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Melléklet — 2/2. rész

B.71. A BORSZENZIBILIZACIOS KAROS KIMENETI UT (AOP) EGYIK
KULCSFONTOSSAGU ESEMENYEVEL, A DENDRITIKUS SEJTEK
AKTIVACIOJAVAL FOGLALKOZO 1IN VITRO BORSZENZIBILIZACIOS
VIZSGALATOK

ALTALANOS BEVEZETES

A dendritikus sejtek aktivaciojan mint f6 eseményen alapuld vizsgalati modszer

1. A borszenzibilizald6 anyagok a vegyi anyagok osztdlyozdsanak és cimkézésének az
Egyesiilt Nemzetek Szervezete (ENSZ) altal globalisan harmonizalt rendszere (ENSZ-
GHS) (1), valamint az Eurdpai Uni6 (EU) anyagok ¢és keverékek osztalyozasarol,
cimkézésér6l és csomagolasarol szolo 1272/2008/EK rendelete (CLP-rendelet)! szerint
olyan anyagok, amelyek a bdrrel valo érintkezést kdvetden allergids valaszreakciot
valtanak ki. A bdrszenzibilizaciot eldidézo fobb biologiai eseményeket illetden altalanos
egyetértés van. A borszenzibilizacidohoz kapcsolddo kémiai €s bioldgiai mechanizmusokrél
mar rendelkezésre allo ismereteket az OECD AOP-programjanak keretében kidolgozott
karos kimeneti ut (Adverse Outcome Pathway, AOP) (2) foglalja 6ssze a molekuléris
kivalté eseménytdl a koztes eseményeken at a karos hatasig, amely az allergias kontakt
borgyulladds. A bdrszenzibilizaciés karos kimeneti Ut esetében a molekularis kivalto
esemény (vagyis az elsd kulcsfontossagli esemény) az elektrofil anyagok és a borben 1év 6
fehérjék nukleofil centrumai kozott létrejovo kovalens kotés. E karos kimeneti tGton a
masodik kulcsfontossagli esemény a keratinsejtekben kovetkezik be, tobbek kozott
gyulladast okoz6 valaszreakciok, valamint konkrét sejtjelz6 utvonalakhoz, példaul az
antioxidans/elektrofil valaszelemtdl (ARE) fliggd utvonalakhoz kapcsolddo génexpresszid-
valtozasok formajaban. A harmadik kulcsfontossagu esemény a dendritikus sejtek (DC)
aktivacioja, melynek értékelése jellemzden konkrét sejtfeliileti markerek, kemokinek és
citokinek expresszioja alapjan torténik. A negyedik kulcsfontossdgi esemény a T-sejtek

' Az Eur6pai Parlament és a Tanacs 1272/2008/EK rendelete (2008. december 16.) az anyagok és keverékek
osztalyozasarol, cimkézésérdl €s csomagolasardl, a 67/548/EGK és az 1999/45/EK iranyelv mddositasardl és
hatalyon kiviil helyezésérdl, valamint az 1907/2006/EK rendelet modositasarol, HL L 353/1., 2008.12.31.
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aktivacidja és proliferacidja, melynek kozvetett értékelése az egereken alkalmazott lokéalis
nyirokcsomo-vizsgalati modszer (LLNA) (3) keretében torténik.

2. Ez a vizsgalati modszer egyenértékii az OECD 442E. vizsgélati iranymutatasaban (2017)

3.

leirt modszerrel. A vizsgalati modszer a borszenzibilizacidos karos kimeneti ut egyik
kulcsfontossagii eseményének, a dendritikus sejtek aktivacidjanak mechanizmusaival
foglalkozd in vitro vizsgalatokat ismerteti (2). Olyan vizsgalatokat foglal magaban,
amelyekkel eldsegithetd a bdrszenzibilizald és a nem szenzibilizalé anyagok ENSZ-GHS
¢s CLP-rendelet szerinti megkiilonboztetése.

A vizsgélati modszer az aldbbi vizsgalatokat ismerteti:
- emberi sejtvonal aktivalasi vizsgalat (h-CLAT);
- U937 sejtvonal aktivalasi vizsgalat (U-SENS™);
- Interleukin-8 riportergén vizsgalat (IL-8 Luc vizsgalat).

Az e vizsgalati mddszer és az annak megfelel6 OECD vizsgalati iranymutatds részét
képezd vizsgalatok adatgeneralasi eljarasaik és a mért értékek tekintetében kiilonbozhetnek
egymastol, mindazonaltal megkiilonboztetés nélkiill hasznalhatok arra, hogy eleget
tegyenek a bdrszenzibilizdcios karos kimeneti Gt egyik kulcsfontossagu eseményének, a
dendritikus  sejtek  aktivaciojanak  vizsgalati eredményeire vonatkozd nemzeti
kovetelményeknek, ugyanakkor eldnytikre valik az adatok kélcsonds elfogadasa az OECD-
megallapodas szerint.

A kulcsfontossagu eseményen alapulé vizsgalati modszer ala tartozo vizsgalatok hattere és
elvei

4. A bdrszenzibilizacid vizsgalata jellemzdéen vizsgalt allatokon torténd vizsgalatot foglal

5.

magaban. A tengerimalacokon alkalmazott klasszikus modszerek, vagyis a Magnusson—
Kligman-féle tengerimalac-maximizéacids vizsgalat (GPMT) és a Biihler-féle vizsgélat
(B.6. vizsgalati modszer) (4) a borszenzibilizacid indukciods és kivaltasi fazisaval egyarant
foglalkozik. Az egereken alkalmazott vizsgalatok — a lokalis nyirokcsomd-vizsgalati
modszer (LLNA, B.42. vizsgalati mddszer) (3) és két nem radioaktiv valtozata, az LLNA:
DA (B.50. vizsgalati modszer) (5) és az LLNA: BrdU-ELISA (B.51. vizsgélati modszer)
(6) — mindegyike csak az indukcios véalaszreakcidt vizsgalja, és szintén elfogadotta valtak,
mivel allatjolét szempontjabol eldnydsebbek, mint a tengerimalacon végzett vizsgalatok, és
objektiv mérést tesznek lehetdvé a bérszenzibilizacid indukcios fazisdban.

Nemrégiben olyan mechanisztikus alapt in chemico és in vitro vizsgalati mddszereket
fogadtak el, amelyek a borszenzibilizaciés karos kimeneti Ut elsé kulcsfontossagu
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eseményével (B.59. vizsgélati modszer; kozvetlen peptidreaktivitdsi vizsgalat (7)) és
masodik kulcsfontossagu eseményével (B.60. vizsgalati moddszer; ARE-Nrf2 luciferaz
alapu vizsgéalati modszer (8)) foglalkoznak, ¢és hozzajarulnak a vegyi anyagok
bdrszenzibilizacids veszélyességi potencidljanak értékeléséhez.

. A vizsgédlati moddszerben ismertetett vizsgalatok mennyiségileg meghatarozzak a
monocitdk ¢és a dendritikus sejtek szenzibilizalo anyagokkal vald kezelést kdovetden
beindulé aktivacios folyamata 4altal a sejtfeliileti marker(ek) (pl. CD54, CD86)
expressziojaban eldidézett valtozasokat, vagy a dendritikus sejtek aktivacidja altal egy
citokin, az IL-8 expresszidjaban eldidézett valtozasokat. A bdrszenzibilizalé anyagokrol
kimutattak, hogy a dendritikus sejtek aktivaciojaban részt vevo (2) sejtmembran markerek
(pl. CD40, CD54, CD80, CD83 ¢s CD86), gyulladast okozo citokinek (pl. az interleukin-1
béta és a tumor nekrozis faktor alfa) és szamos kemokin (pl. az IL-8 (CXCLS) és a CCL3)
expressziojat (9) (10) (11) (12) idézik eld.

Mindazonaltal, mivel a dendritikus sejtek aktivacidja csupan egyike a borszenzibilizacios
karos kimeneti Ut kulcsfontossagn eseményeinek (2) (13), a dendritikus sejtek
aktivaciojanak markereit mérd vizsgalatokkal eldallitott informaciok onmagukban nem
feltétleniil elegendéek ahhoz, hogy megallapithaté legyen a vegyi anyagok
bdrszenzibilizald potencidlja van annak hianya. Ezért az e vizsgalati modszerben leirt
vizsgalatokkal kapott adatokat ajanlatos integralt vizsgalati és értékelési megkozelitések
keretében alkalmazni a borszenzibilizalo (ENSZ-GHS/CLP-rendelet szerinti 1. kategoria)
¢és a nem szenzibilizald anyagok megkiilonboztetésének tdmogatasara olyan egyéb,
relevans kiegészité informéciokkal egyiitt, mint a bdrszenzibilizacids karos kimeneti Ut
mas kulcsfontossagu eseményeivel foglalkozo in vitro vizsgalatok eredményei, valamint a
nem vizsgalatalap modszerekkel, koztik a kémiai analdégokbdl kereszthivatkozassal
kapott adatok (13). Kozzétettek példakat az e vizsgalatokkal kapott adatok kidolgozott
megkozelitésekkel — vagyis az alkalmazott informacioforrasok é€s az eldrejelzéseket
lehetévé tévo adatfeldolgozas tekintetében szabvanyositott megkdzelitésekkel — torténd
hasznalatara (13), amelyek az integralt vizsgalati és értékelési megkdzelitések hasznos
elemekeént alkalmazhatok.

. Az e vizsgalati modszerben leirt vizsgalatok nem alkalmazhatok 6nmagukban sem a
borszenzibilizald6  anyagoknak az  ENSZ-GHS/CLP-rendelet szerinti 1A. ¢és
1B. alkategoridba sorolasdra azon hatosagok altal, amelyek alkalmazzdk e két opcionalis
alkategoriat, sem a hataserdsség eldrejelzésére a biztonsagi értékeléssel kapcsolatos
dontésekhez. A szabalyozasi kerettdl fliiggden azonban az e mddszerekkel kapott pozitiv
eredmény dnmagaban is felhasznéalhat6 a vegyi anyagok ENSZ-GHS/CLP-rendelet szerinti
1. kategoriaba sorolasara.
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9. E vizsgalati modszer esetében a ,,vizsgalati vegyi anyag” kifejezés a vizsgalat targyat
képezd vegyi anyagra vonatkozik!, és nem a vizsgalatok egy Osszetevébdl allo anyagok,
tobb Gsszetevobol allo anyagok és/vagy keverékek vizsgalatara valo alkalmazhatosagahoz
kapcsolodik. Jelenleg kevés informécid all rendelkezésre a vizsgalatok tobb 0sszetevobol
allo anyagokra ¢és keverékekre vald alkalmazhatosdgaval kapcsolatban (14) (15).
Mindazonaltal a vizsgalatok technikailag alkalmazhatdok tobb dsszetevobol allo anyagok és
keverékek vizsgalatdra. E vizsgalati modszer tervezett szabalyozasi célt szolgald
adatgeneralas érdekében, keveréken torténd alkalmazdsa eldtt azonban meg kell vizsgalni,
hogy az megfeleld eredményeket biztosithat-e erre a célra, és ha igen, miért>. Ilyen
megfontolasok nem sziikségesek, ha 1étezik a keverék vizsgalatdra vonatkoz6 szabalyozasi
kovetelmény. Ezenfeliil a tobb sszetevobdl allo anyagok vagy keverékek vizsgélata soran
figyelembe kell venni a citotoxikus Osszetevoknek a megfigyelt valaszreakciokkal valo
lehetséges kolcsonhatéasat.

' 2013 juniuséban az OECD egyiittes iilése megallapodott abban, hogy ahol csak lehetséges, az OECD 1j és

atdolgozott vizsgalati iranymutatasaiban kovetkezetesebben alkalmazzak a ,,vizsgélati vegyi anyag” kifejezést
a vizsgalat targyat képezo vegyi anyagra.

2 Ezt a mondatot a WNT 2014. 4prilisi {ilése javasolta és hagyta jova.
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1. fiiggelék

IN VITRO BORSZENZIBILIZACIO: EMBERI SEJTVONAL AKTIVALASI VIZSGALAT
(H-CLAT)

ALAPVETO MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

1.

A h-CLAT mennyiségileg meghatdrozza a THP-1 humdn monocita leukémia sejtvonal
monocitainak és dendritikus sejtjeinek a szenzibilizdldé anyagokkal valo kezelést kovetden
beinduld aktivaciés folyamata 4altal a sejtfeliileti marker(ek) (CD86 ¢és CD54)
expressziojaban eldidézett valtozasokat (1) (2). Ezt kovetden a CD86 és a CD54 sejtfeliileti
marker mért expresszios szintjét a bdrszenzibilizald €s a nem szenzibilizald anyagok
megkiilonboztetésének alatamasztasara hasznaljak fel.

A h-CLAT-ot az Allatkisérletek Alternativainak Uniés Referencialaboratériuma (EURL
ECVAM) altal koordinalt wvalidalasi vizsgalatban értékelték, az EURL ECVAM
tudomanyos tanacsadd bizottsaga (ESAC) pedig fliggetlen szakértdi értékelésnek vetette
ala. A rendelkezésre allo bizonyitékok, valamint a szabalyoz6 hatésagok és az érdekeltek
allaspontja alapjan az EURL ECVAM a h-CLAT-ot integralt vizsgalati és értékelési
megkozelités keretében torténd alkalmazasra ajanlotta (3) a veszélyességi osztalyozas és
cimkézés  céljabol a  blrszenzibilizdld és nem  szenzibilizdld6  anyagok
megkiilonboztetésének alatdmasztasara. A h-CLAT-bol szdrmazo adatok és mas
informaciok egyiittes hasznalatara fellelhetok példék a szakirodalomban (4) (5) (6) (7) (8)

(9) (10) (11).

. A h-CLAT-r6l bebizonyosodott, hogy athelyezheté a sejttenyésztési technikdk és az

aramléasi citometrias elemzés terén tapasztalattal rendelkezd laboratéoriumokba. A
vizsgalattol varhatd elorejelzések reprodukélhatdésaganak mértéke a laboratoriumokon
beliil és kozott mintegy 80 % (3) (12). A validalasi vizsgalatban (13) €s mas kozzétett
tanulményokban (14) kapott eredmények Osszességében azt jelzik, hogy a hCLAT a
borszenzibilizald (azaz az ENSZ-GHS/CLP-rendelet szerinti 1. kategoriaba tartozo)
anyagokat az LLNA vizsgalati modszer eredményeihez képest 85 %-os (N=142)
pontossaggal kiilonbozteti meg a nem szenzibilizald anyagoktol, 93 % az érzékenysége
(94/101), a specifikussaga pedig 66 % (27/41) (az EURL ECVAM Aaltal végzett ismételt
elemzés alapjan (12), amely figyelembe vette az 0Osszes rendelkezésre allo adatot,
ugyanakkor a 4. pontban leirtak szerint figyelmen kiviil hagyta a 3,5-nél nagyobb Log
Kow értékkel rendelkez0 vegyi anyagok negativ eredményét). A h-CLAT nagyobb
valoszinliséggel vezet hamis negativ eldrejelzésekhez olyan vegyi anyagoknal, amelyeknek
alacsonytol mérsékeltig terjedd a szenzibilizal6 hatasa (azaz az ENSZ-GHS/CLP-rendelet
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szerinti 1B. alkategériaba tartoz6 anyagoknal), mint a rendkiviil bérszenzibilizalo hatést
mutatd vegyi anyagokndl (azaz az ENSZ-GHS/CLP-rendelet szerinti 1A. alkategoridba
tartozé anyagoknal) (4) (13) (15). Ezek az informéciok dsszességében azt jelzik, hogy a h-
CLAT modszer érdemben hozzéjarul a bdrszenzibilizacio veszélyeinek azonositasahoz. A
h-CLAT mint 6néllé vizsgalat esetében itt megadott pontossagi értékek azonban csak
iranyadoak, ugyanis a vizsgdlatot az integralt vizsgalati és értékelési megkozelités
keretében mas informacidforrasokkal egyiitt és az Altalanos bevezetés 7. és 8. pontjanak
rendelkezéseivel 0sszhangban kell figyelembe venni. Ezen tilmenden a bdrszenzibilizacio
nem dallatokon alkalmazott modszereinek értékelésekor nem szabad megfeledkezni arrél,
hogy az LLNA vizsgalat, valamint mas allatkisérletek nem feltétleniil tiikkrozik teljes
egészében az embernél fennalld helyzetet.

. Az aktualisan rendelkezésre 4ll6 adatok alapjan a h-CLAT mddszerrdl bebizonyosodott,
hogy kiilonféle szerves funkcids csoportokat, reakcidmechanizmusokat, (in vivo
vizsgadlatok sordn meghatarozott) bdrszenzibilizaldé hatdsokat ¢és fizikai-kémiai
tulajdonsagokat képviseld vizsgalati vegyi anyagokra alkalmazhaté (3) (14) (15). A h-
CLAT modszer olyan vizsgéalati vegyi anyagokra alkalmazandd, amelyek megfelel
oldészerben/vivoanyagban (lasd a 14. pontot) oldhatdk, vagy azokkal stabil diszperziot
alkotnak (azaz olyan kolloidot vagy szuszpenzidt, amelyben a vizsgalati vegyi anyag nem
iilepedik le, illetve nem valik szét az olddszertdl/vivéanyagtol kiilonbozd fazisokra). A 3,5-
nél magasabb log Kow értékkel rendelkezd vizsgalati vegyi anyagok altaldban hamis
negativ eredményre vezetnek (14). Ezért a 3,5-nél magasabb log Kow értékkel rendelkezd
vizsgalati vegyi anyagok negativ eredményét figyelmen kiviil kell hagyni. Ugyanakkor a
3,5-nél magasabb log Kow értékkel rendelkezd vizsgalati vegyi anyagok pozitiv
eredménye még felhasznalhaté a vizsgalati vegyi anyag borszenzibilizalo anyagként vald
azonositasdnak aldtamasztasara. Ezen tilmenden az alkalmazott sejtvonal korlatozott
metabolikus képessége (16) és a kisérleti koriilmények miatt kiilonosen a pro-hapténok
(azaz példaul a P450 enzim kozremiikodésével enzimatikus aktivaciot igényld anyagok) és
a lassu oxidacios rataju pre-hapténok (azaz az oxidacioval aktivalodé anyagok) is negativ
eredményre vezethetnek a h-CLAT vizsgalatban (15). A h-CLAT vizsgalat alkalmas
fluoreszcens vizsgalati vegyi anyagok értékelésére (17); mindazonaltal azok az erdsen
fluoreszcens vizsgalati vegyi anyagok, amelyek a fluoreszcein-izotiocianattal (FITC),
illetve a propidium-jodiddal (PI) azonos hullamhosszon bocsatjak ki a fényt, zavarjak az
aramléasi citometrias ¢észlelést, ezért FITC-vel 0&sszekapcsolt ellenanyagok, illetve
propidium-jodid hasznélataval nem értékelhetok megfelelden. Ilyen esetben hasznalhatdk
mas fluorokrommal jelzett ellenanyagok vagy mas citotoxikus markerek, ha példaul az 1.2.
figgelékben szerepld jartassagi tesztanyagok vizsgélata révén bizonyitast nyer, hogy a
FITC-vel jelzett ellenanyagokhoz (lasd a 24. pontot) vagy a propidium-jodidhoz (lasd a 18.
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pontot) hasonlé eredményt biztositanak. A fentiek fényében: a negativ eredményeket a
ko6zolt korlatokra tekintettel és az integralt vizsgalati és értékelési megkozelités keretébe
tartozd egyéb informacioforrasokkal egyiitt kell értelmezni. Olyan esetekben, amikor
bizonyitékkal igazolhatd, hogy a h-CLAT modszer nem alkalmazhaté maés, konkrét
vegyianyag-kategoridkra, a modszert nem szabad e vegyianyag-kategoridkra alkalmazni.

5. A fentieknek megfeleloen a h-CLAT modszer eldsegiti a bdrszenzibilizdlé és a nem
szenzibilizdldo anyagok megkiilonboztetését. Hozzajarulhat azonban a szenzibilizalod hatés
erosségének értékeléséhez is (4) (5) (9), ha az integralt vizsgalati és értékelési
megkozelitéshez hasonld integralt megkdzelitések keretében alkalmazzak. Lehetdleg
humén adatokon alapul6 tovabbi munkara van azonban sziikség annak meghatarozasahoz,
hogy a h-CLAT eredményei hogyan jarulhatnak hozz4 a hatdserdsség vizsgalatahoz.

