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Prilog — dio 2/2

B.71. IN VITRO TESTOVI 1ZAZIVANJA PREOSJETLJIVOSTI KOZE KOJIMA SE
ISPITUJE KLJUCNI DOGAPAJ AKTIVIRANJA DENDRITICNIH STANICA U PUTU
NASTANKA STETNOG ISHODA (AOP) IZAZIVANJA PREOSJETLJIVOSTI KOZE

OPCI UVOD

Ispitna metoda koja se temelji na klju¢nom dogadaju aktiviranja dendriti¢nih stanica

1.

Tvar koja izaziva preosjetljivost koze tvar je koja dovodi do alergijske reakcije nakon
dodira s koZom, kako je definirana u Globalno uskladenom sustavu razvrstavanja i
oznacivanja kemikalija Ujedinjenih naroda (UN GHS) (1.) te u Uredbi Europske unije
(EU) 1272/2008 o razvrstavanju, ozna¢ivanju i pakiranju tvari i smjesa (Uredba o CLP-u)'.
Postoji opéa suglasnost o klju¢nim bioloskim dogadajima koji izazivaju preosjetljivost
koze. Postojee spoznaje o kemijskim i1 bioloSkim mehanizmima koji su povezani s
izazivanjem preosjetljivosti koze sazeto su prikazane u obliku puta nastanka Stetnog ishoda
(engl. Adverse Outcome Pathway — AOP), u okviru OECD-ova programa za AOP (2.), koji
se krece od pocetnog molekularnog dogadaja preko medudogadaja do Stetnog ucinka, tj.
alergijskog kontaktnog dermatitisa. U ovom je slucaju pocetni molekularni dogadaj (4.
prvi klju¢ni dogadaj) stvaranje kovalentne veze izmedu elektrofilnih tvari i nukleofilnih
srediSta u proteinima koze. Drugi se kljuéni dogadaj u ovom AOP-u odvija u
keratinocitima 1 ukljucuje upalne odgovore te promjene u genskoj ekspresiji povezane sa
specificnim stani¢nim signalnim putovima kao Sto su putovi koji ovise o elementu
antioksidacijskog/elektrofilnog odgovora (engl. antioxidant/electrophile response element,
ARE). Tre¢i je kljuéni dogadaj aktiviranje dendriti¢nih stanica (DC), koje se obi¢no
ocjenjuje prema ekspresiji specificnih stani¢nih povrSinskih biljega, kemokina i citokina.
Cetvrti je kljuéni dogadaj aktiviranje i proliferacija T-stanica, koji se neizravno ocjenjuju
analizom lokalnih limfnih ¢vorova na misevima (LLNA) (3.).

Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 442E (2017.). U njoj se
opisuju in vitro analize kojima se ispituju mehanizmi opisani u okviru klju¢nog dogadaja
aktiviranja dendriti¢énih stanica u AOP-u izazivanja preosjetljivosti koze (2.). Ispitna

! Uredba (EZ) br. 1272/2008 Europskog parlamenta i Vije¢a od 16. prosinca 2008. o razvrstavanju, oznadivanju i
pakiranju tvari i smjesa, o izmjeni i stavljanju izvan snage Direktive 67/548/EEZ i Direktive 1999/45/EZ i o izmjeni
Uredbe (EZ) br. 1907/2006, SL L 353/1, 31.12.2008.
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metoda sastoji se od ispitivanja koja treba primijeniti kao pomo¢ u razlikovanju tvari koje
izazivaju preosjetljivost koze od tvari koje ne izazivaju preosjetljivost koze u skladu sa
sustavom UN GHS i Uredbom o CLP-u.

U ovoj su ispitnoj metodi opisana sljedeca ispitivanja:
- test aktiviranja ljudske stani¢ne linije (h-CLAT),
- test aktiviranja stani¢ne linije U937 (U-SENS™),
- test reporterskog gena interleukin 8 (test IL-8 Luc).

3. Ispitivanja ukljuena u ovu ispitnu metodu i odgovaraju¢u smjernicu OECD-a za
ispitivanje mogu se razlikovati u odnosu na postupak koji se upotrebljava za dobivanje
podataka i izmjerenih ocitanja, ali se mogu neselektivno upotrebljavati za ispunjavanje
zahtjeva zemalja u pogledu rezultata ispitivanja o klju¢nom dogadaju aktiviranja
dendriti¢nih stanica u AOP-u izazivanja preosjetljivosti koze, uz ostvarivanje koristi od
OECD-ova uzajamnog prihvacanja podataka.

Kontekst i nacela ispitivanja ukljucenih u ispitnu metodu koja se temelji na klju¢nom
dogadaju

4. U procjenama izazivanja preosjetljivosti koze tradicionalno se upotrebljavaju
laboratorijske Zivotinje. Klasi¢nim metodama u kojima se upotrebljavaju zamorci, a to su
Magnusson—Kligmanov maksimizacijski test sa zamorcima (GMPT) i Buehlerov test
(ispitna metoda B.6. (4.)), ocjenjuje se 1 faza indukcije 1 faza elicitacije izazivanja
preosjetljivosti koZe. Ispitivanjima na miSevima, tj. analizom LLNA (ispitna metoda B.42.
(3.)) 1 njezinim dvjema inaficama u kojima se ne upotrebljavaju radioaktivni izotopi,
LLNA: DA (ispitna metoda B.50. (5.)) te LLNA: BrdU-ELISA (ispitna metoda B.51. (6.)),
ispituje se isklju¢ivo odgovor u fazi indukcije 1 isto su tako prihvacene jer omogucuju
prednost u odnosu na ispitivanja na zamorcima u smislu dobrobiti Zivotinja s objektivnim
mjerenjem faze indukcije izazivanja preosjetljivosti koZze.

5. Nedavno su prihvaéene in chemico 1 in vitro ispitne metode koje se temelje na
mehanistiCkom pristupu kojima se ispituje prvi kljuéni dogadaj (ispitna metoda B.59.; test
izravne reaktivnosti peptida (7.)) i drugi kljuéni dogadaj (ispitna metoda B.60.; test
luciferaze ARE-Nrf2 (8.)) u AOP-u izazivanja preosjetljivosti koze kako bi se pridonijelo
ocjenjivanju potencijala opasnosti kemikalija da izazovu preosjetljivost koZe.

6. Ispitivanjima opisanima u ovoj ispitnoj metodi kvantificira se promjena u ekspresiji
stani¢nih povrSinskih biljega povezanih s procesom aktiviranja monocita i dendriti¢nih
stanica nakon izlaganja tvarima koje izazivaju preosjetljivost (npr. CD54, CD86) ili
promjene ekspresije IL-8, citokina povezanog s aktiviranjem dendriti¢nih stanica. Postoje
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izvjeS¢a o tome da tvari koje izazivaju preosjetljivost koze induciraju ekspresiju stani¢nih
membranskih biljega, kao $to su CD40, CD54, CD80, CD83 i CD86, povrh induciranja
proupalnih citokina, kao §to su IL-1B i TNF-a, i nekoliko kemokina, ukljuc¢ujuéi IL-8
(CXCL8)1CCL3 (9., 10, 11.1 12.), povezanih s aktiviranjem dendriti¢nih stanica (2.).

Medutim, bududi da je aktiviranje dendriti¢nih stanica samo jedan klju¢ni dogadaj AOP-a
izazivanja preosjetljivosti koze (2. 1 13.), informacije dobivene ispitivanjima kojima se
mjere samo biljezi aktiviranja dendriticnih stanica mozda nece biti dovoljne za donoSenje
zakljucka o prisustvu ili odsustvu potencijala kemikalija da izazovu preosjetljivost koze.
Stoga se predlaze da podaci dobiveni ispitivanjima opisanima u ovoj ispitnoj metodi sluze
kao pomo¢ u razlikovanju tvari koje izazivaju preosjetljivost koze (kategorija 1. prema
sustavu UN GHS/Uredbi o CLP-u) od tvari koje ne izazivaju preosjetljivost koze kada se
upotrebljavaju u okviru integriranih pristupa ispitivanju i procjeni (IATA), zajedno s
ostalim relevantnim dodatnim informacijama, npr. onima dobivenima in vitro analizama
kojima se ispituju drugi kljuéni dogadaji AOP-a izazivanja preosjetljivosti koze te
metodama koje ne ukljucuju ispitivanje, kao i primjenom analogije s kemijski analognim
tvarima (13.). Primjeri upotrebe podataka dobivenih ovim ispitivanjima u okviru utvrdenih
pristupa, tj. pristupa standardiziranih i u pogledu skupa koriStenih izvora informacija 1
postupka primijenjenog na podatke kako bi se dobila predvidanja, objavljeni su (13.) i
mogu se upotrebljavati kao korisni elementi u okviru IATA -e.

Ispitivanja opisana u ovoj ispitnoj metodi ne mogu se upotrijebiti kao jedina metoda za
razvrstavanje tvari koje izazivaju preosjetljivost koze u potkategorije 1.A i 1.B kako su
definirane u sustavu UN GHS/Uredbi o CLP-u (u slucaju tijela koja primjenjuju te dvije
neobavezne potkategorije) ni za predvidanje njihove jakosti pri donoSenju odluka o ocjeni
sigurnosti. Medutim, ovisno o regulatornom okviru pozitivni rezultati dobiveni ovim
metodama mogu se samostalno upotrijebiti za razvrstavanje kemikalije u kategoriju 1.
prema sustavu UN GHS/Uredbi o CLP-u.

U ovoj se ispitnoj metodi izraz ,,ispitivana kemikalija” upotrebljava za oznacivanje onoga
Sto se ispituje' te se ne odnosi na primjenjivost ispitivanja na ispitivanje tvari s jednim
sastojkom, tvari s viSe sastojaka i/ili smjesa. Trenutacno su dostupne ograniCene
informacije o primjenjivosti ispitivanja na tvari s vise sastojaka/smjese (14. 1 15.). Unato¢

' U lipnju 2013. na zajedni¢kom sastanku OECD-a dogovoreno je da bi u novim i aZuriranim smjernicama

OECD-a za ispitivanje, kada je to moguce, trebalo dosljednije upotrebljavati termin ,,ispitivana kemikalija”
kojim se opisuje ono S$to se ispituje.
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tomu, ispitivanja su tehnicki primjenjiva i za ispitivanje tvari s viSe sastojaka i smjesa.
Medutim, prije nego Sto se ova ispitna metoda primijeni na smjesi radi dobivanja podataka
za predvidenu regulatornu svrhu, potrebno je razmotriti mogu li se njome dobiti primjereni
rezultati za tu svrhu te ako mogu, zasto!. Ta razmatranja nisu potrebna ako postoji
regulatorni zahtjev za ispitivanje smjese. Osim toga, kada se ispituju tvari s vise sastojaka
ili smjese, trebalo bi razmotriti mogucu interferenciju citotoksicne komponente s uo¢enim
odgovorima.

' Ova je recenica predlozena i dogovorena na sastanku 0 WNT-u odrZzanom u travnju 2014.
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Dodatak 1.

IZAZIVANJE PREOSJETLJIVOSTI KOZE IN VITRO: TEST AKTIVIRANJA LJUDSKE
STANICNE LINIJE (H-CLAT)

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA

1.

Testom h-CLAT kvantificiraju se promjene u ekspresiji stani¢nih povrSinskih biljega
povezanih s procesom aktiviranja monocita i dendriticnih stanica (DC) (tj. CD86 i CD54)
kod ljudske stani¢ne linije monocitne leukemije THP-1 nakon izlaganja tvarima koje
izazivaju preosjetljivost (1. i 2.). Izmjerene razine ekspresije stani¢nih povrSinskih biljega
CD86 1 CD54 zatim se upotrebljavaju kao pomo¢ u razlikovanju tvari koje izazivaju
preosjetljivost koze od tvari koje ne izazivaju preosjetljivost koze.

Test h-CLAT ocijenjen je u validacijskoj studiji kojom je koordinirao Referentni
laboratorij Europske unije za alternative ispitivanju na Zivotinjama (EURL ECVAM) i
kasnijem neovisnom stru¢nom pregledu koji je proveo EURL ECVAM-ov Znanstveni
savjetodavni odbor (ESAC). Uzimajuéi u obzir sve dostupne dokaze i informacije
regulatornih tijela i dionika, EURL ECVAM preporuc¢io je da se test h-CLAT (3.)
primjenjuje u okviru IATA-e kao pomo¢ u razlikovanju tvari koje izazivaju preosjetljivost
od tvari koje ne izazivaju preosjetljivost u svrhu razvrstavanja i oznadivanja prema
opasnosti. U literaturi su navedeni primjeri upotrebe podataka dobivenih testom h-CLAT u
kombinaciji s ostalim informacijama (4., 5., 6., 7., 8., 9., 10.1 11.).

. Pokazalo se da se test h-CLAT moze prenijeti u laboratorije koji imaju iskustva s

tehnikama stani¢nih kultura 1 analizom proto¢nom citometrijom. MoZe se o€ekivati da ¢e
za predvidanja donesena s pomocu ovog testa razina obnovljivosti unutar jednog
laboratorija 1 izmedu viSe laboratorija biti reda veli¢ine 80 % (3. 1 12.). Rezultati dobiveni
u validacijskoj studiji (13.) 1 drugim objavljenim studijama (14.) ukupno pokazuju da, u
usporedbi s rezultatima analize LLNA, to¢nost u razlikovanju tvari koje izazivaju
preosjetljivost koze (tj. kategorija 1. prema sustavu UN GHS/Uredbi o CLP-u) od tvari
koje ne izazivaju preosjetljivost iznosi 85 % (N = 142), uz osjetljivost od 93 % (94/101) 1
specificnost od 66 % (27/41) (na temelju ponovne analize EURL ECVAM-a (12.),
uzimajuéi u obzir sve postoje¢e podatke i ne uzimajuéi u obzir negativne rezultate za
kemikalije ¢iji je Log Kow veci od 3,5, kako je opisano u stavku 4.). Veca je vjerojatnost
da ¢e se testom h-CLAT dobiti lazno negativna predvidanja za kemikalije koje pokazuju
nisku do umjerenu jakost u izazivanju preosjetljivosti koze (tj. potkategorija 1.B prema
sustavu UN GHS/Uredbi o CLP-u) nego za kemikalije koje pokazuju visoku jakost u
izazivanju preosjetljivosti koze (tj. potkategorija 1.A prema sustavu UN GHS/Uredbi o
CLP-u) (4., 13. 1 15.). Prethodno navedene informacije upucuju na korisnost metode h-
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CLAT kao elementa koji pridonosi identifikaciji opasnosti od izazivanja preosjetljivosti
koze. Medutim, navedene vrijednosti koje se odnose na to¢nost metode h-CLAT kao
samostalnog testa samo su okvirne jer je tu metodu potrebno kombinirati s drugim
izvorima informacija u kontekstu IATA-e te u skladu s odredbama stavaka 7. i 8. iz
odjeljka ,,Op¢i uvod”. Nadalje, pri ocjenjivanju metoda ispitivanja preosjetljivosti koze
koje ne ukljucuju pokuse na zivotinjama potrebno je imati na umu da ispitivanje LLNA 1
druga ispitivanja na zivotinjama mozda nece u potpunosti odrazavati situaciju kod ljudi.

Trenutacno dostupni podaci pokazuju da se metoda h-CLAT moZe primijeniti za
ispitivanje kemikalija koje obuhvacdaju razli¢ite organske funkcionalne skupine,
mehanizme reakcije, jakost u izazivanju preosjetljivosti koze (kako je utvrdena
istrazivanjima in vivo) te fizikalno-kemijska svojstva (3., 14. i 15.). Metoda h-CLAT
primjenjiva je na ispitivane kemikalije koje su topljive ili tvore stabilnu disperziju (tj.
koloid ili suspenziju u kojoj se ispitivana kemikalija ne talozi ili ne odvaja od
otapala/nosaca stvaraju¢i razli¢ite faze) u odgovarajuéem otapalu/nosacu (vidjeti
stavak 14.) Ispitivane kemikalije ¢iji je Log Kow veci od 3,5 obi¢no daju lazno negativne
rezultate (14.). Stoga negativne rezultate s ispitivanim kemikalijama ¢iji je Log Kow veci
od 3,5 ne treba razmatrati. Medutim, pozitivni rezultati dobiveni s ispitivanim
kemikalijama ¢iji je Log Kow veéi od 3,5 ipak se mogu upotrijebiti kao pomo¢ u
identifikaciji ispitivane kemikalije kao tvari koja izaziva preosjetljivost koze. Nadalje,
zbog ograni¢ene metabolicke sposobnosti upotrijebljene stani¢ne linije (16.) i uvjeta
pokusa prohapteni (tj. tvari koje zahtijevaju enzimsku aktivaciju, na primjer enzimima
P450) 1 prehapteni (tj. tvari koje se aktiviraju oksidacijom), posebno oni sa sporom stopom
oksidacije, isto tako mogu dati negativne rezultate u testu h-CLAT (15.). Testom h-CLAT
mogu se ocijeniti fluorescentne ispitivane kemikalije (17.), ali snazne fluorescentne
ispitivane kemikalije koje emitiraju na istoj valnoj duljini kao i fluorescein izotiocijanat
(FITC) ili propidijev jodid (PI) ometat ¢e otkrivanje protocnom citometrijom i stoga se ne
mogu tocno ocijeniti upotrebom protutijela konjugiranih FITC-om ili propidijeva jodida. U
tom se slu¢aju mogu upotrijebiti druga protutijela oznacena fluorokromom ili drugi biljezi
citotoksi¢nosti pod uvjetom da se moze dokazati da daju sli¢ne rezultate kao 1 protutijela
oznacena FITC-om (vidjeti stavak 24.) ili propidijev jodid (vidjeti stavak 18.), npr.
ispitivanjem tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti u Dodatku 1.2. S obzirom na
navedeno, negativne rezultate trebalo bi tumaciti u kontekstu navedenih ogranicenja i
zajedno s drugim izvorima informacija u okviru IATA-e. U slu¢ajevima u kojima postoje
dokazi da se metoda h-CLAT ne moZe primijeniti za ispitivanje drugih specificnih
kategorija ispitivanih kemikalija, tu metodu ne bi trebalo upotrebljavati za te specificne

kategorije.

. Kao S§to je opisano, metoda h-CLAT pomaze u razlikovanju tvari koje izazivaju
preosjetljivost koze od tvari koje ne izazivaju preosjetljivost. Medutim, ako se upotrebljava
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u okviru integriranih pristupa kao $to je IATA, mogla bi pridonijeti i procjeni jacine
izazivanja preosjetljivosti (4., 5. 1 9.). Ipak, kako bi se moglo utvrditi na koji bi nacin
rezultati dobiveni metodom h-CLAT mogli pomo¢i u toj procjeni, potreban je dodatan rad
koji ¢e se po moguénosti temeljiti na podacima dobivenima na ljudima.

6. Definicije su navedene u Dodatku 1.1.

NACELO ISPITIVANJA

7. Metoda h-CLAT je in vitro analiza kojom se kvantificiraju promjene u ekspresiji stanicnih
povrsinskih biljega (tj. CD86 i CD54) na ljudskoj stani¢noj liniji monocitne leukemije,
stanicama THP-1, nakon 24-satnog izlaganja ispitivanoj kemikaliji. Te povrSinske
molekule tipi¢ni su biljezi aktiviranja monocitnog THP-1 i mogu oponasati aktiviranje
dendriti¢nih stanica, koje ima klju¢nu ulogu u stimulaciji T-stanica. Promjene u ekspresiji
povrsinskih biljega mjere se protocnom citometrijom nakon bojenja stanica protutijelima
oznacenima fluorokromom. Istodobno se provodi i mjerenje citotoksi¢nosti kako bi se
procijenilo dolazi li do povecéanja ekspresije povrSinskih biljega pri subcitotoksi¢nim
koncentracijama. Racuna se relativni intenzitet fluorescencije povrSinskih biljega u
usporedbi s kontrolom s otapalom/nosacem te se on upotrebljava u modelu predvidanja
(vidjeti stavak 26.) kao pomo¢ u razlikovanju tvari koje izazivaju preosjetljivost od tvari
koje ne izazivaju preosjetljivost.

DOKAZIVANJE OSPOSOBLJENOSTI

8. Prije rutinske primjene ispitivanja opisanog u ovom Dodatku ispitnoj metodi B.71.
laboratoriji bi trebali dokazati svoju tehnic¢ku osposobljenost upotrebom deset tvari za
dokazivanje tehnicke osposobljenosti navedenih u Dodatku 1.2. Osim toga, korisnici
ispitivanja trebaju odrzavati bazu prijaSnjih podataka dobivenih provjerama reaktivnosti
(vidjeti stavak 11.) te s pozitivnim kontrolama i1 kontrolama s otapalom/nosacem (vidjeti
stavke od 20. do 22.) 1 trebaju se koristiti tim podacima kako bi potvrdili da je njihov
laboratorij odrZzao obnovljivost ispitivanja tijekom vremena.

POSTUPAK

9. Ovaj se test temelji na protokolu h-CLAT DB-ALM (usluga baze podataka o alternativnim
metodama pokusima na zivotinjama) br. 158 (18.), koji je upotrijebljen u validacijskoj
studiji kojom je koordinirao EURL ECVAM. Preporucuje se primjena tog protokola pri
provedbi i primjeni metode h-CLAT u laboratoriju. U nastavku su opisane glavne
sastavnice 1 postupci za metodu h-CLAT, koja se sastoji od dva koraka: testa za
utvrdivanje doze 1 mjerenja ekspresije CD86/CD54.
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Priprema stanica

10.

11.

12.

Za provodenje metode h-CLAT treba upotrebljavati THP-1, ljudsku stani¢nu liniju
monocitne leukemije. Preporucuje se da se stanice (TIB-202™) nabave iz kompetentne
banke stanica kao $to je American Type Culture Collection.

Stanice THP-1 uzgajaju se na 37 °C s 5% CO2 1 u vlaznim atmosferskim uvjetima u
mediju RPMI-1640 obogacenom s 10 % fetalnog govedeg seruma (FBS), 0,05 mM 2-
merkaptoetanola, 100 jedinica/ml penicilina i 100 pg/ml streptomicina. Moze se izbjec¢i
upotreba penicilina i streptomicina u mediju za uzgoj kulture. Medutim, korisnici u tim
slucajevima trebaju potvrditi da izostanak antibiotika u mediju za uzgoj kulture ne utjece
na rezultate, na primjer, ispitivanjem tvari za dokazivanje tehni¢ke osposobljenosti
navedenih u Dodatku 1.2. U svakom sluc¢aju, dobru praksu za odrzavanje stani¢nih kultura
treba poStovati neovisno o prisustvu ili odsustvu antibiotika u mediju za uzgoj kultura kako
bi se smanjio rizik od kontaminacije. Stanice THP-1 rutinski se nasaduju svaka 2—3 dana
pri gustoéi od 0,1 do 0,2 x 10° stanica/ml. Trebaju se odrzavati pri gustoéi od 0,1 do 1,0 x
10°® stanica/ml. Prije njihove upotrebe za ispitivanje treba provijeriti ispunjavaju li stanice
zadane kriterije provjerom reaktivnosti. Reaktivnost stanica treba provjeriti upotrebom
pozitivnih kontrola, 2,4-dinitroklorbenzena (DNCB) (CAS br. 97-00-7, Cistoc¢e > 99 %) i
niklova sulfata (NiSO4) (CAS br. 10101-97-0, cisto¢e >99 %) te negativne kontrole,
mlijecne kiseline (LA) (CAS br. 50-21-5, Cistoce > 85 %), dva tjedna nakon odmrzavanja.
I DNCB i NiSOgq trebaju dati pozitivan odgovor za stani¢ne povrSinske biljege CD86 i
CD54, a LA treba dati negativan odgovor za stani¢ne povrSinske biljege CD86 1 CD54. Za
test se upotrebljavaju samo stanice koje su proSle provjeru reaktivnosti. Stanice se mogu
razmnoZavati do dva mjeseca nakon odmrzavanja. Broj pasaZa ne bi trebao biti ve¢i od 30.
Reaktivnost treba provjeriti u skladu s postupcima opisanima u stavcima od 20. do 24.

Za ispitivanje se stanice THP-1 nasaduju pri gustoéi od 0,1 x 10° stanica/ml ili 0,2 x 10°
stanica/ml te se prethodno uzgajaju u tikvicama s kulturom 72 sata ili 48 sati. Vazno je da
gustoca stanica u tikvici s kulturom neposredno nakon razdoblja pretkulture bude Sto
dosljednija u svim pokusima (upotrebom jednog od dva prethodno opisana uvjeta za
pretkulturu) jer bi gustoca stanica u tikvici s kulturom neposredno nakon pretkulture mogla
utjecati na ekspresiju CD86/CD54 koju induciraju alergeni (19.). Na dan ispitivanja stanice
izdvojene iz tikvice s kulturom ponovno se suspendiraju svjezim medijem za uzgoj kultura
pri gustoéi od 2 x 10° stanica/ml. Stanice se zatim distribuiraju na ploéu s 24 jaZice s
ravnim dnom s 500 pl (1 x 10° stanica/jazici) ili plodu s 96 jaZica s ravnim dnom s 80 pl
(1,6 x 10° stanica/jazici).

Test za utvrdivanje doze

13.

Test za utvrdivanje doze provodi se kako bi se utvrdio CV75, odnosno koncentracija
ispitivane kemikalije koja dovodi do vijabilnosti stanica od 75 % (CV) u usporedbi s
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kontrolom s otapalom/nosacem. Vrijednost CV75 upotrebljava se za utvrdivanje
koncentracije ispitivane kemikalije za mjerenje ekspresije CD86/CD54 (vidjeti stavke
od 20. do 24.).

Priprema ispitivanih kemikalija i kontrolnih tvari

14. Ispitivane kemikalije 1 kontrolne tvari pripremaju se na dan ispitivanja. Za metodu h-

15.

CLAT ispitivane kemikalije otapaju se ili se stabilno dispergiraju (vidjeti 1 stavak 4.) u
fizioloskoj otopini ili mediju kao prvoj opciji za otapalo/nosa¢ ili dimetil sulfoksidu
(DMSO, ¢istoce > 99 %) kao drugoj opciji za otapalo/nosac ako ispitivana kemikalija nije
topljiva ili ne tvori stabilnu disperziju u prethodna dva otapala/nosaca, tako da se dobije
konac¢na koncentracija od 100 mg/ml (u fizioloskoj otopini ili mediju) ili 500 mg/ml (u
DMSO-u). Mogu se upotrebljavati 1 druga otapala/nosaci ako se navede dovoljno dobro
znanstveno obrazlozZenje. Treba uzeti u obzir stabilnost ispitivane kemikalije u kona¢nom
otapalu/nosacu.

Pocevsi od 100 mg/ml (u fizioloskoj otopini ili mediju) ili 500 mg/ml (u DMSO-u) glavnih
otopina ispitivanih kemikalija, treba provesti sljedece korake razrjedivanja:

ako se kao otapalo/nosa¢ upotrebljava fizioloSka otopina ili medij: priprema se osam
glavnih otopina (osam koncentracija) upotrebom odgovaraju¢eg otapala/nosata u
dvostrukim serijskim razrjedivanjima. Te glavne otopine zatim se dodatno razrjeduju 50
puta u mediju za uzgoj kulture (radne otopine). Ako najveca konacna koncentracija na
plo¢i od 1000 pg/ml nije toksi¢na, najveéu koncentraciju treba ponovno utvrditi
provodenjem novog ispitivanja citotoksicnosti. Kona¢na koncentracija na plo¢i ne bi
trebala biti ve¢a od 5 000 pg/ml za ispitivane kemikalije otopljene ili stabilno dispergirane
u fizioloskoj otopini ili mediju,

ako se kao otapalo/nosac upotrebljava DMSO: priprema se osam glavnih otopina (osam
koncentracija) upotrebom odgovaraju¢eg otapala/nosata u dvostrukim serijskim
razrjedivanjima. Te glavne otopine zatim se dodatno razrjeduju 250 puta u mediju za uzgoj
kulture (radne otopine). Kona¢na koncentracija na plo¢i ne bi trebala biti veéa od
1 000 pg/ml €ak 1 ako ta koncentracija nije toksicna.

Radne otopine naposljetku se koriste za izlaganje dodavanjem volumena radne otopine koji
je jednak volumenu suspenzije stanica THP-1 na plo¢i (vidjeti i stavak 17.) kako bi se
dobilo dodatno dvostruko razrjedenje (konacni raspon koncentracija na plo¢i obi¢no iznosi
7,81-1 000 pg/ml).

16. Kao kontrola s otapalom/nosa¢em u metodi h-CLAT upotrebljava se medij za uzgoj

kulture (za ispitivane kemikalije otopljene ili stabilno dispergirane (vidjeti stavak 4.) u
mediju ili fizioloSkoj otopini) ili DMSO (za ispitivane kemikalije otopljene ili stabilno
dispergirane u DMSO-u) ispitani pri jednoj konacnoj koncentraciji na plo¢i od 0,2 %.
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Kontrola se podvrgava istom razrjedivanju kao Sto je ono opisano za radne otopine u
stavku 15.

Primjena ispitivanih kemikalija i kontrolnih tvari
17. Medij za uzgoj kulture ili radne otopine opisane u stavcima 15. 1 16. mijeSaju se u omjeru
1:1 (v/v) sa suspenzijama stanica pripremljenima na ploci s 24 jazice ili s 96 jazica s
ravnim dnom (vidjeti stavak 12.). Tretirane se ploCe potom inkubiraju 24 + 0,5 h na
temperaturi od 37 °C s 5% CO;. Treba paziti da ne dode do isparavanja hlapljivih
ispitivanih kemikalija te unakrsne kontaminacije jazica ispitivanim kemikalijama, npr.
zatvaranjem ploce prije inkubacije s ispitivanim kemikalijama (20.).

Bojenje propidijevim jodidom (PI)

18. Nakon izlaganja od 24 + 0,5 h stanice se prenose u epruvete za uzorke i prikupljaju
centrifugiranjem. Supernatanti se odbacuju, a preostale stanice ponovno se suspendiraju s
200 pl (u slucaju upotrebe 96 jazica) ili 600 ul (u slucaju upotrebe 24 jazice) fizioloske
otopine puferirane fosfatnim puferom koja sadrzava 0,1 % govedeg serumskog albumina
(pufer za bojenje). 200 ul suspenzije stanica prenosi se na plocu s 96 jazica s okruglim
dnom (u slucaju upotrebe 96 jazica) ili mikroepruvetu (u slucaju upotrebe 24 jazice) te se
dvaput ispire s 200 pl (u slucaju upotrebe 96 jazica) ili 600 ul (u slucaju upotrebe 24
jazice) pufera za bojenje. Stanice se naposljetku ponovno suspendiraju u puferu za bojenje
(npr. 400 pl) 1 dodaje se otopina propidijeva jodida (npr. 20 pl) (na primjer, konacna
koncentracija propidijeva jodida iznosi 0,625 pg/ml). Mogu se koristiti 1 drugi biljezi
citotoksi¢nosti, kao $to su 7-aminoaktinomicin D (7-AAD), tripansko modrilo ili drugi, ako
se mozZe pokazati da alternativna bojila daju slicne rezultate kao 1 propidijev jodid, na
primjer, ispitivanjem tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti iz Dodatka 1.2.

Mjerenje citotoksicnosti protocnom citometrijom i procjena vrijednosti CV75
19. Apsorbancija propidijeva jodida analizira se upotrebom protocne citometrije s kanalom
oc¢itanja FL-3. Ocitava se ukupno 10 000 Zivih stanica (negativnih na PI). Vijabilnost
stanica moZe se izracunati tako da se u programu za analizu citometra upotrijebi sljedeca
jednadzba. Ako je vijabilnost stanica niska, treba se o€itati do 30 000 stanica, ukljucujuci
mrtve stanice. Umjesto toga, podaci se mogu ocitavati jednu minutu nakon pocetka
analize.

broj zivih stanica

x 100

vijabilnost stanica = — -
ukupan broj ocitanih stanica

Vrijednost CV75 (vidjeti stavak 13.), tj. koncentracija koja pokazuje prezivljavanje stanica
THP-1 od 75% (citotoksi¢nost od 25 %), rafuna se log-linearnom interpolacijom,
upotrebom sljedece jednadzbe:
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(75—-c)xLog(b)—(75—a)xLog(d)

a—c

Log CV75 =

pri Cemu je:
a najmanja vrijednost vijabilnosti stanica koja je veéa od 75 %;
¢ najveca vrijednost vijabilnosti stanica koja je manja od 75 %;

b i d su koncentracije koje pokazuju vrijednost vijabilnosti stanica a odnosno c.
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Mogu se upotrebljavati i drugi pristupi za izvodenje vrijednosti CV75 pod uvjetom da se
dokaze da to ne utjeCe na rezultate (npr. ispitivanjem tvari za dokazivanje tehnicke
osposobljenosti).

Mjerenje ekspresije CD86/CD54

Priprema ispitivanih kemikalija i kontrolnih tvari
20. Za otapanje ili stabilno dispergiranje ispitivanih kemikalija upotrebljava se odgovarajuce
otapalo/nosa¢ (fizioloska otopina, medij ili DMSO; vidjeti stavak 14.). Ispitivane
kemikalije prvo se razrjeduju na koncentraciju koja odgovara vrijednosti koja je 100 puta
(za fiziolosku otopinu ili medij) ili 500 puta (za DMSO) veéa od 1,2 x CV75 utvrdenom u
testu za utvrdivanje doze (vidjeti stavak 19.). Ako se CV75 ne moze utvrditi (tj. u testu za
utvrdivanje doze nije uocCena dovoljna citotoksi¢nost), kao pocetnu koncentraciju treba
upotrijebiti najviSu koncentraciju ispitivane kemikalije pripremljenu sa svakim
otapalom/nosaem koja se moze otopiti ili stabilno dispergirati. Napominje se da kona¢na
koncentracija na ploci ne bi trebala biti veca od 5 000 pg/ml (u slucaju fizioloske otopine
ili medija) ili 1 000 pg/ml (u slu¢aju DMSO-a). Zatim se prave serijska razrjedivanja s
faktorom razrjedivanja od 1,2 upotrebom odgovarajuceg otapala/nosaca kako bi se dobile
glavne otopine (osam koncentracija u rasponu od 100 x 1,2 x CV75 do 100 x 0,335 x
CV75 (za fiziolosku otopinu ili medij) ili od 500 x 1,2 x CV75 do 500 x 0,335 x CV75 (za
DMSO)) koje se ispituju metodom h-CLAT (primjer plana doziranja vidjeti u protokolu
DB-ALM br. 158). Glavne otopine zatim se dodatno razrjeduju 50 puta (za fizioloSku
otopinu ili medij) ili 250 puta (za DMSO) u mediju za uzgoj kulture (radne otopine). Te
radne otopine naposljetku se upotrebljavaju za izlaganje uz dodatni faktor dvostrukog
konacnog razrjedivanja na plo¢i. Ako rezultati ne ispunjavaju kriterije prihvatljivosti
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opisane u stavcima 29. i 30. u pogledu vijabilnosti stanica, fest za utvrdivanje doze moze se
ponoviti kako bi se utvrdila preciznija vrijednost CV75. Napominje se da se za mjerenje
ekspresije CD86/CD54 mogu upotrebljavati samo ploce s 24 jaZice.

21. Kontrola s otapalom/nosac¢em priprema se kako je opisano u stavku 16. U metodi h-CLAT
kao pozitivna kontrola upotrebljava se DNCB (vidjeti stavak 11.), za koji se glavne otopine
pripremaju u DMSO-u i razrjeduju kako je opisano za glavne otopine u stavku 20. DNCB
treba upotrebljavati kao pozitivnu kontrolu za mjerenje ekspresije CD86/CD54 pri jednoj
kona¢noj koncentraciji na ploci (obicno 4,0 ug/ml). Kako bi se na ploci dobila
koncentracija DNCB-a od 4,0 ng/ml, priprema se glavna otopina DNCB-a u DMSO-u od
2 mg/ml, koja se dodatno razrjeduje 250 puta medijem za uzgoj kulture kako bi se dobila
radna otopina od 8 pg/ml. Umjesto toga, kao koncentracija pozitivne kontrole moze se
upotrebljavati i CV75 DNCB-a, koji se utvrduje u svakoj ustanovi koja provodi ispitivanje.
Mogu se upotrijebiti druge prikladne pozitivne kontrole, pod uvjetom da su dostupni
prijasnji podaci na temelju kojih se mogu odrediti usporedivi kriteriji prihvatljivosti
ciklusa. Kod pozitivnih kontrola jedna kona¢na koncentracija na plo¢i ne bi trebala biti
veca od 5 000 pg/ml (u slucaju fizioloske otopine ili medija) ili 1 000 pg/ml (u slucaju
DMSO-a). Kriteriji prihvatljivosti ciklusa isti su kao 1 oni opisani za ispitivanu kemikaliju
(vidjeti stavak 29.), osim u slucaju posljednjeg kriterija prihvatljivosti jer se pozitivna
kontrola ispituje u samo jednoj koncentraciji.

Primjena ispitivanih kemikalija i kontrolnih tvari

22. Za svaku ispitivanu kemikaliju i kontrolnu tvar potreban je jedan pokus kako bi se dobilo
predvidanje. Svaki se pokus sastoji od najmanje dva neovisna ciklusa za mjerenje
ekspresije CD86/CD54 (vidjeti stavke od 26. do 28.). Svaki se neovisni ciklus provodi na
razli¢ite dane ili na isti dan ako su za svaki ciklus ispunjeni sljedeci uvjeti: a) pripremljene
su svjeze glavne i1 radne otopine ispitivane kemikalije 1 otopine s protutijelima 1 b)
upotrebljavaju se neovisno izdvojene stanice (tj. stanice su prikupljene iz razlicitih tikvica
s kulturom); medutim, stanice mogu biti iz iste pasaze. Ispitivane kemikalije i kontrolne
tvari pripremljene kao radne otopine (500 pl) mijeSaju se s 500 pl suspendiranih stanica
(1 x 10° stanica) u omjeru 1:1 te se stanice inkubiraju 24 = 0,5 h kako je opisano u
stavcima 20. 1 21. U svakom je ciklusu dovoljno jedno ponavljanje za svaku koncentraciju
ispitivane kemikalije 1 kontrolne tvari jer se predvidanje izvodi na temelju najmanje dva
neovisna ciklusa.

Bojenje i analiza stanica
23. Nakon 24 + 0,5 h izlaganja stanice se prenose s ploce s 24 jazice u epruvete za uzorke,
prikupljaju se centrifugiranjem i1 zatim dvaput ispiru s 1 ml pufera za bojenje (ako je
potrebno, mogu se provesti dodatni koraci ispiranja). Nakon ispiranja stanice se blokiraju
sa 600 pul otopine za blokiranje (pufer za bojenje koji sadrzava 0,01 % (w/v) globulina
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(Cohnova frakcija II, III, humana; SIGMA, #G2388-10G ili ekvivalentno)) i inkubiraju 15
minuta na 4 °C. Nakon blokiranja stanice se podijele u tri alikvota od 180 pl na plocu s 96
jazica s okruglim dnom ili u mikroepruvetu.

24. Nakon centrifugiranja stanice se boje s 50 pl protutijela anti-CD86, anti-CD54 ili misjih
protutijela IgG1 (izotip) oznacenih FITC-om na 4 °C u trajanju od 30 minuta. Trebaju se
upotrebljavati protutijela opisana u protokolu h-CLAT DB-ALM br. 158 (18.)
razrjedivanjem u omjeru 3 : 25 v/v (za CD86 (BD-PharMingen, #555657; klon: Fun-1)) ili
3:50 v/v (za CD54 (DAKO, #F7143; klon: 6.5B5) i IgG1 (DAKO, #X0927)) puferom za
bojenje. Subjekti koji su razvili ispitivanje utvrdili su da ti faktori razrjedenja protutijela
daju najbolji omjer signala i Suma. Na temelju iskustva subjekata koji su razvili ispitivanje
intenzitet fluorescencije protutijela obi¢no je dosljedan medu razlic¢itim serijama. Medutim,
korisnici mogu razmotriti titraciju protutijela u uvjetima svojeg laboratorija kako bi
utvrdili koje je koncentracije najbolje upotrebljavati. Mogu se koristiti i druga protutijela
anti-CD86 1i/ili anti-CD54 oznaclena fluorokromom ako se moZe pokazati da ona daju
sli¢ne rezultate kao 1 protutijela konjugirana FITC-om, na primjer, ispitivanjem tvari za
dokazivanje tehni¢ke osposobljenosti iz Dodatka 1.2. Treba napomenuti da promjena klona
ili dobavljaca protutijela, kako je opisano u protokolu h-CLAT DB-ALM br. 158 (18.),
moze utjecati na rezultate. Nakon ispiranja sa 150 pl pufera za bojenje dva ili viSe puta
stanice se ponovno suspendiraju u puferu za bojenje (npr. 400 pl) i dodaje se otopina
propidijeva jodida (npr. 20 pul kako bi se dobila kona¢na koncentracija od 0,625 pg/ml) ili
otopina drugog biljega citotoksi¢nosti (vidjeti stavak 18.). Razine ekspresije CD86 1 CD54
te vijabilnost stanica analiziraju se upotrebom protocne citometrije.

PODACI I IZVJESCIVANJE

Procjena podataka

25. Ekspresija CD86 1 CD54 analiza se proto¢nom citometrijom s kanalom ocitanja FL-1. Na
temelju geometrijske sredine intenziteta fluorescencije (MFI) relativni intenzitet
fluorescencije (RFI) za CD86 i CD54 za stanice pozitivne kontrole (ctrl) 1 stanice tretirane
kemikalijama racuna se u skladu sa sljede¢om jednadZbom:

MFI stanica tretiranih kemikalijom — MFI stanica kontrole izotipa tretiranih kemikalijom

RFI = X 100

MFI stanica kontrole tretiranih otapalom/nosatem— MFI stanica kontrole izotipa tretiranih otapalom/nosatem

Vijabilnost stanica iz stanica kontrole izotipa (ctrl) (koje se boje misjim protutijelima IgG1
(izotip)) isto se racuna prema jednadzbi opisanoj u stavku 19.

Model predvidanja

26. Kod mjerenja ekspresije CD86/CD54 svaka ispitivana kemikalija ispituje se u najmanje
dva neovisna ciklusa kako bi se izvelo jedno predvidanje (POZITIVNO ili NEGATIVNO).
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Predvidanje na temelju testa h-CLAT smatra se POZITIVNIM ako je ispunjen barem jedan
od sljedecih uvjeta u dva od dva neovisna ciklusa ili u barem dva od tri neovisna ciklusa; u
protivnhom se predvidanje na temelju testa h-CLAT smatra NEGATIVNIM (slika 1.):

- RFI za CD86 jednak je ili ve¢i od 150 % pri svim ispitanim koncentracijama (uz
vijabilnost stanica > 50 %),

- RFI za CD54 jednak je ili ve¢i od 200 % pri svim ispitanim koncentracijama (uz
vijabilnost stanica > 50 %).

27. Na temelju prethodno navedenoga, ako su prva dva ciklusa pozitivna za CD86 i/ili su oba
pozitivna za CD54, predvidanje na temelju testa h-CLAT smatra se POZITIVNIM 1 ne
mora se provoditi tre¢i ciklus. Sli€no tomu, ako su prva dva ciklusa negativna za oba
biljega, predvidanje na temelju testa h-CLAT smatra se NEGATIVNIM (uzimaju¢i u obzir
odredbe stavka 30.) i nije potreban treé¢i ciklus. Medutim, ako prva dva ciklusa nisu
uskladena za barem jedan od biljega (CD54 ili CD86), potreban je treé¢i ciklus i konacno
predvidanje temeljit ¢e se na ve¢inskom rezultatu triju neovisnih ciklusa (tj. na dva ciklusa
od tri provedena). Kad je rije¢ o tome, treba napomenuti da je potreban treci ciklus ako se
provode dva neovisna ciklusa i jedan je pozitivan samo za CD86 (dalje u tekstu ,,P1”), a
drugi je pozitivan samo za CD54 (dalje u tekstu ,,P2”). Ako je tre¢i ciklus negativan za oba
biljega (dalje u tekstu ,N”), predvidanje na temelju testa h-CLAT smatra se
NEGATIVNIM. S druge strane, ako je treci ciklus pozitivan za bilo koji biljeg (P ili P2) ili
za oba biljega (dalje u tekstu ,,P12”), predvidanje na temelju testa h-CLAT smatra se
POZITIVNIM.

Slika 1.: Model predvidanja koji se upotrebljava u metodi h-CLAT. Predvidanje na temelju testa h-CLAT
trebalo bi razmatrati u okviru IATA-¢ te u skladu s odredbama stavaka 7. i 8. iz odjeljka ,,Op¢i uvod”.
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Dva prva Dva prva
ciklusa ciklusa

' ‘
* NiN P, iN *
PLiN

P;iN
P iP;
Tredi ciklus
A 4 h 4 ¢ ¢
Treci ciklus nije Treci ciklus nije Py, iPiP; H PziNiN H
potreban potreban P iPyi P, P,iNiN
Plipzipz PziNiN
P, iP,iN P,iP;iN
P, iPyiN
Py iP;iN
P,iP,iN
P, iP,iN
v v v v
POZITIVNO NEGATIVNO POZITIVNO NEGATIVNO

P1: ciklus u kojem je samo CD86 pozitivan; P2: ciklus u kojem je samo CD54 pozitivan; P12: ciklus u kojem su i CD86 i
CD54 pozitivni; N: ciklus u kojem ni CD86 ni CD54 nisu pozitivni.

*U okvirima su prikazane relevantne kombinacije rezultata iz prva dva ciklusa, neovisno o redoslijedu kojim se mogu
dobiti.

#U okvirima su prikazane relevantne kombinacije rezultata iz tri ciklusa na temelju rezultata dobivenih u prva dva
ciklusa prikazana u prethodnom okviru, ali ne odrazavaju redoslijed kojim se mogu dobiti.

28. Za ispitivane kemikalije koje se testom h-CLAT predvide kao POZITIVNE mogu se
utvrditi dvije vrijednosti ucinkovite koncentracije (EC), EC150 za CD86 i EC200 za
CD54, tj. koncentracije pri kojima su ispitivane kemikalije inducirale RFI od 150 ili 200.
Te bi vrijednosti EC potencijalno mogle pridonijeti procjeni jafine izazivanja
preosjetljivosti (9.) ako se upotrebljavaju u okviru integriranih pristupa kao Sto je IATA
(4.,5.,6.,7.18.). Mogu se izraCunati prema sljedec¢im jednadzbama:

EC150 (za CD86) = B.onc + [(150 — BRFI)/(ARFI — Brrr) X (Acone — Beone)]

EC200 (za CD54) = Beonc + [(200 — BRFI)/(ARFI — Brr) X (Aconc — Beonc)]
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pri Cemu je:

Aconc = najniza koncentracija u pg/ml kod koje je RFI > 150 (CD86) ili 200 (CD54)
conc = Najvisa koncentracija u ug/ml kod koje je RFI < 150 (CD86) ili 200 (CD54)

Arr1= RFI pri najnizoj koncentraciji kod koje je RFI > 150 (CD86) ili 200 (CD54)

Brr1 = RFI pri najvisoj koncentraciji kod koje je RFI< 150 (CD86) ili 200 (CD54)

Radi preciznijeg izvodenja vrijednosti EC150 i EC200 mozda ¢e biti potrebna tri neovisna
ciklusa za mjerenje ekspresije CD86/CD54. Konacne vrijednosti EC150 i EC200 zatim se
odreduju kao srednja vrijednost EC-ova izraunanih iz tri neovisna ciklusa. Ako samo dva
od tri neovisna ciklusa ispunjavaju kriterije za pozitivan rezultat (vidjeti stavke 26. 1 27.),
prihvaca se visa vrijednost od dviju izra¢unanih vrijednosti EC150 ili EC200.

Kriteriji prihvatljivosti

29. Sljede¢i bi kriteriji prihvatljivosti trebali biti ispunjeni kada se primjenjuje metoda h-
CLAT (22.127.).

- Vijabilnost stanica u kontroli s medijem i kontrolama s otapalom/nosacem trebala bi biti
veca od 90 %.

- Kod kontrole s otapalom/nosacem, vrijednosti RFI i za CD86 1 za CD54 ne bi trebale biti
vece od pozitivnog kriterija (RFI za CD86 > 150 % i1 RFI za CD54 > 200 %). Vrijednosti
RFI kontrole s otapalom/nosaem racunaju se upotrebom formula opisanih u stavku 25.
(,MFI kemikalije” treba zamijeniti ,,MFI-jem otapala/nosaca”, a ,,MFI otapala/nosaca”
treba zamijeniti ,,MFI-jem kontrole (s medijem)”).

- I zakontrole s medijem i kontrole s otapalom/nosac¢em omjer MFI-ja i za CD86 i za CD54
u odnosu na kontrolu izotipa treba biti > 105 %.

- Kod pozitivne kontrole (DNCB), vrijednosti RFI 1 za CD86 i za CD54 trebaju ispuniti
pozitivne kriterije (RFI za CD86 > 150 i RFI za CD54 > 200), a vijabilnost stanica treba
biti veca od 50 %.

- Kod ispitivane kemikalije vijabilnost stanica treba biti ve¢a od 50 % u najmanje Cetiri
ispitane koncentracije u svakom ciklusu.

30. Negativni rezultati prihvatljivi su samo za ispitivane kemikalije koje pokazuju vijabilnost
stanica manju od 90 % pri najviSoj ispitanoj koncentraciji (tj. 1,2 x CV75 u skladu s
planom razrjedivanja opisanim u stavku 20.). Ako vijabilnost stanica pri koncentraciji od
1,2 x CV75 iznosi 90 % 1ili viSe, negativan rezultat treba odbaciti. U tom se slucaju
preporuCuje da se pokusSa preciznije odrediti odabir doze ponovnim utvrdivanjem
vrijednosti CV75. Treba napomenuti da je negativan rezultat prihvatljiv ¢ak i ako je
vijabilnost stanica veca od 90 % ako se kao najveca ispitivana koncentracija ispitivane
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kemikalije upotrebljava 5 000 pg/ml u fizioloSkoj otopini (ili mediju ili drugim
otapalima/nosa¢ima), 1 000 pg/ml u DMSO-u ili najvisa topljiva koncentracija.
Izvjes€e o ispitivanju

31. Izvjesce o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedece informacije:

Ispitivana kemikalija

Tvar s jednim sastojkom:

- kemijske identifikacijske oznake, kao Sto su IUPAC ili CAS naziv(i), CAS broj(evi),
SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula 1/ili druge identifikacijske oznake,

- fizicki izgled, Log Kow, topljivost u vodi, topljivost u DMSO-u, molekularna masa te
dodatna relevantna fizikalno-kemijska svojstva, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

- (Cistoéa, kemijski identitet necisto¢a prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.,
- obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

- ispitana koncentracija (ispitane koncentracije),

- uvjeti skladiStenja i stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

- obrazloZenje za odabir otapala/nosaca za svaku ispitivanu kemikaliju.

