sekd akvaarioista ettd
naaraista.

Testiviikot 15-17 (F1)

Kutemisen aikana lasketut matimunat kerdtdan paivittdin 21 perdkkdisen pdivan ajan
kaikista rinnakkaisndytteistd, ja niiden fekunditeetti ja hedelmaéllisyys arvioidaan.

Testiviikko 18 (testiviikon 4 toisto) (F1 ja F2)

Testipdivan 120 aamuna munat kerétdédn jokaisesta rinnakkaisnayteséiliostd. Kerdtyt munat
arvioidaan, ja jokaisen lisdantyvan parin hedelmdoittyneet munat (joista on poistettu rihmat)
yhdistetddn késittelyittdin ja jaetaan jarjestelmallisesti munien inkubointikammioihin (20
munaa yhteen inkubaattoriin). Inkubaattorit voidaan laittaa erillisiin “inkubaattoriséiliéihin”,
jotka on valmisteltu kutakin késittelyd varten, tai rinnakkaisndytesdilioon, jotka sisdltavét
kuoriutumisen yhteydessd kuoriutuneet ruskuaispussipoikaset. Alkiot kerdtadan mieluiten
yhtend péiviand. Jos alkioita ei kuitenkaan ole tarpeeksi, niitd voidaan kerdtd kahtena
paivand. Jos niitd kerdtdan kahtena paivéand, kaikki kasittelyistd ensimmdisend pédivani
keratyt alkiot yhdistetdédn niihin, jotka kerdtaan toisena paivand. Kaikki kustakin kasittelystd
yhdistetyt alkiot jaetaan satunnaisesti rinnakkaisnédyteinkubaattoreihin (20 alkiota yhteen
inkubaattoriin). Huom. Jos yhdestd kisittelystd on keréttdva munia toisena paivina, kaikkiin
kasittelythin (ja kontrolleihin) on sovellettava tdtd menettelyd. Jos toisen keruupdivan
jilkeen yhdessd kasittelyssd on edelleen liian vdhdn alkioita sithen ndhden, ettd yhteen
inkubaattoriin pitdd saada 20 alkiota, kyseisen kasittelyn alkioiden maarad vahennetddn 15
alkioon yhtd inkubaattoria kohti. Jos alkioita ei ole edelleenkddn tarpeeksi, jotta yhteen
inkubaattoriin saataisiin 15 alkiota, rinnakkaisndyteinkubaattorien madrda védhennetdadn
siten, ettd jokaiseen inkubaattoriin saadaan 15 alkiota.

Testipaivana 121 (tai testipdivand 122, jotta varmistetaan, ettd F2-sukupolven luominen on
alkanut hyvin) F1-sukupolven lisddntyvét parit lopetetaan humaanisti ja niistd analysoidaan
aikuisten kalojen paitetapahtumat. Tarvittaessa F1-sukupolven lisddntyvid pareja voidaan
pitdd elossa vielda yksi tai kaksi pdivéda, jotta F2-sukupolven luonti voidaan aloittaa
uudestaan.

Testiviikot 19-20 (F2)

Yksi tai kakst pédivdd ennen kuoriutumisen oletettua alkamista inkuboitavien munien
ravistelu lopetetaan tai sitd vihennetidn kuoriutumisen jouduttamiseksi. Jos testi paattyy F2-
sukupolven kuoriutumiseen, kuoriutuneet kalanpoikaset lasketaan joka pdivad ja hidvitetddan
sen jalkeen. (Alkiot, jotka eivdt ole kuoriutuneet pidennetyn inkubointiajan (kaksi kertaa
kontrollin kuoriutumispdivan mediaani) jalkeen, katsotaan elinkyvyttomiksi.)
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Liséys 10

TILASTOANALYYSI

MEORGT-testistd saadut biologisten tietojen tyypit eivdat ole vain sille ominaisia.
Patologisia tietoja lukuun ottamatta on kehitetty monia sopivia tilastomenetelmid, joilla
voidaan analysoida samanlaisia tietoja asianmukaisesti sen mukaan, millaisia piirteitd
tiedoissa on (esimerkiksi normaalisuus, varianssin yhtendisyys, se, sopiiko tutkimus
rakenteeltaan hypoteesin testaamiseen tai regressioanalyysiin, parametriset vs. ei-
parametriset testit jne.). Yleisperiaate on se, ettd chdotetuissa tilastoanalyyseissa
noudatetaan ekotoksisuustietoja koskevia OECD:n suosituksia (OECD 2006) ja MEORGT-
testin aineistoanalyysia koskevaa paatoksenteon vuokaaviota (kuva 2).

Oletuksena on, ettd useimmiten tietueet kuvastavat monotonisia vasteita. Lisdksi on otettava
huomioon kysymys yksisuuntaisen tilastollisen testin kéayttdmisestd verrattuna
kaksisuuntaiseen tilastolliseen testiin. FEllei ole biologisia perusteita, joiden nojalla
yksisuuntainen testi on epitarkoituksenmukainen, suositellaan kaytettdvian yksisuuntaisia
testejd. Jdljempdna suositellaan tiettyjd tilastollisia testejd, mutta jos kehitetddn
tarkoituksenmukaisempia  ja/tai  selitysvoimaltaan ~ parempia  tilastomenetelmid
sovellettavaksi tiettythin MEORGT-testissd saatuihin tietoihin, néité tilastollisia testeja on
syytd kayttaa, jotta niistd koituvia etuja voidaan hyodyntéa.

MEORGT-testista saadut tiedot on analysoitava kummankin genotyyppisen sukupuolen
osalta erikseen. On kaksi strategiaa analysoida niiden kalojen tiedot, joiden sukupuoli on
vaihtunut (joko XX-koiraat tai XY-naaraat): 1) sensuroidaan koko testistd kaikki tiedot
kaloista, joiden sukupuoli on vaihtunut, lukuun ottamatta sukupuolen vaihtumisen
esiintyvyyttd kussakin rinnakkaisndytteessd; 2) sdilytetddn aineistossa tiedot kaikista
kaloista, joiden sukupuoli on vaihtunut, ja analysoidaan ne genotyypin perusteella.

Histopatologiset tiedot

Histopatologiset tiedot raportoidaan vakavuuspisteind, jotka arvioidaan hiljattain kehitetylld
tilastomenetelmalla nimelta Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices (RSCABS), (Green ja
muut, 2014). Rao-Scottin mukautus sailyttad testin toistamista koskevat tiedot; by Slices -
menettely sisdltdd biologisen odotuksen, jonka mukaan vakavuuspisteilld on taipumus
lisaantyd kasittelypitoisuuksien suurentuessa. RSCABS-menetelmélld saatu tulos méarittaa
jokaisen diagnoosin osalta, missd kasittelyissa patologisia 16ydoksid esiintyy enemman kuin
kontrolleissa, ja néthin littyvin vakavuusasteen.

Fekunditeettitiedot

Fekunditeettitictojen analyysi koostuu askeltavasta Jonckheere-Terpstran tai Williamsin
testistd, jolla madritetdan kasittelyn vaikutukset, jos tiedot ovat yhdenmukaiset monotonisen
pitoisuus-vasteen kanssa. Askeltavassa testissdé kaikki vertailut tehdddan 0,05:n
merkitsevyystasolla, eikd siind tehdd mukautusta vertailujen lukuméairdan nahden. Tietojen
oletetaan olevan yhdenmukaisia monotonisen pitoisuus-vasteen kanssa, mutta tima voidaan

580



D060575/02

varmentaa joko tarkastamalla tiedot silmamaardisesti tai tekemalld lineaariset ja
kvadraattiset kontrastit kdsittelyjen keskiarvoista tietojen arvojirjestysmuunnoksen jéilkeen.
Jos kvadraattinen kontrasti on merkitsevd ja lineaarinen kontrasti ei ole, tehdddn trenditesti.
Muussa tapauksessa kasittelyn vaikutusten madrittamiseen kaytetdan Dunnettin testid, jos
tiedot jakautuvat normaalisti ja jos varianssit ovat homogeenisia. Jos ndmd vaatimukset
eivat tayty, tehddan Dunnin testi Bonferonni-Holmin mukautuksella. Kaikki mainitut testit
tehddan riippumatta mahdollisesta yleisestd F- tai Kruskal-Wallisin testisti. Tarkempia
tietoja on julkaisussa OECD 2006.

Muitakin menetelmid (munien madrdn osalta vaikkapa vyleistettyd lineaarista mallia
Poissonin virheineen ilman muunnosta) voidaan kéyttda, jos se on tilastollisesti perusteltua
(Cameron ja Trividi, 2013). Tilastotieteellinen neuvonta on suositeltavaa, jos muita
menetelmid kaytetdan.

Paivittdiinen munamiiri yhdessi sukupolvessa

ANOVA-mallissa kaytetddn kaavaa Y=Time*Time+Treatment + *Treatment -+
Time*Treatment + *Time*Treatment, satunnaisvaikutusten osalta
Replicate(Generation*Treatment) ja Time*Replicate(Treatment). Néin saadaan kummankin
tyypin erisuuren varianssin komponentit sukupolvista. Kaavassa ajalla (time) tarkoitetaan
munienkeruun tiheyttd (péiva tai viikko). Tdmid on toistettujen toimenpiteiden analyysi,
jossa on myos korrelaatioita samoja rinnakkaisnéytteitd koskevien havaintojen vilill4, koska
tiedot siis liittyvit toistettuihin toimenpiteisiin.

Kasittelyn tarkeimmat vaikutukset testataan Dunnettin (tai Dunnett-Hsun) testilld, jossa
kaytetdan vertailujen lukumadran mukautusta. Mukautukset ovat tarpeen tarkasteltaessa
sukupolvea tai aikaa tdrkeimpand vaikutuksena, koska ndille kahdelle tekijdlle ei ole
kontrollitasoa ja jokaisella tasoparilla voi olla vertailun kannalta mahdollista merkitysti. Jos
niiden kahden tirkeimmaén vaikutuksen yhteydessd tirkeimmain vaikutuksen F-testi on
merkitseva 0,05:n tasolla, parittaiset vertailut tamén tekijén tasoilla voidaan testata 0,05:n
tasolla ilman muuta mukautusta.

Malli siséltad kahden ja kolmen tekijdn yhteisvaikutuksia, jolloin esimerkiksi aika
tarkeimpana vaikutuksena ei valttamatta ole merkitseva, vaikka aika vaikuttaa tuloksiin
merkittivisti. Jos siis kahden tai kolmen tekijan yhteisvaikutus, johon sisiltyy aika, on
merkitsevd 0,05:n tasolla, ajan tasojen vertailut 0,05:n merkitsevyystasolla voidaan
hyvéksyé ilman muuta mukautusta.

Seuraavaksi tehdaidn F-testit kasittelyn merkitsevyydestd ajassa (eli ns. osat ANOVA-
taulukossa). Jos esimerkiksi kasittelya koskeva osa F1-sukupolven ja ajan 12 suhteen on
merkitseva 0,05:n tasolla, kasittelyn parittaiset vertailut F1-sukupolven ja ajan 12 osalta
voidaan hyvdksyd 0,05:n tasolla ilman muuta mukautusta. Samanlaisia lausekkeita
sovelletaan testeihin, jotka koskevat aikaa F1:n ja sukupolven sisélld ja sukupolvea ajan ja
kasittelyn sisalla.

Ne vertailut, jotka eivét kuulu mihinkadn edellisiin luokkiin, on mukautettava kayttamalla
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Bonferroni-Holmin mukautusta p-arvoihin. Lisatietoja tdllaisten mallien analyyseista on
julkaisuissa Hocking (1985) sekd Hochberg ja Tamhane (1987).

Vaihtoehtoisesti voidaan tallentaa raakatiedot ja esittdd ne tutkimusraportissa
fekunditeettina ~ (munien  lukumdird) rinnakkaisndytetti  kohti  joka  paivalta.
Rinnakkaisndytteiden raakatietojen keskiarvo on laskettava ja sen jalkeen siithen on
sovellettava nelidjuurimuunnosta. Muunnettujen rinnakkaisnaytekeskiarvojen
yksisuuntainen ANOVA on laskettava Dunnettin kontrastien avulla. Kunkin kasittelyn ja/tai
rinnakkaisndytteen fekunditeettitiedot kannattaa myos tarkastaa silmamadraisesti
pistekaaviolla, joka ndyttda tiedot ajan suhteen. Ndin mahdollisia aikaan littyviad
vaikutuksia voidaan arvioida epévirallisesti.

Kaikki muut biologiset tiedot

Tilastolliset analyysit perustuvat oletukseen, ettd jos annos on valittu asianmukaisesti,
aineisto on monotoninen. Aineiston oletetaan siis olevan monotoninen, ja sen monotonisuus
arvioidaan virallisesti kdyttamalld lineaarisia ja kvadraattisia kontrasteja. Jos aineisto on
monotoninen,  suositellaan  Jonckheere-Terpstran  trenditestid  rinnakkaisnédytteiden
mediaaneille (julkaisussa OECD 2006 suositellun mukaisesti). Jos kvadraattinen kontrasti
on merkitsevd ja lineaarinen kontrasti taas ei ole, aineiston katsotaan olevan ei-
monotoninen.

Jos aineisto on ei-monotoninen etenkin siksi, ettd suurimman pitoisuuden tai kahden
suurimman pitoisuuden osalta vaste on ollut pienempi, on syytd harkita nididen tietojen
sensurointia, jolloin analyysi siis tehdddn ilman nditd kisittelyitd. Pddtds on tehtava
asiantuntijan harkinnan perusteella, ja siind on otettava huomioon kaikki saatavilla olevat
tiedot, etenkin ne, joissa toksisuus on ollut selvad nailld pitoisuuksilla.

Paino- ja pituustietojen osalta muuntamista ei suositella, vaikka se voi toisinaan olla
tarpeen. Vitellogeniinitiedoille suositellaan kuitenkin logaritmimuunnosta; sekundaarisia
sukupuoliominaisuuksia (peraevapapillit) koskeville tiedoille suositellaan
neliGjuurimuunnosta, ja arkussini-neliGjuurimuunnosta suositellaan kuoriutumisasteen,
prosentuaalisen eloonjddneisyyden, sukupuolten suhteen ja hedelmoittyneiden munien
prosenttiosuuden tiedoille. Kuoriutumisaikaa ja ensimmaiisen kudun ajankohtaa on
kasiteltavd tapahtumisaikatietoina, ja yksittaisia alkioita, jotka eivdt kuoriutuneet
mddritettynd aikana, tai rinnakkaisndytteiden kaloja, jotka eivit kuteneet koskaan, on
kasiteltivd oikealta sensuroituina tietoina. Kuoriutumisatka on laskettava kunkin
rinnakkaisndytteen kuoriutumispdivin mediaanista. Nama paitetapahtumat on analysoitava
kayttamalla sekoitettuja vaikutuksia koskevaa Coxin suhteellisen vaaran mallia.

Aikuisnaytteiden biologisten tietojen osalta tehdddn yksi mittaus rinnakkaisnéytettd kohti eli
yhdestd XX-kalasta ja vyhdestda XY-kalasta rinnakkaisakvaariossa. Tamidn vuoksi
suositellaan, ettd rinnakkaisniytteiden keskiarvoista tehddan yksisuuntainen ANOVA-testi.
Jos ANOVAn oletukset (normaalisuus ja varianssin homogeenisuus arvioituina ANOVAN
jaannoksilla Shapiro-Wilksin testilld ja Levenen testilld) toteutuvat, ne kisittelyt, jotka
poikkesivat kontrollista, on madritettiva Dunnettin kontrasteilla. Jos taas ANOVAn

582



D060575/02

oletukset eivit toteutuneet, on tehtdvd Dunnin testi, jotta voidaan maarittdd ne kasittelyt,
jotka poikkesivat kontrollista. Samanlaista menettelyd suositellaan prosenttiosuutena
ilmoitettaville tiedoille (hedelmallisyys, kuoriutuminen ja eloonjadneisyys).

Poikasnéytteiden biologisten tietojen osalta tehdadn 1-8 mittausta rinnakkaisnaytetta kohti.
Niiden yksiloiden maara voi siis vaihdella, jotka wvaikuttavat rinnakkaisndytteiden
keskiarvoon kummankin genotyyppisen sukupuolen osalta. Sen vuoksi on suositeltavaa
kayttad sekoitettujen vaikutusten ANOVA-mallia ja sen jidlkeen Dunnettin kontrasteja, jos
normaalisuutta ja varianssin homogeenisuutta koskevat oletukset toteutuivat (sekoitettujen
vaikutusten ANOV A-testin jaidnnoksilld). Jos oletukset eivit toteutuneet, on tehtdvd Dunnin
testl, jotta voidaan madrittda ne kasittelyt, jotka poikkesivat kontrollista.

Kuva 2: Vuokaavio MEORGT-testin aineiston analyysille suositelluista tilastomenettelyisti
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C.53 SAMMAKKOELAINTEN TOUKKIEN KASVUA JA KEHITYSTA MITTAAVA
TESTI

JOHDANTO

1.