6. A fogalommeghatarozasok az 1.1. fiiggelékben talalhatok.

A VIZSGALAT ELVE

7. A h-CLAT modszer egy in vitro vizsgalat, amely mennyiségileg meghatdrozza a THP-1
huméan monocita leukémia sejtvonal sejtjein kifejez6dd sejtfeliileti markerek (CD86 és
CD54) expressziojaban a vizsgalati vegyi anyaggal valo 24 6ras kezelés révén bekovetkezd
valtozasokat. Ezek a sejtfelszini molekulak a monocita THP-1 aktivacid jellegzetes
markerei, €s képesek imitalni a dendritikus sejtek aktivaciojat, ami kulcsszerepet jatszik a
T-sejtek aktivalasaban. A sejtfeliileti markerek expresszidjanak valtozasait aramlasi
citometridval mérik, miutan a sejteket megfestették fluorokrémmal jelzett ellenanyagokkal.
Ezzel egyidejiileg citotoxicitasi méréseket is végeznek annak felméréséhez, hogy a
citotoxikus koncentracioknal alacsonyabb koncentracié mellett fokozodik-e a feliileti
markerek expresszidja. Meghatarozzak a feliileti markerek oldoszeres/vivoanyagos
kontrollhoz viszonyitott relativ fluoreszcencia-intenzitdsat, amelyet az eldrejelzési
modellben (lasd a 26. pontot) felhasznalnak a bdrszenzibilizalé €s a nem szenzibilizald
anyagok megkiilonboztetésének alatdmasztasara.

A JARTASSAG BIZONYITASA

8. A B.71. vizsgalati modszer e fiiggelékben ismertetett vizsgalatanak rutinszerti alkalmazasa
elétt a laboratériumoknak az 1.2. fliggelékben felsorolt tiz jartassagi tesztanyag
felhasznalasaval igazolniuk kell szakmai jartassagukat. Ezenfelil a vizsgalat
felhasznaloinak torténeti adatbazist kell fenntartaniuk, amely tartalmazza a reaktivitasi
tesztekbol (lasd a 11. pontot), valamint a pozitiv €s az oldoszeres/vivoanyagos
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kontrollokbol (lasd a 20-22.pontot) szarmazd adatokat, ezekkel az adatokkal igazolva a
vizsgalat laboratoriumon beliili hosszl tava reprodukalhatosagat.

ELJARAS

9.

Ez a vizsgalat az éllatkisérletek alternativ modszereire vonatkozo adatbazis-szolgaltatas
(DB-ALM) h-CLAT-ot érint6 158. protokolljan (18) alapul, amely az EURL ECVAM Aéltal
koordinalt validalasi vizsgalathoz hasznalt protokoll. A h-CLAT moddszer laboratoriumi
végrehajtasa és alkalmazasa soran e protokoll alkalmazédsa ajanlott. Az alabbiakban a h-
CLAT modszer fobb 6sszetevdinek és eljarasainak leirdsa talalhato; a modszer a kovetkezd
két 1épésbdl all: dozisbehatarolo vizsgalat és CD86/CD54 expresszio mérése.

Sejtek elokészitése

10. A h-CLAT moddszer végrehajtdsdhoz a THP-1 human monocita leukémia sejtvonalat kell

11.

hasznalni. Ajanlatos a (TIB-202™) sejteket egy megfeleld0 mindsitéssel rendelkezd
sejtbankbol, példaul az Amerikai Fajtakultira Gylijteménybdl beszerezni.

A THP-1 sejteket 10 % magzati borji szérummal (FBS), 0,05 mM 2-merkaptoetanollal,
100 egység/ml penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett RPMI-1640
tapoldatban, valamint 37 °C-os, 5 %-0s COx-tartalmu és vizgdzzel telitett kornyezetben
kell tenyészteni. A tapfolyadékbol a penicillin és a sztreptomicin elhagyhatd. Ez esetben
azonban a felhasznaloknak példaul az 1.2. fiiggelékben felsorolt jartassagi tesztanyagok
tesztelésével meg kell bizonyosodniuk arr6él, hogy az antibiotikumok hidnya a
tapfolyadékban nem befolyasolja az eredményt. A fert6zés kockazatanak minimalizalasa
érdekében minden esetben a megfeleld sejttenyésztési gyakorlatok szerint kell eljarni,
fliggetlentil attol, hogy van-e antibiotikum a sejttenyésztd tapfolyadékban. A THP-1
sejteket 2-3 naponta 0,1-0.2 x 10° sejt/ml siirliségben rutinszertien leoltjak. A sejtek
fenntartasa soran meg kell 6rizni a 0,1-1,0 x 10° sejt/ml sejtsiiriséget. A vizsgélatban vald
felhasznalasuk eldtt a sejteket egy reaktivitdsi teszt soran mindsiteni kell. A sejtek
reaktivitdsi tesztjét a felolvasztdsuk utan két héttel kell elvégezni, a pozitiv
kontrollanyagokkal, vagyis a 2,4-dinitro-klor-benzollal (DNCB) (CAS-szdma: 97-00-7,
legalabb 99 %-os tisztasagban) €s a nikkel-szulfattal (NiSO4) (CAS-szdma: 10101-97-0,
legalabb 99 %-os tisztasagban), valamint a negativ kontrollanyaggal, a tejsavval (LA)
(CAS-szama: 50-21-5, legalabb 85 % tisztasagban). Mind a DNCB-nak, mind a NiSO4-nak
pozitiv valaszt, a tejsavnak pedig negativ valaszt kell kivaltania a CD86 ¢és a CD54
sejtfeliileti markernél egyarant. A vizsgélathoz kizardlag a reaktivitasi tesztben megfelelt
sejtek hasznalhatok. A sejtek a felolvasztasukat kovetden két honapig szaporithatok. A
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sejteket legfeljebb 30 alkalommal szabad passzalni. A reaktivitasi tesztet a 20—24. pontban
leirt eljarasok szerint kell végrehajtani.

A vizsgalathoz a THP-1 sejteket vagy 0,1 x 10° sejt/ml vagy 0,2 x 10° sejt/ml siirtiségben
atoltjak, majd sejttenyésztd lombikban az elobbi esetben 72 oraig, az utobbiban pedig 48
oraig eldtenyésztik. Fontos, hogy kozvetleniil az eldtenyésztési iddszak végét kovetden a
sejttenyésztd lombikban minden (a fenti két eldtenyésztési koriilmény egyikét alkalmazo)
kisérletben a sejtek stirisége nagyjabol azonos legyen, mert kdzvetleniil az elétenyésztési
id6szak végét kdvetden a sejttenyésztd lombikban fennalld sejtsiiriség befolyasolhatja az
allergének altal kivaltott CD86/CD54 expressziot (19). A vizsgélat napjan a sejttenyészto
lombikbol begyiijtott sejteket frissen készitett tapfolyadékban 2 x 106 sejt/ml siirtiségben
ujraszuszpendaljak. Ezt kovetéen a sejteket elhelyezik egy 24 lyukl, lapos fenekii
lemezben 500 pl (Iyukanként 1 x 10° sejt) mennyiségben vagy egy 96 lyuk, lapos fenekii
lemezben 80 ul (lyukanként 1,6 x 10° sejt) mennyiségben.

Doézisbehatarolé vizsgalat

13.

A dozisbehatarolo vizsgalat sordn meghatarozzak a CV75 értéket, azaz a vizsgalati vegyi

crer

crer

24. pontot).

A vizsgalati vegyi anyagok és a kontrollanyagok el6készitése

14.

15.

A vizsgalati vegyi anyagokat és a kontrollanyagokat a vizsgalat napjan kell el6késziteni. A
h-CLAT moddszerben a vizsgéalati vegyi anyagokat feloldjak vagy stabilan diszpergaljak
(lasd még a 4. pontot) sooldatban vagy tapoldatban, mint az elsé szamu
oldoszer/vivOanyag valasztds, vagy dimetil-szulfoxidban (DMSO, legaldbb 99 %-os
tisztasagban), mint masodik olddszer/vivOanyag valasztas, ha a vizsgalati vegyi anyag az
el6z6 két oldoszerben/vivéanyagban nem oldhaté vagy nem diszpergéalhato stabilan, a
végsd koncentracid 100 mg/ml (s6oldat vagy tapoldat hasznélata esetén) vagy 500 mg/ml
(DMSO hasznalata esetén). A fentiektdl eltéréd olddszerek/vivéanyagok megfeleld
tudomanyos indokoldssal szintén hasznalhatok. Figyelembe kell venni azt is, hogy a
vizsgalati vegyi anyag mennyire stabil a végsoé oldoszerben/vivoanyagban.

A vizsgalati vegyi anyagok 100 mg/ml (s6oldat vagy tdpoldat haszndlata esetén) vagy
500 mg/ml (DMSO hasznélata esetén) torzsoldatabodl kiindulva az alabbi higitasi 1épéseket
kell elvégezni:
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- Ha az oldészer/vivoanyag sooldat vagy tapoldat: A megfeleld oldoszer/vivoanyag
hasznalatdval nyolc torzsoldatot (nyolc koncentraciot) készitenek, kétszeres
oldatsorozatban. E torzsoldatokat ezutdn a tapfolyadékban 50-szeresiikre tovabb kell
higitani (munkaoldatok). Amennyiben a lemezre helyezett legnagyobb, 1 000 pg/ml-es
végsd koncentracid nem toxikus, a legmagasabb koncentracidértéket egy U citotoxicitasi
vizsgalatban ujbol meg kell hatarozni. A séoldatban vagy tépoldatban feloldott vagy
stabilan diszpergalt vizsgalati vegyi anyagok lemezre helyezett végsé koncentracidja nem
haladhatja meg az 5 000 pg/ml értéket.

- Ha az oldodszer/vivdanyag DMSO: A megfelelé olddszer/vivéanyag hasznalataval nyolc
torzsoldatot (nyolc koncentraciot) készitenek, kétszeres oldatsorozatban. E térzsoldatokat
ezutan a tapfolyadékban 250-szeresiikre tovabb kell higitani (munkaoldatok). A lemezre
helyezett végsdé koncentracid még akkor sem haladhatja meg az 1 000 pg/ml értéket, ha ez
a koncentracio nem toxikus.

Végiil pedig felhasznaljak a munkaoldatokat a kezeléshez, ehhez a kétszeres tovabbhigitas
érdekében azonos mennyiségli munkaoldatot adnak hozzd a lemezen 1évé THP-1
sejtszuszpenziohoz (lasd a 17. pontot), a lemez végleges koncentracioértékei altalaban 7,81—
1 000 pg/ml tartoméanyban helyezkednek el.

16. A h-CLAT modszerben alkalmazott oldoszeres/vivoanyagos kontroll a tapfolyadék (a
tapfolyadékban vagy soéoldatban feloldott vagy stabilan diszpergalt vizsgalati vegyi
anyagok esetében (lasd a 4. pontot)) vagy a DMSO (a DMSO-ban feloldott vagy stabilan
diszpergéalt vizsgalati vegyi anyagok esetében), amelyet egyetlen végsd, 0,2 %-os
koncentracioban vizsgalnak a lemezen. Az oldoszeres/vivéanyagos kontrollt a
munkaoldatokhoz alkalmazott eljaras szerint kell higitani (1asd a 15. pontot).

A vizsgalati vegyi anyagok és a kontrollanyagok alkalmazasa

17. A 15. és a 16. pontban leirt médon elkészitett tapfolyadékot vagy munkaoldatokat 1 : 1
térfogatszazalék aranyban 0Ossze kell keverni a 24 lyukt vagy 96 lyuku lapos fenekii
lemezen elkészitett sejtszuszpenzidkkal (lasd a 12. pontot). A kezelt lemezeket ezt
kdvetden 24 6raig (£0,5 6ra) 37 °C-on 5 % CO; jelenlétében inkubaljak. Ugyelni kell az
illékony vizsgalati vegyi anyagok elparolgasanak elkeriilésére, valamint a lyukak vizsgalati
vegyi anyagokkal vald keresztszennyezddésének elkeriilésére, példaul a lemezek
befedhetdk foliaval a vizsgalati vegyi anyagokkal valo inkubalas elétt (20).

Festés propidium-jodiddal
18. A 24 ¢6rés (+fél ora) kezelést kovetden a sejteket mintacsovekbe helyezik 4at és
centrifugalassal kinyerik 6ket. A feliiluszot eltavolitjak, a maradék sejtet pedig 0,1 % borju
szérum albuminnal kiegészitett 200 pl (96 lyuku lemez esetén) vagy 600 ul (24 lyukt
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lemez esetén) foszfatpuffert tartalmazo séoldattal (festd puffer) Gjraszuszpendaljak. 200 pl
sejtszuszpenziot athelyeznek egy 96 lyukl, gombolyt fenekii lemezre (96 lyuka lemez
hasznalata esetén) vagy mikrocsObe (24 Iyukt lemez hasznalata esetén), majd két
alkalommal atmossak 200 pl (96 lyuka lemez hasznélata esetén) vagy 600 ul (24 lyuku
lemez hasznélata esetén) festd pufferrel. Végiil a sejteket (pl. 400 pul) festd pufferben
ujraszuszpendaljak, és hozzaadnak (pl. 20 pl) propidium-jodidot (a propidium-jodid végséd
koncentracioja lehet példaul 0,625 ng/ml). Mas citotoxicitdsi markerek, példdul 7-amino-
aktinomicin D (7-AAD), tripankék vagy egyéb markerek is alkalmazhatok, amennyiben az
alternativaként hasznalt festékrél példaul az 1.2. fiiggelékben felsorolt jartassagi
tesztanyagok tesztelésével kimutattak, hogy a propidium-jodidhoz hasonlé eredményekre
vezet.

Citotoxicitas mérése aramlasi citometriaval és a CV75 érték megbecslésével
19. A propidium-jodid (PI) felvételét aramlasi citometridval elemzik az FL-3 adatgyijto
csatornan. Osszesen 10 000 ¢16 (PI negativ) sejt adatait gytijtik dssze. A sejtéletképességet
az alabbi egyenlet alapjan kalkulalja ki a citométer elemzOprogramja. Alacsony
sejtéletképességnél az elhalt sejtekkel egylitt legfeljebb 30 000 sejt adatait gytijtik Gssze.
Ennek alternativaja lehet az, amikor az adatokat az elemzés elinditdsatol szamitva egy
percen at gytjtik.

élo sejtek szama

100

Sejtéletképesség = — ——— ——
0sszegyljtott sejtek szama 6sszesen

A CVT75 értéket (lasd a 13. pontot), vagyis azt a koncentraciot, amelynél a THP-1 sejtek

tulélési aranya 75 % (a toxicitas 25 %), logaritmikus-linedris interpolacidval szamitjak ki, az

alabbi egyenlet alapjan:

(75—c)xLog(b)—(75—a)xLog(d)
a—c

Log CV75 =

ahol:
a=a 75 % feletti sejtéletképesség minimumeértéke
c =a75 % alatti sejtéletképesség maximumeértéke

b és d = az a és c sejtéletképességet el6idézd koncentraciok
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A CV75 érték mas modon is meghatdrozhatd, amennyiben (pl. a jartassagi tesztanyagok
tesztelésével) igazolhatd, hogy az nem befolyéasolja az eredményt.

CD86/CD54 expresszio mérése

A vizsgalati vegyi anyagok és a kontrollanyagok elokészitése

20. A vizsgalati vegyi anyagokat feloldjak vagy stabilan diszpergaljak a megfeleld
olddészerben/vivéanyagban (s6oldat, tapoldat vagy DMSO; lasd a 14. pontot). A vizsgalati
vegyi anyagokat elséként a dozisbehatarolo vizsgalatban (1asd a 19. pontot) meghatarozott
CV75 érték 1,2-szerese 100-szorosanak (sooldat vagy tépoldat esetén) vagy 500-
szorosanak (DMSO esetén) megfeleld koncentraciora higitjdk. Amennyiben a CV75 érték
nem hatarozhatd meg (ha a dozisbehatarolo vizsgalatban nem figyeltek meg kell6 mértékii
citotoxicitdst), az indulé koncentricidérték a vizsgilati vegyli anyag egyes
oldoszerekkel/vivoanyagokkal készitett legmagasabb oldhaté vagy stabilan diszpergalt
koncentracidja legyen. A lemezre helyezett végsé koncentraci6 azonban nem haladhatja
meg az 5 000 nug/ml értéket (sdoldat vagy tapoldat esetén), illetve az 1 000 ng/ml értéket
(DMSO esetén). Ezt kovetden a megfeleld olddszer/vivéanyag hasznalataval 1,2-szeres
oldatsorozatot készitenek (nyolc koncentracioval 100x1,2 x CV75 és 100x0,335 x CV75
kozott (sdoldat vagy tapoldat esetén), illetve 500x1,2 x CV75 és 500x0,335 x CV75 kozott
(DMSO esetén)), 1étrehozva ezzel a h-CLAT modszerrel vizsgalandd torzsoldatokat (egy
adagolasi minta megtalalhato a DB-ALM 158. protokolljaban). A térzsoldatokat ezutdn a
tapfolyadékban 50-szeresiikre (sooldat vagy tapfolyadék esetén), illetve 250-szeresiikre
(DMSO esetén) tovabbhigitjak (elkészitve a munkaoldatokat). Ezeket a munkaoldatokat
végiil felhaszndljak a kezeléshez, ehhez kétszeres higitasi tényezé alkalmazéasaval
elkészitik a lemezre helyezett végsd oldatokat. Amennyiben az eredmények nem teljesitik
a 29. és a 30. pontban szerepld sejtéletképességi kritériumokat, a CV75 értékének
pontosabb meghatarozasa érdekében a dozisbehatarolo vizsgalat megismételhetd. A
CD86/CD54 expresszio mérésére csak 24 lyukt lemezek hasznalhatok.
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21. Az oldoszeres/vivoanyagos kontrollt a 16. pontban leirtak szerint kell elkésziteni. A h-
CLAT modszerben alkalmazott pozitiv kontrollanyag a DNCB (lasd a 11. pontot),
amelynek torzsoldatait DMSO-ban készitik el, a torzsoldatokat pedig a 20. pontban
foglaltak szerint higitjdk. A CDS86/CD54 expresszio mérése soran pozitiv
kontrollanyagként hasznalt DNCB-t egyetlen végso (altalaban 4,0 pg/ml) koncentracidoban

c ey
cy ey

crer

A pozitiv kontrollanyag koncentracidjaként hasznalhato a DNCB CV75 értéke, amelyet
minden vizsgalolaboratoriumban meghataroznak. Alkalmazhaték maés, megfeleld pozitiv
kontrollok is, ha rendelkezésre allnak dokumentalt adatok hasonlé vizsgalatmenet-
elfogadhatésagi kritériumok szarmaztatdsdhoz. A pozitiv kontrollanyag egyetlen végso
koncentracioban keriil a lemezre, amely nem haladhatja meg az 5 000 pg/ml értéket
(sboldat vagy tapoldat esetén), illetve az 1 000 pg/ml értéket (DMSO esetén). A
vizsgalatmenet elfogadhatdsagi kritériumai megegyeznek a vizsgalati vegyi anyag
elfogadhatésagi kritériumaival (lasd a 29. pontot), az utols6 kritériumot leszamitva, mivel
a pozitiv kontrollanyagot egyetlen koncentracidban vizsgaljak.