Tvar s viSe sastojaka, UVCB tvar i smjesa:

- opisane koliko god je to moguce npr. kemijskim identitetom (vidjeti prethodno), ¢isto¢om,
koli¢inskom zastupljeno$¢u 1 relevantnim fizikalno-kemijskim svojstvima sastojaka
(vidjeti prethodno), u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

- fizicki izgled, topljivost u vodi, topljivost u DMSO-u te dodatna relevantna fizikalno-
kemijska svojstva, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

- molekularna masa ili prividna molekularna masa u slucaju smjesa/polimera poznatog
sastava ili druge informacije koje su relevantne za provodenje studije,

- obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),
- ispitana koncentracija (ispitane koncentracije),
- uvjeti skladiStenja 1 stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

- obrazloZenje za odabir otapala/nosaca za svaku ispitivanu kemikaliju.

Kontrole

Pozitivna kontrola:
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kemijske identifikacijske oznake, kao Sto su IUPAC ili CAS naziv(i), CAS broj(evi),
SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula i/ili druge identifikacijske oznake,

fizicki izgled, Log Kow, topljivost u vodi, topljivost u DMSO-u, molekularna masa te
dodatna relevantna fizikalno-kemijska svojstva, u mjeri u kojoj su podaci dostupni i ako je
primjenjivo,

Cistoc¢a, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.,

obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

ispitana koncentracija (ispitane koncentracije),

uvjeti skladiStenja i stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

upucivanje na rezultate koji se odnose na prijaSnje pozitivne kontrole i pokazuju

primjerenost kriterija prihvatljivosti ciklusa, ako je primjenjivo.

Negativna kontrola i kontrola s otapalom/nosacem:

kemijske identifikacijske oznake, kao S$to su IUPAC ili CAS naziv(i), CAS broj(evi),
SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula 1/ili druge identifikacijske oznake,

Cistoca, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.,

fizicki izgled, molekularna masa te dodatna relevantna fizikalno-kemijska svojstva u
slucaju da su upotrijebljene kontrole s otapalom/nosa¢em koje nisu navedene u smjernici
za ispitivanje, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

uvjeti skladiStenja 1 stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

obrazloZenje za odabir otapala/nosaca za svaku ispitivanu kemikaliju.

Ispitni uvjeti:

naziv 1 adresa narucitelja, ustanove koja provodi ispitivanje 1 voditelja istraZivanja,
opis upotrijebljenog ispitivanja,

upotrijebljena stani¢na linija, uvjeti njezina skladiStenja i izvor (npr. objekt iz kojeg su
dobiveni),

upotrijebljena protoc¢na citometrija (npr. model), ukljucujuéi upotrijebljene postavke
instrumenta, globulin, protutijela i biljege citotoksi¢nosti,

postupak koji je primijenjen za dokazivanje osposobljenosti laboratorija za izvodenje
ispitivanja ispitivanjem tvari koje sluze za dokazivanje osposobljenosti te postupak koji je
primijenjen za dokazivanje obnovljive primjene ispitivanja tijekom vremena, npr. podaci o
prijaSnjim kontrolama 1/ili prijasnjim provjerama reaktivnosti.
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Kriteriji prihvatljivosti ispitivanja.:

vijabilnost stanica, vrijednosti MFI 1 RFI dobivene kontrolom s otapalom/nosacem u
usporedbi s rasponima prihvatljivosti,

vijabilnost stanica i vrijednosti RFI dobivene pozitivnom kontrolom u usporedbi s
rasponima prihvatljivosti,

vijabilnost stanica svih ispitanih koncentracija ispitane kemikalije.

Ispitni postupak:

broj upotrijebljenih ciklusa,

koncentracije ispitivane kemikalije, primjena i vrijeme izloZenosti (ako je drukcije od
preporucenog),

trajanje izlaganja (ako je drukcije od preporucenog),
opis primijenjenih kriterija ocjenjivanja i odlucivanja,

opis mogucih izmjena ispitnog postupka.

Rezultati:

tabli¢ni prikaz podataka, uklju¢ujuéi CV75 (ako je primjenjivo), geometrijski MFI, RFI,
vrijednosti vijabilnosti stanica, vrijednosti EC150/EC200 (ako je primjenjivo) dobivene za
ispitivanu kemikaliju 1 za pozitivnu kontrolu u svakom ciklusu te klasifikacija ispitivane
kemikalije prema modelu predvidanja,

opis svih drugih relevantnih opazanja, ako je primjenjivo.

Rasprava o rezultatima:

rasprava o rezultatima dobivenima metodom h-CLAT,

rasprava o rezultatima ispitivanja u kontekstu IATA-e ako su dostupni drugi relevantni

podaci.

Zakljucci
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Dodatak 1.1.

DEFINICIJE

Tocénost: stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitivanja i prihvacenih referentnih
vrijednosti. Ona je mjerilo ucinkovitosti testa i jedan od aspekata relevantnosti. Pojam je
¢esto medusobno zamjenjiv s pojmom ,,podudarnost” u smislu udjela to¢nih ishoda testa

@1.).

AOP (engl. Adverse Outcome Pathway — put nastanka Stetnog ishoda): slijed dogadaja
od kemijske strukture ciljne kemikalije ili skupine sli¢nih kemikalija preko pocetnog
molekularnog dogadaja do Stetnog ishoda in vivo (22.).

Kemikalija: tvar ili smjesa.

CV75: procijenjena koncentracija koja pokazuje vijabilnost stanica od 75 %.
EC150: koncentracije koje pokazuju vrijednosti RFI od 150 u ekspresiji CD86.
EC200: koncentracije koje pokazuju vrijednosti RFI od 200 u ekspresiji CD54.

Protocna citometrija: citometrijska tehnika u kojoj stanice suspendirane u tekuéini jedna
po jedna protjecu kroz fokus ekscitacijske svjetlosti koja se rasprSuje u uzorcima koji se
specificni za stanice 1 njihove komponente; stanice su Cesto oznacene fluorescentnim
biljezima tako da se svjetlost prvo apsorbira, a zatim emitira pri izmijenjenim
frekvencijama.

Opasnost: intrinzicno svojstvo nekog agensa ili stanje koje ima potencijal uzrokovanja
Stetnih uc¢inaka kada su organizam, sustav ili (sub)populacija izlozeni tom agensu.

IATA (engl. Integrated Approach to Testing and Assessment — integrirani pristup
ispitivanju i procjeni): strukturiran pristup koji se primjenjuje za identifikaciju opasnosti
(potencijal), karakterizaciju opasnosti (jakost) i/ili procjenu sigurnosti (potencijal/jakost 1
izloZenost) kemikalije ili skupine kemikalija, kojim se na strateski nain objedinjuju 1
ponderiraju svi relevantni podaci koji ¢e sluZiti kao podloga za donoSenje regulatornih
odluka u vezi s potencijalnom opasnoscu 1/ili rizikom 1/ili potrebom za daljnjim ciljnim, a
time 1 minimalnim ispitivanjem.

Kontrola s medijem: netretirani ponovljeni uzorak koji sadrzava sve sastavnice ispitnog
sustava. Taj se uzorak obraduje s uzorcima tretiranima ispitivanom kemikalijom i drugim
kontrolnim uzorcima kako bi se utvrdilo je li otapalo/nosa¢ u interakciji s ispitnim
sustavom.

Smjesa: smjesa ili otopina koja se sastoji od dviju ili vise tvari.
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Tvar s jednim sastojkom: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je jedan glavni
sastojak prisutan u koncentraciji od najmanje 80 % (w/w).

Tvar s viSe sastojaka: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je viSe od jednog
glavnog sastojka prisutno u koncentraciji od 10 % (w/w) ili vecoj te manjoj od 80 % (wW/w).
Tvar s visSe sastojaka rezultat je procesa proizvodnje. Smjesa 1 tvar s vise sastojaka razlikuju
se po tome S§to se smjesa dobiva mijeSanjem dviju ili viSe tvari bez kemijske reakcije. Tvar s
viSe sastojaka rezultat je kemijske reakcije.

Pozitivna kontrola: ponovljeni uzorak koji sadrzava sve komponente ispitnog sustava i
tretiran je s tvari za koju je poznato da izaziva pozitivan odgovor. Kako bi se osigurala
moguénost procjene varijabilnosti odgovora pozitivne kontrole tijekom vremena, pozitivan
odgovor ne bi smio biti presnazan.

Prehapteni: kemikalije koje abiotiCkom pretvorbom postaju tvari koje izazivaju
preosjetljivost.

Prohapteni: kemikalije kojima je potrebna enzimska aktivacija da bi mogle pokazati
potencijal izazivanja preosjetljivosti koze.

Relativni intenzitet fluorescencije (RFI): relativne vrijednosti geometrijske sredine
intenziteta fluorescencije (MFI) kod stanica tretiranih kemikalijom u usporedbi s MFI-jem
stanica tretiranih otapalom/nosacem.

Relevantnost: opis odnosa izmedu ispitivanja i istrazivanog ucinka te je li ispitivanje
prikladno 1 korisno za odredenu svrhu. Pokazuje u kojoj se mjeri ispitivanjem tocno mjeri ili
predvida istrazivani bioloski ucinak. Relevantnost uklju¢uje i razmatranje o to¢nosti
(podudarnosti) ispitivanja (21.).

Pouzdanost: pokazuje u kojoj se myjeri ispitivanje moZe obnovljivo primijeniti unutar
jednog laboratorija 1 izmedu viSe laboratorija tijekom vremena uz primjenu istog protokola.
Ocjenjuje se izraCunavanjem obnovljivosti unutar jednog laboratorija i izmedu viSe njih te
ponovljivosti unutar jednog laboratorija (21.).

Ciklus: ciklus se sastoji od jedne ispitivane kemikalije ili viSe njih koje se ispituju
istodobno s kontrolom s otapalom/nosacem 1 pozitivnom kontrolom.

Osjetljivost: udio svih pozitivnih/aktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane
primjenom ispitivanja. To je mjera tocnosti ispitivanja koje daje kategorijske rezultate 1

vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitivanja (21.).

Pufer za bojenje: fizioloSka otopina puferirana fosfatnim puferom koja sadrzava 0,1 %
govedeg serumskog albumina.

Kontrola s otapalom/nosa¢em: netretirani uzorak koji ne sadrzava ispitivanu kemikaliju,
ali sadrzava sve ostale komponente ispitnog sustava te otapalo/nosac koji se upotrebljava u
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ispitivanju. Upotrebljava se za utvrdivanje polaznog odgovora za uzorke koji se tretiraju
ispitivanom kemikalijom otopljenom ili stabilno dispergiranom u istom otapalu/nosacu.
Kada se ispituje s istodobnom kontrolom s medijem, taj uzorak isto tako pokazuje je li
otapalo/nosac u interakciji s ispitnim sustavom.

Specificnost: udio svih negativnih/neaktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane
primjenom ispitivanja. To je mjera tocnosti ispitivanja koje daje kategorijske rezultate i
vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitivanja (21.).

Tvar: kemijski element i njegovi spojevi u prirodnome stanju ili dobiveni proizvodnim
postupkom, Sto ukljucuje i aditive koji su nuzni za odrzavanje stabilnosti proizvoda te
necisto¢e koje proizlaze iz primijenjenoga postupka, ali iskljucuje otapala koja se mogu
izdvojiti bez utjecaja na stabilnost tvari ili promjene njezina sastava.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom metodom.

Globalno uskladeni sustav Ujedinjenih naroda za razvrstavanje i oznalivanje
kemikalija (UN GHS): sustav za razvrstavanje kemikalija (tvari i smjesa) prema
standardiziranim vrstama i stupnjevima fizickih opasnosti i opasnosti za zdravlje i okolis,
kojim su obuhvaéena odgovaraju¢a komunikacijska sredstva kao §to su piktogrami, oznake
opasnosti, oznake upozorenja, oznake obavijesti 1 sigurnosno-tehnicki listovi, kojima se
prenose informacije o njihovim Stetnim ucincima u cilju zastite ljudi (ukljucujuci
poslodavce, radnike, prijevoznike, potrosace i interventno osoblje) i okolisa (23.).

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, slozeni reakcijski proizvodi i1 bioloski
materijali.

Valjano ispitivanje: ispitivanje za koje se smatra da je dovoljno relevantno i pouzdano za
odredenu svrhu te koje se temelji na znanstveno utemeljenim nacelima. ispitivanje nikada
nije valjano u apsolutnom smislu nego samo u odnosu na odredenu svrhu (21.).
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Prije rutinske primjene ispitivanja opisanog u ovom Dodatku ispitnoj metodi B.71.
laboratoriji bi trebali dokazati svoju tehnicku osposobljenost tako Sto ¢e za deset tvari
preporucenih u tablici 1. dobiti ofekivano predvidanje na temelju testa h-CLAT te za
najmanje osam od deset tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti dobiti vrijednosti
CV75, ECI150 i EC200 koje su unutar odgovarajuéeg referentnog raspona. Tvari za
dokazivanje tehnicke osposobljenosti izabrane su tako da predstavljaju niz odgovora
povezanih s opasnostima od izazivanja preosjetljivosti koZe. Ostali kriteriji za odabir
ukljucivali su komercijalnu dostupnost tvari te dostupnost visokokvalitetnih in vivo
referentnih podataka i visokokvalitetnih in vitro podataka dobivenih metodom h-CLAT. Isto
tako, za metodu h-CLAT dostupni su objavljeni referentni podaci (3. 1 14.).

Tablica 1.: Preporucene tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti za provedbu metode h-CLAT

. | Rezultati testa h- | Rezultati testa h-
Referentni CLAT CLAT
Tvari za dokazivanje Agregatn | Predvidanje in | raspon za
i ] . CAS br. . . za CD86 za CD54
tehnicke osposobljenosti o stanje vivo CV75u . .
ml? (referentni raspon | (referentni raspon
HE za EC150 u pg/ml)? | za EC200 u pg/ml)>?
Tvar koja
.. izaziva Pozitivno Pozitivno
2,4-dinitroklorbenzen 97-00-7 Kruta tvar preosjetljivost 2-12 (0,5-10) (0,5-15)
(ekstremno jaka)
Tvar koja
. — izaziva Pozitivno Negativno
4-fenilendiamin 106-50-3 | Kruta tvar preosjetljivost 5-95 (< 40) > 1,5
(jaka)
Tvar koja
. izaziva Pozitivno Pozitivno
Niklov sulfat 10101-97-0 | Kruta tvar preosjetliivost 30-500 (< 100) (10-100)
(umjerena)
Tvar koja
. izaziva Negativno Pozitivno
2-merkaptobenzotiazol 149-30-4 | Kruta tvar preosjetljivost 30-400 > 10y (10-140)
(umjerena)
Tvar koja
. . izaziva Negativno Pozitivno
R(+)-limonen 5989-27-5 | Tekucina preosjetliivost >20 > 5)} (< 250)
(slaba)
Tvar koja
. N izaziva Pozitivno Pozitivno
Imidazolidinil urea 39236-46-9 | Kruta tvar preosjetliivost 25-100 (20-90) (20-75)
(slaba)
i Tvgr k(.)J ane Negativno Negativno
Izopropanol 67-63-0 Tekuéina izaziva > 5000 > 5 000) (> 5 000)
preosjetljivost
Tvar koja ne . .
Glicerol 56-81-5 | Tekuéina | izaziva > 5000 Tjgsaggg;’ szfgsaggg;’
preosjetljivost
Tvar koja ne Negativno Negativno
Mlije¢na kiselina 50-21-5 Tekuéina izaziva 1500-5000 (> 5 000) (> 5 000)

preosjetljivost
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Tvar koja ne Negativno Negativno
4-aminobenzojeva kiselina |  150-13-0 | Kruta tvar izaziva > 1000 (> 1 000) (>1000)

preosjetljivost

Kratice: CAS br. = registarski broj Sluzbe za podatke o kemijskim tvarima.

! Predvidanje opasnosti (i jakosti) in vivo temelji se na podacima dobivenima s pomocu analize LLNA (3. i 14.). Jakost in vivo
utvrdena je prema kriterijima koje je predlozio ECETOC (24.).

2 Na temelju vrijednosti uo¢enih u prijasnjim ispitivanjima (13. 1 25.).

3 U prijasnjim je ispitivanjima za taj biljeg dobivena vecina negativnih rezultata i stoga se uglavnhom ocekuje  negativan
rezultat. Navedeni raspon utvrden je na temelju nekoliko uocenih prijasnjih pozitivnih rezultata. Ako se dobije pozitivan rezultat,
vrijednost EC treba biti unutar navedenog referentnog raspona.
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Dodatak 2.

IZAZIVANJE PREOSJETLJIVOSTI KOZE IN VITRO: TEST AKTIVIRANJA STANICNE
LINIJE U937 (U-SENS™)

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA

1.

Testom U-SENS™ kvantificiraju se promjene u ekspresiji stani¢nih povrSinskih biljega
povezanih s procesom aktiviranja monocita i dendriticnih stanica (DC) (tj. CD86) kod
ljudske stani¢ne linije histiocitnog limfoma U937, nakon izlaganja tvarima koje izazivaju
preosjetljivost (1.). Izmjerene razine ekspresije stani¢nih povrSinskih biljega CD86 kod
stanicne linije U937 zatim se upotrebljavaju kao pomoc¢ u razlikovanju tvari koje izazivaju
preosjetljivost koze od tvari koje ne izazivaju preosjetljivost.

. Test U-SENS™ ocijenjen je u validacijskoj studiji (2.) kojom je koordinirao L’Oreal te ga

je kasnije neovisno stru¢no pregledao Znanstveni savjetodavni odbor (ESAC) Referentnog
laboratorija Europske unije za alternative ispitivanju na zivotinjama (EURL ECVAM) (3.).
Uzimajuéi u obzir sve dostupne dokaze i informacije regulatornih tijela i dionika, EURL
ECVAM je preporucio da se test U-SENS™ (4.) primjenjuje u okviru IATA-e kao pomo¢
u razlikovanju tvari koje izazivaju preosjetljivost od tvari koje ne izazivaju preosjetljivost
u svrhu razvrstavanja i oznaivanja prema opasnosti. U smjernicama za izvjes¢ivanje o
strukturiranim pristupima integraciji podataka i pojedina¢nim izvorima informacija koji se
upotrebljavaju u okviru IATA-e za preosjetljivost koZze OECD trenutacno raspravlja o nizu
studija sluc¢aja u kojima se opisuju razliCite strategije ispitivanja i modeli predvidanja.
Jedan od razliCitih utvrdenih pristupa temelji se na testu U-SENS (5.). Primjeri upotrebe
podataka dobivenih testom U-SENS™ u kombinaciji s ostalim informacijama, ukljucujuci
prijaSnje podatke 1 postojece valjane podatke dobivene na ljudima (6.) navode se 1 u drugoj
literaturi (4., 5.17.).

. Pokazalo se da se test U-SENS™ moze prenijeti u laboratorije koji imaju iskustva s

tehnikama stani¢nih kultura i analizom proto¢nom citometrijom. Moze se ocCekivati da ¢e
za predvidanja donesena s pomocu ovog testa razina obnovljivosti unutar jednog
laboratorija biti reda velicine 90 %, a izmedu viSe laboratorija 84 % (8.). Rezultati
dobiveni u validacijskoj studiji (8.) 1 drugim objavljenim studijama (1.) ukupno pokazuju
da, u usporedbi s rezultatima analize LLNA, to¢nost u razlikovanju tvari koje izazivaju
preosjetljivost koze (tj. kategorija 1. prema sustavu UN GHS/Uredbi o CLP-u) od tvari
koje ne izazivaju preosjetljivost iznosi 86 % (N = 166), uz osjetljivost od 91 % (118/129) 1
specificnost od 65 % (24/37). U usporedbi s podacima dobivenima na ljudima, to¢nost u
razlikovanju tvari koje izazivaju preosjetljivost (tj. kategorija 1. prema sustavu UN
GHS/Uredbi o CLP-u) od tvari koje ne izazivaju preosjetljivost iznosi 77 % (N = 101) uz
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osjetljivost od 100 % (58/58) i1 specificnost od 47 % (20/43). U usporedbi s analizom
LLNA, veca je vjerojatnost da ¢e se metodom U-SENS™ dobiti lazno negativna
predvidanja kod kemikalija koje pokazuju nisku do umjerenu jakost u izazivanju
preosjetljivosti koze (tj. potkategorija 1.B prema sustavu UN GHS/Uredbi o CLP-u) nego
kod kemikalija koje pokazuju veliki potencijal izazivanja preosjetljivosti koze (tj.
potkategorija 1.A prema sustavu UN GHS/Uredbi o CLP-u) (1., 8. i 9.). Prethodno
navedene informacije upucuju na korisnost testa U-SENS™ kao elementa koji pridonosi
identifikaciji opasnosti od izazivanja preosjetljivosti koze. Medutim, navedene vrijednosti
koje se odnose na to¢nost metode U-SENS™ kao samostalnog testa samo su okvirne jer je
taj test potrebno kombinirati s drugim izvorima informacija u kontekstu IATA-e te u
skladu s odredbama stavaka 7. 1 8. iz odjeljka ,,Op¢i uvod”. Nadalje, pri ocjenjivanju
metoda ispitivanja preosjetljivosti koze koje ne ukljuc¢uju pokuse na Zivotinjama potrebno
je imati na umu da ispitivanje LLNA 1 druga ispitivanja na zivotinjama mozda nece u
potpunosti odrazavati situaciju kod ljudi.

. Na temelju podataka koji su trenutacno dostupni pokazalo se da je test U-SENS™
primjenjiv na ispitivane kemikalije (ukljucujuéi kozmeticke sastojke, npr. konzervanse,
povrSinski aktivne tvari, aktivne tvari, boje) koje obuhvacaju razliCite organske
funkcionalne skupine, fizikalno-kemijska svojstva, jakost u izazivanju preosjetljivosti koze
(kako je utvrdena u istrazivanjima in vivo) i spektar mehanizama reakcije za koje je
poznato da su povezani s preosjetljivos¢u koze (tj. Michaelov akceptor, nastanak
Schiffovih baza, agens za prijenos acila, bimolekulska nukleofilna supstitucija [SN2] ili
nukleofilna aromatska supstitucija [SNATr]) (1., 8., 9.1 10.). Test U-SENS™ primjenjiv je
na ispitivane kemikalije koje su topljive ili tvore stabilnu disperziju (tj. koloid ili
suspenziju u kojoj se ispitivana kemikalija ne talozi ili ne odvaja od otapala/nosaca
stvaraju¢i razli¢ite faze) u odgovaraju¢em otapalu/nosacu (vidjeti stavak 13.). Za
kemikalije u skupu podataka za koje je navedeno da su prehapteni (tj. tvari koje se
aktiviraju oksidacijom) ili prohapteni (tj. tvari koje zahtijevaju enzimsku aktivaciju, na
primjer enzimima P450) testom U-SENS™ dobivena su to¢na predvidanja (1.1 10.). Tvari
koje djeluju disruptivno na membranu mogu dovesti do lazno pozitivnih rezultata zbog
nespecificnog povecanja ekspresije CD86, s obzirom na to da su tri lazno pozitivna
rezultata od njih sedam, u odnosu na referentno razvrstavanje in vivo, dale povrSinski
aktivne tvari (1.). Stoga bi pozitivne rezultate dobivene s povrSinski aktivnim tvarima
trebalo uzeti u obzir s oprezom, dok bi se negativni rezultati i dalje mogli upotrebljavati
kao pomo¢ u identifikaciji ispitivane kemikalije kao tvari koja ne izaziva preosjetljivost.
Testom U-SENS™ mogu se ocijeniti fluorescentne ispitivane kemikalije (1.), ali snazne
fluorescentne ispitivane kemikalije koje emitiraju na istoj valnoj duljini kao 1 fluorescein
izotiocijanat (FITC) ili propidijev jodid (PI) ometat ¢e otkrivanje protocnom citometrijom i
stoga se ne mogu tocno ocijeniti upotrebom protutijela konjugiranih FITC-om (potencijalni
lazno negativni rezultati) ili propidijevim jodidom (ne moze se izmjeriti vijabilnost). U tom
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se slucaju mogu upotrijebiti druga protutijela oznacena fluorokromom ili drugi biljezi
citotoksi¢nosti pod uvjetom da se moze dokazati da daju sli¢ne rezultate kao i protutijela
oznac¢ena FITC-om ili propidijev jodid (vidjeti stavak 18.), npr. ispitivanjem tvari za
dokazivanje tehnicke osposobljenosti iz Dodatka 2.2. S obzirom na navedeno, pozitivne
rezultate s povrSinski aktivnim tvarima 1 negativne rezultate s jako fluorescentnim
ispitivanim kemikalijama trebalo bi tumaciti u kontekstu navedenih ogranicenja i zajedno s
drugim izvorima informacija u okviru IATA-e. U slu¢ajevima u kojima postoje dokazi da
se test U-SENS™ ne moze primijeniti za ispitivanje drugih specifi¢nih kategorija
ispitivanih kemikalija, taj test ne bi trebalo upotrebljavati za te specifi¢ne kategorije.

5. Kao S§to je opisano, test U-SENS™ pomaZze u razlikovanju tvari koje izazivaju
preosjetljivost koze od tvari koje ne izazivaju preosjetljivost. Medutim, ako se upotrebljava
u okviru integriranih pristupa kao §to je IATA, mogao bi pridonijeti i procjeni jacine
izazivanja preosjetljivosti. Ipak, kako bi se moglo utvrditi na koji bi nacin rezultati
dobiveni testom U-SENS™ mogli pomo¢i u toj procjeni, potreban je dodatan rad, koji ¢e
se po mogucénosti temeljiti na podacima dobivenima na ljudima.

6. Definicije su navedene u Dodatku 2.1.

NACELO ISPITIVANJA

7. Test U-SENS™ je analiza in vitro kojom se kvantificiraju promjene u ekspresiji stani¢nih
povrsinskih biljega CD86 na ljudskoj stani¢noj liniji histiocitnog limfoma, stanicama
U937, nakon izlaganja ispitivanoj kemikaliji 45 + 3 h. PovrSinski biljeg CD86 jedan je
tipicni biljeg aktivacije stanica U937. Poznato je da je CD86 kostimulacijska molekula
koja moze oponasati aktiviranje monocita, koje ima klju¢nu ulogu u stimulaciji T-stanica.
Promjene u ekspresiji stani¢nih povrSinskih biljega CD86 mjere se proto¢nom
citometrijom nakon bojenja stanica, obi¢no protutijelima oznafenima fluorescein
izotiocijanatom (FITC). Istodobno se provodi i mjerenje citotoksic¢nosti (npr. upotrebom
propidijeva jodida) kako bi se procijenilo dolazi li do povecanja ekspresije stani¢nih
povrsinskih biljega CD86 pri subcitotoksi¢énim koncentracijama. Racuna se indeks
stimulacije (S.I.) stani¢nih povrSinskih biljega CD86 u usporedbi s kontrolom s
otapalom/nosatem te se on upotrebljava u modelu predvidanja (vidjeti stavak 19.) kao
pomo¢ u razlikovanju tvari koje izazivaju preosjetljivost od tvari koje ne izazivaju
preosjetljivost.

DOKAZIVANJE OSPOSOBLJENOSTI

8. Prije rutinske primjene ispitivanja opisanog u ovom Dodatku ispitnoj metodi B.71.
laboratoriji bi trebali dokazati svoju tehnicku osposobljenost upotrebom deset tvari za
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dokazivanje tehnicke osposobljenosti navedenih u Dodatku 2.2. u skladu s dobrom
praksom za metode in vitro (11.). Osim toga, korisnici ispitivanja trebaju odrzavati bazu
prijaSnjih podataka dobivenih provjerama reaktivnosti (vidjeti stavak 11.) te s pozitivnim
kontrolama i1 kontrolama s otapalom/nosacem (vidjeti stavke 15. 1 16.) i trebaju se koristiti
tim podacima kako bi potvrdili da je njihov laboratorij odrzao obnovljivost ispitivanja
tijekom vremena.

POSTUPAK

9.

Ovaj se test temelji na protokolu U-SENS™ DB-ALM (usluga baze podataka o
alternativnim metodama pokusima na Zivotinjama) br. 183 (12.). Pri provedbi i primjeni
testa U-SENS™ u laboratoriju treba primjenjivati standardne operativne postupke (SOP).
Za provedbu testa U-SENS™ moze se koristiti 1 automatizirani sustav ako se moze
pokazati da on daje slicne rezultate, na primjer, ispitivanjem tvari za dokazivanje tehnicke
osposobljenosti iz Dodatka 2.2. U nastavku su opisane glavne komponente i postupci za
test U-SENS™.,

Priprema stanica

10.Za provedbu testa U-SENS™ treba upotrebljavati U937, ljudsku stani¢nu liniju

11.

histiocitnog limfoma (13.). Stanice (klon CRL1593.2) treba nabaviti iz kompetentne banke
stanica kao §to je American Type Culture Collection.

Stanice U937 uzgajaju se na 37 °C s 5 % CO2 1 u vlaznim atmosferskim uvjetima u mediju
RPMI-1640 obogacenom s 10 % fetalnog teleceg seruma (FCS), 2 mM L-glutamina, 100
jedinica/ml penicilina 1 100 pg/ml streptomicina (potpuni medij). Stanice U937 rutinski se
pasaziraju svaka 2—3 dana pri gustoéi od 1,5 ili 3 x 10° stanica/ml. Gustoéa stanica ne bi
trebala biti veéa od 2 x 10° stanica/ml, a vijabilnost stanica izmjerena izbacivanjem
tripanskog modrila treba biti >90 % (ne primjenjuje se kod prve pasaze nakon
odmrzavanja). Prije njihove upotrebe za ispitivanje treba provjeriti ispunjava li svaka Sarza
stanica, FCS-a ili protutijela zadane kriterije provjerom reaktivnosti. Provjeru reaktivnosti
stanica treba provesti upotrebom pozitivne kontrole, 2,4,6-trinitrobenzensulfonske kiseline
(TNBS) (CAS br. 2508-19-2, cistoce > 99 %) 1 negativne kontrole, mlijecne kiseline (LA)
(CAS br. 50-21-5, cistoce > 85 %), barem jedan tjedan nakon odmrzavanja. U provjeri
reaktivnosti treba ispitati Sest kona¢nih koncentracija za svaku od dviju kontrola (TNBS: 1,
12,5, 25, 50, 75, 100 pg/ml te LA: 1, 10, 20, 50, 100, 200 pg/ml). TNBS otopljen u
potpunom mediju treba dati pozitivan odgovor za CD86 koji je povezan s koncentracijom
(npr. kada pozitivnu koncentraciju, indeks stimulacije za CD86 > 150, prati koncentracija s
rastu¢im indeksom stimulacije za CD86), a mlijecna kiselina otopljena u potpunom mediju
treba dati negativan odgovor za CD86 (vidjeti stavak 21.). Za test treba upotrebljavati
samo Sarzu stanica koja je dvaput proSla provjeru reaktivnosti. Stanice se mogu
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razmnozavati do sedam tjedana nakon odmrzavanja. Broj pasaza ne bi trebao biti veéi od
21. Reaktivnost treba provjeriti u skladu s postupcima opisanima u stavcima od 18. do 22.

Za ispitivanje se stanice U937 nasaduju pri gustoéi od 3 x 10° stanica/ml ili 6 x 10°
stanica/ml te se prethodno uzgajaju u tikvicama s kulturom dva dana ili jedan dan. Mogu se
upotrebljavati drugaciji uvjeti za prethodni uzgoj od prethodno opisanih ako se navede
dovoljno dobro znanstveno obrazlozenje i ako se moze pokazati da oni daju slicne
rezultate, na primjer, ispitivanjem tvari za dokazivanje tehniCke osposobljenosti iz
Dodatka 2.2. Na dan ispitivanja stanice izdvojene iz tikvice s kulturom ponovno se
suspendiraju svjezim medijem za uzgoj kultura pri gustoéi od 5 x 10° stanica/ml. Stanice
se zatim distribuiraju na plocu s 96 jazica s ravnim dnom sa 100 pl (konac¢na gustoca
stanica od 0,5 x 10° stanica/jaZici).

Priprema ispitivanih kemikalija i kontrolnih tvari

13.

14.

Prije ispitivanja procjenjuje se topljivost. U tu se svrhu ispitivane kemikalije otapaju ili
stabilno dispergiraju pri koncentraciji od 50 mg/ml u potpunom mediju kao prvoj opciji za
otapalo ili dimetil sulfoksidu (DMSO, ¢isto¢e > 99 %) kao drugoj opciji za otapalo/nosac
ako ispitivana kemikalija nije topljiva u potpunom mediju kao otapalu/nosacu. Za
ispitivanje se ispitivana kemikalija otapa do kona¢ne koncentracije od 0,4 mg/ml u
potpunom mediju ako je kemikalija topljiva u tom otapalu/nosacu. Ako je kemikalija
topljiva samo u DMSO-u, kemikalija se otapa do koncentracije od 50 mg/ml. Mogu se
upotrebljavati i1 druga otapala/nosai ako se navede dovoljno dobro znanstveno
obrazloZzenje. Treba wuzeti u obzir stabilnost ispitivane kemikalije u kona¢nom
otapalu/nosacu.

Ispitivane kemikalije 1 kontrolne tvari pripremaju se na dan ispitivanja. Budu¢i da se ne
provodi test za utvrdivanje doze, u prvom ciklusu treba ispitati Sest kona¢nih koncentracija
(1, 10, 20, 50, 100 1 200 pg/ml) u odgovarajuéem otapalu/nosacu, odnosno potpunom
mediju ili 0,4-postotnom DMSO-u u mediju. U naknadnim se ciklusima pripremaju barem
Cetiri radne otopine ispitivane kemikalije (tj. barem cetiri koncentracije) upotrebom
odgovarajuceg otapala/nosaca, po€evsi od 0,4 mg/ml u potpunom mediju ili 50 mg/ml u
DMSO-u. Radne otopine naposljetku se koriste za tretiranje dodavanjem volumena
suspenzije stanica U937 (vidjeti prethodni stavak 11.) koji je jednak volumenu radne
otopine na ploci kako bi se dobilo dodatno dvostruko razrjedenje (12.). Koncentracije
(najmanje cetiri koncentracije) za daljnje cikluse odabiru se na temelju pojedinacnih
rezultata svih prethodnih ciklusa (8.). Mogu se upotrebljavati kona¢ne koncentracije od 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,
1801200 pg/ml. Najveca kona€na koncentracija iznosi 200 pg/ml. Ako se pri koncentraciji
od 1 pg/ml uoci pozitivna vrijednost za CD86, ocjenjuje se 0,1 pg/ml kako bi se pronasla
koncentracija ispitivane kemikalije koja ne inducira CD86 ve¢i od pozitivnog praga. Za
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svaki se ciklus racuna EC150 (koncentracija pri kojoj kemikalija dosegne pozitivni prag za
CD86 od 150 %, vidjeti stavak 19.) ako se uo€i pozitivan odgovor na koncentraciju za
CD86. Ako ispitivana kemikalija inducira pozitivan odgovor za CD86 koji nije povezan s
koncentracijom, izracun vrijednosti EC150 mozda nece biti relevantan, kako je opisano u
protokolu U-SENS™ DB-ALM br. 183 (12.). Za svaki se ciklus racuna CV70
(koncentracija pri kojoj kemikalija dosegne prag citotoksi¢nosti od 70 %, vidjeti
stavak 19.) kad god je to moguce (12.). Kako bi se istrazio ucinak odgovora na
koncentraciju kod povecanja CD86, treba odabrati bilo koje koncentracije od upotrebljivih
koncentracija koje su ravnomjerno rasporedene od EC150 (ili najvece koncentracije kod
koje je CD86 negativan i1 koja nije citotoksicna) do CV70 (ili najvece dopustene
koncentracije, tj. 200 pg/ml). Treba ispitati najmanje Cetiri koncentracije po ciklusu pri
¢emu barem dvije koncentracije trebaju biti iste kao 1 u prethodnom ciklusu radi
usporedbe.

15. Kao kontrola s otapalom/nosa¢em u testu U-SENS™ upotrebljava se potpuni medij (za
otopljene ili stabilno dispergirane ispitivane kemikalije) (vidjeti stavak 4.) ili 0,4-postotni
DMSO u potpunom mediju (za ispitivane kemikalije otopljene ili stabilno dispergirane u
DMSO-u).

16. Kao pozitivna kontrola u testu U-SENS™ upotrebljava se TNBS (vidjeti stavak 11.)
pripremljen u potpunom mediju. TNBS treba upotrebljavati kao pozitivnu kontrolu za
mjerenje ekspresije CD86 pri jednoj konacnoj koncentraciji na plo¢i (50 pg/ml) koja daje
vijabilnost stanica > 70 %. Kako bi se na plo¢i dobila koncentracija TNBS-a od 50 pg/ml,
priprema se glavna otopina TNBS-a od 1 M (tj. 293 mg/ml) u potpunom mediju, koja se
dodatno razrjeduje 2 930 puta potpunim medijem kako bi se dobila radna otopina od
100 pg/ml. Kao negativnu kontrolu treba upotrebljavati mlijecnu kiselinu (LA, CAS 50-
21-5) koncentracije 200 pg/ml, otopljenu u potpunom mediju (iz glavne otopine od
0,4 mg/ml). Na svakoj plo¢i svakog ciklusa pripremaju se tri ponavljanja netretirane
kontrole s potpunim medijem, kontrole s otapalom/nosa¢em, negativne i pozitivne kontrole
(12.). Mogu se upotrijebiti druge prikladne pozitivne kontrole, pod uvjetom da su dostupni
prijaSnji podaci na temelju kojih se mogu odrediti usporedivi kriteriji prihvatljivosti
ciklusa. Kriteriji prihvatljivosti ciklusa isti su kao i oni opisani za ispitivanu kemikaliju
(vidjeti stavak 12.).

Primjena ispitivanih kemikalija i kontrolnih tvari
17. Kontrola s otapalom/nosac¢em ili radne otopine opisane u stavcima od 14. do 16. mijesaju
se u omjeru 1:1 (v/v) sa suspenzijama stanica pripremljenima na plo¢i s 96 jazica s
ravnim dnom (vidjeti stavak 12.). Tretirane se ploce potom inkubiraju 45 +3h na
temperaturi od 37 °C s 5% CO.. Ploce se prije inkubacije zatvaraju polupropusnom
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membranom kako bi se sprijecilo isparavanje hlapljivih ispitivanih kemikalija i unakrsna
kontaminacija stanica tretiranih ispitivanim kemikalijama (12.).

Bojenje stanica

18. Nakon izlaganja od 45 £ 3 h stanice se prenose u mikrotitracijsku plocu u obliku slova ,,v”
i prikupljaju centrifugiranjem. Interferencija s topljivos¢u definira se kao uocavanje
kristala ili kapljica upotrebom mikroskopa 45 + 3 h nakon tretiranja (prije bojenja stanica).
Supernatanti se odbacuju, a preostale stanice ispiru se jednom sa 100 ul vrlo hladne
fizioloske otopine puferirane fosfatnim puferom (PBS) koja sadrzava 5 % fetalnog teleceg
seruma (pufer za bojenje). Nakon centrifugiranja stanice se ponovno suspendiraju sa
100 pl pufera za bojenje 1 boje s 5 ul (npr. 0,25 pg) protutijela anti-CD86 ili misjih
protutijela IgG1 (izotip) oznacenih FITC-om na 4 °C u trajanju od 30 minuta, zaSti¢eno od
svjetla. Treba upotrebljavati protutijela opisana u protokolu U-SENS™ DB-ALM br. 183
(12.) (za CD86: BD-PharMingen #555657 klon: Fun-1, ili Caltag/Invitrogen # MHCD8601
klon: BU63; a za IgGl: BD-PharMingen #555748 ili Caltag/Invitrogen # GM4992). Na
temelju iskustva subjekata koji su razvili ispitivanje intenzitet fluorescencije protutijela
obi¢no je dosljedan medu razli¢itim serijama. Za test se mogu upotrebljavati i drugi
klonovi ili dobavljac¢i protutijela koji su prosli provjeru reaktivnosti (vidjeti stavak 11.).
Medutim, korisnici mogu razmotriti titraciju protutijela u uvjetima svojeg laboratorija kako
bi utvrdili koju je koncentraciju najbolje upotrebljavati. Mogu se koristiti i drugi
detekcijski sustavi, npr. protutijela anti-CD86 oznacena fluorokromom, ako se moze
pokazati da daju sli€ne rezultate kao i protutijela konjugirana FITC-om, na primjer,
ispitivanjem tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti iz Dodatka 2.2. Nakon ispiranja
sa 100 ul pufera za bojenje dva puta i jednom sa 100 pl vrlo hladnog PBS-a, stanice se
ponovno suspendiraju u vrlo hladnom PBS-u (npr. 125 pul za uzorke koji se analiziraju
ru¢no u pojedinacnim epruvetama ili 50 pl ako se upotrebljava ploca za automatsko
uzorkovanje) i dodaje se otopina propidijeva jodida (konac¢na koncentracija od 3 pg/ml).
Mogu se koristiti i drugi biljezi citotoksi¢nosti, kao §to su 7-aminoaktinomicin D (7-AAD)
ili tripansko modrilo, ako se moZe pokazati da alternativna bojila daju sli¢ne rezultate kao i
propidijev jodid, na primjer, ispitivanjem tvari za dokazivanje tehni¢ke osposobljenosti iz
Dodatka 2.2.

Analiza proto¢nom citometrijom

19. Razina ekspresije CD86 i vijabilnost stanica analiziraju se upotrebom protocne citometrije.
Stanice se prikazuju u toc¢kastom dijagramu s veli¢inom (FSC) i granularnoséu (SSC) na
logaritamskoj skali kako bi se jasno identificirala populacija u prvim vratima R1 1 uklonili
ostaci. Za svaku se jaZicu nastoji ocitati ukupno 10 000 stanica u vratima R1. Stanice iz
istih vrata R1 prikazuju se u FL3 ili FL4/SSC tockastom dijagramu. Zive stanice
ograni¢avaju se postavljanjem drugih vrata R2 kojima se odabire populacija stanica
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negativnih na propidijev jodid (kanal FL3 ili FL4). Vijabilnost stanica moze se izracunati
tako da se u programu za analizu citometra upotrijebi sljedeéa jednadzba. Ako je
vijabilnost stanica niska, moze se ocitati do 20 000 stanica, uklju¢ujuéi mrtve stanice.
Umjesto toga, podaci se mogu ocitavati jednu minutu nakon pocetka analize.

broj zivih stanica

100

vijabilnost stanica = ——— .
ukupan broj ocitanih stanica

Zatim se medu tim Zivim stanicama ograni¢enima na vratima R2 (unutar R1) mjeri postotak
pozitivnih stanica u kanalu FL1. Stani¢na povrSinska ekspresija za CD86 analizira se u
FL1/SSC tockastom dijagramu ograni¢enom na Zive stanice (R2).

Za jazice koje sadrZavaju potpuni medij/IgGl marker za analizu postavlja se blizu glavne
populacije tako da je IgG1 kontrola s potpunim medijem unutar ciljanog podrucja od 0,6 do
0,9 %.

Interferencija s bojom definira se kao pomak u to¢kastom dijagramu za IgG1 oznacen FITC-
om (IgG1 FL1 Geo srednja vrijednost S.I. > 150 %)).

Indeks stimulacije (S.I.) za CD86 za kontrolne stanice (netretirane ili u 0,4-postotnom
DMSO-u) 1 stanice tretirane kemikalijama racuna se u skladu sa sljede¢om jednadZbom:

% CD86*tretiranih stanica — % IgG1ttretiranih stanica 00
% CD86* kontrolnih stanica — % IgG1* kontrolnih stanica

S.1.=

% IgG1" netretiranih kontrolnih stanica: odnosi se na postotak pozitivnih stanica IgG1 u
kanalu FL1 koje se definiraju markerom za analizu (prihvacéeni raspon od > 0,6 % do
<1,5 %, vidjeti stavak 22.) medu Zivim netretiranim stanicama.

% IgG17/CD86" kontrolnih/tretiranih stanica: odnosi se na postotak pozitivnih stanica
IgG1/CD86 u kanalu FL1 koji se mjeri bez pomicanja markera za analizu medu Zivim
kontrolnim/tretiranim stanicama.

PODACI I IZVJESCIVANJE

Procjena podataka

20. U testu U-SENS™ rac¢unaju se sljedec¢i parametri: vrijednost CV70, tj. koncentracija koja
pokazuje prezivljavanje stanica U937 od 70 % (citotoksicnost od 30 %), 1 vrijednost
EC150, tj. koncentracija pri kojoj su ispitivane kemikalije inducirale indeks stimulacije
(S.I.) za CD86 od 150 %.

CV70 se racuna log-linearnom interpolacijom, upotrebom sljede¢e jednadzbe:

CV70=C1+[(V1-70)/(V1-V2)*(C2-Cl)]
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pri Cemu je:
V1 najmanja vrijednost vijabilnosti stanica koja je ve¢a od 70 %;
V2 najveca vrijednost vijabilnosti stanica koja je manja od 70 %;

C1 1 C2 su koncentracije koje pokazuju vrijednost vijabilnosti stanica V1 odnosno V2.

"% vijabilnosti (srednja vrijednost)
.
V1 e,
0 - -—— _.‘_'l‘._'.
V1 e,
1
i
v * Doza {ug/ml)
[ B LV |

Mogu se upotrebljavati i drugi pristupi za izvodenje vrijednosti CV70 pod uvjetom da se

dokaze da to ne utjeCe na rezultate (npr. ispitivanjem tvari za dokazivanje tehnicke
osposobljenosti).

EC150 se racuna log-linearnom interpolacijom, upotrebom sljedece jednadzbe:

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

pri ¢emu je:

C1 = najviSa koncentracija u pg/ml kod koje je S.I. za CD86 < 150 % (S.I. 1)
C2 = najniza koncentracija u pg/ml kod koje je S.I. za CD86 > 150 % (S.1. 2).

CD86-IeG1 3.1
£y

212 .
150 |-~

511 e

o
T
I
i

I
12

Doza (ug/ml)
C1 EClsn C2

Vrijednosti EC150 1 CV70 racunaju se:

- za svaki ciklus: pojedinacne vrijednosti EC150 1 CV70 upotrebljavaju se kao alati za
ispitivanje uc¢inka odgovora na koncentraciju kod povecanja CD86 (vidjeti stavak 14.),

- natemelju prosjecnih vijabilnosti utvrduje se ukupni CV70 (12.),
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- na temelju prosje¢nog indeksa stimulacije vrijednosti CD86 utvrduje se ukupni EC150 za
ispitivanu kemikaliju za koju se testom U-SENS™ predvidi da je POZITIVNA (vidjeti
stavak 21.) (12.).

Model predvidanja

21. Kod mjerenja ekspresije CD86 svaka ispitivana kemikalija ispituje se primjenom najmanje
cetiri koncentracije i u najmanje dva neovisna ciklusa (koji se provode na razli¢ite dane)
kako bi se izvelo jedno predvidanje (NEGATIVNO ili POZITIVNO).

- Pojedinac¢ni zakljucak ciklusa U-SENS™ smatra se negativnim (dalje u tekstu ,,N’) ako je
indeks stimulacije za CD86 manji od 150 % pri svim koncentracijama koje nisu
citotoksi¢ne (vijabilnost stanica >70%) i ako se ne uoci nikakva interferencija
(citotoksicnost, topljivost: vidjeti stavak 18. ili boja: vidjeti stavak 19., neovisno o
necitotoksicnim koncentracijama pri kojima se opazi interferencija). U svim ostalim
slu¢ajevima: pojedinac¢ni zakljucak ciklusa U-SENS™ smatra se pozitivnim (dalje u tekstu
,»P”) ako je indeks stimulacije za CD86 jednak ili veéi od 150 % i/ili ako se uoce
interferencije.

- Predvidanje na temelju testa U-SENS™ smatra se NEGATIVNIM ako su negativna (N)
barem dva neovisna ciklusa (slika 1.). Ako su prva dva ciklusa negativna (N), predvidanje
na temelju testa U-SENS™ smatra se NEGATIVNIM i ne mora se provoditi tre¢i ciklus.

- Predvidanje na temelju testa U-SENS™ smatra se POZITIVNIM ako su pozitivna (P)
barem dva neovisna ciklusa (slika 1.). Ako su prva dva ciklusa pozitivna (P), predvidanje
na temelju testa U-SENS™ smatra se POZITIVNIM 1 ne mora se provoditi tre¢i ciklus.

- Budu¢i da se ne provodi test za utvrdivanje doze primjenjuje se iznimka ako je u prvom
ciklusu indeks stimulacije za CD86 jednak ili veé¢i od 150 % samo pri najviSoj
necitotoksi¢noj koncentraciji. Smatra se da ciklus tada NIJE JEDNOZNACAN (NC) i u
dodatnim ciklusima treba ispitati dodatne koncentracije (izmedu najvise koncentracije koja
ne uzrokuje citotoksi¢nost i najnize koncentracije koja uzrokuje citotoksi¢nost — vidjeti
stavak 20.). Ako se ciklus identificira kao NC, treba provesti barem dva dodatna ciklusa, a
1 Cetvrti ciklus ako drugi 1 tre¢i nisu uskladeni (neovisno N 1/ili P) (slika 1.). Naknadni
ciklusi smatrat ¢e se pozitivnima ¢ak i ako samo jedna necitotoksi¢na koncentracija
pokaze CD86 jednak ili ve¢i od 150 % jer je postavka koncentracije prilagodena za
specificnu ispitivanu kemikaliju. Kona¢no predvidanje temeljit ¢e se na vecinskom
rezultatu iz tri ili Cetiri pojedinacna ciklusa (tj. dva od tri ili dva od Cetiri) (slika 1.).

Slika 1.: Model predvidanja koji se upotrebljava u testu U-SENS™., Predvidanje na temelju testa U-
SENS™ trebalo bi razmatrati u okviru IATA-e 1 u skladu s odredbama stavka 4. te stavaka 7., 8.19. iz
odjeljka ,,Op¢i uvod”.
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Dva prva Dva prva
clldusa clldlusa
‘/\ |
NCiP
PiP NiN NCiN
NiP
PiN

Treci ciklus

v v
Tredi ciklus Tredi ciklus NCiPiP |S| NCINiN | S | neinip |9
N " NiPiP NiPiN ipi
nije potreban NCiPiN
nije potreban ife p PINIP PiNIN
v v Cetvrti ciklus
Cetvrti cikius Cetvrti cikius
nije potreban nije potreban NCiNiPiP ° NCiNiPiN
NCiPiNiP NCiPiNiN
4 h 4 v 4 3 v
POZITIVNO NEGATIVNO POZITIVNO NEGATIVNO POZITIVNO NEGATIVNO

N: ciklus u kojem nije uo¢en pozitivan CD86 ili interferencija.
P: ciklus u kojem je uocen pozitivan CD86 i/ili interferencija.

NC: nije jednoznacno. Nije jednozna¢no u prvom ciklusu ako je CD86 pozitivan samo pri najvisoj koncentraciji
koja nije citotoksi¢na.

#: pojedinacni zakljucak koji nije jednoznadan (NC) koji se pripiSe samo prvom ciklusu automatski
podrazumijeva da je potreban treci ciklus kako bi se dobio vecinski pozitivan (P) ili negativan (N) zakljucak u
barem dva od tri neovisna ciklusa.

$: u okvirima su prikazane relevantne kombinacije rezultata iz tri ciklusa na temelju rezultata dobivenih u prva
dva ciklusa prikazana u prethodnom okviru.