Tama testimenetelmd vastaa OECD:n testiohjetta 241 (2015). Tarve kehittad ja validoida
tutkimus, jolla pystytddn havaitsemaan ja luonnehtimaan myrkyllisille kemikaaleille
altistumisesta johtuvia haittavaikutuksia sammakkoeldimille, perustuu huolenaiheisiin,
joiden mukaan kemikaalien ymparistopitoisuuksista saattaa aiheutua haittavaikutuksia seka
thmisille ettd elaimille. Tassd sammakkoeldinten toukkien kasvua ja kehitystd mittaavaa
testid (Larval Amphibian Growth and Development Assay (LAGDA)) koskevassa OECD:n
testiohjeessa kuvataan sammakkoeldimilld tehtavd toksisuustesti, jossa tarkastellaan
kasvua ja kehitystd hedelmoittymisestd varhaisen juveniilivaiheen ajan. Téssé testissd, joka
kestdd yleensd 16 viikkoa, arvioidaan varhaisvaitheen kehitystd, muodonvaihdosta,
eloonjadamistd, kasvua ja osittain myos lisadntymiskypsyyttd. Testin avulla voidaan mitata
my6s joukko muita pddtetapahtumia, joiden perusteella voidaan tehdd diagnostinen
arviointi oletetuista hormonaalisista haitta-aineista tai muista kehitykseen ja lisddntymiseen
vaikuttavista myrkyllisistd aineista. Tédssd testimenetelméssd selostettu menetelméd perustuu
afrikankynsisammakolla (Xenopus laevis) tehtyyn validointitutkimukseen, jonka on
toteuttanut Yhdysvaltojen ympdristonsuojeluvirasto EPA. Taydentdvida tutkimuksia on
tehty Japanissa (1). Vaikka kasvua ja kehitysta arvioivaan testiprotokollaan voivat soveltua
my6s muut sammakkoelainlajit, varsinkin sellaiset, joiden geneettinen sukupuoli voidaan
madrittad, koska se on tirked osa testid, tassd testimenetelmisséd selostetut menetelmit ja
tarkkailtavat paatetapahtumat koskevat pelkastaan Xenopus laevista.

LAGDA on korkeamman tason testi, jossa sammakkoeldimistd voidaan keréta
haittavaikutuksista tavallista kattavampia pitoisuus-vastetietoja, joita voidaan kayttaa
vaarojen tunnistamisessa ja luonnehtimisessa sekd ymparistoriskien arvioinnissa. Testid
voidaan kayttdd OECD:n hormonaalisten haitta-aineiden testaamista ja arviointia koskevan
toimintamallin tasolla 4, jolla in vivo -testeistd saadaan myos tietoa haittavaikutuksista
hormonijarjestelmén kannalta oleellisten padtetapahtumien osalta (2). Padpiirteissddn testi
koostuu Nieuwkoopin ja Faberin (NF) vaiheessa 8-10 olevien X. laevis -alkioiden
altistamisesta vahintadan neljdlle pitoisuudelle testikemikaalia (porrastus yleensd enintdén
puolilogaritmisin vilein) ja kontrolliainetta (-aineita). Altistus kestdad 10 viikkoa
kontrollieldinten NF-vaiheen 62 mediaaniajan jilkeen, ja NF-vaiheessa 62 otetaan yksi
osaotos (< 45 pidivad hedelmdittymisen jélkeen; yleensd noin 45 pdivdd (pdivda
hedelmoittymisen jalkeen, phj). Kustakin testipitoisuudesta on neljd rinnakkaisndytetta, ja
kontrollista niitd on kahdeksan. Altistumisen aikana arvioitavat pédédtetapahtumat
(viliaikaisesta osaotoksesta ja lopullisesta otoksesta testin paittyessa) ovat sellaisia, jotka
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viittaavat yleistyneeseen toksisuuteen (kuolleisuus, epdnormaali kayttaytyminen ja
kasvuparametrit (pituus ja paino)), sekd sellaisia, joilla Iuonnehditaan tiettyja
endokriiniseen toksisuuteen viittaavia vaikutustapoja, jotka kohdistuvat estrogeeni-,
androgeeni- tai kilpirauhasvalitteisiin fysiologisiin prosesseihin. Menetelmissa painotetaan
ensisijaisesti  mahdollisia  populaation  kannalta  oleellisia  vaikutuksia (el
eloonjaaneisyyteen, kehitykseen, kasvuun ja lisddntymiskehitykseen kohdistuvia
haittavaikutuksia), kun lasketaan pitoisuus, josta ei aiheudu vaikutuksia (NOEC-arvo), tai
vaikuttava pitoisuus, joka aiheuttaa x % muutoksia (ECx) mitattavassa padtetapahtumassa.
On kuitenkin muistettava, etteivit ECx-arvoon perustuvat ldhestymistavat useinkaan
sovellu tdmintyyppisiin laajothin tutkimuksiin, joissa testipitoisuuksien lukumé&aran
kasvattaminen halutun ECx-arvon méaarittamiseksi saattaa olla epakaytannollista. Lisdksi
on muistettava, ettei menetelmd kata varsinaista lisddntymisvathetta. Tassd
testimenetelmissa kaytetyt médritelmét on selostettu lisayksessa 1.

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT JA RAJOITUKSET

3. Tamin melko monimutkaisen testin validoinnissa testattiin véhin kemikaaleja, validointiin
osallistui vain muutama laboratorio, eikd etenkddn laboratorioiden valistd toistettavuutta
ole vahvistettu kokeellisin tiedoin. Sen vuoksi on oletettavaa, ettd kun saatavilla on riittava
madrd tutkimuksia, joilla voidaan vahvistaa timéan rakenteeltaan uudenlaisen tutkimuksen
vaikutus, OECD:n testiohjetta 241 tarkistetaan ja muutetaan tarvittaessa kertyneen
kokemuksen perusteella. LAGDA on tarked tutkimus, jolla voidaan tarkastella
sammakkoeldinpopulaation heikkenemiseen mahdollisesti vaikuttavia tekijoitd. Siina
arvioidaan kemikaalialtistuksen vaikutuksia herkdn toukkavaiheen aikana, kun
eloonjadmiseen ja kehitykseen, myos lisddntymiselinten normaaliin kehitykseen,
kohdistuvat vaikutukset voivat vaikuttaa populaatioihin haitallisesti.

4. Testi on suunniteltu havaitsemaan sekd endokriinisista ettd muista kuin endokriinisista
mekanismeista johtuva apikaalinen vaikutus (johtuvat vaikutukset), ja sithen sisiltyy
diagnostisia padtetapahtumia, jotka ovat osittain spesifejd keskeisille endokriinisille
vaikutustavoille. Ennen kuin LAGDA-testi kehitettiin, ei ollut sellaista validoitua testii,
joka olisi tayttanyt timén tehtdvan sammakkoelédinten osalta.

5. Ennen testin aloittamista tutkimuksen tekijédlld on oltava tietoa testikemikaalin fysikaalis-
kemiallisista ominaisuuksista. Tdmid on tdarkedd etenkin siksi, ettd voidaan valmistaa
vakaita kemikaaliliuoksia. Lisdksi tarvitaan riittdvan herkka analyysimenetelma
testikemikaalien pitoisuuksien varmentamiseen. Testi kestdd noin 16 viikkoa, ja sind
aikana tarvitaan yhteensd 480 koe-eldintd eli X. laeviksen alkiota (tai 640 alkiota, jos
kaytetdan liuotinkontrollia), jotta voidaan varmistaa, ettd testin todistusvoima on riittdva
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populaation kannalta oleellisten paatetapahtumien, kuten kasvun, kehityksen ja
lisdédntymiskypsyyden, arvioinnissa.

6. Ennen kuin testimenetelmidd kaytetddn sddntelyn edellyttimain seosten testaukseen, on
harkittava, antaako se hyvaksyttavat tulokset sddntelyn tavoitteen kannalta. Tédssa testissd
el myoskadn arvioida fekunditeettia suoraan, joten se ei vélttimattd ole sovellettavissa
OECD:n hormonaalisten haitta-aineiden testaamista ja arviointia koskevan toimintamallin
tasoa 4 ylemmaill4 tasolla.

TESTIMENETELMAN TIETEELLINEN PERUSTA

7. Siita, mitd nykyddn tiedimme sammakkoeldinten biologiasta, suuri osa on hankittu
kayttamalld koe-elainlajina X. laevista. Tatd lajia voidaan kasvattaa laboratoriossa helposti,
ja sen ovulaatio voidaan saada aikaan kayttamalld ihmisen koriongonadotropiinia (hCG).
Lisdksi eldinkantoja saadaan nopeasti kaupallisilta kasvattajilta.

8. Kaikkien selkdrankaisten tavoin sammakkoeldinten lisddntymistd saitelee hypotalamus-
aivolisdke-sukurauhasakseli (HPG-akseli) (4). Tamé endokriinisen jarjestelmén valittdjia
ovat estrogeenit ja androgeenit, jotka ohjaavat sukupuolisesti dimorfisten kudosten
kehittymistd ja fysiologiaa. Sammakkoeldinten elinkaaressa on kolme erillistd vaihetta,
joissa tamé akseli on erityisen aktiivinen: 1) sukurauhasten erilaistuminen toukkavaiheen
atkana, 2) sekundaaristen sukupuoliominaisuuksien kehittyminen ja sukurauhasten
kypsyminen juveniilivaiheessa ja 3) aikuisten sammakkoeldinten toiminnallinen
lisddntyminen. Kukin niistd kolmesta kehitysikkunasta on todenndkoisesti altis tiettyjen
kemikaalien, kuten estrogeenien ja androgeenien, aiheuttamalle hormonijarjestelman
hairioille, miké lopulta johtaa organismien lisddntymiskyvyn hividmiseen.

9. Sukurauhaset alkavat kehittyd NF-vaiheessa 43, kun bipotentiaalinen sukupuoliharjanne
muodostuu. Sukurauhasten erilaistuminen alkaa NF-vaiheessa 52, kun varhaisvaiheen
itusolut joko kulkeutuvat kehittyvien sukurauhasten medullaariseen kudokseen (koiraat) tai
jaavat kortikaaliselle alueelle (naaraat) (3). Xenopus-lajilla tdman sukurauhasten
sukupuolisen erilaistumisen prosessin raportoitiin jo 1950-luvulla olevan altis kemikaalien
aitheuttamalle muutokselle (5) (6). Sammakonpoikasten altistaminen estradiolille tamén
sukurauhasten erilaistumisen vaiheen aikana aiheutti sukupuolen vaihtumisen koirailla,
jotka olivat tdysikasvuisina tdysin toimintakykyisid naaraita (7) (8). Toiminnallinen
sukupuolen vaihtuminen naaraasta koiraaksi on myos mahdollista, ja sitd on raportoitu
tutkimuksista, joissa sammakonpoikasiin on istutettu kiveskudosta (9). Vaikka myos
aromataasin estédjélle altistuminen aiheuttaa toiminnallisen sukupuolen vaihtumisen X.
tropicalis -lajilla (10), timén ei ole osoitettu tapahtuvan X laeviksella. Aikaisemmin
myrkyllisten aineiden vaikutusta sukurauhasten erilaistumiseen on arvioitu sukurauhasten
histologisilla tutkimuksilla muodonvaihdosvaiheessa, ja sukupuolen vaihtuminen on voitu
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maarittad vain sukupuolten suhteita maarittamélla. Viime aikoihin saakka ei ole ollut
keinoja méarittdd Xenopus-lajin sammakoiden geneettistd sukupuolta suoraan. Hiljattain X.
laevikselta on kuitenkin 16ydetty sukupuoleen liittyvid markkereita, joiden avulla
geneettisen sukupuolen madrittiminen ja niiden eldinten tunnistaminen, joiden sukupuoli
on vaihtunut, ovat tulleet mahdollisiksi (11).

10. Koirailla juveniilivaiheen kehittyminen etenee, kun testosteronin pitoisuus veressd kasvaa
sekundaaristen sukupuoliominaisuuksien ja kivesten kehittymista vastaavasti. Naarailla
munasarjat alkavat tuottaa estradiolia, jolloin plasmassa on havaittavissa vitellogeniinia
(VTG), munasarjoissa vitellogeenioosyyttejd, ja munanjohtimet alkavat kehittyd (12).
Munanjohtimet ovat sekundaarisia sukupuoliominaisuuksia, joilla on tehtdva oosyyttien
kypsymisesséd lisddntymisen aikana. Oosyyttien pintaan muodostuu hyyteloméinen kuori,
kun ne kulkevat munanjohtimen ldpt ja kerddntyvdt munapussiin valmiina
hedelmoittymistd varten. Estrogeenit vaikuttavat sddtelevan munanjohtimien kehittymista,
koska X. laevuksella (13) ja X. tropicaliksella (12) se korrelol veren estradiolipitoisuuden
kanssa. Koirailla on raportoitu munanjohtimien kehittymistd polyklooratuille
bifenyyliyhdisteille (14) ja 4-tert-oktyylifenolille (15) altistumisen jalkeen.

TESTIN PERIAATE

11. Testissda NF-vaiheessa 8—10 olevat X. laevis -alkiot altistetaan vesireittia neljélle
pitoisuudelle testikemikaalia ja kontrolliainetta (-aineita). Altistus kestdda 10 viikkoa
kontrollin NF-vaitheen 62 mediaaniajan jalkeen, ja NF-vaiheessa 62 otetaan yksi osaotos.
Vaikka voi olla mahdollista annostella erittdin hydrofobisia kemikaaleja ruoan seassa,
tamén altistusreitin kdyttamisestd on tdhan mennessd niukalti kokemusta. Kustakin
testipitoisuudesta on neljd rinnakkaisndytettd, ja kustakin kaytettdvastda kontrollista niitd on
kahdeksan. Altistumisen aikana arvioitavat pdatetapahtumat ovat sellaisia, jotka viittaavat
yleistyneeseen  toksisuuteen (ts. kuolleisuus, epdnormaali kéyttdytyminen ja
kasvuparametrit (pituus ja paino)), sekd sellaisia, joilla luonnehditaan tiettyja
endokriiniseen toksisuuteen viittaavia vaikutustapoja, jotka kohdistuvat estrogeeni-,
androgeeni- tai kilpirauhasvilitteisiin  fysiologisiin prosesseihin (ts. kilpirauhasen
histopatologia, sukurauhasten ja sukujohtimien histopatologia, epanormaali kehittyminen,
plasman vitellogeniinipitoisuus (valinnainen) ja genotyyppisen/fenotyyppisen sukupuolen
suhteet).

TESTIN VALIDITEETTIKRITEERIT

12. Testin validiteettiin sovelletaan seuraavia kriteereja:
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- Liuenneen hapen pitoisuus on oltava > 40 prosenttia ilman kylldstysarvosta koko testin
ajan.

- Veden lampotilan on oltava alueella 21 = 1 °C, ja rinnakkaisnédytteiden ja késittelyjen
valinen ero saa olla enintddn 1,0 ° C.

- Testiliuoksen pH-arvon on pysyttiava valilla 6,5-8,5, ja rinnakkaisndytteiden ja kasittelyjen
valinen ero saa olla enintddn 0,5.

- Saatavilla on oltava tietoja, jotka osoittavat, ettd testikemikaalin pitoisuudet liuoksessa
ovat olleet + 20 prosenttia keskimaéraisistd mitatuista arvoista.

- Altistusaikana kuolleisuuden tulee olla <20 prosenttia jokaisessa
kontrollirinnakkaisnaytteessa.

- Elinkyvyn on oltava > 70 prosenttia tutkimuksen aloittamiseen valitussa kudussa.
- Kontrolleissa NF-vaiheen 62 alkamisajan mediaanin on oltava < 45 paivia.

- Testiorganismien keskiméardisen painon NF-vaiheessa 62 tulee olla kontrolleissa ja
ltuotinkontrolleissa (jos kdytossd) 1,0 = 0,2 g ja testin lopettamisvaiheessa 11,5 £3 g.

13. Lisdksi suositellaan, ettd analyysiin on kaytettdvissd vihintaan kolme késittelypitoisuutta ja
kolme vaarantumatonta rinnakkaisndytettd, vaikka tamid ei olekaan validiteettiperuste.
Liiallinen kuolleisuus, joka vaarantaa tietyn kisittelyn, madritelldan ndin: > 4 kuollutta
eldinta (> 20 %) kahdessa tai useammassa rinnakkaisniytteessa, kun niitd ei voida selittad
tekniselld virheelld. Analyysia varten saatavilla on oltava védhintdan kolme
kisittelypitoisuutta, joissa ei ole merkkejd selvéstd toksisuudesta. Selvdn toksisuuden
merkkeja ovat esimerkiksi pinnalla kelluminen, sdilion pohjalla makaaminen, kdénteinen
tal epasdaannollinen uiminen, pintatoiminnan puuttuminen, drsykkeisiin reagoimattomuus,
morfologiset poikkeavuudet (esimerkiksi raajojen epdmuodostumat), verta vuotavat leesiot
ja vatsan turvotus.

14. Jos havaitaan poikkeama testin validiteettikriteereistd, sen vaikutukset testitulosten
luotettavuuteen on otettava huomioon, ja ndma poikkeamat ja nithin liittyvat ndkokohdat
on sisidllytettava testiraporttiin.

MENETELMIEN KUVAUS

Laitteisto

15. Tavalliset laboratoriolaitteet ja erityisesti seuraavat:

a) lampotilan valvontalaitteet (ts. lammittimet tai jadhdyttimet, sdadettava lampotila 21
+1°C)

b)  lampomittari
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c)  kaksiokulaarinen dissektiomikroskooppi ja dissektiovélineet

d)  digitaalikamera, jonka tarkkuus on vdhintdan nelji megapikselid ja jossa on
mikrotoiminto (tarvittaessa)

e) analyysivaaka, jonka tarkkuus on 0,001 mg tai 1 pg
f) liuenneen hapen mittari ja pH-mittari

g)  valotehon mittari, jossa mittayksikkona luksi.

Léhde ja laatu

16.

17.

Mita tahansa paikallisesti saatavilla olevaa laimennusvettd (esim. ldhdevettd tai
aktiivihiilisuodatettua hanavettd), jossa X. laevis voi kasvaa ja kehittyd normaalisti,
voidaan kéayttdd. Todisteet normaalista kasvusta tdssd vedessd on esitettdva. Koska
paikallisen veden laatu voi vaihdella huomattavasti alueelta toiselle, veden laatu on
analysoitava etenkin silloin, jos saatavilla ei ole aiempia tietoja veden kayttokelpoisuudesta
sammakkoeldinten toukkien kasvattamisessa. Raskasmetallit (esim. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd,
Ni), tirkeimmit anionit ja kationit (esim. Ca%", Mg?', Na', K*, CI', SO4%), torjunta-aineet,
orgaanisen hiilen kokonaispitoisuus ja suspendoituneet kiintedt aineet on mitattava ennen
testin aloittamista ja/tai esimerkiksi kuuden kuukauden vilein, jos laimennusveden laadun
tiedetddn olevan suhteellisen vakio. Lisdyksessd 2 luetellaan joitakin hyvaksyttavan
laimennusveden kemiallisia ominaisuuksia.