A vizsgalati vegyi anyagok és a kontrollanyagok alkalmazasa

22. Minden vizsgalati vegyi anyag és kontrollanyag esetében egy kisérletre van sziikség az
eldrejelzéshez. Valamennyi kisérlet legalabb két fiiggetlen CD86/CD54 expresszio mérési
vizsgalatmenetbdl all (lasd a 26-28. pontot). Mindegyik filiggetlen vizsgalatmenetet mas-
mas napon kell elvégezni, illetve a vizsgalatmenetek ugyanazon a napon is elvégezhetdk,
ha minden vizsgéalatmenethez: a) a vizsgalati vegyi anyag ¢és az ellenanyag oldatok
egymastol fliggetlen, frissen készitett torzsoldatait €s munkaoldatait hasznaljdk ¢€s b)
egymastol fiiggetleniil begylijtott sejteket (vagyis kiilonbozd sejtteny€sztd lombikbol
gyljtott sejteket) hasznalnak; a sejtek azonban szdrmazhatnak ugyanabbdl a passzalasbol.
A vizsgalati vegyi anyagok és kontrollanyagok elkészitett munkaoldatait (500 pl) 1:1
aranyban 6sszekeverik 500 ul szuszpendalt (1 x 10°) sejttel, majd a sejteket a 20. és 21.
pontban leirtak szerint 24 6raig (+ fél 6ra) inkubaljdk. Minden vizsgalatmenetben elegendd
a vizsgalati vegyi anyag ¢€s a kontrollanyag egyes koncentracioit egy replikatumban mérni,
mivel az eldrejelzést legalabb két fliggetlen vizsgalatmenet alapjan hatarozzak meg.

Sejtek festése és adatok elemzés
23. A 24 oras (= fél ora) kezelést kovetden a sejteket a 24 lyukd lemezr6l mintacsdvekbe
helyezik, centrifugalassal begyiijtik, majd 1 ml festd pufferben kétszer atmossak (sziikség
esetén be lehet iktatni tovabbi mosasi 1épéseket). A mosast kdvetden a sejtek novekedését
meggatoljak 600 pul blokkol6 oldattal (festd puffer 0,01 tomegszazalékos globulinnal (II-es,
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[II-as Cohn-frakcio, humén eredetii; SIGMA, #G2388-10G vagy azzal egyenértékii)), majd
a sejteket 4 °C-on 15 percre inkubaljak. A blokkolast kovetden a sejteket harom egyenld
180 ul mennyiségli részre osztva 96 lyuku gémbolyl fenekli lemezbe vagy mikrocsébe
helyezik.

24. A centrifugalast kovetden a sejteket 4 °C-on 30 percen at festik 50 ul FITC-vel jelzett anti-
CD86, anti-CD54 vagy egér IgG1 (izotipus) ellenanyagokkal. A h-CLAT-ra vonatkozo
158. sz. DB-ALM protokollban (18) leirt ellenanyagokat kell alkalmazni festé pufferrel
valo 3 :25 térfogatszazalékos higitasban a CD86 esetében (BD-PharMingen, #555657;
Fun-1 kloén), illetve 3 : 50 térfogatszazalékos higitasban a CD54 esetében (DAKO, #F7143;
6.5B5 klon) és az IgG1 esetében (DAKO, #X0927). Az ellenanyagok higitasi tényezdjét a
vizsgalat kidolgozdi hatdroztdk meg az alapjan, hogy ezek biztositottdk a legjobb jel-zaj
aranyt. A vizsgalat kidolgozoi 4ltal szerzett tapasztalatok arra utalnak, hogy az
ellenanyagok fluoreszcencia-intenzitasa a kiilonbozd tételeknél altalaban konzisztens. A
legmegfeleldbb vizsgalati koncentracioértékek meghatdrozasdhoz azonban a felhasznalok
fontoléra vehetik az ellenanyagok sajat laboratoriumi koriilményeik mellett torténd
titralasat. Mas fluorokrommal jelzett anti-CD86 ¢és/vagy anti-CD54 ellenanyagok is
alkalmazhatdk, amennyiben példaul az 1.2. fiiggelékben felsorolt jartassagi tesztanyagok
tesztelésével kimutattdk, hogy a FITC-vel 0Osszekapcsolt ellenanyagokhoz hasonld
eredményekre vezetnek. Megjegyzendd, hogy a h-CLAT-ra vonatkozo 158. sz. DB-ALM
protokollban (18) leirt ellenanyag klon vagy forgalmazo lecserélése befolyassal lehet az
eredményekre. Miutan legalabb kétszer atmostak 150 ul festék pufferrel, a sejteket (pl.
400 pl) festék pufferben uwjraszuszpendaljak, és hozzdadjdk a PI oldatot (pl. 20 pl
mennyiségben, amellyel elérhetd a végsé 0,625 pg/ml koncentracid) vagy egy masik
citotoxicitdsi marker oldatat (lasd a 18. pontot). A CD86 ¢és a CD54 expresszidjanak
mértekét €s a sejtéletképességet aramlasi citometridval elemzik.

ADATOK ES JELENTES

Az adatok Kiértékelése

25.A CD86 ¢s a CD54 kifejez0dését aramlasi citometridval elemzik az FL-1 adatgyiijto
csatornan. A pozitiv kontrollként szolgalo sejtek €s a vegyi anyaggal kezelt sejtek CD86 és
CD54 relativ fluoreszcencia-intenzitasat (RFI) a fluoreszcencia-intenzitds mértani
kozépérteke (MFI) alapjan és az aladbbi egyenlet szerint szamitjak ki:

vegyi anyaggal kezelt sejtek MFI—je — vegyi anyaggal kezelt izotipusos kontrollsejtek MFI—je

RFI = x 100

oldész./vivbanyaggal kez. kontr.sejtek MFI—je — old6sz./vivbanyaggal kez. izotip.kontr.sejtek MFI—je

Az izotipusos kontrollként szolgald sejtek életképességét (amelyeket egér IgG1 (izotipus)

453



D060575/02

ellenanyagokkal festettek meg) szintén a 19. pontban feltiintetett egyenlettel hatdrozzak
meg.

Elorejelzési modell

26.

27.

A CD86/CD54 expresszios mérésnél minden vizsgalati vegyi anyagot legaldbb két
fiiggetlen vizsgalatmenetben tesztelnek, amelyek alapjan meghatarozzak a (POZITIV vagy
NEGATIV) elérejelzést. A h-CLAT eldrejelzés akkor mindsiill POZITIVNAK, ha két
fliggetlen vizsgalatmenetbdl kettdben vagy harom filiggetlen vizsgalatmenetbdl legaldbb
kettdben az alabbi feltételek legalabb egyike teljesiil, minden egyéb esetben a h-CLAT
eldrejelzés negativnak mindsiil (1. dbra):

a CD86 relativ fluoreszcencia-intenzitdsa barmely vizsgalt koncentracidban legalabb
150 % (legalabb 50 %-os sejtéletképesség mellett);

a CD54 relativ fluoreszcencia-intenzitdsa barmely vizsgalt koncentracioban legalabb
200 % (legalabb 50 %-os sejtéletképesség mellett).

A fentiek alapjan, ha az elsd két vizsgalatmenet pozitiv eredménnyel zarult a CD86
és/vagy a CD54 esetében, akkor a h-CLAT vizsgalat elérejelzése POZITIVNAK
tekintendd, és harmadik vizsgalatmenetre nincs sziikség. Hasonloképpen, ha az elsdé két
vizsgalatmenet mindkét marker tekintetében negativ, akkor a h-CLAT eldrejelzése
NEGATIVNAK minésiil (figyelembe véve a 30. pontban foglaltakat), és harmadik
vizsgalatmenetre nincs sziikség. Ha azonban az elsé két vizsgalatmenet eredményei
legalabb az egyik marker (CD54 vagy CD86) esetében nem egyeznek, el kell végezni egy
harmadik vizsgalatmenetet, és a végsd eldrejelzés a harom filiggetlen vizsgalatmenet
tobbségi eredményén (a harombdl kettéjén) fog alapulni. Ezzel kapcsolatban
megjegyzendd, hogy ha két fiiggetlen vizsgalatmenetben az egyik csak a CD86
tekintetében pozitiv (a tovabbiakban Pi) és a masik csak a CD54 esetében pozitiv (a
tovabbiakban P2), harmadik vizsgalatmenetre van sziikség. Amennyiben a harmadik
vizsgalatmenet mindkét marker esetében negativ eredménnyel jar (a tovabbiakban N),
akkor a h-CLAT vizsgalat elérejelzése NEGATIVNAK tekintendd. Masfelél viszont, ha a
harmadik vizsgalatmenet barmelyik marker (P vagy P2) esetében vagy mindkét marker (a
tovabbiakban Piy) esetében pozitiv eredménnyel zarul, a h-CLAT vizsgélat elérejelzése
POZITIVNAK tekintends.

1. abra: A h-CLAT modszerben alkalmazott el6rejelzési modell. A h-CLAT-tal végzett el6rejelzést
integralt értékelési és vizsgalati megkozelités keretében, valamint az Altalanos bevezetés 7. és 8. pontjanak
rendelkezéseivel 6sszhangban kell figyelembe venni.
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Ket elsd Két elsd
vizsgdlatmenet vizsgalatmenet

! v

P28 Pz * N&N P:&N *
Pu &P P: &N
P28 P: P: &N
Pi &Py Pi&P:
P: & P: ¢
Hormodik
vizsgdlotmenet
|
¥
Haormmaodik Haormmadik l *
vizsgdlatmenetre vizsgdlotmenetre Pz & Py & P: # P& NE&N #
nines sziikség nines sziikség P.EPLEP: Pr&MNEN
P& FP: &P PE&NEN
P8Pz &N Pi&P:&N
P:z&P1&N
Pz & P:&N
P1E&P &N
P:&P:&N
h 4 ¥ ¥
POZITIV NEGATIV POZITIV NEGATIV

Pi1: csak a CD86 tekintetében pozitiv vizsgalatmenet; P2: csak a CD54 tekintetében pozitiv vizsgalatmenet; P12: a CD54
és a CD86 tekintetében egyarant pozitiv vizsgalatmenet; N: sem a CD54, sem a CD86 tekintetében nem pozitiv
vizsgalatmenet.

*A keretekben az elsd két vizsgalatmenet eredményeinek relevans kombindcidi szerepelnek, az eredmények
sorrendjétol fiiggetleniil.

#A keretek a harom vizsgilatmenetbdl szdrmazé eredmények relevans kombinacidit jelenitik meg az elsd két
vizsgalatmenet fenti keretben lathaté eredményei alapjan, nem tiikrozik viszont az eredmények sorrendjét.
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A h-CLAT vizsgalat altal pozitivként eldrejelzett vizsgalati vegyi anyagok esetében
opcionalisan két hatdserdsséget jelz0 koncentracioérték (EC) allapithatd meg, a CD86
esetében az ECis0 és a CD54 esetében az ECyo0, vagyis az a koncentracio, amelynél a
vizsgalati vegyi anyagok relativ fluoreszcencia-intenzitasa 150, illetve 200 szazalék. Ezek
az EC-értékek hozzajarulhatnak a szenzibilizalo hatas erdsségének értékeléséhez (9), ha az
integralt vizsgalati ¢és értékelési megkdzelitéshez hasonld integralt megkozelitések
keretében alkalmazzak 6ket (4) (5) (6) (7) (8). Az alébbi egyenletekkel lehet kiszamitani
értékiiket:

EC150 (CD86 esetén) = Beope + [(150 — BRFI)/(ARFI — Bgrrr) X (Acone — Beone)]

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

ahol

az Awonc az a ug/ml-ben megadott legalacsonyabb koncentracid, amelynél a relativ
fluoreszcencia-intenzitas nagyobb mint 150 (CD86) vagy 200 (CD54)

a Bionc az a pg/ml-ben megadott legmagasabb koncentracio, amelynél a relativ
fluoreszcencia-intenzitds kisebb mint 150 (CD86) vagy 200 (CD54)

cre

cre

fluoreszcencia-intenzitds kisebb mint 150 (CD86) vagy 200 (CD54)

Az ECiso és az ECao érték pontosabb meghatarozéasa érdekében sziikség lehet arra, hogy a
CD86/CD54 expresszio mérését harom fliggetlen vizsgalatmenetben végezzék el. Ez
esetben a végsd ECis0 és ECaoo értéket a harom fiiggetlen vizsgalatmenetben kiszamolt EC-
értekek kozépértekeként hatarozzdk meg. Amikor harom fliggetlen vizsgalatmenetbdl
csupan kettében teljesiilnek a pozitiv eldrejelzés kritériumai (lasd a 26-27. pontot), a két
kiszamitott ECis0 vagy ECao0 érték koziil a magasabbat fogadjak el.

Elfogadhatésagi kritériumok

29.

A h-CLAT modszer alkalmazasakor az aldbbi elfogadhatosagi kritériumoknak kell
teljesiilnitik (22) (27).

A tapoldatos ¢€s az olddszeres/vivoanyagos kontroll sejtéletképességének meg kell
haladnia a 90 %-ot.

Az oldoszeres/vivéanyagos kontrollban sem a CD86, sem a CD54 relativ fluoreszcencia-
intenzitasa nem haladhatja meg a pozitiv besorolashoz sziikséges kritériumot (CD86
esetén RFI > 150 % és CD54 esetén RFI > 200 %). Az oldoszeres/vivoanyagos kontroll
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relativ fluoreszcencia-intenzitasat a 25. pontban szerepld képlet alapjan kell kiszdmolni (a
,vegyl anyag MFI ¢értéke” helyett az ,olddszer/vivoanyag MFI ¢értékét”, az
,olddszer/vivoanyag MFI értéke” helyett pedig a ,,tapoldatos kontroll MFI értékét” kell
hasznalni).

- Mind a tapoldatos kontroll, mind az olddszeres/vivoanyagos kontroll sordn a CD86 ¢s a
CD54 esetében megallapitott fluoreszcencia-intenzitas mértani kdzépértékének izotipusos
kontrollhoz viszonyitott aranya meg kell, hogy haladja a 105 %-ot.

- A pozitiv kontroll (DNCB) soran a CD86 ¢és a CD54 relativ fluoreszcencia-intenzitdsanak
teljesitenie kell a pozitiv besorolashoz sziikséges kritériumot (CD86 esetén RFI > 150 és
CD54 esetén RFI > 200), 50 %-nal nagyobb sejtéletképesség mellett.

- A vizsgalati vegyi anyaggal elért sejtéletképességnek minden vizsgalatmenetben legaldbb
négy vizsgalt koncentracioban meg kell haladnia az 50 %-ot.

30. A negativ eredmény csak akkor elfogadhatd, ha a vizsgalati vegyi anyag legmagasabb
vizsgalt koncentracidja (vagyis a 20. pontban ismertetett oldatsorozat szerint az 1,2 X
CV75) 90 %-nal alacsonyabb sejtéletképességet eredményez. Amennyiben az 1,2 x CV75
koncentraci6 altal kivaltott sejtéletképesség eléri vagy meghaladja a 90 %-ot, a negativ
eredményt figyelmen kiviil kell hagyni. Ilyen esetben ajanlatos a CV75 ujboli
meghatarozasaval pontositani a dozisvalasztast. Amennyiben azonban a vizsgalati vegyi
anyag maximalis vizsgalt koncentracidja 5 000 pg/ml so6oldatban (illetve tapoldatban vagy
mas oldészerben/vivoanyagban), 1 000 pg/ml DMSO-ban vagy a legmagasabb még
oldhatd koncentracio, a negativ eredmény 90 % folotti sejtéletképesség esetén is
elfogadhato.

Vizsgalati jegyzokonyv
31. A vizsgélati jegyz6konyvnek a kovetkezoket kell tartalmaznia:
Vizsgalati vegyi anyag
Egy 0sszetevobdl allo anyag

- kémiai azonositasa, példaul [UPAC- vagy CAS-név (nevek), CAS-szam(ok), SMILES-
vagy InChl-kod, szerkezeti képlet €s/vagy mas azonositok alapjan;

- fizikai megjelenés, Log Kow, vizoldékonysag, DMSO-ban valé oldhatosag,
molekulatomeg, valamint tovabbi relevans fizikai-kémiai tulajdonsdgok, amennyiben
rendelkezésre allnak;
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- tisztasdg, valamint adott esetben és amennyiben a gyakorlatban megvalosithato, a
szennyezOdések kémiai azonositoja stb.;

- vizsgalat el6tti kezelés, ha tortént ilyen (pl. melegités, orlés);

- vizsgalt koncentracio(k);

- tarolasi feltételek és stabilitds, amennyiben rendelkezésre allnak;

- az olddszer/vivoanyag kivalasztasanak indokoldsa minden egyes vizsgalati vegyi anyag

esetében.

Tobb Osszetevobdl allo anyagok, UVCB-k és keverékek

amennyiben lehetséges, az Osszetevok kémiai azonositojaval (lasd fent), tisztasdgéaval,
mennyiségi eléfordulasaval és relevans fizikai-kémiai tulajdonsagaival (lasd fent)
jellemezve; amennyiben rendelkezésre allnak;

- fizikai megjelenés, vizoldékonysag, DMSO-ban val6 oldhatdsag és a tovabbi relevans
fizikai-kémiai tulajdonsagok, amennyiben rendelkezésre allnak;

- molekulatomeg vagy latszolagos molekulatomeg ismert dsszetételi keverékek/polimerek
esetén, vagy a vizsgalat lebonyolitasa szempontjabodl relevans egyéb informacio;

- vizsgalat el6tti kezelés, ha tortént ilyen (pl. melegités, 6rlés);

- vizsgalt koncentracio(k);

- tarolasi feltételek és stabilitas, amennyiben rendelkezésre allnak;

- az olddszer/vivéanyag kivalasztasanak indokoldsa minden egyes vizsgélati vegyi anyag

esetében.

Kontrollok

Pozitiv kontroll

- kémiai azonositasa, példaul IUPAC- vagy CAS-név (nevek), CAS-szam(ok), SMILES-
vagy InChl-kdd, szerkezeti képlet és/vagy mas azonositok alapjan;

- fizikai megjelenés, log Kow, vizoldékonysag, DSMO-ban val6 oldhatdsag, molekulatomeg,
valamint tovabbi relevans fizikai-kémiai tulajdonsagok, amennyiben rendelkezésre allnak
¢s sziikség szerint;

- tisztasdg, valamint adott esetben ¢és amennyiben a gyakorlatban megvalosithato, a
szennyezO0dések kémiai azonositoja stb.;
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vizsgalat elodtti kezelés, ha tortént ilyen (pl. melegités, orlés);

vizsgalt koncentracio(k);

tarolasi feltételek és stabilitas, amennyiben rendelkezésre allnak;

adott esetben hivatkozas a pozitiv torténeti kontrollok eredményeire, amelyek a

vizsgalatmenet elfogadhatosagi kritériumainak valé megfeleléséget bizonyitjak.

Negativ és olddszeres/vivoanyagos kontroll

kémiai azonositasa, példaul ITUPAC- vagy CAS-név (nevek), CAS-szam(ok), SMILES-
vagy InChl-kod, szerkezeti képlet és/vagy mas azonositok alapjan;

tisztasdg, valamint adott esetben ¢és amennyiben a gyakorlatban megvaldsithato, a
szennyezOddések kémiai azonositoja stb.;

fizikai megjelenés, molekulatomeg, valamint tovabbi relevans fizikai-kémiai
tulajdonsagok, amennyiben a  vizsgalati irdnymutatasban  emlitett  kontroll
oldoszerektol/vivoanyagoktol — eltéré  oldoszerek/vivoanyagok — hasznalatosak,  és
amennyiben rendelkezésre allnak;

tarolasi feltételek és stabilitas, amennyiben rendelkezésre allnak;

az oldoszer/vivOanyag kivalasztdsdnak indokoldsa minden egyes vizsgalati vegyi anyag
esetében.

Vizsgalati koriilmények

a megbizo, a vizsgalatot végzo laboratorium €s a vizsgalatvezetd neve és cime;
az alkalmazott vizsgalat leirasa;

hasznalt sejtvonal, annak tarolasi feltételei és eredete (példaul az a létesitmény, ahonnan
beszerezték);

az alkalmazott 4ramlasi citometria rendszer (pl. modell) és annak miiszerbeéllitasai,
valamint az alkalmazott globulin, ellenanyagok és citotoxicitasi markerek;

a vizsgalat végrehajtasaban vald, a jartassagi tesztanyagok vizsgdlatdval megszerzett
laboratoriumi  jartassdg bizonyitasdra alkalmazott eljards és a vizsgalat iddvel
reprodukalhatd teljesitményének bizonyitasara alkalmazott eljaras, pl. a dokumentalt
kontrolladatok és/vagy a dokumentalt reaktivitasi vizsgalatok adatai.