°: u okvirima su prikazane relevantne kombinacije rezultata iz Cetiri ciklusa na temelju rezultata dobivenih u prva
tri ciklusa prikazana u prethodnom okviru.

Kriteriji prihvatljivosti

22. Sljedeci bi kriteriji prihvatljivosti trebali biti ispunjeni kada se primjenjuje test U-SENS™
(12.).

- Na kraju razdoblja izlaganja od 45 + 3 h srednja vijabilnost kod tri ponavljanja netretiranih
stanica U937 morala je biti > 90 % 1 bez uoCenog pomaka u ekspresiji CD86. Bazalna
ekspresija CD86 kod netretiranih stanica U937 morala je biti u rasponu od >2 % do
<25 %.
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- Ako se kao otapalo upotrebljava DMSO, valjanost kontrole s nosa¢em DMSO procjenjuje
se ratunanjem indeksa stimulacije za DMSO u usporedbi s netretiranim stanicama i
srednja vijabilnost u tri ponavljanja stanica morala je biti > 90 %. Kontrola s nosa¢em
DMSO valjana je ako je srednja vrijednost S.I. za CD86 u tri ponavljanja bila manja od
250 % srednje vrijednosti S.I. u tri ponavljanja za CD86 netretiranih stanica U937.

- Ciklusi se smatraju valjanima ako su barem dvije od tri vrijednosti IgG1 netretiranih
stanica U937 bile u rasponu od > 0,6 % do< 1,5 %.

- Istodobno ispitana negativna kontrola (mlije¢na kiselina) smatra se valjanom ako su barem
dva od tri ponavljanja bila negativna (S.I. za CD86 < 150 %) i necitotoksi¢na (vijabilnost
stanica > 70 %).

- Pozitivna kontrola (TNBS) smatrala se valjanom ako su barem dva od tri ponavljanja bila
pozitivna (S.I. za CD86 > 150 %) 1 necitotoksi¢na (vijabilnost stanica > 70 %).
Izvjes€e o ispitivanju

23. Izvjescée o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedece informacije:

Ispitivana kemikalija

Tvar s jednim sastojkom:

- kemijske identifikacijske oznake, kao Sto su IUPAC ili CAS naziv(i), CAS broj(evi),
SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula i/ili druge identifikacijske oznake,

- fizicki i1zgled, topljivost u potpunom mediju, topljivost u DMSO-u, molekularna masa te
dodatna relevantna fizikalno-kemijska svojstva, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

- Cistoca, kemijski identitet necistoCa prema potrebi i1 ako je izvedivo u praksi itd.,
- obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

- ispitana koncentracija (ispitane koncentracije),

- uvjeti skladiStenja i stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

- obrazloZenje za odabir otapala/nosaca za svaku ispitivanu kemikaliju.

Tvar s viSe sastojaka, UVCB tvar i smjesa:

- opisane koliko god je to moguce npr. kemijskim identitetom (vidjeti prethodno), Cisto¢om,
koli¢inskom zastupljeno$¢u 1 relevantnim fizikalno-kemijskim svojstvima sastojaka
(vidjeti prethodno), u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

- fizicki izgled, topljivost u potpunom mediju, topljivost u DMSO-u te dodatna relevantna
fizikalno-kemijska svojstva, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,
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molekularna masa ili prividna molekularna masa u sluc¢aju smjesa/polimera poznatog
sastava ili druge informacije koje su relevantne za provodenje studije,

obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),
ispitana koncentracija (ispitane koncentracije),
uvjeti skladistenja i stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

obrazloZenje za odabir otapala/nosaca za svaku ispitivanu kemikaliju.

Kontrole

Pozitivna kontrola:

kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv(i), CAS broj(evi),
SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula 1/ili druge identifikacijske oznake,

fizicki izgled, topljivost u DMSO-u, molekularna masa te dodatna relevantna fizikalno-
kemijska svojstva, u mjeri u kojoj su podaci dostupni i ako je primjenjivo,

Cistoca, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.,

obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

ispitana koncentracija (ispitane koncentracije),

uvjeti skladiStenja 1 stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

upu¢ivanje na rezultate koji se odnose na prijasnje pozitivne kontrole i pokazuju

primjerenost kriterija prihvatljivosti ciklusa, ako je primjenjivo.

Negativna kontrola i kontrola s otapalom/nosaem:

kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv(i), CAS broj(evi),
SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula 1/ili druge identifikacijske oznake,

Cistoc¢a, kemijski identitet necistoCa prema potrebi 1 ako je izvedivo u praksi itd.,

fizicki izgled, molekularna masa te dodatna relevantna fizikalno-kemijska svojstva u
slucaju da su upotrijebljene kontrole s otapalom/nosacem koje nisu navedene u smjernici
za ispitivanje, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

uvjeti skladiStenja i stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

obrazloZenje za odabir otapala/nosaca za svaku ispitivanu kemikaliju.

Ispitni uvjeti:

naziv 1 adresa narucitelja, ustanove koja provodi ispitivanje 1 voditelja istrazivanja,
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opis upotrijebljenog ispitivanja,

upotrijebljena stani¢na linija, uvjeti njezina skladiStenja i izvor (npr. objekt iz kojeg su
dobiveni),

upotrijebljena protoc¢na citometrija (npr. model), ukljucujuéi upotrijebljene postavke
instrumenta, protutijela i biljege citotoksicnosti,

postupak koji je primijenjen za dokazivanje osposobljenosti laboratorija za izvodenje
ispitivanja ispitivanjem tvari koje sluze za dokazivanje osposobljenosti te postupak koji je
primijenjen za dokazivanje obnovljive primjene ispitivanja tijekom vremena, npr. podaci o
prijasnjim kontrolama i/ili prijaSnjim provjerama reaktivnosti.

Kriteriji prihvatljivosti ispitivanja:

vijabilnost stanica i vrijednosti indeksa stimulacije za CD86 dobivene kontrolom s
otapalom/nosacem u usporedbi s rasponima prihvatljivosti,

vijabilnost stanica i vrijednosti indeksa stimulacije dobivene pozitivnom kontrolom u
usporedbi s rasponima prihvatljivosti,

vijabilnost stanica svih ispitanih koncentracija ispitane kemikalije.

Ispitni postupak:

broj upotrijebljenih ciklusa,

koncentracije ispitivane kemikalije, primjena i vrijeme izloZenosti (ako je druk¢ije od
preporucenog),

trajanje izlaganja,
opis primijenjenih kriterija ocjenjivanja i odlucivanja,

opis mogucih izmjena ispitnog postupka.

Rezultati:

tabli¢ni prikaz podataka, uklju¢uju¢i CV70 (ako je primjenjivo), indeks stimulacije,
vrijednosti vijabilnosti stanica, vrijednosti EC150 (ako je primjenjivo) dobivene za
ispitivanu kemikaliju 1 za pozitivnu kontrolu u svakom ciklusu te klasifikacija ispitivane
kemikalije prema modelu predvidanja,

opis svih drugih relevantnih opaZzanja, ako je primjenjivo.

Rasprava o rezultatima:

rasprava o rezultatima dobivenima testom U-SENS™,
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- rasprava o rezultatima ispitivanja u kontekstu IATA-e ako su dostupni drugi relevantni
podaci.

Zakljucci
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Dodatak 2.1.

DEFINICIJE

Tocénost: stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitivanja i prihvacenih referentnih
vrijednosti. Ona je mjerilo ucinkovitosti ispitivanja i jedan od aspekata relevantnosti. Pojam
je Cesto medusobno zamjenjiv s pojmom ,,podudarnost” u smislu udjela to¢nih ishoda
ispitivanja (14.).

AOP (engl. Adverse Outcome Pathway — put nastanka Stetnog ishoda): slijed dogadaja
od kemijske strukture ciljne kemikalije ili skupine sli¢nih kemikalija preko pocetnog
molekularnog dogadaja do in vivo Stetnog ishoda (15.).

Odgovor na koncentraciju CD86: ovisnost o koncentraciji (ili odgovor na koncentraciju)
postoji ako pozitivnu koncentraciju (S.I. za CD86 > 150) prati koncentracija s rastu¢im
indeksom stimulacije za CD86.

Kemikalija: tvar ili smjesa.
CV70: procijenjena koncentracija koja pokazuje vijabilnost stanica od 70 %.

Pomak: pomak se definira na sljede¢i nacin: i. ispravljena vrijednost % CD86" netretiranog
kontrolnog ponavljanja 3 manja je od 50 % srednje ispravljene vrijednosti % CD86"
netretiranih kontrolnih ponavljanja 1 i 2 i ii. ispravljena vrijednost % CD86" negativnog
kontrolnog ponavljanja 3 manja je od 50 % srednje ispravljene vrijednosti % CD86"
negativnih kontrolnih ponavljanja 11 2.

EC150: procijenjene koncentracije koje pokazuju 150 % indeksa stimulacije ekspresije
CDS86.

Protocna citometrija: citometrijska tehnika u kojoj stanice suspendirane u tekuéini jedna
po jedna protjecu kroz fokus ekscitacijske svjetlosti koja se rasprSuje u uzorcima koji se
specificni za stanice 1 njihove komponente; stanice su Cesto oznacene fluorescentnim
biljezima tako da se svjetlost prvo apsorbira, a zatim emitira pri izmijenjenim
frekvencijama.

Opasnost: intrinzicno svojstvo nekog agensa ili stanje koje ima potencijal uzrokovanja
Stetnih ucinaka kada su organizam, sustav ili (sub)populacija izloZeni tom agensu.

IATA (engl. Integrated Approach to Testing and Assessment — integrirani pristup
ispitivanju i procjeni): strukturiran pristup koji se primjenjuje za identifikaciju opasnosti
(potencijal), karakterizaciju opasnosti (jakost) i/ili procjenu sigurnosti (potencijal/jakost i
izloZenost) kemikalije ili skupine kemikalija, kojim se na strateski nacin objedinjuju 1
ponderiraju svi relevantni podaci koji ¢e sluziti kao podloga za donoSenje regulatornih
odluka u vezi s potencijalnom opasnoscu 1/ili rizikom 1/ili potrebom za daljnjim ciljnim, a
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time 1 minimalnim ispitivanjem.
Smjesa: smjesa ili otopina koja se sastoji od dviju ili vise tvari.

Tvar s jednim sastojkom: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je jedan glavni
sastojak prisutan u koncentraciji od najmanje 80 % (w/w).

Tvar s viSe sastojaka: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je viSe od jednog
glavnog sastojka prisutno u koncentraciji od 10 % (w/w) ili vecoj te manjoj od 80 % (w/w).
Tvar s visSe sastojaka rezultat je procesa proizvodnje. Smjesa i tvar s vise sastojaka razlikuju
se po tome §to se smjesa dobiva mijeSanjem dviju ili viSe tvari bez kemijske reakcije. Tvar s
viSe sastojaka rezultat je kemijske reakcije.

Pozitivna kontrola: ponovljeni uzorak koji sadrzava sve komponente ispitnog sustava i
tretiran je s tvari za koju je poznato da izaziva pozitivan odgovor. Kako bi se osigurala
mogucénost procjene varijabilnosti odgovora pozitivne kontrole tijekom vremena, pozitivan
odgovor ne bi smio biti presnazan.

Prehapteni: kemikalije koje abiotiCkom pretvorbom postaju tvari koje izazivaju
preosjetljivost, npr. oksidacijom.

Prohapteni: kemikalije kojima je potrebna enzimska aktivacija da bi mogle pokazati
potencijal izazivanja preosjetljivosti koze.

Relevantnost: opis odnosa izmedu ispitivanja i istrazivanog ucinka te je li ispitivanje
prikladno 1 korisno za odredenu svrhu. Pokazuje u kojoj se mjeri ispitivanjem to¢no mjeri ili
predvida istrazivani bioloSki ucinak. Relevantnost ukljucuje i1 razmatranje o toc¢nosti
(podudarnosti) ispitivanja (14.).

Pouzdanost: pokazuje u kojoj se mjeri ispitivanje moze obnovljivo primijeniti unutar
jednog laboratorija i izmedu viSe laboratorija tijekom vremena uz primjenu istog protokola.
Ocjenjuje se izraCunavanjem obnovljivosti unutar jednog laboratorija 1 izmedu viSe njih te
ponovljivosti unutar jednog laboratorija (14.).

Ciklus: ciklus se sastoji od jedne ispitivane kemikalije ili viSe njih koje se ispituju
istodobno s kontrolom s otapalom/nosa¢em 1 pozitivnom kontrolom.

Osjetljivost: udio svih pozitivnih/aktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane
primjenom ispitivanja. To je mjera tocnosti ispitivanja koje daje kategorijske rezultate i
vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitivanja (14.).

S.I.: indeks stimulacije. Relativne vrijednosti geometrijske sredine intenziteta fluorescencije
kod stanica tretiranih kemikalijom u usporedbi sa stanicama tretiranima otapalom.

Kontrola s otapalom/nosa¢em: netretirani uzorak koji ne sadrzava ispitivanu kemikaliju,
ali sadrzava sve ostale komponente ispitnog sustava te otapalo/nosac koji se upotrebljava u
ispitivanju. Upotrebljava se za utvrdivanje polaznog odgovora za uzorke koji se tretiraju
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ispitivanom kemikalijom otopljenom ili stabilno dispergiranom u istom otapalu/nosacu.
Kada se ispituje s istodobnom kontrolom s medijem, taj uzorak isto tako pokazuje je li
otapalo/nosac u interakciji s ispitnim sustavom.

Specifi¢nost: udio svih negativnih/neaktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane
primjenom ispitivanja. To je mjera toCnosti ispitivanja koje daje kategorijske rezultate i
vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitivanja (14.).

Pufer za bojenje: fizioloska otopina puferirana fosfatnim puferom koja sadrzava 5 %
fetalnog teleceg seruma.

Tvar: kemijski element i njegovi spojevi u prirodnome stanju ili dobiveni proizvodnim
postupkom, $to ukljucuje i aditive koji su nuzni za odrzavanje stabilnosti proizvoda te
necisto¢e koje proizlaze iz primijenjenoga postupka, ali iskljucuje otapala koja se mogu
izdvojiti bez utjecaja na stabilnost tvari ili promjene njezina sastava.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovim ispitivanjem.

Globalno uskladeni sustav Ujedinjenih naroda za razvrstavanje i oznalivanje
kemikalija (UN GHS): sustav za razvrstavanje kemikalija (tvari i smjesa) prema
standardiziranim vrstama i stupnjevima fizi¢kih opasnosti i opasnosti za zdravlje i okolis,
kojim su obuhvacéena odgovaraju¢a komunikacijska sredstva kao $to su piktogrami, oznake
opasnosti, oznake upozorenja, oznake obavijesti i sigurnosno-tehnicki listovi, kojima se
prenose informacije o njihovim Stetnim ucincima u cilju zaStite lLjudi (ukljucujuci
poslodavce, radnike, prijevoznike, potrosace 1 interventno osoblje) i okolisa (16.).

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, slozeni reakcijski proizvodi i bioloski
materijali.

Valjano ispitivanje: ispitivanje za koje se smatra da je dovoljno relevantno i pouzdano za
odredenu svrhu te koje se temelji na znanstveno utemeljenim nacelima. ispitivanje nikada
nije valjano u apsolutnom smislu nego samo u odnosu na odredenu svrhu (14.).
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TVARI ZA DOKAZIVANJE TEHNICKE OSPOSOBLJENOSTI

Dodatak 2.2.

D060575/02

Prije rutinske primjene ispitivanja opisanog u ovom Dodatku ispitnoj metodi B.71.
laboratoriji bi trebali dokazati svoju tehnicku osposobljenost tako Sto ¢e za deset tvari
preporucenih u tablici 1. dobiti ofekivano predvidanje na temelju testa U-SENS™ te za
najmanje osam od deset tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti dobiti vrijednosti
CV70 i EC150 koje su unutar odgovarajuéeg referentnog raspona. Tvari za dokazivanje
tehniCke osposobljenosti izabrane su tako da predstavljaju niz odgovora povezanih s
opasnostima od izazivanja preosjetljivosti koze. Ostali kriteriji za odabir ukljucivali su to da
je tvar komercijalno dostupna te da su dostupni visokokvalitetni in vivo referentni podaci i
visokokvalitetni in vitro podaci dobiveni testom U-SENS™. Isto tako, za test U-SENS™
dostupni su objavljeni referentni podaci (1.1 8.).

Tablica 1.: Preporucene tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti za izvodenje testa U-SENS™

U- U-SENS™| U-SENS™
Tvari za Aoresa SENS™
dokazivanje CAS br %nog Predvidanj Referentni| Referentni
tehnicke ’ stanie | € in vivo'l | Otapalo/ | raspon raspon
osposobljenosti ) nosac za CV70 |za EC150 u
u pg/ml? pg/ml?
Tvar koja
. . Kruta izaziva Potpuni Pozitivno
4-fenilendiamin 106-50-3 tvar | preosjetljivost medif® <30 (< 10)
(jaka)
246 Tvar koja
trinitrobenzensulfonska | 2508-19-2 |Tekucina 1zaziva Potp unt > 50 Pozitivno
Kiselina preosjetljivost medij (£50)
(jaka)
Tvar koja
Dietil-maleat 141-05-9 | Tekucina|  'Z221¥2 DMSO 10-100 Pozitivno
preosjetljivost (£20)
(umjerena)
Tvar koja
. Kruta izaziva Potpuni Pozitivno
Rezoreinol 108-46-3 tvar | preosjetljivost medij > 100 (£50)
(umjerena)
Tvar koja
. I Kruta izaziva Pozitivno
Cinaminski alkohol 104-54-1 tvar | preosjetliivost DMSO > 100 (10-100)
(slaba)
Tvar koja
o . izaziva Pozitivno
4-alilanisol 140-67-0 | Tekucina preosjetljivost DMSO > 100 (< 200)
(slaba)
Tvar koja ne :
Saharin 81072 | KM@ iziva DMSO >200 Negativno
tvar . (>200)
preosjetljivost
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Tvar koja ne Potpuni Negativno
Glicerol 56-81-5 |Tekuéina| izaziva mtepdi' >200 (>g 200)
preosjetljivost .
Tvar koja ne . ;
Milije¢na kiselina 50-21-5 |Tekuéina| izaziva ng);m >200 N(e>g ?(1)\(1)1)]0
preosjetljivost )
Tvar koja ne .
Salicilna kiselina 69-72-7 Ii‘;‘;a izaziva DMSO >200 N(e>g 3%5?0
preosjetljivost

Kratice: CAS br. = registarski broj Sluzbe za podatke o kemijskim tvarima
1
vivo utvrdena je prema kriterijima koje je predlozio ECETOC (17.).
2 Na temelju vrijednosti uocenih u prijasnjim ispitivanjima (1.1 8.).
3

penicilina i 100 pg/ml streptomicina (8.).
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Dodatak 3.

IZAZIVANJE PREOSJETLJIVOSTI KOZE IN VITRO: TEST IL-8 LUC

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA

1.

Za razliku od testova u kojima se analizira ekspresija stani¢nih povrSinskih biljega, testom
IL8-Luc kvantificiraju se promjene u ekspresiji IL-8, citokina povezanog s aktiviranjem
dendriti¢nih stanica (DC). Kod IL-8 reporterske stani¢ne linije dobivene iz THP-1 (THP-
G8, dobivena iz ljudske stani¢ne linije akutne monocitne leukemije THP-1) ekspresija IL-8
mjeri se nakon izlaganja tvarima koje izazivaju preosjetljivost (1.). Ekspresija luciferaze
zatim se upotrebljava kao pomo¢ u razlikovanju tvari koje izazivaju preosjetljivost koze od
tvari koje ne izazivaju preosjetljivost.

. Test IL-8 Luc ocijenjen je u validacijskoj studiji (2.) koju su proveli JaCVAM (Japanski

centar za validaciju alternativnih metoda), METI (Ministarstvo gospodarstva, trgovine i
industrije) 1 JSAAE (Japansko drusStvo za alternative pokusima na Zivotinjama) te je
kasnije podvrgnut neovisnom stru¢nom pregledu (3.) pod pokroviteljstvom JaCVAM-a 1
Ministarstva zdravlja, rada i dobrobiti, uz potporu Medunarodne suradnje u podruéju
alternativnih metoda ispitivanja (ICATM). Uzimaju¢i u obzir sve dostupne dokaze i
informacije regulatornih tijela i dionika, test IL-8 Luc smatra se korisnim kao dio IATA-e
kao pomo¢ u razlikovanju tvari koje izazivaju preosjetljivost od tvari koje ne izazivaju
preosjetljivost u svrhu razvrstavanja i oznaCivanja prema opasnosti. U literaturi su
navedeni primjeri upotrebe podataka dobivenih testom IL-8 Luc u kombinaciji s ostalim
informacijama (4., 5.16.).

Pokazalo se da se test IL-8 Luc moze prenijeti u laboratorije koji imaju iskustva sa
stanicnim kulturama 1 mjerenjem luciferaze. Obnovljivost unutar jednog laboratorija
iznosila je 87,7 %, a izmedu laboratorija 87,5 % (2.). Podaci dobiveni u validacijskoj
studiji (2.) 1 drugim objavljenim radovima (1. 1 6.) pokazuju da je testom IL-8 Luc, u
usporedbi s analizom LLNA, 118 kemikalija od njih 143 procijenjeno kao pozitivno ili
negativno, a 25 kemikalija kao nejednoznacno te to¢nost testa IL-8 Luc u razlikovanju
tvari koje izazivaju preosjetljivost koze (kategorija 1. prema sustavu UN GHS/Uredbi o
CLP-u) od tvari koje ne izazivaju preosjetljivost (bez kategorije prema sustavu UN
GHS/Uredbi o CLP-u) iznosi 86 % (101/118), uz osjetljivost od 96 % (92/96) 1
specifi¢nost od 41 % (9/22). IskljuCujudi tvari izvan podrucja primjene opisane u nastavku
(stavak 5.), testom IL-8 Luc 113 kemikalija od njih 136 procijenjeno je kao pozitivno ili
negativno, a 23 kemikalije kao nejednoznacno te tocnost testa IL-8 Luc iznosi 89 %
(101/113), uz osjetljivost od 96 % (92/96) i specificnost od 53 % (9/17). Upotrebom
podataka dobivenih na ljudima koji su navedeni u Urbisch i dr. (7.), testom IL-8 Luc 76
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kemikalija od njih 90 procijenjeno je kao pozitivno ili negativno, a 14 kemikalija kao
nejednoznacno te tocnost testa iznosi 80 % (61/76), osjetljivost 93 % (54/58), a
specificnost 39 % (7/18). Iskljucujuci tvari izvan podrucja primjene, testom IL-8 Luc 71
kemikalija od njih 84 procijenjeno je kao pozitivno ili negativno, a 13 kemikalija kao
nejednoznacno te to¢nost testa iznosi 86 % (61/71), uz osjetljivost od 93 % (54/58) 1
specifi¢nost od 54 % (7/13). Veca je vjerojatnost da ¢e se testom IL-8 Luc dobiti lazno
negativna predvidanja za kemikalije koje pokazuju nisku/umjerenu jakost u izazivanju
preosjetljivosti koze (potkategorija 1.B prema sustavu UN GHS/Uredbi o CLP-u) nego za
kemikalije koje pokazuju visoku jakost (potkategorija 1.A prema sustavu UN GHS/Uredbi
o CLP-u) (6.). Navedene informacije idu u prilog upotrebi testa IL-8 Luc kao elementa koji
pridonosi identifikaciji opasnosti od izazivanja preosjetljivosti koze. To¢nost navedena za
test IL-8 Luc kao samostalno ispitivanje sluzi samo kao smjernica jer je ispitivanje
potrebno kombinirati s drugim izvorima informacija u kontekstu IATA-e te u skladu s
odredbama stavaka 7. 1 8. iz odjeljka ,,Op¢i uvod”. Nadalje, pri ocjenjivanju ispitivanja
izazivanja preosjetljivosti koze koje ne ukljucuju pokuse na Zivotinjama potrebno je imati
na umu da analiza LLNA 1 druga ispitivanja na zivotinjama mozda neée u potpunosti
odrazavati situaciju kod ljudi.

. Trenuta¢no dostupni podaci pokazuju da se test IL-8 Luc moZe primijeniti za ispitivanje
kemikalija koje obuhvacaju razli¢ite organske funkcionalne skupine, mehanizme reakcije,
jakosti u izazivanju preosjetljivosti koze (kako su utvrdene istraZivanjima in vivo) te
fizikalno-kemijska svojstva (2.1 6.).

. Tako se u testu IL-8 Luc kao otapalo upotrebljava X-VIVO™ 15, njime su to¢no ocijenjene
kemikalije ¢ija je vrijednost Log Kow > 3,5 1 Cija je topljivost u vodi priblizno 100 pg/ ml,
kako je izradunano programom EPI Suite™, te je njegova uspjesnost u otkrivanju tvari
koje izazivaju preosjetljivost koZe 1 koje su slabo topljive u vodi bolja nego kod testa IL-8
Luc u kojem se kao otapalo upotrebljava dimetil sulfoksid (DMSO) (2.). Medutim,
negativni rezultati za ispitivane kemikalije koje se ne otapaju pri koncentraciji od
20 mg/ml mogu dati laZzno negativne rezultate jer se one ne mogu otopiti u otapalu X-
VIVO™ 15. Stoga negativne rezultate za te ispitivane kemikalije ne treba razmatrati. U
validacijskoj studiji uocen je visok udio laZzno negativnih rezultata za anhidride. Nadalje,
zbog ogranic¢ene metabolicke sposobnosti stanicne linije (8.) 1 uvjeta pokusa prohapteni (t;.
tvari koje zahtijevaju metabolicku aktivaciju) i prehapteni (tj. tvari koje se aktiviraju
zratnom oksidacijom) mogu dati negativne rezultate u testu. Medutim, iako negativne
rezultate za tvari za koje se sumnja da su prehapteni ili prohapteni treba tumaciti s
oprezom, testom IL-8 Luc to¢no je procijenjeno 11 prehaptena od njih 11, Sest od Sest
prohaptena te Sest od osam prehaptena i prohaptena u podatkovnom skupu testa IL-8 Luc
(2.). Na temelju nedavnog sveobuhvatnog pregleda triju ispitivanja koja ne ukljucuju
pokuse na zivotinjama (DPRA, KeratinoSens™ 1 h-CLAT) za otkrivanje prehaptena i
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prohaptena (9.) te na temelju ¢injenice da su stanice THP-GS8 koje se upotrebljavaju u testu
IL-8 Luc stani¢na linija izvedena iz stani¢ne linije THP-1 koja se upotrebljava u testu h-
CLAT, test IL-8 Luc moze pridonijeti i povecanju osjetljivosti ispitivanja koja ne ukljucuju
pokuse na zivotinjama za otkrivanje prehaptena i prohaptena u kombinaciji s drugim
ispitivanjima. PovrSinski aktivne tvari koje su dosad ispitane dale su (lazno) pozitivne
rezultate neovisno o njihovoj vrsti (npr. kationske, anionske ili neionske). Naposljetku,
kemikalije koje ometaju luciferazu mogu poremetiti njezinu aktivnost/mjerenje tako da
uzrokuju prividnu inhibiciju ili pove¢anu luminiscenciju (10.). Na primjer, postoje izvjesca
o tome da su koncentracije fitoestrogena vece od 1 [JM u drugim luciferaznim testovima
ometale signale luminiscencije zbog pretjerane aktivacije reporterskog gena za luciferazu.
Stoga je potrebno pazljivo ispitati ekspresiju luciferaze dobivenu pri visokim
koncentracijama fitoestrogena ili spojeva za koje se pretpostavlja da dovode do aktivacije
reporterskog gena za luciferazu slicne aktivaciji fitoestrogenom (11.). Na temelju
prethodno navedenog, povrSinski aktivne tvari, anhidridi i kemikalije koje ometaju
luciferazu izvan su podrucja primjene ovog testa. U sluajevima u kojima se moze dokazati
da se test IL-8 Luc ne moZe primijeniti za ispitivanje drugih specifi¢énih kategorija
kemikalija, taj test ne bi trebalo upotrebljavati za te specificne kategorije.

6. Kao $to je opisano, test IL-8 Luc pomaZze u razlikovanju tvari koje izazivaju preosjetljivost
koze od tvari koje ne izazivaju preosjetljivost. Potreban je dodatan rad, po moguénosti na
temelju podataka dobivenih na ljudima, da bi se moglo utvrditi mogu li rezultati dobiveni
testom IL-8 Luc pridonijeti procjeni jakosti ako se kombiniraju s drugim izvorima
informacija.

7. Definicije su navedene u Dodatku 3.1.

NACELO ISPITIVANJA

8. U testu IL-8 Luc upotrebljava se ljudska stani¢na linija monocitne leukemije THP-1, koja
se nabavlja iz banke stanica American Type Culture Collection (Manassas, VA, SAD).
Upotrebom te stani¢ne linije na Odjelu za dermatologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista
u Tohokuu (Dept. of Dermatology, Tohoku University School of Medicine) stvorena je
stani¢na linija THP-GS8, IL-8 reporterska stani¢na linija izvedena iz THP-1, koja nosi gene
za stabilnu narancastu luciferazu (Stable Luciferase Orange; SLO) 1 stabilnu crvenu
luciferazu (Stable Luciferase Red; SLR) koji su pod kontrolom promotora gena za IL-8
odnosno za gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenazu (GAPDH) (1.). To omogucuje
kvantitativno mjerenje indukcije gena za luciferazu odredivanjem luminiscencije iz
supstrata luciferaze za koje je poznato da stvaraju svjetlost, kao pokazatelja aktivnosti IL-8
1 GAPDH-a u stanicama nakon izlaganja kemikalijama koje izazivaju preosjetljivost.
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9. Ispitni sustav s dvije boje sastoji se od luciferaze koja emitira narancastu boju (SLO; Amax
= 580 nm) (12.) za gensku ekspresiju s promotora gena za IL-8 te luciferaze koja emitira
crvenu boju (SLR; Amax = 630 nm) (13.) za gensku ekspresiju s promotora gena za
GAPDH kao interne kontrole. Dvije luciferaze emitiraju razli¢ite boje nakon reakcije s d-
luciferinom krijesnice i njihova se luminiscencija mjeri istovremeno u reakciji u jednom
koraku tako da se emisija iz smjese za testiranje podijeli upotrebom optickog filtra (14.)
(Dodatak 3.2.).

10. Stanice THP-GS8 tretiraju se ispitivanom kemikalijom 16 sati, nakon cega se mjeri
aktivnost SLO luciferaze (SLO-LA), koja odrazava aktivnost promotora gena za IL-8, te
aktivnost SLR luciferaze (SLR-LA), koja odrazava aktivnost promotora gena za GAPDH.
Kako bi se kratice lakSe razumjele, SLO-LA 1 SLR-LA odreduju se kao IL§LA odnosno
GAPLA. U tablici 1. naveden je opis termina povezanih s aktivnoS¢u luciferaze u testu IL-
8 Luc. Izmjerene vrijednosti upotrebljavaju se za izrac¢un normalizirane ILSLA (nIL8LA),
odnosno omjera ILSLA i GAPLA, indukcije nILSLA (Ind-IL8LA), odnosno omjera
aritmeticke sredine Cetverostruko izmjerenih vrijednosti nILSLA stanica THP-GS tretiranih
ispitivanom kemikalijom i vrijednosti nILSLA netretiranih stanica THP-G8, te inhibicije
GAPLA (Inh-GAPLA), odnosno omjera aritmeticke sredine cetverostruko izmjerenih
vrijednosti GAPLA stanica THP-G8 tretiranih ispitivanom kemikalijom 1 vrijednosti
GAPLA netretiranih stanica THP-GS8 te se upotrebljavaju kao pokazatelj citotoksi¢nosti.

Tablica 1.: Opis termina povezanih s aktivno$¢u luciferaze u testu IL-8 Luc

Kratice Definicija

GAPLA aktivnost SLR luciferaze koja odrazava aktivnost promotora gena za
GAPDH

ILSLA aktivnost SLO luciferaze koja odrazava aktivnost promotora gena za IL-
8

nIL8LA ILSLA/GAPLA

Ind-ILSLA nIL8LA stanica THP-G8 tretiranih kemikalijama / nIL8LA netretiranih
stanica

Inh-GAPLA  GAPLA stanica THP-GS tretiranih kemikalijama / GAPLA netretiranih
stanica

CVO05 najniZa koncentracija kemikalije pri kojoj Inh-GAPLA postaje < 0,05

11. Dostupni su zahtjevi izvedbe (15.) radi olakSavanja validacije izmijenjenih in vitro testova
IL-8 s luciferazom sliénih testu IL-8 Luc te omoguéivanja pravovremene izmjene
Smjernice OECD-a za ispitivanje 442E radi njihova ukljuc¢ivanja. OECD-ovo uzajamno
prihva¢anje podataka jamc¢i se samo za ispitivanja koja su validirana u skladu sa
zahtjevima izvedbe ako je OECD pregledao ta ispitivanja i ukljucio ih u Smjernicu OECD-
a za ispitivanje 442E (16.).
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DOKAZIVANJE OSPOSOBLJENOSTI

12.

Prije rutinske primjene ispitivanja opisanog u ovom Dodatku ispitnoj metodi B.71.
laboratoriji bi trebali dokazati svoju tehnicku osposobljenost upotrebom deset tvari za
dokazivanje tehniCke osposobljenosti navedenih u Dodatku 3.3. u skladu s dobrom
praksom za in vitro metode (17.). Osim toga, korisnici ispitivanja trebaju odrzavati bazu
prijaSnjih podataka dobivenih provjerama reaktivnosti (vidjeti stavak 15.) te s pozitivnim
kontrolama i kontrolama s otapalom/nosacem (vidjeti stavke od 21. do 24.) i trebaju se
koristiti tim podacima kako bi potvrdili da je njihov laboratorij odrzao obnovljivost
ispitivanja tijekom vremena.

POSTUPAK

13.

Dostupni su standardni operativni postupci (SOP) za test IL-8 Luc te bi ih trebalo
primjenjivati pri provedbi ispitivanja (18.). Laboratoriji koji su spremni provoditi
ispitivanje mogu nabaviti rekombinantnu stani¢nu liniju THP-GS8 od laboratorija GPC Lab.
Co. Ltd., Tottori, Japan, nakon $to potpiSu sporazum o prijenosu materijala (MTA) u
skladu s uvjetima iz OECD-ova predloska. U sljede¢im stavcima opisuju se glavne
sastavnice 1 postupci testa.

Priprema stanica

14.

15.

Za provedbu testa IL-8 Luc treba upotrebljavati stani¢nu linijju THP-G8 iz laboratorija
GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japan (vidjeti stavke 8. 1 13.). Nakon primitka stanice se
razmnoZavaju (od dvije do Cetiri pasaze) te Cuvaju zamrznute kao homogena zaliha.
Stanice iz te zalihe mogu se razmnoZavati do najviSe 12 pasaza ili najdulje Sest tjedana. Za
razmnoZavanje se kao medij upotrebljava RPMI-1640, medij za uzgoj kulture koji
sadrzava 10 % fetalnog govedeg seruma (FBS), otopinu antibiotika/antimikotika
(100 jedinica/ml penicilina G, 100 pg/ml streptomicina 1 0,25 pg/ml amfotericina B u 0,85-
postotnoj fizioloSkoj otopini) (npr. GIBCO Cat#15240-062), 0,15 pg/ml puromicina (npr.
CAS: 58-58-2) 1300 pg/ml G418 (npr. CAS: 108321-42-2).

Prije upotrebe za ispitivanje treba provjeriti ispunjavaju li stanice zadane kriterije
provjerom reaktivnosti. Tu provjeru treba provesti od jedan do dva tjedna ili od dvije do
cetiri pasaZze nakon odmrzavanja, upotrebom pozitivne kontrole, 4-nitrobenzil bromida (4-
NBB) (CAS: 100-11-8, Cisto¢a > 99 %) 1 negativne kontrole, mlije¢ne kiseline (LA) (CAS:
50-21-5, c¢istoca > 85 %). 4-NBB trebao bi dati pozitivan odgovor na Ind-ILSLA (> 1,4),
dok bi LA trebao dati negativan odgovor na Ind-IL8LA (< 1,4). Za test se upotrebljavaju
samo stanice koje su proSle provjeru reaktivnosti. Provjeru treba provesti u skladu s
postupcima opisanima u stavcima od 22. do 24.
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Za ispitivanje se stanice THP-G8 nasaduju pri gustoéi od 2 do 5 x 10° stanica/ml te se
prethodno uzgajaju u tikvicama s kulturom od 48 do 96 sati. Na dan ispitivanja stanice
izdvojene iz tikvice s kulturom ispiru se medijem RPMI-1640 koji sadrzava 10 % FBS-a
bez antibiotika, a zatim se ponovno suspendiraju medijem RPMI-1640 koji sadrzava 10 %
FBS-a bez antibiotika pri gustoéi od 1 x 10° stanica/ml. Stanice se zatim distribuiraju na
crnu plo¢u s 96 jazica s ravnim dnom (npr. Costar Cat#3603) s 50 ul (5 x 10*
stanica/jazici).

Priprema ispitivane kemikalije i kontrolnih tvari

17.

18.

Ispitivana kemikalija i kontrolne tvari pripremaju se na dan ispitivanja. Za test IL-8 Luc
ispitivane kemikalije otapaju se u mediju X-VIVO™ 15, komercijalno dostupnom mediju
bez seruma (Lonza, 04-418Q), tako da se dobije kona¢na koncentracija od 20 mg/ml. X-
VIVO™ 15 dodaje se u 20 mg ispitivane kemikalije (neovisno o topljivosti kemikalije) u
epruvetu za mikrocentrifugu i dovodi do volumena od 1 ml, a zatim se snazno vrtlozno
protresa i trese u rotoru pri najvecoj brzini od 8 o/min 30 minuta na sobnoj temperaturi od
priblizno 20 °C. Nadalje, ako su kemikalije u krutom stanju i dalje netopljive, epruveta se
ultrazvuéno obraduje dok se kemikalija potpuno ne otopi ili stabilno dispergira. Ako su
ispitivane kemikalije topljive u mediju X-VIVO™ 15, otopina se razrjeduje medijem X-
VIVO™ 15 primjenom faktora razrjedivanja od pet te se upotrebljava kao glavna otopina
X-VIVO™ 15 ispitivane kemikalije (4 mg/ml). Ako ispitivana kemikalija nije topljiva u
mediju X-VIVO™ 15, smjesa se ponovno protresa najmanje 30 minuta, a zatim se
centrifugira pri 15 000 o/min (=20 000 g) u trajanju od pet minuta; supernatant koji
nastane upotrebljava se kao glavna otopina X-VIVO™ 15 ispitivane kemikalije. Upotrebu
drugih otapala, kao §to su DMSO, voda ili medij za uzgoj kulture, treba znanstveno
obrazloziti. Podroban postupak za otapanje kemikalija prikazan je u Dodatku 3.5. Otopine
medija X-VIVO™ 15 opisane u stavcima od 18. do 23. mijesaju se u omjeru 1 : 1 (v/v) sa
suspenzijama stanica pripremljenima na crnoj plo¢i s 96 jaZica s ravnim dnom (vidjeti
stavak 16.).

Prvi ciklus ispitivanja usmjeren je na utvrdivanje citotoksi¢ne koncentracije 1 ispitivanje
potencijala kemikalija da izazovu preosjetljivost koze. Upotrebom medija X-VIVO™ 15,
serijska razrjedivanja glavne otopine X-VIVO™ 15 ispitivanih kemikalija prave se s
faktorom razrjedivanja od dva (vidjeti Dodatak 3.5.) upotrebom ploce za test s 96 jazica
(npr. Costar CatFEW-01729-03). Zatim se 50 pl/jazici razrijedene otopine dodaje u 50 pl
suspenzije stanica na crnoj plo¢i s 96 jazica s ravnim dnom. Stoga su konaclne
koncentracije ispitivanih kemikalija koje su topljive u mediju X-VIVO ™ 15 u rasponu od
0,002 do 2 mg/ml (Dodatak 3.5.). U slucaju ispitivanih kemikalija koje nisu topljive u
mediju X-VIVO ™ 15 pri 20 mg/ml utvrduju se samo faktori razrjedivanja u rasponu od 2
do 2!, iako stvarne kona¢ne koncentracije ispitivanih kemikalija ostaju nesigurne i ovise o
zasi¢enoj koncentraciji ispitivane kemikalije u glavnoj otopini medija X-VIVO ™ 15,
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U kasnijim ciklusima ispitivanja (tj. drugom, tre¢em i Cetvrtom ponavljanju), glavna
otopina medija X-VIVO™ 15 pravi se pri koncentraciji koja je &etiri puta visa od
koncentracije vijabilnosti stanica 05 (CVO0S5; najniza koncentracija pri kojoj Inh-GAPLA
postaje < 0,05) u prvom pokusu. Ako Inh-GAPLA ne postane manji od 0,05 pri najvisoj
koncentraciji u prvom ciklusu, glavna otopina medija X-VIVO™ 15 pravi se upotrebom
najviSe koncentracije prvog ciklusa. Koncentracija CV05 racuna se tako da se
koncentracija glavne otopine u prvom ciklusu podijeli faktorom razrjedivanja za CV05 (X)
(faktor razrjedivanja CVO05 (X); faktor razrjedivanja potreban za razrjedivanje glavne
otopine na CV05) (vidjeti Dodatak 3.5.). Za ispitivane tvari koje nisu topljive u mediju X-
VIVO pri 20 mg/ml, CVO05 se utvrduje koncentracijom glavne otopine x 1/X. Za cikluse od
drugog do cetvrtog priprema se druga glavna otopina kao 4 x CV50 (Dodatak 3.5.).

Serijska razrjedivanja drugih glavnih otopina X-VIVO™ 15 prave se upotrebom faktora
razrjedivanja od 1,5 upotrebom ploce za test s 96 jazica. Zatim se 50 pl/jazici razrijedene
otopine dodaje u 50 pl suspenzije stanica u jazicama crne ploce s 96 jazica s ravnim dnom.
Svaku koncentraciju svake ispitivane kemikalije treba ispitati u Cetiri jaZice. Uzorci se
zatim mijeSaju u jedinici za mijeSanje za ploce i inkubiraju 16 sati na 37 °C is 5 % COa,
nakon Cega se mjeri aktivnost luciferaze kako je opisano u nastavku.

. Kontrolu s otapalom ¢ini smjesa 50 pl/jazici medija X-VIVO™ 15 i 50 pl/jaZici suspenzije

stanica u mediju RPMI-1640 koji sadrzava 10 % FBS-a.

Kao pozitivna kontrola preporucuje se 4-NBB. Priprema se 20 mg 4-NBB-a u epruveti za
mikrocentrifugu od 1,5 ml, u koju se dodaje medij X-VIVO™ 15 do volumena od 1 ml.
Epruveta se snazno vrtloZzno protresa i trese u rotoru pri najvecoj brzini od 8 o/min
najmanje 30 minuta. Nakon centrifugiranja pri 20 000 g tijekom pet minuta supernatant se
razrjeduje faktorom od 4 medijem X-VIVO™ 15 i 500 pl razrijedenog supernatanta
prenosi se u jazicu na ploCi za test s 96 jazica. Razrijedeni supernatant dodatno se
razrjeduje medijem X-VIVO™ 15 s faktorima razrjedivanja od 2 i 4 te se 50 ul otopine
dodaje u 50 pl suspenzije stanica THP-G8 u jazicama crne ploce s 96 jaZica s ravnim dnom
(Dodatak 3.6.). Svaku koncentraciju pozitivne kontrole treba ispitati u Cetiri jazice. Ploca
se trese u jedinici za mijeSanje za ploce 1 inkubira 16 sati u inkubatoru CO2 (37 °C, 5 %
COz), nakon Cega se mjeri aktivnost luciferaze kako je opisano u stavku 29.

Kao negativna kontrola preporucuje se mlijeCna kiselina. Priprema se 20 mg mlijecne
kiseline u epruveti za mikrocentrifugu od 1,5 ml, u koju se dodaje medij X-VIVO™ 15 do
volumena od 1 ml (20 mg/ml). Dvadeset mg/ml otopine mlijeCne kiseline razrjeduje se
medijem X-VIVO™ 15 primjenom faktora od 5 (4 mg/ml); 500 pl od tih 4 mg/ml otopine
mlijecne kiseline prenosi se u jazicu ploce za test s 96 jazica. Ta se otopina razrjeduje
medijem X-VIVO™ 15 primjenom faktora od 2 te se ponovno razrjeduje primjenom
faktora od 2 kako bi se dobile otopine od 2 mg/ml 1 1 mg/ml. 50 ul tih triju otopina 1
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kontrole s nosatem (X-VIVO™ 15) dodaje se u 50 ul suspenzije stanica THP-G8 u
jazicama crne ploce s 96 jazica s ravnim dnom. Svaka koncentracija negativne kontrole
ispituje se u Cetiri jazice. Ploca se trese u jedinici za mijeSanje za ploce i inkubira 16 sati u
inkubatoru s CO2 (37 °C, 5 % COz), nakon ¢ega se mjeri aktivnost luciferaze kako je
opisano u stavku 29.

Mogu se upotrijebiti druge prikladne pozitivne ili negativne kontrole pod uvjetom da su
dostupni prijasnji podaci na temelju kojih se mogu odrediti usporedivi kriteriji
prihvatljivosti ciklusa.

Treba paziti da ne dode do isparavanja hlapljivih ispitivanih kemikalija te unakrsne
kontaminacije jaZica ispitivanim kemikalijama, npr. zatvaranjem ploce prije inkubacije s
ispitivanim kemikalijama.

Za ispitivane kemikalije 1 kontrolu s otapalom potrebna su od dva do cetiri ciklusa kako bi
se doslo do pozitivnog ili negativnog predvidanja (vidjeti tablicu 2.). Svaki ciklus provodi
se na razli¢ite dane sa svjezom glavnom otopinom medija X-VIVO™ 15 ispitivanih
kemikalija 1 neovisno izdvojenim stanicama. Stanice mogu biti iz iste pasaze.

Mjerenja aktivnosti luciferaze

27.

28.

29.

Luminiscencija se mjeri luminometrom za mikrotitracijsku plo¢u s 96 jazica s optickim
filtrima, npr. Phelios (ATTO, Tokio, Japan), Tristan 941 (Berthold, Bad Wildbad,
Njemacka) i serijom ARVO (PerkinElmer, Waltham, MA, SAD). Luminometar se mora
kalibrirati za svako ispitivanje kako bi se osigurala obnovljivost (19.). Za tu su kalibraciju
dostupne rekombinantne luciferaze koje emitiraju narancastu i crvenu svjetlost.

U svaku jaZicu plo€e na kojoj se nalazi suspenzija stanica tretirana kemikalijama ili bez
kemikalija prenosi se 100 pl prethodno zagrijanog reagensa za test luciferaze Tripluc®
(Tripluc). Ploc¢a se protresa deset minuta na sobnoj temperaturi od priblizno 20 °C. Ploc¢a
se stavlja u luminometar kako bi se izmjerila aktivnost luciferaze. Bioluminiscencija se
mjeri tri sekunde bez optickog filtra (FO) 1 tri sekunde s optickim filtrom (F1). Treba
pruZziti obrazloZenje za upotrebu drugacijih postavki, npr. ovisno o modelu luminometra
koji se upotrebljava.

Parametri za svaku koncentraciju racunaju se iz izmjerenih vrijednosti, npr. IL8LA,
GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, srednja vrijednost = SD za IL8LA, srednja
vrijednost = SD za GAPLA, srednja vrijednost = SD za nIL8LA, srednja vrijednost £ SD
za Ind-IL8LA, srednja vrijednost + SD za Inh-GAPLA 1 interval pouzdanosti od 95 % za
Ind-IL8LA. Definicije parametara upotrijebljenth u ovom stavku navedene su u
dodacima I. odnosno IV.
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30. Prije mjerenja razlikovanje boja u reporterskim testovima s viSe boja obi¢no se postize
upotrebom detektora (luminometar i ¢ita¢ ploca) koji imaju opticke filtre, kao Sto su filtri s
osStrom grani¢nom crtom valne duljine (dugo ili kratko prolazni) ili pojasno propusni filtri.
Koeficijente prijenosa filtara za svaku signalnu boju bioluminiscencije treba kalibrirati
prije ispitivanja, u skladu s Dodatkom 3.2.

PODACI I IZVJESCIVANJE

Procjena podataka

31. Sljede¢i kriteriji moraju se ispuniti u svakom ciklusu da bi se donijela pozitivna/negativna
odluka:

- predvidanje na temelju testa IL-8 Luc smatra se pozitivnim ako je Ind-IL8LA ispitivane
kemikalije > 1,4 i donja granica intervala pouzdanosti od 95 % za Ind-ILSLA > 1,0,

- predvidanje na temelju testa IL-8 Luc smatra se negativnim ako je Ind-IL8LA ispitivane
kemikalije < 1,4 i/ili donja granica intervala pouzdanosti od 95 % za Ind-ILSLA < 1,0.

Model predvidanja

32. Ispitivane kemikalije koje daju dva pozitivna rezultata u 1., 2., 3. i 4. ciklusu identificiraju
se kao pozitivne, dok se one koje daju tri negativna rezultata u 1., 2., 3. i 4. ciklusu
identificiraju kao kemikalije za koje se pretpostavlja da su negativne (tablica 2.). Medu
kemikalijama za koje se pretpostavlja da su negativne, kemikalije koje se otapaju pri
20 mg/ml medija X-VOVO™ 15 procjenjuju se kao negativne, dok kemikalije koje se ne
otapaju pri 20 mg/ml medija X-VOVO™ 15 ne treba razmatrati (slika 1.).

Tablica 2.: Kriteriji za identifikaciju pozitivnih i pretpostavljenih negativnih rezultata

1. ciklus 2. ciklus 3. ciklus 4. ciklus Konac¢no
predvidanje

Pozitivno Pozitivno — — Pozitivno

Negativno Pozitivno - Pozitivno

Negativno Pozitivno Pozitivno

Negativno Pretpostavlja se da je
negativno
Negativno Pozitivno Pozitivno - Pozitivno

Negativno Pozitivno Pozitivno

Negativno Pretpostavlja se da je
negativno
Negativno Pozitivno Pozitivno Pozitivno

Negativno Pretpostavlja se da je
negativno

Negativno - Pretpostavlja se da je
negativno
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Slika 1.: Model predvidanja za konac¢nu odluku

Pozitivno
Kemikalije - — Topljivo pri 20 mg/ml Negativno
Pretpostavija
sedaje ,
negativno Netopljivo pri Ne treba
20 mg/ml razmatrati

Kriteriji prihvatljivosti

33. Sljedeci bi kriteriji prihvatljivosti trebali biti ispunjeni kada se primjenjuje test IL-8 Luc:

Ind-IL8LA treba biti ve¢i od 5,0 pri barem jednoj koncentraciji pozitivne kontrole, 4-
NBB-a, u svakom ciklusu,

Ind-IL8LA treba biti manji od 1,4 pri bilo kojoj koncentraciji negativne kontrole, mlijecne
kiseline, u svakom ciklusu,

treba odbaciti podatke s plo¢a za koje je GAPLA kontrolnih jaZzica sa stanicama i
Triplucom, ali bez kemikalija, za manje od pet puta veCa od GAPLA jaZica koje
sadrzavaju samo ispitni medij (50 pl/jazici medija RPMI-1640 koji sadrzava 10 % FBS-a i
50 ul/jazici medija X-VIVO™ 15),

treba odbaciti podatke s ploca za koje je Inh-GAPLA svih koncentracija ispitivanih ili
kontrolnih kemikalija manja od 0,05. U tom slucaju treba ponoviti prvo ispitivanje tako da
se kao najviSa kona¢na koncentracija ponovljenog ispitivanja upotrijebi najniza kona¢na
koncentracija prethodnog ispitivanja.