Testiveden jodipitoisuus

Jotta kilpirauhanen voi syntetisoida tyroksiinthormonia normaalin muodonvaihdoksen
tukemiseksi, toukkien on saatava vedestd ja ravinnosta riittdvasti jodia. Talld hetkella
empiirisesti johdettuja ohjeita asianmukaisen kehityksen varmistavista
vihimmaisjodipitoisuuksista ravinnossa tai vedesséd ei ole. Jodin saatavuus voi kuitenkin
vaikuttaa sithen, miten kilpirauhasjarjestelma reagoi kilpirauhaseen vaikuttaviin aineisiin,
ja sen tiedetddn muokkaavan kilpirauhasen perustoimintaa. Tami seikka on syytd ottaa
huomioon kilpirauhasen histopatologisia tuloksia tulkittaessa. Aiempien tutkimusten
perusteella testin on osoitettu toimivan hyvin, kun laimennusveden jodin (I7) pitoisuus
vaihteli valilld 0,5-10 pg/l. Thannetapauksessa laimennusveden vahimmaisjodipitoisuuden
tulisi olla 0,5 pg/l koko testin ajan (lisdttynd natrium- tai kaliumsuolana). Jos testivesi
valmistetaan  deionisoidusta  vedestd, jodia on lisdttivd sen verran, ettd
viahimmaispitoisuudeksi tulee 0,5 pg/l. Testivedestd (ts. laimennusvedestd) mitatut
jodipitoisuudet ja testiveden tdydentaminen jodilla tai muilla suoloilla (jos kaytetty) on
raportoitava. Jodipitoisuus voidaan mitata myos ravinnosta testiveden lisiksi.

Altistusjirjestelmi
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Testin kehittamisessd kaytettiin  lapivirtauslaimenninjarjestelméa. Jarjestelman veden
kanssa kosketuksiin joutuvien osien tulee olla lasia, ruostumatonta terdstd ja/tai muuta
kemiallisesti inerttid materiaalia. Altistusséilididen on oltava lasista tai ruostumattomasta
teraksesta valmistettuja akvaarioita, ja sdilion kayttotilavuuden tulee olla 4,0—10,0 litraa
(veden vdhimmaissyvyys 10-15 cm). Jérjestelmédssd on voitava kayttdda kaikkia
altistuspitoisuuksia,  kontrollia ja  tarvittaessa liuotinkontrollia  sekd  neljaa
rinnakkaisndytettd kasittelyd kohti ja kahdeksaa rinnakkaisnédytettd kontrolleja kohti.
Jokaisen sidilion virtausnopeuden on oltava tasainen, kun otetaan huomioon sekid
biologisten olosuhteiden yllapitdiminen ettd kemikaalialtistus. Virtausnopeuden on oltava
riittdva (sdilion tilavauden on vaihduttava vahintdan S5 kertaa paivassd). Niin viltetdan
kemikaalipitoisuuden pienentyminen sekd testiorganismien ettd akvaarioissa olevien
vesielividen metabolian tai abioottisten hajoamisreittien (hydrolyysi, fotolyysi) tai
hiavidmisen (hathtuminen, sorptio) takia. Késittelysdiliot on laitettava altistusjarjestelméan
sattumanvaraisiin paikkoihin, jotta mahdolliset sijainnista johtuvat vaikutukset sekd pienet
lampotilan, valotehon jne. vaihtelut voidaan minimoida. Lisdtietoja lépivirtaukseen
perustuvan altistusjirjestelmin rakentamisesta on ASTM:n oppaassa ”Standard Guide for
Conducting Acute Toxicity Tests on Test Materials with Fishes, Macroinvertebrates, and
Amphibians” (16).

Kemikaalin annostelu: testiliuosten valmistaminen

19.

20.

Altistusjarjestelman  testiliuvokset ~ valmistetaan  annostelemalla  testikemikaalin
varastoliuosta altistusjdrjestelmaan asianmukaisella pumpulla tai muulla laitteella.
Varastoliuoksen virtausnopeus on kalibroitava testiliuosten analyyttisten vahvistusten
perusteella ennen altistumisen aloittamista, ja se on tarkistettava volymetrisesti
saannollisin  valiajoin testin aikana. Jokaisen kammion testiliuoksen on vaihduttava
vihintddn viisi kertaa paivéssa.

Menetelmd, jolla testikemikaali annostellaan jérjestelméan, voi vaihdella kemikaalin
fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien mukaan. Ennen testii on siksi hankittava
kemikaalista perustiedot, joilla on merkitystd sen testattavuuden kannalta. Hyodyllisid
tietoja testikemikaalin ominaisuuksista ovat rakennekaava, molekyylipaino, puhtaus,
stabiilius vedessd ja valossa, pKa ja Kow, vesiliukoisuus (mieluiten testimediumissa) ja
hoyrynpaine sekd tulokset nopean biohajoavuuden testistd (testimenetelmda C.4 (17) tai
C.29 (18)). Liukoisuutta ja hoyrynpainetta voidaan kayttad laskettaessa Henryn vakiota,
josta voidaan paitelld, onko todennikoistd, ettd testikemikaalia havida haihtumisen vuoksi
testin aikana. Tdman testin tekemistd ilman edelld lueteltuja tietoja on syytd harkita
tarkkaan, koska testikemikaalin fysikaalis-kemialliset ominaisuudet vaikuttavat
tutkimuksen rakenteeseen ja ilman néiti tietoja testin tuloksia voi olla vaikea tulkita tai ne
voivat olla merkityksettomid. Kéytettdvissd pitdisi olla myos tarkkuudeltaan ja
havaitsemisrajaltaan tunnettu luotettava analyysimenetelmd, jolla testikemikaali voidaan
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maarittdd kvantitatiivisesti testiliuoksissa. Vesiliukoiset testikemikaalit voidaan liuottaa
laimennusveden alikvootteihin sellaisena pitoisuutena, jolla saadaan aikaiseksi testin
tavoitepitoisuus ldpivirtausjirjestelmassa. Huoneenldammossa nesteméisten tai kiinteiden
tai veteen kohtalaisesti liukenevien kemikaalien yhteydessd voidaan tarvita neste:neste- tai
neste:kiinted aine (esim. lasivillakolonni) -saturaattoreita (19). Vaikka voi olla mahdollista
annostella erittdin hydrofobisia kemikaaleja ruoan seassa, tdmdn altistusreitin
kayttamisestd téssa testissd on tdhdn mennessd niukalti kokemusta.

Halutun pitoiset testiliuokset valmistetaan varastoliuoksista laimentamalla. Varastoliuos
tulee valmistaa mieluiten vain sekoittamalla tai ravistamalla testikemikaali
laimennusveteen mekaanisin  menetelmin  (ts. sekoittamalla ja/tai  ultraddnelld).
Saturaatiopylvaitd/-jarjestelmid tai passiivisia annostelumenetelmia (20) voi kayttaa
riittdvan  vakevan varastoliuoksen valmistamiseksi. Ensisijaisesti tulee kayttda
liuotinvapaata testijarjestelmasd. Koska eri testikemikaaleilla on erilaiset fysikaalis-
kemialliset ominaisuudet, kemikaalialtistusveden valmistamisessa on ehkd kaytettdva
erilaisia ldhestymistapoja. Liuottimien tai kantaja-aineiden kdyttod on pyrittdva valttimaan
kaikin keinoin, koska 1) tietyt liuottimet voivat aitheuttaa toksisuutta ja/tai ei-toivottuja tai
odottamattomia vasteita, 2) kemikaalien testaaminen niiden vesiliukoisuuden ylittaviana
madrdnd (kuten voi usein olla liuottimien kdyton yhteydessd) voi johtaa vaikuttavien
pitoisuuksien epatarkkoihin madrityksiin, 3) liuottimien kéyttd pidempiaikaisissa testeissa
voi johtaa huomattavaan biokalvon muodostumiseen, joka liittyy mikrobien toimintaan ja
voi vaikuttaa ympdaristoolosuhteisiin ja altistuspitoisuuksien sdilymiseen, ja 4) jollei ole
aikaisempia tietoja, jotka osoittavat, ettei liuotin vaikuta tutkimuksen tulokseen,
livottimien kaytté edellyttdd liuotinkontrollikasittelyd, milld on merkittavid vaikutuksia
eldinten hyvinvointiin, koska testin tekemiseen tarvitaan lisdd koe-eldimid. Vaikeasti
testattavien kemikaalien yhteydessa liuotinta voidaan kéyttad viimesijaisena keinona, ja
paras menetelmd on madritettiva OECD:n ohjeasiakirjan Aquatic Toxicity Testing of
Difficult Substances and Mixtures (21) perusteella. Liuotin valitaan testikemikaalin
kemiallisten ominaisuuksien ja sen perusteella, onko liuottimen kiytostd saatavana
aikaisempia tietoja. Jolletr aikaisempia tietoja ole, liuottimen sopivuus on maédritettiva
ennen lopullisen tutkimuksen tekemistd. Jos liuottimen kaytto on vilttdméatontd ja
mikrobitoimintaa (biokalvon muodostumista) ilmenee, on suositeltavaa kirjata/ilmoittaa
biokalvon muodostumista koskevat tiedot sailiotd kohti (vahintaan viikoittain) koko testin
ajan. [hannetapauksessa liuotinpitoisuus olisi pidettdvda vakiona liuotinkontrollissa ja
kaikissa testikdsittelyissa. Jos liuottimen pitoisuus ei pysy vakiona, liuotinkontrollissa on
kaytettava testikdsittelyn suurinta liuotinpitoisuutta. Jos kéytetddn liuotinta kantaja-
aineena, suurin livotinpitoisuus saa olla 100 pl/l tai 100 mg/1 (21), mutta liuotinpitoisuus
on suositeltavaa pitdd mahdollisimman pienend (esim. < 20 ul/l), jotta véltetdan liuottimen
mahdolliset vaikutukset mitattaviin paatetapahtumiin (22).
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Koe-eldiimet

Testilajit
22. Testilaji on X. laevis, koska sitd 1) kasvatetaan yleisesti laboratorioissa kautta maailman,
3) on saatavana helposti kaupallisilta toimittajilta ja 3) sen geneettinen sukupuoli voidaan
madrittad.

Aikuisten eldinten hoito ja lisddntyminen

23. X. laeviksen asianmukaista hoitoa ja lisdantymistd kuvataan vakio-ohjeissa (23). Myos
Read (24) on kuvannut sen elinolosuhteita ja hoitoa. Lisddntymisprosessi kaynnistetdain
injektoimalla 3-S5 parille aikuisia naaraita ja koiraita ihmisen koriongonadotropiinia
(hCG:td) mtraperitoneaalisesti. Naaraille injektoirdaan 800-1000 IU ja koiraille 500-800
IU 0,6-0,9-prosenttiseen suolaliuokseen liuotettua hCG:ta (joka voidaan liuottaa myos
sammakoiden Ringerin liuokseen eli sammakkoeldaimille kéytettdvaan 1sotoniseen
suolaliuokseen: www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR html ).
Injektiotilavuuden tulee olla noin 10 pl painogrammaa kohti (~1 000 ul). Parit, joiden on
madrd lisdantyd, pidetddn suurissa siilidissd hairioitta ja staattisissa olosuhteissa, jotta
elaimet hakeutuvat paritteluasentoon helpommin. Jokaisessa lisddntymissailiossa tulee olla
ruostumattomasta terasverkosta valmistettu valepohja (silmékoko 1,25 cm), jotta munat
laskeutuvat sdilion pohjalle. Sammakot, joille hCG-injektio annetaan myohéén iltapaivilla,
laskevat valtaosan munistaan yleensa seuraavan aamupdivan puolivélissi. Kun munia on
laskettu riittavasti ja kun ne on hedelmoitetty, aikuiset eldimet on otettava pois
lisdadntymissdilidistd. Sen jdlkeen munat kerdatddn ja hyytelomiiset kuoret poistetaan L-
kysteiinikasittelylla (23). Sitd varten on valmistettava 2-prosenttinen L-kysteiiniliuos, ja
sen pH-arvoksi on sdadettavd 8,1, mikd tehdddn 1 M:lla NaOH:ta. Taméa liuos, jonka
lampotila on 21 °C, lisdtddan 500 ml:n Erlenmeyer-pulloon, joka siséltdd yhden kudun
munat. Pulloa sekoitetaan varovasti 1-2 minuuttia ja sen jilkeen se huuhdellaan
perusteellisesti 68 kertaa 21-asteisella kasvatusvedelld. Tamén jdlkeen munat siirretddn
kiteytysmaljaan ja tutkitaan, onko niistd > 70 prosenttia elinkykyisid; alkioissa, joiden
solujen todetaan jakautuvan, voi olla pienid poikkeavuuksia.

TESTIN RAKENNE

Testipitoisuudet

24. On suositeltavaa kayttad vahintdan neljaa kemikaalipitoisuutta ja asianmukaisia kontrolleja
(myo6s liuotinkontrolleja tarvittaessa). Pitoisuuksien porrastuskerroin voi olla 3,2; sitd
suurempia kertoimia ei yleensd suositella.

25. Mikali mahdollista, tdssda  testissd  tulisi  kayttad olemassa  olevien
sammakkoeldintutkimusten tuloksia suurimman testipitoisuuden madrittimisessd, jotta
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selvdsti toksiset pitoisuudet voidaan vilttdd. Taman pitoisuuden madrittamisessd apua voi
olla esimerkiksi kvantitatiivisiin rakenne-aktiivisuussuhteisiin ja vertailuun perustuvista
tiedoista sekd muiden sammakkoeldintutkimusten tuloksista. Téllaisia tutkimuksia ovat
esimerkiksi sammakkoeldinten muodonvaihdostutkimus, testimenetelmda C.38 (25) ja
sammakon alkion teratogeneesitesti — Xenopus (23) ja/tai esimerkiksi testimenetelmien
C.48, C.41 ja C.49 kaltaiset kalatestit (26) (27) (28). Ennen LAGDA -testin tekemisti
voidaan tehdd pitoisuusalueen madaritystesti. Pitoisuusalueen maarittamistd koskeva altistus
suositellaan aloitettavaksi 24 tunnin kuluessa hedelmoittymisestd, ja sitd pitaa jatkaa 7-14
pdivad (tarvittaessa kauemminkin). Testipitoisuudet pitdd asettaa niin, ettd
testipitoisuuksien vilinen kerroin on enintddan 10. Pitoisuusalueen madritystestin
tarkoituksena on maarittad suurin LADGA-testissa kaytettava pitoisuus. Jos on kéytettava
livotinta, liuottimen sopivuus (eli se, voiko se vaikuttaa tutkimuksen tulokseen) voidaan
selvittdd osana pitoisuusalueen madritystestia.

Rinnakkaisniytteet kiisittelyryhmissi ja kontrolleissa

26. Testissd on kaytettavd vahintadn neljad rinnakkaisndytesdiliotd testipitoisuutta kohti ja
vahintddan kahdeksaa rinnakkaisndytetta kontrolleja (ja tarvittaessa liuotinkontrollia) kohti
(ts. kontrollien ja mahdollisen liuotinkontrollin rinnakkaisniytteiden maara tulee olla kaksi
kertaa niin suuri kuin kunkin késittelyryhméan rinnakkaisndytteiden lukuméédran. Néain
varmistetaan riittava tilastollinen voima). Kussakin rinnakkaisnaytteessd saa olla enintédén
20 elainta. Kasiteltavien eldinten vahimmadaismdard on 15 (5 eldintd NF-vaiheen 62
osaotokseen ja 10 juveniilia). Jokaisen rinnakkaisndytteen mahdolliset kuolleet eldimet
kuitenkin korvataan lisaamalla naytteeseen eldimid, jotta sdilytetdan kriittinen maara eli 15.

MENETTELY

Testin yleiskuvaus

27. Testi aloitetaan hiljattain muodostuneilla alkioilla (NF-vaihe 8—10), ja sitd jatketaan sithen
saakka, kunnes alkiot ovat kehittyneet juveniileiksi. Eldimet tutkitaan paivittain
kuolleisuuden ja mahdollisten epdnormaalin kéyttdytymisen merkkien varalta. NF-
vaitheessa 62 otetaan osaotos toukista (enintdédn 5 eldintd / rinnakkaisndyte), ja niistd
tutkitaan eri paatetapahtumia (taulukko 1). Kun kaikki eldimet ovat kehittyneet NF-
vaiheeseen 66 eli kun muodonvaihdos on tapahtunut (tai 70 pédivan kuluttua testin
aloittamisesta sen mukaan, kumpi tapahtuu ensin), tehdddn satunnainen karsinta (ilman
osaotosta) eldinten méaran vahentamiseksi (10 elaintd / sailio) (ks. 43 kohta). Muiden
eldainten altistusta jatketaan siithen asti, kunnes on kulunut 10 viikkoa NF-vaiheen 62
saavuttamisen mediaanista kontrollissa. Testin padttyessd (nédytteenotto juveniileista)
tehdaan lisaa mittauksia (taulukko 1).

594



D060575/02

Altistusolosuhteet

28.

29.

Perusteellinen yhteenveto testiparametreista on lisdyksessd 3. Altistusjakson aikana
livennut happi, lampétila ja testilivosten pH-arvo on mitattava paivittdin. Johtavuus,
emaksisyys ja kovuus mitataan kerran kuukaudessa. Testiliuosten lampotilan osalta
rinnakkaisngytteiden ja kisittelyjen viliset erot (yhtend pdivdna) saavat olla enintddn
1,0 °C, ja testiliuosten pH-arvon ero rinnakkaisnédytteiden ja kasittelyjen vililla saa olla
enintddan 0,5.