A vizsgalat elfogadhatosagi kritériumai
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az olddszeres/vivoanyagos kontroll soran kapott sejtéletképesség, MFI és RFI az
elfogadhatdsagi tartomanyokkal valo 6sszevetésben;

a pozitiv kontroll soran kapott sejtéletképesség és RFI az elfogadhatdsagi tartomanyokkal
valo Osszevetésben;

crer

A vizsgalat menete

az alkalmazott vizsgalatmenetek szdma;

a vizsgalati vegyi anyag koncentracidi, alkalmazasa és a hasznalt expozicios id6 (ha eltér
az ajanlottol);

az expozicio iddtartama (ha eltér az ajanlottol);
az alkalmazott értékelési és dontési kritériumok leirasa;

a vizsgalati eljaras barmilyen valtoztatasanak leirasa.

Eredmények

az egyes vizsgalatmenetekben a vizsgalati vegyi anyaggal és a pozitiv kontrollal kapott
adatok tablazatba foglalasa, feltiintetve a CV75 ¢értéket (ha alkalmazando), a
fluoreszcencia-intenzitds mértani kozépértekét, a relativ fluoreszcencia-intenzitast, a
sejtéletképességi értekeket, az ECi50/ECyo0 értéket (ha alkalmazand6), valamint a
vizsgalati vegyi anyag eldrejelzési modell szerinti besorolasat;

adott esetben barmely mas relevans észrevétel leirasa.

Az eredmények targyalasa

a h-CLAT modszerrel kapott eredmények targyalésa;

a vizsgalat eredményeinek integralt vizsgalati és értékelési megkozelités keretében torténd
targyalasa, amennyiben rendelkezésre allnak mas relevans informaciok.

Kovetkeztetések
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1.1. fiiggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Pontossag: a vizsgalattal kapott eredmények és az elfogadott referenciaértékek kozotti
egyezés mértéke. A vizsgalat megfeleldoségének mutatdja, és relevancidjanak egyik
szempontja. A kifejezés gyakran haszndlatos az ,,egyezés” sz6 megfeleldjeként, amely arra
utal, hogy egy adott vizsgalat milyen aranyban szolgaltat helyes eredményeket (21).

Karos kimeneti it (Adverse Outcome Pathway, AOP): valamely megcélzott vegyi anyag
vagy hasonld vegyi anyagok csoportjdnak kémiai szerkezetébdl kiinduld, a molekularis
kivalté eseményen keresztiil az érintett in vivo eredményig végbemend eseménysorozat
(22).

Vegyi anyag: anyag vagy keverék.
CV75: 75 %-os sejtéletképességet eredményezd becsiilt koncentracio.

EC150: a CD86 expresszidja soran 150 %-os relativ fluoreszcencia-intenzitast eredményezo
koncentraciok.

EC200: a CD54 expresszioja soran 200 %-os relativ fluoreszcencia-intenzitast eredményezo
koncentraciok.

Aramlasi citometria: citometrikus technika, amelyben a folyadékaramban szuszpendalt
sejtek egyenként athaladnak egy fokuszalt gerjesztd fénynyaldbon, amely a sejtekre és
Osszetevoire jellemz6 mintdk szerint szorodik szét; a sejteket gyakran fluoreszcens
markerekkel jelolik meg, amelyek az abszorbedlt fényt eltérd frekvencidkon bocsatjak ki.

Veszély: valamely anyag vagy helyzet azon sajatossaga, hogy kéros hatasokat képes
eldidézni az €16 szervezet, rendszer vagy (al)populédcio anyagnak vald expozicidjakor.

Integralt vizsgalati és értékelési megkozelités: valamely vegyi anyag vagy vegyianyag-
csoport veszélyeinek azonositasdhoz (potencial), jellemzéséhez (hatdserdsség) és/vagy
biztonsagi értékeléséhez (potencidl, hataserdsség és expozicid) alkalmazott strukturalt
megkozelités, amely stratégiai szempontbol beépit és mérlegel minden olyan relevans
adatot, amely hozzdjarul a lehetséges veszélyre és/vagy kockdzatra és/vagy a tovabbi
céliranyos ¢és ezért minimdlis vizsgalat sziikségességére vonatkozo szabdlyozoi
dontéshozatalhoz.

Téapoldatos kontroll: a vizsgélati rendszer valamennyi alkotéelemét tartalmazo kezeletlen
replikatum. Ezt a mintdt a vizsgéalati vegyi anyaggal kezelt mintakkal ¢és mas
kontrollmintakkal egyiitt kell feldolgozni annak megéllapitasdhoz, hogy az
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olddszer/vivéanyag kolcsonhatasba 1ép-e a vizsgalati rendszerrel.
Keverék: két vagy tobb anyagot tartalmazo elegy vagy oldat.

Egy osszetevébol allé anyag: olyan, a mennyiségi dsszetétele alapjan meghatarozott anyag,
amelyben az egyik {6 Osszetevo legalabb 80 tomegszazalékban van jelen.

Tobb osszetevébol allé anyag: olyan, a mennyiségi Osszetétele alapjan meghatarozott
anyag, amelyben egynél tobb f6 Osszetevd legalabb 10 tomegszazalékban, de 80
tomegszazalékot nem meghalad6 koncentracidban van jelen. A tobb Osszetevobdl allo anyag
gyartasi folyamat eredménye. A keverék és a tobb Osszetevobdl allo anyag kozott az a
kiilonbség, hogy a keverék két vagy tobb anyag dsszekeverésével, kémiai reakcid nélkiil jon
létre. A tobb 6sszetevobol alld anyag kémiai reakcid eredménye.

Pozitiv kontroll a vizsgalati rendszer valamennyi alkotdelemét tartalmazd, ismert pozitiv
hatast kivaltd anyaggal kezelt replikdtum. Annak biztositasa érdekében, hogy a pozitiv
kontrollban jelentkezd hatas idébeli valtozasat fel lehessen mérni, a pozitiv hatds nem lehet
tulsdgosan erdteljes.

Pre-hapténok: abiotikus atalakulas révén szenzibilizalova vald vegyi anyagok.

Pro-hapténok: olyan vegyi anyagok, amelyek enzimatikus aktivaciét igényelnek
bdrszenzibilizald hatasuk kifejtéséhez.

Relativ fluoreszcencia-intenzitas (RFI): a vegyi anyaggal kezelt sejteknél mért
fluoreszcencia-intenzitas mértani kozépértékének (MFI) az oldodszerrel/vivéanyaggal kezelt
sejteknél mért fluoreszcencia-intenzitas mértani kozépértékéhez viszonyitott relativ értéke.

Relevancia: a vizsgalat és a vizsgalt hatas kapcsolatat adja meg, valamint azt, hogy van-e a
vizsgalatnak az adott cél szempontjabdl értelme €s haszna. Azt tiikrozi, hogy a vizsgélat
mennyire pontosan méri vagy jelzi elére a vizsgdlt biologiai hatast. A relevancia
meghatdrozasa sordn a vizsgalat pontossagat (az eredmények egyezését) figyelembe kell
venni (21).

Megbizhatésag: a vizsgéalat laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti idébeli
reprodukalhatosdganak mértéke ugyanazon protokoll alkalmazasa mellett. Megallapitasa a
laboratoriumon beliili és a laboratoriumok kozotti reprodukéalhatdsdg, valamint a
laboratoriumon beliili megismételhetdség kiszdmitasaval torténik (21).

Vizsgalatmenet: egy vizsgidlatmenet sordn egy vagy tobb vizsgalati vegyi anyagot
vizsgalnak egy parhuzamos oldoszeres/vivéanyagos kontrollal és egy pozitiv kontrollal.

Erzékenység: az Osszes olyan pozitiv/aktiv vegyi anyag aranya, amelyet a vizsgalat

helyesen sorolt be. A kategorikus eredményt add vizsgalat pontossaganak mutatdja,
valamint fontos szempont a vizsgalat relevancidjanak megitélésében (21).
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Festo puffer: 0,1 % borji szérum albuminnal kiegészitett foszfatpuffert tartalmazo sdoldat.

Oldoszeres/vivoanyagos kontroll: valamely vizsgalati rendszernek a vizsgalati vegyi
anyagon kiviili 0sszes Osszetevdjét tartalmazo kezeletlen minta, amely azonban magéaban
foglalja az alkalmazott olddszert/vivoanyagot. Az ugyanabban az
oldészerben/vivéanyagban feloldott vagy stabilan diszpergalt vizsgalati vegyi anyaggal
kezelt mintak esetében a kiindulési érték Iétrehozasahoz hasznalatos. Parhuzamos tapoldatos
kontrollal elvégzett vizsgdlata esetén ez a minta azt is bizonyitja, hogy az
oldoszer/vivoanyag kolcsOnhatasba 1ép-e a vizsgalati rendszerrel.

Specificitas: a vizsgalat elvégzésével helyesen besorolt Gsszes negativ/inaktiv vegyi anyag
aranya. A kategorikus eredményt add vizsgéilati moddszerek pontossdganak mutatdja,
valamint fontos szempont a vizsgalati modszerek relevancidjanak megitélésében (21).

Anyag: olyan természetes allapotban eléforduld vagy gyartasi eljardsbol szarmazo kémiai
elem és vegyliletei, amely a stabilitdsanak megdrzéséhez sziikséges adalékanyagot ¢és az
alkalmazott eljarasbol szarmazd szennyezd anyagokat is tartalmazhat, de nem tartalmaz
olyan oldoészert, amely az anyag stabilitasinak befolyasoldsa vagy Osszetételének
megvaltoztatasa nélkiil elkiilonithetd.

Vizsgalati vegyi anyag: barmely, e modszer alkalmazasaval vizsgalt anyag vagy keverék.

A vegyi anyagok osztalyozasanak és cimkézésének az Egyesiilt Nemzetek Szervezete
altal globalisan harmonizalt rendszere (ENSZ-GHS): a vegyi anyagoknak (anyagoknak
¢és keverékeknek) a fizikai, egészségi és kornyezeti veszélyek szabvanyositott tipusai és
szintjei szerinti osztalyokba sorolasara és megfelelé kommunikacios elemekkel (példaul
piktogramokkal, figyelmeztetésekkel, figyelmeztetd mondatokkal, ovintézkedésekre
vonatkoz6 mondatokkal és biztonsdgi adatlapokkal) torténd jeldlésére javaslatokat
megfogalmazo rendszer, amelynek célja, hogy az emberek (koztiik a munkaltatok, a
munkavallalok, a fuvarozok, a fogyasztok €s a siirgdsségi segélyszolgalatok) és a kdrnyezet
megodvasa érdekében egységesitse a vegyi anyagok karos hatasaira vonatkoz6 informaciok
tovabbitasat (23).

UVCB: ismeretlen szerkezetli vagy valtozo Osszetételli, Osszetett reakcidban keletkezett
vagy biologiai eredetli anyagok.

Ervényes vizsgalat: olyan vizsgalat, amely kellden relevansnak és megbizhatonak minésiil
egy adott célra, és amely tudomanyosan megalapozott elveken alapul. Egy-egy vizsgalat
abszolut értelemben soha nem érvényes, kizardlag meghatarozott céllal Osszefliggésben

21).
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1.2. fiiggelék

JARTASSAGI TESZTANYAGOK

A B.71. vizsgélati mddszer e fiiggelékben ismertetett vizsgalatanak rutinszer(i alkalmazasa
elétt a laboratoriumoknak igazolniuk kell szakmai jartassdgukat oly moddon, hogy az
1. tablazatban javasolt 10 anyagra vonatkozdan a h-CLAT vizsgalattal varhatd eldrejelzést
helyesen kapjak meg, tovabba a 10 jartassadgi tesztanyag koziil legalabb 8 esetében
referenciatartomanyba es6 CV75, ECiso és ECxo értékeket kapnak. A jartassagi
tesztanyagok kivalasztasa oly mddon tortént, hogy az a bdérszenzibilizacid veszélye esetén
bekovetkez6 kiilonféle valaszreakciok tartomanyat illetden reprezentativ legyen. A
kivélasztas tobbi kritériuma az volt, hogy a vegyi anyagok kereskedelmi forgalomban
beszerezhetok legyenek, azokra vonatkozodan kivaldé mindségli in vivo referenciaadatok
alljanak rendelkezésre, és a h-CLAT moddszer alapjan kivaldé mindségii in vitro adatok
alljanak rendelkezésre. A h-CLAT modszerhez rendelkezésre allnak publikalt
referenciaadatok is (3) (14).

1. tablazat: A h-CLAT moddszerben vald szakmai jartassag bizonyitasahoz ajanlott anyagok

h-CLAT h-CLAT
. CV75 eredmények eredmények
) L. _ |Halmazan| In vivo referencia- CD86 esetén CD54 esetén
Jartassagi tesztanyagok CAS-szam . , e . A
apot elorej elzésl | tartomany | (ECiso referencia- | (ECzoo referencia-
p g/ml-ben? | tartomany pg/ml- | tartomany pg/ml-
ben)? ben)?
.. , s Szenzibilizald Pozitiv Pozitiv
2,4-dinitro-klér-benzol 97-00-7 Szilard (szélséségesen) 2-12 (0,5-10) (0,5-15)
T s Szenzibilizald Pozitiv Negativ
4-Fenilén-diamin 106-50-3 Szilard (erdsen) 5-95 (< 40) > 1,5)°
. , s Szenzibilizald Pozitiv Pozitiv
Nikkel-szulfat 10101-97-0 | Szilard (mérsékelten) 30-500 (< 100) (10-100)
. s Szenzibilizald Negativ Pozitiv
2-merkapto-benzotiazol 149-30-4 Szilard (mérsékelten) 30-400 > 10)° (10-140)
. . . Szenzibilizalo Negativ Pozitiv
R(+)-limonén 5989-27-5 | Folyadék (enyhén) >20 > 5)} (< 250)
. N o Szenzibilizald Pozitiv Pozitiv
Imidazolidinil-urea 39236-46-9 Szilard (enyhén) 25-100 (20-90) (20-75)
, Nem Negativ Negativ
Izopropanol 67-63-0 Folyadék szenzibilizélé > 5000 (> 5000) (> 5000)
Lo . Nem Negativ Negativ
Glicerin 56-81-5 Folyadék szenzibilizdlo > 5000 (> 5000) (> 5000)
. . Nem Negativ Negativ
Tejsav 50-21-5 Folyadék szenzibilizdlo 1500-5000 (> 5000) (> 5000)
. s Nem Negativ Negativ
4-Aminobezoesav 150-13-0 Szilard szenzibilizdlé > 1000 (> 1000) (> 1000)

Roviditések: CAS-szdm = Vegyianyag Nyilvantartasi Szolgalat (CAS) nyilvantartasi szam.

468




D060575/02

1 Az in vivo veszélyekre (és a hataserdsségre) vonatkozo elérejelzés LLNA-adatokon alapul (3) (14). Az in vivo hatdserdsség
levezetése az ECETOC altal javasolt kritériumok segitségével torténik (24).

2 A megfigyelt dokumentalt értékek alapjan (13) (25).

3 Az ismert adatok alapjan tobbnyire negativ eredményeket hozott ez a marker, ezért az esetek tobbségében negativ eredmény
varhato. A megadott tartomanyt a néhany pozitiv torténeti eredmény alapjan hataroztak meg. Pozitiv eredmény esetén az EC-
értéknek az ismert referenciatartomanyon beliil kell lennie.
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2. fiiggelék

IN VITRO BORSZENZIBILIZACIO: U937 SEJTVONAL AKTIVALASI VIZSGALAT (U-
SENST™)

ALAPVETO MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

1.

Az U-SENS™ vizsgalat mennyiségileg meghatdrozza az U937 human hisztiocitikus
limféma sejtvonal monocitdinak és dendritikus sejtjeinek a szenzibilizald anyagokkal vald
kezelést kovetden beinduld aktivaciés folyamata altal a sejtfeliileti marker (CD86)
expressziojaban eldidézett valtozast (1). A CD86 sejtfeliileti marker U937 sejtvonalban
mért expresszios szintjét felhasznaljak a borszenzibilizald és a nem szenzibilizald anyagok
megkiilonboztetésének alatdmasztisara.

Az U-SENS™ vizsgélatot egy, a L’Oréal altal koordinalt validalasi vizsgalatban (2)
értékelték, majd az allatkisérletek alternativ modszereinek unios
referencialaboratériumanak (EURL ECVAM) tudomanyos tandcsado bizottsiga (ESAC)
elvégezte a vizsgalat fiiggetlen szakeértdi értékelését (3). A rendelkezésre allo bizonyitékok,
valamint a szabalyozd hatosagok és az érdekeltek allaspontja alapjan az U-SENS™
vizsgalatot az EURL ECVAM (4) integralt vizsgalati és értékelési megkozelités keretében
torténd alkalmazasra ajanlotta, a bdorszenzibilizaldé és nem szenzibilizaldo anyagok
veszélyességi  osztadlyozdas ¢€s cimkézés c€ljabol  torténd megkiillonboztetésének
aldtamasztasara. A boOrszenzibilizaciés integralt vizsgalati és értékelési megkozelités
keretében alkalmazott adatintegralas ¢és egyedi informacioforrdsok — strukturalt
megkozelitéseire vonatkozo jelentéstételrdl szold irdnymutatdsaban az OECD beszamol
szamos, kiillonbozd vizsgalati stratégiat és eldrejelzési modellt ismertetd esettanulmanyrol.
A kiilonféle kidolgozott megkozelitések egyike az U-SENS™ vizsgalaton alapul (5). Az
U-SENS™ alkalmazasabol szarmaz6 adatok és mas informéciok, egyebek mellett a
dokumentalt adatok ¢és az ismert hiteles human adatok (6) egyiittes haszndlatara a
szakirodalom hoz példéakat (4) (5) (7).

. Az U-SENS™ vizsgalatrol bebizonyosodott, hogy athelyezhetd a sejttenyésztési technikak

¢s az aramlasi citometrias elemzés terén tapasztalattal rendelkezd laboratériumokba. A
vizsgalattol varhatd eldrejelzések reprodukalhatosdganak mértéke laboratériumon beliil
mintegy 90 %, laboratériumok kozott pedig 84 % (8). A validélasi vizsgalatban (8) és mas
kozzétett tanulményokban (1) kapott eredmények Osszességében azt jelzik, hogy az U-
SENS™ a bdrszenzibilizdlé (azaz az ENSZ-GHS/CLP-rendelet szerinti 1. kategoriaba
tartozd) anyagokat az LLNA vizsgéalati mddszer eredményeihez képest 86 %-os (N=166)
pontossaggal kiilonbozteti meg a nem szenzibilizald anyagoktol, 91 % az érzékenysége
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(118/129), a specifikussaga pedig 65 % (24/37). A humén vizsgalatokbol szarmazo
eredményekkel Osszevetve a borszenzibilizaldo (vagyis az ENSZ-GHS/CLP-rendelet
szerinti 1. kategoriaba tartozo) anyagokat 77 %-os (N=101) pontossaggal kiilonbozteti meg
a nem szenzibilizald anyagoktol, 100 % az érzékenysége (58/58), mig a specifikussaga
47 % (20/43). Az LLNA modszerrel 0sszevetve az U-SENS™ nagyobb valoszintiséggel ad
hamis negativ eldrejelzést olyan vegyi anyagoknal, amelyeknek alacsonytol mérsékeltig
terjed0 a szenzibilizalé hatdsa (azaz az ENSZ-GHS/CLP-rendelet szerinti 1B.
alkategodridba tartozé anyagoknal), mint a rendkiviil bérszenzibilizald hatast mutatd vegyi
anyagoknal (azaz az ENSZ-GHS/CLP-rendelet szerinti 1A. alkategoridba tartozo
anyagoknal) (1) (8) (9). Ezek az informdaciok Osszességében azt jelzik, hogy az U-SENS™
vizsgalat érdemben hozzdjarul a bdrszenzibilizadcido veszélyének azonositasdhoz. Az U-
SENS™ mint 6nallé vizsgalat esetében itt megadott pontossagi értékek azonban csak
iranyadoak, ugyanis a vizsgéalatot az integralt vizsgalati és értékelési megkdzelités
keretében mas informacidforrasokkal egyiitt és az Altaldnos bevezetés 7. és 8. pontjanak
rendelkezéseivel 6sszhangban kell figyelembe venni. Ezen tilmenden a bdrszenzibilizacid
nem allatokon alkalmazott modszereinek értékelésekor nem szabad megfeledkezni arrol,
hogy az LLNA vizsgalat, valamint mas allatkisérletek nem feltétleniil tiikrozik teljes
egészében az embernél fennalld helyzetet.