IzvjeSée o ispitivanju

34. Izvjesce o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedece informacije:

Ispitivane kemikalije

Tvar s jednim sastojkom:
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kemijske identifikacijske oznake, kao Sto su IUPAC ili CAS naziv(i), CAS broj(evi),
SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula i/ili druge identifikacijske oznake,

fizicki izgled, topljivost u vodi, molekularna masa te dodatna relevantna fizikalno-
kemijska svojstva, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

Cistoc¢a, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.,
obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

topljivost u mediju X-VIVO™ 15. U slu¢aju kemikalija koje nisu topljive u mediju X-
VIVO™ 15, je li nakon centrifugiranja uoceno taloZenje ili plutanje,

ispitana koncentracija (ispitane koncentracije),
uvjeti skladiStenja i stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,
obrazlozenje za odabir otapala/nosaca za svaku ispitivanu kemikaliju ako nije upotrijebljen

X-VIVO™ 15,

Tvar s viSe sastojaka, UVCB tvar i smjesa:

opisane koliko god je to moguce npr. kemijskim identitetom (vidjeti prethodno), ¢istoom,
koli¢inskom zastupljeno$¢u 1 relevantnim fizikalno-kemijskim svojstvima sastojaka
(vidjeti prethodno), u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

fizicki izgled, topljivost u vodi te dodatna relevantna fizikalno-kemijska svojstva, u mjeri
u kojoj su podaci dostupni,

molekularna masa ili prividna molekularna masa u slu¢aju smjesa/polimera poznatog
sastava ili druge informacije koje su relevantne za provodenje studije,

obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

topljivost u mediju X-VIVO™ 15. U slu¢aju kemikalija koje nisu topljive u mediju X-
VIVO™ 15, je li nakon centrifugiranja uogeno taloZenje ili plutanje,

ispitana koncentracija (ispitane koncentracije),
uvjeti skladiStenja 1 stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

obrazloZenje za odabir otapala/nosaca za svaku ispitivanu kemikaliju ako nije upotrijebljen
X-VIVO™ 15.

Kontrole

Pozitivna kontrola:

kemijske identifikacijske oznake, kao §to su IUPAC ili CAS naziv(i), CAS broj(evi),
SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula i/ili druge identifikacijske oznake,
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fizicki izgled, topljivost u vodi, molekularna masa te dodatna relevantna fizikalno-
kemijska svojstva, u mjeri u kojoj su podaci dostupni i ako je primjenjivo,

Cistoca, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.,

obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

ispitana koncentracija (ispitane koncentracije),

uvjeti skladistenja i1 stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

upucivanje na rezultate koji se odnose na prijasnje pozitivne kontrole 1 pokazuju

primjerenost kriterija prihvatljivosti, ako je primjenjivo.

Negativna kontrola:

kemijske identifikacijske oznake, kao Sto su [UPAC ili CAS naziv(i), CAS broj(evi) i/ili
druge identifikacijske oznake,

Cistoca, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.,

fizicki izgled, molekularna masa te dodatna relevantna fizikalno-kemijska svojstva u
slucaju da su upotrijebljene negativne kontrole koje nisu navedene u smjernici za
ispitivanje, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

uvjeti skladiStenja i stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

obrazloZenje za odabir otapala za svaku ispitivanu kemikaliju.

Ispitni uvjeti:

naziv 1 adresa narucitelja, ustanove koja provodi ispitivanje 1 voditelja istraZivanja,
opis upotrijebljenog ispitivanja,

upotrijebljena stani¢na linija, uvjeti njezina skladiStenja 1 izvor (npr. objekt iz kojeg je
dobivena),

broj serije 1 podrijetlo FBC-a, naziv dobavljaca, broj serije crne ploCe s 96 jaZica s ravnim
dnom te broj serije reagensa Tripluc,

broj pasaza i gustoca stanica upotrijebljenih za ispitivanje,

metoda brojenja stanica koja je upotrijebljena za nasadivanje prije ispitivanja i mjere koje
su poduzete kako bi se osigurala ujednacena distribucija broja stanica,
upotrijebljeni luminometar (npr. model), ukljucujuéi postavke instrumenta, upotrijebljeni

supstrat luciferaze te dokaz o primjerenom mjerenju luminiscencije na temelju kontrolnog
ispitivanja opisanog u Dodatku 3.2,
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postupak koji je primijenjen za dokazivanje osposobljenosti laboratorija za izvodenje
ispitivanja (npr. ispitivanjem tvari koje sluze za dokazivanje osposobljenosti) ili za
dokazivanje obnovljive primjene ispitivanja tijekom vremena.

Ispitni postupak:

broj provedenih ponavljanja i ciklusa,

koncentracije ispitivane kemikalije, postupci primjene i vrijeme izloZenosti (ako je
druk¢ije od preporucenog),

opis primijenjenih kriterija ocjenjivanja i odlucivanja,
opis primijenjenih kriterija prihvatljivosti istrazivanja,

opis mogucih izmjena ispitnog postupka.

Rezultati:

mjerenje ILSLA i GAPLA,

izraCuni za nIL8LA, Ind-IL8LA i Inh-GAPLA,

interval pouzdanosti od 95 % za Ind-IL8LA,

graficki prikaz krivulja doza — odgovor za indukciju aktivnosti luciferaze i vijabilnost,

opis svih drugih relevantnih opaZanja, ako je primjenjivo.

Rasprava o rezultatima:

rasprava o rezultatima dobivenima testom IL-8 Luc,

rasprava o rezultatima testa u kontekstu IATA-e ako su dostupni drugi relevantni podaci.

Zakljucak
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Dodatak 3.1.

DEFINICIJE

Toénost: stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitivanja i prihvacenih referentnih
vrijednosti. Ona je mjerilo ucinkovitosti ispitivanja i jedan od aspekata relevantnosti. Pojam
je Cesto medusobno zamjenjiv s pojmom ,,podudarnost” u smislu udjela to¢nih ishoda
ispitivanja (16.).

AOP (engl. Adverse Outcome Pathway — put nastanka Stetnog ishoda): slijed dogadaja
od kemijske strukture ciljne kemikalije ili skupine sli¢nih kemikalija preko pocetnog
molekularnog dogadaja do in vivo Stetnog ishoda (20.).

Kemikalija: tvar ili smjesa.

CV05: vijabilnost stanica 05, tj. najmanja koncentracija pri kojoj kemikalije pokazu Inh-
GAPLA manji od 0,05.

FInSLO-LA: kratica koja se upotrebljava u validacijskom izvjeS¢u 1 prethodnim
publikacijama o testu IL-8 Luc za oznaivanje Ind-ILS8LA. Vidjeti ,,Ind-ILSLA” za
definiciju.

GAPLA: aktivnost stabilne crvene luciferaze (SLR) (Amax = 630 nm), koju regulira
promotor gena za GAPDH 1 koja pokazuje vijabilnost stanica i broj Zivih stanica.

Opasnost: intrinzi¢no svojstvo nekog agensa ili stanje koje ima potencijal uzrokovanja
Stetnih ucinaka kada su organizam, sustav ili (sub)populacija izloZeni tom agensu.

IATA (engl. Integrated Approach to Testing and Assessment — integrirani pristup
ispitivanju i procjeni): strukturiran pristup koji se primjenjuje za identifikaciju opasnosti
(potencijal), karakterizaciju opasnosti (jakost) 1/ili procjenu sigurnosti (potencijal/jakost 1
izloZenost) kemikalije ili skupine kemikalija, kojim se na strateski nain objedinjuju 1
ponderiraju svi relevantni podaci koji ¢e sluZiti kao podloga za donoSenje regulatornih
odluka u vezi s potencijalnom opasnoscu 1/ili rizikom 1/ili potrebom za daljnjim ciljnim, a
time 1 minimalnim ispitivanjem.

II-SLR-LA: kratica koja se upotrebljava u validacijskom izvjeS¢u 1 prethodnim
publikacijama o testu IL-8 Luc za oznacivanje Inh-GAPLA. Vidjeti ,,Inh-GAPLA” za
definiciju.

IL-8 (Interleukin-8): citokin izveden iz endotelnih stanica, fibroblasta, keratinocita,
makrofaga i monocita koji uzrokuje kemotaksiju neutrofila i limfocita T-stanica.

IL8LA: aktivnost stabilne narancaste luciferaze (SLO) (Amax = 580 nm), koju regulira
promotor gena za IL-8.
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Ind-IL8LA: multiplikacijski faktor indukcije ILSLA. Dobiva se tako da se nILS8LA stanica
THP-GS tretiranih kemikalijama podijeli s nIL8LA stanica THP-GS8 koje nisu stimulirane te
predstavlja aktivnost promotora gena za IL-8 koju induciraju kemikalije.

Inh-GAPLA: inhibicija GAPLA. Dobiva se tako da se GAPLA stanica THP-G8 tretiranih
kemikalijama podijeli s GAPLA stanica THP-G8 koje nisu tretirane te predstavlja
citotoksi¢nost kemikalija.

Prag najmanje indukcije (MIT): najniza koncentracija pri kojoj kemikalija ispunjava
pozitivne kriterije.

Smjesa: smjesa ili otopina koja se sastoji od dviju ili viSe tvari.

Tvar s jednim sastojkom: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je jedan glavni
sastojak prisutan u koncentraciji od najmanje 80 % (w/w).

Tvar s viSe sastojaka: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je vise od jednog
glavnog sastojka prisutno u koncentraciji od 10 % ili vecoj (w/w) te manjoj od 80 % (w/w).
Tvar s viSe sastojaka rezultat je procesa proizvodnje. Smjesa i tvar s vise sastojaka razlikuju
se po tome S§to se smjesa dobiva mijeSanjem dviju ili viSe tvari bez kemijske reakcije. Tvar s
viSe sastojaka rezultat je kemijske reakcije.

nIL8LA: aktivnost luciferaze SLO koja odrazava aktivnost promotora gena za IL-8
(ILSLA) normalizirana aktivno$¢u luciferaze SLR koja odrazava aktivnost promotora gena
za GAPDH (GALPA). To je aktivnost promotora gena za IL-8 nakon §to se uzme u obzir
vijabilnost stanica ili broj stanica.

nSLO-LA: kratica koja se upotrebljava u validacijskom izvjeS¢u 1 prethodnim
publikacijama o testu IL-8 Luc za oznacivanje nILSLA. Vidjeti ,,nILSLA” za definiciju.

Pozitivna kontrola: ponovljeni uzorak koji sadrzava sve komponente ispitnog sustava i
tretiran je s tvari za koju je poznato da izaziva pozitivan odgovor. Kako bi se osigurala
mogucénost procjene varijabilnosti odgovora pozitivne kontrole tijekom vremena, pozitivan
odgovor ne bi smio biti presnaZan.

Prehapteni: kemikalije koje abiotiCkom pretvorbom postaju tvari koje izazivaju
preosjetljivost.

Prohapteni: kemikalije kojima je potrebna enzimska aktivacija da bi mogle pokazati
potencijal izazivanja preosjetljivosti koZe.

Relevantnost: opis odnosa izmedu ispitivanja i istraZzivanog ucinka te je li ispitivanje
prikladno i korisno za odredenu svrhu. Pokazuje u kojoj se mjeri ispitivanjem to¢no mjeri ili

predvida istrazivani bioloski ucinak. Relevantnost uklju¢uje i razmatranje o to¢nosti
(podudarnosti) ispitivanja (16.).

Pouzdanost: pokazuje u kojoj se myjeri ispitivanje moZe obnovljivo primijeniti unutar
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jednog laboratorija i izmedu viSe laboratorija tijekom vremena uz primjenu istog protokola.
Ocjenjuje se izraunavanjem obnovljivosti unutar jednog laboratorija i izmedu vise njih te
ponovljivosti unutar jednog laboratorija (16.).

Ciklus: ciklus se sastoji od jedne ispitivane kemikalije ili viSe njih koje se ispituju
istodobno s kontrolom s otapalom/nosacem i pozitivnom kontrolom.

Osjetljivost: udio svih pozitivnih/aktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane
primjenom ispitivanja. To je mjera toCnosti ispitivanja koje daje kategorijske rezultate i
vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitivanja (16.).

SLO-LA: kratica koja se upotrebljava u validacijskom izvjeS¢u i prethodnim publikacijama
o testu IL-8 Luc za oznacivanje ILSLA. Vidjeti ,,ILSLA” za definiciju.

SLR-LA: kratica koja se upotrebljava u validacijskom izvjes$c¢u i prethodnim publikacijama
o testu IL-8 Luc za oznacivanje GAPLA. Vidjeti ,,GAPLA” za definiciju.

Kontrola s otapalom/nosacem: netretirani uzorak koji ne sadrzava ispitivanu kemikaliju,
ali sadrzava sve ostale komponente ispitnog sustava te otapalo/nosac¢ koji se upotrebljava u
ispitivanju. Upotrebljava se za utvrdivanje polaznog odgovora za uzorke koji se tretiraju
ispitivanom kemikalijom otopljenom ili stabilno dispergiranom u istom otapalu/nosacu.
Kada se ispituje s istodobnom kontrolom s medijem, taj uzorak isto tako pokazuje je li
otapalo/nosac u interakciji s ispitnim sustavom.

Specifi¢nost: udio svih negativnih/neaktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane
primjenom ispitivanja. To je mjera tocnosti ispitivanja koje daje kategorijske rezultate 1
vaZzan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitivanja (16.).

Tvar: kemijski elementi 1 njihovi spojevi u prirodnom stanju ili dobiveni proizvodnim
postupkom, ukljucujuéi i dodatke (aditive) koji su nuzni za odrzavanje stabilnosti proizvoda
te necistoce koje proizlaze iz primijenjenog postupka, ali iskljuujuci otapala koja se mogu
1zdvojiti bez utjecaja na stabilnost tvari ili promjene njezina sastava.

Povrsinski aktivna tvar: tvar, kao npr. deterdzent, koju se naziva i povrsinski aktivnim
agensom, kojom se moZe smanjiti povrSinska napetost tekucine i time omoguciti pjenjenje i
prodiranje u krute tvari; poznata je i kao sredstvo za vlazenje (TG437).

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom metodom.

THP-GS8: reporterska stani¢na linija IL-8 koja se upotrebljava u testu IL-8 Luc. Ljudska
stani¢na linija THP-1 sli¢na makrofagima transficirana je genima za luciferaze SLO i SLR
pod kontrolom promotora gena za IL-8 i GAPDH.

Globalno uskladeni sustav Ujedinjenih naroda za razvrstavanje i oznacivanje

kemikalija (UN GHS): sustav za razvrstavanje kemikalija (tvari 1 smjesa) prema
standardiziranim vrstama i stupnjevima fizickih opasnosti i opasnosti za zdravlje i1 okolis,
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kojim su obuhvacena odgovaraju¢a komunikacijska sredstva kao Sto su piktogrami, oznake
opasnosti, oznake upozorenja, oznake obavijesti i sigurnosno-tehnicki listovi, kojima se
prenose informacije o njihovim Stetnim ucincima u cilju zastite ljudi (ukljucujucéi
poslodavce, radnike, prijevoznike, potroSace i interventno osoblje) i okolisa (21.).

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, slozeni reakcijski proizvodi i bioloski
materijali.

Valjana ispitna metoda: ispitivanje za koje se smatra da je dovoljno relevantno i pouzdano

za odredenu svrhu te koje se temelji na znanstveno utemeljenim nacelima. Ispitivanje nikada
nije valjano u apsolutnom smislu nego samo u odnosu na odredenu svrhu.
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Dodatak 3.2.

NACELO MJERENJA AKTIVNOSTI LUCIFERAZE 1 UTVRDPIVANJE
KOEFICIJENATA PRIJENOSA OPTICKOG FILTRA ZA SLO I SLR

Moze se upotrijebiti viSereporterski ispitni sustav — Tripluc — s luminometrom za
mikrotitracijske ploce koji ima viSebojni detekcijski sustav na koji se moze montirati
opticki filtar (npr. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar LB941
(Berthold)). Kao opticki filtar za mjerenje moze se upotrijebiti dugo ili kratko prolazni
filtar od 600 do 620 nm ili pojasno propusni filtar od 600 do 700 nm.

Mjerenje dvobojnih luciferaza optickim filtrom

U ovom se primjeru upotrebljava Phelios AB-2350 (ATTO). Taj je luminometar
opremljen dugo prolaznim filtrom od 600 nm (R60 HOYA Co.), 600 nm LP, filtar 1 za
razdvajanje luminiscencije SLO (Amax = 580 nm) i SLR (Amax = 630 nm).

Kako bi se utvrdili koeficijenti prijenosa kroz dugo prolazni filtar od 600 nm, prvo se
upotrebom procis€enih enzima luciferaze SLO i SLR mjeri: 1i. intenzitet
bioluminiscencije SLO 1 SLR bez filtra (F0), ii. intenzitet bioluminiscencije SLO 1 SLR
koja je prosla kroz dugo prolazni filtar od 600 nm (filtar 1) te se iii. racunaju
koeficijenti prijenosa kroz dugo prolazni filtar od 600 nm za SLO 1 SLR navedeni u

nastavku.
Koeficijenti prijenosa Kratica Definicija
SLO Koeficijenti prijenosa KORe0 Koeficijent prijenosa filtra za
kroz filtar 1 SLO
SLR Koeficijenti prijenosa KRRreo Koeficijent prijenosa filtra za
kroz filtar 1 SLR

Ako se intenzitet SLO 1 SLR u ispitnom uzorku definiraju kao O 1 R: i. intenzitet
svjetlosti bez filtra (potpuno opticki) FO 1 ii. intenzitet svjetlosti koja se emitira kroz
dugo prolazni filtar od 600 nm (filtar 1) F1 opisuju se kako je prikazano u nastavku.

FO=0+R
F1 =xOr60 X O + kRr6o x R

Te se formule mogu preoblikovati na sljedeéi nacin:

<FO> ( 1 1 )(0>
F1 KOpso  KRpgo/ \R

521



D060575/02

Zatim se upotrebom izracunanih faktora propusnosti (kOreso 1 KRreo) te izmjerenih
vrijednosti FO 1 F1 mogu izracunati vrijednosti O i R na sljede¢i nacin:

<O> < 1 1 >_1<F0)
R KOpeo  KRpeo F1

Materijali i metode za utvrdivanje faktora propusnosti
1. Reagensi
Jedinstveni proc¢is¢eni enzimi luciferaze:
liofilizirani pro¢is¢eni enzim SLO;
liofilizirani pro¢is¢eni enzim SLR;

(koji su za validacijsku studiju dobiveni od laboratorija GPC Lab. Co. Ltd., Tottori,
Japan sa stani¢nom linijom THP-GS).

Reagens za test:

reagens za test luciferaze Tripluc® (na primjer od TOYOBO Cat#MRA-301).

Medij: za test luciferaze (30 ml, pohranjeno na temperaturi od 2 do 8 °C)

Konacna
Potrebna
Reagens Konc. | konc. u
- koli¢ina
mediju
RPMI-1640 | — — 27 ml
FBS - 10 % 3 ml

2. Priprema otopine enzima

Otopiti liofilizirani pro¢is¢eni enzim luciferaze u epruveti dodavanjem 200 pl pufera
Tris/HCl od 10 ~ 100 mM ili Hepes/HCI (pH 7,5 ~ 8,0) obogacenog s 10 % (w/v)
glicerola, podijeliti otopinu enzima u alikvote od 10 pl u epruvetama za jednokratnu
upotrebu od 1,5 ml 1 pohraniti ih u zamrziva¢ na temperaturi od — 80 °C. Zamrznuta
otopina enzima moze se upotrebljavati do najvise Sest mjeseci. Pri upotrebi dodati 1 ml
medija za test luciferaze (RPMI-1640 s 10 % FBS-a) u sve epruvete u kojima se nalaze
otopine enzima (razrijedena otopina enzima) i drzati ih na ledu kako bi se sprijecila
deaktivacija.

3. Mjerenje bioluminiscencije

Odmrznuti reagens za test luciferaze Tripluc® (Tripluc) i drzati ga na sobnoj
temperaturi u vodenoj kupelji ili na sobnoj temperaturi. Ukljuciti luminometar 30
minuta prije poc¢etka mjerenja kako bi se omogucila stabilizacija fotomultiplikatora.
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Prenijeti 100 pl razrijedene otopine enzima na crnu plocu s 96 jazica (s ravnim dnom)
(referentni uzorak SLO u #B1, #B2, #B3, a referentni uzorak SLR u #D1, #D2, #D3).
Zatim pipetom prenijeti 100 pl unaprijed zagrijanog Tripluca u svaku jazicu ploce koja
sadrzava razrijedenu otopinu enzima. PloCu protresati deset minuta na sobnoj
temperaturi (priblizno 25 °C) u jedinici za mijeSanje. Ako se u otopini u jaZicama
pojave mjehuriéi, treba ih ukloniti. Plocu staviti u luminometar kako bi se izmjerila
aktivnost luciferaze. Bioluminiscencija se mjeri tri sekunde bez optickog filtra (F0) i tri
sekunde s optickim filtrom (F1).

Koeficijent prijenosa optickog filtra izraCunan je na sljedeci nacin:

Koeficijent prijenosa (SLO (kOre0)) = (#B1 od F1 + #B2 od F1 + #B3 od F1) / (#B1 od
FO + #B2 od FO + #B3 od F0)

Koeficijent prijenosa (SLR (kRre0)) = (#D1 od F1 + #D2 od F1 + #D3 od F1) / (#D1 od
FO + #D2 od FO + #D3 od FO0)

IzraCunani faktori propusnosti upotrebljavaju se za sva mjerenja koja se obavljaju istim
luminometrom.

Kontrola kvalitete opreme

Treba upotrebljavati postupke opisane u protokolu za IL-8 Luc (18.).
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TVARI ZA DOKAZIVANJE TEHNICKE OSPOSOBLJENOSTI
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Prije rutinske primjene ispitivanja opisanog u ovom Dodatku ispitnoj metodi B.71.
laboratoriji bi trebali dokazati svoju tehnicku osposobljenost tako Sto ¢e za deset tvari
preporucenih u tablici 1. dobiti ocekivano predvidanje na temelju testa IL-8 Luc te za
najmanje osam od deset tvari za dokazivanje tehniCke osposobljenosti (izabrane tako da
predstavljaju niz odgovora povezanih s opasnostima od izazivanja preosjetljivosti koze)
dobiti vrijednosti koje su unutar odgovaraju¢eg referentnog raspona. Ostali kriteriji za
odabir ukljucivali su to da je tvar komercijalno dostupna te da su dostupni visokokvalitetni
in vivo referentni podaci i visokokvalitetni in vitro podaci dobiveni testom IL-8 Luc. Isto
tako, za test IL-8 Luc dostupni su objavljeni referentni podaci (6.1 1.).

Tablica 1.: Preporucene tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti za izvodenje testa IL-8 Luc

Topljivost Predvidanje
u testom IL-8  Referentni raspon
Tvar:iv za dokazivanje . ¢ Agregatno mediju danje Luc? (ug/ml)’
tehnicke . X- L
osposobljenosti br. stanje VIVO15 mvive MIT u
pri CV05*  testu II;-
20 mg/ml 8 Luc
Tvar koja
97-00 izaziva
2,4-dinitroklorbenzen -7 " Krutatvar Netopljivo preosjetljivost  Pozitivno 2,3-3,9 0,523
(ekstremno
jaka)
Tvar koja
. 50-00- . .. izaziva .
Formaldehid Tekuc¢ina Topljivo S Pozitivno 4-9
0 preosjetljivost
(jaka)
Tvar koja
2-merkaptobenzotiazol 149- Kruta tvar  Netopljivo \zaziva Pozitivno 250-290  60-250
30-4 preosjetljivost
(umjerena)
Tvar koja
Etilendiamin 107- Tekuc¢ina Topljivo 1zaziva Pozitivno 500-700  0,1-0,4
15-3 preosjetljivost
(umjerena)
Tvar koja
]c?;[rlrlleer‘[l;glilrli(l(;lt- 97_590_ Teku¢ina  Netopljivo pre(l)?eztlljii/os ¢ Pozitivno >2000  0,04-0,1
(slaba)
Tvar koja
4-alilanisol (estragol) é‘;% Tekuéina  Netopljivo prec;z?:tll}/i/os . Pozitivno > 2000 06?(;;
(slaba)
3810- Tvar koja ne
Streptomicin sulfat 74-0 Kruta tvar ~ Topljivo izaziva Negativno >2000 > 2000
preosjetljivost
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Tvar koja ne

Glicerol 56_58 I- Tekuéina Topljivo izaziva Negativno >2000 >2000
preosjetljivost
67-63- Tvar koja ne

Izopropanol 0 Tekuéina Topljivo izaziva Negativno > 2000 > 2000
preosjetljivost

Kratice: CAS br. = registarski broj Sluzbe za podatke o kemijskim tvarima

! Jakost in vivo utvrdena je prema kriterijima koje je predlozio ECETOC (19.).

2 Na temelju vrijednosti uo&enih u prijasnjim ispitivanjima (1.1 6.).

3 CV05 i MIT u testu IL-8 Luc izradunani su upotrebom topljivosti u vodi koja je dobivena programom EPI SuiteTM.
4 CV05: najmanja koncentracija pri kojoj kemikalije pokazu Inh-GAPLA manji od 0,05.

5 MIT: najniza koncentracija pri kojoj kemikalija ispunjava pozitivne kriterije.
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Dodatak 3.4.

INDEKSI I KRITERLJI PROSUDBE
nILSLA (nSLO-LA)

J-to ponavljanje (j = 1 —4) i-te koncentracije (i = 0 — 11) mjeri se za IL8LA (SLO-LA) i
GAPLA (SLR-LA). Normalizirana IL8LA, koja se naziva nILSLA (nSLO-LA), definira se
kao:

nIL8LA;; = IL8LA;;/GAPLA;
To je osnovna mjerna jedinica u ovom testu.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

Multiplikacijski faktor povecanja uprosjecene nILS8LA (nSLO-LA) za ponavljanje i-te
koncentracije u usporedbi s vrijednoséu pri koncentraciji od 0, Ind-IL8LA, primarna je
mjera ovog testa. Taj se omjer biljezi sljede¢om formulom:

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

Glavni laboratorij predlozio je da vrijednost od 1,4 odgovara pozitivnom rezultatu za
ispitanu kemikaliju. Ta se vrijednost temelji na istraZzivanju prijasnjih podataka glavnog
laboratorija. Tim za upravljanje podacima zatim je upotrebljavao tu vrijednost u svim
fazama validacijske studije. Primarni ishod, Ind-IL8LA, omjer je dvije aritmeticke sredine,
kako je prikazano u jednadzbi.

Interval pouzdanosti od 95 % (95 % CI)

Interval pouzdanosti od 95 % (95 % CI) koji se temelji na omjeru moZe se procijeniti
kako bi se pokazala preciznost te mjere primarnog ishoda. Donja granica intervala
pouzdanosti od 95 % > 1 ukazuje na to da je nIL8LA s i-tom koncentracijom znacajno veca
od vrijednosti u kontroli s otapalom. Interval pouzdanosti od 95 % moze se izvesti na
nekoliko nacina. U ovoj je studiji upotrijebljena metoda poznata kao Fiellerov teorem. Taj
se teorem intervala pouzdanosti od 95 % dobiva prema sljede¢oj formuli:

—B —+VB? —4AC —B + VvB? —4AC

2A 2A
pri emu je
sd3 sd?.
A= ig_t(z).975(v)x_0» B=-2XxXXy, C:yiz—téws(v)X—yl,tenO = 4,
Ng rlyi
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Xo = (1/ng) x ¥;nIL8LAy;, sdd ={1/(ny — 1)} x ¥;(nIL8LA,; — xo)z,

— —\2
ny; =4, §; = (1/ny;) % X;(nIL8LA;;), sdy; = {1/(ny; — 1)} x ¥;(nIL8LA; —¥;) .
t)975(v) j€ percentil od 97,5 centralne t-distribucije s vrijednoS¢u yy stupnja slobode, pri cemu

je

) 1004 (2

ng l'lyi no ny

)/(nys = 1)}

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Inh-GAPLA je omjer uprosjecene GAPLA (SLR-LA) za ponavljanje i-te koncentracije u
usporedbi s vrijednos¢u za kontrolu s otapalom, a biljezi se kao:

Inh — GAPLA; = {(1/4) x £;GAPLA;;}/{(1/4) x ¥; GAPLA,;}.
Budu¢i da je GAPLA nazivnik vrijednosti nIL8LA, iznimno male vrijednosti uzrokuju

velike varijacije vrijednosti nIL8LA. Stoga se vrijednosti Ind-ILSLA s iznimno malom
vrijednosti Inh-GAPLA (manja od 0,05) mogu smatrati slabom preciznoscu.
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Dodatak 3.5.

PLAN METODA ZA OTAPANJE KEMIKALIJA ZA TEST IL-8 LUC

a) Za kemikalije koje se otapaju u mediju X- pri 20 mg/m
Za kemikalije koj j diju X-VIVO™ 15 pri 20 mg/ml
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Ako je kemikalija topljiva u X-VIVOTM 15 —
(1. ciklus) Faktor razrjedivanja od 5
20 mg/ml Glavna otopina
Faktor razriedivanja od 2 (4 mg/ml)

L mg/ml 4mg/ml
0 = R RE R R Zmg/ml
1 Dodati u suspenziju stanica na plocis 96 jazica (50 pl : 50 )
| | | | | | | | | | | | |
l 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 ]
05 mg/ml 2mg/ml

0 SRR AR AR LTmg/ml
Utvrditi najvisu koncentraciju sljedecih pokusa

1.:

- CV05; najniZa koncentracija pri kojoj Inh-GAPLA postaje

i T\'*"\\k < 0,05 {koncentracija glavne otopine x 1/faktor

razrjedivanja {X))

=T

|

x .

a, .
Z

E L

Img/ml 4 mg/ml

e 05mg'ml 2mg/ml
2, 3.ili 4. ciklus I U
razrijediti
XVIVO™ 15 kontrola o 1x 4 x CV05 (4 x kqncentracua glavne
Faktor razrjedivanja od 1,5 otopine x 1/X)
| | | | | | | | |

|1 I| ! |
NN |y [Ny N [ (U [y U [y [N U U [y _—
Dodavanje stanicam i s 96 jazica (50 pl: 50 pl)
2 x CV05

|-

o
S
)

=
o]
=]
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(b) Za kemikalije koje nisu topljive u mediju X-VIVOTM 15 pri 20 mg/ml

Ako kemikalija nije topljiva u X-VIVOTM 15 T
otirati |
(1. ciklus) 20 mg/m centrifugirati Supernatant
A dilution factor of 2 (glavna otopina)

£
“

- JIre—JJr-Jr-J—JreJ—J=—JrJ1
e e ) ) ] e e e ] ]

x1/1024 x1/256 x1/64 x1/16 x1/4 x1
0 x1/512 x1/128 x1/32 x1/8 x1/2
lDodati u suspenziju stanica na ploci sa 96 jazica {50 pl : 50 pl)
I | | | | | | | | | | | I
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
x1/2048 x1/512 x1/128 x1/32 x1/8 x1/2 . - .
0 x1/1024 x1/256 x1/64 x1/16 x1/4 Konacno razrjedivanje
<, - - I ——
T _ CV05; najniza koncentracija pri kojoj Inh-GAPLA
é ];i postaje < 0,05 {koncentracija glavne otopine x
E 1/faktor razrjedivanja (X))
I ” t;;\,uvavxvnvn_h_f_;
Konacna koncentracija u 2., 3.1 4. pokusu
%1/2048 PO p— x1/8 x1/2
0 x1/1024 1/x x1/18 x1/4
2., 3.ili4. ciklus S—
razrijediti
e 1 x 4 x CVO5 (4 x koncentracija glavne |
LTI IO R Y L Faktor razrjedivanja od 1,5 otopine x 1/X)
I | | | | I | | I I I | ! |
e e ] e e e ] H | —

lDodavame stanicama na ploci sa 96 jazica {50 pl : 50 pl)

2 x CVO5
LI/
|
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Dodatak 3.6.

PLAN METODE ZA OTAPANJE 4-NBB-A ZA POZITIVNU KONTROLU U TESTU IL-8
LUC

Pozitivna kontrola: 4-NBB (netopljivo u X-VIVO™ 15)

Faktor razrjedivanjaod 4

e | —

Rotiratii
centrifugirati - Supernatant x1/4
20 mg/ml P
x1
Razrjedivanje prifaktoru od 2
%
I | | | | | | I
1/16 1/4
X X
X-vivo™ 15 x1/8
kontrola

Dodavanje stanicama na ploci s
96 jazica (50 ul : 50 pl)

X-vivo™ 15 x1/32  x1/16 x1/8
kontrola

.,
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(9) u dijelu C dodaju se sljedeca poglavlja:

»,C.52. ISPITIVANJE REPRODUKTIVNE TOKSICNOSTI NA PRODULJENOJ
GENERACIJI MEDAKE (MEOGRT)

UvOD

1.

Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 240 (2015.). U ispitivanju
reproduktivne toksi¢nosti na produljenoj generaciji medake (MEOGRT, engl. Medaka
Extended One Generation Reproduction Test) opisuje se sveobuhvatna ispitna metoda koja
se temelji na ribama koje su izlagane tijekom viSe generacija kako bi se dobili podaci o
ekoloskoj opasnosti 1 procjeni rizika kemikalija, uklju¢uju¢i navodno endokrino
disruptivne kemikalije (EDC). Izlaganje u ispitivanju MEOGRT nastavlja se do valjenja
(do dva tjedna nakon oplodnje) u drugoj (F2) generaciji. Potrebna su dodatna istrazivanja
kako bi se obrazlozila korisnost produljenja generacije F2 poslije tocke valjenja;
trenuta¢no ne postoji dovoljno informacija koje pruzaju relevantne uvjete ili kriterije koji
zahtijevaju produljenje generacije F2. Medutim, ova se ispitna metoda moze azurirati
nakon $to se razmotre nove informacije i podaci. Na primjer, smjernice o produljenju
generacije F2 reprodukcijom potencijalno bi mogle biti korisne u odredenim okolnostima
(npr. kemikalije s velikim potencijalom biokoncentracije ili naznake transgeneracijskih
ucinaka kod drugih taksona). Ova ispitna metoda moZe se primjenjivati za procjenu
potencijalnih kroni¢nih uc¢inaka kemikalija, ukljuujuci potencijalno endokrino disruptivne
kemikalije, na ribe. U metodi se najveca vaznost pridaje ucincima koji su potencijalno
relevantni za populaciju (toc¢nije, Stetnim ucincima na prezivljavanje, razvoj, rast i1
razmnozavanje) za izraCun najviSe koncentracije bez vidljivog ucinka (NOEC) ili
koncentracije s ucinkom (ECx), iako treba napomenuti da su pristupi u kojima se
upotrebljava ECx rijetko primjereni za velike studije ove vrste u kojima povecanje broja
ispitnih koncentracija kako bi se omogucilo utvrdivanje zeljene vrijednosti ECx moZe biti
neprakti¢no, a moze dovesti i do znatne zabrinutosti za dobrobit Zivotinja zbog velikog
broja upotrijebljenih Zivotinja. Za kemikalije za koje nije potrebna procjena u vise
generacija ili za kemikalije koje nisu potencijalno endokrino disruptivne kemikalije mogu
biti primjerenije druge ispitne metode (1.). Japanska medaka primjerena je vrsta za
upotrebu u ovoj ispitnoj metodi zbog njezina kratkog zivotnog vijeka 1 mogucénosti
utvrdivanja genetskog spola (2.), Sto se smatra kljunom sastavnicom ove ispitne metode.
Specifi¢ne metode 1 krajnje tocke promatranja opisane u ovoj ispitnoj metodi primjenjive
su samo na japansku medaku. Druge riblje vrste manje veliine (npr. zebrica) mogu se
prilagoditi slicnom protokolu ispitivanja.

Ovom se ispitnom metodom mjeri nekoliko bioloskih krajnjih toCaka. Najveca vaznost
pridaje se potencijalnim $tetnim ucincima na parametre koji su relevantni za populaciju,
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ukljucujuéi prezivljavanje, ukupni razvoj, rast i reprodukciju. Potom se, kako bi se pruzile
mehanisticke informacije i poveznica s rezultatima iz drugih vrsta terenskih istrazivanja i
laboratorijskih studija ako postoje a posteriori dokazi da kemikalija potencijalno djeluje
kao endokrini disruptor (npr. androgena ili estrogena aktivnost u drugim testovima i
analizama), dobivaju druge korisne informacije mjerenjem mRNA za vitelogenin (vzg) (ili
proteina vitelogenina, VTG), fenotipskih sekundarnih spolnih obiljezja (SSC) koja se
odnose na genetski spol te procjenom histopatologije. Treba napomenuti da, ako se ne
sumnja u to da su ispitivana kemikalija ili njezini metaboliti endokrino disruptivne
kemikalije, mozda nece biti potrebno mjeriti te sekundarne krajnje tocke te mogu biti
primjerenije studije koje zahtijevaju manje resursa i manji broj zivotinja (1.). Definicije
koje se upotrebljavaju u ovoj ispitnoj metodi navedene su u Dodatku 1.

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA

3. Zbog ograni¢enog broja ispitanih kemikalija i laboratorija ukljucenih u validaciju ovog
poprili¢no slozenog testa predvida se da ¢e se ispitna metoda revidirati i, prema potrebi,
prilagoditi steCenom iskustvu kada za utvrdivanje u¢inka ovog novog dizajna studije bude
dostupan dovoljan broj studija. Podaci se mogu upotrebljavati na petoj razini OECD-ova
konceptualnog okvira za ispitivanje i procjenu endokrino disruptivnih kemikalija (3.).
Ispitna metoda zapoc€inje izlaganjem odraslih riba (generacija F0) ispitivanoj kemikaliji
tijekom faze reprodukcije. Izlaganje se nastavlja tijekom razvoja i reprodukcije u
generaciji F1 i valjenja u generaciji F2; stoga test omogucuje da se procijene i strukturni 1
aktivacijski endokrini putovi. Pri tumacenju krajnjih toaka povezanih s endokrinim
sustavom moze se primijeniti pristup snage dokaza.

4. U ispitivanju treba sudjelovati dovoljno jedinki kako bi se osigurala dovoljna snaga za
procjenu krajnjih toCaka relevantnih za reprodukciju (vidjeti Dodatak 3.), uz istovremeno
osiguravanje upotrebe najmanjeg broja zivotinja potrebnog za ispitivanje radi dobrobiti
Zivotinja. Zbog velikog broja Zivotinja koje se koriste vazno je pazZljivo razmotriti potrebu
za provedbom ispitivanja u odnosu na postojee podatke koji mozda ve¢ sadrzavaju
relevantne informacije o brojnim krajnjim tockama u ispitivanju MEOGRT. OECD-ov
okvir za ispitivanje toksi¢nosti za ribe moZe pruziti odredene smjernice u tom pogledu (1.).

5. Ispitna metoda osmisljena je prvenstveno za razlikovanje ucinaka jedne tvari. Medutim,
ako je potrebno ispitivanje smjese, trebalo bi razmotriti hoc¢e 1i se njime dobiti prihvatljivi
rezultati za predvidenu regulatornu svrhu.

6. Prije zapocCinjanja ispitivanja vazno je imati informacije o fizikalno-kemijskim svojstvima
ispitivane kemikalije, osobito kako bi se omogucilo dobivanje stabilnih otopina kemikalija.
Vazno je i imati dovoljno osjetljivu analiticku metodu za provjeru koncentracija ispitivane
kemikalije.
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NACELO ISPITIVANJA

7.

Ispitivanje zapocCinje izlaganjem spolno zrelih muzjaka i Zenki (najmanje 12 tjedana nakon
oplodnje) u uzgojnim parovima u razdoblju od tri tjedna, tijekom kojih se ispitivana
kemikalija distribuira u organizmu roditeljske generacije (FO) u skladu s njezinim
toksikokinetickim ponasanjem. Jajasca se prikupljaju Sto blize prvom danu cetvrtog tjedna
kako bi se zapocela generacija F1. Tijekom uzgoja generacije F1 (ukupno 15 tjedana)
procjenjuju se valjivost 1 prezivljavanje. Osim toga ribe se uzorkuju 9-10 tjedana nakon
oplodnje radi razvojnih krajnjih to¢aka i mrijeS¢enje se procjenjuje tri tjedna, od 12. do 14.
tjiedna nakon oplodnje. Generacija F2 zapocinje se nakon tre¢eg tjedna procjene
reprodukcije 1 uzgaja se do zavrsSetka valjenja.

KRITERIJI VALJANOSTI ISPITIVANJA

8.

Primjenjuju se sljededi kriteriji za valjanost ispitivanja:

tijekom cijelog ispitivanja koncentracija otopljenog kisika trebala bi iznositi > 60 %
vrijednosti zasi¢enosti kisikom,

tijekom cijelog trajanja studije srednja temperatura vode treba biti od 24 do 26 °C. Kratka
odstupanja pojedinac¢nih akvarija od srednje vrijednosti ne bi trebala biti ve¢a od 2 °C,

srednja potencijalna plodnost kontrola u svakoj generaciji (FO i F1) treba biti ve¢a od 20
jajaSaca po paru dnevno. Plodnost svih jajaSaca koja nastanu tijekom procjene treba biti
veca od 80 %. Osim toga, 16 parova od 24 preporucena kontrolna uzgojna para (> 65 %)
treba proizvesti viSe od 20 jajaSaca po paru dnevno,

valjivost jajasaca u kontrolama treba biti > 80 % (prosjek) (u svakoj od generacija F1 i
F2),

preZivljavanje u kontrolama (F1) nakon valjenja do tri tjedna nakon oplodnje odnosno od
tri tjedna nakon oplodnje do usmréivanja za generaciju F1 (tj. 15 tjedana nakon oplodnje)
treba biti > 80 % (prosjek) odnosno > 90 % (prosjek),

trebali bi postojati dokazi da su se koncentracije ispitivane kemikalije u otopini uspjesno
odrzavale u rasponu od £20 % srednjih izmjerenih vrijednosti.

Kad je rije¢ o temperaturi vode, iako to nije kriterij valjanosti, ponavljanja u okviru tretiranja
ne bi se trebala medusobno statisticki razlikovati 1 ispitne skupine u ispitivanju ne bi se
trebale medusobno razlikovati (na temelju svakodnevnog mjerenja temperature 1 iskljucujuci
kratka odstupanja).

Iako se smanjena reprodukcija moZze uociti u skupinama s ve¢im izlaganjem, reprodukcija
bi se trebala odvijati u dovoljnoj mjeri barem u tre¢oj najviSoj skupini i svim niZim
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skupinama generacije FO kako bi se napunili inkubatori za valjenje. Nadalje, u trecoj
najvisoj skupini i nizim skupinama izlaganja u generaciji F1 treba do¢i do primjerenog
prezivljavanja embrija kako bi se omogucila procjena krajnjih to¢aka na uzorcima riba koje
nisu odrasle (vidjeti stavke 36. i 38. te Dodatak 9.). Osim toga, treba do¢i do barem
minimalnog preZivljavanja nakon valjenja (~ 20 %) u drugoj najviSoj skupini izlaganja
generacije F1. To nisu kriteriji valjanosti sami po sebi, ve¢ preporuke kojima se omogucuje
izracun pouzdanih vrijednosti NOEC.

10. Ako se uoci odstupanje od kriterija valjanosti ispitivanja, potrebno je razmotriti posljedice
u odnosu na pouzdanost rezultata ispitivanja te ta odstupanja i razmatranja ukljuciti u
izvjescée o ispitivanju.

OPIS METODE

Oprema

11. Uobicajena laboratorijska oprema, posebno:

(a)  mjeraci kisika i pH-vrijednosti;

(b)  oprema za utvrdivanje tvrdoce i1 luznatosti vode;

(c) odgovarajuéi uredaji za regulaciju temperature i po mogucnosti stalno pracenje;

(d)  akvariji izradeni od kemijski inertnog materijala i odgovarajuce veli€ine s obzirom na
preporuceno punjenje i gustocu nasada (vidjeti Dodatak 3.);

(e)  vaga prikladne to¢nosti (odnosno tocnost u rasponu od +0,5 mg).

Voda

12. Kao ispitna voda moze se koristiti svaka voda koja je prikladna za prezivljavanje i rast
ispitne vrste u dovoljno dugom razdoblju. Ona treba biti stalne kakvoce tijekom razdoblja
ispitivanja. Kako voda za razrjedivanje ne bi neprimjereno utjecala na rezultat ispitivanja
(npr. kompleksiranjem ispitivane kemikalije) ili imala negativan utjecaj na uspjeSnost
uzgojnog jata, potrebno je u odredenim razmacima uzimati uzorke na analizu. Mjerenja
teskih metala (npr. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), glavnih aniona i kationa (npr. Ca**, Mg?**, Na",
K*, CI, SO4*), pesticida, ukupnog organskog ugljika i suspendirane krute tvari treba
provoditi npr. svakih Sest mjeseci ako se zna da je voda za razrjedivanje relativno stalne
kakvoce. Neka kemijska svojstva prihvatljive vode za razrjedivanje navedena su u
Dodatku 2. pH vode treba biti u podrucju od 6,5 do 8,5, ali tijekom jednog ispitivanja ne
smije odstupati za vise od £0,5 pH jedinica.

Sustav izlaganja
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Nisu utvrdeni dizajn i materijali koji se upotrebljavaju za sustav izlaganja. Za izgradnju
ispitnog sustava koji nije kontaminiran tijekom prethodnih ispitivanja treba upotrebljavati
staklo, nehrdajuc¢i celik ili drugi kemijski inertan materijal. Za potrebe ovog ispitivanja
primjeren sustav izlaganja moze se sastojati od kontinuiranog proto¢nog sustava (4., 5., 6.,
7.,8.,9.,10,11.,12.113.).

Ispitne otopine

14. Glavnu otopinu ispitivane kemikalije treba uvesti u sustav izlaganja odgovaraju¢om

15

crpkom. Brzinu protoka glavne otopine treba kalibrirati u skladu s analitickom potvrdom
ispitnih otopina prije pocetka izlaganja i tijekom ispitivanja periodi¢no volumetrijski
provjeravati. Ispitna otopina u svakoj komori primjereno se obnavlja (npr. najmanje pet
obnavljanja volumena dnevno do 16 obnavljanja volumena dnevno ili do protoka od
20 ml/min), ovisno o stabilnosti ispitivane kemikalije 1 kvaliteti vode.

. Ispitne otopine odabranih koncentracija pripremaju se razrjedivanjem glavne otopine.

Glavnu otopinu trebalo bi po moguénosti pripremiti jednostavnim mijeSanjem ili
muckanjem ispitivane kemikalije u vodi za razrjedivanje mehani¢kim sredstvima (npr.
mijeSanjem i/ili tretiranjem ultrazvukom). Za postizanje odgovarajuée koncentracije glavne
otopine mogu se upotrebljavati kolone/sustavi za zasié¢ivanje ili pasivne metode doziranja
(14.). Treba nastojati izbjeci otapala ili nosace jer: 1. odredena otapala sama po sebi mogu
dovesti do toksi¢nosti i/ili nepozeljnih ili neoCekivanih odgovora; 2. ispitivanje kemikalija
iznad njihove topljivosti u vodi (Sto se Cesto javlja upotrebom otapala) moze dovesti do
pogresnih utvrdivanja ucinkovitih koncentracija; 3. upotreba otapala u dugorocnim
ispitivanjima mozZe dovesti do znatnog stupnja nastanka ,biofilma” povezanog s
djelovanjem mikroba, $to moze utjecati na okoliSne uvjete te sposobnost odrzavanja
koncentracija izlaganja i 4. ako ne postoje prijasnji podaci koji pokazuju da otapalo ne
utjece na ishod studije, upotreba otapala zahtijeva tretiranje kontrola s otapalom, §to ima
posljedice u pogledu dobrobiti Zivotinja jer su potrebne dodatne Zivotinje za provedbu
ispitivanja. Za kemikalije koje se teSko ispituju, otapalo se moze upotrebljavati kao krajnje
sredstvo 1 potrebno je prouciti Smjernicu OECD-a 23 za ispitivanje toksi¢nosti teSkih tvari
1 smjesa u vodi (15.) kako bi se utvrdila najbolja metoda. Odabir otapala ovisit ¢e o
kemijskim svojstvima ispitivane kemikalije 1 dostupnosti prijaSnjih podataka o upotrebi
otapala. Ako se upotrebljavaju otapala nosaci, uz (negativne) kontrole bez otapala (samo
voda za razrjedivanje) treba procijeniti i primjerene kontrole s otapalom. Ako se ne moze
izbje¢i upotreba otapala i dode do djelovanja mikroba (nastanak biofilma), preporucuje se
evidentiranje/izvjeS¢ivanje o nastanku biofilma po spremniku (najmanje jednom tjedno)
tijekom cijelog ispitivanja. U idealnim uvjetima koncentraciju otapala u kontroli s
otapalom 1 svim ispitnim obradama trebalo bi odrzavati stalnom. Ako se koncentracija
otapala ne odrzava stalnom, najviSu koncentraciju otapala u ispitnoj obradi treba
upotrijebiti u kontroli s otapalom. U slu¢ajevima u kojima se upotrebljava otapalo nosac
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najvise koncentracije otapala ne bi smjele biti vece od 100 pl/l ili 100 mg/l (15.) 1
preporucuje se da se koncentracija otapala odrzava Sto nizom (npr. < 20 pl/l) kako bi se
izbjegao mogudi u¢inak otapala na krajnje tocke koje se mjere (16.).

Ispitne Zivotinje

Odabir i drzanje riba

16. Ispitna je vrsta japanska medaka Oryzias latipes zbog njezina kratkog zivotnog vijeka i
mogucénosti utvrdivanja genetskog spola. lako se druge riblje vrste manje veli¢ine mogu
prilagoditi slicnom protokolu ispitivanja, specificne metode i krajnje tocke promatranja
opisane u ovoj ispitnoj metodi primjenjive su samo na japansku medaku (vidjeti stavak 1.).
Medaka se lako uzgaja u zatoCeniStvu; postoje objavljene metode za njezinu kulturu (17.,
18. 1 19.) te su dostupni podaci iz kratkoro¢nih ispitivanja smrtonosnog djelovanja,
ispitivanja u ranim zivotnim stadijima i ispitivanja cijelog zivotnog ciklusa (5., 6., 8., 9. 1
20.). Sve se ribe drze u fotoperiodu od 16 sati svjetla i osam sati tame. Ribe se hrane zivim
li¢inkama raci¢a Artemia spp. koje se po potrebi mogu dopuniti komercijalno dostupnom
hranom u listi¢ima. Komercijalno dostupnu hranu u listi¢ima treba redovito analizirati radi
kontaminirajucih tvari.