Syomattd jaanyt ruoka ja ulosteet voidaan poistaa sdilidistd lapolla péivittdin. Siind on
kuitenkin oltava huolellinen séilididen ristikontaminaation valttdmiseksi. Myds stressin ja
traumojen aiheuttaminen eldimille on pidettivd minimissddn varsinkin niiden liikuttelun,
akvaarioiden puhdistamisen ja kisittelyn aikana. Stressid aiheuttavia olosuhteita/toimia
(esimerkiksi kova ja/tai jatkuva melu, akvaariothin koputtelu, sdilioon kohdistuva tirind)
on véltettava.

Altistumisaika testikemikaalille

30.

Altistuminen aloitetaan hiljattain muodostuneilla alkioilla (NF-vaihe 8-10), ja sitd
jatketaan 10 vitkkoa NF-vaiheen 62 saavuttamisen mediaaniajasta (< 45 pdivéda testin
aloittamisesta) kontrolliryhméssa. Yleensd LAGDA-testi kestdad 16 viikkoa (ja enintdén 17
viikkoa).

Testin aloittaminen

31.

Testin aloittamisessa kéytettyjen, poikasia saaneiden eldimien on tdytynyt osoittaa
aikaisemmin, ettd ne tuottavat jilkeldisid, joiden geneettinen sukupuoli voidaan maarittaa
(lisays 5). Aikuisten sammakoiden kutemisen jalkeen kerdtddn alkiot, joista poistetaan
hyytelomdinen kuori kysteiinikdsittelylld, ja ne seulotaan elinkyvyn perusteella (23).
Kystetinikasittelyn ansiosta alkioita voidaan kasitelld seulonnan aikana ilman, ettd ne
tarttuvat pintoihin. Seulonta tehdadn dissektiomikroskoopilla, ja elinkyvyttomat alkiot
poistetaan kayttamalla sopivankokoista tiputuspipettia. Testissd suositellaan kaytettdvin
yhdesta kutukerrasta perdisin olevia alkioita, joiden elinkyky on yli 70 prosenttia. NF-
vaiheessa 8—10 olevat alkiot jaetaan satunnaisesti altistuskésittelysdilioihin, joissa on
riittavasti laimennusvettd, kunnes jokaisessa sdiliossd on 20 alkiota. Alkioita on késiteltava
tdmén siirron aikana varovasti, jotta kasittelystd atheutuu mahdollisimman vdhén stressid ja
jotta valtetdan mahdolliset vammat. Kun hedelmoittymisestd on kulunut 96 tuntia,
sammakonpoikasten olisi tdytynyt siirtyd vesikolonnista ja alkaa tarttua sailididen seiniin.

Ruokinta

32.

Ravinto ja ruokintatiheyden muutos X. laeviksen elinkaaren eri vaiheissa on hyvin tirked
osa LAGDA-testin protokollaa. Liiallinen ruokinta toukkavaiheen aikana johtaa yleensd
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sithen, ettd skolioosin ilmaantuvuus ja sen vakavuus (lisdys 8) kasvaa, ja titd pitdisi
vilttdad. Vastaavasti lilan vdhdinen ruokinta toukkavaiheessa johtaa suuresti vaihtelevaan
kehitysnopeuteen kontrolleissa, mikd voi vaarantaa testin tilastollisen voiman tai aiheuttaa
virheellisia testituloksia. Lisdyksessd 4 on kerrottu X. laevikselle suositeltu toukka- ja
juveniilivaiheen ruokavalio ja ruokinta-aikataulu ldpivirtausolosuhteissa, mutta
vaihtoehtoja saa kiyttda, kunhan testiorganismit kasvavat ja kehittyvat asianmukaisesti. On
tarkedd muistaa, ettd jos mitataan endokriinisid paitetapahtumia, ravinnossa ei saa olla
endokriinisesti vaikuttavia aineita, kuten soijarchua.

Toukkien ruokinta

33. Toukille suositeltu ruokavalio koostuu lohien kasvatusravinnosta, Spirulina-levatableteista
ja kultakalan ruoasta (esim. TetraFin®-hiutaleet, Tetra, Saksa), jotka sekoitetaan kasvatus-
(ta1 laimennus)veteen. Tétd sekoitusta annetaan kolme kertaa pdivdssd arkipédivisin ja
kerran  pidivdssd  viikonloppuisin. Sammakonpoikasia ruokitaan myos  eldvilld
suolalehtijalkaisten (Artemia spp.) 24 tunnin ik&isilld nauplisasteen toukilla kahdesti
padivassd arkipdivisin  ja kerran pdivdassd viikonloppuisin alkaen paivdstd 8
hedelmoittymisen jalkeen. Toukkien ruokinnan on oltava yhdenmukaista jokaisessa
testiastiassa, ja sen on mahdollistettava testieldinten asianmukainen kasvu ja kehitys. Néin
varmistetaan testintulosten toistettavuus ja siirrettdvyys: 1) kontrolleissa NF-vaiheen 62
saavuttamisen mediaaniajan on oltava < 45 pdivdd ja 2) ja kontrolleissa suositeltavan
keskiméaardisen painon NF-vaiheessa 62 tulisi olla 1,0 £ 0,2 g.

Juveniilien ruokinta

34. Kun muodonvaihdos on tapahtunut, ruokavalio koostuu laadukkaasta uppoavasta
sammakonruoasta (esim. Sinking Frog Food -3/32, Xenopus Express, FL, Yhdysvallat)
(lisays 4). Sammakonpoikasille (varhaisvaiheen juveniileille) pelletit jauhetaan nopeasti
kahvimyllyssd tai tehosekoittimessa tai murskataan huhmareessa survimella niiden koon
pienentamiseksi. Kun juveniilit ovat tarpeeksi 1soja voidakseen syodd kokonaisia pelletteja,
jauhaminen tai murskaaminen ei ole enda tarpeen. Elaimid tulee ruokkia kerran pdivissa.
Juveniilien ruokinnan on mahdollistettava eldinten asianmukainen kasvu ja kehitys: testin
padttyessa kontrollien juveniilien suositeltava keskimédardinen painoon 11,5+ 3 g.

Analyyttinen kemia

35. Ennen testin aloittamista testikemikaalin stabiilisuus (ts. liukoisuus, hajoavuus ja
haihtuvuus) ja kaikki analyysimenetelmit on madritettdava esimerkiksi saatavilla olevien
tictojen tai tietdimyksen perusteella. Laimennusvettd annosteltaessa on suositeltavaa
analysoida jokaisen rinnakkaisnaytesailion testiliuoksen pitoisuus ennen testin aloittamista
jarjestelmin toimintakyvyn varmistamiseksi. Altistusjaksolla testikemikaalin pitoisuudet
madritetddn sdannollisin vidliajoin, mieluiten joka viikko véhintddn yhdestd jokaisen
kasittelyryhméan rinnakkaisndytteesta siten, etta saman kasittelyryhmén
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rinnakkaisnaytteissa vuorotellaan joka viikko. Suositellaan, ettd tulosten perusteina
kaytetdan mitattuja pitoisuuksia. Jos testikemikaalin pitoisuus liuoksessa on kuitenkin
hyvéksyttavasti £ 20 prosenttia nimellispitoisuudesta koko testin ajan, tulosten perustana
voidaan kéyttdad joko nimellispitoisuuksia tai mitattuja pitoisuuksia. Myos mitattujen
testipitoisuuksien variaatiokertoimen (CV) on oltava 20 prosenttia tai vahemmaéan koko
testin ajan tietyn kasittelyn jokaisen pitoisuuden osalta. Jos mitatut pitoisuudet eivét ole
80—120 prosenttia nimellispitoisuudesta (esimerkiksi testattaessa nopeasti biohajoavia tai
adsorptiivisia kemikaaleja), vaikuttavat pitoisuudet on maédritettava ja ilmoitettava
suhteessa ldpivirtaustestien aritmeettiseen keskiarvopitoisuuteen.

36. Laimennusveden ja varastoliuoksen virtausnopeudet on tarkistettava sopivin viliajoin
(esim. kolme kertaa viikossa) altistuksen koko keston ajan. Sellaisten kemikaalien
yhteydessd, joita el voida havaita kokonaan tai lainkaan nimellispitoisuuksina (esim. koska
ne hajoavat tai adsorpoituvat testiastioissa nopeasti tai koska ne selvasti kertyvit
altistettujen eldimien ruumiisiin), on suositeltavaa mukauttaa jokaisen kammion
testiliuoksen vaihtumisnopeus siten, etté testipitoisuudet saadaan pidettyd mahdollisimman
vakioina.

Havainnot ja piitetapahtumien mittaukset

37. Altistumisen aikana arvioidaan paitetapahtumia, jotka viittaavat toksisuuteen (kuolleisuus,
epanormaali kayttdytyminen, kuten sairauden ja/tai yleistyneen toksisuuden kliiniset
merkit), ja kasvuparametreja (pituus ja paino). Lisdksi arvioidaan patologisia
paatetapahtumia, jotka voivat liittyd sekd yleistyneeseen toksisuuteen ettd endokriinisiin
vaikutustapoihin, jotka kohdistuvat estrogeeni-, androgeeni- tai kilpirauhasvélitteisiin
reitteihin. Testin padttyessd voidaan lisdksi mitata plasman VTG-pitoisuus valinnaisesti.
VTG:n mittaamisesta voi olla hydtyd tutkimustulosten ymmartamisessd oletettujen
hormonaalisten haitta-aineiden endokriinisten vaikutusmekanismien kannalta. Yhteenveto
pédtetapahtumista ja mittausajankohdista on taulukossa 1.

Taulukko 1: Yhteenveto LAGDA-testin péditetapahtumista

Vilinidytteenotto | Testin piiittyessi

Piidtetapahtumat™ Piivittiin mndyt l P . y

(toukat) (juveniilit)
Kuolleisuus ja poikkeavuudet X
|Aika NF-vaiheen 62 saavuttamiseen X
Histo(pato)logia (kilpirauhanen) X
Morfometriikka (kasvu painon ja X X
pituuden perusteella)
Maksan somaattinen indeksi (LSI) X
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Geneettisen/fenotyyppisen sukupuolen X
suhde

Histopatologia (sukurauhaset, X
lisdiZintymiselimet, munuaiset ja

maksa)

Vitellogeniini (VTG) (valinnainen) X

* Kaikki paatetapahtumat analysoidaan tilastollisesti.

Kuolleisuus ja péivittiiset havainnot

38.

39.

Kaikki testisdiliot on tarkastettava péaivittdiin kuolleiden eldinten varalta, ja kuolleiden
madrd on kirjattava muistiin  jokaisesta sdiliostd. Kuolleet elaimet on poistettava
testisailiostd heti, kun ne havaitaan. Kuolleiden eldinten kehitysvaihe on luokiteltava joko
NF-vaihetta 58 edeltiviksi (ennen eturaajan kehittymistd), NF-vaiheiden 58 ja 62
viliseksi, NF-vatheen 63 ja 66 viliseksi (NF-vatheen 62 ja pyrston tdydellisen
surkastumisen vélilld) tat NF-vaiheen 66 jélkeiseksi (toukkavaiheen jdlkeinen vaihe). Jos
kuolleisuus on yli 20 prosenttia, se saattaa olla merkki epitarkoituksenmukaisista
testiolosuhteista tai testikemikaalin selvistd toksisista vaikutuksista. Eldimet ovat yleensa
herkimpid muista kuin kemikaaleista johtuville kuolleisuustapahtumille kehityksen
muutaman ensimmadisen paivéin aikana kudun jélkeen ja muodonvaihdoksen huippukohdan
aikana. Tallainen kuolleisuus voi kidyda selvésti ilmi kontrolliaineistosta.

Myo6s mahdolliset havainnot epanormaalista kayttdytymisestd, selvasti ndhtavistd
epdmuodostumista (esim. skolioosi) tai leesioista on kirjattava. Skolioosihavainnot on
laskettava (ilmaantuvuus) ja niiden vakavuus on arvioitava (esim. merkitykseton — 0,
viahdinen — 1, kohtalainen — 2, vaikea — 3; lisdys 8). On pyrittivd varmistamaan, etta
kohtalaisen ja vaikean skolioosin esiintyvyys on vidhéistd (esim. alle 10 prosenttia
kontrolleissa) koko tutkimuksessa, joskaan se, ettd kontrolleissa esiintyy enemméin
poikkeavuuksia, ei valttamittd ole syy lopettaa testid. Vesikolonnissa olevien
toukkavaiheen eldinten kéyttdytyminen on normaalia, kun niiden pyrstdé on paitd
korkeammalla, niiden perdevdn liikke on sdidnnollisen rytmikédstd, ne tulevat ajoittain
pintaan, niiden kiduskannet toimivat ja ne reagoivat drsykkeisiin. Epidnormaalia
kayttaytymistd on esimerkiksi pinnalla kelluminen, s&ilion pohjassa makaaminen,
kdanteinen tai epdsdannollinen uiminen, pintatoiminnan puuttuminen ja arsykkeisiin
reagoimattomuus. Muodonvaihdoksen tehneiden eldinten osalta on edelld mainitun
epanormaalin kayttdytymisen lisdksi kirjattava myos selvit erot ravinnon kulutuksessa
kiasittelyjen valilla. Selvid epamuodostumia ja leesioita voivat olla esimerkiksi
morfologiset poikkeamat (esimerkiksi raajojen epdmuodostumat), vatsan turvotus, verta
vuotavat leesiot seka bakteeri- tai sieni-infektiot. Juveniilien padssa heti sierainten takana
olevat leesiot voivat olla merkki rittimattoméastd kosteudesta. Nama maéaritykset ovat
laadullisia, ja ne on rinnastettava sairaudesta/stressistd kertoviin kliinisiin merkkeihin
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kontrollieldimiin vertaamalla. Jos nditd merkkejd esiintyy altistussailioissd enemman kuin
kontrollisdilidissd, niitd on pidettivd osoituksena selvistéd toksisuudesta.

Osaotos toukista

Osaotos toukista pddpiirteissddn

40. NF-vaiheen 62 saavuttaneet sammakonpoikaset on otettava pois sailidistd, ja niistd on joko

4].

otettava ndytteet tai ne on siirrettdva altistuksen seuraavaan osaan uuteen siilioon, tai ne on
erotettava muista samassa sailiossa olevista sammakonpoikasista fyysisesti valiseinalla.
Sammakonpoikaset tarkastetaan pdivittdin, ja tutkimuksen se pdivd, jona yksi
sammakonpoikanen saavuttaa NF-vaiheen 62, kirjataan muistiin. Madraava ominaisuus,
jota tdssd arvioinnissa kaytetddn, on pddn muoto. Kun pddn koko on pienentynyt siind
madrin, ettd se on silmamaidrdisesti yhtd leved kuin sammakonpoikasen muu ruumis, ja kun
eturaaja on syddmen keskipisteen tasolla, kyseisen yksilon katsotaan saavuttaneen NF-
vaiheen 62.

Tavoitteena on ottaa naytteet yhteensd viidestd NF-vatheen 62 saavuttaneesta
sammakonpoikasesta yhtd rinnakkaisndytesdiliotd kohti. Tama tulee tehdd tdysin
satunnaisesti, mutta siitd on péddtettdvd  etukdteen. Hypoteettinen esimerkki
rinnakkaisndytesdiliostd on kuvassa 1. Jos tietyssd sdiliossd on 20 elossa olevaa
sammakonpoikasta, kun ensimmiinen yksilo saavuttaa NF-vaitheen 62, vililtd 1-20 on
valittava viisi satunnaista numeroa. Sammakonpoikanen nro 1 on ensimmaéinen yksilo, joka
saavutti NF-vaiheen 62, ja sammakonpoikanen nro 20 on siilion viimeinen yksilo, joka
saavutti tdmédn vaiheen. Jos sailiossd on 18 elossa olevaa toukkaa, namé viisi satunnaista
numeroa valitaan véliltda 1-18. Tama on tehtdvd jokaiselle rinnakkaisndytesiilislle, kun
testin ensimmadinen yksilo saavuttaa NF-vaiheen 62. Jos NF-vaiheen 62 naytteenoton
atkana havaitaan kuolleita yksiloitd, loput naytteet on satunnaistettava uudelleen sen
mukaan, montako toukkaa e1 vield ole NF-vaiheessa 62 ja montako lisandytetta tarvitaan,
jotta kyseisestd rinnakkaisndytteestd saadaan yhteensd viisi ndytettd. Sind pdivina, jona
yksi  sammakonpoikanen  saavuttaa =~ NF-vatheen 62,  katsotaan  tehdysta
ndytteenottokaaviosta, kdytetddanko titd yksilod naytteenotossa vai erotetaanko se fyysisesti
muista sammakonpoikasista altistuksen jatkuessa. Annetussa esimerkissd (kuva 1)
ensimmdinen NF-vaiheen 62 saavuttanut yksilo (ts. laatikko nro 1) erotetaan muista
poikasista fyysisesti, sen altistusta jatketaan ja paivé, jona tima yksilo saavutti NF-vaiheen
62, kirjataan. Yksiloitd nro 2 ja 3 késitelldén samalla tavalla kuin yksilod nro 1. Yksilolta
nro 4 otetaan naytteet kasvua ja kilpirauhasen histologiaa varten (tdssa esimerkissd). Tata
menettelyd jatketaan, kunnes 20. yksilo joko liittyy muihin NF-vaiheen 62 jilkeisessa
vaiheessa oleviin yksiloihin tai sitd kdytetadn niytteenotossa. Tassd on kéytettdvd sellaista
satunnaistamismenetelmad, ettd jokaisella testin organismilla on yhtaldinen todennédkoisyys
tulla valituksi. Tami voidaan saavuttaa milld tahansa satunnaistavalla menetelmalld, mutta

599



D060575/02

se edellyttad myos, ettd jokainen sammakonpoikanen joutuu haaviin jossakin kohtaa NF-
vaiheen 62 osaotosjaksoa.

Kuva 1: Hypoteettinen esimerkki NF-vaiheen 62 niytteenotosta yhdesti rinnakkaisndytesdiliosta.