. A jelenleg rendelkezésre allo adatok alapjan az U-SENS™ vizsgélatrol megéllapitottak,
hogy alkalmazhato kiilonféle szerves funkcids csoportokat, fizikai-kémiai tulajdonségokat,
(in vivo vizsgalatok sordn meghatarozott) bdrszenzibilizdlo hatdsokat ¢és a
bdrszenzibilizacioval dsszefliggésbe hozhato reakcidomechanizmusok spektrumat (Michael-
akceptor, Schiff-bazis képzddés, aciltranszfer agens, bimolekuléris nukleofil szubsztiticio
[SN2] vagy aromas nukleofil szubsztitiicid6 [SNAr]) képviseld vizsgélati vegyi anyagokra
(ezen beliill kozmetikai 0OsszetevOkre, pl. tartositoszerekre, feliiletaktiv anyagokra,
hatéanyagokra, festékekre) (1) (8) (9) (10). Az U-SENS™ vizsgalat olyan vizsgalati vegyi
anyagokra alkalmazando, amelyek megfeleld olddszerben/vivéanyagban (lasd a 13. pontot)
oldhatok vagy azokkal stabil diszperzidt alkotnak (azaz olyan kolloidot vagy szuszpenziot,
amelyben a vizsgélati vegyi anyag nem llepedik le, illetve nem valik szét az
olddszertél/vivéanyagtdl kiillonbozd fazisokra). Az U-SENS™ megfelelden eldrejelezte
azon vegyi anyagok besoroldsat is, amelyek az adatbazisban pre-hapténokként (oxidéacioval
aktivalodo anyagokként) vagy pro-hapténokként (példaul a P450 enzim kozremiikodésével
enzimatikus aktivaciot igénylé anyagokként) tartottak nyilvan (1) (10). A membrant
karosité anyagok viszont alpozitiv eredményre vezethetnek a CD86 expresszidjanak nem
specifikus novelése miatt, mivel az in vivo referenciabesoroldshoz képest kapott 7
alpozitiv eredménybdl 3 feliiletaktiv anyagnal fordult el6 (1). Bar a feliiletaktiv anyagokkal
elért pozitiv eredményeket koriiltekintéen kell mérlegelni, a feliiletaktiv anyagok negativ
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eredménye hasznalhaté a vizsgalati vegyi anyag nem bdrszenzibilizdlé anyagként vald
azonositasdnak alatamasztasara. Az U-SENS™ vizsgalat alkalmas fluoreszcens vizsgalati
vegyi anyagok értékelésére (1), mindazonaltal azok az erdsen fluoreszcens vizsgalati vegyi
anyagok, amelyek a fluoreszcein-izotiocianattal (FITC), illetve a propidium-jodiddal (PI)
azonos hulldmhosszon bocsatjak ki a fényt, zavarjak az aramlési citometrias észlelést, ezért
FITC-vel 6sszekapcsolt ellenanyagokkal (potencidlis hamis negativ eredmény), illetve
propidium-jodiddal (nem mérhetd ¢életképesség) nem értékelheték megfeleléen. Ilyen
esetben hasznalhatok mas fluorokrommal jelzett ellenanyagok vagy mas citotoxicitasi
markerek, ha példaul a 2.2. fiiggelékben szerepld jartassagi tesztanyagok vizsgélata révén
bizonyitast nyert, hogy a FITC-vel jelzett ellenanyagokhoz vagy a propidium-jodidhoz
(lasd a 18. pontot) hasonlé eredményt biztositanak. A fentiek fényében: a feliiletaktiv
anyagokkal kapott pozitiv eredményeket és az erdsen fluoreszcens vizsgalati vegyi
anyagokkal elért negativ eredményeket a kozolt korlatokra tekintettel és az integralt
vizsgalati és értékelési megkozelités keretébe tartozd egyéb informacioforrasokkal
Osszefiiggésben kell értelmezni. Olyan esetekben, amikor bizonyitékkal igazolhat6, hogy
az U-SENS™ vizsgalat nem alkalmazhatd mas, konkrét vegyianyag-kategoéridkra, a
vizsgalatot nem szabad e vegyianyag-kategoridkra alkalmazni.

5. A fenticknek megfeleléen az U-SENS™ vizsgalat eldsegiti a bérszenzibilizal6é és a nem
szenzibilizdlo anyagok megkiilonboztetését. Hozzajarulhat azonban a szenzibilizalo hatés
erOsségének értékeléséhez is, ha az integralt vizsgalati és értékelési megkozelitéshez
hasonl6 integralt megkdzelitések keretében alkalmazzak. Lehetdleg human adatokon
alapuld tovabbi munkdra van azonban sziikség annak meghatidrozasahoz, hogy az U-
SENS™ eredményei hogyan jarulhatnak hozza a hataserésség vizsgalatahoz.

6. A fogalommeghatirozasok a 2.1. fiiggelékben talalhatok.

A VIZSGALAT ELVE

7. Az U-SENS™ vizsgalat egy in vitro eljaras, amely a vizsgélati vegyi anyaggal valo 45 +3
oras kezelést kovetden mennyiségileg meghatarozza a CD86 sejtfeliileti markernek egy
humén hisztiocitikus limféma sejtvonal, az U937 sejtekben torténd kifejezédésében
eldidézett valtozasokat. A CD86 sejtfeliileti marker az U937 sejtek aktivacidjanak egyik
jellegzetes markere. A CD86 egy ismert kostimuldlé molekula, amely képes imitalni a
monocitak aktivacidjat, ami kulcsszerepet jatszik a T-sejtek elsddleges aktivalasdban. A
CD86 sejtfeliileti marker expresszidjanak valtozasait aramlasi citometriaval mérik, miutan
a sejteket megfestették, tobbnyire fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelzett
ellenanyagokkal. Ezzel egyidejileg citotoxicitds-méréseket is végeznek (példaul
propidium-jodiddal) annak felméréséhez, hogy a citotoxikus koncentracioknal alacsonyabb
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koncentracio mellett fokozodik-e a CD86 feliileti marker expresszidja. Meghatdrozzak a
CD86 feliileti marker olddszeres/vivoanyagos kontrollhoz viszonyitott stimulacids indexét
(S.1.), amit felhasznalnak az eldrejelzési modellben (lasd a 19. pontot) a borszenzibilizalod
¢s nem szenzibilizald anyagok megkiillonboztetésének aldtamasztasara.

A JARTASSAG BIZONYITASA

8.

A B.71. vizsgélati modszer e fiiggelékben ismertetett vizsgalatanak rutinszerii alkalmazésa
eltt a laboratoriumoknak a 2.2. fliggelékben felsorolt tiz jartassdgi tesztanyag in vitro
modszerekre vonatkozd bevalt gyakorlatokkal Osszhangban torténd felhasznalésaval
igazolniuk kell szakmai jartassagukat (11). Ezenfelil a vizsgélat felhaszndloinak torténeti
adatbazist kell fenntartaniuk, amely tartalmazza a reaktivitasi tesztekbdl (lasd a 11.
pontot), valamint a pozitiv és az olddszeres/vivoanyagos kontrollokbol (lasd a 15-16.
pontot) szarmazo6 adatokat, ezekkel az adatokkal igazolva a vizsgalat laboratériumon beliili
hosszu tava reprodukalhatosagat.

ELJARAS

9.

Ez a vizsgalat az allatkisérletek alternativ modszereire vonatkozo adatbazis-szolgaltatas
(DB-ALM) U-SENS™-t ¢rintd 183. protokolljan (12) alapul. Az U-SENS™ vizsgalat
laboratoriumi végrehajtasa és igénybevétele soran alkalmazni kell a szabvanymiiveleti
eljarasokat. Az U-SENS™ vizsgalat automatizalt rendszerrel is elvégezhetd, ha példaul a
2.2. fiiggelékben felsorolt jartassagi tesztanyagok vizsgalataval kimutattdk, hogy hasonlo
eredményekre vezet. Az alabbiakban az U-SENS™ {8bb Osszetevdinek és eljarasainak
leirasa talalhato.

Sejtek elokészitése

10. Az U-SENS™ vizsgalat végrehajtasdhoz az U937 humdan hisztiocitikus limféma

11.

sejtvonalat (13) kell hasznalni. Ajanlatos a (CRL1593.2 klon) sejteket egy megfeleld
mindsitéssel rendelkezd sejtbankbol, példaul az Amerikai Fajtakultura Gylijteménybdl
beszerezni.

Az U937 sejteket 10 % magzati borju szérummal (FCS), 2 mM L-glutaminnal,
100 egység/ml penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett RPMI-1640
tapoldatban (teljes tapoldat), valamint 37 °C-os, 5 %-0s COz-tartalmu és vizgdzzel telitett
kornyezetben kell tenyészteni. Az U937 sejteket 2 vagy 3 naponta 1,5 vagy 3 x 10° sejt/ml
stirliségben rutinszeriien passzaljak. A sejtstiriiség nem lépheti til a 2 x 10% sejt/ml
mennyiséget, a tripankék festékkizardsos teszttel mért sejtéletképességnek pedig legalabb
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90 %-osnak kell lennie (ez a felolvasztast kovetd elsd passzaldsra nem vonatkozik). A
vizsgalatban vald felhasznalasuk eldtt a sejtek, a magzati borju szérum ¢és az ellenanyagok
minden tételét egy reaktivitasi teszt soran mindsiteni kell. A sejtek reaktivitasi tesztjét a
pozitiv kontrollanyaggal, a pikrilszulfonsavval (2,4,6-trinitro-benzol-szulfonsav: TNBS)
(CAS-szama: 2508-19-2, legaldbb 99 %-os tisztasdgban) ¢és a negativ kontrollanyaggal, a
tejsavval (LA) (CAS-szama: 50-21-5, legalabb 85 %-os tisztasagban) kell végrehajtani,
legalabb egy héttel a felolvasztasukat kovetden. A reaktivitdsi tesztben mindkét
kontrollanyag esetén hat végsd koncentraciot kell tesztelni (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75,
100 pg/ml és tejsav: 1, 10, 20, 50, 100, 200 ng/ml). A teljes tapoldatban feloldott TNBS-
nak a CD86 pozitiv és koncentraciofiiggd valaszat kell eléidéznie (pl. amikor egy pozitiv
eredményt, vagyis legalabb 150-es CD86 S.I. értéket add koncentraciot kovetd
koncentracioértek a CD86 ennél magasabb S.I. értékét valtja ki), a teljes tadpoldatban
feloldott tejsavnak pedig a CD86 negativ valaszat kell eléidéznie (lasd a 21. pontot). A
vizsgalathoz kizarolag a reaktivitasi tesztben 2 alkalommal megfelelt sejttételek
hasznalhatok. A sejtek a felolvasztasukat kovetéen hét hétig szaporithatok. A sejteket
legfeljebb 21 alkalommal szabad passzalni. A reaktivitdsi tesztet a 18-22. pontban leirt
eljardsok szerint kell végrehajtani.

12. A vizsgalathoz az U937 sejteket vagy 3 x 10° sejt/ml vagy 6 x 10° sejt/ml siirliségben
atoltjak, majd sejttenyészté lombikban az el6bbi esetben 2 napig, az utdbbiban pedig 1
napig elOtenyésztik. A fentiektdl eltérd eldtenyésztési koriilmények is alkalmazhatok, ha
megfeleld tudomanyos indokoldssal tdmasztjdk ald alkalmazasukat, és ha példaul a 2.2.
fliggelékben felsorolt jartassagi tesztanyagok vizsgalataval kimutattdk, hogy hasonlo
eredményekhez vezetnek. A vizsgéalat napjan a sejttenyésztd lombikbol begytijtott sejteket
frissen készitett tapfolyadékban 5 x 10° sejt/ml siirliségben Ujraszuszpendaljak. Ezt
kovetden a sejteket egy 96 lyuku, lapos fenekli lemezre helyezik 100 pul mennyiségben
(lyukanként 0,5 x 10° sejt végsd sejtsiiriiségben).

A vizsgalati vegyi anyagok és a kontrollanyagok el6készitése

13. A vizsgalat el6tt felmérik az anyagok oldhatosagat. Ebbol a célbol a vizsgalati vegyi
anyagokat 50 mg/ml koncentracioban feloldjak vagy stabilan diszpergaljak teljes
tapoldatban, mint az elsé szamu oldoszer vélasztas, vagy dimetil-szulfoxidban (DMSO, >
99 %-o0s tisztasagban), mint masodik olddszer/vivbanyag valasztas, ha a vizsgalati vegyi
anyag a teljes tapoldatos oldoszerben/vivéanyagban nem oldhat6. A vizsgélati vegyi
anyagot a vizsgalathoz 0,4 mg/ml végs6 koncentracioban oldjék fel a teljes tapoldatban,
amennyiben a vegyi anyag oldhaté ebben az oldészerben/vivéanyagban. Ha a vegyi anyag
csak DMSO-ban oldhat6, akkor 50 mg/ml-es koncentracioban oldjadk fel. A fentiektdl
eltérd oldoszerek/vivoanyagok megfeleld tudomanyos indokolassal szintén hasznalhatok.
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Figyelembe kell venni azt is, hogy a vizsgélati vegyi anyag mennyire stabil a végso
oldoszerben/vivoanyagban.

A vizsgalati vegyi anyagokat és a kontrollanyagokat a vizsgalat napjan kell elékésziteni.
Mivel dozisbehatarold vizsgéalatra nem kerlil sor, az elsé vizsgalatmenetben 6 végso
koncentraciot kell vizsgalni (1, 10, 20, 50, 100 ¢és 200 pg/ml) a megfeleld
olddészerben/vivéanyagban, amely vagy a teljes tapoldat, vagy 0,4 % DMSO-t tartalmazé
tapoldat. A tovabbi vizsgalatmenetekben a megfeleld olddszerben/vivoanyagban legalabb 4
munkaoldatot (vagyis legaldbb 4 koncentraciot) kell késziteni a vizsgalati vegyi
anyagokbol 0,4 mg/ml-t6l kezdve teljes tapoldat hasznalata esetén, vagy 50 mg/ml-tdl
kezdve DMSO hasznélata esetén. A munkaoldatokat végiil felhasznaljak a kezeléshez,
ehhez a tovabbi kétszeres higitds (12) érdekében a lemezbe helyezett munkaoldat
térfogataval megegyezd térfogatat U937 sejtszuszpenzidt (lasd a fenti 11. pontot)
adagolnak a munkaoldatokhoz. Az esetleges tovabbi vizsgalatmenetekben alkalmazott
legalabb 4 koncentraciot az el6zd vizsgalatmenetek eredményei alapjan hatdrozzak meg
(8). A kovetkezd végsod koncentracidértékek hasznalhatok: 1, 2, 3, 4, 5, 7,5, 10, 12,5, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 és 200 pg/ml. A
maximalis végsé koncentracidé a 200 pg/ml. Amennyiben a CD86 mar 1 pg/ml
koncentracional pozitiv valaszt eredményez, akkor a 0,1 pg/ml koncentracié értékelésével
kiiszobértek feletti CD86 kifejezddést. Ha a CD86 kifejezddés sordn pozitiv koncentracio-
valasz figyelhetd meg, minden vizsgalatmenetben ki kell szamolni az ECso értéket (ez a
vizsgalati vegyi anyag azon koncentracidja, amelynél a CD86 eléri a pozitiv besorolashoz
sziikséges 150 %-os kiiszobértéket, lasd a 19. pontot). Amikor a vizsgalati vegyi anyag
altal eldidézett pozitiv CD86 valasz nem hozhatd 6sszefiiggésbe a koncentracidval, akkor
eléfordulhat, hogy az U-SENS™-re vonatkozo 183.sz. DB-ALM protokollban leirtak
szerint (12) az ECiso érték a vizsgalat szempontjabol nem relevans. Amikor csak
lehetséges, minden vizsgalatmenetben meg kell hatdrozni CV70 értéket (12) (ez a
vizsgalati vegyi anyag azon koncentracidja, amelynél a citotoxicitas eléri a 70 %-os
kiiszobértéket, lasd a 19. pontot). Annak megallapitidsahoz, hogy a CD86 expresszid
novekedése Osszefiiggésben 4ll-e a koncentracid6 novekedésével, a hasznalhato
koncentraciok koziil kivalasztott koncentracidértékeknek egyenletesen kell eloszlaniuk az
ECiso (vagy a legmagasabb, még negativ eredményhez vezetd, nem citotoxikus
koncentracio) ¢s a CV70 (vagy a megengedett legmagasabb koncentracid, vagyis
200 pg/ml) kozott. Vizsgalatmenetenként legalabb 4 koncentraciot kell vizsgalni, amelyek
koziil legalabb kettonek meg kell egyeznie az el6zd vizsgdlatmenet(ek)ben alkalmazott
koncentraciokkal, hogy 0sszehasonlithatok legyenek az eredmények.
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15. Az U-SENS™ vizsgalatban alkalmazott oldoszeres/vivoanyagos kontroll a teljes tapoldat
(a feloldott vagy stabilan diszpergalt vizsgalati vegyi anyagok esetében) (lasd a 4. pontot)
vagy a 0,4 % DMSO-t tartalmazé teljes tapoldat (a DMSO-ban feloldott vagy stabilan
diszpergalt vizsgalati vegyi anyagok esetében).

16. Az U-SENS™ vizsgalat soran hasznalt pozitiv kontrollanyag a TNBS (lasd a 11. pontot),
amelyet teljes tapoldatban készitenek el. A CD86 expresszido mérésénél pozitiv
kontrollanyagként hasznalt TNBS-t egyetlen végsd (50 pg/ml) koncentracidban vizsgaljak
a lemezen, amely 70 % feletti sejtéletképességet biztosit. Ahhoz, hogy 50 pg/ml

N4

crer

szorosara higitva elkészitik a 100 pg/ml koncentracioju munkaoldatot. Negativ
kontrollanyagként tejsavat (LA, CAS-szdma: 50-21-5) kell alkalmazni, teljes tapoldatban
készitenek el). Minden vizsgéalatmenet valamennyi lemezén a teljes tdpoldatbol allo
kezeletlen kontrollt, az oldoszeres/vivoanyagos kontrollt, a negativ és a pozitiv kontrollt
egyarant triplikdtumban kell elkésziteni (12). Alkalmazhatok mas, megfelelé pozitiv
kontrollok 1is, ha rendelkezésre allnak dokumentalt adatok hasonlé vizsgalatmenet-
elfogadhat6sagi  kritériumok szarmaztatdsdhoz. A  vizsgédlatmenet elfogadhatosagi
kritériumai megegyeznek a vizsgalati vegyi anyag elfogadhatosagi kritériumaival (lasd a
12. pontot).

A vizsgalati vegyi anyagok és a kontrollanyagok alkalmazasa

17.A 14-16. pontban leirt moddon elkészitett olddszeres/vivoanyagos kontrollt vagy
munkaoldatokat 1: 1 térfogatszdzalék aranyban Osszekeverik a 96 lyuka lapos fenekii
lemezen elkészitett sejtszuszpenzidkkal (lasd a 12. pontot). A kezelt lemezeket ezt
kovetden 45 oraig (£3 ora) 37 °C-on 5 % CO: jelenlétében inkubaljak. Inkubalas elétt a
lemezeket félig ateresztd membrannal lezarjak, hogy megel6zzék az illékony vizsgalati
vegyl anyagok elparolgasat ¢s a vizsgalati vegyi anyagokkal kezelt sejtek kozotti
keresztszennyezddés kialakulasat (12).