17. Ako se primjenjuje odgovarajuée gospodarenje zivotinjama, nije potreban specifican
protokol za uzgoj. Na primjer, medake se mogu uzgajati u spremnicima od dvije litre s 240
licinki riba po spremniku do cetiri tjedna nakon oplodnje, a zatim se mogu uzgajati u
spremnicima od dvije litre s deset riba po spremniku do osam tjedna nakon oplodnje, kada
se rasporeduju u uzgojne parove u spremnicima od dvije litre.

Aklimatizacija i odabir riba

18. Ispitne ribe treba odabrati iz iste laboratorijske zalihe koja je najmanje dva tjedna prije
ispitivanja aklimatizirana u uvjetima kakvoce vode 1 osvjetljenja koji su sli€ni ispitnim
uvjetima (napomena: to razdoblje aklimatizacije nije razdoblje prije izlaganja in situ).
Preporucuje se da se ispitne ribe dobiju iz interne kulture jer je prijevoz odraslih riba
stresan 1 moze ometati pouzdano mrijeS¢enje. Ribe treba hraniti li¢inkama raci¢a Artemia
dvaput dnevno tijekom cijelog razdoblja drZanja 1 tijekom faze izlaganja, koje se po
potrebi dopunjuju komercijalno dostupnom hranom u listi¢ima. Smatra se da su za pocetak
ovog ispitivanja potrebna najmanje 42 uzgojna para (54 uzgojna para ako je potrebna
kontrola s otapalom, djelomi¢no zbog nedostatka prijasnjih podataka kojima se podupire
upotreba kontrole samo s otapalom) kako bi se osigurala primjerena replikacija. Osim toga,
treba provjeriti ima li svaki uzgojni par generacije FO gene XX-XY (tj. uobi¢ajeni par
spolnih kromosoma za svaki spol) kako bi se sprijecilo moguce ukljucivanje muZzjaka kod
kojih se spontano javljaju parovi XX (vidjeti stavak 39.).
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19. Tijekom faze aklimatizacije treba evidentirati smrtnost riba u kulturi i primijeniti sljedece
kriterije nakon razdoblja prilagodbe od 48 sati:

- smrtnost iznad 10 % populacije kulture u sedam dana prije prijenosa u ispitni sustav:
odbacuje se cijela Sarza,

- smrtnost od 5 % do 10 % populacije u sedam dana prije prijenosa u ispitni sustav:
aklimatizacija se nastavlja jo§ sedam dana nakon razdoblja aklimatizacije od dva tjedna;
ako je smrtnost tijekom drugih sedam dana vec¢a od 5 %, odbacuje se cijela Sarza,

- smrtnost manja od 5 % populacije u sedam dana prije prijenosa u ispitni sustav: Sarza se
prihvaca.

20. Ribe se ne smiju lijeciti u razdoblju aklimatizacije od dva tjedna prije ispitivanja ni tijekom
razdoblja izlaganja te lijeCenje treba u potpunosti izbjegavati ako je mogucée. Ribe s
klinickim znakovima bolesti ne treba koristiti u studiji. Treba voditi evidenciju opazanja i
svih profilaktickih i terapeutskih lijecenja tijekom razdoblja kulture koje prethodi
ispitivanju.

21. Fazu izlaganja treba zapoceti spolno dimorfnom odraslom ribom, kojoj je genetski utvrden
spol, iz laboratorijske skupine reproduktivno zrelih Zivotinja koje se uzgajaju na 25 + 2 °C.
Ribe treba identificirati kao dokazane rasplodne zivotinje (tj. dale su zive potomke)
tijekom tjedna koji prethodi izlaganju. Pojedinacne mase riba po spolu u cijeloj skupini
koja se koristi u ispitivanju trebale bi se na pocetku ispitivanja nalaziti u granicama od
+20 % aritmetiCke srednje mase istog spola. Prije ispitivanja treba izvagati poduzorak riba
radi procjene srednje mase. Treba odabrati ribe starosti od najmanje 12 tjedana nakon
oplodnje, mase > 300 mg za Zenke 1 > 250 mg za muzjake.

PLAN ISPITIVANJA

Ispitne koncentracije

22. Preporucuje se upotreba pet koncentracija kemikalija 1 kontrole. Pri odabiru raspona
ispitnih koncentracija treba razmotriti sve izvore informacija, uklju¢ujué¢i kvantitativne
odnose strukture 1 djelovanja (QSAR), primjenu analogije s analognim kemikalijama,
rezultate ispitivanja riba kao $to su analize akutne smrtnosti (poglavlje C.1. ovog Priloga),
kratkoro¢ni reprodukcijski test na ribama (poglavlje C.48. ovog Priloga) i druge ispitne
metode, npr. poglavlja C.15., C.37., C.41., C.47. 1 C.49. ovog Priloga (21., 22., 23., 24,
25.126.), ako su dostupni, ili, prema potrebi, ispitivanje za utvrdivanje raspona koje moze
ukljucivati fazu reprodukcije. Ako je potrebno, ispitivanje za utvrdivanje raspona moze se
provesti u uvjetima (kakvoca vode, ispitni sustav, prostor za odredeni broj zivotinja) koji
su slicni onima koji se upotrebljavaju u kona¢nom ispitivanju. Ako se mora upotrijebiti
otapalo, a nisu dostupni prijasnji podaci, moze se upotrijebiti ispitivanje za utvrdivanje
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raspona kako bi se utvrdila prikladnost otapala. Najvisa ispitna koncentracija ne smije biti
visa od topljivosti u vodi, 10 mg/l ili 1/10 koncentracije LC50 u 96 h (27.). Najniza
koncentracija trebala bi biti manja od najviSe koncentracije za faktor od 10 do 100 puta.
Upotrebom pet koncentracija u ovom ispitivanju ne omogucuje se samo mjerenje odnosa
izmedu doze i1 odgovora, ve¢ se dobiva i najniza koncentracija s vidljivim ucinkom
(LOEC) 1 NOEC, koji su potrebni za procjenu rizika u nekim regulatornim programima ili
nadleznostima. Interval izmedu nominalnih koncentracija ispitivane kemikalije izmedu
susjednih razina tretiranja obi¢no je < 3,2.

Ponavljanja unutar ispitnih skupina i kontrola

23.

24.

Treba upotrijebiti najmanje Sest ispitnih komora s ponavljanjem po ispitnoj koncentraciji
(vidjeti Dodatak 7.). Tijekom reproduktivne faze (osim kod generacije F0), replikacijska
struktura udvostrucuje se za procjenu potencijalne plodnosti i za svako ponavljanje koristi
se samo jedan uzgojni par (vidjeti stavak 42.).

Uz ispitne koncentracije trebalo bi provesti kontrolu s vodom za razrjedivanje i, prema
potrebi, kontrolu s otapalom. Za kontrole treba upotrijebiti udvostru¢eni broj komora s
ponavljanjem kako bi se osigurala primjerena statisticka snaga (tj. za kontrole treba
upotrebljavati najmanje 12 ponavljanja). Tijekom reproduktivne faze broj ponavljanja u
kontrolama udvostrucuje se (tj. najmanje 24 ponavljanja i u svakom je ponavljanju samo
jedan uzgojni par koji ¢e se pariti). Nakon reprodukcije kontrolna ponavljanja trebaju
sadrzavati najviSe 20 embrija (riba).

POSTUPAK

Pocetak ispitivanja

25.

26.

Reproduktivno aktivne odrasle ribe koje se upotrebljavaju za zapocinjanje generacije FO
ispitivanja odabiru se na temelju dva kriterija: dobi (obi¢no vise od 12 tjedana nakon
oplodnje, ali po moguénosti ne vise od 16 tjedana) i mase (treba biti > 300 mg za zenke 1
> 250 mg za muzjake).

Parovi Zenki i muzjaka koji ispunjavaju prethodne specifikacije premjestaju se kao
pojedinac¢ni parovi u svaki spremnik s ponavljanjem, tj. 12 ponavljanja u kontrolama i Sest
ponavljanja u tretiranjima kemikalijom na pocetku ispitivanja. Tim se spremnicima
nasumicno dodjeljuju oznake za tretiranje (npr. T1-T5 1 kontrola) 1 ponavljanje (npr. A—L
u kontrolama 1 A—F u tretiranjima) te se zatim stavljaju u sustav izlaganja s odgovaraju¢im
protokom u svaki spremnik.

Uvjeti izlaganja
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27. Potpuni sazetak ispitnih parametara i uvjeta dostupan je u Dodatku 3. PoStovanje tih
specifikacija treba dovesti do kontrolnih riba ¢ije su vrijednosti krajnjih tocaka sli¢ne
onima navedenima u Dodatku 4.

28. Otopljeni kisik, pH i temperaturu treba mjeriti u barem jednoj ispitnoj posudi svake ispitne
skupine i kontrole tijekom ispitivanja. Ta mjerenja, osim temperature, treba obavljati
barem jednom tjedno tijekom cijelog razdoblja izlaganja. Srednja temperatura vode
tijekom cijelog trajanja studije treba biti od 24 do 26 °C. Temperaturu treba mjeriti svakog
dana tijekom cijelog razdoblja izlaganja. pH vode treba biti u podrucju od 6,5 do 8.5, ali
tijekom jednog ispitivanja ne smije odstupati za viSe od +0,5 pH jedinica. Ponavljanja u
tretiranju medusobno se ne bi trebala statisticki razlikovati i1 ispitne skupine u ispitivanju
ne bi se trebale medusobno razlikovati (na temelju svakodnevnog mjerenja temperature i
iskljucujuci kratka odstupanja).

Trajanje izlaganja

29. U ispitivanju se spolno zrele ribe iz generacije FO izlazu u trajanju od tri tjedna. Cetvrtog
tjedna, priblizno na 24. ispitni dan, uspostavlja se generacija F1 1 uzgojni parovi generacije
FO humano se usmrcuju te se evidentiraju njihova masa i duljina (vidjeti stavak 34.).
Nakon toga slijedi izlaganje generacije F1 u trajanju od jos 14 tjedana (ukupno 15 tjedana
za F1) i generacije F2 tijekom dva tjedna do valjenja. Ukupno trajanje ispitivanja iznosi u
prvom redu 19 tjedana (tj. do valjenja generacije F2). Vremenski okvir za ispitivanje
prikazan je u tablici 2. i dodatno podrobno objasnjen u Dodatku 9.

ReZim hranjenja

30. Ribe se mogu hraniti ad libitum raci¢ima Artemia spp. (stari 24 sata, li¢inke), koji se po
potrebi mogu dopuniti komercijalno dostupnom hranom u listi¢ima. Komercijalno
dostupnu hranu u listi¢ima treba redovito analizirati radi kontaminirajucih tvari, kao §to su
organoklorni pesticidi, policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH-1), poliklorirani bifenili
(PCB-1). Treba izbjegavati hranu s poviSenom razinom endokrinolo$ki aktivnih tvari (tj.
fitoestrogena) koje bi mogle dovesti u pitanje odgovor ispitivanja. Nepojedenu hranu 1
izmet treba prema potrebi uklanjati iz ispitnih posuda, primjerice pazljivim ¢iS¢enjem dna
svakog akvarija s pomocu sifona. Stranice 1 dno svakog akvarija isto treba Cistiti jednom ili
dvaput tjedno (npr. struganjem s pomocu lopatice). Primjer rasporeda hranjenja dostupan
je u Dodatku 5. Koli¢ina hrane temelji se na broju riba po ponavljanju. Stoga se koli¢ina
hrane smanjuje ako se u ponavljanju javi smrtnost.

Analiti¢ka utvrdivanja i mjerenja

31. Prije pocetka razdoblja izlaganja potrebno je osigurati pravilno funkcioniranje sustava
dovoda kemikalije. Potrebno je utvrditi sve potrebne analiticke metode, ukljucujuci
dostatna saznanja o stabilnosti kemikalije u ispitnom sustavu. Koncentracije ispitivane
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kemikalije utvrduju se u primjerenim razmacima tijekom ispitivanja, po mogucnosti barem
svakog tjedna u jednom ponavljanju za svaku ispitnu skupinu, uz rotaciju ponavljanja iz
iste ispitne skupine svakog tjedna.

Brzine protoka sredstva za razrjedivanje i glavne otopine treba provjeravati u
odgovaraju¢im razmacima tijekom ispitivanja (npr. najmanje tri puta tjedno). Preporucuje
se da se rezultati temelje na izmjerenim koncentracijama. Medutim, ako je tijekom
ispitivanja koncentracija ispitivane kemikalije u otopini uspje$no odrzavana unutar 20 %
srednjih izmjerenih vrijednosti, tada se rezultati mogu temeljiti na nominalnim ili
izmjerenim vrijednostima. U slu¢aju kemikalija koje se znatno akumuliraju u ribi, ispitne
koncentracije mogu se smanjiti kako ribe rastu. U tim se slucajevima preporucuje da se
prilagodi stopa obnavljanja ispitne otopine u svakoj komori kako bi se ispitne
koncentracije odrzale §to stabilnijima.

OpaZanja i izmjerene krajnje tocke

33.

34.

Krajnje tocke koje se mjere ukljucuju potencijalnu plodnost, plodnost, valjenje, rast i
prezivljavanje radi procjene mogucih ucinaka na razni populacije. Svakodnevno treba
opazati i ponaSanje te evidentirati svako neuobicajeno ponaSanje. Ostale mehanisticke
krajnje tocke ukljuuju imunotest za odredivanje razine hepatickog vig mRNA ili proteina
VTG (28.), spolne fenotipske markere kao $to papile na podrepnoj peraji karakteristi¢ne za
muzjake, histoloSku ocjenu gonadnog spola te histopatolosku ocjenu bubrega, jetre i
gonada (vidjeti popis krajnjih tocaka u tablici 1.). Sve se te specifine krajnje tocke
ocjenjuju u kontekstu utvrdivanja genetskog spola jedinke, na temelju prisustva ili
odsustva gena dmy, kojim se odreduje muski spol medake (vidjeti stavak 41.). Uz to se
ocjenjuje 1 vrijeme mrijeS¢enja. Osim toga, mogu se izvesti jednostavni omjeri fenotipskog
spola upotrebom informacija o broju papila na podrepnoj peraji kako bi se pojedinacne
medake utvrdile kao fenotipski muzjaci ili Zenke. Ne ocekuje se da ¢e se ovom ispitnom
metodom utvrditi mala odstupanja od ocekivanog omjera spolova jer relativno mali broj
riba po ponavljanju nece osigurati dovoljnu statistiCku snagu. Isto tako, tijekom
histopatoloSke ocjene procjenjuju se gonade i provode se znatno pouzdanije analize za
procjenu gonadnog fenotipa u kontekstu genetskog spola.

Primarni je cilj ove ispitne metode ocijeniti ucinke ispitivane kemikalije koji su
potencijalno relevantni za populaciju. Mehanisticke krajnje tocke (VTG, SSC-1 1 odredeni
histopatoloski ucinci na gonade) isto mogu pomo¢i da se utvrdi posreduje li endokrina
aktivnost nekim ucincima. Medutim, na te mehanisticke krajnje to¢ke mogu utjecati i
sustavne i druge toksi¢nosti. Stoga se mogu podrobno ocijeniti i histopatoloski pregledi
jetre 1 bubrega kako bi se pomoglo u boljem razumijevanju moguéih odgovora na
mehanistickim krajnjim to¢kama. Medutim, ako se ne provode te podrobne ocjene, ipak
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treba evidentirati velike abnormalnosti koje su slucajno uocene tijekom histopatoloske
ocjene i treba izvijestiti o njima.

Humano usmréivanje riba

35.

Kod zavrsetka izlaganja generacija FO 1 F1, kada se uzimaju poduzorci riba koje nisu
odrasle, ribe treba eutanazirati odgovaraju¢im koli¢inama otopine anestetika (npr. trikain-
metansulfonat, MS-222 (CAS.886-86-2), 100-500 mg/1) puferiranima s 300 mg/l NaHCO3
(natrijev bikarbonat, CAS.144-55-8) kako bi se smanjilo nadrazivanje sluznice. Ako ribe
pokazuju znakove znatne patnje (vrlo teSka patnja i smrt mogu se pouzdano predvidjeti) te
se smatra da su na umoru, zivotinje treba anestezirati i eutanazirati, a u analizi podataka te
se ribe tretiraju kao smrtnost. Ako se riba eutanazira zbog morbiditeta, to treba evidentirati
1 o tome treba izvijestiti. Riba se moze zadrzati radi provedbe histopatoloSke analize
ovisno o tome u kojoj se fazi studije eutanazira (fiksiranje ribe za mogucu histopatolosku
analizu).

Rukovanje jajaScima i li¢inkama riba

Prikupljanje jajasaca uzgojnih parova radi razmnozZavanja sljedece generacije

36.

37.

JajaSca se prikupljaju prvog dana (ili po potrebi prva dva dana) Cetvrtog ispitnog tjedna za
prelazak s generacije FO na generaciju F1 te 18. ispitnog tjedna za prelazak s generacije F1
na generaciju F2. Osamnaesti ispitni tjedan odgovara generaciji F1, odraslim ribama 15
tjedana nakon oplodnje. VaZzno je iz svakog spremnika ukloniti sva jajasca jedan dan prije
pocetka prikupljanja jajasaca kako bi se osiguralo da su sva jajaSca koja se prikupe od
uzgojnog para iz istog mrijesta. Nakon mrijes¢enja Zenke medake ponekad nose svoja
jajaSca blizu otvora dok ih ne poloZe na supstrat. Ako u spremniku nema supstrata, jajasca
mogu biti pri¢vr§¢ena na Zenku ili na dnu spremnika. Ovisno o tome gdje se nalaze, jajaSca
se oprezno uklanjaju sa Zenke ili se s pomocu sifona uklanjaju s dna Cetvrtog ispitnog
tjedna generacije FO 1 18. ispitnog tjedna generacije F1. Sva jajaSca prikupljena u okviru
tretiranja objedinjuju se prije distribucije u inkubacijske komore.

Treba ukloniti filamente jajasaca, koji drze jajaSca mrijesta na okupu. Oplodena jajaSca (do
20) prikupljaju se od svakog uzgojnog para (jedan par po ponavljanju), objedinjuju se
prema tretiranju i sustavno distribuiraju u primjerene inkubacijske komore (dodaci 6.1 7.).
Upotrebom kvalitetnog disekcijskog mikroskopa mogu se wuociti znakovi rane
oplodnje/razvoja kao Sto su stvaranje fertilizacijske membrane (korion), dioba stanica koja
je u tijeku ili nastanak blastule. Komore inkubatora mogu se staviti u posebne
»inkubacijske akvarije” koji se uspostavljaju za svako tretiranje (u tom se slucaju u njima
moraju izmjeriti parametri kakvoée vode i1 koncentracije ispitivanih kemikalija) ili u
akvarij s ponavljanjem u kojem ¢e se drzati izvaljene li¢inke (npr. eleutero-embrij). Ako je
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potreban drugi dan prikupljanja (23. ispitni dan), sva jajaSca iz oba dana treba objediniti i
zatim sustavno raspodijeliti u svako od ponavljanja tretiranja.

Uzgoj jajasaca do valjenja

38.

39.

Oplodena jajaSca kontinuirano se protresaju, npr. mjehuri¢ima zraka u inkubatoru jajaSaca
ili vertikalnim njihanjem inkubatora jajaSaca. Smrtnost oplodenih jajasaca (embrija)
svakodnevno se provjerava i evidentira. Mrtva jajasca uklanjaju se iz inkubatora
(Dodatak 9.). Sedmog dana nakon oplodnje protresanje se zaustavlja ili smanjuje kako bi
se jajasca spustila na dno inkubatora. Time se potice valjenje, do kojeg obicno dolazi
sljede¢eg dana ili za dva dana. Mladunci (mlade lic¢inke; eleutero-embrij) broje se za svako
tretiranje 1 kontrolu (osnova objedinjenih ponavljanja). Oplodena jajasca koja se ne izvale
u razdoblju dvostruko duljem od srednjeg dana valjenja u kontroli (obi¢no 16 ili 18 dana
nakon oplodnje) smatraju se neodrzivima te se odbacuju.

U svaki se spremnik s ponavljanjem premjesta 12 mladunaca. Mladunci iz inkubacijskih
komora objedinjuju se i sustavno distribuiraju u spremnike s ponavljanjem (Dodatak 7.).
To se moze obaviti nasumi¢nim odabirom mladunca iz skupine za tretiranje i uzastopnim
dodavanjem mladunaca neselektivnim izvla€enjem u akvarij s ponavljanjem. Svaki
spremnik treba sadrzavati jednak broj (n = 12) izvaljenih li¢inki (najviSe 20 liinki u
svakom spremniku). Ako nema dovoljno mladunaca da bi se popunila sva ponavljanja
tretiranja, preporucuje se da Sto viSe ponavljanja ima 12 mladunaca. Mladuncima se
sigurno moZze rukovati s pomocu staklenih pipeta velikog promjera. Svi dodatni mladunci
humano se usmrcuju anestetikom. Tijekom nekoliko tjedana prije uspostave uzgojnih
parova treba evidentirati dan na koji se u svakom ponavljanju uoc¢i prvo mrijescenje.

Uspostava uzgojnih parova

Obrezivanje peraja i utvrdivanje genotipskog spola

40.

41.

Utvrdivanje genotipskog spola rezanjem peraja obavlja se od devetog do desetog tjedna
nakon oplodnje (tj. od 12. do 13. ispitnog tjedna za generaciju F1). Sve ribe u spremniku
anesteziraju se (upotrebom odobrenih metoda, npr. IJACUC) i uzima se mali uzorak s
lednog ili trbuSnog vrha repne peraje svake ribe kako bi se utvrdio genotipski spol jedinke
(29.). Ribe iz ponavljanja mogu se smjestiti u male kaveze (po moguc¢nosti jedna riba po
kavezu) u spremniku s ponavljanjem. Umjesto toga, u kavezu se mogu drzati dvije ribe ako
ith se moze razlikovati. Jedna je metoda da se pri uzimanju uzorka tkiva repna peraja
razli¢ito odreze (npr. ledni ili trbusni vrh).

Genotipski spol medake utvrduje se identificiranim 1 sekvenciranim genom (dmy) koji se
nalazi na Y kromosomu. Prisustvo gena dmy ukazuje na jedinku XY bez obzira na fenotip,
dok njegovo odsustvo ukazuje na jedinku XX bez obzira na fenotip (30.); (31.). Iz svakog
uzorka peraje ekstrahira se deoksiribonukleinska kiselina (DNK), a prisustvo ili odsustvo
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gena dmy moze se utvrditi metodama lancane reakcije polimerazom (PCR) (vidjeti
Dodatak 9. u poglavlju C.41. ovog Priloga ili dodatke 3. 1 4. u literaturi pod 29.).

Utvrdivanje uzgojnih parova

42. Informacije o genotipskom spolu upotrebljavaju se za utvrdivanje uzgojnih parova XX-XY
neovisno o vanjskom fenotipu koji se moze izmijeniti izlaganjem ispitivanoj kemikaliji. Na
dan nakon utvrdivanja genotipskog spola svake ribe nasumic¢no se odabiru dvije ribe XX 1
dvije ribe XY iz svakog ponavljanja i utvrduju se dva uzgojna para XX-XY. Ako u
ponavljanju ne postoje dvije ribe XX ili dvije ribe XY, primjerene ribe treba uzeti iz drugih
ponavljanja u tretiranju. Prioritet je dobiti preporuceni broj ponavljanja uzgojnih parova
(12) u svakom tretiranju i u kontrolama (24). Ribe s ociglednim abnormalnostima
(problemi s pliva¢im mjehurom, deformacije kraljeznice, iznimne varijacije u veli¢ini itd.)
trebalo bi iskljuciti pri utvrdivanju uzgojnih parova. Tijekom reprodukcijske faze za
generaciju F1 svaki spremnik s ponavljanjem treba sadrzavati samo jedan uzgojni par.

Uzorkovanje riba koje nisu odrasle i ocjena krajnjih toc¢aka

Uzorkovanje riba koje nisu u uzgojnim parovima

43. Nakon uspostave uzgojnih parova ribe koje nisu odabrane za daljnji uzgoj humano se
usmréuju radi mjerenja krajnjih tocaka riba koje nisu odrasle u ispitnim tjednima od 12. do
13. (F1). Iznimno je vazno da se s ribama postupa tako da se genotipski spol utvrden za
odabir uzgojnih parova 1 dalje moze povezati s pojedinacnim ribama. Svi prikupljeni
podaci analiziraju se u kontekstu genotipskog spola odredene ribe. Svaka se riba
upotrebljava za razli¢ita mjerenja krajnjih tocaka, medu ostalim: utvrdivanje stopa
prezivljavanja juvenilnih riba/riba koje nisu odrasle (od sedmog do 12. ili 13. ispitnog
tjedna (F1)), rast u duljinu (standardna duljina moZe se izmjeriti ako je repna peraja
skra¢ena u svrhu uzorkovanja radi analize genetskog spola). Ukupna duljina moze se
izmjeriti ako se samo dio repne peraje, ledni ili trbusni, uzorkuje za dmy 1 tjelesnu masu (t;.
mokra masa, osuseno upijaju¢im materijalom), vig mRNA (ili VTG) iz jetre 1 papile na
podrepnoj peraji (vidjeti tablice 1.1 2.). Napominje se da su mase 1 duljine uzgojnih parova
potrebne i za izracun srednjeg rasta u ispitnoj skupini.

Uzorkovanje tkiva i mjerenje vitelogenina
44. Jetra se disecira 1 treba je spremiti na temperaturu < —70 °C do mjerenja vtg mRNA (ili
VTG-a). Rep ribe, ukljucuju¢i repnu peraju, ¢uva se u odgovaraju¢em fiksativu (npr.
Davidsonov fiksativ) ili se fotografira tako da se papile na podrepnoj peraji mogu
prebrojati u kasnijoj fazi. Po Zelji se istovremeno mogu uzorkovati 1 sacuvati i druga tkiva
(npr. gonade). Koncentraciju VTG-a u jetri treba kvantificirati homolognom ELISA
tehnikom (vidjeti preporucene postupke za medaku u Dodatku 6. u poglavlju C.48. ovog
Priloga). Umjesto toga, Agencija SAD-a za zastitu okoliSa (U.S. EPA) utvrdila je metode
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za kvantifikaciju vtg mRNA, tj. ekstrakciju mRNA gena vig [ iz uzorka jetre i
kvantifikaciju broja kopija gena vfg I (po nanogramu ukupnog mRNA) s pomocu
kvantitativne metode lancane reakcije polimerazom (29.). Umjesto utvrdivanja broja kopija
gena vtg u kontrolnim i ispitnim skupinama, moZe se upotrijebiti i metoda koja je
ekonomicnija i tehnicki manje zahtjevna, odnosno utvrdivanje relativne promjene (omjer)
u ekspresiji gena vtg I iz kontrolnih i ispitnih skupina.

Sekundarna spolna obiljezja

45.

U normalnim okolnostima samo spolno zreli muzjaci medake imaju papile, koje se
razvijaju kao sekundarno spolno obiljezje na kostima bodlje SipCice odredenih podrepnih
peraja, Sto Cini potencijalni biomarker za endokrino disruptivne ucinke. Metoda brojanja
papila na podrepnoj peraji (broj kosti bodlje s papilama) nalazi se u Dodatku 8. Isto tako,
broj papila na podrepnoj peraji po jedinki upotrebljava se za kategorizaciju te jedinke kao
muzjaka ili Zenke prema vanjskom fenotipu u svrhu izra¢una jednostavnog omjera spolova
po ponavljanju. Medaka s bilo kojim brojem ve¢im od nule definira se kao muzjak;
medaka bez papila na podrepnoj peraji definira se kao Zenka.

Procjena potencijalne i stvarne plodnosti

46.

47.

Potencijalna i stvarna plodnost procjenjuju se od prvog do treéeg ispitnog tjedna kod
generacije FO te od 15. do 17. ispitnog tjedna kod generacije F1. JajaSca se prikupljaju
svakodnevno od svakog uzgojnog para 21 uzastopan dan. JajaSca se svakog jutra njezno
uklanjaju s ulovljenih Zenki i/ili se s pomocu sifona uklanjaju s dna akvarija. I potencijalna
1 stvarna plodnost svakodnevno se evidentiraju za svaki uzgojni par ponavljanja.
Potencijalna plodnost definira se kao broj izmrijeStenih jajaSaca, a stvarna plodnost se
funkcionalno definira kao broj oplodenih 1 Zivih jajaSaca u trenutku brojanja. JajaSca treba
prebrojati Sto prije nakon prikupljanja.

Potencijalna plodnost ponavljanja svakodnevno se evidentira kao broj jajaSaca po
uzgojnom paru koji se analizira preporucenim statistiCkim postupcima upotrebom srednjih
vrijednosti ponavljanja. Plodnost ponavljanja zbroj je plodnih jajaSaca koje proizvede
uzgojni par podijeljen zbrojem jajasaca koje proizvede taj uzgojni par. Statisticki se
plodnost analizira kao omjer po ponavljanju. Valjivost ponavljanja broj je mladunaca
podijeljen brojem postavljenih embrija (obicno 20). Statisticki se valjivost analizira kao
omjer po ponavljanju.

Uzorkovanje odraslih riba i ocjena krajnjih tocaka

Uzorkovanje riba u uzgojnim parovima

48.

Nakon 17. ispitnog tjedna (tj. nakon $to uspjeSno zapocCne generacija F2) odrasle ribe iz
generacije F1 humano se usmréuju 1 ocjenjuju se razlicite krajnje tocke (vidjeti tablice 1. 1
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2.). Podrepna peraja slika se radi ocjene papila na podrepnoj peraji (vidjeti Dodatak 8.) i/ili
se uklanja rep, neposredno ventralno od kloake, te se on fiksira za kasnije brojenje papila.
Po zelji se tada moze uzorkovati i pohraniti dio repne peraje radi provjere genetskog spola
(dmy). Po potrebi se moze uzeti uzorak tkiva kako bi se ponovila analiza gena dmy radi
potvrde genetskog spola odredene ribe. Zatim se otvara trbuSna Supljina kako bi se
omogucila perfuzija odgovaraju¢im fiksativima (npr. Davidsonov fiksativ) prije uranjanja
cijelog tijela u fiksativ. Medutim, ako se prije fiksiranja provodi odgovarajuéi korak
permeabilizacije, ne treba se otvarati trbusna Supljina.

Histopatologija

49. Svaka se riba histoloski ocjenjuje kako bi se utvrdila patologija u gonadnom tkivu (30.;
29.). Kako je navedeno u stavku 33., sustavne ili druge toksi¢nosti mogu utjecati na ostale
mehanisticke krajnje tocke koje se ocjenjuju u ovoj analizi (tj. VTG, SSC-i 1 odredeni
histopatoloSki ucinci na gonade). Stoga se mogu podrobno ocijeniti 1 histopatoloski
pregledi jetre 1 bubrega kako bi se pomoglo u boljem razumijevanju mogucih odgovora na
mehanisti¢kim krajnjim tockama. Medutim, ako se ne provode te podrobne ocjene, ipak
treba evidentirati velike abnormalnosti koje su slucajno uocene tijekom histopatoloske
ocjene i treba izvijestiti o njima. MoZe se razmotriti ,,silazno o€itavanje” od ispitne skupine
s najve¢im ucinkom (u usporedbi s kontrolom) do tretiranja kod kojeg nema ucinka, ali
preporucuje se proucavanje smjernica za histopatologiju (29.). Uzorci se obi¢no
obraduju/seciraju, nakon ¢ega ih tumaci patolog. Ako se upotrebljava pristup ,,silaznog
oCitavanja”, napominje se da se u postupku RSCABS (engl. Rao-Scott Cochrane-Armitage
by Slices) primjenjuje ocekivanje da ¢e se s povecanjem razina doza povecati i bioloski
ucinak (patologija). Stoga Ce se izgubiti statisticka snaga ako se promatra samo jedna
visoka doza bez srednjih doza. Taj pristup moze biti prihvatljiv ako nije potrebna
statisticka analiza kako bi se utvrdilo da visoka doza nema ucinak. Iz te se ocjene izvodi 1
fenotip gonada.

Ostala opazanja
50. Ispitivanjem MEOGRT dobivaju se podaci koji se mogu upotrijebiti (npr. u pristupu snage
dokaza) za istovremeno ocjenjivanje barem dvaju putova nastanka ishoda (AOP-i1) koji
zavrSavaju naruSavanjem reprodukcije: (a) putova kojima posreduje endokrini sustav koji
ukljucuju  disrupciju endokrine osi hipotalamus-hipofiza-gonade (HPG, engl.
hypothalamus-pituitary-gonadal endocrine axis) 1 (b) putova koji uzrokuju smanjenje
prezivljavanja, rasta (duzina i masa) i reprodukcije putem toksi¢nosti kojom ne posreduje
endokrini sustav. Krajnje to¢ke koje se obicno mjere u ispitivanjima kroni¢ne toksi¢nosti
kao $to su ispitivanje cijelog zivotnog ciklusa i ispitivanje u ranim zivotnim stadijima
ukljuene su i u ovo ispitivanje 1 mogu se upotrebljavati za ocjenu opasnosti koju
predstavljaju 1 nacini djelovanja koji nisu posredovani endokrinim sustavom i putovi
toksicnosti posredovani endokrinim sustavom. Tijekom ispitivanja svakodnevno treba
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opazati ponasSanje 1 evidentirati svako neuobiCajeno ponasanje. Osim toga, treba
evidentirati smrtnost i izraunati prezivljavanje do izdvajanja riba (Sesti/sedmi ispitni
tjedan), prezivljavanje od izdvajanja do uzorkovanja riba koje nisu odrasle (od devetog do
desetog tjedna nakon oplodnje) i prezivljavanje od uspostave parova do uzorkovanja
odraslih riba.

Tablica 1.: Pregled krajnjih tocaka u ispitivanju MEOGRT*

Faza Zivota Krajnja tocka Generacija
Embrij Valjenje (% 1 vrijeme potrebno za F1,F2
(2 tjedna nakon valjenje)
oplodnje)
Juvenilna riba Prezivljavanje F1
(4 tjedna nakon
oplodnje)
Riba koja nije Prezivljavanje F1
9 'l'Oilgas'lad Rast
(9ili 10 tjedana (duzina i masa)
nakon
oplodnje) Vitelogenin
(mRNA ili protein)
Sekundarna spolna obiljezja
(papile na podrepnoj peraji)
Omjer spolova prema vanjskim
obiljezjima
Vrijeme do 1. mrijesta
Odrasla riba RazmnoZzavanje FO, F1
(12—14 tjedana (potencijalna i stvarna plodnost)
nakon
oplodnje)
Odrasla riba Prezivljavanje F1
(15 tjedana Rast
nakon (duzina i masa)
oplodnje) | 5

Sekundarna spolna obiljezja
(papile na podrepnoj peraji)

Histopatologija

(gonada, jetra, bubreg)

* Ove krajnje tocke treba statisticki analizirati.
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VREMENSKI OKVIR

51. Vremenski okvir za ispitivanje MEOGRT prikazan u tablici 2. prikazuje ispitivanje.
Ispitivanje MEOGRT ukljucuje Cetiri tjedna izlaganja odraslih riba generacije FO 1 15
tjedana izlaganja generacije F1 te razdoblje izlaganja za drugu generaciju (F2), do valjenja
(dva tjedna nakon oplodnje). Aktivnosti tijekom ispitivanja MEOGRT sazete su u
Dodatku 9.
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Tablica 2.: Izlaganje i vremenski okvir za mjerenje krajnjih tocaka u ispitivanju MEOGRT

Izlaganje i vremenski okvir krajnjih to¢aka u ispitivanju MEOGRT

FO 1.{2.]13.]4.
F1 1.[2.13.[4.]5.]6.17.18.]9.[10.J11.]12.{13.]14.]15.
F2 1.]2.
Ispitni tjedan [ 1.(2.|3.(4.|5.]16.]7.18.19.10.|]11.]12.]13.]14.|15.|16.[17.{18.[19.
Oznaka Zivotne faze Embrij Lic¢inke Juvenilna riba | Riba koja nije Odrasla riba
odrasla
Krajnje tocke
Potencijalna Fo F e  Plan izvodenja pokusa ima sedam
plodnost skupina ponavljanja
Plodnost Fo F o  pet za tretiranja ispitivanom
kemikalijom
Valjenje F1 F2 o  dva za kontrolna tretiranja
(Cetiri ako se upotrebljava
Prezivljavanje Fi Fi Fi otapalo)
Rast Fo F F e  Plan unutar skupine
. . o 12 ponavljanja za
Vitelogenin Fi reprodukciju, patologiju
. odraslih riba i SSC (od desetog

fe(l)‘l“ndaml Fi Fi do 18. tjedna)

p o  Sest ponavljanja za valjenje,
Histopatologija Fi preZivljavanje, Vtg te SSC i

rast riba koje nisu odrasle (od
prvog do devetog tjedna)

SSC: sekundarna spolna obiljezja; t.:

Ispitni tjedan | 1.[2.|3.]4.[5.16.(7.]18.{9.[10.]11.{12.]13.]14.{15.[16.]17.[18.[19.]." .
tjedni;

Vtg: vitelogenin

DOSTAVLJANJE PODATAKA

Statisticka analiza

52. Budu¢i da se genotipski spol utvrduje za sve ispitne ribe, podatke treba analizirati posebno
za svaki genotipski spol (tj. muzjaci XY i Zenke XX). Ako se to ne ucini, znatno ¢e se
smanjiti statisticka snaga bilo kakve analize. Statisticke analize podataka trebale bi po
mogucnosti poStovati postupke opisane u OECD-ovu dokumentu Sadasnji pristupi u
statistickoj analizi podataka o ekotoksi¢nosti: Smjernice za primjenu (32.). Dodatne
smjernice za statistiCku analizu navedene su u Dodatku 10.

53. Plan ispitivanja 1 odabir statistickog testa trebaju omoguciti odgovarajuéu snagu za
otkrivanje promjena od bioloske vaznosti na krajnjim to¢kama na kojima se izvjeScuje o
NOEC-u (32.). Izvjes¢ivanje o koncentracijama s relevantnim uc¢inkom i parametrima
moze ovisiti o zakonodavnom okviru. Treba utvrditi postotak promjene na svakoj krajnjoj
tocki koju je vazno otkriti ili procijeniti. Plan ispitivanja trebao bi biti osmisljen tako da se
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to omoguci. Nije vjerojatno da Ce se isti postotak promjene odnositi na sve krajnje tocke ni
da ¢e se mo¢i osmisliti izvediv pokus koji bi zadovoljio te kriterije za sve krajnje tocke i
stoga je vazno usredotociti se na krajnje tocke koje su bitne za pokus pri odgovaraju¢em
planiranju pokusa. U Dodatku 10. dostupni su statisticki dijagram toka i1 smjernice koji
mogu pomo¢i u obradi podataka i odabiru najprimjerenijeg statistiCkog testa ili modela za
upotrebu. Mogu se primjenjivati i drugi statisticki pristupi uz uvjet da su znanstveno
opravdani.

54. Bit ¢e potrebna analiza varijacija u svakom skupu ponovljenih uzoraka primjenom analize
varijance ili tablica kontingencije te primjena odgovaraju¢ih metoda statisticke analize na
temelju te analize. Za viSestruku usporedbu rezultata pojedina¢nih koncentracija i kontrola
preporucuje se postupak postupnog snizavanja za kontinuirane odgovore (npr. Jonckheere-
Terpstraov test). Ako podaci nisu u skladu s monotoni¢nim odgovorom na koncentraciju,
treba upotrijebiti Dunnettov ili Dunnov test (po potrebi nakon primjerene transformacije
podataka).

55. Za potencijalnu plodnost jajaSca se broje svakodnevno, ali se mogu analizirati kao ukupan
broj jajasaca ili kao ponovljeno mjerenje. U Dodatku 10. navode se pojedinosti o nacinu
analiziranja te krajnje tocke. Za histopatoloske podatke u obliku ocjene ozbiljnosti razvijen
je novi statisticki test — RSCABS (engl. Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices) (33.).

56. Treba izvijestiti o svim krajnjim toCkama uocenima u tretiranjima kemikalijom koja su
znatno razli¢ita od odgovarajucih kontrola.

Razmatranja o analizi podataka
Upotreba kompromitirajucih razina obrade

57. Nekoliko ¢imbenika uzima se u obzir kako bi se utvrdilo pokazuje li ponavljanje ili
cjelokupna obrada ocitu toksi¢nost i je li potrebno ukloniti ih iz analize. O¢ita toksi¢nost
definira se kao viSe od Cetiri smrtna slucaja u bilo kojem ponavljanju od tre¢eg do devetog
tjedna nakon oplodnje koji se ne mogu objasniti tehnicCkom pogreSkom. Ostali znakovi
ocite toksi¢nosti ukljucuju krvarenje, neobi¢na ponasanja, neuobicajene nacine plivanja,
anoreksiju 1 bilo koje druge klinicke znakove bolesti. Za subletalne znakove toksi¢nosti
mogu biti potrebne kvalitativne procjene i1 uvijek ih je potrebno obaviti u odnosu na
kontrolnu skupinu s vodom za razrjedivanje (samo cCista voda). Ako je kod tretiranja s
najviSim koncentracijama prisutna ocita toksi¢nost, preporucuje se da se ta tretiranja
iskljuce iz analize.

Kontrole s otapalom
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Uporabu otapala potrebno je uzeti u obzir samo kao krajnje sredstvo, kada se razmotre sve
druge opcije prijenosa kemikalije. Ako se upotrebljava otapalo, tada je potrebno paralelno
provesti kontrolu s vodom za razrjedivanje. Na kraju ispitivanja treba procijeniti moguce
ucinke otapala. To se radi statistickom usporedbom kontrolne skupine s otapalom i
kontrolne skupine s vodom za razrjedivanje. Najrelevantnije krajnje tocke koje treba
razmotriti u toj analizi determinante su rasta (masa) jer na njih mogu utjecati opce
toksicnosti. Ako se na tim krajnjim tockama otkriju znatne razlike izmedu kontrolnih
skupina s vodom za razrjedivanje i s otapalom, treba primijeniti strué¢nu prosudbu kako bi
se utvrdilo je li naruSena valjanost ispitivanja. Ako se dvije kontrole razlikuju, tretiranja
izlozena kemikaliji treba usporediti s kontrolom s otapalom osim ako je poznato da se
prednost daje kontroli s vodom za razrjedivanje. Ako nema statisticki znacajne razlike
izmedu dviju kontrolnih skupina, preporucuje se da se tretiranja izloZena ispitivanoj
kemikaliji usporede s objedinjenim kontrolama (kontrolne skupine s otapalom i s vodom za
razrjedivanje), osim ako je poznato da se prednost daje samo kontrolnoj skupini s vodom
za razrjedivanje ili s otapalom.

IzvjeS€e o ispitivanju

59.

Izvjesce o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljede¢e informacije:

Ispitivana kemikalija: fizikalno stanje i po potrebi fizikalno-kemijska svojstva,

podaci za identifikaciju kemikalije.

Tvar s jednim sastojkom:

fizicki izgled, topljivost u vodi 1 druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

kemijske identifikacijske oznake, kao Sto su [IUPAC ili CAS naziv, CAS broj, SMILES ili
InChlI oznaka, strukturna formula, ¢isto¢a, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako
je izvedivo u praksi itd. (ukljucujuci udio organskog ugljika, prema potrebi).

Tvar s viSe sastojaka, UVCB tvari 1 smjese:

opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativnog udjela 1
relevantnih fizikalno-kemijskih svojstava sastojaka.

Ispitne vrste:

znanstveni naziv, soj ako je dostupno, podrijetlo, metoda sakupljanja oplodenih jajaSaca 1
kasnije postupanje.

Ispitni uvjeti:

fotoperiodi,
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plan ispitivanja (npr. veli¢ina komore, materijal i volumen vode, broj ispitnih komora i
ponavljanja, broj mladunaca po ponavljanju),

nacin pripreme glavnih otopina i ucestalost obnavljanja (ako se koristi sredstvo za
otapanje, trebalo bi ga navesti zajedno s koncentracijom),

metoda doziranja ispitivane kemikalije (npr. crpkama, sustavima za razrjedivanje),

iskoristivost metode i nazivnih ispitnih koncentracija, granica kvantifikacije, srednje
izmjerene vrijednosti 1 njihove standardne devijacije u ispitnim posudama te metoda
kojom su one dobivene i dokazi da se izmjerene vrijednosti odnose na koncentracije
ispitivane kemikalije u stvarnoj otopini,

svojstva vode za razrjedivanje: pH, tvrdoca, temperatura, koncentracija otopljenog kisika,
rezidualni klor (ako se mjeri), ukupni organski ugljik (ako se mjeri), suspendirana kruta
tvar (ako se mjeri), salinitet ispitnog medija (ako se mjeri) 1 ostala provedena mjerenja,

nazivne ispitne koncentracije, srednje izmjerene vrijednosti i njihove standardne
devijacije,

kakvoca vode u ispitnim posudama, pH, temperatura (dnevno) i koncentracija otopljenog
kisika,

podrobne informacije o hranjenju (npr. vrsta hrane, izvor, koli¢ina hrane i ucestalost
hranjenja).

Rezultati:

dokazi o uskladenosti kontrola s op¢im validacijskim kriterijima,

sljede¢i podaci za kontrolu (i kontrolu s otapalom ako se koristi) i ispitne skupine: valjenje
(valjivost 1 vrijeme potrebno za valjenje) za generacije F1 1 F2, prezivljavanje nakon
valjenja za F1, rast (duzina 1 tjelesna masa) za F1, genotipski spol i spolna diferencijacija
(npr. sekundarna spolna obiljezja na temelju papila na podrepnoj peraji i gonadna
histologija) za F1, fenotipski spol za F1, sekundarna spolna obiljeZja (papile na podrepnoj
peraji ) za F1, vtig mRNA (ili protein VTG) za F1, histopatoloska ocjena (gonade, jetra i
bubreg) za F1 i reprodukcija (potencijalna i stvarna plodnost) za FO, F1 (vidjeti tablice 1. i
2.),

pristup za statistiCku analizu (regresijska analiza ili analiza varijance) i obrada podataka
(primijenjent statisticki testovi ili modeli),

najvisa koncentracija bez vidljivog ucinka (NOEC) za svaki ocijenjeni odgovor,

najniZa koncentracija s vidljivim u¢inkom (LOEC) za svaki ocijenjeni odgovor (pri
p =0,05); ECx za svaki ocijenjeni odgovor, ako je primjenjivo, te intervali pouzdanosti
(npr. 90 % ili 95 %) i graf prilagodenog modela primijenjenog za izracun vrijednosti ECx,
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nagib krivulje koncentracija — odgovor, formula regresijskog modela, procijenjeni
parametri modela i njihove standardne pogreske,

- sva odstupanja od ove ispitne metode i odstupanja od kriterija prihvatljivosti te
razmatranja potencijalnih posljedica na ishod ispitivanja.

60. Za rezultate mjerenja krajnjih toCaka treba prikazati srednje vrijednosti 1 njihove
standardne devijacije (ako je moguce, i na temelju ponavljanja i koncentracija).
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Dodatak 1.

DEFINICIJE
Kemikalija: tvar ili smjesa.
ELISA: imunoenzimski test (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
Potencijalna plodnost = broj jajasaca.
Stvarna plodnost = broj zivih jajasaca/potencijalna plodnost.
Vili¢na duzina (FL) odnosi se na duzinu od vrha usta do kraja srednjih Sipcica repne peraje
i primjenjuje se na ribe kod kojih je teSko odrediti gdje zavrSava kraljeznica
(www.fishbase.org).

Valjivost = mladunci/broj embrija kojima se inkubator napuni.

TACUC: institucionalni odbor za dobrobit 1 upotrebu Zivotinja (engl. Institutional Animal
Care and Use Committee).

Standardna duZina (SL) odnosi se na duZinu ribe izmjerenu od vrha usta do straznjeg kraja
zadnjeg kraljeSska ili do straznjeg kraja srednjeg bocnog dijela hipuralne ploce.
Jednostavnije receno, pri mjerenju se iskljucuje duzina repne peraje (www.fishbase.org).

Ukupna duzina (TL) odnosi se na duzinu od vrha usta do vrha duzeg reznja repne peraje,
obi¢no mjereno na reznjevima stisnutima duZz srediSnje linije. Mjeri se u ravnoj liniji, a ne
uz krivulju tijela (www.fishbase.org).

A Standardna duzina . _____________

_______________________ Vilicna duzina S | |

e e Ukupna duzina = -
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Slika 1.: opis razli¢itih duzina koje se primjenjuju.

ECx: (koncentracija s x-postotnim uc¢inkom) koncentracija je koja u odredenom razdoblju
izlaganja izaziva x-postotni ucinak na ispitne organizme u usporedbi s kontrolom. Na
primjer, EC50 je koncentracija za koju se procjenjuje da stvara uCinak na krajnju tocku
ispitivanja u 50 % izloZene populacije tijekom odredenog razdoblja izlaganja.

Protocno ispitivanje je ispitivanje sa stalnim protokom ispitne otopine kroz ispitni sustav
za vrijeme izlaganja.

Os HPG: os hipotalamus-hipofiza-gonade.

IUPAC: Medunarodna unija za ¢istu i primijenjenu kemiju.

Masa riba u odnosu na prostor: mokra masa ribe po volumenu vode.

NajniZza koncentracija s vidljivim uc¢inkom (LOEC) najniZa je ispitana koncentracija
ispitivane kemikalije kod koje je uocen statisti¢ki znacajan uc¢inak kemikalije (pri p < 0,05)
u usporedbi s kontrolom. Medutim, sve ispitne koncentracije iznad LOEC-a trebale bi imati
jednak ili veéi Stetan uc¢inak od onoga koji je uocen pri LOEC-u. Ako se ne mogu ispuniti ta

dva uvjeta, trebalo bi navesti podrobno objasnjenje za odabir LOEC-a (a time i NOEC-a).
Smjernice se nalaze u dodacima 5. 1 6.

Medijan smrtonosne koncentracije (LCS50): koncentracija ispitivane kemikalije koja je
procijenjena kao smrtonosna za 50 % ispitnih organizama za vrijeme ispitivanja.

NajviSa koncentracija bez vidljivog u¢inka (NOEC) ispitna je koncentracija neposredno
ispod LOEC-a koja unutar navedenog razdoblja izlaganja nema statisticki znacajan uc¢inak
(p <0,05) u usporedbi s kontrolom.

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification.
Broj riba u odnosu na prostor: broj riba po volumenu vode.
Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvodi ili bioloski
materijali.

VTG: vitelogenin je fosfolipoglikoproteinski prekursor proteina zumanjka koji je u pravilu
prisutan u spolno aktivnih zenki svih vrsta koje lijezu jaja.

WPF: tjedana nakon oplodnje.
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NEKA KEMIJSKA SVOJSTVA PRIHVATLJIVE VODE ZA RAZRJEDIVANJE

Tvar Grani¢na 3
koncentracija
Lebdece Cestice 5 mg/l
Ukupni organski ugljik 2 mg/l
Neionizirani amonijak 1 Og/l
Rezidualni klor 10 Og/l
Ukupni organofosforni pesticidi 50 ng/l
Ukupni organoklorni pesticidi plus poliklorirani bifenili 50 ng/l
Ukupni organski klor 25 ng/l
Aluminij 1 Og/l
Arsen 1 Og/l
Krom 1 Og/l
Kobalt 1 Og/l
Bakar 1 Og/l
Zeljezo 1 Og/l
Olovo 1 Og/l
Nikal 1 Og/l
Cink 1 Og/l
Kadmij 100 ng/1
Ziva 100 ng/l
Srebro 100 ng/1
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Dodatak 3.