Aika
~
”
Yksi rinnakkaisnaytesailio — ei kuolleita kaloja
112|314 |5|6|7]|8)]|9|10/11|12|13|14|15|16|17|18|19| 20
Yksittaiset toukat Osaotos
42. Toukkaosaotoksesta tutkitaan seuraavat padtetapahtumat: 1) NF-vaiheen 62 saavuttamiseen

kulunut aika (ts. hedelmoittymisen ja NF-vaitheen 62 vilisten pédivien lukumdard), 2)
ulkoiset poikkeavuudet, 3) morfometriikka (paino ja pituus) ja 4) kilpirauhasen histologia.

Sammakonpoikasten humaani lopettaminen

43.

44.

NF-vatheen 62 saavuttaneista sammakonpoikasista (5 yksilod rinnakkaisndytesdiliotd
kohti) koostuva osajoukko on lopetettava upottamalla ne 30 minuutiksi riittavadn maardin
(esim. 500 ml:aan) nukutuslivosta  (esim.  0,3-prosenttinen = MS-222-liuos,
trikaiinimetaanisulfonaatti, CAS-nro 886-86-2). MS-222-liuos pitaa puskuroida
natriumbikarbonaatilla siten, ettd sen pH on noin 7,0, koska puskuroimaton MS-222-liuos
on hapanta ja drsyttdd sammakon ihoa, jolloin se imeytyy huonosti ja atheuttaa eldimille
tarpeetonta lisastressia.

Sammakonpoikanen nostetaan testikammiosta haavilla ja siirretddn  (asetetaan)
lopetusliuokseen. Eldin on varmasti kuollut ja valmis ruumiinavaukseen, kun se ei reagoi
ulkoisiin arsykkeisiin, kuten takaraajan nipistimiseen pinseteilld.

Morfometriikka (paino ja pituus)

45.

Jokaiselta sammakonpoikaselta on punnittava mérkdpaino (pyoristys ldhimpédén
milligrammaan) ja mitattava kuonon ja perdaukon vélinen pituus (pyoristys ldhimpéén 0,1
mm:iin) heti, kun sen todetaan olevan reagoimaton nukutusliuoskasittelyn jalkeen (kuva
2a). Kuonon ja perdaukon vilinen pituus voidaan mitata myos valokuvasta kuvien
analysointiohjelmalla. Ennen punnitsemista sammakonpoikasista on poistettava liiallinen
vesi taputtelemalla ne kuiviksi. Kun koon mittaus (paino ja kuonon ja perdaukon vilinen
pituus) on tehty, kaikki selvat morfologiset poikkeamat ja/tai toksisuuden kliiniset merkit,
kuten skolioosi (ks. lisdays 8), petekiat ja verenpurkaumat, on tallennettava tai kirjattava, ja
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digitaalista dokumentointia suositellaan. Petekiat ovat pienid punaisia tai violetteja
verenpurkaumia thon hiussuonissa.

Kudosndytteiden ottaminen ja kiinnittiminen

46. Osaotoksen toukkien kilpirauhasille tehdddn histologinen arviointi. Eturaajojen jalkeinen
alaruumis irrotetaan ja havitetdan. Siistitty muu osa ruumiista kiinnitetddn Davidsonin
kiinnitysaineella. Kiinnitysaineen tilavuuden siiliossd on oltava védhintdan 10-kertainen
kudosten arvioituun tilavuuteen nzhden. Jotta tutkittavat kudokset Kkiinnittyvit
asianmukaisesti, kiinnitysainetta sisidltdvad astiaa on sekoitettava tai ravistettava sopivalla
tavalla. Kaikkia kudoksia pidetadan Davidsonin kiinnitysaineessa véhintdan 48 mutta
enintddn 96 tuntia, minkd jalkeen ne huuhdellaan deionisoidulla vedelld ja sailotaan 10-
prosenttiseen puskuroituun formaliiniin (1) (29).

Kilpirauhasen histologia
47. Kunkin osaotokseen valitun toukan (kudokset kiinnitetty) kilpirauhanen tutkitaan
histologisesti (diagnostinen ja vakavuusasteen arviointi) (29) (30).

Kuva 2: Kuonon ja perdaukon vilisen pituuden mittauspisteet LAGDA-testissd NF-vaiheessa 62 (a) ja
nuorilta sammakoilta (b). NF-vaiheen 62 midrdivit ominaisuudet (a): P4d on yhti leved kuin muu ruumis,
hajuhermon pituus on lyhyempi kuin hajurauhasen ldpimitta (dorsaalisesti katsottuna), ja eturaajat ovat
syddmen tasolla (ventraalisesti katsottuna). Kuvat muokattu teoksesta Nieuwkoop ja Faber (1994).

a. Osaotos toukista (NF-vaihe 62) b. Naytteet juveniileista

Ventraalinen

. Q
! Kuonon ja perdaukon \

vélinen pituus

Dorsaalinen

3
>

- 3 . e
N o I 3 O o tams Kuonon ja perdaukon |
Jj‘ = i Ig :_‘ vilinen pituus
-_— P >3
<

Toukkien altistuksen piittiminen

48. Kun otetaan huomioon sammakonpoikasten alkuperdinen miird, on odotettavissa, ettd on
todenndkoisesti pieni prosenttiosuus yksiloitd, jotka eivdat kehity normaalisti ja joiden
osalta muodonvaihdos (NF-vaihe 66) ei tapahdu kokonaan kohtuullisen ajan kuluessa.
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Toukkavaiheen altistus saa kestdd enintdan 70 paivda. Kaikki tdmédn ajan jalkeen elossa
olevat sammakonpoikaset on lopetettava (ks. 43 kohta). Niiltdi on punnittava paino ja
mitattava kuonon ja perdaukon vilinen pituus. Lisdksi niiden kehitysvaihe on maaritettava
Nieuwkoopin ja Faberin (1994) mukaisesti, ja mahdolliset kehitykselliset poikkeavuudet
on merkittdvd muistiin.

Karsinta NF-vaiheen 66 jilkeen

49.

50.

Jokaisesta sdiliostd kymmenen yksilon on jatkettava testid NF-vaitheen 66 (pyrston
surkastuminen kokonaan) jidlkeen altistuksen pdattymiseen saakka. Siksi on tehtdva
karsinta sen jélkeen, kun kaikki eldimet ovat saavuttaneet NF-vaiheen 66 tai kun 70 péaivaa
on kulunut (sen mukaan, kumpi tapahtuu ensin). NF-vaiheen 66 jilkeiset eldimet, joiden
altistusta e1 jatketa, on valittava satunnaisesti.

Eldimet, joita ei valita altistuksen jatkamiseen, lopetetaan (ks. 43 kohta). Jokaisesta
eldaimestd madritetddn kehitysvaihe, punnitaan maérkdpaino ja mitataan kuonon ja
perdaukon viélinen pituus (kuva 2b), ja niille tehdddn ruumiinavaus. Fenotyyppiseksi
sukupuoleksi (sukurauhasten morfologian perusteella) kirjataan naaras, koiras tai
madrittamaton.

Néytteenotto juveniileista

Naytteenotto juveniileista pddpiirteissddn

51.

Loppujen eldinten osalta altistusta jatketaan siithen saakka, kunnes on kulunut 10 vitkkoa
NF-vaitheen 62 saavuttamisen mediaaniajasta laimennusvesikontrollissa  (ja/tai
livotinkontrollissa, jos tarpeen). Altistusjakson paittyessd loput eldimet (enintdan 10
sammakkoa rinnakkaisndytettd kohti) lopetetaan, ja seuraavat padtetapahtumat mitataan tai
arvioidaan ja niiden tiedot kirjataan: 1) morfometriikka (paino ja pituus), 2)
fenotyyppisen/genotyyppisen sukupuolen suhde, 3) maksan paino (maksan somaattinen
indeksi), 4) histopatologia (sukurauhaset, lisddntymiselimet, maksa ja munuaiset) ja
valinnaisena 5) plasman VTG-pitoisuus.

Sammakoiden humaani lopettaminen

52.

Juveniilit eldimet (muodonvaihdoksen tehneet sammakot) lopetetaan antamalla niille
Intraperitoneaalinen  injektio  nukutusainetta  (esim.  10-prosenttinen = MS-222)
asianmukaisessa fosfaattipuskuroidussa liuoksessa. Sammakoilta voidaan ottaa niytteet,
kun niistd on tullut reagoimattomia (yleensd noin kahden minuutin kuluttua injektiosta, jos
10-prosenttista MS-222-ainetta kaytetdan annoksella 0,01 ml/g sammakkoa kohden).
Vaikka juveniilit sammakot voidaan upottaa pitoisuudeltaan voimakkaaseen
nukutusaineeseen (MS-222), kokemus on osoittanut, ettd niiden lopettaminen télla tavalla
kestdd kauemmin, ja sen kesto voi olla epétarkoituksenmukaista naytteenoton kannalta.
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Injektio on tehokas ja nopea lopettamiskeino ennen niytteenottoa. Naytteenottoa ei saa
aloittaa, ennen kuin sammakoiden reagoimattomuus on varmistettu, jotta on varmaa, etté
ne ovat kuolleet. Jos sammakoissa on merkkejd huomattavasta karsimyksestd (hyvin
vakavasta ja kuolemaa selvdsti ennakoivasta) ja jos ne ovat kuolemaisillaan, ne on
nukutettava ja  lopetettava.  Aineiston analyysissa niitd on  kasiteltdvana
kuolemantapauksina. Jos sammakko lopetetaan sairauden vuoksi, se on merkittava muistiin
ja raportoitava. Sen mukaan, missd vaiheessa tutkimusta sammakko lopetetaan, se voidaan
sdilyttdd histopatologista analyysia varten (jolloin se kisitelldan kiinnitysaineella
mahdollista histopatologista tutkimusta varten).

Morfometriikka (paino ja pituus)

53.

Markédpaino punnitaan ja kuonon ja perdaukon vilinen pituus (kuva 2b) mitataan samalla
tavalla kuin toukkaosaotoksessa.

Plasman VTG-pitoisuus (valinnainen)

54. VTG on laajalti hyvaksytty biomarkkeri, joka on seurausta estrogeenisille kemikaaleille

55.

altistumisesta. LAGDA-testissd plasman VTG-pitoisuus voidaan mitata juveniilindytteista
valinnaisesti (talld voi olla erityistd merkitysta silloin, jos testikemikaalin oletetaan olevan
estrogeenin tavoin vaikuttava).

Lopetetun juveniilin takaraajat leikataan ja verindyte keratddan heparinisoituun kapillaariin
(myos muita verenkeruumenetelmia, kuten sydanpunktiota, voidaan kayttda). Veri
siirretddn mikrosentrifugiputkeen (tilavuus noin 1,5 ml), joka sentrifugoidaan plasman
erottelemiseksi. Plasmandytteet on siilytettava -70 °C:ssa tai sitd kylmemméssd VTG-
pitoisuuden  madrittamiseen  asti.  Plasman  VTG-pitoisuus  voidaan  mitata
entsyymivilitteiselld 1mmunosorbenttiméarityksella (ELISA) (lisdys 6) tai muulla
menetelmalla, esimerkiksi massaspektrometrialla (31). Lajikohtaisten vasta-aineiden
kayttod suositellaan paremman herkkyyden vuoksi.

Geneettisen sukupuolen mddrittdminen

56. Jokaisen juveniilin sammakon geneettinen sukupuoli madritetaan Yoshimoton ja muiden

(11) kehittamien markkereiden perusteella. Geneettisen sukupuolen méarittdmistd varten
otetaan osa yhdestd dissektion aikana irrotetusta takaraajasta (tai koko raaja) (tai osa
muusta kudoksesta) ja laitetaan se mikrosentrifugiputkeen (sammakoiden kudosniytteet
voidaan ottaa mistd tahansa kudoksesta). Kudosta voidaan sailyttdd -20 °C:ssa tai sitéd
kylmemmaissa deoksiribonukleiithinapon (DNA) eristamiseen saakka. DNA voidaan eristda
kudoksista kaupallisesti saatavilla olevilla tarvikepaketeilla, ja markkerin olemassaolo tai
puuttuminen analysoidaan polymeraasiketjureaktio (PCR) -menetelmilld (lisdys 5).
Yleensd histologisen sukupuolen ja genotyypin vilinen vastaavuus kontrollieldimilld
juveniilivaiheen néytteenotossa kontrolliryhmissé on yli 95 prosenttia.
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Kudosndytteiden ottaminen ja kiinnittdminen histopatologisia tutkimuksia varten

57.

Sukurauhaset, sukujohtimet, munuaiset ja maksat irrotetaan histologista analyysia varten
lopullisessa naytteenotossa. Elaimen vatsaontelo avataan, ja maksa irrotetaan ja punnitaan.
Seuraavaksi poistetaan ruoansulatuselimet (maha, suolet) varovasti vatsan alaosasta, jotta
sukurauhaset, munuaiset ja sukujohtimet saadaan ndkyviin. Sukurauhasten mahdolliset
selvdat morfologiset poikkeavuudet on kirjattava muistiin. Lopuksi on irrotettava vield
takaraajat, ellei niitd ole irrotettu jo aiemmin verindytettd varten. Irrotetut maksat ja
ruumiit, joihin sukurauhaset on jitetty paikalleen, on laitettava heti Davidsonin
kiinnitysaineeseen. Kiinnitysaineen tilavuuden sailiossd on oltava vahintdan 10-kertainen
kudosten arvioituun tilavuuteen ndhden. Kaikkia kudoksia pidetaan Davidsonin
kiinnitysaineessa vahintddn 48 mutta enintddn 96 tuntia, minka jialkeen ne huuhdellaan
deionisoidulla vedelld ja sailotdan 10-prosenttiseen puskuroituun formaliiniin (1) (29).

Histopatologia

58.

Jokaiselle juveniilindytteelle tehddan sukurauhasten, sukujohtimien, munuaisten ja
maksakudoksen histopatologinen tutkimus (diagnoosi ja vaikeusasteen mdaaritys) (32).
Taman tutkimuksen perusteella johdetaan myos sukurauhasten fenotyyppi (ts. munasarjat,
kivekset, intersukupuolisuus), ja nditd havaintoja voidaan geneettisen sukupuolen
yksilollisten maédritysten kanssa kayttdd fenotyyppisten/genotyyppisten sukupuolten
suhteen laskemiseen.

TIEDOT JA RAPORTOINTI

Tilastoanalyysi

59.

60.

LAGDA-testistd saadaan kolmenlaisia tietoja, jotka voidaan analysoida tilastollisesti: 1)
kvantitatiiviset jatkuvat tiedot (paino, kuonon ja perdaukon vilinen pituus, maksan
somaattinen indeksi, VTG), 2) tiettyyn tapahtumaan kulunut aika (time to event)
kehitysnopeuden arviointia varten (esim. NF-vaiheen 62 saavuttamiseen kuluneiden
pdivien madrd testin aloittamisesta) ja 3) histopatologisiin tutkimuksiin perustuvia
numerotietoja poikkeavuuksien vaikeusasteista tai kehitysvaiheista.

Testin rakenteen ja tilastollisten testien valinnan tulisi mahdollistaa riittdva voima, jotta
havaitaan biologisesti tarkedt muutokset sellaisissa paitetapahtumissa, joista on
ilmoitettava NOEC- tai ECx-arvo. Aineiston tilastollisissa analyyseissa (yleensa
rinnakkaisndytteiden keskiarvon perusteella) on noudatettava mieluiten menettelyja, jotka
on kuvattu julkaisussa Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data:
A Guidance to Application (33). Taméan testimenetelmén lisdyksessd 4 on suositeltua
tilastoanalyysia kuvaava padtoksentekokaavio ja ohjeet aineiston kasittelystd seka
sopivimman tilastollisen testin tai mallin valinnasta LAGDA-testissa.
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Juveniilien n#ytteenotosta saadut tiedot (esim. kasvu, maksan somaattinen indeksi) on
analysoitava kummankin genotyyppisen sukupuolen osalta erikseen, koska se méaritetain
kaikilta sammakoilta.

Tietojen analysointiin liittyviii nikokohtia

Vaarantuneiden rinnakkaisndytteiden ja kdsittelyjen kdytto

62.

Rinnakkaisnaytteet ja kéasittelyt voivat vaarantua selvésta toksisuudesta johtuvan liallisen
kuolleisuuden, sairauksien tai teknisen virheen vuoksi. Jos kasittely vaarantuu sairauden tai
teknisen virheen vuoksi, analyysia varten on oltava kolme vaarantumatonta kasittelya ja
kolme vaarantumatonta rinnakkaisniytettd. Jos selvdd toksisuutta ilmenee suurten
pitoisuuksien yhteydessd, analyysia varten on oltava mieluiten védhintddn kolme
kasittelypitoisuutta ja kolme vaarantumatonta rinnakkaisndytettdi (OECD:n testiohjeissa
noudatettavan suurin siedetty pitoisuus -ldhestymistavan mukaisesti (34)). Kuolleisuuden
lisaksi selvian toksisuuden merkkejd voivat olla kayttaytymiseen kohdistuvat vaikutukset
(esimerkiksi pinnalla kelluminen, s&ilion pohjalla makaaminen, kéénteinen tai
epasddnnollinen uiminen, pintatoiminnan puuttuminen), morfologiset leesiot (esim.
vertavuotavat leesiot, vatsan turvotus) tai normaalin ruokintavasteen estyminen, kun sitad
verrataan laadullisesti kontrollielaimiin.

Liuotinkontrolli

63.