Sejtfestés

18. A 45 6ras (£3 ora) inkubalast kdvetden a sejteket V-alju mikrotiterlemezekbe helyezik 4t
¢és centrifugdldssal kinyerik oket. A vizsgalat kimenetelét zavaré oldhatdsagi problémat
jelez, ha a 45 £3 o6ras kezelés utani inkubalast kovetden (még sejtfestés eldtt) mikroszkdp
alatt kristalyok vagy cseppek figyelheték meg. A feliiliisz6t eltavolitjak, a maradék sejteket
pedig egyszer atmossak 100 ul jéghideg, 5 % magzati borji szérummal kiegészitett,
foszfatpuffert tartalmazo séoldattal (festd pufferrel). A centrifugalast kovetden a sejteket
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100 ul festd pufferben wjraszuszpendaljak, majd 30 percen keresztiil, 4 °C-on, fénytdl
védve megfestik 5 ul (pl. 0,25 pg) FITC-vel jelzett anti-CD86 vagy egér IgG1 (izotipus)
ellenanyagokkal. Az U-SENS™-re vonatkoz6 183. sz. DB-ALM protokollban (12) leirt
ellenanyagokat kell hasznalni (a CD86 esetében: BD-PharMingen #555657 Fun-1 klén
vagy Caltag/Invitrogen #MHCD8601 BU63 klén; az IgGl esetében: BD-PharMingen
#555748 vagy Caltag/Invitrogen #GM4992). A vizsgalat kidolgoz6i altal szerzett
tapasztalatok arra utalnak, hogy az ellenanyagok fluoreszcencia-intenzitasa a kiilonb6zo
tételeknél 4ltalaban konzisztens. A vizsgalathoz haszndlhatok a reaktivitasi tesztben
megfelelt egyéb ellenanyag klonok vagy forgalmazok is (lasd a 11. pontot). A
legmegfeleldbb vizsgalati koncentraci6 meghatarozdsahoz azonban a felhasznalok
fontolora vehetik az ellenanyagok sajat laboratoriumi koriilményeik mellett torténd
titraldsat. Mas detektalasi rendszerek, tobbek kozott fluorokrommal jelzett anti-CD86
ellenanyagok is alkalmazhatok, amennyiben példaul a 2.2. fiiggelékben felsorolt jartassagi
tesztanyagok tesztelésével kimutattdk, hogy a FITC-vel 6sszekapcsolt ellenanyagokhoz
hasonl6é eredményekre vezetnek. Miutan 100 pl festd pufferrel kétszer, 100 ul jéghideg
PBS-sel egyszer atmostak a sejteket, ujraszuszpendaljak oket jéghideg PBS-ben (pl.
125 pl-ben, ha a mintakat manudlisan, csdvenként elemzik, vagy 50 pl-ben, ha
automatikus mintavevd lemezt hasznalnak), majd propidium-jodid oldatot adnak hozzajuk
(3 pg/ml végsd koncentracidban). Mads citotoxicitdsi markerek — példaul 7-amino-
aktinomicin D (7-AAD) vagy tripankék — is alkalmazhatok, amennyiben az alternativaként
hasznalt festékrdl példaul a 2.2. fiiggelékben felsorolt jartassagi tesztanyagok vizsgéalataval
kimutattak, hogy a propidium-jodidhoz hasonlé eredményekre vezet.

Aramlasi citometria elemzés

19. A CD86 expresszidjanak mértékét és a sejtéletképességet dramlési citometriaval elemzik.
A sejteket a méretiik (FSC, eldrefelé iranyuld szoras) és granuldltsaguk (SCC, oldalra
iranyul6 szoras) alapjan felhddiagramon (logaritmikus skéalan) abrazoljdk, amely lehetéveé
teszi az els6 kapun (RI1) kivalasztott sejtpopulacié egyértelmli azonositasat és a
sejttoredékek eltavolitasat. Lyukanként 6sszesen 10 000 célsejt adatait gyljtik dssze az R1
kapuzas sordn. Az azonos R1 kapundl mért sejteket FL3 vagy FL4/SSC aranyt vizsgalo
felhddiagramon jelenitik meg. Az ¢él6 sejteket egy masodik, R2 kapu elhelyezésével
kiilonitik el, amelynek segitségével kivalasztjak a propidium-jodid negativ sejtpopuléciot
(FL3 vagy FL4 csatorna). A sejtéletképességet az alabbi egyenlet alapjan kalkulalja ki a
citométer elemzdprogramja. Alacsony sejtéletképességnél az elhalt sejtekkel egylitt akar
20 000 sejt adatait is 0sszegytjthetik. Ennek alternativaja lehet az, amikor az adatokat az
elemzés elinditasatol szamitva egy percen at gyljtik.
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él6 sejtek szama

x 100

Sejtewtkepesseg - 0sszegyljtott sejtek szama 6sszesen

Ezt kovetéen megmérik az R2 kapuval kivélasztott ¢l sejtek kozotti FL1 pozitiv sejtek
aranyat (Rl-en beliil). Az ¢l6 sejteken (R2) a CD86 sejtfeliileti kifejezddését FL1/SSC
aranyt vizsgal6 felhddiagrammal elemzik.

A teljes tapoldatot/IgG1-et tartalmazo lyukak esetében az elemz6 markert a 6 sejtpopulacio
kozelébe helyezik, hogy a teljes tapoldat kontrollok IgG1 ellenanyagai a 0,6—0,9 %-o0s
céltartomanyba essenek.

A szininterferenciat az FITC-vel jelzett IgG1 felhddiagram eltolodasa jelzi (IgG1 FL1 S.I.
mértani kozépértéke > 150 %).

A kezeletlen vagy 0,4 %-os DMSO-val kezelt kontrollsejtek és a vegyi anyaggal kezelt
sejtek CD86 expresszidjanak stimuldcids indexét (S.1.) az alabbi egyenlettel szamitjak ki:

S [ = CD86% kezelt sejtek %—a — IgG1tkezelt sejtek %—a
"7 cD86* kontrollsejtek %—a — IgG1* kontrollsejtek %—a

x 100

A kezeletlen kontrollsejtek IgG1* aranya: az elemzd markerrel jelolt FL1 pozitiv IgG1l
sejtek aranya (elfogadhatdsagi tartomany: legalabb 0,6 % és kisebb mint 1,5 %, lasd a 22.
pontot) az €16 kezeletlen sejtekhez képest.

A kontroll/kezelt sejtek IgG17/CD86" aranya: az FLI1 pozitiv IgG1/CD86 sejtek elemzd
marker athelyezése nélkiil mért aranya az €16 kontroll/kezelt sejtekhez képest.

ADATOK ES JELENTES

Az adatok Kkiértékelése

20. Az U-SENS™ vizsgalatban az alabbi paramétereket kell kiszamitani: CV70 érték, vagyis
az a koncentracid, amely az U937 sejtek 70 %-os talélését eredményezi (30 %-os
citotoxicitds) €s az ECiso érték, vagyis az a koncentracio, amelynél a vizsgalati vegyi
anyag 150 %-os CD86 stimulacios indexet (S.1.) idéz elo.

A CV70 érteket logaritmikus-linedris interpolacioval szamitjdk ki, az alabbi egyenlet
alapjan:

CV70=C1+[(V1-70)/(V1-V2)*(C2-Cl)]
ahol:

V1 =a70 % feletti sejtéletképesség minimumértéke

V2 =a 70 % alatti sejtéletképesség maximumeértéke
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C1¢és C2 =a V1 és V2 sejtéletképességet eldidézd koncentraciod

Eletképességi arany

w1 “w,

A i

2 | “*+
i
i
v * Dazis [pgfmL)

cl Cwio Cc2

A CV70 érték mas modon is meghatarozhatd, amennyiben (pl. a jartassagi tesztanyagok
tesztelésével) igazolhatd, hogy az nem befolyésolja az eredményt.

A EC150 értéket logaritmikus-lineéris interpolacioval szamitjak ki, az aldbbi egyenlet
alapjan:

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

Cl az a pg/ml-ben megadott legmagasabb koncentracid, amelynél a CD86 stimulacios
indexe kisebb mint 150 % (S.1. 1);

C2 az a pg/ml-ben megadott legalacsonyabb koncentracid, amelynél a CD86 stimulacios
indexe legalabb 150 % (S.1. 2).

CDES-T1 51
L
512 e
150 =|mmm "
511 -
-t I
|
A
Dazis (ugfmL)
£l ECLS0 2 HE

Az EC150 és CV70 érték kiszamolasa

minden vizsgalatmenet esetében: az egyes EC150 és CV70 értékek annak meghatarozasara
szolgalnak, hogy a CD86 expresszidjanak novekedése dsszefiiggésben all-e a koncentraciod
novekedésével (14sd a 14. pontot),

az atlagos sejtéletképesség alapjan meghatarozzak az dsszesitett CV70 értéket (12),
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- a CD86 értekek atlagos stimulacids indexe alapjan meghatarozzak az dsszesitett EC150
értéket, amely szerint az U-SENS™ vizsgalatban elorejelzik a vizsgalati vegyi anyag
POZITIV besorolasat (lasd a 21. pontot) (12).

Elérejelzési modell

21.A CD86 expresszios mérésnél minden vizsgalati vegyi anyagot legalabb négy
koncentracioban ¢és legalabb két fiiggetlen (kiilonb6z6 napokon végzett) vizsgalatmenetben
tesztelnek, amelyek alapjan meghatarozzak a (NEGATIV vagy POZITIV) el6rejelzést.

- Az U-SENS™ vizsgalat egyes vizsgalatmeneteinek eredménye akkor negativ (a
tovabbiakban N), ha a CD86 stimuldcidos indexe valamennyi nem citotoxikus
koncentracioban (amikor a sejtéletképesség > 70 %) kisebb mint 150 %, és ha nem allt el
a vizsgalat kimenetelét zavaro koriilmény (citotoxicitasi, oldhatosagi interferencia: lasd a
18. pontot, vagy szininterferencia: lasd a 19. pontot, fliggetleniil az interferenciat eldidézo
nem citotoxikus koncentracioktol). Minden mas esetben: a CD86 stimulaciés indexe eléri
vagy meghaladja a 150 %-ot és/vagy interferenciat figyeltek meg, akkor az U-SENS™
egyes vizsgalatmeneteinek eredménye pozitiv (a tovabbiakban P).

- Az U-SENS™ vizsgalat eldrejelzése akkor tekinthets NEGATIVNAK, ha legalabb két
fiiggetlen vizsgalatmenet negativ (N) eredménnyel zéarult (1. 4bra). Ha az elsd két
vizsgalatmenet mindegyike negativ (N) eredményre vezetett, az U-SENS™ vizsgalat
elorejelzése NEGATIVNAK mindsiil, és harmadik vizsgalatmenetre nincs sziikség.

- Az U-SENS™ vizsgalat el6rejelzése akkor tekintheté POZITIVNAK, ha legalabb két
fliggetlen vizsgélatmenet pozitiv (P) eredménnyel zarult (1. 4abra). Ha az elsd két
vizsgalatmenet mindegyike pozitiv (P) eredményre vezetett, az U-SENS™ vizsgalat
eldrejelzése POZITIVNAK minésiil, és harmadik vizsgalatmenetre nincs sziikség.

- Mivel dozisbehatarold vizsgéalatra nem keriil sor, ez aldl kivételt képez az az eset, amikor
az elsd vizsgalatmeneten a CD86 stimulacios indexe csak a legmagasabb nem citotoxikus
koncentracioban éri el vagy haladja meg a 150 %-ot. Ekkor a vizsgalatmenetet NEM
MEGGYOZONEK (NC) kell tekinteni, és ijabb vizsgilatmenetekben meg kell vizsgalni
tovabbi, a legmagasabb nem citotoxikus koncentracido és a legalacsonyabb citotoxikus
koncentracio kozé esé koncentracioértekeket (lasd a 20. pontot). Amennyiben valamely
vizsgéalatmenetet nem meggydzonek értékelnek, legalabb két tovabbi vizsgalatmenetet kell
lefolytatni, illetve egy negyediket is, ha a 2. és a 3. vizsgalatmenet eredményei nem
egyeznek (fliggetlen vizsgalatban N és/vagy P) (1. &bra). A tovabbi vizsgalatmenetek
abban az esetben is pozitivnak mindsiilnek, ha a CD86 expresszidja csak egyetlen nem
citotoxikus koncentracioban éri el vagy haladja meg a 150 %-ot, mivel a
koncentracioértékeket az adott vizsgalati vegyi anyagra igazitottdk. A végsd eldrejelzés a
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harom vagy négy fliggetlen vizsgalatmenet tobbségi eredményén alapul (vagyis 3-bol 2
vagy négybdl 2 eredményén) (1. abra).

1. abra: Az U-SENS™ vizsgalatban alkalmazott elérejelzési modell. Az U-SENS™ vizsgalat el6rejelzését
integralt értékelési és vizsgalati megkozelités keretében, valamint a 4. pont és az Altalanos bevezetés 7., 8.
¢s 9. pontjanak rendelkezéseivel 6sszhangban kell figyelembe venni.

KEt elsd Két elsd
vizsgdlatmenet vizsgalatmenet
‘/\‘ !
NC &P
‘ PEP ‘ ‘ N&N ‘ NC & N
N&P
P&N
Harmadik
vizsgdlatmenet
. dik . dik v
Harmad)i Harmadi
vizsgdlatmenetr vizsgdlatmenetre NC&P&P S NC &N &N 5 NC&N&FP s
£ nincs sziikség nincs sziikség N&FP&FP N&P&N NCE&P&N
PENE&P PEN&N —

L l Negyedik

vizsgalatmenet
Negyedik Negyedik
vizsgdlatmenetre vizsgdlatmenetre ‘/;\ °
nincs szlkség nincs szlkség NCENEPEP NCENEPE&EN
NC&P&N&P| |[NC&P&N&N

h h i h h l h

POZITiIV NEGATIV POZITiV NEGATIV POZITIV NEGATIV

N: olyan vizsgalatmenet, amelyben nem figyeltek meg sem pozitiv CD86 expresszidt, sem interferenciat;
P: olyan vizsgalatmenet, amelyben pozitiv CD86 expresszidt és/vagy interferencia(ka)t figyeltek meg;

NC: nem meggy6z6. Az elsé vizsgalatmenet akkor mindsiil nem meggy6zének, ha a CD86 csak a legmagasabb
nem citotoxikus koncentracidban pozitiv.

#: amennyiben csak az els6 vizsgalatmenetet nem meggy6zének (NC) nyilvanitjdk, automatikusan sziikség van
egy harmadik vizsgalatmenetre is, hogy 3 fliiggetlen vizsgalatmenetbdl legalabb 2-ben pozitiv (P) vagy negativ
(N) tobbséget lehessen elérni.

$: a keretek a harom vizsgalatmenetbdl szarmazo eredmények relevans kombinacidit jelenitik meg az elsd két
vizsgalatmenet fenti keretben lathat6 eredményei alapjan.

°: a keretek a négy vizsgalatmenetbdl szarmazo6 eredmények relevans kombinaciodit jelenitik meg az elsé harom
vizsgalatmenet fenti keretben lathat6 eredményei alapjan.

Elfogadhatosagi kritériumok

481



D060575/02

22. Az U-SENS™ vizsgalat alkalmazasakor az aldbbi elfogadhatdsagi kritériumoknak kell
teljesiilnitik (12).

- A 4543 oras expozicids idOtartam végére a triplikatumban vizsgalt kezeletlen U937 sejtek
atlagos életképességének meg kell haladnia a 90 %-ot, ¢s a CD86 expresszidja nem
tolodhat el. A kezeletlen U937 sejtek CD86 bazalis expresszidjanak a legalabb 2 % ¢és
legfeljebb 25 % kozotti tartomanyban kell lennie.

- Ha DMSO-t hasznalnak olddszerként, a DMSO vivOanyagos kontroll érvényességét uigy
mérik fel, hogy meghatarozzdk a DMSO kezeletlen sejtekhez viszonyitott stimulacios
indexét, ugyanakkor a triplikdtumban vizsgalt sejtek atlagos életképességének meg kell
haladnia a 90 %-ot. A DMSO vivéanyagos kontroll akkor tekinthetd érvényesnek, ha a
triplikatumban vizsgalt CD86 stimulacids indexének atlaga nem éri el a kezeletlen U937
sejtek triplikdtumban vizsgalt CD86 S.I. atlaganak 250 %-at.

- A vizsgéalatmenetek akkor mindsiilnek érvényesnek, ha a kezeletlen U937 sejtek harom
IgGl1 érteke koziil minimum kettd legalabb 0,6 % és kisebb mint 1,5 %.

- A parhuzamosan vizsgalt negativ kontroll (tejsav) akkor tekinthetd érvényesnek, ha a
harom replikatumbol legaldbb kettd negativ (CD86 S.I. < 150 %) és nem citotoxikus
(sejtéletképesség > 70 %).

- A pozitiv kontroll (TNBS) akkor érvényes, ha a harom replikatumbdl legalabb kettd
pozitiv (CD86 S.I. > 150 %) és nem citotoxikus (sejtéletképesség > 70 %).
Vizsgalati jegyzokonyv

23. A vizsgilati jegyzOkonyvnek a kovetkezdket kell tartalmaznia:
Vizsgalati vegyi anyag
Egy 0sszetevobdl allo anyag

- kémiai azonositasa, példaul IUPAC- vagy CAS-név (nevek), CAS-szam(ok), SMILES-
vagy InChl-kdd, szerkezeti képlet és/vagy mas azonositok alapjan;

- fizikai megjelenés, teljes tdpoldatban vald oldhatosdag, DMSO-ban valdé oldhatosag,
molekulatomeg, valamint tovabbi relevans fizikai-kémiai tulajdonsdgok, amennyiben
rendelkezésre allnak;

- tisztasdg, valamint adott esetben ¢és amennyiben a gyakorlatban megvalosithato, a
szennyezddések kémiai azonositdja stb.;

- vizsgalat el6tti kezelés, ha tortént ilyen (pl. melegités, orlés);
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- vizsgalt koncentracio(k);
- tarolasi feltételek és stabilitds, amennyiben rendelkezésre allnak;
- az oldoszer/vivoanyag kivalasztasanak indokolasa minden egyes vizsgalati vegyi anyag

esetében.

Tobb 0sszetevobdl allé anyagok, UVCB-k és keverékek:

- amennyiben lehetséges, az Osszetevok kémiai azonositojaval (lasd fent), tisztasagaval,
mennyiségi el6fordulasaval és relevans fizikai-kémiai tulajdonsagaival (lasd fent)
jellemezve; amennyiben rendelkezésre allnak;

- fizikai megjelenés, teljes tapoldatban vald oldhatosag, DMSO-ban val6 oldhatosag és a
tovabbi relevans fizikai-kémiai tulajdonsagok, amennyiben rendelkezésre allnak;

- molekulatomeg vagy latszolagos molekulatomeg ismert Osszetételi keverékek/polimerek
esetén, vagy a vizsgalat lebonyolitasa szempontjabodl relevans egyéb informacio;

- vizsgalat el6tti kezelés, ha tortént ilyen (pl. melegités, orlés);
- vizsgalt koncentracio(k);
- tarolasi feltételek és stabilitds, amennyiben rendelkezésre allnak;

- az olddszer/vivéanyag kivélasztasanak indokoldsa minden egyes vizsgélati vegyi anyag
esetében.

Kontrollok

Pozitiv kontroll

- kémiai azonositasa, példaul [UPAC- vagy CAS-név (nevek), CAS-szam(ok), SMILES-
vagy InChl-kod, szerkezeti képlet és/vagy mas azonositok alapjan;

- fizikai megjelenés, DSMO-ban valé oldhatosdg, molekulatdomeg, valamint tovabbi
relevans fizikai-kémiai tulajdonsagok, amennyiben rendelkezésre allnak és sziikség
szerint;

- tisztasdg, valamint adott esetben ¢és amennyiben a gyakorlatban megvalosithato, a
szennyezO0dések kémiai azonositoja stb.;

- vizsgalat elotti kezelés, ha tortént ilyen (pl. melegités, orlés);
- vizsgalt koncentracio(k);

- tarolasi feltételek és stabilitas, amennyiben rendelkezésre allnak;
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adott esetben hivatkozas a pozitiv torténeti kontrollok eredményeire, amelyek a
vizsgalatmenet elfogadhatdsagi kritériumainak valdé megfeleloséget bizonyitjak.