ISPITNI UVJETI ZA MEOGRT

1. Preporucena vrsta
2. Vrsta ispitivanja

3. Temperatura vode

4. Kwvaliteta osvjetljenja

6. Masa riba u odnosu na prostor

7. Najmanji iskoristivi volumen
ispitne komore

8. Izmjene volumena ispitnih
otopina

9. Starost ispitnih organizama na
pocetku

10.Broj organizama po
ponavljanju

11.Broj tretiranja

12.Broj ponavljanja po tretiranju

Japanska medaka (Oryzias latipes)
Kontinuirano proto¢no

Nominalna ispitna temperatura iznosi 25 °C. Srednja temperatura
tijekom cijelog ispitivanja u svakom spremniku iznosi od 24 do 26 °C.

Fluorescentne Zarulje (Siroki spektar i ~ 150 lumena/m?)
(~ 150 Ix).

16 sati svjetla, osam sati tame

FO: dvije odrasle ribe po ponavljanju; F1: pocCinje se s najvise 20
jajasaca (embrija) po ponavljanju, smanjuje se na 12 embrija po
ponavljanju pri valjenju i zatim dvije odrasle ribe (uzgojni par XX-XY)
od devetog do desetog tjedna nakon oplodnje za reprodukcijsku fazu

1,8 1 (npr. ispitna komora veli¢ine: 18 x 9 x 15 cm)
Najmanje pet obnavljanja volumena dnevno do najvise 16 obnavljanja
volumena dnevno (ili protok od 20 ml/min)

FO0: > 12 tjedana nakon oplodnje, ali ne preporucuje se vise od 16
tjedana nakon oplodnje

FO: dvije ribe (par muZzjaka i Zenke); F1: najvise 20 riba (jajasaca) po
ponavljanju (nastalih iz uzgojnih parova generacija FO i F1).

Pet tretiranja ispitivanom kemikalijom i odgovarajuce kontrole

Najmanje Sest ponavljanja po tretiranju za ispitivanu kemikaliju i
najmanje 12 ponavljanja za kontrolu i za kontrolu s otapalom, ako se
upotrebljava (broj ponavljanja udvostrucuje se u reprodukcijskoj fazi
generacije F1)

13.Broj organizama po ispitivanjuNajmanje 84 ribe u generaciji FO i 504 u generaciji F1 (ako se koristi

14.Rezim hranjenja

kontrola s otapalom, 108 riba u generaciji FO i 648 riba u generaciji F1).
Jedinica koja se broji jest posteleutero-embrij.

Ribe se hrane ad libitum rac¢i¢ima Artemia spp. (liCinke stare 24 sata),
koji se po potrebi mogu dopuniti komercijalno dostupnom hranom u
listi¢éima (primjer rezima hranjenja kojim se osiguravaju odgovarajuci
rast 1 razvoj kojim se podupire pouzdana reprodukcija nalazi se u
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15.Dozracivanje

16. Voda za razrjedivanje

17.Razdoblje izlaganja

18. Bioloske krajnje tocke

(primarne)

19. Kriteriji valjanosti ispitivanja

D060575/02

Dodatku 6.).

Bez dozracivanja, osim ako se koncentracija otopljenog kisika priblizi
vrijednosti < 60 % vrijednosti zasi¢enosti kisikom

Cista povrsinska, izvorska ili rekonstituirana voda ili voda iz slavine iz
koje je uklonjen klor.

U prvom redu 19 tjedana (od generacije FO do valjenja generacije F2)

Valjivost (F1 i F2); prezivljavanje (F1, od valjenja do 4. tjedna nakon
oplodnje (kraj razdoblja li¢inki/pocetak razdoblja juvenilnih riba), od 4.
do 9. (ili 10.) tjedna nakon oplodnje (od pocetka razdoblja juvenilnih
riba do riba koje nisu odrasle) i od 9. do 15. tjedna nakon oplodnje (od
razdoblja riba koje nisu odrasle do usmréivanja odraslih riba)); rast (F1,
duzina i masa 9. i 15. tjedna nakon oplodnje); sekundarna spolna
obiljezja (F1, papile na podrepnoj peraji 9. i 15. tjedna nakon oplodnje);
vitelogenin (F1, vt¢g mRNA ili protein VTG 15. tjedna nakon oplodnje);
fenotipski spol (F1, gonadnom histologijom 15. tjedna nakon oplodnje);
reprodukcija (FO i F1, potencijalna i stvarna plodnost za 21 dan);
vrijeme mrije$¢enja (F1) 1 histopatologija (F1, gonade, jetra i bubreg 15.
tjedna nakon oplodnje)

Otopljeni kisik trebao bi iznositi > 60 % vrijednosti zasi¢enosti kisikom;
srednja temperatura vode od 24 do 26 °C tijekom cijelog ispitivanja;
uspjesna reprodukcija > 65 % Zenki u kontrolama; srednja dnevna
potencijalna plodnost > 20 jajaSaca u kontrolama; valjivost > 80 %
(prosjek) u kontrolama (i u generaciji F1 i F2); prezivljavanje nakon
valjenja do 3. tjedna nakon oplodnje > 80 % (prosjek) i od 3. tjedna
nakon oplodnje do usmrcivanja za generaciju > 90 % (prosjek) u
kontrolama (F1), koncentracije ispitivane kemikalije u otopini trebalo bi
uspjesSno odrzavati u rasponu od £20 % srednjih izmjerenih vrijednosti.
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Dodatak 4.

SMJERNICE ZA TIPICNE KONTROLNE VRIJEDNOSTI

Treba napomenuti da se te kontrolne vrijednosti temelje na ograni¢enom broju validacijskih

Rast

studija i podlijezu izmjeni u kontekstu stjecanja novog iskustva.

Masa i duzina mjere se kod svih riba koje se uzorkuju devet (ili deset) i 15 tjedana nakon
oplodnje. Ako se slijedi ovaj protokol, ocekuje se da ¢e se devetog tjedna nakon oplodnje
dobiti mokra masa od 85 do 145 mg za muzjake i od 95 do 150 mg za Zenke. Ocekuje se da
¢e se 15. tjedna nakon oplodnje dobiti masa od 250 do 330 mg za muzjake i od 280 do
350 mg za zenke. lako su moguca znatna odstupanja od tih raspona za pojedinacne ribe,
srednje kontrolne mase koje su znatno izvan tih raspona, a osobito manje, ukazuju na
poteskoce s hranjenjem, kontrolom temperature, kakvo¢om vode, boles¢u ili bilo kojom
kombinacijom tih ¢imbenika.

Valjenje

Uspjesnost valjenja u kontrolama obi¢no iznosi priblizno 90 %, ali nisu neuobicajene ni nize
vrijednosti od priblizno 80 %. Uspjesnost valjenja manja od 75 % moze ukazivati na
nedovoljno protresanje jajaSaca koja se razvijaju ili nedovoljan oprez pri postupanju s
jajaScima, na primjer nepravovremeno uklanjanje mrtvih jajaSaca koje je dovelo do gljivi¢ne
infekcije.

Prezivljavanje

Stope prezivljavanja do tri tjedna nakon oplodnje od valjenja i nakon tri tjedna nakon
oplodnje obi¢no iznose 90 % ili visSe za kontrole, ali ni niZe stope prezivljavanja od
priblizno 80 % u ranim fazama Zivota u kontrolama nisu razlog za zabrinutost. Stope
preZivljavanja u kontrolama manje od 80 % razlog su za zabrinutost 1 mogu ukazivati na
nedovoljno ¢iS¢enje akvarija koje je dovelo do gubitka li¢inki zbog bolesti ili guSenja do
kojeg je doslo zbog niskih razina otopljenog kisika. Smrtnost moZze biti 1 posljedica ozljeda
tijekom ¢iS¢enja spremnika 1 gubitka li¢inki zbog odvodnog sustava spremnika.

Gen za vitelogenin

Iako se apsolutne razine ekspresije gena za vitelogenin (vtg) izrazene kao kopije/ng ukupnog
mRNA mogu znatno razlikovati medu laboratorijima zbog postupaka ili instrumenata koji
se koriste, omjer za vtg trebao bi biti priblizno 200 puta veci kod kontrolnih zenki nego kod
kontrolnih muzjaka. Nije neuobicajeno da se taj omjer krece ¢ak 1 u rasponu od 1 000 do
2 000, ali omjeri manji od 200 sumnjivi su i mogu ukazivati na poteSkoce s kontaminacijom
uzorka ili poteSkoce s koriStenim postupcima 1/ili reagensima.

Sekundarna spolna obiljezja
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Kod muzjaka normalni raspon sekundarnih spolnih obiljezja, koja se definiraju kao ukupan
broj segmenata u Sip¢icama peraje papila na podrepnoj peraji, iznosi od 40 do 80 segmenata
od devetog do desetog tjedna nakon oplodnje. Do 15. tjedna nakon oplodnje raspon za
kontrolne muzjake treba biti od priblizno 80 do 120, a 0 za kontrolne zenke. Iz
neobjasnjenih razloga u rijetkim sluc¢ajevima neki muzjaci ne razviju papile do 9. tjedna
nakon oplodnje, ali buduéi da svi kontrolni muzjaci razvijaju papile do 15. tjedna nakon
oplodnje, uzrok je vjerojatno zakaSnjeli razvoj. Prisutnost papila kod kontrolnih Zzenki
ukazuje na prisutnost muzjaka XX u populaciji.

Muzjaci XX

Cini se da je normalna osnovna ucestalost pojave muZzjaka XX u kulturi priblizno 4 % ili
manje na temperaturi od 25 °C, a ucestalost se povecava s povecanjem temperature. Treba
poduzeti korake za smanjenje udjela muzjaka XX u populaciji. Budu¢i da se ¢ini da
ucestalost pojave muzjaka XX ima genetsku komponentu te je stoga nasljedna, pracenje
mati¢ne kulture 1 osiguravanje da se muzjaci XX ne upotrebljavaju za razmnozavanje
maticne kulture ucinkovit je nacin smanjenja ucestalosti pojave muzjaka XX u populaciji.

Aktivnost mrijescenja

Aktivnost mrijeS¢enja u kontrolnim ponavljanjima treba svakodnevno pratiti prije
ocjenjivanja potencijalne plodnosti. Kontrolni parovi mogu se kvalitativno ocijeniti kako bi
se dokazala aktivnost mrijeS¢enja. Vecina kontrolnih parova trebala bi se mrijestiti od 12. do
14. tjedna nakon oplodnje. Ako se do tog trenutka mrijesti malen broj parova, to ukazuje na
moguce poteskoce sa zdravljem, zrelos¢u ili dobrobiti riba.

Potencijalna plodnost

Zdrave medake koje se dobro hrane trebale bi se svakodnevno mrijestiti od 12. do 14. tjedna
nakon oplodnje, pri cemu bi trebale proizvoditi od 15 do 50 jajasaca dnevno. Proizvodnja
jajaSaca za 16 parova od 24 preporucena kontrolna uzgojna para (> 65 %) treba biti veca od
20 jajasaca po paru dnevno i moze iznositi ¢ak 1 40 jajasaca dnevno. Manji broj jajaSaca
moze ukazivati na nezrele, pothranjene ili nezdrave parove koji se mrijeste.

Plodnost

Postotak plodnih jajaSaca za kontrolne parove koji se mrijeste obi¢no je u rasponu od 90 %,
a nisu neuobicajene ni vece vrijednosti. Stope plodnosti manje od 80 % za kontrolna jajasca
sumnjive su i mogu ukazivati na jedinke koje nisu zdrave ili na uvjete uzgoja kulture koji
nisu idealni.
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Dodatak 5.

PRIMJER REZIMA HRANJENJA

Primjer rezima hranjenja kojim se osiguravaju primjereni rast i razvoj za potporu pouzdanoj
reprodukciji prikazan je u Tablici 1. Odstupanja od tog rezima hranjenja mogu biti
prihvatljiva, ali preporucuje se da ih se ispita kako bi se potvrdilo da dolazi do prihvatljivog
rasta i reprodukcije. Kako bi se slijedio predlozeni rezim hranjenja, prije pocetka ispitivanja
treba utvrditi suhu masu raci¢a Artemia po volumenu tekuce kaSe raCi¢a. To se moze
napraviti vaganjem utvrdenog volumena tekuce kaSe raci¢a koja se susila 24 sata na 60 °C
na unaprijed odvaganim pliticama. Kako bi se uzela u obzir masa soli u tekucoj kasi,
identi¢an volumen iste otopine soli koja se upotrebljava u tekucoj kasi treba susiti, vagati i
oduzeti od mase osuSene kaSe raci¢a. Umjesto toga raci¢i se mogu filtrirati 1 isprati
destiliranom vodom prije suSenja, ¢ime se uklanja potreba za mjerenjem mase same soli. Te
se informacije upotrebljavaju za pretvaranje informacija iz tablice za suhu masu raci¢a
Artemia u volumen tekuce kase raci¢a koji se daje ribama. Osim toga, preporucuje se da se
alikvoti tekucée kase racica vazu svakog tjedna kako bi se potvrdila tocna suha masa raci¢a
koji se daju kao hrana.
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Tablica 1.: Primjer rezima hranjenja

Vrijeme (nakon Raci¢i Artemia (mg suhe mase
valjenja) po ribi dnevno)
Dan 1. 0,5
Dan 2. 0,5
Dan 3. 0,6
Dan 4. 0,7
Dan 5. 0,8
Dan 6. 1,0
Dan 7. 1,3
Dan 8. 1,7
Dan 9. 2,2
Dan 10. 2,8
Dan 11. 3,5
Dan 12. 4,2
Dan 13. 4.5
Dan 14. 4.8
Dan 15. 52
Dani 16.-21. 5,6
Cetvrti tjedan 7,7
Peti tjedan 9,0
Sesti tjedan 11,0
Sedmi tjedan 13,5
Osmi tjedan — 22,5
usmréivanje
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Dodatak 6.

PRIMJER KOMORE ZA INKUBACIJU JAJASACA

Primjer A

q

Ovaj se inkubator sastoji od prerezane staklene cijevi centrifuge povezane rukavom od
nehrdajuceg ¢elika, koju drzi navojni Cep centrifuge. Kroz ¢ep viri malena cijev od stakla ili
nehrdajuceg celika koja je postavljena u blizini zaobljenog dna; ona dovodi mjehuriée zraka
kojima se suspendiraju jajaSca i smanjuje prijenos saprofitnih gljivicnih infekcija medu
jajaScima uz istovremeno olakSavanje razmjene kemikalija izmedu inkubatora i spremnika.

Primjer B
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Ovaj inkubator sastoji se od staklene cilindri¢ne osnove (promjer od 5 cm 1 visina od 10 cm)
i nehrdajuce zicane mreze (0,25 ¢ 1 mrezice 32) koja se pri¢vrscuje na dno osnove PTFE
prstenom. Inkubatori se mogu suspendirati na Sipkama za podizanje u spremnicima i
vertikalno protresati (amplituda od priblizno pet centimetara) u ciklusu (priblizno jednom
svake Cetiri sekunde) koji je primjeren za jajasSca medake.
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SHEMATSKI PRIKAZ ZA OBJEDINJAVANJE I POPUNJAVANJE PONAVLJANJA

TIJEKOM CIJELE ISPITNE METODE MEOGRT

Slika 1.: Objedinjavanje i ponovno popunjavanje ponavljanja tijekom cijelog ispitivanja MEOGRT.
Slika predstavlja jedno tretiranje ili polovinu kontrole. Zbog objedinjavanja identitet ponavljanja nije
kontinuiran tijekom cijelog ispitivanja. Napominje se da se izraz ,jajasca” odnosi na ziva, oplodena
jajasca (ekvivalentno embrijima).
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Tretiranja i ponavljanje

Za ispitnu metodu preporucuje se pet tretiranja ispitivanom kemikalijom upotrebom
materijala tehnickog stupnja Cistoce 1 negativne kontrole. Broj ponavljanja po tretiranju nije
isti tijekom cijelog ispitivanja MEOGRT te je broj ponavljanja u kontrolnom tretiranju
dvostruko ve¢i od bilo kojeg pojedinacnog tretiranja ispitivanom kemikalijom. Kod
generacije FO svako tretiranje ispitivanom kemikalijom ima Sest ponavljanja, dok tretiranje
negativnom kontrolom ima 12 ponavljanja. Ne preporucuje se upotreba otapala, a ako se
ona upotrebljavaju, u izvjesScu o ispitivanju MEOGRT treba obrazloziti 1 zaSto je otapalo
potrebno 1 odabir specificnog otapala. Isto tako, ako se upotrebljava otapalo, potrebne su
dvije vrste kontrola: a) kontrola s otapalom 1 b) negativna kontrola. Te dvije kontrolne
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skupine trebale bi se sastojati od cijelog skupa ponavljanja u svim tockama vremenskog
okvira ispitivanja MEOGRT. Ta struktura ponavljanja ostaje ista tijekom cijelog razvoja
organizama iz generacije F1 (i F2 do valjenja). Medutim, u fazi odraslih riba, kada se
uspostave uzgojni parovi generacije F1, optimalno je da se broj ponavljanja parova za
reprodukciju po tretiranju udvostruci; stoga u svakom tretiranju ispitivanom kemikalijom
ima do 12 parova ponavljanja, a u kontrolnoj skupini 24 para ponavljanja (i po potrebi jos§
24 para ponavljanja u kontroli s otapalom). Utvrdivanje valjenja i embrija koje su
izmrijestili parovi generacije F1 obavlja se prema istoj strukturi ponavljanja kao i za embrije
koje su izmrijestili parovi generacije FO, Sto podrazumijeva prvo Sest ponavljanja po
tretiranju ispitivanom kemikalijom i1 12 ponavljanja u kontrolnim skupinama.
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Dodatak 8.

BROJANJE PAPILA NA PODREPNOJ PERAJI

Glavni materijali i reagensi

- Disekeijski mikroskop (s pri¢vrséenom kamerom koja nije obvezna)

- Fiksativ (npr. Davidsonov fiksativ (ne preporucuje se Bouinov fiksativ)), ako se ne broji sa
slike

Postupci

Nakon nekropsije treba slikati podrepnu peraju kako bi se omogucilo prakti¢no brojanje
papila na podrepnoj peraji. lako je slikanje preporucena metoda, podrepna peraja moze se
fiksirati Davidsonovim fiksativom ili drugim odgovaraju¢im fiksativom priblizno jednu
minutu. Vazno je tijekom fiksacije drzati podrepnu peraju ravnom kako bi se omogucilo
lakSe brojanje papila. Truplo s podrepnom perajom moze se pohraniti u Davidsonovu
fiksativu ili drugom odgovaraju¢em fiksativu do analize. Broji se broj kosti bodlje (vidjeti
sliku 1.) s papilama koje vire na straznjem dijelu kosti bodlje.

Slika 1.: Papile na podrepnoj peraji

- .+ Kostibodlje - “ 4 . T

o T —————
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Dodatak 9.

PODROBAN VREMENSKI OKVIR ISPITIVANJA MEOGRT
1.-3. ispitni tjedan (F0)

Ribe iz generacije FO koje se mrijeste i koje su ispunile kriterije za odabir (vidjeti stavke
od 16. do 20.) izlazu se tri tjedna kako bi se omogucilo izlaganje gameta i gonadnih tkiva u
razvoju ispitivanoj kemikaliji. U svaki se spremnik s ponavljanjem stavlja jedan uzgojni par
riba (uzgojni par zenke XX 1 muzjaka XY). IzmrijeS¢ena jajaSca prikupljaju se, broje i
procjenjuje se njihova plodnost tijekom 21 uzastopnog dana, pocevsi od prvog ispitnog
dana.

4. ispitni tjedan (F0 i F1)

Preporucuje se da se oplodena i ziva jajasca (embriji) prikupljaju istog dana; medutim, ako
nema dovoljno embrija, mogu se prikupljati tijekom dva dana. Ako se prikupljaju dva dana,
svi embriji u tretiranjima koji su prikupljeni prvog dana objedinjuju se s onima koji su
prikupljeni drugog dana. Zatim se svi objedinjeni embriji za svako tretiranje nasumicno
raspodjeljuju u sve inkubatore ponavljanja tako da u svakom inkubatoru bude 20 embrija.
Smrtnost oplodenih jajaSaca (embrija) svakodnevno se provjerava i evidentira. Mrtva jajasca
uklanjaju se iz inkubatora (na smrt oplodenih jajaSaca moZe ukazivati, posebno u ranim
stadijima, vidan gubitak prozirnosti i promjena boje zbog koagulacije i/ili talozenja proteina,
Sto rezultira bjelkasto-mutnim izgledom; OECD 210).

Napomena: ako je za jednokratno tretiranje potreban drugi dan prikupljanja, kod svih se
tretiranja (ukljucujuéi kontrole) mora poStovati taj postupak. Ako nakon drugog dana
prikupljanja u tretiranju nema dovoljno embrija da bi se napunilo 20 embrija po inkubatoru,
broj embrija kojima se pune inkubatori treba smanjiti na 15. Ako nema dovoljno embrija da
bi se napunilo 15 embrija po inkubatoru, treba smanjiti broj ponavljanja inkubatora tako da
bude dovoljno embrija za 15 embrija po inkubatoru. Osim toga, moglo bi se dodati vise
uzgojnih parova po tretiranju 1 kontrolama u generaciji FO kako bi se dobilo viSe jajaSaca 1
dosegao preporuceni broj od 20 jajaSaca po ponavljanju.

Uzgojni parovi generacije FO humano se usmréuju 24. ispitnog dana te se evidentiraju
njihova masa i duljina. Uzgojni parovi generacije FO po potrebi se mogu drZati jo$ jedan ili
dva dana kako bi se ponovno zapocela generacija F1.

5.-6. ispitni tjedan (F1)

Od jednog do dva dana prije predvidenog pocCetka valjenja, treba zaustaviti ili smanjiti
protresanje jajasaca koja se inkubiraju kako bi se ubrzalo valjenje. Budu¢i da se embriji vale
svakog dana, mladunci se objedinjuju prema tretiranju i sustavno raspodjeljuju u svaki
spremnik s ponavljanjem za li¢inke u okviru specifi¢nog tretiranja s najvise 12 mladunaca.
To se obavlja nasumi¢nim odabirom mladunaca 1 stavljanjem pojedina¢nih mladunaca u
uzastopna ponavljanja neselektivnim izvlacenjem, kre¢u¢i se redom kroz specificna
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ponavljanja tretiranja dok sva ponavljanja u okviru tretiranja ne budu imala 12 mladunaca.
Ako nema dovoljno mladunaca da se popune sva ponavljanja, treba osigurati da Sto vise
ponavljanja ima 12 mladunaca da bi se zapocela faza F1.

Jajasca koja se ne izvale u razdoblju dvostruko duljem od srednjeg dana valjenja u kontroli
smatraju se neodrzivima te se odbacuju. Evidentira se broj mladunaca i raCuna se uspjesnost
valjenja (valjivost) u svakom ponavljanju.

7.—11. ispitni tjedan (F1)

Prezivljavanje li¢inki riba svakodnevno se provjerava i evidentira u svim ponavljanjima.
Evidentira se broj prezivjelih riba u svakom ponavljanju 43. ispitnog dana te pocetni broj
mladunaca koji su stavljeni u ponavljanje (najbolje dvanaest). To omogudéuje izracun
postotka prezivljavanja od valjenja do faze riba koje nisu odrasle.

Ispitni tjedni (F1)

Od 78. do 85. ispitnog dana uzima se mali uzorak s repne peraje svake ribe kako bi se
utvrdio genotipski spol jedinke (tj. obrezivanje peraja) za sve ribe. Te se informacije koriste
za utvrdivanje uzgojnih parova.

U roku od tri dana od utvrdivanja genotipskog spola svake ribe, nasumic¢no se utvrduje 12
uzgojnih parova po tretiranju 1 24 para po kontroli. Dvije ribe XX 1 XY iz svakog
ponavljanja nasumi¢no se odabiru i objedinjuju prema spolu te se zatim nasumi¢no odabiru
za uspostavu uzgojnog para (tj. par XX-XY). Uspostavlja se najmanje 12 ponavljanja po
tretiranju kemikalijom 1 najmanje 24 ponavljanja za kontrolu s jednim uzgojnim parom po
ponavljanju. Ako u ponavljanju ne postoje dvije ribe XX ili dvije ribe XY koje su dostupne
za objedinjavanje, ribe s genotipom odgovarajuceg spola treba uzeti iz drugih ponavljanja u
tretiranju.

Preostale ribe (najvise osam riba po ponavljanju) humano se usmréuju i uzorkuju za razlicite
krajnje tocke riba koje nisu odrasle. Podaci o genu dmy (XX ili XY) za sve uzorke riba koje
nisu odrasle zadrzavaju se kako bi se osiguralo da se svi podaci o krajnjim to¢kama mogu
povezati s genetskim spolom svake pojedinacne ribe.

13.-14. ispitni tjedan (F1)
Izlaganje se nastavlja kako se uzgojni parovi riba koje nisu odrasle razvijaju u odrasle ribe.
Na 98. ispitni dan (tj. dan prije pocetka prikupljanja jajasaca) jajaSca se uklanjaju 1 i1z
akvarija 1 sa zenki.

15.—17. ispitni tjedan (F1)

IzmrijeS¢ena jajaSca prikupljaju se svakodnevno 21 uzastopan dan u svakom ponavljanju te
se procjenjuju u pogledu potencijalne 1 stvarne plodnosti.

18. ispitni tjedan (ponavljanje 4. ispitnog tjedna) (F1 i F2)
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Na 120. ispitni dan prikupljanje jajasaca obavlja se ujutro u svakom spremniku s
ponavljanjem. Procjenjuju se prikupljena jajasca te se oplodena jajasca (uklonjeni filamenti)
od svakog uzgojnog para objedinjuju prema tretiranju i sustavno distribuiraju u komore
inkubatora jajasaca s 20 oplodenih jajaSaca po inkubatoru. Inkubatori se mogu staviti u
posebne ,,spremnike inkubatora” uspostavljene za svako tretiranje ili u spremnik s
ponavljanjem u kojem ¢e se li¢inke drzati nakon valjenja. Preporucuje se da se embriji
prikupljaju istog dana; medutim, ako nema dovoljno embrija, mogu se prikupljati tijekom
dva dana. Ako se prikupljaju dva dana, svi embriji u tretiranjima koji su prikupljeni prvog
dana objedinjuju se s onima koji su prikupljeni drugog dana. Zatim se svi objedinjeni
embriji za svako tretiranje nasumi¢no raspodjeljuju u sve inkubatore ponavljanja tako da u
svakom inkubatoru bude 20 embrija. Napomena: ako je za jednokratno tretiranje potreban
drugi dan prikupljanja, kod svih se tretiranja (ukljucuju¢i kontrole) mora poStovati taj
postupak. Ako nakon drugog dana prikupljanja u tretiranju nema dovoljno embrija da bi se
napunilo 20 embrija po inkubatoru, broj embrija kojima se pune inkubatori treba smanjiti na
15. Ako nema dovoljno embrija da bi se napunilo 15 embrija po inkubatoru, treba smanjiti
broj ponavljanja inkubatora tako da bude dovoljno embrija za 15 embrija po inkubatoru.

Na 121. ispitni dan (ili 122. ispitni dan, kako bi se osiguralo da se generacija F2 dobro
zapocne) uzgojni parovi generacije F1 humano se usmréuju i analiziraju u pogledu krajnjih
to¢aka odraslih riba. Uzgojni parovi generacije F1 po potrebi se mogu drzati joS jedan ili
dva dana kako bi se ponovno zapocela generacija F2.

19.-20. ispitni tjedan (F2)

Od jednog do dva dana prije predvidenog pocetka valjenja, treba zaustaviti ili smanjiti
protresanje jajaSaca koja se inkubiraju kako bi se ubrzalo valjenje. Ako ispitivanje zavrsi
dovrSetkom valjenja generacije F2, mladunci se evidentiraju 1 odbacuju (embriji koji se ne
izvale nakon produljenog vremena inkubacije, koje se definira kao razdoblje dvostruko
dulje od srednjeg dana valjenja u kontroli, smatraju se neodrzivima).
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Dodatak 10.

STATISTICKA ANALIZA

Vrste bioloskih podataka koji nastanu u ispitivanju MEOGRT nisu jedinstveni za to
ispitivanje i, osim za patoloske podatke, razvijene su mnoge primjerene statisticke
metodologije za pravilnu analizu sli¢nih podataka ovisno o znacajkama podataka, medu
ostalim, normalnosti, homogenosti varijance, omogucuje li plan studije ispitivanje hipoteza
ili regresijsku analizu, parametrijska ispitivanja u odnosu na neparametrijska itd. Opc¢enito,
u predloZzenim statistickim metodama posStuju se preporuke OECD-a za podatke o
ekotoksicnosti (OECD, 2006.), a na slici 2. moZe se vidjeti grafikon odluke za analizu
podataka dobivenih ispitivanjem MEOGRT.

Pretpostavlja se da ¢e skupovi podataka najéeS¢e pokazivati monotoni¢ne odgovore. Osim
toga, treba razmotriti pitanje upotrebe jednosmjernog statistickog testiranja ili dvosmjernog
statistickog testiranja. Predlaze se upotreba jednosmjernih statistickih testiranja osim ako
postoji bioloski razlog zbog kojeg ono ne bi bilo primjereno. Iako se u sljede¢em odjeljku
predlazu odredeni statisticki testovi, ako se razviju primjerenije i/ili snaznije statisticke
metode za primjenu na specificnim podacima koji se dobiju ispitivanjem MEOGRT,
upotrebljavali bi se ti statisticki testovi kako bi se iskoristile te prednosti.

Podatke dobivene ispitivanjem MEOGRT treba analizirati zasebno za svaki genotipski spol.
Postoje dvije strategije za analizu podataka o ribama s promijenjenim spolom (muzjaci XX
ili Zenke XY): 1) iskljuc¢ivanje svih podataka o ribama s promijenjenim spolom iz cijelog
ispitivanja, osim ucestalosti pojave promjene spola u svakom ponavljanju; 2) zadrzavanje
podataka o svim ribama s promijenjenim spolom u skupu podataka i1 analiza na temelju
genotipa.

Histopatoloski podaci

Histopatoloski podaci navode se kao ocjene ozbiljnosti koje se procjenjuju upotrebom
novog statistickog postupka — RSCABS (engl. Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices),
(Green 1 dr., 2014.). U prilagodbama Rao-Scottova postupka zadrZavaju se informacije iz
ponavljanja ispitivanja; postupak u dijelovima (engl. by Slices) ukljucuje biolosko
oCekivanje da se ocjene ozbiljnosti obi¢no povecavaju s povecanjem koncentracija u
tretiranjima. Za svaku se dijagnozu u ishodu RSCABS-a navodi kod kojih se tretiranja javlja
vecéa ucestalost pojave patologije nego u kontrolama te povezane razine ozbiljnosti.

Podaci o potencijalnoj plodnosti

Analize za podatke o potencijalnoj plodnosti sastoje se od Jonckheere-Terpstraova ili
Williamsova testa postupnog snizavanja kako bi se utvrdili u€inci tretiranja, pod uvjetom da
su podaci uskladeni s monotoni¢nim odgovorom na koncentraciju. Kod testa postupnog
snizavanja sve se usporedbe obavljaju pri razini znacajnosti od 0,05 1 nema prilagodbi za
broj usporedbi. Ocekuje se da su podaci uskladeni s monotoni¢nim odgovorom na
koncentraciju, ali to se moZe provjeriti vizualnim pregledom podataka ili izradom linearnih 1
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kvadratnih kontrasta srednjih vrijednosti tretiranja nakon transformacije podataka u
redoslijed rangova. Test trenda dovrSen je osim ako je kvadratni kontrast znacajan, a
linearni kontrast nije znacajan. U suprotnom se obavlja Dunnettov test kako bi se utvrdili
ucinci tretiranja ako su podaci normalno distribuirani s homogenim varijancama. Ako ti
zahtjevi nisu ispunjeni, upotrebljava se Dunnov test s Bonferonni-Holmovom prilagodbom.
Svi navedeni testovi obavljaju se neovisno o bilo kakvom opéem F-testu ili Kruskal-
Wallisovu testu. Dodatne pojedinosti nalaze se u OECD-ovoj publikaciji iz 2006.

Mogu se koristiti i1 alternativne metode, kao Sto su opceniti linearni model s Poissonovim
pogreskama za brojeve jajasaca (bez transformacije), ako se to statisticki obrazlozi
(Cameron 1 Trividi, 2013.). Ako se upotrebljava alternativni pristup, preporucuje se
statisticko savjetovanje.

Dnevni broj jajaSaca u jednoj generaciji

Model ANOVA racuna se kao Y = Vrijeme * Vrijeme + Tretiranje + * Tretiranje + Vrijeme
* Tretiranje + * Vrijeme * Tretiranje, s nasumi¢nim ucéincima ponavljanja (Generacija *
Tretiranje) 1 Vrijeme * Ponavljanje (Tretiranje), pri ¢emu se dopusStaju nejednake
komponente varijance oba tipa kroz generacije. Vrijeme se ovdje odnosi na ucestalost
brojenja jajasaca (npr. dan ili tjedan). Ovo je analiza ponovljenog mjerenja, s korelacijama
izmedu opazanja na istim ponavljanjima kojima se uzima u obzir priroda ponovljenih
mjerenja podataka.

Glavni ucinci tretiranja ispituju se upotrebom Dunnettova (ili Dunnett-Hsuova) testa, kojim
se prilagodava broj usporedbi. Potrebne su prilagodbe za glavni ucinak generacije ili
vremena jer za ta dva ¢imbenika ne postoji razina ,,.kontrole” i svaki je par razina usporedba
od moguceg interesa. U slucaju tih dvaju glavnih ucinaka, ako je F-test za glavni uc¢inak
znacajan na razini od 0,05, usporedbe u parovima medu razinama tog ¢imbenika zatim se
mogu ispitati na razini od 0,05 bez daljnje prilagodbe.

Model ukljucuje interakcije s dva i tri ¢imbenika, tako da glavni u€inak za, na primjer,
vrijeme, ne moze biti znacajan iako vrijeme znatno utjeCe na rezultate. Stoga, ako je
interakcija s dva ili tri ¢imbenika koja ukljucuje vrijeme znacajna na razini od 0,05, mogu se
prihvatiti usporedbe razina vremena na razini znacajnosti od 0,05 bez daljnje prilagodbe.

Zatim slijede F-testovi za znacajnost tretiranja u vremenu, takozvani dijelovi u tablici
ANOVA. Ako je, na primjer, dio za tretiranje u generaciji F1 i vremenu 12 znacajan na
razini od 0,05, usporedbe u parovima za tretiranje u generaciji F1 1 vremenu 12 mogu se
prihvatiti na razini od 0,05 bez daljnje prilagodbe. Sli¢ne izjave primjenjuju se na testove za
vrijeme u generaciji F1 1 tretiranju te za generaciju u okviru vremena 1 tretiranja.

Naposljetku, u slucaju usporedbi koje ne pripadaju nijednoj od prethodno navedenih
kategorija, usporedbe treba prilagoditi upotrebom Bonferonni-Holmove prilagodbe p-
vrijednostima. Daljnje informacije o analizama tih modela mogu se prona¢i u Hocking
(1985.) te Hochberg i Tamhane (1987.).
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Umjesto toga, neobradeni podaci evidentiraju se i1 prikazuju u izvjes¢u o studiji kao
potencijalna plodnost (broj jajasSaca) po ponavljanju za svaki dan. Treba izracunati srednju
vrijednost ponavljanja iz neobradenih podataka 1 zatim primijeniti drugi korijen
transformacija. Treba izraCunati jednosmjernu ANOVA-u na transformiranim srednjim
vrijednostima ponavljanja, nakon ¢ega slijede Dunnettovi kontrasti. MoZze biti korisno i
vizualno pregledati podatke o potencijalnoj plodnosti svakog tretiranja i/ili ponavljanja s
pomocu dijagrama rasprsenosti na kojem se prikazuju podaci kroz vrijeme. Time ¢e se
omoguciti neformalna procjena potencijalnih u¢inaka kroz vrijeme.

Svi ostali bioloSki podaci

Statisticke analize temelje se na temeljnoj pretpostavci da ¢e podaci biti monotonic¢ni ako je
doza pravilno odabrana. Stoga se pretpostavlja da su podaci monotonicni te se oni formalno
procjenjuju u pogledu monotoni¢nosti upotrebom linearnih i kvadratnih kontrasta. Ako su
podaci monotonic¢ni, preporucuje se Jonckheere-Terpstraov test trenda na srednjim
vrijednostima ponavljanja (kako se savjetuje u publikaciji OECD-a iz 2006.). Ako je
kvadratni kontrast znacajan, a linearni kontrast nije, smatra se da podaci nisu monotonicni.

Ako podaci nisu monotoni¢ni, osobito zbog smanjenog odgovora najviseg tretiranja ili prva
dva najviSa tretiranja, treba razmotriti iskljucivanje tih tretiranja iz skupa podataka za
analizu. Za tu odluku potrebna je stru¢na prosudba i svi dostupni podaci, posebno podaci
koji ukazuju na ocitu toksi¢nost na tim razinama tretiranja.

Za masu i duzinu ne preporucuju se nikakve prilagodbe, iako ponekad mogu biti potrebne.
Medutim, za podatke o vitelogeninu preporucuje se log transformacija; za podatke o SSC-u
preporucuje se log transformacija (papile na podrepnoj peraji); za podatke o udjelu valjenja,
postotku prezivljavanja, omjeru spolova 1 postotku plodnih jajaSaca preporucuje se
transformacija arkus sinusa drugog korijena. Vrijeme do valjenja i vrijeme do prvog
mrijeS¢enja treba tretirati kao podatke o vremenu do dogadaja, pri ¢emu se pojedinacni
embriji koji se ne izvale u utvrdenom razdoblju ili ponavljanja u kojima ne dode do
mrijeS¢enja tretiraju kao podaci koji se cenzuriraju desno. Vrijeme do valjenja treba racunati
od srednjeg dana valjenja svakog ponavljanja. Te krajnje tocke treba analizirati upotrebom
Coxova modela proporcionalne opasnosti s mijeSanim uc¢incima.

Bioloski podaci uzoraka odraslih riba imaju jedno mjerenje po ponavljanju, odnosno postoji
jedna riba XX 1 jedna riba XY po akvariju s ponavljanjem. Stoga se preporucuje da se na
srednjim vrijednostima ponavljanja provede jednosmjerna ANOVA. Ako se ispune
pretpostavke ANOVA-e (normalnost i homogenost varijanci, kako su procijenjeni na
rezidualima ANOVA-e Shapiro-Wilksovim odnosno Leveneovim testom), treba upotrijebiti
Dunnettove kontraste kako bi se utvrdila tretiranja koja su razli¢ita od kontrole. S druge
strane, ako se ne ispune pretpostavke ANOVA-e, treba provesti Dunnov test kako bi se
utvrdilo koja su tretiranja razli¢ita od kontrole. Sli¢an se postupak preporucuje za podatke
koji su u obliku postotaka (plodnost, valjenje 1 prezivljavanje).

Bioloski podaci uzoraka riba koje nisu odrasle imaju od jednog do osam mjerenja po
ponavljanju, odnosno moze postojati razli¢it broj jedinki koje pridonose srednjoj vrijednosti
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ponavljanja za svaki genotipski spol. Stoga se preporucuje upotreba modela ANOVA s
mijeSanim uc¢incima, nakon ¢ega slijede Dunnettovi kontrasti ako su ispunjene pretpostavke
normalnosti i homogenosti varijanci (na rezidualima ANOVA-e s mijeSanim ucincima).
Ako one nisu ispunjene, treba provesti Dunnov test kako bi se utvrdilo koja su tretiranja
razlicita od kontrole.

Slika 2.: Dijagram toka za preporucene statisticke postupke za analizu podataka u ispitivanju
MEOGRT

Vrsta podataka

I S S

Jednosmjerna
ANOVA s apriori
transformacijama

Potencijalna | | Vrijeme do ) | |Druge krajnje
plodnost dogadaja Histologija tocke T
Odrasli v Ne
RSCABS v * A
Ispunjava
Coxov model s .
mijesanim Test prola.svka z _p Dob pri ' pretpostavke
ugincima monotonicnost uzorkovanju normalnosti i
ANOVA na srednjim v v homogenosti v
vrijednostima
o Da A
ponavljanja . L Da
primjenom drugog Jedinke koje nisu odrasle
korijena l

Model s
mijesanim
ucincima s apriori
transformacijama

Jonckheere-
Terpstraov test na
ponavljanjima

Dunnettovi
kontrasti

Dunnettovi
kontrasti
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C.53. TEST RASTA I RAZVOJA VODOZEMACA U FAZI LICINKI (LAGDA)

UvOD

1.

Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 241 (2015.). Potreba za
razvojem 1 validacijom testa kojim se mogu identificirati i opisati Stetne posljedice
izlaganja toksi¢nim kemikalijama u vodozemaca pojavila se zbog zabrinutosti da razine
kemikalija u okoliSu mogu Stetno utjecati i na ljude i na Zivotinje. U Smjernici OECD-a za
ispitivanje pod nazivom Test rasta i razvoja vodozemaca u fazi li¢inki (LAGDA, engl.
Larval Amphibian Growth and Development Assay) opisuje se toksikoloSko ispitivanje s
vrstom vodozemaca u kojem se razmatraju rast i razvoj od oplodnje i1 tijekom ranog
juvenilnog razdoblja. To je test (obi¢no 16 tjedana) u kojem se procjenjuju rani razvoj,
metamorfoza, prezivljavanje, rast i djelomi¢no reproduktivno sazrijevanje. U njemu se
omogucuje i mjerenje skupa drugih krajnjih tocaka koje omogucuju dijagnosticku ocjenu
kemikalija za koje se sumnja da su endokrino disruptivne ili drugih vrsta razvojnih i
reproduktivnih toksikanata. Metoda opisana u ovoj ispitnoj metodi izvedena je iz
validacijske studije s africkom pandzaSicom (Xenopus laevis) koju je provela Agencija
SAD-a za zastitu okoliSa (U.S. EPA) uz popratni rad obavljen u Japanu (1.). lako se druge
vrste vodozemaca mogu prilagoditi protokolu testa rasta i razvoja, pri ¢emu je mogucénost
utvrdivanja genetskog spola vaZna sastavnica, specificne metode 1 krajnje tocke
promatranja opisane u ovoj ispitnoj metodi primjenjive su samo na vrstu Xenopus laevis.

LAGDA sluzi kao ispitivanje viSe razine na vodozemcima za prikupljanje sveobuhvatnijih
informacija o odnosu koncentracije i odgovora u pogledu Stetnih uc¢inaka, a primjereno je
za identifikaciju 1 opis opasnosti te za procjenu rizika za okoli$. Test pripada Cetvrtoj razini
OECD-ova konceptualnog okvira za ispitivanje 1 procjenu endokrino disruptivnih
kemikalija, na kojoj in vivo testovi pruZaju 1 informacije o Stetnim ucincima na relevantne
endokrine krajnje tocke (2.). Op¢i plan izvodenja pokusa obuhvaca izlaganje embrija vrste
X. laevis u 8.-10. stadiju prema Nieuwkoopu i1 Faberu (NF) (3.) najmanje cetirima
razli¢itim koncentracijama ispitivane kemikalije (obi¢no rasporedene barem u
polulogaritamske intervale) i kontrolama do deset tjedana nakon srednjeg vremena do 62.
stadija NF-a u kontroli, s jednim meduvremenim poduzorkom u 62. stadiju NF-a (<45
nakon oplodnje; obi¢no priblizno 45 dana (dana nakon oplodnje). Svaka se ispitivana
koncentracija sastoji od Cetiri ponavljanja s osam ponavljanja za kontrolu. Krajnje tocke
koje se ocjenjuju tijekom izlaganja (kod meduvremenog poduzorka i kona¢nog uzorka na
kraju ispitivanja) ukljucuju tocke koje ukazuju na opcu toksicnost: smrtnost, abnormalno
ponaSanje i utvrdivanja rasta (duljina i masa) te krajnje tocke koje su osmisljene za opis
specifi¢nih nacina djelovanja endokrine toksi¢nosti koji su usmjereni na fizioloSke procese
kojima posreduje estrogen, androgen ili hormon S§titnjace. U metodi se najve¢a vaznost
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pridaje u¢incima koji su potencijalno relevantni za populaciju (to¢nije, Stetnim ucincima na
prezivljavanje, razvoj, rast i reproduktivni razvoj) za izraun najviSe koncentracije bez
vidljivog u¢inka (NOEC) ili koncentracije s x-postotnim u¢inkom (ECx) na krajnjoj tocki
koja se mjeri. Iako treba napomenuti da su pristupi u kojima se upotrebljava ECx rijetko
primjereni za velike studije ove vrste kod kojih povecanje broja ispitnih koncentracija kako
bi se omogucilo utvrdivanje zeljenog ECx moze biti neprakticno. Treba napomenuti i da
metodom nije obuhvacena sama reproduktivna faza. Definicije koje se upotrebljavaju u
ovoj ispitnoj metodi navedene su u Dodatku 1.

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA

3. Zbog ogranic¢enog broja ispitanih kemikalija i laboratorija ukljucenih u validaciju ovog
poprilicno slozenog testa (osobito obnovljivost izmedu viSe laboratorija za sada nije
dokumentirana s eksperimentalnim podacima) predvida se da ¢e se Smjernica OECD-a za
ispitivanje 241 revidirati i, prema potrebi, prilagoditi steCenom iskustvu kada za
utvrdivanje ucinka ovog novog dizajna studije bude dostupan dovoljan broj studija.
LAGDA je vazan test za rasvjetljavanje ¢imbenika koji potencijalno pridonose smanjenju
populacije vodozemaca procjenom ucinaka izlaganja kemikalijama tijekom osjetljivog
stadija li¢inke, u kojem ucinci na prezivljavanje i razvoj, ukljucujuéi normalan razvoj
reproduktivnih organa, mogu Stetno utjecati na populacije.

4. Ispitivanje je osmiSljeno za otkrivanje apikalnih ucinaka koji su rezultat i endokrinih
mehanizama 1 mehanizama koji nisu endokrini te ukljucuje dijagnosticke krajnje tocke
koje su djelomic¢no specificne za klju¢ne endokrine modalitete. Treba napomenuti da prije
razvoja testa LAGDA nije postojao validirani test koji je sluzio toj svrsi za vodozemce.

5. Prije zapocinjanja testa vazno je imati informacije o fizikalno-kemijskim svojstvima
ispitivane kemikalije, osobito kako bi se omogucilo dobivanje stabilnih otopina kemikalija.
Vazno je i imati dovoljno osjetljivu analitiCku metodu za provjeru koncentracija ispitivane
kemikalije. Za test, koji traje priblizno 16 tjedana, potrebno je ukupno 480 Zivotinja, t].
embrija vrste X. laevis (ili 640 embrija ako se upotrebljava kontrola s otapalom) kako bi se
osigurala dovoljna snaga ispitivanja za ocjenu krajnjih to¢aka koje su relevantne za
populaciju, kao §to su rast, razvoj 1 reproduktivno sazrijevanje.

6. Prije primjene ispitne metode za regulatorno ispitivanje smjese trebalo bi razmotriti hoce 11
se njome dobiti prihvatljivi rezultati za predvidenu regulatornu svrhu. Nadalje, ovim se
testom potencijalna plodnost ne ocjenjuje izravno pa mozda nece biti primjenjiv za
upotrebu na razini viSoj od Cetvrte razine OECD-ova konceptualnog okvira za ispitivanje 1
procjenu endokrino disruptivnih tvari.
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ZNANSTVENA OSNOVA ZA ISPITNU METODU

7.

10.

Velik dio trenutacnih spoznaja o biologiji vodozemaca dobiven je upotrebom ogledne
laboratorijske vrste X. laevis. Ta se vrsta moze rutinski uzgajati u laboratoriju, ovulacija se
moze inducirati upotrebom humanog korionskog gonadotropina (hCG) i zalihe zivotinja
lako su dostupne kod komercijalnih uzgajivaca.

Kao 1 kod svih kraljeznjaka, razmnozavanje vodozemaca pod kontrolom je osi
hipotalamus-hipofiza-gonade (HPG) (4.). Estrogeni 1 androgeni posrednici su tog
endokrinog sustava, koji odreduju razvoj i fiziologiju spolno dimorfnih tkiva. U Zivotnom
ciklusu vodozemaca postoje tri posebne faze kada je ta os osobito aktivna: 1. gonadna
diferencijacija tijekom razvoja licinki, 2. razvoj sekundarnih spolnih obiljezja i gonadno
sazrijevanje tijekom juvenilne faze te 3. funkcionalno razmnozavanje odraslih jedinki. Sve
te toCke u razvoju vjerojatno su osjetljive na endokrine poremecaje koje uzrokuju odredene
kemikalije kao S$to su estrogeni i androgeni, S§to naposljetku dovodi do gubitka
reproduktivne sposobnosti organizama.

. Gonade se pocinju razvijati u 43. stadiju NF-a, kada se prvo razvija bipotencijalni genitalni

greben. Diferencijacija gonada pocinje u 52. stadiju NF-a, kada primordijalne zametne
stanice migriraju u medularno tkivo (muzjaci) ili ostaju u kortikalnoj regiji (Zenke) gonada
u razvoju (3.). Prvi je put navedeno da je taj proces spolne diferencijacije gonada osjetljiv
na kemijske promjene kod roda Xenopus pedesetih godina 20. stoljeca (5. 1 6.). Izlaganje
punoglavaca estradiolu tijekom tog razdoblja diferencijacije gonada dovodi do promjene
spola muzjaka koji postaju potpuno funkcionalne Zenke kada dosegnu odraslu dob (7.1 8.).
Moguca je 1 funkcionalna promjena spola Zenki u muZzjake i navedeno je da do nje dolazi
nakon implantacije tkiva testisa kod punoglavaca (9.). Medutim, iako izlaganje inhibitoru
aromataze uzrokuje funkcionalnu promjenu spola i kod vrste X. tropicalis (10.), nije
dokazano da do toga dolazi i kod vrste X. laevis. U prijasnjim su se ispitivanjima ucinci
toksic¢nih tvari na gonadnu diferencijaciju procjenjivali histoloSkim ispitivanjem gonada pri
metamorfozi 1 promjena spola mogla se utvrditi samo analizom omjera spolova.
Donedavno nisu postojala sredstva za izravno utvrdivanje genetskog spola kod roda
Xenopus. Medutim, nedavno su kod vrste X. /aevis utvrdeni markeri povezani sa spolom,
Sto omogucuje utvrdivanje genetskog spola i omogucuje izravnu identifikaciju zivotinja
koje su promijenile spol (11.).