Testin lopuksi on arvioitava liuottimen mahdolliset vaikutukset (jos sitd on kaytetty). Tama
tehdadn  vertailemalla  liuotinkontrolliryhmda  ja  laimennusvesikontrolliryhmaa
tilastollisesti. Tarkeimmat tdssd analyysissa huomioon otettavat pddtetapahtumat ovat
kasvuparametrit (paino ja pituus), koska yleistyneet toksisuusvaikutukset saattavat
vaikuttaa nithin. Jos laimennusvesikontrollin ja liuotinkontrollin ryhmien vililld havaitaan
tilastollisesti merkitsevid eroja ndissd paitetapahtumissa, sen madrittamisessd, onko testin
validiteetti vaarantunut, on kiaytettdvd parasta tieteellistd asiantuntemusta. Jos kahden
kontrollin vilillda on eroja, kemikaalille altistettuja kisittelyja on verrattava
livotinkontrolliin, ellet tiedetd, ettd laimennusvesikontrolliin vertaaminen on parempi
vaihtoehto. Jos ndiden kahden kontrolliryhmén valilld ei ole tilastollisesti merkitsevaa
eroa, suositellaan, ettd testikemikaalille altistettuja késittelyjd verrataan yhdistettyihin
(livotin- ja laimennusvesi-)kontrolliryhmiin, ellei tiedetd, ettd vain jompaankumpaan
vertaaminen on parempi vaihtoehto.

Testiraportti

64.

Testiraportissa on esitettdva seuraavat tiedot:

Testikemikaali:

fysikaalinen olomuoto ja fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, jos niilld on merkitysta

605



D060575/02

Yhdestd ainesosasta koostuva aine:
ulkonako, vesiliukoisuus ja muut merkitykselliset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet

kemialliset tunnistetiedot, kuten ITUPAC- tai CAS-nimi, CAS-numero, SMILES- tai
InChl-koodi, rakennekaava, puhtaus, tarvittaessa epapuhtauksien kemialliset
tunnistetiedot sen mukaan kuin kdytinnossd on mahdollista jne. (tarvittaessa
esimerkiksi orgaanisen hiilen pitoisuus).

Useista ainesosista koostuvat aineet, UVCB-aineet ja seokset:

mahdollisimman tarkka luonnehdinta, esimerkiksi ainesosien kemiallinen koostumus
(ks. edelld), esiintymistiheys ja olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet.

Testilajit:

tieteellinen nimi, kanta (jos se tiedetadn), hedelmoittyneiden munien 1dhde ja
kerdysmenetelma sekd munien myohempi késittely.

Tiedot skolioosin ilmaantuvuudesta aikaisemmissa kontrolleissa kdytetyn varastoviljelman
osalta.

Testiolosuhteet:

valoisa aikajakso (valoisat aikajaksot)

testin rakenne (esimerkiksi kammion koko, materiaali ja veden méaéra, testikammioiden ja
rinnakkaisndytteiden lukumaard, testiorganismien maara rinnakkaisnaytettd kohti)

varastoliuosten valmistusmenetelma ja nesteen vaihtovili (liuotusapuaine ja sen pitoisuus
on ilmoitettava, jos sellaista kaytetasn)

testikemikaalin annostelumenetelma (esim. pumput, laimennusjarjestelmat)

menetelman saantoteho ja nimelliset testipitoisuudet, kvantifiointiraja, mitattujen arvojen
keskiarvot ja niiden keskihajonnat testiastioissa, niiden laskemiseen kéytetty menetelma
sekd naytto siitd, ettd mittaukset koskevat testikemikaalin pitoisuutta aidossa liuoksessa

laimennukseen kédytetyn veden ominaisuudet: pH, kovuus, 1ampétila, liuenneen hapen
pitoisuus, jaannosklooripitoisuudet (jos ne on mitattu), kokonaisjodipitoisuus, orgaanisiin
yhdisteisiin sitoutuneen hiilen kokonaisméaara (jos se on mitattu), suspendoituneet kiintedt
aineet (jos ne on mitattu), testimediumin suolapitoisuus (jos se on mitattu) ja mahdolliset
muut mittaukset

nimelliset testipitoisuudet, mitattujen arvojen keskiarvot ja keskihajonnat

testiastioissa olevan veden laatu, pH, lampatila (paivittdin) ja liuenneen hapen pitoisuus
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yksityiskohtaiset tiedot ruokinnasta (esim. ruoan tyyppi, alkuperd, annettu maéara ja
antotiheys).

Tulokset:

todisteet siitd, ettd kontrollit tayttivat yleiset validiteettikriteerit

seuraavat tiedot kontrolleista (myos liuotinkontrollista, jos sitd on kéytetty) ja
kasittelyryhmisté: havaittu kuolleisuus ja poikkeavuus, NF-vaiheen 62 saavuttamiseen
kulunut aika, kilpirauhasen histologisen tutkimuksen tiedot (vain toukkanaytteista), kasvu
(paino ja pituus), maksan somaattinen indeksi (vain juveniilindytteistd),
geneettisen/fenotyyppisen sukupuolen suhde (vain juveniilindytteistd), sukurauhasten,
sukujohtimien, munuaisten ja maksan histopatologisen tutkimuksen tulokset (vain
Juveniilindytteistd) ja plasman VTG-pitoisuus (vain juveniilindytteistd, jos VIG-ndyte on
otettu)

tilastollisessa analyysissa ja tietojen kasittelyssa sovellettu lahestymistapa (kaytetty
tilastollinen testi tai malli)

pitoisuus, josta ei aiheudu vaikutuksia (NOEC) kunkin arvioidun vasteen yhteydessa

pienin havaittavan vaikutuksen aiheuttava pitoisuus (LOEC) kunkin arvioidun vasteen
yhteydessd (a = 0,05) tarvittacssa ECx kullekin arvioidulle vasteelle ja luottamusvalit
(esim. 95 prosenttia) seka kaavio sen laskentaan kaytetystd sovitetusta mallista, pitoisuus-
vastekdyran kaltevuus, regressiomallin kaava, estimoidut malliparametrit ja niiden
vakiovirheet

mahdolliset poikkeamat tdsté testimenetelmastd ja hyvaksymisperusteista sekd pohdinta
niiden mahdollisista vaikutuksista testin tulokseen.

65. Paatetapahtumien mittaustuloksista on esitettavd keskiarvot ja keskihajonnat (seka

rinnakkaisndytteiden ettd pitoisuuksien perusteella, mikali mahdollista).

66. NF-vatheen 62 saavuttamiseen kulunut mediaani aika on laskettava ja esitettdava

rinnakkaisnaytteiden mediaanien keskiarvona ja niiden keskihajontana. Kasittelyjen osalta
my0s kasittelyn keston mediaani on laskettava ja esitettdva rinnakkaisndytteiden
mediaanien keskiarvona ja niiden keskihajontana.
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Lisdys 1
MAARITELMAT

Apikaalinen péitetapahtuma: Aiheuttaa vaikutuksen populaation tasolla.

Kemikaali: Aine tai seos

ELISA: Entsyymivilitteinen immunosorbenttimaaritys

ECx: (Effect concentration for x % effect = vaikuttava pitoisuus, joka atheuttaa x prosenttia
muutoksia) on pitoisuus, joka aiheuttaa x prosentin suuruisen vaikutuksen
testiorganismeihin tietyn altistusjakson aikana kontrolliin verrattuna. Esimerkiksi EC50 on
pitoisuus, jolla estimoidaan olevan 50 prosentin vaikutus testissd tutkittavaan
paatetapahtumaan altistuksen kohteeksi joutuneessa populaatiossa maaritellyn altistusajan
kuluessa.

phj: Péaivaa hedelmoittymisen jalkeen

Lépivirtaustesti: Testi, jossa testiliuokset virtaavat jatkuvasti testijdrjestelmén lapi
altistusjakson ajan.

HPG-akseli: Hypotalamus-aivolisdke-sukurauhasakseli

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry, kansainvilinen puhtaan ja
sovelletun kemian liitto

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration, pienin havaittavan vaikutuksen aiheuttava
pitoisuus): Pienin testikemikaalin testattu pitoisuus, jolla kemikaalilla havaitaan olevan
tilastollisesti merkitseva vaikutus (arvolla p < 0,05) verrattuna kontrolliin. Kaikilla LOEC-
pitoisuutta suuremmilla testipitoisuuksilla on kuitenkin oltava vidhintdan yhta suuri
haitallinen vaitkutus kuin LOEC-pitoisuudella. Jos ndmid kaksi ehtoa eivdt tdayty, on
annettava tyhjentdva selitys siitd, miten LOEC-pitoisuus (Ja myos NOEC-pitoisuus) on
valittu. Tastd on ohjeita lisdyksessd 7.

Mediaani tappava pitoisuus (LC50): Testikemikaalin pitoisuus, jonka arvioidaan
atheuttavan 50 prosentin kuolleisuuden altistuneissa testiorganismeissa testin aikana.

NOEC (No Observed Effect Concentration): LOEC:ti pienempi testipitoisuus, jolla ei ole
kontrolliin verrattuna tietylld altistusajanjaksolla tilastollisesti merkitsevdd vaikutusta (p <
0,05).

SMILES: SMILES-jarjestelma (Simplified Molecular Input Line Entry Specification).

Testikemikaali: Tatd testimenetelmad kéyttiaen testattu aine tai seos.

612



D060575/02

UVCB: Koostumukseltaan tuntematon tai vaihteleva aine, kompleksi reaktiotuote tai
biologinen materiaali.

VTG: Vitellogeniini on fosfolipoglykoproteiini, munankeltuaisproteiinin esiaste, jota
tavataan yleensa kaikilla munimalla lisddntyvien lajien sukukypsilla naarailla.
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JOITAKIN HYVAKSYTTAVAN LAIMENNUSVEDEN KEMIALLISIA OMINAISUUKSIA

Aine Rajapitoisuus
Hiukkaset 5 mg/l
Orgaanisen hiilen kokonaisméaara 2 mg/l
Ionisoitumaton ammoniakki 1 pg/l
Jaannoskloori 10 pg/l
Orgaanista fosforia sisiltdvien torjunta-aineiden

kokonaismaara >0 ng/l
Orgaanista klgoria_sisaltayien torjunt'a-ai“r.l-ei"den Ja 50 ng/l
polykloorattujen bifenyylien kokonaismééra

Orgaanisen kloorin kokonaisméaara 25 ng/l
Alumiini 1 ng/l
Arseeni 1 ng/l
Kromi 1 ng/l
Koboltti 1 pg/l
Kupari 1 pg/l
Rauta 1 pg/l
Lyijy 1 ug/l
Nikkeli 1 ng/l
Sinkki 1 pg/l
Kadmium 100 ng/1
Elohopea 100 ng/1
Hopea 100 ng/1
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Lisfys 3

LAGDA-TESTIN TESTAUSOLOSUHTEET

1. Testilajit
2. Testityyppi

3. Veden limpdétila

4. Valaistus

5. Valojaksot

6. Testiliuoksen miara ja
testiastia (séilid)

7. Testilivosten vaihtuvuus

8. Testiorganismien iké testin
alkaessa

9. Organismien lukuméara
kussakin rinnakkaisniytteessi

10. Kiésittelyjen lukuméara

11. Rinnakkaisnéytteiden
lukumiiri kussakin

kisittelyssi

12. Organismien lukumééra
testipitoisuutta kohti

13.Laimennusvesi

14.Ilmastus

15. Liuenneen hapen pitoisuus
testiliuoksessa:

Xenopus laevis

Jatkuva ldpivirtaus

Nimellislampotila on 21 °C. Keskimédrdinen lampotila testin keston
ajan on 21 £ 1 °C (rinnakkaisniytteiden ja kisittelyjen vilinen ero saa

olla enintédén 1,0 °C)

Loisteputket (laajakirjoiset) 600-2 000 luksia (luumenia/m?) veden
pinnassa

12 h valoisaa : 12 h pimedi

4-10 1 (vedensyvyys vihintdén 10-15 cm)

Lasinen tail ruostumattomasta terdksestd valmistettu sdilié

Jatkuva, otettava huomioon seki biologisten olosuhteiden ylldpito ettd
kemikaalille altistus (esim. 5 vaihtoa péivéissi)

Nieuwkoopin ja Faberin (NF) vaihe 8-10

20 eldintd (alkiota) / sdilio (rinnakkaisnéyte) altistuksen alkaessa ja 10
eldintd (juveniilia) / sdili6 (rinnakkaisndyte) NF-vaiheen 66 jilkeen
altistuksen lopettamiseen asti

Vihintdédn 4 testikemikaalikisittelyd + tarvittava(t) kontrolli(t)

4 rinnakkaisniytettd testikemikaalikésittelyd kohti ja 8
rinnakkaisniytettd kontrollia (kontrollgja) kohti

Vihintién 80 eldinti testikemikaalikdsittelyd kohti ja vihintddn 160

rinnakkaisniytettd kontrollia (kontrolleja) kohti

Mik4 tahansa vesi, jossa X. laevis voi kasvaa ja kehittyd normaalisti
(esim. ldhdevesi tai aktiivihiilisuodatettu hanavesi)

Ei tarvita, mutta séiliot voidaan joutua ilmastamaan, jos liuenneen
hapen pitoisuus pienenee suositellun rajan alle ja suurenee, kun

testiliuoksen virtaus maksimoidaan.

Livennut happi: > 40 % ilman kylldstysarvosta tai > 3,5 mg/1
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16. Testiliuoksen pH-arvo 6,5-8,5 (rinnakkaisniytteiden ja kisittelyjen vilinen ero saa olla
enintdin 0,5)

17. Testiliuoksen kovuus ja 10-250 mg CaCOs/1
emiksisyys
18.Ruokinta (Ks. lisdys 4)
19. Altistusaika NF-vaiheesta 8-10 siithen asti, kunnes on kulunut 10 vitkkoa NF-

vaiheen 62 saavuttamisen mediaaniajasta vesi- ja/tai
livotinkontrolliryvhméssé (enintédén 17 viikkoa)

20.Biologiset paitetapahtumat ~ Kuolleisuus (ja havaitut poikkeavuudet), NF-vaiheen 62 saavuttamiseen
kulunut aika (toukkaniytteistd), kilpirauhasen histologisen tutkimuksen
tiedot (toukkaniytteistd), kasvu (paino ja pituus), maksan somaattinen
indeksi (juveniilindytteistd), geneettisen/fenotyyppisen sukupuolen
suhde (juveniilindytteistd), sukurauhasten, sukujohtimien, munuaisten ja
maksan histopatologia (juveniilindytteistd) ja plasman
vitellogeniinipitoisuus (juveniilindytteistd, valinnainen)

21. Testin validiteettikriteerit Liuvenneen hapen pitoisuuden on oltava > 40 % ilman kylldstysarvosta;
veden lampotilan on oltava 21 + 1 °C, ja rinnakkaisndytteiden ja
kisittelyjen vilinen ero saa olla < 1,0 °C; testiliuvoksen pH-arvon on
oltava 6,5-8.5; kontrolleissa kuolleisuuden on oltava < 20 % kussakin
rinnakkaisniytteessd, ja kontrolleissa NF-vaiheen 62 saavuttamiseen
kuluneen ajan on oltava keskiméérin < 45 pdivid; testiorganismien
keskimédrdisen painon NF-vaiheessa 62 tulee olla kontrolleissa ja
liuotinkontrolleissa (jos kiytossd) 1,0 £ 0,2 g ja testin
lopettamisvaiheessa 11,5 £ 3 g; saatavilla on oltava tietoja, jotka
osoittavat, ettd testikemikaalin pitoisuudet liuoksessa ovat olleet + 20
prosenttia keskimééraisistd mitatuista arvoista.
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Lisévs 4

RUOKINTA

Vaikka suositellaan tillaista ruokintaa, myods muut vaihtoehdot ovat hyvaksyttdvid, kunhan
testiorganismit kasvavat ja kehittyvat asianmukaisesti.

Toukkien ruokinta

Toukkien ravinnon valmistus
A. 1:1 (v/v) lohien kasvatusravintoa: leva/TetraFin® (tai vastaava tuote);

1. lohien kasvatusravinto: 50 grammaa lohien kasvatusravintoa (pienid rakeita tai jauhetta) ja
300 ml sopivaa suodatettua vettd sekoitetaan tehosekoittimen nopealla toiminnolla 20
sekunnin ajan

2. Leva/TetraFin® (tai vastaava tuote) -sekoitus: 12 g spirulina-levitabletteja ja 500 ml
suodatettua vettd sekoitetaan tehosekoittimen nopealla toiminnolla 40 sekunnin ajan; 12 g
Tetrafima® (tai vastaavaa tuotetta) ja 500 ml suodatettua vettd sekoitetaan, ja nama
sekoitukset yhdistetddn, jolloin saadaan 1 litra sekoitusta, joka sisaltdd 12 g spirulina-levaa ja
12 g Tetrafinia® (tai vastaavaa tuotetta) litrassa.

3. Yhdista yhtd suuret méarat sekoitettua lohien kasvatusravintoa ja levéd-/TetraFin® (tai
vastaava tuote) -sekoitusta.

B. Suolalehtijalkaiset:

15 ml suolalehtijalkaisten munia annetaan kuoriutua 1 litraan suolavettd (joka valmistetaan
lisddamalla 20 ml NaCl:aa yhteen litraan deionisoitua vettd). Kun liuosta on ilmastettu 24
tuntia huoneenldammosséd jatkuvassa valossa, suolalehtijalkaiset kerdtddan. Niiden annetaan
asettua 30 minuutin ajan lopettamalla ilmastus. Sdilion pinnalla kelluvat rakkulat kerétdaan
pois ja hdvitetadn. Suolalehtijalkaiset kaadetaan asianmukaisten suodattimien ldpi ja lisdtdaan
30 ml:aan suodatettua vetti.

Ruokintasuunnitelma

Taulukossa 1 esitetddn, minkd tyyppistd ja mikd maard ravintoa annetaan altistuksen aikana
toukkavaiheissa. Eldimid on ruokittava kolmesti pédivdssd maanantaista perjantaihin ja
kerran pédivéssd viikonloppuisin.
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Taulukko 1: X /aevis -toukkien ruokinta lapivirtausolosuhteissa

ailae | oMo kasvatusravinto: levi TetraFin® Suolalehtijalkaiset
(hedejl;llli{iiztz)m isen Arkipéiivi Viikonloppu Arkipéiva Viikonloppu
(3 kertaa piiviissii) | (kerran péiviissi) (kahdesti péiviissi) (kerran péiviissi)
aivit 4— 0,5 ml 0,5 ml
(\I:i?l?:i‘ltl: 01—‘;) 0,33 ml 1.2 ml (péii\;éit 8-15) (péiiv,ﬁt 8-15)
1 ml 1 ml
Viikko 2 0,67 ml 2,4ml (pdivdstd 16 alkaen) | (pdivistd 16 alkaen)
Viikko 3 1,3ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Viikko 4 1,5ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Viikko 5 1,6 ml 4.4 ml 1ml 1ml
Viikko 6 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Viikko 7 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Viikot 8-10 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* Pdivd 0 on se pdivi, jona hCG-injektio annetaan.