Negativ és olddszeres/vivoanyagos kontroll

kémiai azonositasa, példaul ITUPAC- vagy CAS-név (nevek), CAS-szdm(ok), SMILES-
vagy InChl-kdd, szerkezeti képlet és/vagy mas azonositok alapjan;

tisztasadg, valamint adott esetben és amennyiben a gyakorlatban megvaldsithato, a
szennyezddések kémiai azonositdja stb.;

fizikai megjelenés, molekulatomeg, valamint tovabbi relevans fizikai-kémiai
tulajdonsagok, amennyiben a  vizsgalati irdnymutatasban  emlitett  kontroll
oldoszerektdl/vivoanyagoktol  eltérd  oldoszerek/vivéanyagok  haszndlatosak,  és
amennyiben rendelkezésre allnak;

tarolasi feltételek és stabilitas, amennyiben rendelkezésre allnak;

az oldészer/vivoanyag kivalasztasanak indokolasa minden egyes vizsgalati vegyi anyag
esetében.

Vizsgalati koriilmények

a megbizd, a vizsgalatot végzd laboratorium és a vizsgalatvezetd neve és cime;
az alkalmazott vizsgélat leirasa;

hasznalt sejtvonal, annak tarolasi feltételei és eredete (példaul az a létesitmény, ahonnan
beszerezték);

az alkalmazott aramlasi citometria rendszer (pl. modell) €s annak miszerbedllitasai,
valamint az alkalmazott ellenanyagok ¢€s citotoxicitasi markerek;

a vizsgalat végrehajtasaban vald, a jartassagi tesztanyagok vizsgalatdval megszerzett
laboratoriumi jartassdg bizonyitasara alkalmazott eljards és a vizsgalat iddvel
reprodukalhat6d teljesitményének bizonyitdsdra alkalmazott eljards, pl. a dokumentalt
kontrolladatok és/vagy a dokumentalt reaktivitasi vizsgalatok adatai.

A vizsgalat elfogadhatosagi kritériumai

az olddszeres/vivoanyagos kontroll sordn kapott sejtéletképesség és CD86 stimulacios
index az elfogadhatosagi tartomanyokkal valod dsszevetésben;

a pozitiv kontroll sordn kapott sejtéletképesség és stimulacidos index az elfogadhatd
tartomanyokkal vald dsszevetésben,;
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crer

A vizsgalat menete

az alkalmazott vizsgalatmenetek szama;

a vizsgalati vegyi anyag koncentracidi, alkalmazasa és a hasznalt expozicios id6 (ha eltér
az ajanlottol);

az expozicio idoétartama;
az alkalmazott értékelési és dontési kritériumok leirasa;

a vizsgalati eljaras barmilyen valtoztatasanak leirasa.

Eredmények

az egyes vizsgalatmenetekben a vizsgalati vegyi anyaggal és a pozitiv kontrollal kapott
eredmények tablazatba foglaldsa, feltiintetve a CV70 értéket (ha alkalmazando), a
stimulacids indexet, a sejtéletképességi értékeket, az ECiso értéket (ha alkalmazando),
valamint a vizsgalati vegyi anyag eldrejelzési modell szerinti besorolasat;

adott esetben barmely mas relevans észrevétel leirasa.

Az eredmények targyaldasa

az U-SENS™ vizsgalattal kapott eredmények targyalasa;

a vizsgalat eredményeinek integralt vizsgalati és értékelési megkdzelités keretében torténd
targyaldsa, amennyiben rendelkezésre allnak mas relevans informaciok.

Kovetkeztetések
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C_2003-TR87.pdf.
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2.1. fiiggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Pontossag: a vizsgalattal kapott eredmények és az elfogadott referenciaértékek kozotti
egyezés mértéke. A vizsgalat megfeleldoségének mutatdja, és relevancidjanak egyik
szempontja. A kifejezés gyakran hasznalatos az ,,egyezés” sz6 megfeleldjeként, amely arra
utal, hogy egy adott vizsgalat milyen aranyban szolgaltat helyes eredményeket (14).

Karos kimeneti it (Adverse Outcome Pathway, AOP): valamely megcélzott vegyi anyag
vagy hasonld vegyi anyagok csoportjdnak kémiai szerkezetébdl kiinduld, a molekularis
kivalté eseményen keresztiil az érintett in vivo eredményig végbemend eseménysorozat

(15).

CD86 koncentraciofiiggé valasz: koncentraciofiiggésrdl (vagy koncentracio valaszrél)
akkor lehet sz6, amikor egy pozitiv valaszt (CD86 S.I. > 150) kivalté koncentraciot kovetd
koncentraci6 noveli a CD86 stimulacids indexét.

Vegyi anyag: anyag vagy keverék.
CV70: 70 %-os sejtéletképességet eredményez6 becsiilt koncentracio.

Eltolédas: eltolddasnak nevezik azt, ha 1) a kezeletlen kontroll 3. replikatumanak kiigazitott
CD86" értéke nem éri el a kezeletlen kontroll 1. és 2. replikatumanal mért kiigazitott CD86"
értékek atlaganak 50 %-at; és ha ii) a negativ kontroll 3. replikatuméanak kiigazitott CD86"
értéke nem éri el a negativ kontroll 1. és 2. replikatumanal mért kiigazitott CD86" értékek
atlaganak 50 %-at.

EC150: a CD86 expresszidja soran 150 %-os stimulédcios indexet eredményezd becsiilt
koncentraciok.

Aramlasi citometria: citometrikus technika, amelyben a folyadékaramban szuszpendalt
sejtek egyenként athaladnak egy fokuszalt gerjesztd fénynyaldbon, amely a sejtekre és
Osszetevoire jellemz0 mintdk szerint szorodik szét; a sejteket gyakran fluoreszcens
markerekkel jelolik meg, amelyek az abszorbealt fényt eltérd frekvencidkon bocsatjak ki.

Veszély: valamely anyag vagy helyzet azon sajatossdga, hogy karos hatdsokat képes
eldidézni az €16 szervezet, rendszer vagy (al)populacio anyagnak vald expozicidjakor.

Integralt vizsgalati és értékelési megkozelités: valamely vegyi anyag vagy vegylanyag-
csoport veszélyeinek azonositasdhoz (potencial), jellemzéséhez (hatdserdsség) és/vagy
biztonsagi értékeléséhez (potencidl, hataserdsség és expozicid) alkalmazott strukturalt
megkozelités, amely stratégiai szempontbol beépit és mérlegel minden olyan relevans
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adatot, amely hozzdjarul a lehetséges veszélyre és/vagy kockéazatra és/vagy a tovabbi
céliranyos ¢és ezért minimalis vizsgalat sziikségességére vonatkozo szabalyozoi
dontéshozatalhoz.

Keverék: két vagy tobb anyagot tartalmazoé elegy vagy oldat.

Egy osszetevobol allé anyag: olyan, a mennyiségi dsszetétele alapjan meghatarozott anyag,
amelyben az egyik {6 Osszetevo legalabb 80 tomegszazalékban van jelen.

Tobb oOsszetevobél allé anyag: olyan, a mennyiségi Osszetétele alapjan meghatarozott
anyag, amelyben egynél tobb f6 Osszetevd legalabb 10 tomegszazalékban, de 80
tomegszazalékot nem meghalad6 koncentracidban van jelen. A tobb 0sszetevébdl allo anyag
gyartasi folyamat eredménye. A keverék és a tobb OsszetevObol allo anyag kozott az a
kiilonbség, hogy a keverék két vagy tobb anyag dsszekeverésével, kémiai reakcid nélkiil jon
létre. A tobb 6sszetevobdl alld anyag kémiai reakcid eredménye.

Pozitiv kontroll a vizsgalati rendszer valamennyi alkotdelemét tartalmazd, ismert pozitiv
hatast kivaltd anyaggal kezelt replikdtum. Annak biztositasa érdekében, hogy a pozitiv
kontrollban jelentkezd hatas idébeli valtozasat fel lehessen mérni, a pozitiv hatds nem lehet
tulsdgosan erdteljes.

Pre-hapténok: abiotikus atalakulas, példaul oxidacidé révén szenzibilizalova vald vegyi
anyagok.

Pro-hapténok: olyan vegyi anyagok, amelyek enzimatikus aktivaciot igényelnek
bdrszenzibilizald hatasuk kifejtésehez.

Relevancia: a vizsgalat és a vizsgalt hatas kapcsolatat adja meg, valamint azt, hogy van-e a
vizsgalatnak az adott cél szempontjabdl értelme €s haszna. Azt tiikrozi, hogy a vizsgélat
mennyire pontosan méri vagy jelzi elére a vizsgalt biologiai hatast. A relevancia
meghatdrozasa sordn a vizsgalat pontossagat (az eredmények egyezését) figyelembe kell
venni (14).

Megbizhatésag: a vizsgéalat laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti idébeli
reprodukalhatosdganak mértéke ugyanazon protokoll alkalmazasa mellett. Megallapitasa a
laboratoriumon beliili és a laboratoriumok kozotti reprodukéalhatdsdg, valamint a
laboratoriumon beliili megismételhetdség kiszdmitasaval torténik (14).

Vizsgalatmenet: egy vizsgidlatmenet sordn egy vagy tobb vizsgalati vegyi anyagot
vizsgalnak egy parhuzamos oldoszeres/vivéanyagos kontrollal és egy pozitiv kontrollal.

Erzékenység: az Osszes olyan pozitiv/aktiv vegyi anyag aranya, amelyet a vizsgalat

helyesen sorolt be. A kategorikus eredményt adod vizsgadlati modszerek pontossaganak
mutatdja, valamint fontos szempont a vizsgalati modszerek relevancidjanak megitélésében
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(14).

S.L.: stimulacids index. A vegyi anyaggal kezelt sejteknél mért fluoreszcencia-intenzitas
mértani kozépértékének az oldoszerrel kezelt sejtekéhez viszonyitott relativ értéke.

Oldoszeres/vivoanyagos kontroll: valamely vizsgalati rendszernek a vizsgalati vegyi
anyagon kiviili 0sszes Osszetevdjét tartalmazo kezeletlen minta, amely azonban magaban
foglalja az alkalmazott olddszert/vivoanyagot. Az ugyanabban az
oldészerben/vivéanyagban feloldott vagy stabilan diszpergalt vizsgalati vegyi anyaggal
kezelt mintak esetében a kiindulési érték Iétrehozasahoz hasznalatos. Parhuzamos tapoldatos
kontrollal elvégzett vizsgdlata esetén ez a minta azt is bizonyitja, hogy az
oldoszer/vivoanyag kolcsOnhatasba 1ép-e a vizsgalati rendszerrel.

Specificitas: a vizsgalat elvégzésével helyesen besorolt Gsszes negativ/inaktiv vegyi anyag
aranya. A kategorikus eredményt add vizsgéalati moddszerek pontossdganak mutatoja,
valamint fontos szempont a vizsgalati modszerek relevancidjanak megitélésében (14).

Festo puffer: 5 % magzati borji szérummal kiegészitett foszfatpuffert tartalmazo sooldat.

Anyag: olyan természetes allapotban eléforduld vagy gyartési eljarasbol szarmazo kémiai
elem és vegyliletei, amely a stabilitdsanak megdrzéséhez sziikséges adalékanyagot és az
alkalmazott eljarasbol szarmazd szennyezO anyagokat is tartalmazhat, de nem tartalmaz
olyan oldoszert, amely az anyag stabilitdisdnak befolyasoldsa vagy 0Osszetételének
megvaltoztatasa nélkiil elkiilonithetd.

Vizsgalati vegyi anyag: barmely, e vizsgalat alkalmazasaval vizsgalt anyag vagy keverék.

A vegyi anyagok osztalyozasanak és cimkézésének az Egyesiilt Nemzetek Szervezete
altal globalisan harmonizalt rendszere (ENSZ-GHS): a vegyi anyagoknak (anyagoknak
¢s keverékeknek) a fizikai, egészségi €s kornyezeti veszélyek szabvanyositott tipusai és
szintjei szerinti osztidlyokba sorolasara ¢és megfeleld kommunikacios elemekkel (példaul
piktogramokkal, figyelmeztetésekkel, figyelmeztetd mondatokkal, ovintézkedésekre
vonatkoz6 mondatokkal és biztonsagi adatlapokkal) torténd jelolésére javaslatokat
megfogalmazd rendszer, amelynek célja, hogy az emberek (koztiik a munkaltatok, a
munkavallalok, a fuvarozok, a fogyasztok és a siirgdsségi segélyszolgalatok) ¢és a kornyezet
megovasa érdekében egységesitse a vegyl anyagok kéros hatasaira vonatkozé informaciok
tovabbitasat (16).

UVCB: ismeretlen szerkezetli vagy valtozo Osszetételii, 0sszetett reakcioban keletkezett
vagy bioldgiai eredetli anyagok.

Ervényes vizsgalat: olyan vizsgélat, amely kellden relevansnak és megbizhatonak min&siil
egy adott célra, és amely tudomanyosan megalapozott elveken alapul. Egy-egy vizsgélat
abszolut értelemben soha nem érvényes, kizardlag meghatarozott céllal Gsszefliggésben
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(14).
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2.2. fiiggelék

JARTASSAGI TESZTANYAGOK

A B.71. vizsgélati mddszer e fiiggelékben ismertetett vizsgalatdnak rutinszerti alkalmazasa
elétt a laboratoriumoknak igazolniuk kell szakmai jartassdgukat oly moddon, hogy az
1. tablazatban javasolt 10 anyagra vonatkozoan az U-SENS™ vizsgalattal varhato
elorejelzést helyesen kapjak meg, tovabba a 10 jartassagi tesztanyag koziil legalabb 8
esetében referenciatartomanyba es6 CV70 ¢és ECiso értékeket kapnak. A jartassagi
tesztanyagok kivalasztasa oly mddon tortént, hogy az a bérszenzibilizacid veszélye esetén
bekovetkez6 kiilonféle valaszreakciok tartoméanyat illetden reprezentativ legyen. A
kivélasztas tobbi kritériuma az volt, hogy a vegyi anyagok kereskedelmi forgalomban
beszerezhetok legyenek, azokra vonatkozodan kivald mindségli in vivo referenciaadatok
alljanak rendelkezésre, és az U-SENS™ vizsgalat alapjan kivaldo mindségli in vitro adatok
alljanak rendelkezésre. Az U-SENS™ vizsgdlathoz rendelkezésre allnak publikalt
referenciaadatok is (1) (8).

1. tablazat: Az U-SENS™ vizsgalatban val6 szakmai jartassag bizonyitasahoz ajanlott anyagok

U- U-SENS™| U-SENS™
SENS™

2 L . In vivo CVv170 EC

Jartassagi CAS- |Halmaz| ., . , . 150,
: . elorejelzés | Oldoszer/ |referencia-| referencia-
tesztanyagok szam | allapot 1 . n - .
vivoanya |tartomany | tartomany
g png/ml- | pg/ml-ben?
ben?
g o Szenzibilizalo Teljes Pozitiv
4-Fenilén-diamin 106-50-3 Szilard (erésen) tapoldat’ <30 (< 10)

- 1. |Szenzibilizalo Teljes Pozitiv
Pikril-szulfonsav 2508-19-2 | Folyadék (erésen) tapoldat > 50 (< 50)

- , . |Szenzibilizald Pozitiv
dietil-maleat 141-05-9 | Folyadék (mérsékelten) DMSO 10-100 (< 20)

. - Szenzibilizalo Teljes Pozitiv
Rezorcin 108-46-3 Szilard (mérsékelten)|  tapoldat > 100 (< 50)

. . s Szenzibilizalo Pozitiv
Cinnamil-alkohol 104-54-1 Szilard (enyhén) DMSO > 100 (10-100)
4-allil-anisol 140-67-0 | Folyadék [S7enAbilizdlo)  pyyq0 > 100 Pozitiv

(enyhén) (<200)

. . Nem Negativ
Szaharin 81-07-2 Szilard szenzibilizalo DMSO > 200 (> 200)
. , Nem Teljes Negativ
Glicerin >6-81-5 | Folyadék | o o - ibilizalo|  tapoldat =200 (> 200)
. , Nem Teljes Negativ
Tejsav S0-21-5 | Folyadek | o ibilizals|  tpoldat > 200 (> 200)
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. s Nem Negativ
Szalicilsav 69-72-7 | Szildrd | gibilizale]  PMSO > 200 (>200)

Roviditések: CAS-szam = Vegyianyag Nyilvantartasi Szolgalat (CAS) nyilvantartasi szam.

! Az in vivo veszélyekre (és a hatasersségre) vonatkozd elorejelzés LLNA-adatokon alapul (1) (8). Az in vivo

hataser6sség levezetése az ECETOC altal javasolt kritériumok segitségével torténik (17).

2 A megfigyelt dokumentalt értékek alapjan (1) (8).

3 Teljes tapoldat: 10 % magzati borju szérummal, 2 mM L-glutaminnal, 100 egység/ml penicillinnel és 100 pg/ml

sztreptomicinnel kiegészitett RPMI-1640 tapoldat (8).
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3. fiiggelék

IN VITRO BORSZENZIBILIZACIO: IL-8 LUC VIZSGALAT

ALAPVETO MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

1.

A sejtfeliileti markerek kifejez6dését elemzd vizsgalatokkal ellentétben az IL-8 Luc
vizsgalat egy citokin, az IL-8 dendritikus sejtek aktivacidja 4altali expresszidjaban
eldidézett valtozasokat szamszeriisiti. A THP-1 sejtekbdl szdrmazd IL-8 riporter
sejtvonalat (THP-G8, amelyet a THP-1 human monocita akut leukémia sejtvonalbdl hoztak
létre) szenzibilizalé anyagokkal kezelik, majd megmérik az IL-8 kifejezddését (1). Ezt
kovetden a luciferaz kifejezodését felhasznaljak a bérszenzibilizal6 és a nem szenzibilizalo
anyagok megkiilonboztetésének alatdmasztasara.

Az IL-8 Luc vizsgalatot értékelték egy, az Alternativ Mddszerek Validalasaval Foglalkozo
Japan Kozpont (JaCVAM), a Gazdasagi, Kereskedelmi és Ipari Minisztérium (METI)
és a japan allatkisérletek alternativ modszereivel foglalkozé tarsasag (JSAAE)
irdnyitasaval végzett validalasi tanulmanyban (2), amelyet késébb a JaCVAM és az
Egészségiligyi, Munkaiigyi és Népjoléti Minisztérium (MHLW) égisze alatt, valamint az
alternativ vizsgalati modszerekre vonatkozé nemzetkozi egyiittmiikodési keret
(ICATM) tamogatasaval fiiggetlen szakértoi értékelésnek vetettek ala (3). A rendelkezésre
allo bizonyitékok, valamint a szabalyoz6 hatosadgok és az érdekeltek allaspontja alapjan az
IL-8 Luc vizsgalat egy integralt vizsgalati és értékelési megkdzelités részeként hasznosan
alkalmazhat6 a boérszenzibilizald és nem szenzibilizal6 anyagok veszélyességi osztalyozas
¢s cimkézés céljabol torténd megkiilonboztetésére. Az 1L-8 Luc vizsgalatbol szarmazo
adatok €és mas informaciok egyiittes hasznalatara fellelhetok példak a szakirodalomban (4)

(3) (6).