Razvoj mladih muzjaka nastavlja se s povecanjem razina testosterona u krvi koje odgovara
razvoju sekundarnih spolnih obiljezja te razvoju testisa. Kod Zenki jajnici proizvode
estradiol, Sto dovodi do pojave vitelogenina (VTG) u plazmi, vitelogenih jajnih stanica u
jajniku i razvoja jajovoda (12.). Jajovodi su sekundarno spolno obiljezje zenki koji djeluju
u sazrijevanju jajnih stanica tijekom reprodukcije. Zelatinozni omotadi prianjaju uz
vanjsku povrSinu jajnih stanica dok one prolaze kroz jajovod i sakupljaju se u vrecici s
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jajagcima te su spremne za oplodnju. Cini se da razvojem jajovoda upravljaju estrogeni jer
je razvoj u korelaciji s razinama estradiola u krvi kod vrsta X. laevis (13.) 1 X. tropicalis
(12.). Navedeno je da dolazi do razvoja jajovoda u muzjaka nakon izlaganja spojevima
polikloriranih bifenila (14.) 1 4-tert-oktilfenolu (15.).

NACELO ISPITIVANJA

11.

Plan ispitivanja obuhvaca izlaganje embrija vrste X. laevis u 8.—10. stadiju NF-a putem
vode razli¢itim koncentracijama ispitivane kemikalije te kontrolama do deset tjedana
nakon srednjeg vremena do 62. stadija NF-a u kontroli s jednim meduvremenim
poduzorkom u 62. stadiju NF-a. Iako je jako hidrofobne kemikalije moguée dozirati u
hrani, zasada je iskustvo u upotrebi tog nacina izlaganja u ovom testu ograniceno. Svaka se
ispitivana koncentracija sastoji od cetiri ponavljanja s osam ponavljanja za svaku
upotrijebljenu kontrolu. Krajnje tocke koje se ocjenjuju tijekom izlaganja ukljuuju one
koje ukazuju na opcu toksi¢nost (tj. smrtnost, abnormalno ponasanje i utvrdivanja rasta
(duljina i masa)) te krajnje tocke koje su osmisljene za opis specifi¢nih na¢ina djelovanja
endokrine toksi¢nosti koji su usmjereni na fizioloSke procese kojima posreduje estrogen,
androgen ili hormon Stitnjade (tj. histopatologija Stitnjace, histopatologija gonada i
gonadnih kanala, abnormalan razvoj, vitelogenin u plazmi (neobavezno) i1 omyjeri
genotipskog/fenotipskog spola).

KRITERIJI VALJANOSTI ISPITIVANJA

12.

Primjenjuju se sljedeci kriteriji za valjanost ispitivanja:
tijekom cijelog ispitivanja koncentracija otopljenog kisika trebala bi iznositi > 40 %
vrijednosti zasi¢enosti kisikom,

temperatura vode treba biti u rasponu od 21 £ 1 °C 1 razlike izmedu ponavljanja i izmedu
tretiranja ne bi trebale biti vece od 1,0 °C,

pH-vrijednost ispitivane otopine treba odrzavati u rasponu od 6,5 do 8,5 1 razlike izmedu
ponavljanja 1 izmedu tretiranja ne bi trebale biti vece od 0,5,

trebali bi postojati dokazi da su se koncentracije ispitivane kemikalije u otopini uspjesno
odrzavale u rasponu od £20 % srednjih izmjerenih vrijednosti,

smrtnost tijekom razdoblja izlaganja treba biti < 20 % u svakom ponavljanju u kontrolama,
vijabilnost > 70 % u mrijestu koji je odabran za zapocCinjanje studije,

srednje vrijeme do 62. stadija NF-a kontrola treba biti < 45 dana,
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- srednja masa ispitnih organizama u 62. stadiju NF-a i na kraju testa treba dosegnuti 1,0 +
0,2 g u kontrolama i 11,5 £ 3 g u kontrolama s otapalom (ako se upotrebljavaju).

13. Tako to nije kriterij valjanosti, preporucuje se da za analizu budu dostupne najmanje tri
razine tretiranja s tri nekompromitirana ponavljanja. Visoka smrtnost, koja kompromitira
tretiranje, definira se kao > 4 smrtna slu¢aja (> 20 %) u dva ili viSe ponavljanja koji se ne
mogu objasniti tehnickom pogreSkom. Za analizu bi trebale biti dostupne najmanje tri
razine tretiranja bez jasnih znakova ocite toksiCnosti. Znakovi ocite toksi¢nosti mogu
ukljucivati, ali nisu ograniceni na, plutanje na povrsini, lezanje na dnu spremnika, obrnuto
ili nepravilno plivanje, neizlazenje na povrSinu i nereagiranje na poticaje, morfoloske
abnormalnosti (npr. deformacije udova), hemoragijske lezije i abdominalne edeme.

14. Ako se uoci odstupanje od kriterija valjanosti ispitivanja, potrebno je razmotriti posljedice
u odnosu na pouzdanost rezultata ispitivanja te ta odstupanja i razmatranja ukljuciti u
izvjesée o ispitivanju.

OPIS METODA

Oprema

15. Uobicajena laboratorijska oprema, posebno:

(a)  uredaji za kontroliranje temperature (npr. grijaci ili hladnjaci podesivi na 21 £ 1 °C);
(b) termometar;

(¢)  binokularni disekcijski mikroskop 1 pribor za seciranje;

(d) digitalni fotoaparat s najmanje Cetiri megapiksela razlucivosti 1 mikrofunkcijom (ako
je potrebno);

(e)  analiticka vaga s mogu¢no$¢u mjerenja do 0,001 mg ili 1 pg;

(f)  mjerac otopljenog kisika i pH-vrijednosti;

(g) mjerac intenziteta svjetlosti s moguénoS¢u mjerenja u luksima.
Voda

Izvor i kvaliteta
16. Moze se upotrebljavati bilo koja voda za razrjedivanje koja je lokalno dostupna (npr.
izvorska voda ili voda iz slavine filtrirana ugljenom) i omogucuje normalan rast i razvoj
vrste X. laevis te trebaju biti dostupni dokazi o normalnom rastu u toj vodi. Budu¢i da se
kakvoca lokalne vode moze znatno razlikovati od jednog do drugog podrucja, potrebno je
provesti analizu kakvoce vode, pogotovo ako nisu dostupni prijas$nji podaci o korisnosti
vode za uzgoj li¢inki vodozemaca. Mjerenje teskih metala (npr. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni),
glavnih aniona i kationa (npr. Ca?’, Mg*", Na*, K*, CI', SO4*), pesticida, ukupnog
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organskog ugljika i suspendirane krute tvari treba provoditi prije pocetka ispitivanja i/ili
npr. svakih Sest mjeseci ako se zna da je voda za razrjedivanje relativno stalne kakvoce.
Neka kemijska svojstva prihvatljive vode za razrjedivanje navedena su u Dodatku 2.

Koncentracija jodida u ispitnoj vodi

17. Kako bi Stitnjaca sintetizirala hormone Stitnjace i podrzala normalnu metamorfozu,
li¢inkama treba biti dostupno dovoljno jodida koji se dobiva iz vode i hrane. Trenutacno ne
postoje empirijski izvedene smjernice za najmanje koncentracije jodida u hrani ili vodi
kojima se osigurava pravilan razvoj. Medutim, dostupnost jodida moze utjecati na reakciju
tiroidnog sustava na aktivna sredstva i poznato je da modulira bazalnu aktivnost Stitnjace,
Sto zasluzuje pozornost pri tumacenju rezultata histopatologije Stitnjace. Na temelju
prethodnog rada, uspjesna provedba testa dokazana je kada je raspon koncentracija jodida
(I") u vodi za razrjedivanje od 0,5 do 10 pg/l. Idealno bi najmanja koncentracija jodida u
vodi za razrjedivanje tijekom cijelog ispitivanja trebala iznositi 0,5 pg/l (dodan u obliku
natrijeve ili kalijeve soli). Ako se ispitna voda pomijesa s deioniziranom vodom, potrebno
je dodati jod u minimalnoj koncentraciji od 0,5 pg/l. Treba izvijestiti o izmjerenim
koncentracijama jodida u ispitnoj vodi (tj. vodi za razrjedivanje) i dodavanju joda ili
drugih soli (ako se upotrebljavaju) ispitnoj vodi. Osim u ispitnoj vodi, udio joda moze se
mjeriti i u hrani.

Sustav izlaganja

18. Ispitivanje je razvijeno upotrebom protocnog sustava za razrjedivanje. Sastavnice sustava
koje dolaze u dodir s vodom trebale bi biti od stakla, nehrdajuceg celika i/ili drugih
kemijski inertnih materijala. Spremnici za izlaganje trebaju biti akvariji od stakla ili
nehrdajuc¢eg cCelika, a iskoristivi volumen spremnika trebao bi biti od 4,0 do 10,01
(najmanja dubina vode od 10 do 15 cm). Sustav bi trebao mo¢i podrzati sve koncentracije
u izlaganjima, kontrolu i kontrolu s otapalom, ako je potrebna, s Cetiri ponavljanja po
tretiranju 1 osam ponavljanja u kontrolama. Brzina protoka za svaki spremnik trebala bi biti
konstantna s obzirom na odrzavanje bioloSkih uvjeta i izlaganje kemikaliji. Preporucuju se
primjerene brzine protoka (npr. najmanje pet izmjena vode u spremniku dnevno) kako bi se
izbjegla smanjenja koncentracije kemikalija zbog metabolizma ispitnih organizama 1
vodenih mikroorganizama prisutnih u akvariju ili abiotickih nacina razgradnje (hidroliza,
fotoliza) ili gubitka (hlapljenje, sorpcija). Spremnicima za tretiranje treba nasumicno
dodijeliti polozaj u sustavu izlaganja kako bi se izbjegli moguéi ucinci poloZaja,
ukljucujuéi male razlike u temperaturi, intenzitetu svjetlosti itd. Daljnje informacije o
uspostavi proto¢nih sustava izlaganja mogu se prona¢i u Standardnom vodicu za
provodenje ispitivanja akutne toksi¢nosti na ispitivanim materijalima s ribama,
makrobeskraljeznjacima 1 vodozemcima Americkog druStva za testiranje i1 materijale
(ASTM) (16.).
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Uvodenje kemikalije: priprema ispitnih otopina

19.

20.

21.

Kako bi se pripremile ispitne otopine u sustavu izlaganja glavnu otopinu ispitivane
kemikalije treba uvesti u sustav izlaganja odgovaraju¢om crpkom ili drugim uredajima.
Brzinu protoka glavne otopine treba kalibrirati u skladu s analitickom potvrdom ispitnih
otopina prije pocetka izlaganja i tijekom ispitivanja periodi¢no volumetrijski provjeravati.
Ispitnu otopinu u svakoj komori treba obnavljati primjenom najmanje pet obnavljanja
volumena dnevno.

Metoda koja se upotrebljava za uvodenje ispitivane kemikalije u sustav moze varirati
ovisno o njezinim fizikalno-kemijskim svojstvima. Stoga prije ispitivanja treba dobiti
pocetne informacije o kemikaliji koje su relevantne za utvrdivanje mogucnosti njezina
ispitivanja. Korisne informacije o svojstvima koja su specificna za ispitivanu kemikaliju
ukljucuju strukturnu formulu, molekularnu masu, ¢istocu, stabilnost u vodi 1 na svjetlu,
pKa 1 Kow, topljivost u vodi (po moguénosti u ispitnom mediju) 1 tlak pare te rezultate
ispitivanja lake biorazgradivosti (ispitna metoda C.4. (17.) ili C.29. (18.)). Topljivost i tlak
pare mogu se upotrijebiti za izraCunavanje konstante Henryjeva zakona, na temelju koje se
moze zakljuciti mogu li se ocekivati gubitci zbog isparavanja ispitivane kemikalije.
Provedbu ovog ispitivanja bez prethodno navedenih informacija treba pozorno razmotriti
jer ¢e plan studije ovisiti o fizikalno-kemijskim svojstvima ispitivane kemikalije i bez tih
podataka rezultate ispitivanja mozda ¢e biti teSko tumaciti ili ne¢e imati smisla. Potrebna je
pouzdana analiticka metoda za kvantifikaciju ispitivane kemikalije u ispitnim otopinama s
utvrdenom 1 dokumentiranom to¢noS¢u i1 granicom otkrivanja. Ispitivane kemikalije
topljive u vodi mogu se otopiti u alikvotima vode za razrjedivanje pri koncentraciji pri
kojoj je moguca isporuka ciljane ispitivane koncentracije u protocnom sustavu. Za
kemikalije koje su na sobnoj temperaturi u tekué¢em ili krutom stanju te su umjereno
topljive u vodi mozda ¢e biti potrebno mijeSanje dviju tekucina do zasi¢enosti ili mijeSanje
tekucine 1 krute tvari do zasi¢enosti (npr. kolona od staklene vune) (19.). lako ¢e mozda
biti moguce dozirati vrlo hidrofobne ispitivane kemikalije u hrani, zasada je iskustvo u
upotrebi tog nacina izlaganja u ovom testu ograniceno.

Ispitne otopine odabranih koncentracija pripremaju se razrjedivanjem glavne otopine.
Glavnu otopinu trebalo bi po mogucénosti pripremiti jednostavnim mijeSanjem ili
muckanjem ispitivane kemikalije u vodi za razrjedivanje mehanickim sredstvima (npr.
mijeSanjem 1/ili tretiranjem ultrazvukom). Za postizanje odgovarajuce koncentracije glavne
otopine mogu se upotrebljavati kolone/sustavi za zasi¢ivanje ili pasivne metode doziranja
(20.). Prednost se daje upotrebi ispitnog sustava bez suotapala; medutim, razliCite
ispitivane kemikalije sadrzavat ¢e razli¢ita fizikalno-kemijska svojstva koja ¢e vjerojatno
zahtijevati razliCite pristupe za pripremu vode za izlaganje kemikaliji. Treba nastojati
izbjeci otapala ili nosace jer: 1. odredena otapala sama po sebi mogu dovesti do toksi¢nosti
1/ili nepozeljnih 1ili neocekivanih odgovora; 2. ispitivanje kemikalija iznad njihove
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topljivosti u vodi (Sto se Cesto javlja upotrebom otapala) moze dovesti do pogresnih
utvrdivanja ucinkovitih koncentracija; 3. upotreba otapala u dugoro¢nim ispitivanjima
moze dovesti do znatnog stupnja nastanka ,,biofilma” povezanog s djelovanjem mikroba,
Sto moZe utjecati na okolisSne uvjete te sposobnost odrzavanja koncentracija izlaganja 1 4.
ako ne postoje prijasnji podaci koji pokazuju da otapalo ne utjeCe na ishod studije,
upotreba otapala zahtijeva tretiranje kontrola s otapalom, §to ima znatne posljedice u
pogledu dobrobiti zivotinja jer su potrebne dodatne zivotinje za provedbu ispitivanja. Za
kemikalije koje se teSko ispituju, otapalo se moze upotrebljavati kao krajnje sredstvo i
potrebno je prouciti Smjernicu OECD-a za ispitivanje toksi¢nosti teSkih tvari i smjesa u
vodi (21.) kako bi se utvrdila najbolja metoda. Odabir otapala ovisit ¢e o kemijskim
svojstvima ispitivane kemikalije i dostupnosti prijasnjih kontrolnih podataka o otapalu.
Ako ne postoje prijasnji podaci, prije provedbe konacne studije treba utvrditi primjerenost
otapala. Ako se ne moze izbjeci upotreba otapala i dode do djelovanja mikroba (nastanak
biofilma), preporucuje se evidentiranje/izvjes¢ivanje o nastanku biofilma po spremniku
(najmanje jednom tjedno) tijekom cijelog ispitivanja. U idealnim uvjetima koncentraciju
otapala u kontroli s otapalom i svim ispitnim obradama trebalo bi odrzavati stalnom. Ako
se koncentracija otapala ne odrzava stalnom, najviSu koncentraciju otapala u ispitnoj
obradi treba upotrijebiti u kontroli s otapalom. U slu¢ajevima u kojima se upotrebljava
otapalo nosa¢ najvise koncentracije otapala ne bi smjele biti vece od 100 pl/1 ili 100 mg/1
(21.) 1 preporucuje se da se koncentracija otapala odrzava $to nizom (npr.< 20 pl/l) kako bi
se izbjegli moguci ucinci otapala na krajnje tocke koje se mjere (22.).

Ispitne Zivotinje

Ispitne vrste
22.Kao ispitna vrsta upotrebljava se X. laevis iz sljedecih razloga: 1. rutinski se uzgaja u
laboratorijima diljem svijeta; 2. moZe se lako nabaviti kod komercijalnih dobavljaca 1 3.
moguce je utvrditi genetski spol.

Njega i uzgoj odraslih Zivotinja
23. Primjerena njega i uzgoj vrste X. laevis opisani su u standardiziranoj smjernici (23.).
DrZanje 1 njegu vrste X. laevis opisao je i Read (24.). Kako bi se induciralo razmnoZavanje,
odraslim Zenkama i muZjacima koji ¢ine od tri do pet parova intraperitonealno se
ubrizgava humani korionski gonadotropin (hCG). Uzorcima Zenki i muzjaka ubrizgava se
npr. priblizno 800—1 000 IU odnosno 500-800 IU hCG-a otopljenog u fizioloskoj otopini
od 0,6 do 0,9 % (ili Ringerovoj otopini za zabe, izotoni¢noj otopini za upotrebu na
vodozemcima; www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR.html).
Volumeni koji se ubrizgavaju trebaju iznositi priblizno 10 pl/g tjelesne mase (~ 1 000 pl).

Nakon toga inducirani uzgojni parovi drze se u velikim spremnicima, neometano i pod
statickim uvjetima radi poticanja ampleksusa (vanjske oplodnje). Dno svakog spremnika
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za parenje trebalo bi imati lazno dno s mrezom od nehrdajuéeg celika (npr. otvori od
1,25 cm), koja omoguéava da jajaica padnu na dno spremnika. Zabe kojima je hCG
ubrizgan u kasnim poslijepodnevnim satima obi¢no ¢e poloziti veéinu svojih jajasaca do
sredine jutra sljede¢eg dana. Nakon izbacivanja i oplodnje dovoljne koli¢ine jajasaca
potrebno je ukloniti odrasle zivotinje iz spremnika za uzgoj. Jajasca se zatim prikupljaju 1
zelatinozni omotaci uklanjaju se tretiranjem L-cisteinom (23.). Treba pripremiti 2-postotnu
otopinu L-cisteina, a pH-vrijednost prilagoditi na 8,1 s 1 M NaOH. Ta otopina temperature
od 21 °C dodaje se u Erlenmeyerovu tikvicu od 500 ml koja sadrzava jajaSca iz jednog
mrijesta te se lagano mijesSa jednu minutu ili dvije minute, a zatim temeljito ispire 6—8 puta
vodom za uzgoj kulture temperature od 21 °C. JajaSca se zatim prenose u posude za
kristalizaciju i utvrduje se je 1i vijabilnost > 70 %, s minimalnim abnormalnostima kod
embrija koji pokazuju diobu stanica.

PLAN ISPITIVANJA

Ispitne koncentracije

24. Preporucuje se upotreba najmanje Ccetiriju koncentracija kemikalija 1 odgovarajucih

25.

kontrola (ukljucujuéi kontrole s otapalom, ako su potrebne). Opcenito se preporucuje
razmak izmedu koncentracija (interval) koji nije veci od 3,2.

Za potrebe ovog ispitivanja treba upotrebljavati rezultate iz postojecih studija na
vodozemcima u mjeri u kojoj je to moguce kako bi se utvrdila najvisa ispitna koncentracija
1 izbjegle koncentracije koje su ocito toksi¢ne. Utvrdivanju te koncentracije mogu
pridonijeti informacije iz, na primjer, kvantitativnih odnosa izmedu strukture i aktivnosti,
analogija 1 podaci iz postojecih studija s vodozemcima kao $to su analiza metamorfoze
vodozemaca, ispitna metoda C.38. (25.) 1 analiza teratogeneze embrija zabe — Xenopus
(23.) 1/ili 1spitivanja na ribama kao Sto su ispitne metode C.48., C.41. 1 C.49. (26., 27. 1
28.). Prije provedbe testa LAGDA moze se provesti pokus za utvrdivanje raspona.
Preporucuje se da se izlaganje za utvrdivanje raspona zapo¢ne u roku od 24 sata od
oplodnje i nastavi od sedam do 14 dana (po potrebi i dulje) te da se ispitne koncentracije
utvrde tako da intervali izmedu ispitnih koncentracija nisu ve¢i od faktora 10. Rezultati
pokusa za utvrdivanje raspona trebali bi sluZiti za utvrdivanje najviSe ispitne koncentracije
u testu LAGDA. Napominje se da se u slucajevima u kojima se mora upotrijebiti otapalo
primjerenost otapala (tj. moZe li ono utjecati na ishod studije) moZe utvrditi kao dio studije
za utvrdivanje raspona.

Ponavljanja unutar ispitnih skupina i kontrola

26. Treba upotrijebiti najmanje Cetiri spremnika s ponavljanjem po ispitnoj koncentraciji i

najmanje osam ponavljanja za kontrole (i kontrole s otapalom ako su potrebne) (tj. broj
ponavljanja u kontroli 1 kontroli s otapalom treba biti dvostruko ve¢i od broja ponavljanja
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svake ispitne skupine kako bi se osigurala odgovarajuca statisticka snaga). Svako
ponavljanje treba sadrzavati najviSe 20 zivotinja. Minimalni broj Zivotinja koje se tretiraju
bio bi 15 (pet za uzorak u 62. stadiju NF-a i deset mladih zivotinja). Medutim, svakom se
ponavljanju dodaju dodatne Zivotinje kako bi se uzela u obzir moguénost smrtnosti i
odrzao kriti¢ni broj od 15 Zivotinja.

POSTUPAK

Pregled testa

27. Test zapo€inje tek omrijeS¢enim embrijima (8.—10. stadij NF-a) i1 nastavlja se razvojem
mladih Zivotinja. Zivotinje se svakodnevno pregledavaju kako bi se uoéila smrtnost i bilo
kakav znak abnormalnog ponasanja. U 62. stadiju NF-a prikuplja se poduzorak li¢inki (do
pet zivotinja po ponavljanju) i ispituju se razli¢ite krajnje toc¢ke (tablica 1.). Nakon S$to sve
zivotinje dosegnu 66. stadij NF-a, tj. kraj metamorfoze (ili nakon 70 dana od zapocinjanja
testa, ovisno o tome Sto je krace), provodi se nasumi¢no izdvajanje (ali bez uzimanja
poduzoraka) kako bi se smanjio broj Zivotinja (deset po spremniku) (vidjeti stavak 43.), a
preostale Zivotinje nastavljaju se izlagati do deset tjedana nakon srednjeg vremena do 62.
stadija NF-a u kontroli. Na kraju ispitivanja (uzorkovanje mladih Zivotinja) obavljaju se
dodatna mjerenja (tablica 1.).

Uvjeti izloZenosti

28. Potpuni sazetak ispitnih parametara dostupan je u Dodatku 3. Tijekom razdoblja izlaganja
svakodnevno treba mjeriti otopljeni kisik, temperaturu i pH-vrijednost ispitnih otopina.
Vodljivost, luZnatost 1 tvrdo¢a mjere se jednom mjese¢no. Za temperaturu vode ispitnih
otopina razlike izmedu ponavljanja i izmedu tretiranja (u jednom danu) ne bi trebale biti
vece od 1,0 °C. Isto tako, za pH-vrijednost ispitnih otopina razlike izmedu ponavljanja 1
izmedu tretiranja ne bi trebale biti vece od 0,5.

29. Nepojedena hrana i otpad mogu se svakodnevno uklanjati iz spremnika za izlaganje s
pomocu sifona, pri ¢emu treba paziti da se izbjegne unakrsna kontaminacija medu
spremnicima. Treba se paziti da se smanje stres 1 traume za zivotinje, osobito tijekom
kretanja, ¢iS¢enja akvarija i rukovanja. Potrebno je izbjegavati stresne uvjete/aktivnosti kao
Sto su glasna i1/ili neprekidna buka, tapkanje po akvariju, vibracije u akvariju.

Trajanje izlaganja ispitivanoj kemikaliji
30. Izlaganje zapoc€inje s tek omrijeS¢enim embrijima (8.—10. stadij NF-a) i nastavlja se do
deset tjedana nakon srednjeg vremena do 62. stadija NF-a (<45 dana od pocetka testa) u
kontrolnoj skupini. Test LAGDA obic¢no traje 16 tjedana (najvise 17 tjedana).

Pocetak testa
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31. Za roditeljske zivotinje koje su upotrebljavaju za pocetak testa prethodno se trebalo
dokazati da daju potomke ¢iji se spol moze genetski utvrditi (Dodatak 5.). Nakon
mrijeS¢enja odraslih Zivotinja embriji se prikupljaju, tretiraju cisteinom kako bi se uklonio
zelatinozni omota¢ te se probiru u pogledu vijabilnosti (23.). Tretiranje cisteinom
omogucuje da se embriji ne zalijepe za povrSinu dok se njima rukuje tijekom probira.
Probir se obavlja disekcijskim mikroskopom tako da se neodrzivi embriji uklone pipetom
odgovarajuce veliCine. PoZeljno je da se za ispitivanje upotrijebi jedan mrijest Cija je
vijabilnost veéa od 70 %. Embriji u 8.—10. stadiju NF-a nasumicno se rasporeduju u
spremnike za tretiranje izlaganjem koji sadrzavaju odgovaraju¢i volumen vode za
razrjedivanje sve dok svaki spremnik ne sadrzava 20 embrija. Embrijima treba pazljivo
rukovati tijekom ovog prijenosa kako bi se smanjio stres zbog rukovanja i kako bi se
izbjegle ozljede. Punoglavci bi se trebali pomaknuti prema gore u vodenom stupcu i poceti
prianjati uz stijenke spremnika 96 sati nakon oplodnje.

ReZim hranjenja

32. Promjena hrane i koli¢ine hrane tijekom razli¢itih zivotnih faza vrste X. laevis vrlo su
vazan aspekt protokola za test LAGDA. Pretjerano hranjenje tijekom faze li¢inki obi¢no
dovodi do ucestalije pojave i tezeg oblika skolioze (Dodatak 8.) te ga treba izbjegavati. Za
razliku od toga, nedovoljno hranjenje tijekom faze li¢inki dovodi do vrlo razli¢itih stopa
razvoja medu kontrolama, §to moze ugroziti statistiCku snagu ili dovesti do zbunjuju¢ih
rezultata ispitivanja. U Dodatku 4. navodi se preporufena prehrana za li¢inke 1 mlade
Zivotinje te rezimi hranjenja za vrstu X. /aevis u protocnim uvjetima, ali dopuStene su i
alternative pod uvjetom da je osiguran pravilan rast 1 razvoj ispitnih organizama. Vazno je
napomenuti da ako se mjere krajnje tocke koje su specificne za endokrini sustav, u hrani ne
smije biti endokrinoloski aktivnih tvari kao §to je sojino brasno.

Hranjenje licinki

33. PreporuCena prehrana licinki sastoji se od pocetne hrane za pastrve, tableta od algi
Spirulina i pahuljica za zlatne ribice (npr. hrana u listiéima TetraFin®, Tetra, Njemacka)
pomijesSanih u vodi za uzgoj kulture (ili za razrjedivanje). Ta se smjesa primjenjuje tri puta
dnevno radnim danom i jednom dnevno vikendom. Punoglavci se hrane i Zivim li¢inkama
raCia Artemia spp. starima 24 sata dvaput dnevno radnim danom i jednom dnevno
vikendom, pocevsi osmog dana nakon oplodnje. Hranjenje li¢inki, koje treba biti dosljedno
u svim ispitnim posudama, treba omoguditi primjereni rast i razvoj ispitnih Zivotinja kako
bi se osigurale obnovljivost i prenosivost rezultata testa: 1. srednje vrijeme do 62. stadija
NF-a u kontrolama treba biti < 45 dana i 2. preporucuje se srednja masa u rasponu od 1,0 +
0,2 gu 62. stadiju NF-a u kontrolama.

Hranjenje mladih Zivotinja
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Kada metamorfoza zavr$i rezim hranjenja sastoji se od vrhunske hrane za Zabe koja tone,
npr. Sinking Frog Food -3/32 (Xenopus Express, FL, SAD) (Dodatak 4.). U ranoj fazi
mladih Zaba peleti se nakratko melju u mlincu za kavu, mijesalici ili se gnjece tarionikom i
tuCkom kako bi se usitnili. Kada mlade zabe narastu dovoljno da bi konzumirale cijele
pelete mljevenje ili gnjeCenje vise nije potrebno. Zivotinje treba hraniti jednom dnevno.
Hranjenje mladih Zaba treba omoguciti primjereni rast i razvoj organizama: preporucuje se
srednja masa u rasponu od 11,5 + 3 g kod kontrolnih mladih Zaba na kraju testa.

Analiticka kemija

35.

36.

Prije pocetka testa treba utvrditi stabilnost ispitivane kemikalije (npr. topljivost,
razgradivost i hlapljivost) 1 sve potrebne analiticke metode, npr. upotrebom postojecih
informacija ili znanja. Kod doziranja u vodi za razrjedivanje preporucuje se da se ispitne
otopine svake koncentracije iz spremnika s ponavljanjem analiziraju prije pocetka
ispitivanja kako bi se provjerilo funkcioniranje sustava. Koncentracije ispitivane
kemikalije utvrduju se u primjerenim razmacima tijekom razdoblja izlaganja, po
mogucénosti svakog tjedna za najmanje jedno ponavljanje u svakoj ispitnoj skupini, uz
rotaciju ponavljanja iz iste ispitne skupine svakog tjedna. Preporucuje se da se rezultati
temelje na izmjerenim koncentracijama. Medutim, ako je tijekom ispitivanja koncentracija
ispitivane kemikalije u otopini uspje$no odrZzavana unutar 20 % nominalne koncentracije,
rezultati se mogu temeljiti na nominalnim ili izmjerenim vrijednostima. Isto tako,
koeficijent varijacije (CV) izmjerenih ispitnih koncentracija tijekom cijelog ispitnog
razdoblja u tretiranju treba odrzavati na 20 % ili manje u svakoj koncentraciji. Ako
izmjerene koncentracije ne ostanu u rasponu od 80 do 120 % nominalne koncentracije (na
primjer, kod ispitivanja vrlo biorazgradivih ili adsorptivnih kemikalija), koncentracije s
ucinkom treba utvrditi 1 izraziti u odnosu na aritmeti¢ku sredinu koncentracije za protocna
ispitivanja.

Brzine protoka vode za razrjedivanje 1 glavne otopine treba provjeravati u odgovaraju¢im
intervalima (npr. tri puta tjedno) tijekom cijelog izlaganja. U slucaju kemikalija koje se ne
mogu otkriti pri nekim ili svim nominalnim koncentracijama (npr. zbog brze razgradnje ili
adsorpcije u ispitnim posudama ili vidne akumulacije kemikalije u tijelima izloZenih
Zivotinja) preporucuje se da se stopa obnove ispitne otopine u svakoj komori prilagodi tako
da se ispitne koncentracije odrze $to stabilnijima.

OpaZanja i mjerenja krajnjih tocaka

37.

Tijekom izlaganja ocjenjuju se krajnje tocke koje ukazuju na toksic¢nost, ukljucujuéi
smrtnost, abnormalno ponaSanje kao Sto su klini¢ki znakovi bolesti i/ili opce toksicnosti te
utvrdivanja rasta (duljine i mase) te patoloske krajnje tocke koje mogu reagirati i na opéu
toksi¢nost i na endokrine nacine djelovanja koji su usmjereni na putove kojima posreduje
estrogen, androgen ili hormon §titnjace. Osim toga, po Zelji se na kraju testa moze izmjeriti
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i koncentracija VITG-a u plazmi. Mjerenje VTG-a moze biti korisno u razumijevanju
rezultata studije u kontekstu endokrinih mehanizama kemikalija za koje se sumnja da su
endokrino disruptivne. Krajnje tocke i vrijeme mjerenja sazeti su u tablici 1.

Tablica 1.: Pregled krajnjih tocaka u ispitivanju LAGDA

Uzorkovanje u Kraj ispitivanja

Krajnje tocke* Svakodnevno| meduvremenu |yzorkovanje mladih

(uzorkovanje li¢inki) Zivotinja)
Smrtnost i abnormalnosti X
Vrijeme do 62. stadija NF-a X
Histo(pato)logija (Stitnjaca) X
Morfometrija (rast u pogledu mase i X X
duljine)
Somatski indeks jetre (LSI) X
Omyjeri genetskog/fenotipskog spola X
Histopatologija (gonade, X
reproduktivni kanali, bubreg i jetra)
Vitelogenin (VTG) (neobavezno) X

* Sve krajnje tocke statisticki se analiziraju.

Smrtnost i svakodnevna opaZanja

38.

39.

Sve ispitne spremnike potrebno je provjeriti svakodnevno radi mrtvih Zivotinja i zabiljeZziti
smrtne slucajeve za svaki spremnik. Mrtve Zivotinje potrebno je ukloniti iz ispitnog
spremnika ¢im se uoce. Razvojni stadij uginulih Zivotinja treba razvrstati kao Zivotinje
prije 58. stadija NF-a (prije pojave udova), od 58. stadija NF-a do 62. stadija NF-a, od 63.
stadija NF-a do 66. stadija NF-a (od 62. stadija NF-a do potpune resorpcije repa) ili nakon
66. stadija NF-a (nakon faze licinke). Stope smrtnosti ve¢e od 20 % mogu ukazivati na
neprimjerene ispitne uvjete ili oéito toksi¢ne ucinke ispitivane kemikalije. Zivotinje su
obi¢no najosjetljivije na dogadaje sa smrtnim ishodom koji nisu inducirani kemikalijama
tijekom prvih par dana razvoja nakon mrijeS¢enja 1 tijekom metamorfoznog klimaksa.
Takva smrtnost mogla bi biti ocita iz kontrolnih podataka.

Osim toga, treba evidentirati sva neobi¢na ponasanja, jako izrazene malformacije (npr.
skoliozu) ili lezije. Treba prebrojati sluajeve opazene skolioze (ucestalost) i razvrstati s
obzirom na ozbiljnost (npr. nije znacajna — NR, minimalna — 1, umjerena — 2, teSka — 3;
Dodatak 8.). Treba nastojati osigurati da se ogranici ucestalost pojave umjerene i teske
skolioze (npr. manja od 10 % u kontrolama) tijekom cijele studije, iako vecéa ucestalost
pojave abnormalnosti u kontrolama ne bi nuzno bila razlog za prekid ispitivanja. Normalno
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ponaSanje za li¢inke karakterizira lebdenje u vodenom stupcu s repom poviSenim iznad
glave, redovito i ritmicko udaranje repne peraje, redovito izranjanje na povrsinu,
operkulacija i reagiranje na podrazaje. Neuobicajena ponasanja ukljucivala bi npr. plutanje
na povrsini, lezanje na dnu spremnika, obrnuto ili nepravilno plivanje, neizlazenje na
povrsinu 1 nereagiranje na poticaje. Uz prethodno navedena abnormalna ponasanja, za
zivotinje nakon metamorfoze treba evidentirati i velike razlike u unosu hrane medu
tretiranjima. Grube malformacije 1 lezije mogu na primjer ukljucivati morfoloske
anomalije (npr. deformacije udova), hemoragijske lezije, abdominalne edeme te bakterijske
ili gljivicne infekcije. Pojave lezija na glavi mladih zivotinja, odmah iza nosnica, mogu biti
znak nedovoljne vlaznosti. Ta su odredivanja kvalitativna i potrebno ih je smatrati srodnim
klinickim znakovima bolesti/stresa i usporediti s kontrolnim zivotinjama. Ako je stopa
ucestalosti pojave vecéa u izloZenim spremnicima nego u kontrolnima, tada ih je potrebno
smatrati dokazom ocite toksi¢nosti.

Poduzorkovanje li¢inki

Okvir za poduzorkovanje licinki

40. Punoglavce koji su dosegnuli 62. stadij NF-a treba ukloniti iz spremnika te uzorkovati ili

41.

prenijeti u sljede¢i dio izlaganja u novom spremniku ili fizicki odvojiti od preostalih
punoglavaca u istom spremniku s pomocu pregrade. Punoglavci se svakodnevno
pregledavaju i1 evidentira se dan studije na koji pojedinacni punoglavac dosegne 62. stadij
NF-a. U ovoj se procjeni kao odluc¢ujuca karakteristika upotrebljava oblik glave. Kada se
glava smanji tako da je vizualno priblizno jednaka Sirini trupa i prednjih udova na razini
sredine srca smatra se da je jedinka dosegnula 62. stadij NF-a.

Cilj je uzorkovati ukupno pet punoglavaca u 62. stadiju NF-a po spremniku s
ponavljanjem. To bi trebalo provesti potpuno nasumicno, ali odluku treba donijeti a priori.
Hipotetski primjer spremnika s ponavljanjem prikazan je na slici 1. Ako u odredenom
spremniku ima 20 zivih punoglavaca kada prva jedinka dosegne 62. stadij NF-a, treba
odabrati pet nasumicnih brojeva u rasponu 1-20. Punoglavac br. 1 prva je jedinka koja
dosegne 62. stadij NF-a, a punoglavac br. 20 posljednja je jedinka u spremniku koja
dosegne 62. stadij NF-a. Isto tako, ako u spremniku ima 18 zivih li¢inki, treba odabrati pet
nasumicnih brojeva u rasponu 1-18. To treba obaviti za svaki spremnik s ponavljanjem
kada prva jedinka u ispitivanju dosegne 62. stadij NF-a. Ako tijekom uzorkovanja u 62.
stadiju NF-a postoje smrtni slucajevi, preostale uzorke treba ponovno nasumi¢no odabrati
na temelju broja preostalih li¢inki koje nisu dosegnule 62. stadij NF-a i koliko je uzoraka
jo§ potrebno kako bi se dobilo ukupno pet uzoraka iz tog ponavljanja. Na dan na koji
punoglavac dosegne 62. stadij NF-a, upucuje se na pripremljenu shemu uzorkovanja kako
bi se utvrdilo hoce li se ta jedinka uzorkovati ili fizi€ki odvojiti od ostalih punoglavaca radi
daljnjeg izlaganja. U navedenom primjeru (slika 1.) prva jedinka koja je dosegnula 62.
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stadij NF-a (tj. okvir br. 1) fizicki je odvojena od ostalih li¢inki i nastavlja se izlagati te se
evidentira dan studije na koji je jedinka dosegnula 62. stadij NF-a. Nakon toga jedinke
br. 2 i 3 tretiraju se na isti nacin kao i jedinka br. 1 i zatim se jedinka br. 4 uzorkuje za rast
1 histologiju stitnjace (prema ovom primjeru). Taj se postupak nastavlja dok se 20. jedinka
ne pridruzi ostalim jedinkama nakon 62. stadija NF-a ili se uzorkuje. Upotrijebljeni
postupak nasumicnog odabira mora pruziti svakom organizmu u ispitivanju jednaku
vjerojatnost da bude izabran. To se moZe posti¢i primjenom bilo koje metode nasumi¢nog
odabira, ali potrebno je da svaki punoglavac bude umrezen u nekom trenutku tijekom
razdoblja poduzorkovanja u 62. stadiju NF-a.

Slika 1.: Hipoteti¢ki primjer rezima uzorkovanja u 62. stadiju NF-a za jedan spremnik s ponavljanjem.

Vrijeme

—>

Jedan spremnik s ponavljanjem — bez smrtnosti

1

2|13|4|5|6|7)|8|9|10{11|(12|13|14|15|16|17|18|19|20

Pojedinacna li¢inka Poduzorak

42. Za poduzorkovanje li¢inki dobivaju se sljedece krajnje tocke: 1. vrijeme do 62. stadija NF-

a (t. broj dana od oplodnje do 62. stadija NF-a); 2. vanjske abnormalnosti; 3.
morfometrijski podaci (npr. masa i duljina) te 4. histologija Stitnjace.

Humano usmréivanje punoglavaca

43.

44

Poduzorak punoglavaca u 62. stadiju NF-a (pet jedinki po ponavljanju) treba eutanazirati
uranjanjem u odgovarajuc¢u koli¢inu (npr. 500 ml) otopine anestetika (npr. 0,3-postotnu
otopinu MS-222, trikain-metansulfonata, CAS.886-86-2) u trajanju od 30 minuta. Otopinu
MS-222 treba puferirati natrijevim bikarbonatom kako bi se postigla pH-vrijednost od
priblizno 7,0 jer je nepuferirana otopina MS-222 kisela i nadrazuje kozu zabe, $to dovodi
do slabe apsorpcije i nepotrebnog dodatnog stresa za organizam.

. Punoglavac se s pomo¢u mreZice uklanja iz ispitne komore i prenosi (stavlja) u otopinu za

eutanaziju. Zivotinja se pravilno eutanazira i spremna je za nekropsiju kada ne reagira na
vanjske podrazaje kao Sto je Stipanje straznjeg uda pincetom.

Morfometrija (masa i duljina)

45.

Mjerenje mokre mase (najblizi miligram) 1 duljine od vrha njuske do kloake (SVL, engl.
snout-to-vent length) (najblizih 0,1 mm) svakog punoglavca treba obaviti odmah nakon §to
prestane reagirati zbog djelovanja anestezije (slika 2.a). Za mjerenje SVL-a s fotografije
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moze se upotrijebiti softver za analizu slike. Punoglavce prije vaganja treba osuSiti
upijaju¢im materijalom kako bi se uklonio viSak vode. Nakon mjerenja velicine tijela
(masa i SVL) treba evidentirati ili zabiljeziti sve makromorfoloske abnormalnosti i/ili
klinicke znakove toksi¢nosti kao $to su skolioza (vidjeti Dodatak 8.), petehije i krvarenje te
se preporucuje digitalno dokumentiranje. Napominje se da su petehije mala crvena ili
ljubicasta krvarenja kapilara koze.

Prikupljanje i fiksiranje tkiva

46. Za poduzorak licinki Stitnjace se histoloski procjenjuju. Donji dio trupa iza prednjih udova
uklanja se 1 odbacuje. Odrezano truplo fiksira se u Davidsonovu fiksativu. Volumen
fiksativa u spremniku treba biti barem deset puta veéi od odgovarajuéeg volumena tkiva.
Treba postiéi primjereno protresanje ili cirkulaciju fiksativa kako bi se primjereno fiksirala
tkiva od interesa. Sva tkiva ostaju u Davidsonovu fiksativu najmanje 48 sati, ali ne dulje od
96 sati, kada se ispiru deioniziranom vodom i pohranjuju u 10-postotnom neutralno
puferiranom formalinu (1. 1 29.).

Histologija stitnjace
47. Svaki poduzorak li¢inki (fiksirana tkiva) histoloski se procjenjuje u pogledu Stitnjace, tj.
utvrduju se dijagnoza i ocjena ozbiljnosti (29. 1 30.).

Slika 2.: Oznake za mjerenje duljine od vrha njuske do kloake u testu LAGDA u 62. stadiju NF-a (a) iu
mladih Zaba (b). Odlucujuce karakteristike 62. stadija NF-a (a): glava je jednako Siroka kao i trup, duljina
olfaktornog zivca manja je od promjera olfaktornog bulbusa (pogled s ledne strane), a prednji udovi u
razini su srca (pogled s trbusne strane). Slike prilagodene iz Nieuwkoop i Faber (1994.).

a. Poduzorkovanije licinki (62. stadij NF-a) b. Uzorkovanje mladih Zivotinja

Duljina od vrha njugke 3
) ) “&i\.
do kloake

Ledna strana

Duljina od vrha
njuske do kloake .

&
L A

Kraj izlaganja lic¢inki
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48.S obzirom na pocetni broj punoglavaca, o¢ekuje se da ¢e vjerojatno do¢i do malog
postotka jedinki koje se nisu normalno razvile i koje ne¢e dovrsiti metamorfozu (66. stadij
NF-a) u razumnom roku. Dio izlaganja s li¢inkama ne bi trebao biti dulji od 70 dana. Sve
punoglavce koji preostanu na kraju tog razdoblja treba eutanazirati (vidjeti stavak 43.),
izmjeriti njihovu mokru masu i SVL, odrediti njihov stadij prema Nieuwkoopu i Faberu,
1994., 1 zabiljeziti sve razvojne abnormalnosti.

Izdvajanje nakon 66. stadija NF-a

49. Nakon 66. stadija NF-a (potpuna resorpcija repa) treba zadrzati deset jedinki po spremniku
do kraja izlaganja. Stoga treba obaviti izdvajanje nakon §to sve Zivotinje dosegnu 66. stadij
NF-a ili nakon 70 dana (ovisno o tome $to nastupi ranije). Zivotinje koje su prosle 66.
stadij NF-a koje se nece nastaviti izlagati treba nasumic¢no odabrati.

50. Zivotinje koje se ne odaberu za nastavak izlaganja eutanaziraju se (vidjeti stavak 43.). Za
svaku se zivotinju provode mjerenja razvojnog stadija, mokre mase i SVL-a (slika 2.b) te
makroskopska nekropsija. Fenotipski spol (na temelju morfologije gonada) biljezi se kao
zenski, muski ili neodreden.

Uzorkovanje mladih Zivotinja

Okvir za uzorkovanje mladih Zivotinja

51. Preostale Zivotinje nastavljaju se izlagati do deset tjedana nakon srednjeg vremena do 62.
stadija NF-a u kontroli s vodom za razrjedivanje (i/ili kontroli s otapalom ako je
relevantno). Na kraju razdoblja izlaganja preostale se Zivotinje (najviSe deset Zaba po
ponavljanju) eutanaziraju i mjere se razlicite krajnje tocke ili se ocjenjuju i evidentiraju: 1.
morfometrijski podaci (masa i duljina); 2. omjeri fenotipskog/genotipskog spola; 3. masa
jetre (somatski indeks jetre); 4. histopatologija (gonade, reproduktivni kanali, jetra 1
bubreg) te po zelji 5. VTG u plazmi.

Humano usmréivanje Zaba
52. Uzorci mladih Zivotinja, Zabe nakon metamorfoze, eutanaziraju se intraperitonealnom
injekcijom anestetika, npr. 10-postotnim MS-222 u odgovarajucoj otopini puferiranoj
fosfatnim puferom. Zabe se mogu uzorkovati nakon §to prestanu reagirati (obi¢no dvije
minute nakon injekcije ako se upotrebljava 10-postotni MS-222 u dozi od 0,01 ml po
gramu zabe). lako bi se mlade zabe mogle uroniti u anestetik vise koncentracije (MS-222),
iz iskustva je poznato da je potrebno viSe vremena da se anesteziraju tom metodom i to
trajanje mozda nije primjereno za omogucivanje uzorkovanja. Injekcija pruza ucinkovitu 1
brzu eutanaziju prije uzorkovanja. Uzorkovanje ne treba zapocinjati dok se ne potvrdi da
zabe ne reagiraju kako bi se osiguralo da su Zivotinje mrtve. Ako zabe pokazuju znakove
znatne patnje (vrlo teSka patnja i smrt mogu se pouzdano predvidjeti) te se smatra da su na
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umoru, zivotinje treba anestezirati i eutanazirati, a u analizi podataka ih tretirati kao
smrtnost. Ako se Zaba eutanazira zbog morbiditeta, to treba evidentirati i treba izvijestiti o
tome. Zaba se moze zadrzati radi provedbe histopatoloske analize ovisno o tome u kojoj se
fazi studije eutanazira (fiksiranje zabe za mogucu histopatolosku analizu).

Morfometrija (masa i duljina)

53.

Mjerenja mokre mase i SVL-a (slika 2.b) ista su kao i ona opisana za poduzorkovanje
li¢inki.

VTG u plazmi (neobavezno)

54.

55.

VTG je naSiroko prihvaceni biomarker koji je posljedica izlaganja estrogenim
kemikalijama. U testu LAGDA VTG u plazmi moze se po zelji mjeriti u uzorcima mladih
zivotinja (to mozZe biti osobito relevantno ako se sumnja da je ispitivana kemikalija
estrogen).

Rezu se straznji udovi eutanaziranih mladih Zivotinja i uzima se krv s pomocu
heparinizirane kapilare (iako mogu biti primjerene i druge metode uzimanja krvi, kao $to je
punkcija srca). Krv se stavlja u epruvetu za mikrocentrifugu (npr. volumena od 1,5 ml) i
centrifugira kako bi se dobila plazma. Uzorke plazme treba pohraniti na temperaturi od —
70 °C 1ili nizoj do utvrdivanja VTG-a. Koncentracija VITG-a u plazmi moZze se izmjeriti
metodom imunoenzimskog testa (ELISA) (Dodatak 6.) ili drugom metodom kao §to je
masena spektrometrija (31.). Prednost se daje protutijelima specifiénima za vrstu zbog
vece osjetljivosti.

Odredivanje genetskog spola

56. Genetski spol svake mlade Zabe ocjenjuje se na temelju markera koje su razvili Yoshimoto

1 dr.(11.). Kako bi se utvrdio genetski spol, dio jednog straznjeg uda ili cijeli ud (ili bilo
koje drugo tkivo) koji je uklonjen tijekom seciranja prikuplja se i pohranjuje u epruveti za
mikrocentrifugu (uzorci tkiva Zaba mogu se dobiti iz bilo kojeg tkiva). Tkivo se moze
pohraniti na temperaturi od — 20 °C ili niZoj do izoliranja deoksiribonukleinske kiseline
(DNK). Izoliranje DNK-a iz tkiva moZe se obaviti komercijalno dostupnim priborom za
ispitivanje, a analiza u kojoj se utvrduje prisustvo ili odsustvo markera obavlja se
primjenom metode lancane reakcije polimerazom (PCR) (Dodatak 5.). Uskladenost
histoloSkog spola i genotipa kod kontrolnih Zivotinja u trenutku uzorkovanja mladih
zivotinja u kontrolnim skupinama opcenito je vec¢a od 95 %.

Prikupljanje i fiksiranje tkiva za histopatologiju

57. Tijekom kona¢nog uzorkovanja prikupljaju se gonade, reproduktivni kanali, jetra 1 bubrezi

radi histoloSke analize. Otvara se trbuSna Supljina te se disecira 1 vaze jetra. Zatim se
probavni organi (npr. Zeludac, crijeva) pazljivo uklanjaju iz donjeg abdomena kako bi se
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otkrile gonade, bubrezi i reproduktivni kanali. Treba zabiljeziti sve morfoloske
abnormalnosti gonada. Naposljetku, treba ukloniti straznje udove ako ve¢ nisu prethodno
uklonjeni radi uzimanja krvi. Prikupljene jetre i truplo u kojem su gonade ostavljene in situ
treba odmah staviti u Davidsonov fiksativ. Volumen fiksativa u spremniku treba biti barem
deset puta ve¢i od odgovaraju¢eg volumena tkiva. Sva tkiva ostaju u Davidsonovu
fiksativu najmanje 48 sati, ali ne dulje od 96 sati, kada se ispiru deioniziranom vodom i
pohranjuju u 10-postotnom neutralnom puferiranom formalinu (1.1 29.).

Histopatologija

58.

Svaki uzorak mladih Zivotinja histoloski se ocjenjuje u pogledu patologije u tkivu gonada,
reproduktivnih kanala, bubrega i jetre, tj. daje se dijagnoza i ocjena ozbiljnosti (32.). 1z te
se ocjene izvodi i fenotip gonada (npr. jajnici, testisi, interseksualne) i, zajedno s
pojedina¢nim mjerenjima genetskog spola, ta se opazanja mogu upotrijebiti za izracun
omjera fenotipskog/genotipskog spola.