Ruokavalio siirryttiessi toukkavaiheesta juveniilivaiheeseen

Kun toukkien muodonvaihdos on valmis, niille aletaan antaa jdljempédnd kuvattua
juveniilien ravintoa. Tédssd siirtymévaiheessa toukkien ravintoa on vihennettivd, koska
jJuveniilien ravintomaira lisddntyy. Taméa voidaan tehda vdhentamalld toukkien ravintoa ja
lisaamalld  juveniilien ravintoa suhteessa sen mukaan, miten kukin viiden
sammakonpoikasen ryhméa ohittaa NF-vaitheen 62 ja miten niiden muodonvaihdos tulee
valmiiksi NF-vaiheessa 66.

Juveniilien ruokinta

Juveniilien ravinto

Kun muodonvaihdos on valmis (vaihe 66), ravinnoksi vaihdetaan pelkéstdan 3/32 tuuman
laadukas uppoava sammakonruoka (Xenopus Express™, FL, Yhdysvallat) tai vastaava
tuote.

Murskattujen pellettien valmistaminen toukka- ja juveniilivaiheiden siirtymdkohdassa

Uppoavat sammakonruokapelletit laitetaan hetkeksi kahvimyllyyn, tehosekoittimeen tai
huhmareeseen, jotta niiden kokoa saadaan pienennettyd noin kolmanneksen. Pellettejd ei
tule kuitenkaan kasitelld niin kauan, ettd niistéd tulee jauhetta.

Ruokintasuunnitelma
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Taulukossa 2 esitetddn, minkd tyyppistd ja mikd mdara ravintoa annetaan elinkaaren
juveniili- ja aikuisvaiheissa. Eldimid tulee ruokkia kerran pdivdssd. On kuitenkin
muistettava, ettd kun eldimet tekevdt muodonvaihdosta, suolalehtijalkaisten antamista
jatketaan siihen asti, kunnes muodonvaihdos on valmis > 95 prosentilla eldimista.

Eldimid ei ruokita testin padttymispaivénd, jotta ravinto ei vaikuta painon punnitsemiseen.
Taulukko 2: X. laevis -juveniilien ruokinta ldpivirtausolosuhteissa. Huom. Ne eldimet, joiden

muodonvaihdos ¢i ole tapahtunut tai joilla se on viivastynyt kemikaalikisittelyn takia, eivit voi syoda
kokonaisia pellettej.

Aika Murskattujen pellettien méiiiri|Kokonaisten pellettien miifri
(Viikkoa muodonvaihdoksen mediaanin piiviin (mg/sammakko) (mg/sammakko)
jilkeen)
Kun eldinten muodonvaihdos on valmis 25 0
Viikot 0-1 25 28
Viikot 2-3 0 110
Viikot 4-5 0 165
Viikot 6-9 0 220

* Viikon 0 ensimmaéinen p#ivé on kontrollieldinten muodonvaihdoksen mediaani paivi.
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Lisiiys 5
GENEETTISEN SUKUPUOLEN MAARITYS

Xenopus laeviksen geneettisen sukupuolen madrittamisen menetelma perustuu julkaisuun
Yoshimoto ja muut., 2008. Yksityiskohtaiset genotyypitysmenettelyt voi katsoa tastd
julkaisusta tarvittaessa. Vaihtoehtoisia menetelmid (esim. suuren kapasiteetin qPCR)
voidaan kayttaa, jos ne katsotaan sopiviksi.

X. laeviksen alukkeet
DM-W-markkeri
Forward-aluke: 5’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Reverse-aluke: 5’-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Positiivinen kontrolli
Forward-aluke: 5’-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’

Reverse-aluke: 5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3’

DNA:n puhdistaminen

Puhdista DNA lihas- tai thokudoksesta kayttamalla esimerkiksi Qiagen DNeasy Blood and
Tissue Kit (luettelonro 69506) -tarvikepakettia tai vastaavaa tuotetta paketin ohjeiden
mukaisesti. DNA voidaan uuttaa spin-kolonneista kayttdmallda vahemman puskuria, jolloin
saadaan konsentroituneempia néytteitd, jos se on tarpeen PCR:n osalta. DNA on melko
vakaata, joten on toimittava varovasti, jotta valtetddn ristikontaminaatio, joka vot johtaa
sithen, ettd koiraat médritetadn virheellisesti naaraiksi tai pdinvastoin.

PCR

Taulukossa 1 kuvataan ndyteprotokolla, jossa kiytetadn Sigman JumpStart™ Tag -
polymeraasia

Taulukko 1: Niyteprotokolla, jossa kiytetdin Sigman JumpStart™ Taq -polymeraasia

Master mix -reaktioseokset 1x (ul) [Lopullinen]
NFW 11 -
10X-puskuri 2,0 -
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MgCl; (25 mM) 2,0 2,5 mM
dNTP:t (10 mM kutakin) 0,4 200 uM
Alukkeen merkkiaine (8 uM) 0,8 0,3 uM
Rev-alukkeen merkkiaine (8 pM) 0,8 0,3 uM
Alukkeen kontrolli (8 uM) 0,8 0,3 uM
Rev-alukkeen kontrolli (8 uM) 0,8 0,3 uM
JumpStart™ Taq 0,4 0,05
yksikkod/pl
DNA-templaatti 1,0 ~ 200 pg/pl

Huom. Kun teet master mix -seoksia, tee aina hieman ylimadraistd, koska pipetoinnin aikana
madrdstd voi hivitd osa (esimerkki: 25x tulee kdyttdd vain 24 reaktioon).

Reaktio:

Master mix 19,0 pl

Templaatti 1,0 pl

Yhteensa 20,0 ul
Termosyklerin profiili:

Vaihe 1.  94°C 1 min

Vaihe2. 94°C 30s

Vathe 3. 60°C 30s

Vathe4. 72°C I min

Vaihe 5. Siirry vatheeseen 2. 35 syklid

Vathe 6.  72°C 1 min

Vathe 7. 4°C pito

PCR-tuotteet voidaan ajaa heti geelissa tai sdilyttda 4 °C:ssa.

Agaroosigeelielektroforeesi (3 %) (niyteprotokolla)
S0X TAE

Tris 242 g
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Jadetikka 5,71 ml
Naz (EDTA)-2H03,72 g

Lisédd vettd 100 ml:aan asti

IXTAE
H0O 392 ml
50X TAE 8 ml

3:1-agaroosi

3 osaa NuSieve™ GTG™ -agaroosia

1 osa Fisherin agaroosia, matala elektroendosmoosi (EEO)

Menetelmd

1.

e

Valmista 3-prosenttinen geeli lisddamaélld 1,2 g agaroosisekoitusta 43 ml:aan 1X TAE:ta.
Sekoita hyvin, jotta suuret kokkareet hajoavat.

Kuumenna agaroosiseosta mikroaaltouunissa, kunnes se on liuennut kokonaan (mutta ala
ylikuumenna sitd). Anna seoksen jdahtya hetki.

Lisad sithen 1,0 pL etidiumbromidia (10 mg/ml). Ravista pulloa. Huomaa, etta
etidiumbromidi on mutageenista. Siksi tdssd vaiheessa tulee kayttad vaihtoehtoisia
kemikaaleja, mikéli se on teknisesti suinkin mahdollista, jotta tyontekijoihin kohdistuvat
terveysriskit olisivat mahdollisimman pienet!.

Kaada geeli muottiin sopivan tydkalun avulla. Anna geelin jadhtyéd kunnolla.
Lisaa geeli laitteeseen. Peita geeli 1X TAE:14.

Lisdd 1 pl 6x ndytepuskuria aina 10 ul:aan PCR-tuotetta.

Pipetoi1 néytteet kuoppiin.

Kayta laitetta 160 V:n vakiojénnitteelld noin 20 minuutin ajan.

Kuvassa 1 on agaroosigeelikuva, jossa ndkyy koiras- ja naarasyksiloité tarkoittavat juosteet.

! Euroopan parlamentin ja neuvoston direktiivi 2004/37/EY, annettu 29 péivind huhtikuuta 2004,
tyontekijoiden suojelemisesta sydpdsairauden vaaraa aiheuttaville tekijéille tai perimdn muutoksia
aiheuttaville aineille altistumiseen ty6ssd liittyviltd vaaroilta (kaudes neuvoston direktiivin 89/391/ETY 16
artiklan 1 kohdassa tarkoitettu erityisdirektiivi) (EUVL L 158, 30.4.2004, s. 50), 4 artiklan 1 kohta.
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Kuva 1: Agaroosigeelikuva, jossa nikyy koirasyksiléd (&) tarkoittava juoste (yksi juoste ~203 bp:
DMRT1) ja naarasyksilod ({) tarkoittava juoste (kaksi juostetta ~259 bp: DM-W ja 203 bp:DMRT1).

LAHDEKIRJALLISUUS

Yoshimoto S, Okada E, Umemoto H, Tamura K, Uno Y, Nishida-Umehara C, Matsuda Y,
Takamatsu N, Shiba T, Ito M. 2008. A W-linked DM-domain gene, DM-W, participates in

primary ovary development in Xenopus laevis. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 105: 2469-2474.
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Lisiiys 6
VITELLOGENIININ MITTAUS

Vitellogeniinin (VTG) mittaus tehdddn entsyymivilitteisellda immunosorbenttimaritys
(ELISA) -menetelmalld, joka kehitettiin alun perin rasvapaamutun VTG:n mittaamiseen
(Parks ja muut, 1999). Talla hetkella X. laevikselle ei ole kaupallisesti saatavia vasta-aineita.
Koska tédsta proteiinista on kuitenkin runsaasti tietoa ja koska kustannustehokkaita
kaupallisia vasta-aineiden tuotantopalveluja on hyvin saatavilla, laboratoriot voivat
kohtuullisen helposti kehittdda ELISA-maarityksen tdmidn mittauksen tekemistd varten
(Olmstead ja muut, 2009). Julkaisussa Olmstead ja muut (2009) kuvataan myos testi, joka
on muokattu X. tropicaliksen VTG-mittausta varten (ks. jdljempéand). Menetelmassa
kaytetddn X. tropicaliksen VTG:lle valmistettua vasta-ainetta, mutta sen tiedetdén toimivan
myos X. laeviksen VTG:lle. Myos ei-kilpailevia ELISA-maérityksid voidaan kayttad; niissa
voi kuitenkin olla pienemmaét havaintorajat kuin jidljempénd selostetussa menetelméssa.

Materiaalit ja reagenssit

Preadsorboitu 1. vasta-aineseerumi

Sekoita 1 osa anti-X. tropicalis VIG 1. vasta-aineseerumia ja 2 osaa kontrollikoiraan
plasmaa. Anna seoksen olla huoneenlammdssa ~ 75 minuuttia, laita se jadhauteeseen 30
minuutiksi ja sentrifugoi (> 20K x G) 1 tunti 4 °C:ssa. Poista supernatantti, tee alikvootit ja
sailo -20 °C:seen.

- 2.vasta-aine

Goat Anti-Rabbit IgG-HRP -konjugaatti (esim. Bio-Rad 172-1019)
- VTG-standardi

Puhdistettu X. laeviksen VTG, pitoisuus 3,3 mg/ml.
- TMB (3,3',5,5'-tetrametyylibentsidiini) (esim. KPL 50-76-00 tai Sigma T0440)
- Vuohen normaaliseerumi (NGS) (esim. Chemicon® S26-100 ml)

- 96-kuoppaisia EIA-polystyreenimikrotiitterilevyja (esim. ICN: 76-381-04, Costar: 53590,
Fisher: 07-200-35)

- 37 °C:n hybridisaatiouuni (tai nopeasti tasapainottuva elatuskaappi) levyille, vesihaude
putkille

- Muut tavalliset laboratoriolaitteet, kemikaalit ja tarvikkeet.

Valmistusohjeet
Pinnoituspuskuri (50 mM karbonaattipuskuria, pH 9,6):

NaHCO: 126g
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NaxCOs3 0,68 g
Vesi 428 ml
10X PBS (0,1 M fosfaattia, 1,5 M NaCl:dd):
NaH>PO4-H20 0,83 g
Na;HPO4+7H,O0 20,1g
NaCl 71 g
Vesi 810 ml
Pesupuskuri (PBST):
10X PBS 100 ml
Vesi 900 ml
Saada pH-arvoksi 7,3 1 M:1la HCI:44 ja lisad sen jélkeen 0,5 ml Tween-20:ta
Testipuskuri:
Vuohen normaaliseerumi (NGS) 3,75 ml
Pesupuskuri: 146,25 ml
Niytteiden keridminen

Verindytteet kerdatadan heparinisoituun mikrohematokriittiputkeen ja asetetaan jaahauteeseen.
Putkia sentrifugoidaan 3 minuuttia, jonka jalkeen ne pisteytetddn ja avataan, ja plasma
siirretadn 0,6 ml:n mikrosentrifugiputkiin, jotka sisaltavat 0,13 yksikkod kylmakuivattua
aprotiniinid. (N@mé putket valmistellaan etukéteen laittamalla nithin tarvittava maira
aprotiniinid. Sen jdlkeen ne jaadytetddn ja kylmakuivataan pikavakuumikylmakuivaajassa
matalalla 1ammoll4, kunnes ne ovat kuivat.) Sadilytd plasma -80 °C:ssa analysointiin saakka.

Menettely yhdelle levylle
Levyn pinnoittaminen

Sekoita 20 ul puhdistettua VTG:td ja 22 ml karbonaattipuskuria (lopullinen 3 pg/ml). Lisda
200 pl jokaiseen 96-kuoppaisen levyn kuoppaan. Peitd levy tarttuvalla kalvolla ja anna sen
inkuboitua yon yli 37 °C:ssa 2 tunnin ajan (tai 4 °C:ssa yon yli).

Levyn estdminen
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Estoliuos valmistetaan lisdamalla 2 ml vuohen normaaliseerumia (NGS:4d) 38 ml:aan
karbonaattipuskuria. Poista pinnoitusliuos ja kuivaa ravistamalla. Lisdé jokaiseen kuoppaan
350 ul estoliuosta. Peitd levy tarttuvalla kalvolla ja anna sen inkuboitua yon yli 37 °C:ssa 2
tunnin ajan (tai 4 °C:ssa yon yli).

Vertailustandardien valmistaminen

5,8 upl puhdistettua VTG-standardia sekoitetaan 1,5 ml:aan testipuskuria boorilasista
valmistetussa kertakayttoisessa testiputkessa (12 x 75 mm). Nain saatava pitoisuus on 12
760 ng/ml. Sen jilkeen tehddén sarjalaimennus, jossa 750 pl edellisestd laimennoksesta
lisétddn 750 pl:aan testipuskuria, jolloin saadaan ndmé loppupitoisuudet: 12 760, 6 380, 3
190, 1 595, 798, 399, 199, 100 ja 50 ng/ml.

Naytteiden valmistelu

Aloita laimentamalla plasma testipuskuriin suhteessa 1:300 (yhdistd esimerkiksi 1 pl
plasmaa ja 299 pl testipuskuria) tai 1:30. Jos odotetaan suurta VTG-pitoisuutta,
lisdlaimennokset tai suuremmat laimennokset voivat olla tarpeen. Yritd pitdd B/B,
vertailustandardien mukaisina. Kdyta laimennussuhdetta 1:30 niissa néytteissa, joissa VIG-
pitoisuus on vidhdinen, kuten kontrollikoirailla ja -naarailla (naaraista kaikki ovat
epakypsid). Tata vdhemmidn laimennetuissa ndytteissé vol ndkyd ei-toivottuja
matriisivaikutuksia.

Lisdksi on suositeltavaa ajaa positiivinen kontrollindyte jokaiselle levylle. Se tehdddn
plasmavarannosta, jonka VTG-pitoisuus on suuri. Varanto laimennetaan ensin NGS:14,
jaetaan alikvootteihin ja sdilotdan -80 °C:ssa. Jokaisen levyn osalta sulatetaan yksi
alikvootti, joka Jaimennetaan testipuskurilla ja késitelldan testinaytteen tavoin.

Inkubointi 1. vasta-aineella

1. vasta-aine valmistaan tekemaélld preadsorboidusta 1. vasta-aineseerumista laimennos
testipuskurissa suhteessa 1:2 000 (ts. 8 ul 16 ml:aan testipuskuria). Yhdistd sen jilkeen 300
ul 1. vasta-ainetta sisltivaa linosta 300 pl:aan niytettd/vertailustandardia lasiputkessa. Tee
Bo-putki samalla tavalla 300 ul:sta testipuskuria ja 300 pl:sta vasta-ainetta. Myos NSB-putki
on valmistettava samalla tavalla kdyttdmalld vain 600 pl testipuskuria (eli ei siis vasta-
ainetta). Peitd putket Parafilmilld ja sekoita ne varovasti kéddntelemalla. Inkuboi putkia
37 °C-asteisessa vesihauteessa noin tunti.

Levyn peseminen

Pese levy hieman ennen kuin 1. vasta-aineen inkubointi tulee valmiiksi. Tyhjenna levy ja
taputtele se kuivaksi imupaperilla. Taytd kuopat 350 pl:lla pesulivosta, tyhjennd ne ja
taputtele levy kuivaksi. Téassd monikanavainen toistopipetti tai levynpesuri on hyodyllinen.
Pesuvaihe toistetaan vield kaksi kertaa (pesuja tehdain siis yhteensa kolme).