DOSTAVLJANJE PODATAKA

Statisticka analiza

59.

60.

61.

U testu LAGDA nastaju tri oblika podataka koji se statisti¢ki analiziraju: 1. kvantitativni
kontinuirani podaci (masa, SVL, LSI, VTG); 2. podaci o vremenu do odredenog dogadaja
za stope razvoja (tj. dani od pocetka testa do 62. stadija NF-a) 1 3. ordinalni podaci u
obliku ocjena ozbiljnosti ili razvojnih stadija iz histopatoloskih ocjena.

Preporucuje se da plan ispitivanja i odabir statistickog testa omoguce odgovarajucu snagu
za otkrivanje promjena od bioloSke vaznosti na krajnjim to€kama na kojima se izvjes¢uje o
vrijednosti NOEC ili ECx. Statisticke analize podataka (opcenito na temelju srednje
vrijednosti ponavljanja) trebale bi po moguénosti postovati postupke opisane u dokumentu
Sadas$nji pristupi u statistickoj analizi podataka o ekotoksi¢nosti: Smjernice za primjenu
(33.). U Dodatku 7. ovoj ispitnoj metodi navedeni su shema odlu¢ivanja preporucene
statisticke analize 1 smjernice za obradu podataka 1 odabir najprimjerenijeg statisti¢kog
testa ili modela za upotrebu u testu LAGDA.

Podatke iz uzorkovanja mladih Zivotinja (npr. rast, LSI) treba analizirati zasebno za svaki
genotipski spol jer se genotipski spol utvrduje za sve Zabe.

Razmatranja o analizi podataka

Upotreba kompromitiranih ponavljanja i tretiranja

62.

Ponavljanja mogu postati kompromitirana zbog prevelike smrtnosti uzrokovane ocitom
toksi¢nos$cu, boles¢u ili tehnickom pogreSkom. Ako je tretiranje kompromitirano zbog
bolesti ili tehnicke pogreSke, za analizu trebaju biti dostupna tri nekompromitirana
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tretiranja s tri nekompromitirana ponavljanja. Ako wu tretiranjima s visokim
koncentracijama dode do ocite toksi¢nosti, pozeljno je da za analizu budu dostupne
najmanje tri razine tretiranja s tri nekompromitirana ponavljanja (u skladu s pristupom
najvise prihvatljive koncentracije za smjernice OECD-a za ispitivanje (34.)). Uz smrtnost,
znakovi ocite toksi¢nosti mogu ukljucivati u¢inke na ponasanje (npr. plutanje na povrsini,
lezanje na dnu spremnika, obrnuto ili nepravilno plivanje, neizlaZzenje na povrSinu),
morfoloske lezije (npr. hemoragijske lezije, abdominalne edeme) ili inhibiciju normalnih
odgovora na hranjenje u kvalitativnoj usporedbi s kontrolnim zivotinjama.

Kontrola s otapalom

63.

Na kraju ispitivanja treba procijeniti moguce utjecaje otapala (ako se upotrebljava). To se
radi statistickom usporedbom kontrolne skupine s otapalom i kontrolne skupine s vodom
za razrjedivanje. Najrelevantnije krajnje tocke koje treba razmotriti u toj analizi
determinante su rasta (masa i duljina) jer na njih mogu utjecati opce toksi¢nosti. Ako se na
tim krajnjim to¢kama otkriju znatne razlike izmedu kontrolnih skupina s vodom za
razrjedivanje 1 s otapalom, treba primijeniti stru¢nu prosudbu kako bi se utvrdilo je li
naruSena valjanost ispitivanja. Ako se dvije kontrole razlikuju, tretiranja izlozena
kemikaliji treba usporediti s kontrolom s otapalom osim ako je poznato da se prednost daje
kontroli s vodom za razrjedivanje. Ako nema statisticki znacajne razlike izmedu dviju
kontrolnih skupina, preporucuje se da se tretiranja izlozena ispitivanoj kemikaliji usporede
s objedinjenim kontrolama (kontrolne skupine s otapalom i s vodom za razrjedivanje),
osim ako je poznato da se prednost daje samo kontroli s vodom za razrjedivanje ili kontroli
s otapalom.

IzvjeSce o ispitivanju

64.

Izvjes¢e o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljede¢e informacije:

Ispitivana kemikalija:

fizikalno stanje 1 po potrebi fizikalno-kemijska svojstva,
Tvar s jednim sastojkom:
fizicki izgled, topljivost u vodi 1 druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

kemijske identifikacijske oznake, kao S§to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj,
SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula, Cisto¢a, kemijski identitet necistoca
prema potrebi 1 ako je izvedivo u praksi itd. (ukljucujuéi udio organskog ugljika,
prema potrebi).

Tvar s viSe sastojaka, UVCB tvari 1 smjese:
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opis (koliko je to moguée) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativnog udjela i
relevantnih fizikalno-kemijskih svojstava sastojaka.

Ispitne vrste:

znanstveni naziv, soj ako je dostupno, podrijetlo, metoda sakupljanja oplodenih jajaSaca i
kasnije postupanje,

ucestalost pojave skolioze u prijasnjim kontrolama za mati¢nu kulturu koja se
upotrebljava.

Ispitni uvjeti:

fotoperiodi,

plan ispitivanja (npr. veli¢ina komore, materijal i volumen vode, broj ispitnih komora i
ponavljanja, broj ispitnih organizama po ponavljanju),

nacin pripreme glavnih otopina i ucestalost obnavljanja (ako se koristi sredstvo za
otapanje, trebalo bi ga navesti zajedno s koncentracijom),

metoda doziranja ispitivane kemikalije (npr. crpkama, sustavima za razrjedivanje),

iskoristivost metode 1 nazivnih ispitnih koncentracija, granica kvantifikacije, srednje
izmjerene vrijednosti 1 njihove standardne devijacije u ispitnim posudama te metoda
kojom su one dobivene i dokazi da se izmjerene vrijednosti odnose na koncentracije
ispitivane kemikalije u stvarnoj otopini,

svojstva vode za razrjedivanje: pH, tvrdoCa, temperatura, koncentracija otopljenog kisika,
rezidualni klor (ako se mjeri), ukupni jod, ukupni organski ugljik (ako se mjert),
suspendirana kruta tvar (ako se mjeri), salinitet ispitnog medija (ako se mjeri) 1 ostala
provedena mjerenja,

nazivne ispitne koncentracije, srednje izmjerene vrijednosti 1 njihove standardne
devijacije,

kakvoca vode u ispitnim posudama, pH, temperatura (dnevno) i koncentracija otopljenog
kisika,

podrobne informacije o hranjenju (npr. vrsta hrane, izvor, koli¢ina hrane i ucestalost
hranjenja).

Rezultati:

dokazi o uskladenosti kontrola s kriterijima valjanosti,

sljede¢i podaci za kontrolu (i kontrolu s otapalom ako se koristi) i ispitne skupine: uo¢ena
smrtnost 1 abnormalnosti, vrijeme do 62. stadija NF-a, histoloska procjena Stitnjace (samo
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kod uzorka li¢inki), rast (masa i duljina), LSI (samo kod uzorka mladih Zivotinja), omjeri
genetskog/fenotipskog spola (samo kod uzorka mladih Zivotinja), rezultati histopatoloske
procjene za gonade, reproduktivne kanale, bubreg i jetru (samo kod uzorka mladih
zivotinja) te VTG u plazmi (samo kod uzorka mladih Zivotinja ako se provodi),

- pristup za statisticku analizu i obradu podataka (primijenjeni statisticki test ili model),
- najviSa koncentracija bez vidljivog u¢inka (NOEC) za svaki ocijenjeni odgovor,

- najniza koncentracija s vidljivim u¢inkom (LOEC) za svaki ocijenjeni odgovor (pri
o = 0,05); ECx za svaki ocijenjeni odgovor, ako je primjenjivo, te intervali pouzdanosti
(npr. 95 %) i graf prilagodenog modela primijenjenog za izracun vrijednosti ECx, nagib
krivulje koncentracija — odgovor, formula regresijskog modela, procijenjeni parametri
modela i njihove standardne pogreske,

- sva odstupanja od ispitne metode 1 odstupanja od kriterija prihvatljivosti te razmatranja
potencijalnih posljedica na ishod ispitivanja.

65.Za rezultate mjerenja krajnjih tocaka treba prikazati srednje vrijednosti i njihove
standardne devijacije (ako je mogucée, i na temelju ponavljanja i koncentracija).

66. Srednje vrijeme do 62. stadija NF-a u kontrolama treba izraCunati i prikazati kao srednju
vrijednost medijana ponavljanja i njihovu standardnu devijaciju. Isto tako, za tretiranja
treba izraCunati medijan tretiranja 1 prikazati ga kao srednju vrijednost medijana
ponavljanja 1 njithovu standardnu devijaciju.
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Dodatak 1.

DEFINICIJE
Apikalna krajnja toc¢ka: uzrokuje ucinke na razini populacije.

Kemikalija: tvar ili smjesa.

ELISA: imunoenzimski test (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

ECx: (koncentracija s x-postotnim u¢inkom) koncentracija je koja u odredenom razdoblju
izlaganja izaziva x-postotni u€inak na ispitne organizme u usporedbi s kontrolom. Na
primjer, EC50 je koncentracija za koju se procjenjuje da stvara u€inak na krajnju tocku
ispitivanja u 50 % izloZene populacije tijekom odredenog razdoblja izlaganja.

dpf: dana nakon oplodnje.

Protocno ispitivanje: ispitivanje sa stalnim protokom ispitne otopine kroz ispitni sustav za
vrijeme izlaganja.

Os HPG: os hipotalamus-hipofiza-gonade.

IUPAC: Medunarodna unija za ¢istu i primijenjenu kemiju.

NajniZza koncentracija s vidljivim uc¢inkom (LOEC) najniZa je ispitana koncentracija
ispitivane kemikalije kod koje je uoCen statisticki znac¢ajan u€inak kemikalije (pri p < 0,05)
u usporedbi s kontrolom. Medutim, sve ispitne koncentracije iznad LOEC-a trebale bi imati
jednak ili ve¢i Stetan ucinak od onoga koji je uocen pri LOEC-u. Ako se ne mogu ispuniti ta

dva uvjeta, trebalo bi navesti podrobno objasnjenje za odabir LOEC-a (a time i NOEC-a).
Smjernice se nalaze u dodatku 7.

Medijan smrtonosne koncentracije (LC50): koncentracija ispitivane kemikalije koja je
procijenjena kao smrtonosna za 50 % ispitnih organizama za vrijeme ispitivanja.

NajviSa koncentracija bez vidljivog uc¢inka (NOEC) ispitna je koncentracija neposredno
ispod LOEC-a koja unutar navedenog razdoblja izlaganja nema statisti¢ki znacajan u¢inak
(p <0,05) u usporedbi s kontrolom.

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvodi ili bioloski
materijali.

VTG: vitelogenin je fosfolipoglikoproteinski prekursor proteina Zumanjka koji je u pravilu
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prisutan u spolno aktivnih zenki svih vrsta koje lijezu jaja.
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NEKA KEMIJSKA SVOJSTVA PRIHVATLJIVE VODE ZA RAZRJEDIVANJE

Tvar Grani¢na 3
koncentracija
Lebdece Cestice 5 mg/l
Ukupni organski ugljik 2 mg/l
Neionizirani amonijak 1 Og/l
Rezidualni klor 10 Og/l
Ukupni organofosforni pesticidi 50 ng/l
Ukupni organoklorni pesticidi plus poliklorirani bifenili 50 ng/l
Ukupni organski klor 25 ng/l
Aluminij 1 Og/l
Arsen 1 Og/l
Krom 1 Og/l
Kobalt 1 Og/l
Bakar 1 Og/l
Zeljezo 1 Og/l
Olovo 1 Og/l
Nikal 1 Og/l
Cink 1 Og/l
Kadmij 100 ng/1
Ziva 100 ng/l
Srebro 100 ng/1
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Dodatak 3.

ISPITNI UVJETI ZA TEST LAGDA

1. Ispitna vrsta
2. Vrsta ispitivanja

3. Temperatura vode

4. Kuvaliteta osvjetljenja

5. Fotoperiod

6. Volumen ispitne otopine i
ispitna posuda (spremnik)

7. lzmjene volumena ispitnih
otopina

8. Starost ispitnih organizama na
pocetku

9. Broj organizama po
ponavljanju

10.Broj tretiranja

11.Broj ponavljanja po tretiranju

12. Broj organizama po ispitnoj
koncentraciji

13. Voda za razrjedivanje

14. Dozracivanje

15.Otopljeni kisik ispitne otopine

Xenopus laevis

Kontinuirano proto¢no

Nominalna temperatura iznosi 21 °C. Srednja temperatura tijekom
ispitivanja iznosi 21 + 1 °C (razlike izmedu ponavljanja i izmedu

tretiranja ne bi trebale biti vece od 1,0 °C).

Fluorescentne Zarulje (3iroki spektar i) od 600 do 2 000 lux (lumeni/m?)
na povrsini vode

12 sati svjetla, 12 sati tame

4-10 1 (najmanja dubina vode od 10 do 15 cm)

Spremnik od stakla ili nehrdajuceg Celika

Konstantne, uzimajuéi u obzir i odrzavanje bioloskih uvjeta i izlaganje
kemikalijama (npr. pet obnavljanja volumena spremnika dnevno)

8.—10. stadij prema Nieuwkoopu i Faberu (NF)

20 zivotinja (embrija) po spremniku (ponavljanju) na pocetku izlaganja
i deset zivotinja (mladih Zivotinja) po spremniku (ponavljanju) nakon
66. stadija NF-a do kraja izlaganja

Najmanje Cetiri tretiranja ispitivanom kemikalijom i odgovarajuce
kontrole

Cetiri ponavljanja po tretiranju za ispitivanu kemikaliju i osam
ponavljanja za kontrole

Najmanje 80 Zivotinja po tretiranju za ispitivanu kemikaliju i najmanje
160 ponavljanja za kontrole

Bilo koja voda koja omogucuje normalan rast i razvoj vrste X. laevis
(npr. izvorska voda ili voda iz slavine filtrirana ugljenom)

Nije potrebno, ali dozracivanje spremnika moze biti potrebno ako
razina otopljenog kisika padne ispod preporucenih granica i

maksimalno se poveca protok ispitne otopine.

Otopljeni kisik: > 40 % vrijednosti zasi¢enosti kisikom ili > 3,5 mg/I
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16.pH ispitne otopine

17. Tvrdoca i luznatost ispitne
otopine

18.Rezim hranjenja

19.Razdoblje izlaganja

20.Bioloske krajnje tocke

21.Kriteriji valjanosti ispitivanja

D060575/02

6,5-8,5 (razlike izmedu ponavljanja/izmedu tretiranja ne smiju biti vece
0d 0,5)

10-250 mg CaCOs/1

(Vidjeti Dodatak 4.)

Od 8.-10. stadija NF-a do deset tjedana nakon srednjeg vremena do 62.
stadija NF-a u kontrolnoj skupini s vodom i/ili otapalom (najvise 17
tjedana)

Smrtnost (i abnormalne pojave), vrijeme do 62. stadija NF-a (uzorak
lic¢inki), histoloska procjena Stitnjace (uzorak li¢inki), rast (masa i
duljina), somatski indeks jetre (uzorak mladih Zivotinja), omjeri
genetskog/fenotipskog spola (uzorak mladih Zivotinja), histopatologija
za gonade, reproduktivne kanale, bubreg i jetru (uzorak mladih
Zivotinja) te vitelogenin u plazmi (uzorak mladih Zivotinja, neobavezno)

Otopljeni kisik trebao bi biti > 40 % vrijednosti zasi¢enosti kisikom;
srednja temperatura vode treba biti u rasponu od 21 + 1 °C i razlike
izmedu ponavljanja i izmedu tretiranja trebale bi biti < 1,0 °C; pH
ispitne otopine treba biti u rasponu od 6,5 do 8,5; smrtnost u kontrolama
treba biti < 20 % u svakom ponavljanju i srednje vrijeme do 62. stadija
NF-a u kontroli treba biti < 45 dana; srednja masa ispitnih organizama u
62. stadiju NF-a i na kraju testa treba dosegnuti 1,0 0,2 gu
kontrolama i 11,5 + 3 g u kontrolama s otapalom (ako se
upotrebljavaju); trebali bi postojati dokazi da su se koncentracije
ispitivane kemikalije u otopini uspjesno odrzavale u rasponu od +20 %
srednjih izmjerenih vrijednosti.
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Dodatak 4.

REZIM HRANJENJA

Treba napomenuti da, iako se preporucuje upotreba ovog rezima hranjenja, dopustene su i
alternative pod uvjetom da ispitni organizmi rastu i razvijaju se primjerenom brzinom.

Hranjenje li¢inki

Priprema za prehranu licinki
A. 1:1(v/v)pocetna hrana za pastrve: alge/TetraFin® (ili ekvivalentno)
1. Pocetna hrana za pastrve: mijeSati 50 g pocetne hrane za pastrve (fine granule ili prah) i
300 ml primjerene filtrirane vode 20 sekundi na visokoj postavci mijesalice
2. Smjesa alge/TetraFin® (ili ekvivalentno): mijesati 12 g tableta od algi spirulina i 500 ml
filtrirane vode na visokoj postavci mijesalice 40 sekundi, mijesati 12 g hrane Tetrafin® (ili
ekvivalentno) s 500 ml filtrirane vode i zatim pomijesati te dvije smjese kako bi se dobila
jedna litra smjese koja sadrzava 12 g/l algi spirulina i 12 g/l hrane Tetrafin® (ili
ekvivalentno)
3. Kombinirati jednake volumene izmijeSane pocetne hrane za pastrve 1 algi/hrane TetraFin®
(ili ekvivalentno)

B. Raci¢i Artemia

15 ml jajasaca raci¢a Artemia vali se u 1 1 slane vode (pripremljene dodavanjem 20 ml NaCl
jednoj litri deionizirane vode). Raci¢i se prikupljaju nakon dozracivanja u trajanju od 24 sata
na sobnoj temperaturi i uz stalnu izloZenost svjetlosti. Raci¢i se ostavljaju da se slegnu
tijekom 30 minuta zaustavljanjem dozraCivanja. Ciste koje isplivaju na povrSinu kanistra
izlijevaju se 1 odbacuju te se racic¢i lijevaju kroz odgovarajuce filtre tako da se dobije 30 ml s
filtriranom vodom.

Protokol hranjenja
U tablici 1. nalazi se upu¢ivanje na vrstu i koli¢inu hrane koja se upotrebljava tijekom
izlaganja u stadijima li¢inke. Zivotinje treba hraniti tri puta dnevno od ponedjeljka do petka

1 jednom dnevno vikendom.

Tablica 1.: Rezim hranjenja li¢inki X. /aevis u proto¢nim uvjetima

Podetna hrana za pastrve: alge/TetraFin® . .
o . Raciéi Artemia
Vrijeme* (ili ekvivalentno)

(nakon oplodnje) Radni dan Vikend Radni dan Vikend
(3 puta dnevno) (jednom dnevno) (dvaput dnevno) (jednom dnevno)

Dani 4.-14. 0,5 ml 0,5 ml

0,33 ml 1,2 ml

(u tjednima 0.—1.) (od 8. do 15. dana) (od 8. do 15. dana)
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1 ml 1 ml

Drugi tjedan 0,67 ml 2,4 ml (od 16. dana) (od 16. dana)
Tredi tjedan 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Cetvrti tjedan 1,5 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Peti tjedan 1,6 ml 4.4 ml 1 ml 1 ml
Sesti tjedan 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Sedmi tjedan 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Tjedni 8.-10. 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* Nulti dan definira se kao dan ubrizgavanja hCG-a.

Prelazak s prehrane za li¢inke na prehranu za mlade Zivotinje

Kako se zavrSava metamorfoza li¢inki, prelazi se na formulaciju prehrane za mlade Zivotinje
koja je objasnjena u nastavku. Tijekom tog prelaska treba se smanjivati hrana za lic¢inke 1
povecavati hrana za mlade Zivotinje. To se moZe posti¢i proporcionalnim smanjivanjem
hrane za li¢inke i proporcionalnim povecavanjem hrane za mlade Zzivotinje kako svaka
skupina od pet punoglavaca prelazi 62. stadij NF-a i priblizava se dovrSetku metamorfoze u
66. stadiju NF-a.

Hranjenje mladih Zivotinja
Prehrana mladih Zivotinja

Kada metamorfoza zavr$i (66. stadij) reZim hranjenja mijenja se tako da se upotrebljava
samo vrhunska hrana za 7abe koja tone od 3/32 in¢a, (Xenopus Express™, FL, SAD) ili
ekvivalentna hrana.

Priprema drobljenih peleta za prelazak iz stadija licinke u stadij mlade Zivotinje

Peleti hrane za Zabe koja tone nakratko se melju u mlincu za kavu, mijesalici ili tarionikom 1
tuckom kako bi se smanjili za priblizno 1/3. Preduga obrada dovodi do nastanka praha i ne
preporucuje se.

Protokol hranjenja

U tablici 2. nalazi se upucivanje na vrstu i koli¢inu hrane koja se upotrebljava tijekom
zivotnih stadija mladih i odraslih Zivotinja. Zivotinje treba hraniti jednom dnevno. Treba
napomenuti da, kako Zivotinje prolaze kroz metamorfozu, nastavlja im se davati porcija
raci¢a Artemia dok viSe od 95 % Zivotinja ne prode kroz metamorfozu.

Zivotinje ne treba hraniti na dan zavretka ispitivanja tako da hrana ne poremeti mjerenja
mase.
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Tablica 2.: Rezim hranjenja mladih zivotinja X. /aevis u proto¢nim uvjetima. Treba napomenuti da
zivotinje koje ne produ kroz metamorfozu, ukljuc¢ujuéi one ¢ija je metamorfoza odgodena tretiranjem
kemikalijom, ne mogu jesti pelete koji nisu razdrobljeni.

Vrijeme Volumen drobljenih peleta Volumen cijelih peleta
(Tjedni nakon srednjeg datuma metamorfoze) (mg po mladoj Zabi) (mg po mladoj Zabi)
Po zavrsetku metamorfoze Zivotinja 25 0
Tjedni 0.-1. 25 28
Tjedni 2.-3. 0 110
Tjedni 4.-5. 0 165
Tjedni 6.-9. 0 220

* Prvi dan nultog tjedna srednji je datum metamorfoze kod kontrolnih zivotinja.
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Dodatak 5.

ODREDIVANJE GENETSKOG SPOLA

Metoda genetskog odredivanja spola za vrstu Xenopus laevis temelji se na publikaciji
Yoshimoto i dr., 2008. Podroban opis postupaka genotipizacije po potrebi se moze pronaci u
toj publikaciji. Mogu se upotrijebiti alternativne metode (npr. qPCR velike propusnosti) ako
se to smatra primjerenim.

Pocetnice za vrstu X. laevis
Marker za DM-W
Uzvodna: 5°’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Nizvodna: 5’-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Pozitivna kontrola
Uzvodna: 5’- AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’

Nizvodna: 5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3’

Procis¢avanje DNK-a

Treba procistiti DNK iz miSiénog tkiva ili tkiva koZe upotrebom, na primjer, kompleta za
krv 1 tkiva Qiagen DNeasy (kat. br. 69506) ili slicnog proizvoda u skladu s uputama za
komplet. DNK se moZe eluirati iz kolona za prociS¢avanje upotrebom manje koli¢ine pufera
kako bi se dobili uzorci vece koncentracije ako se to smatra potrebnim za PCR. Napominje
se da je DNK prili¢no stabilan pa treba paziti da se izbjegne unakrsna kontaminacija koja bi
mogla dovesti do pogreSne karakterizacije muzZjaka kao Zenki ili obrnuto.

PCR

Uzorak protokola u kojem se upotrebljava JumpStart™ Tag proizvoda¢a Sigma opisan je u
tablici 1.

Tablica 1.:  Uzorak protokola u kojem se upotrebljava JumpStart™ Tag proizvodaca Sigma

Glavna mjeSavina 1x (nb) [Konacno]
NFW 11 -
10X pufer 2,0 -
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MgCl, (25 mM) 2,0 2,5mM

dNTP-i (10 mM za svaki) 0,4 200 uM

Marker  uzvodne  pocetnice 0,8 0,3 uM

(8 uM)

Marker  nizvodne  pocetnice 0,8 0,3 uM

(8 uM)

Kontrola uzvodne pocetnice 0,8 0,3 uM

(8 uM)

Kontrola nizvodne pocetnice 0,8 0,3 uM

(8 uM)

JumpStart™ Taq 0,4 0,05
jedinica/pl

Kalup DNK-a 1,0 ~ 200 pg/ul

Napomena: kod pripreme glavnih mjeSavina treba pripremiti vise nego §to je potrebno kako bi se
uzeo u obzir gubitak do kojeg moze doéi tijekom pipetiranja (na primjer: 25x treba
upotrebljavati za samo 24 reakcije).

Reakcija:

Glavna mjeSavina 19,0 pl
Kalup 1,0 ul
Ukupno 20,0 ul

Profil uredaja za PCR:

Korak 1.  94°C 1 min

Korak 2. 94°C 30s

Korak 3.  60°C 30s

Korak4. 72°C 1 min

Korak 5.  Idi na korak 2. 35 ciklusa
Korak 6.  72°C 1 min

Korak 7. 4°C  zadrzati

Produkti PCR-a mogu se odmah razdvojiti u gelu ili pohraniti na temperaturi od 4 °C.

Elektroforeza u agaroznom gelu (3 %) (uzorak protokola)
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50X TAE
Tris 242 ¢
Ledena octena kiselina 5,71 ml
Na; (EDTA)-2H,0 3,72 g

Dodati vodu do 100 ml

IXTAE
H>O 392 ml
50X TAE 8 ml

Agaroza u omjeru 3 : 1
3 dijela agaroze NuSieve™ GTG"
1 dio agaroze niske elektroendoosmoze proizvodaca Fisher (EEO)

Metoda
1. Pripremiti 3-postotni gel dodavanjem 1,2 g mjeSavine agaroze u 43 ml 1X TAE. Promijesati
kako bi se odvojile velike grude.

2. Tretirati smjesu agaroze mikrovalovima dok se potpuno ne otopi (izbjegavati vrenje). Pustiti
da se malo ohladi.

3. Dodati 1,0 pl etidijeva bromida (10 mg/ml). PromijeSati tikvicu. Napominje se da je etidijev
bromid mutagen pa bi, u mjeri u kojoj je to tehnicki izvedivo, za ovaj korak trebalo
upotrijebiti alternativne kemikalije kako bi se smanjili zdravstveni rizici za radnike'.

Uliti gel u kalup s ¢esljem. Potpuno ohladiti.
Dodati gel u uredaj. Prekriti gel s 1X TAE.
Dodati 1 pl 6x boje za nanoSenje u svakih 10 pl produkta PCR-a.

Pipetirati uzorke u jaZzice.

® Nk

Razdvajati ~ 20 minuta na stalnih 160 volta.

!'U skladu s ¢lankom 4. stavkom 1. Direktive 2004/37/EZ Europskog parlamenta i Vije¢a od 29. travnja 2004.
o zastiti radnika od rizika zbog izloZenosti karcinogenim ili mutagenim tvarima na radu (Sesta pojedinacna
direktiva u smislu ¢lanka 16. stavka 1. Direktive Vijeca 89/391/EEZ) (SL L 158, 30.4.2004., str. 50.).
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Slika agaroznog gela koja prikazuje uzorke vrpce koji ukazuju na muske i zenske jedinke
nalazi se na slici 1.

Slika 1.: Slika agaroznog gela koja prikazuje uzorak vrpce koji ukazuje na musku () jedinku (jednostruka
vrpca ~ 203 bp: DMRT1) i Zensku (?) jedinku (dvostruke vrpce pri ~ 259 bp: DM-W i 203 bp: DMRT1).

- DM-W
== TN DMRTL
LITERATURA

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.

614



D060575/02

Dodatak 6.

MJERENJE VITELOGENINA

Vitelogenin (VTG) mjeri se upotrebom metode imunoenzimskog testa (ELISA) koji je
izvorno razvijen za VTG debeloglave gavcice (Parks i dr., 1999.). Trenutacno ne postoje
komercijalno dostupna protutijela za vrstu X. laevis. Medutim, s obzirom na veliku koli¢inu
informacija za taj protein i dostupnost isplativih komercijalnih usluga za proizvodnju
protutijela, razumno je za ocekivati da laboratoriji mogu jednostavno razviti test ELISA za
to mjerenje (Olmstead i dr., 2009.). Olmstead 1 dr. (2009.) navode i opis testa izmijenjenog
za VTG kod vrste X. tropicalis, kako je prikazano u nastavku. U metodi se upotrebljava
protutijelo za VTG vrste X. tropicalis, ali poznato je da funkcionira i za VTG vrste X. laevis.
Treba napomenuti da se mogu upotrebljavati 1 nekonkurentni testovi ELISA 1 da oni mogu
imati nize granice otkrivanja od metode opisane u nastavku.

Materijali i reagensi

Unaprijed adsorbirani serum 1. protutijela (Ab)

Pomijesati jedan dio seruma 1. protutijela anti-X. tropicalis VTG s dva dijela kontrolne
plazme muzjaka i1 ostaviti na sobnoj temperaturi na ~ 75 minuta, staviti na led 30 min,
centrifugirati > 20K x G jedan sat na 4 °C, ukloniti supernatant, alikvotirati, pohraniti na —
20 °C.

2. protutijelo
Kozji anti-zec¢ji IgG-HRP konjugat (npr. Bio-Rad 172-1019)
Standard VTG-a
procis¢eni VTG vrste X. laevis od 3,3 mg/ml.
TMB (3,3',5,5'-tetrametil-benzidin) (npr. KPL 50-76-00 ili Sigma T0440)
Obic¢ni kozji serum (NGS)  (npr. Chemicon® S26 — 100 ml)

EIA polistirenske mikrotitracijske ploce s 96 jazica (npr. ICN: 76-381-04, Costar: 53590,
Fisher: 07-200-35)

Hibridizacijska pe¢ temperature 37 °C (ili zracni inkubatori za brzo uravnoteZivanje) za
ploc¢e, vodena kupelj za epruvete

Ostala uobicajena laboratorijska oprema, kemikalije 1 zalihe

Recepti

Premazni pufer (50 mM karbonatni pufer, pH 9,6):

NaHCO;3 1,26 g
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NaxCO; 0,68 g

voda 428 ml
10X PBS (0,1 M fosfata, 1,5 M NaCl):

NaH2PO4-H20 0,83 g

Na;HPO47 H O 20,1 g

NacCl 71¢g

voda 810 ml
Pufer za ispiranje (PBST):

10X PBS 100 ml

voda 900 ml

Prilagoditi pH-vrijednost na 7,3 s 1 M HCI, zatim dodati 0,5 ml kemikalije Tween-20
Testni pufer:

Obicni kozji serum (NGS) 3,75 ml

Pufer za ispiranje 146,25 ml
Prikupljanje uzoraka

Krv se uzima s pomoc¢u heparinizirane mikrohematokritske kapilarne cjevc€ice i stavlja na
led. Nakon tri minute centrifugiranja cjev€ica se ocjenjuje, otvara i plazma se stavlja u
epruvete za mikrocentrifugu od 0,6 ml koje sadrzavaju 0,13 jedinica liofiliziranog aprotinina
(te se epruvete unaprijed pripremaju dodavanjem odgovaraju¢e koli¢ine aprotinina,
zamrzavanjem 1 liofiliziranjem u vakuumskoj centrifugi na niskoj toplini dok se ne osuse).
Plazma se sprema na temperaturi od — 80 °C dok se ne analizira.

Postupak za jednu plocu

Premazivanje ploce
Pomijesati 20 pl procis¢enog VTG-a s 22 ml karbonatnog pufera (kona¢na koncentracija od
3 pg/ml). Dodati 200 pl u svaku jaZicu ploce s 96 jazica. Prekriti plocu ljepljivim filmom za
zatvaranje 1 pustiti da se inkubira preko no¢i na 37 °C u trajanju od dva sata (ili 4 °C preko
noci).

Blokiranje ploce
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Otopina za blokiranje priprema se dodavanjem 2 ml obi¢nog kozjeg seruma (NGS) u 38 ml
pufera karbonata. Ukloniti otopinu premaza i osusiti protresanjem. Dodati 350 pl otopine za
blokiranje u svaku jazicu. Prekriti ljepljivim filmom za zatvaranje i inkubirati na 37 °C u
trajanju od dva sata (ili 4 °C preko no¢i).

Priprema standarda

Mijesa se 5,8 ul procis¢enog standarda VTG-a s 1,5 ml testnog pufera u jednokratnoj
epruveti od borosilikatnog stakla dimenzija 12 x 75 mm. Tako se dobiva 12 760 ng/ml.
Zatim se provodi serijsko razrjedivanje dodavanjem 750 pl prethodnog razrjedenja u 750 pl
testnog pufera kako bi se dobile konacne koncentracije od 12 760, 6 380, 3 190, 1 595, 798,
399, 199, 100 i 50 ng/ml.

Priprema uzoraka

Poceti s razrjedivanjem plazme u testnom puferu u omjeru 1 :300 (npr. kombinirati 1 pl
plazme s 299 ul testnog pufera) ili 1 : 30. Ako se ocekuje velika koli¢ina VTG-a mogu biti
potrebna dodatna ili veéa razrjedenja. B/B, treba nastojati odrzati u rasponu standarda. Za
uzorke bez znatnog VTG-a, npr. kontrolni muZjaci i zZenke (svi su nezreli), upotrijebiti
razrjedivanje 1 : 30. Slabije razrijedeni uzorci mogu pokazati nezeljene uc¢inke matrice.

Osim toga, preporucuje se provodenje pozitivnog kontrolnog uzorka na svakoj ploc¢i. On se
uzima iz zalihe plazme koja sadrzava vrlo inducirane razine VTG-a. Zaliha se prvo
razrjeduje u NGS-u, dijeli u alikvote 1 pohranjuje na temperaturi od — 80 °C. Alikvot se
odmrzava za svaku plocu, dodatno razrjeduje u testnom puferu i obraduje na sli¢an nacin
kao 1 ispitni uzorak.

Inkubacija s 1. protutijelom

Prvo protutijelo priprema se izradom razrjedenja unaprijed adsorbiranog seruma 1.
protutijela u testnom puferu u omjeru 1:2000 (npr. 8§ ul u 16 ml testnog pufera).
Kombinirati 300 pl otopine 1. protutijela 1 300 ul uzorka/standarda u staklenoj epruveti.
Epruveta B, priprema se na sli¢an nacin s 300 pl testnog pufera 1 300 pl protutijela. Isto
tako, treba pripremiti epruvetu NSB upotrebom samo 600 pl testnog pufera, tj. bez
protutijela. Prekriti epruvete parafilmom 1 lagano protresti kako bi se promijesalo. Inkubirati
jedan sat u vodenoj kupelji na temperaturi od 37 °C.

Ispiranje ploce
Isprati plocu neposredno prije dovrSetka inkubacije 1. protutijela. To se obavlja izlijevanjem
sadrzaja 1 tapSanjem upijaju¢im papirom dok se ne osuSi. Zatim napuniti jazice s 350 pl
otopine za ispiranje, proliti 1 osuSiti tapSanjem. Za to je korisna viSekanalna repetitivna
pipeta ili ispira¢ ploca. Korak ispiranja ponavlja se jo§ dva puta tako da se ukupno ispire tri
puta.

Punjenje ploce
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Nakon §to se ploc¢a ispere ukloniti epruvete iz vodene kupke i lagano promijesati. Dodati
200 pl iz svake epruvete uzorka, standarda, B, i NSB-a u dvije jazice ploCe. Prekriti plocu
ljepljivim filmom za zatvaranje 1 pustiti da se inkubira jedan sat na 37 °C.

Inkubacija s 2. protutijelom

Na kraju inkubacije iz prethodnog koraka plocu opet treba isprati tri puta, kako je prethodno
opisano. Razrijedeno 2. protutijelo priprema se mijeSanjem 2,5 ul 2. protutijela s 50 ml
testnog pufera. Dodati 200 ul razrijedenog 2. protutijela u svaku jazicu, zatvoriti kako je
prethodno opisano i inkubirati jedan sat na 37 °C.

Dodavanje supstrata

Nakon dovrsetka inkubacije s 2. protutijelom isprati ploc¢u tri puta kako je prethodno
opisano. Zatim u svaku jazicu dodati 100 pl supstrata TMB. Pustiti da se reakcija odvija
deset minuta, po moguénosti ne na jarkoj svjetlosti. Zaustaviti reakciju dodavanjem 100 pl
fosforne kiseline od 1 M. Time ¢e se boja promijeniti iz plave u intenzivnu zutu. Izmjeriti
apsorbanciju pri 450 nm upotrebom citaca ploca.

Izracun vrijednosti B/Bo

Oduzeti vrijednost NSB od svih mjerenja. B/B, za svaki uzorak i standard racuna se tako da
se vrijednost apsorbancije (B) podijeli prosje¢nom apsorbancijom uzorka Bo.

Dobivanje standardne krivulje i utvrdivanje nepoznatih kolicina

Izraditi standardnu krivulju s pomoc¢u nekog ra¢unalnog softvera za izradu grafova (npr.
Slidewrite™ ili Sigma Plot®) kojim ée se ekstrapolirati koli¢ina iz vrijednosti B/B, uzorka
na temelju vrijednosti B/B, standarda. Koli¢ina se obi¢no graficki prikazuje na
logaritamskoj skali 1 krivulja ima sigmoidni oblik. Medutim, moze se Ciniti linearnom ako
se upotrebljava uzak raspon standarda. Ispraviti koli¢ine uzorka za faktor razrjedivanja i
navesti u obliku miligrama VTG-a po mililitru plazme.

Utvrdivanje najnizih granica detekcije (MDL, engl. minimum detection limits)

Cesto neée biti jasno, osobito kod normalnih muzjaka, kako izvijestiti o rezultatima iz niskih
vrijednosti. U tim sluc¢ajevima treba upotrijebiti granicu pouzdanosti od 95 % kako bi se
utvrdilo treba li vrijednost prikazati kao nulu ili neki drugi broj. Ako je rezultat uzorka
unutar intervala pouzdanosti nultog standarda (B,), rezultat treba prikazati kao nulu. Najniza
razina detekcije bit ¢e najnizi standard koji je dosljedno razli¢it od nultog standarda; drugim
rije¢ima, ta dva intervala pouzdanosti ne preklapaju se. Za bilo koji rezultat uzorka koji je
unutar granice pouzdanosti najmanje razine detekcije ili veci, izvijestit ¢e se o izraCunanoj
vrijednosti. Ako se uzorak nalazi izmedu nultog standarda i intervala najmanje granice
detekcije, kao vrijednost tog uzorka treba navesti polovinu najmanje razine detekcije.
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Dodatak 7.

STATISTICKA ANALIZA

U testu LAGDA nastaju tri oblika podataka koji se statisticki analiziraju: 1. kvantitativni
kontinuirani podaci; 2. podaci o vremenu do odredenog dogadaja za stope razvoja (vrijeme
do 62. stadija NF-a) 1 3. ordinalni podaci u obliku ocjena ozbiljnosti ili razvojnih stadija iz
histopatoloskih ocjena. Shema odlucivanja preporucene statisticke analize za test LAGDA
prikazana je na slici 1. Isto tako, u nastavku su navedene 1 odredene biljeske koje ¢e mozda
biti potrebne za provedbu statisticke analize za mjerenja iz testa LAGDA. Za shemu
odluc¢ivanja analize, rezultate mjerenja za smrtnost, rast (masa i duljina) te somatski indeks
jetre (LSI) treba analizirati u skladu s granom ,,Ostale krajnje tocke”.

Kontinuirani podaci

Podatke za kontinuirane krajnje to¢ke prvo treba provjeriti u pogledu monotonic¢nosti tako
da se podaci transformiraju rangiranjem, prilagode modelu ANOVA i da se usporede
linearni 1 kvadratni kontrasti. Ako su podaci monotoni¢ni, treba provesti postupni
Jonckheere-Terpstraov test trenda na medijanima ponavljanja 1 ne treba primijeniti nikakvu
naknadnu analizu. Alternativa za podatke koji su normalno distribuirani s homogenim
varijjancama jest Williamsov test postupnog sniZzavanja. Ako podaci nisu monotoni¢ni
(kvadratni je kontrast znatan, a linearni nije), treba ih analizirati upotrebom modela
ANOVA s mijeSanim ucincima. Podatke zatim treba procijeniti u pogledu normalnosti (po
mogucnosti upotrebom Shapiro-Wilksova ili Anderson-Darlingova testa) 1 homogenosti
varijanci (po moguénosti upotrebom Leveneova testa). Oba se testa provode na rezidualima
1z modela ANOVA s mijeSanim u¢incima. Umjesto tih formalnih ispitivanja normalnosti 1
homogenosti varijanci, moze se upotrebljavati struéna procjena iako su formalni testovi
poZeljni. Ako su podaci normalno distribuirani s homogenim varijancama, pretpostavke
ANOVA-e s mijeSanim ucincima ispunjene su i1 znacajan ucinak tretiranja utvrduje se
Dunnettovim testom. Ako se utvrdi nenormalnost ili heterogenost varijanci, prekrSene su
pretpostavke Dunnettova testa i trazi se normalizirajuca pretvorba za stabiliziranje varijanci.
Ako se ne pronade takva pretvorba, znacCajan ucinak tretiranja utvrduje se Dunnovim
testom. Kad god je to moguce treba provesti jednosmjerno testiranje za razliku od
dvosmjernog testiranja, ali potrebna je stru¢na prosudba kako bi se utvrdilo koji je test
primjeren za odredenu krajnju tocku.

Smrtnost

Podatke o smrtnosti treba analizirati za razdoblje koje obuhvaca cijeli test i treba ih izraziti
kao udio Zivotinja koje su uginule u svim pojedina¢nim spremnicima. Punoglavce koji ne
dovrSe metamorfozu u utvrdenom roku, punoglavce iz poduzorka li¢inki, mlade Zabe koje
se izdvajaju 1 sve zivotinje koje uginu zbog pogreske osobe koja provodi pokus treba
tretirati kao cenzurirane podatke i ne treba ih ukljuciti u nazivnik izracuna postotka. Prije
bilo kakve statisticke analize udjele smrtnosti treba provesti transformacijom arkus sinusa
drugog korijena. Kao druga moguénost moze se upotrijebiti Cochran-Armitageov test
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postupnog snizavanja, mozda s Rao-Scottovom prilagodbom ako je prisutna pretjerana
disperzija.

Masa i duljina (podaci o rastu)

Muzjaci i Zenke nisu spolno dimorfni tijekom metamorfoze pa podatke o rastu iz poduzorka
li¢inki treba analizirati neovisno o spolu. Medutim, podatke o rastu mladih Zivotinja treba
analizirati zasebno na temelju genetskog spola. Za te ¢e krajnje tocke mozda biti potrebne
logaritamske pretvorbe jer nije neuobicajena logaritamska normalnost podataka o veli¢ini.

Somatski indeks jetre (LSI)

Mase jetre treba normalizirati kao udjele masa cijelog tijela (tj. LSI) 1 analizirati zasebno na
temelju genetskog spola.

Vrijeme do 62. stadija NF-a

Podatke o vremenu do metamorfoze treba tretirati kao podatke o vremenu do odredenog
dogadaja, a smrtne slucajeve ili jedinke koje ne dosegnu 62. stadij NF-a za 70 dana treba
tretirati kao podatke koji se cenzuriraju desno (tj. prava vrijednost veéa je od 70 dana, ali
studija zavrSava prije nego Sto zivotinje dosegnu 62. stadij NF-a u 70 dana). Za utvrdivanje
datuma kraja ispitivanja treba upotrijebiti srednje vrijeme do dovrSetka metamorfoze u 62.
stadiju NF-a u kontrolama s vodom za razrjedivanje. Srednje vrijeme do dovrSetka
metamorfoze moglo bi se utvrditi Kaplan-Meierovim procjeniteljima ograni¢enja produkta.
Tu krajnju tocku treba analizirati upotrebom Coxova modela proporcionalne opasnosti s
mijeSanim uc¢incima kojim se uzima u obzir struktura ponavljanja studije.

HistopatoloSki podaci (ocjene ozbiljnosti i razvojni stadiji)

Histopatoloski podaci u obliku su ocjena ozbiljnosti ili razvojnih stadija. U testu nazvanom
RSCABS (engl. Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices) upotrebljava se Cochran-
Armitageov test trenda postupnog snizavanja s Rao-Scottovom prilagodbom na svakoj
razini ozbiljnosti u histopatoloskom odgovoru (Green i dr., 2014.). Rao-Scottovom
prilagodbom u test se ukljucuje plan izvodenja pokusa u posudama s ponavljanjima.
Postupak u dijelovima (engl. by Slices) ukljucuje biolosko ocekivanje da se ozbiljnost
ucinka obi¢no povecava s poveCanjem doza ili koncentracija, uz zadrzavanje ocjena za
pojedinacne ispitne Zivotinje 1 otkrivanje ozbiljnosti bilo kakvog utvrdenog ucinka.
Postupkom RSCABS ne utvrduje se samo koja su tretiranja statisticki razli¢ita od kontrola
(tj. imaju ozbiljniju patologiju od kontrola), ve¢ se utvrduje i pri kojoj ocjeni ozbiljnosti
dolazi do razlike, ¢ime se osigurava i neophodan kontekst za analizu. U slu¢aju odredivanja
stadija razvoja gonada i reproduktivnih kanala, na podatke treba primijeniti dodatnu
manipulaciju jer se u RSCABS-u pretpostavlja da se ozbiljnost ucinka povecava s
povecanjem doze. Uoceni u€inak mogla bi biti odgoda ili ubrzanje razvoja. Stoga podatke o
odredivanju stadija razvoja treba analizirati kako je navedeno da bi se otkrio ubrzani razvoj i
zatim ru¢no obrnuti prije druge analize za otkrivanje kasnjenja u razvoju.
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Slika 1.: Shema odlucivanja statistiCke analize za test LAGDA
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Dodatak 8.

RAZMATRANJA ZA PRACENJE I SMANJENJE UCESTALOSTI POJAVE SKOLIOZE

Idiopatska skolioza, koja se kod punoglavaca Xenopus laevis obi¢no ocituje kao savijeni
rep, moze otezati morfoloska opazanja i opazanja ponasanja kod ispitnih populacija. Treba
nastojati smanjiti ili ukloniti pojavu skolioze, i u mati¢noj kulturi 1 u ispitnim uvjetima.
Preporucuje se da u kona¢nom ispitivanju ucestalost pojave umjerene i teske skolioze bude
manja od 10 % kako bi se poboljsala pouzdanost da se ispitivanjem mogu otkriti razvojni
ucinci povezani s tretiranjem kod li¢inki vodozemaca koje su inace zdrave.

U svakodnevnim opazanjima tijekom konacnog ispitivanja treba evidentirati ucestalost
(pojedinacni broj) i ozbiljnost skolioze, ako je prisutna. Prirodu abnormalnosti treba opisati
s obzirom na lokaciju (npr. ispred ili iza kloake) i smjer zakrivljenosti (npr. bocno ili od
ledne do trbusne strane). Ozbiljnost se moZe ocijeniti na sljedeci nacin:

(NR) Nije znacajna: nema zakrivljenosti
(1) Minimalna: lagana bo¢na zakrivljenost iza kloake; vidljiva samo pri mirovanju
(2) Umjerena: bocna zakrivljenost iza kloake; vidljiva stalno, ali ne sprje¢ava kretanje

(3) Teska: bocna zakrivljenost ispred kloake ILI bilo kakva zakrivljenost koja sprje¢ava
kretanje ILI zakrivljenost od ledne do trbusne strane

Znanstvena savjetodavna komisija americke agencije EPA FIFRA (FIFRA SAP 2013.)
pregledala je sazete podatke za skoliozu u 15 analiza metamorfoze vodozemaca s vrstom X.
laevis (od 51. do 60. 1 kasnijih stadija NF-a) i dala je opce preporuke za smanjenje
ucestalosti pojave te abnormalnosti u ispitnim populacijama. Preporuke su relevantne za test
LAGDA 1iako ovo ispitivanje ne ukljuc¢uje dulji vremenski okvir razvoja.

Uspjesnost mrijeS¢enja u prijasnjim ispitivanjima

Obi¢no bi se kao uzgojni parovi trebale upotrebljavati visokokvalitetne, zdrave, odrasle
zivotinje; uklanjanjem uzgojnih parova koji daju potomke sa skoliozom mozZe se s
vremenom smanjiti ucestalost njezine pojave. To¢nije, moZe biti korisno smanjiti upotrebu
divlje ulovljenih Zivotinja za rasplod. Razdoblje izlaganja u testu LAGDA zapocinje s
embrijima od 8. do 10. stadija NF-a i na pocetku ispitivanja nije moguce utvrditi hoce li se
kod odredenih jedinki javiti skolioza. Stoga uz pracenje ucestalosti pojave skolioze kod
zivotinja koje se ispituju treba evidentirati 1 prijaSnju uspjeSnost legla (ukljucujuci ucestalost
pojave skolioze kod svih li¢inki kojima je omogucéen razvoj). Moze biti korisno nastaviti
pratiti dio svakog legla koji se ne upotrebljava u odredenoj studiji i izvijestiti o tim
opazanjima (FIFRA SAP 2013.).
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Kakvoéa vode

Vazno je osigurati primjerenu kakvocu vode, 1 u laboratorijskoj zalihi i tijekom ispitivanja. Uz
kriterije kakvo¢e vode koji se rutinski ocjenjuju za ispitivanja toksi¢nosti u vodi, moze biti
korisno pratiti 1 ispraviti bilo kakve nedostatke hranjivih tvari (npr. nedostatak vitamina C,
kalcija, fosfora) ili previsoke razine selena i bakra, za koje je navedeno da u razliCitim
stupnjevima uzrokuju skoliozu kod vrsta Rana sp. i1 Xenopus sp. uzgojenih u laboratoriju
(Marshall 1 dr., 1980.; Leibovitz i dr., 1992.; Martinez i dr., 1992; kako je navedeno u FIFRA
SAP 2013.). Upotrebom primjerenog rezima prehrane (vidjeti Dodatak 4.) i redovitim
¢is¢enjem spremnika opcenito ¢e se poboljsati kakvoca vode 1 zdravlje ispitnih uzoraka.

Prehrana

Posebne preporuke za rezim prehrane, za koji se pokazalo da je uspjesan u testu LAGDA,
podrobno su opisane u Dodatku 4. Preporucuje se da se izvori hrane pregledaju u pogledu
bioloskih toksina, herbicida 1 ostalih vrsta pesticida za koje je poznato da uzrokuju skoliozu
kod vrste X. laevis ili drugih vodenih Zivotinja (Schlenk i Jenkins 2013.). Na primjer,
izlaganje odredenim inhibitorima kolinesteraze povezano je sa skoliozom u riba (Schultz 1
dr., 1985.) i zaba (Bacchetta i dr., 2008.).
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