Levyn tiyttdminen
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Kun levy on pesty, ota putket pois vesihauteesta ja kddntele niitd kevyesti. Lisdd 200 pl
jokaisesta naytteestd, vertailustandardista, Bo- ja NSB-putkista levyn kuoppiin (kaksi
rinnakkaisndytettd). Peitd levy tarttuvalla kalvolla ja anna sen inkuboitua 37 °C:ssa 1 tunnin
ajan.

Inkubointi 2. vasta-aineella

Edellisen vaiheen inkuboinnin paityttya levy on taas pestdva kolme kertaa samalla tavalla
kuin edelliselld kerralla. Laimennettu 2. vasta-aine valmistetaan sekoittamalla 2,5 pl 2.
vasta-ainetta ja 50 ml testipuskuria. Lisdd 200 pl laimennettua 2. vasta-ainetta jokaiseen
kuoppaan, peité levy kuten edelld ja inkuboi sitd 1 tunti 37 °C:ssa.

Substraatin lisdcidminen

Kun 2. vasta-aineella inkubointi on paéttynyt, pese levy taas kolme kertaa edelld kuvatun
mukaisesti. Lisdéd sen jdlkeen jokaiseen kuoppaan 100 ul TMB-substraattia. Anna reaktion
kehittya 10 minuutin ajan mieluiten kirkkaalta valolta suojattuna. Lopeta reaktio lisddmalla
100 pl fosforihappoa (1 M). Tdmé muuttaa virin sinisestd voimakkaan keltaiseksi. Mittaa
absorbanssi 450 nm:n alueella levylukijalla.

B/Bo-arvon laskeminen

Viahenni keskimaardinen NSB-arvo kaikista mittausarvoista. Jokaisen néytteen ja standardin
B/Bo-arvo lasketaan jakamalla absorbanssiarvo (B) Bo-ndytteen keskiméairdisella
absorbanssilla.

Standardikdyrdn luominen ja tuntemattomien mddrien mddrittdminen

Luo standardikdyra jollakin grafiikkaohjelmalla (esim. Slidewrite™ tai Sigma Plot®), jolla
voidaan ekstrapoloida m&drd nédytteen B/Bo-arvosta standardien B/Bo-arvon perusteella.
Yleensd madrd piirretdadn logaritmisella asteikolla, ja kdyra on S-kirjaimen muotoinen. Se
voi kuitenkin nédyttdd lineaariselta, kun kaytetdan standardeja, joiden vaihteluvali on pieni.
Asianmukainen ndyte vastaa laimennuskerrointa ja ilmoitetaan muodossa “milligrammaa
vitellogeniinia millilitrassa plasmaa”.

Minimihavaintorajojen mddrittdminen

Usein on epdselvad, miten pieniin arvoihin perustuvat tulokset ilmoitetaan, varsinkin
normaalien koiraiden osalta. Niissd tapauksissa on kéytettava 95 prosentin luottamusvileja
sen madrittdmiseksi, tuleeko arvo ilmoittaa nollana vai jonakin toisena lukuna. Jos niytteen
tulos on nollastandardin (B,) luottamusvalin sisélla, tulos on ilmoitettava nollana.
Minimihavaintoraja on pienin vertailustandardi, joka on jatkuvasti eri kuin nollastandardi;
nama kaksi luottamusvilid eividt siis mene padllekkiin. Sellaisesta ndytetuloksesta, joka on
minimthavaintorajan luottamusvilin sisilld tai sitd suurempi, ilmoitetaan laskettu arvo. Jos
néytteen tulos on nollastandardin ja minimihavaintorajan valissd, kyseisen naytteen arvoksi
on ilmoitettava puolet minimihavaintorajasta.
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Lisdys 7
TILASTOANALYYSI

LAGDA-testistd saadaan kolmenlaisia tietoja, jotka voidaan analysoida tilastollisesti: 1)
kvantitatiiviset jatkuvat tiedot 2) tiettyyn tapahtumaan kulunut aika (esim. aika NF-vaiheen
62 saavuttamiseen) kehitysnopeuden arviointia varten ja 3) histopatologisiin tutkimuksiin
perustuvia numerotietoja poikkeavuuksien vaikeusasteista tai kehitysvaiheista. LADGA-
testid varten suositeltu tilastollisen analyysin paatoksentekokaavio on kuvassa 1. Jaljempéana
esitetddn myos muutamia huomautuksia, jotka voivat olla tarpeen, kun tehdaan tilastollista
analyysia LAGDA-testin mittauksista. Analyysin padédtoksentekokaaviossa tulokset
kuolleisuuden, kasvun (paino ja pituus) ja maksan somaattisen indeksin mittauksista tulee
analysoida ”Muut padtetapahtumat” -kohdan mukaan.

Jatkuvat tiedot

Jatkuvia péddtetapahtumia koskevista tiedoista on ensimmaéiseksi tarkistettava monotonisuus
tekemalld tietojen arvojirjestysmuunnos, sovittamalla ne ANOVA-malliin ja vertailemalla
lineaarisia ja kvadraattisia kontrasteja. Jos tiedot ovat monotonisia, on tehtiva askeltava
Jonckheere-Terpstran testi rinnakkaisndytteiden mediaaneilla, eikd muita analyyseja tule
tehdd. Vaihtoehtoinen testi tiedoille, jotka ovat normaalijakauman mukaisia ja joissa on
homogeeninen varianssi, on askeltava Williamsin testi. Jos tiedot eivdt ole monotonisia
(kvadraattinen kontrasti on merkitsevd mutta lineaarinen ei), tiedot on analysoitava
sekoitettujen vaikutusten ANOVA-mallilla. Sen jilkeen tiedoista on arvioitava normaalius
(mieluiten Shapiro-Wilkin tai Anderson-Darlingin testilld) ja varianssin homogeenisuus
(mieluiten Levenen testilld). Molemmat testit tehdddn sekoitettujen vaikutusten ANOVA-
mallin jadnnoksilla. Naiden wvirallisten normaaliutta ja varianssin  homogeenisuutta
koskevien testien sijasta voidaan kayttad myos asiantuntijan arvioita, joskin ensisijaisesti
tulee kayttda wvirallisia testeja. Jos tiedot jakautuvat normaalisti ja jos varianssi on
homogeeninen, sekoitettujen vaikutusten ANOVA-mallin oletukset toteutuvat ja merkitseva
kasittelyvaikutus méadritetddn Dunnettin testilld. Jos taas tuloksena todetaan epénormaalius
tai varianssin heterogeenisuus, Dunnettin testin oletuksia eivit toteudu ja on kéytettdva
normalisoivaa, varianssia stabiloivaa muunnosta. Jos téllaista muunnosta ei l6ydy,
merkitseva késittelyvaikutus madritetdan Dunnin testilld. Mikdli mahdollista, on tehtavi
ensisijaisesti yksisuuntainen testi kaksisuuntaisen testin sijasta, joskin sen maarittiminen,
kumpi on tarkoituksenmukaisempi tietyn paatetapahtuman osalta, edellyttdd asiantuntijan
arviota.

Kuolleisuus

Kuolleisuustiedot on analysoitava koko testin kisittavélta aikajaksolta, ja ne on ilmoitettava
tietyssd sailiossd kuolleiden eldinten osuutena. Sammakonpoikasia, joiden muodonvaihdos
ei tapahdu tietyn ajan kuluessa, niitd sammakonpoikasia, jotka ovat toukkien
osaotoskohortissa, niitd juveniileja, jotka karsitaan, ja kaikkia eldimid, jotka kuolevat
tutkimuksen tekijan virheen vuoksi, on késiteltdva sensuroituina tietoina, eivitkad ne sisdlly
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prosenttiosuuksien laskennan nimittdjadn. Ennen tilastollisten analyysien tekemistd
kuolleisuusosuuksille on tehtdvd arkussini-nelijuurimuunnos. Vaihtoehtona on kayttaa
askeltavaa Cochran-Armitagen testid mahdollisesti Rao-Scottin mukautuksella ylidispersion
yhteydessa.

Paino ja pituus (kasvutiedot)

Koiraat ja naaraat eivit ole sukupuolisesti dimorfisia muodonvaihdoksen aikana, joten
toukkaosaotoksen kasvutiedot on analysoitava sukupuolesta riippumatta. Juveniilien
kasvutiedot on kuitenkin analysoitava erikseen geneettisen sukupuolen perusteella. Ndiden
padtetapahtumien osalta log-muunnos voi olla tarpeen, koska kokotietojen log-normaalius ei
ole epatavallista.

Maksan somaattinen indeksi (LSI)

Maksan painot on normalisoitava osuudeksi ruumiin kokonaispainosta (ts. maksan
somaattinen indeksi) ja analysoitava erikseen geneettisen sukupuolen perusteella.

Aika NF-vaiheen 62 saavuttamiseen

Muodonvaihdosvaiheen saavuttamiseen kulunutta aikaa koskevia tietoja on késiteltava time
to event -tietoina. Mahdollisia kuolleita eldimid tai yksiloitd, jotka eivit saavuttaneet 70
paivan kuluessa NF-vaihetta 62, on kisiteltavé oikealta sensuroituina tietoina (ts. todellinen
arvo on suurempi kuin 70 pdivad, mutta tutkimus paittyy, ennen kuin eldimet olivat
saavuttancet 70 paivassd NF-vaiheen 62). Testin pdattymispdivd on mdidritettivd sen
mediaaniajan perusteella, jona NF-vaihe 62 piittyi laimennusvesikontrollin eldinten osalta,
kun muodonvaihdos tuli valmiiksi. Muodonvaihdoksen valmiiksi tulemisen mediaaniaika
voidaan madrittdd Kaplan-Meierin rajatuloestimaateilla. Tamé péadtetapahtuma on
analysoitava kayttamalld sekoitettujen vaikutusten Coxin suhteellisen vaaran mallia, jossa
otetaan huomioon se, ettd tutkimuksessa kéytettiin rinnakkaisnaytteita.

Histopatologiset tiedot (vaikeusasteet ja kehitysvaiheet)

Histopatologiset tiedot esitetddn vaikeusasteina tai kehitysvaiheina. Testissd nimeltd
RSCABS (Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices) kéytetdan askeltavaa RAo-Scottin
mukauttamaa Cochran-Armitagen trenditestid  jokaisella histopatologisen vasteen
vaikeusastetasolla (Green ja muut, 2014). Rao-Scottin mukautuksella saadaan kokeen
rinnakkaisndytteisiin perustuva rakenne mukaan testiin. ”By Slices” -menettelysséd otetaan
huomioon biologinen odotus, ettd vaikutuksen vakavuus yleensd suurenee annosten tai
pitoisuuksien kasvaessa, mutta samalla siind huomioidaan myos yksittdistd yksiloa koskevat
pisteet ja ndytetddn kaikkien havaittujen vaikutusten vakavuus. Sen lisaksi, ettdi RSCABS-
menettelyssd madritetddan, mitkd késittelyt eroavat kontrolleista tilastollisesti (ts. joissa
patologiset vaikutukset ovat vakavampia kuin kontrolleissa), siind méadritetddn myos, milla
vaikeusasteella ero ilmenee. Niin tastd menettelystd saadaan analyysissa erittdin tarpeellista
kontekstitietoa. Kun arvioidaan sukurauhasten ja sukujohtimien kehitysvaihetta, tietoithin on
sovellettava lisdkasittelyd, koska RSCABS-menetelmisséd oletuksena on, ettd vaikutuksen
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vakavuus suurenee annoksen mukaan. Havaittu vaikutus voi olla kehityksen viivdstyminen
tai nopeutuminen. Kehitysvaiheen arviointia koskevia tietoja on siis analysoitava ilmoitetun
mukaisesti, jotta havaitaan kehityksen nopeutuminen, ja sen jidlkeen ne on muunnettava
manuaalisesti ennen toista analyysia, jotta havaitaan kehityksen viivastyminen.

Kuva 1;: LAGDA -testin tietojen tilastollisen analyysin paitoksentekokaavio

Tietojen tyyppi

v v

Aika NF- 55 ;
. . Muut paate- Monotonisuus- -
Histopatologia vaiheeseen tapahtumat | testi lpdisty —» Kylla

62 - - .

Coxin

Jonckeere-

sekoitetut Terpstra

RSCABS vaikutukset i i
rinnakkais-
naytteista

Sekoitettujen vaikutusten ANOVA-
malli, jossa kaytetdan kisittelyn
rinnakkaisnaytetta
satunnaisvaikutuksena ja
kasittelynadytetts kiintedna
vaikutuksena

Oletukset tayttyvat
Kylla (normaaliusja | Ei —

Dunnettin

testi )
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Lisiiys 8

NAKOKOHTIA SKOLIOOSIN HAVAITSEMISEEN JA SEN ILMAANTUMISEN
MINIMOIMISEEN

Idiopaattinen skolioosi, joka nikyy X. lacviksen poikasilla yleensd "taipuneena pyrstond”,
voi vaikeuttaa testipopulaatioiden morfologian ja kayttdytymisen havainnointia. Siksi on
syytd pyrkia minimoimaan tai eliminoimaan skolioosin ilmaantuminen sekd
kantapopulaatiossa ettd testiolosuhteissa. Lopullisessa testissd keskivaikean ja vaikean
skolioosin esiintyvyyden tulee olla vahemman kuin 10 prosenttia. Tama lisdd luottamusta
sithen, ettd testilld voidaan havaita kisittelyyn hittyvat vaikutukset, jotka kohdistuvat
muuten terveiden sammakkoeldinten toukkien kehitykseen.

Lopullisen testin pdivittdisen havainnoinnin aikana on kirjattava sekd skolioosin
ilmaantuvuus (yksiloiden maard) ettd vaikeusaste, jos skolioosia havaitaan. Poikkeavuuden
luonne on kuvattava kidyryyden sijainnin (ts. perdaukon edessd vai takana) ja suunnan (ts.
lateraalinen vai dorsaalisesta ventraaliseen) osalta. Vaikeusaste voidaan arvioida
seuraavasti:

Merkitykseton: ei kayryytta

1) Viéhiinen: lieva lateraalinen kayryys perdaukon takana; nidkyvissa vain eldimen ollessa
levossa

2) Kohtalainen: lateraalinen kdyryys perdaukon takana; ndkyvissd aina, muttel estd
eldimen litkkumista

3) Vaikea: lateraalinen kayryys perdaaukon edessd; TAI kayryys, joka estdd litkkumisen,;
TAI kayryys, jonka suunta on dorsaalisesta ventraaliseen

Yhdysvaltojen ympéristonsuojeluviraston (EPA) tieteellinen neuvoa-antava ryhméd FIFRA
(FIFRA SAP 2013) arvioi yhteenvetotiedot skolioosista viidessétoista sammakkoeldinten
muodonvaihdostestissd, joissa kéytettiin X. /aevista (NF-vaiheesta 51 vaiheeseen 60+) ja
antoi  yleisida  suosituksia timadn poikkeavuuden esimntyvyyden vdhentdamiseksi
testipopulaatioissa. Nama suositukset ovat merkityksellisia myos LAGDA-testissd, vaikka
tdssd testissd tarkastellaankin pidempdi kehityksellistd aikajanaa.

Aikaisempi kutemiskyky

Lisdantyvind pareina tulee yleensa kayttdd hyvékuntoisia ja terveitd aikuisia sammakoita.
Sellaisten parien eliminointi, jotka tuottavat jalkeldisid, joilla on skolioosi, voi minimoida
sen ilmaantuvuuden ajan myotd. Etenkin luonnosta pyydystettyjen parien kayton
minimoiminen voi olla tdssd hyodyllista. LAGDA-testissé altistusaika alkaa NF-vaiheessa
8-10 olevilla alkioilla, eikd testin alkaessa ole mahdollista maarittdd, kehittyyko tietyille
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yksiloille skolioosi. Sen lisdksi, ettd testissda kéytettaviltd elaimiltd seurataan skolioosin
ilmaantumista, on dokumentoitava myos aikaisempi kyky tuottaa poikasia (myos skolioosin
esiintyminen kaikilla toukilla, joiden annettiin kehittyd). Voi olla hyodyllisté jatkaa sellaisen
poikueen osan tarkkailua, jota ei kaytetd tietyssd tutkimuksessa, ja raportoida ndma
havainnot (FIFRA SAP 2013).

Vedenlaatu

On tirkedd varmistaa, ettd veden laatu on riittdva sekd laboratoriokannassa etti testin
aikana. Niiden veden laatua koskevien kriteerien lisdksi, jotka arvioidaan rutiininomaisesti
vesielididen toksisuustesteissd, voi olla hyodyllista seurata mahdollisia ravintoainepuutoksia
ja korjata ne tarvittaessa (esim. C-vitamiinin, kalsiumin ja fosforin puutos) tai liiallista
seleeni- ja kuparipitoisuutta, silld niiden on ilmoitettu atheuttavan eriasteista skolioosia
laboratorioissa kasvatetuille Rana sp. - ja Xenopus sp. -lajeille (Marshall ja muut 1980;
Leibovitz ja muut. 1992; Martinez ja muut. 1992; FIFRA SAP:n raportin 2013 mukaisesti).
Asianmukaisen ruokavalion (ks. lisdys 4) kaytto ja sddnnollinen sdilion puhdistus yleensa
parantavat vedenlaatua ja testiyksiloiden terveytta.

Ruokavalio

LAGDA-testissa suotuisaa ruokavaliota koskevat erityissuositukset ovat lisdyksessd 4.
Ravinnon ldhteet on suositeltavaa tarkastaa sellaisten biologisten toksiinien, rikkakasvien
torjunta-aineiden ja muiden kasvinsuojeluaineiden varalta, joiden tiedetddn aiheuttavan
skolioosia X. laevikselle tai muille vesielaimille (Schlenk ja Jenkins 2013). Esimerkiksi
tietyille kolinesteraasin estdjille altistuminen on liitetty skolioosin esiintymiseen kaloilla
(Schultz ja muut 1985) ja sammakoilla (Bacchetta ja muut 2008).
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