Az IL-8 Luc vizsgalatrol bebizonyosodott, hogy athelyezhetd a sejttenyésztés €s a luciferaz
mérése terliletén tapasztalattal rendelkezd laboratéoriumokba. A laboratoriumon beliili
reprodukalhatosag 87,7 %, a laboratoriumok kozotti reprodukalhatosag pedig 87,5 % (2).
A validalasi tanulmanybol (2) és mas kozzétett munkakbol (1) (6) szarmazo adatok azt
jelzik, hogy az LLNA vizsgéalati modszerhez képest az IL-8 Luc vizsgalat 143 vegyi
anyagbol 118-at mindsitett pozitivnak vagy negativnak, és 25-60t nem meggydzonek,
valamint hogy az IL-8 Luc vizsgalat a bérszenzibilizal6 (azaz az ENSZ-GHS/CLP-rendelet
szerinti 1. kategériaba tartozo) anyagokat 86 %-os (101/118) pontossaggal kiilonbozteti
meg a nem szenzibilizalé (vagyis az ENSZ-GHS/CLP-rendelet szerint nem besorolt)
anyagoktol, 96 % az érzékenysége (92/96), a specifikussaga pedig 41 % (9/22). A vizsgélat
aldbbiakban (az 5. pontban) ismertetett alkalmazasi korén kiviil es6 anyagok kizarasa
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esetén az IL-8 Luc vizsgalat 136 vegyi anyagbdl 113-at mindsitett pozitivnak vagy
negativnak, és 23 vegyi anyagot nem meggy0zonek, igy az IL-8 Luc vizsgalat pontossaga
89 % (101/113), 96 % az érzékenysége (92/96), mig a specifikussaga 53 % (9/17). Az
Urbisch és munkatarsai (7) altal idézett human adatok felhasznaldsa alapjan az IL-8 Luc
vizsgalat 90 vegyi anyagbol 76-ot mindsitett pozitivnak vagy negativnak, ¢és 14 vegyi
anyagot nem meggy6zoének, igy pontossaga 80 % (61/76), érzékenysége 93 % (54/58), mig
a specifikussaga 39 % (7/18). A vizsgalat alkalmazasi korén kiviil es6 anyagok kizarasa
esetén az IL-8 Luc vizsgidlat 84 vegyi anyagbdl 71-et mindsitett pozitivnak vagy
negativnak, és 13-at nem meggy6zOnek, igy pontossaga 86 % (61/71), érzékenysége 93 %
(54/58), specifikussaga pedig 54 % (7/13). Az IL-8 Luc vizsgalat nagyobb valdszinliséggel
vezet hamis negativ eldrejelzésekhez olyan vegyi anyagokndl, amelyeknek
alacsony/mérsékelt a bdrszenzibilizalé hatdsa (az ENSZ-GHS/CLP-rendelet szerinti 1B.
alkategoriadba tartozo anyagoknal), mint a rendkiviil bérszenzibilizalé hatast mutatd (az
ENSZ-GHS/CLP-rendelet szerinti 1A. alkategéridba tartoz6) anyagokndl (6). Ezek az
informaciok Osszességében azt jelzik, hogy az IL-8 Luc vizsgalat érdemben hozzajarul a
borszenzibilizacid veszélyének azonositdsahoz. Az IL-8 Luc vizsgalat mint 6nallo
vizsgalat esetében megadott pontossagi értékek csak iranyaddak, ugyanis a vizsgélatot az
integralt vizsgélati és értékelési megkozelités keretében mas informécidforrasokkal egytitt
és az Altaldnos bevezetés 7. és 8. pontjanak rendelkezéseivel 6sszhangban kell figyelembe
venni. Ezen tulmenden a bdrszenzibilizdcid nem 4allatokon alkalmazott vizsgalatainak
értékelésekor nem szabad megfeledkezni arr6l, hogy az LLNA vizsgalat és mas
allatkisérletek nem feltétleniil tiikrozik teljes egészében az embernél fennallod helyzetet.

. Az aktudlisan rendelkezésre 4ll6 adatok alapjan az IL-8 Luc vizsgalatrol bebizonyosodott,
hogy kiilonféle szerves funkcidos csoportokat, reakciomechanizmusokat, (in vivo
vizsgalatok sordn meghatarozott) bdrszenzibilizalo hatdsokat ¢és fizikai-kémiai
tulajdonsagokat képviseld vizsgalati vegyi anyagokra alkalmazhato (2) (6).

. Bar az IL-8 Luc vizsgalat soran hasznalt oldészer az X-VIVO™ 15, a vizsgilat
megfeleléen értékelte a 3,5-nél magasabb Log Kow értékkel és 100 pg/ml korili
vizoldékonysaggal rendelkezd vegyi anyagokat (az EPI Suite™ szamitasai szerint), és a
vizben nehezen 0ldddo szenzibilizdldo anyagokat jobb hatékonysaggal detektalja, mint az
oldészerként dimetil-szulfoxidot (DMSO) alkalmazé IL-8 Luc vizsgalat (2). Azonban az
eredményhez vezethetnek, mivel nem oldhatok X-VIVO™ 15-ben. Ezért az ilyen vegyi
anyagok negativ eredményeit figyelmen kiviil kell hagyni. Az anhidridek esetében a
validacios tanulmany magas hamisnegativ-aranyt mutatott ki. Ezen tulmenden a sejtvonal
korlatozott metabolikus képessége (8) és a kisérleti koriilmények miatt a pro-hapténok
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(metabolikus aktivalast igényld vegyi anyagok) és a pre-hapténok (a levegd oxidalo
hatasara aktival6édo anyagok) is negativ eredményre vezethetnek a vizsgalat soran. Bar a
feltételezhetd pre-/pro-hapténok negativ eredményét elévigyazatosan kell kezelni, az 1L-8
Luc vizsgélat az adatbéazisaban szerepld 11 pre-hapténbdl 11-et, a 6 pro-hapténbdl 6-ot €s a
8 pre-/pro-hapténbodl 6-ot helyesen sorolt be (2). A harom nem allatokon alkalmazott, pre-
¢s pro-hapténokat észlelni képes vizsgalat (a DPRA, a KeratinoSens™ ¢és a h-CLAT)
kozelmultbeli atfogd feliilvizsgalata alapjan (9), és figyelembe véve, hogy az IL-8 Luc
vizsgalatban hasznalt THP-G8 sejtek a h-CLAT vizsgalatban alkalmazott THP-1 sejtekbdl
szarmaznak, az IL-8 Luc vizsgdlat mas vizsgalatokkal vald egyiittes alkalmazdsa esetén
hozzajarulhat ahhoz, hogy ndvekedjen a nem allatokon alkalmazott vizsgalatok
érzékenysége a pre- és pro-hapténok detektdlasa terén. Az ez idaig vizsgalt feliiletaktiv
anyagok tipusuktél (pl. kationos, anionos, nem ionos) filiggetleniil (hamis) pozitiv
eredményekhez vezetnek. Végezetiil a luciferazzal kolcsonhatasba 1épd vegyi anyagok
megzavarhatjdk a luciferaz aktivitdsat/mérését, latszolagos gatlast vagy megndvekedett
lumineszcenciat okozva (10). Beszamoltak példaul arrdl, hogy az 1 pM-nél magasabb
fitoosztrogén-koncentracié a luciferdz riportergén tulzott aktivalasa miatt zavarja a
lumineszcencia jeleit mds, luciferaz alapu riportergén-vizsgalatokban. Kovetkezésképp a
magas fitodsztrogén-koncentracio mellett vagy feltehetdleg a luciferaz riportergént a
fitodsztrogénhez hasonld mértékben aktivald vegyiiletek magas koncentracioja mellett
kapott luciferaz-expressziot koriiltekintéen meg kell vizsgalni (11). A fentiek fényében a
feliiletaktiv anyagok, az anhidridek €s a luciferdz aktivitasat zavard vegyi anyagok kiviil
esnek a vizsgalat alkalmazasi korén. Olyan esetekben, amikor bizonyitékkal igazolhato,
hogy az IL-8 Luc vizsgalat nem alkalmazhat6 mas, konkrét vegyianyag-kategoridkra, a
vizsgalatot nem szabad e vegyianyag-kategoridkra alkalmazni.

6. A fentieknek megfelelden az IL-8 Luc vizsgalat eldsegiti a borszenzibilizald és a nem
szenzibilizald anyagok megkiilonboztetését. Sziikség van tovabbi, lehetbleg human
adatokon alapul6 kutatasra annak meghatarozésa érdekében, hogy az IL-8 Luc vizsgélat
eredményei — mas informdacioforrasokkal egyiitt mérlegelve — hozzédjarulhatnak-e a
hataserdsség értékeléséhez.

7. A fogalommeghatarozasok a 3.1. fiiggelékben talalhatok.

A VIZSGALAT ELVE

8. Az IL-8 Luc vizsgalat THP-1 huméan monocita leukémia sejtvonalat alkalmaz, amely az
amerikai tipustOrzsanyag-gylijteménybdl szerezhetd be (Manassas, VA, USA). Ezt a
sejtvonalat felhasznalva a Tohokui Egyetem Orvostudomanyi Kardnak Borgyogyaszati
Tanszéke létrehozott egy THP-1 szarmazék IL-8 riporter sejtvonalat, a THP-G8-at, amely
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IL-8 promoterrel szabalyozott stabil narancssarga luciferaz (SLO) luciferdz gént és
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) promoéterrel szabalyozott stabil vords
luciferaz (SLR) luciferaz gént hordoz (1). Ez lehetévé teszi a luciferazgén-indukcio
kvantitativ mérését, mégpedig az IL-8 és a GAPDH szenzibilizalé vegyi anyagokkal valo
kezelést kovetd, sejteken beliili aktivitdsanak mutatojaként szolgdld — jol bevalt
fénytermeld luciferdz szubsztratok altal kibocsatott — lumineszcencia észlelése révén.

9. A két szint detektald vizsgalati rendszer magaban foglal egy narancssarga fényt kibocsato
luciferazt (SLO; Amax = 580 nm) (12), amely az IL-8 promoterrel szabalyozott
génkifejezO0dést jelzi, és egy vords fényt kibocsatd luciferazt (SLR; Amax = 630 nm) (13),
amely a belsd szabalyoz6 promoterrel, a GAPDH-val szabélyozott génkifejezddést jelzi. A
két luciferaz a d-luciferinnel reakcioba Iépve eltérd szint bocsat ki; lumineszcencidjukat
egyidejileg, egylépéses reakcid keretében mérik ugy, hogy optikai sziir6 hasznalataval
elkiilonitik a kibocsatast a vizsgalati keveréktol (14) (3.2. fliggelék).

10. A THP-GS sejteket 16 oran at kezelik a vizsgalati vegyi anyaggal, majd megmérik az IL-8
promoter aktivitasat tiikkr6zé SLO luciferazaktivitast (SLO-LA) és a GAPDH promoéter
aktivitasat tiikroz6 SLR luciferazaktivitast (SLR-LA). A roviditések értelmezésének
megkonnyitése érdekében az SLO-LA a tovabbiakban IL8LA, az SLR-LA pedig GAPLA
néven szerepel. Az 1. tablazat ismerteti az IL-8 Luc vizsgalatban mért luciferazaktivitassal
kapcsolatos kifejezések leirdsat. A mért értékek alapjan meghatarozzak az IL8LA
normalizalt értékét (nIL8LA), amely az ILSLA és a GAPLA hanyadosa; az nIL8LA
indukcidjat (Ind-IL8LA), amely a vizsgalati vegyi anyaggal kezelt THP-GS8 sejtek
négyszeresen mért nIL8LA értéke szamtani atlaganak a kezeletlen THP-GS8 sejtek nILSLA
értékeinek szamtani atlagahoz viszonyitott aranya; és a GAPLA gatlasat (Inh-GAPLA),
amely a vizsgalati vegyi anyaggal kezelt THP-GS8 sejtek négyszeresen mért GAPLA érteke
szamtani atlaganak a kezeletlen THP-G8 sejtek GAPLA értékéinek szamtani atlagahoz
viszonyitott ardnya, és amely a citotoxicitds mutatoja.

1. tablazat: Az IL-8 Luc vizsgalatban mért luciferazaktivitassal kapcsolatos kifejezések leirasa

Roviditések  Fogalommeghatarozas

GAPLA A GAPDH promoter aktivitasat tiikr6z6 SLR luciferazaktivitas

ILSLA Az IL-8 promoter aktivitasat tiikkr6zd SLO luciferazaktivitas

nIL8LA ILSLA/GAPLA

Ind-ILSLA A vegyi anyagokkal kezelt THP-G8 sejtek nIL8LA értéke/kezeletlen
sejtek nILSLA értéke

Inh-GAPLA A vegyi anyagokkal kezelt THP-G8 sejtek GAPLA érteke/kezeletlen
sejtek GAPLA értéke

CVO05 A vegyi anyag azon legalacsonyabb koncentracidja, amely 0,05 alatti
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Inh-GAPLA értéket idéz elo.

11. Az IL-8 Luc vizsgalathoz hasonlé in vitro IL-8 luciferdz vizsgalatok validalasanak
megkonnyitéséhez rendelkezésre allnak teljesitményszabvanyok (15), amelyek lehetévé
teszik az OECD 442E vizsgalati irdanymutatdsanak idében torténé modositasat az 1L-8
luciferaz vizsgalatok e vizsgalati irdnymutatasba vald beépitéséhez. Az adatok OECD-
megallapodas szerinti koOlcsonds elfogadasa csak a teljesitményszabvanyoknak
megfeleléen validalt vizsgélatok esetében lesz garantalt, ha e vizsgéalatokat az OECD
feliilvizsgalta €s belefoglalta 442E vizsgalati iranymutatasaba (16).

A JARTASSAG BIZONYITASA

12. A B.71. vizsgalati modszer e fliggelékben ismertetett vizsgalatanak rutinszerli alkalmazésa
elétt a laboratoriumoknak a 3.3. fiiggelékben felsorolt tiz jartassagi tesztanyag in vitro
modszerekre vonatkozo Dbevalt gyakorlatokkal Osszhangban torténd vizsgalataval
igazolniuk kell szakmai jartassagukat (17). Ezenfelill a vizsgélat felhaszndloinak torténeti
adatbazist kell fenntartaniuk, amely tartalmazza a reaktivitasi tesztekbdl (lasd a 15.
pontot), valamint a pozitiv és az olddszeres/vivoanyagos kontrollokbol (lasd a 21-24.
pontot) szarmaz¢ adatokat, ezekkel az adatokkal igazolva a vizsgélat laboratériumon beliili
hosszl tavl reprodukélhatosagat.

ELJARAS
13. Az IL-8 Luc vizsgéalathoz rendelkezésre allnak szabvanymiiveleti eljarasok, amelyeket
alkalmazni kell e vizsgalat végrehajtasa sordn (18). A vizsgélat elvégzésére vallalkozd
laboratériumok a rekombindans THP-G8 sejtvonalat az OECD sablonban szerepld
feltételeknek megfelelden egy anyagatadasi megallapodas alairasat kovetden a GPC Lab.

Co. Ltd. vallalattol (Tottori, Japan) szerezhetik be. A kovetkezd pontok ismertetik a
vizsgalat fO0bb Osszetevdit és eljarasait.

Sejtek elokészitése

14. Az IL-8 Luc vizsgalathoz THP-G8 sejtvonalat kell hasznalni, amely a GPC Lab. Co. Ltd.
vallalattél (Tottori, Japan) szerezhetd be (lasd a 8. és a 13. pontot). A sejteket a
beérkezésiiket kdvetden (2—4 passzalassal) fel kell szaporitani, és homogén allomanyként
fagyasztva kell tarolni. Az ebbdl az allomanybol szarmazo sejteket legfeljebb 12 passzalas
erejéig vagy legfeljebb 6 héten at lehet szaporitani. A szaporitashoz hasznalt kozeg az
RPMI-1640 tapfolyadék, kiegészitve 10 % magzati borju  szérummal (FBS),
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antibiotikumos/antimikotikus oldattal (100 egység/ml penicillin g, 100 ug/ml sztreptomicin
¢és 0,25 pg/ml amfotericin B 0,85 %-os s6oldatban) (pl. GIBCO, kat.szama: 15240-062),
0,15 pg/ml puromicinnel (CAS-szdma: 58-58-2) és 300 ug/ml G418-cal (CAS-szama:
108321-42-2).

15. A vizsgalatban valo felhasznéalasuk elott a sejteket egy reaktivitasi teszt soran mindsiteni
kell. A reaktivitasi tesztet a felolvasztas utdn 1-2 héttel vagy 2—4 passzalast kovetden kell
elvégezni, a pozitiv kontrollanyaggal, vagyis a 4-nitrobenzil-bromiddal (4-NBB) (CAS-
szama: 100-11-8, legalabb 99 %-os tisztasagban) és a negativ kontrollanyaggal, a tejsavval
(LA) (CAS-szadma: 50-21-5, legalabb 85 % tisztasagban). A 4-NBB-nak pozitiv valaszt
(legalabb 1,4-es Ind-IL8LA), a tejsavnak pedig negativ valaszt (1,4-nél kisebb Ind-IL8LA)
kell kivaltania. A vizsgalathoz kizardlag a reaktivitasi tesztben megfelelt sejtek
hasznalhatok. A tesztet a 22—24. pontban leirt eljarasok szerint kell végrehajtani.

16. A vizsgalathoz a THP-G8 sejteket 2-5 x 10° sejt/ml siirliségben atoltjak, majd
sejttenyésztd lombikban 48-96 oran keresztiil elStenyésztik. A vizsgalat napjan a
sejttenyésztd lombikbol begytlijtott sejteket 10 % FBS-t tartalmazo, antibiotikum-mentes
RPMI-1640 tapoldatban atmossdk, majd 10 % FBS-t tartalmazo, antibiotikum-mentes
RPMI-1640 tapoldatban 1 x 10° sejt/ml siiriségben tjraszuszpendaljak. Ezt kovetden a
sejteket 50 pl mennyiségben (lyukanként 5 x 10* sejt stirliségben) elhelyezik egy 96 lyukd,
lapos fenekt fekete lemezben (pl. Costar, kat.szdma: 3603).

A vizsgalati vegyi anyag és a kontrollanyagok elokészitése

17. A vizsgalati vegyi anyagot és a kontrollanyagokat a vizsgalat napjan kell el6késziteni. Az
IL-8 Luc vizsgalatban a vizsgalati vegyi anyagokat X-VIVO™ 15-ben, egy kereskedelmi
forgalomban kaphato, szérummentes tapoldatban (Lonza, 04-418Q) oldjak fel, 20 mg/ml
végsd koncentracioban. Egy mikrocentrifuga csbe toltott 20 mg vizsgélati vegyi anyaghoz
(a vegyi anyag oldhatdsagatdl fiiggetleniil) hozzdadnak annyi X-VIVO™ 15 tipoldatot,
hogy a keverék térfogata 1 ml legyen, majd a keveréket 30 percig, koriilbeliill 20 °C-os
kornyezeti hdmérsékleten intenziv drvénykeverésnek vetik ald és rotorral legfeljebb 8 rpm
sebességen razatjak. Amennyiben a szilard vegyi anyagok ilyen modon nem oldddnak fel,
a csovet ultrahanggal kezelik mindaddig, amig a vegyi anyag teljesen feloldodik vagy
stabilan diszpergalodik. Az X-VIVO™ 15 tapoldatban oldhat6 vizsgalati vegyi anyagok
esetében az oldatot X-VIVO™ 15-ben 5-szords tényez6vel higitjak, és a kapott keveréket a
vizsgalati vegyi anyag X-VIVO™ 15 (4 mg/ml-os) tdrzsoldataként hasznositjak. Az X-
VIVO™ 15 tapoldatban nem oldhaté vizsgalati vegyi anyagok esetében a keveréket ismét
legaldbb 30 percig razatjak, majd 5 percen keresztiil 15 000 rpm (=20 000 g) sebességen
centrifugaljak; a létrejott feliiluszot a vizsgalati vegyi anyag X-VIVO™ 15 térzsoldataként
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hasznositjak. Mas oldoszerek, példaul DMSO, viz vagy a tapfolyadék hasznalatat
tudomanyosan meg kell indokolni. A vegyi anyagok felolddsanak részletes eljarasat a
3.5. fiiggelék ismerteti. A 18-23. pontban leirtak szerint elkészitett X-VIVO™ 15
oldatokat 1 : 1 térfogatszazalék aranyban 0ssze kell keverni a 96 lyuku, lapos feneki fekete
lemezen elkészitett sejtszuszpenziokkal (1asd a 16. pontot).

Az els6 vizsgalatmenet célja a citotoxikus koncentraci6 meghatarozasa és a vegyi anyagok
bérszenzibilizalé potencidljanak felmérése. A vizsgalati vegyi anyagok X-VIVO™ 15
torzsoldataibol X-VIVO™ 15 tapoldattal, kétszeres higitdsi tényezdével oldatsorozatot
készitenek (lasd a 3.5. fiiggeléket) egy 96 lyuku vizsgalati lemezen (pl. Costar, kat.szama:
EW-01729-03). Ezutan lyukanként 50 pl mennyiségi higitott oldatot adagolnak a 96
lyuka, lapos fenekli fekete lemezen elkészitett 50 pul mennyiségli sejtszuszpenziokhoz.
Tehat az X-VIVO ™ 15-ben oldhaté vizsgalati vegyi anyagok esetében a vizsgélati vegyi
anyagok végsd koncentracioértékei a 0,002-2 mg/ml-es tartomanyban helyezkednek el
(3.5. fiiggelék). A 20 mg/ml koncentracioji X-VIVO ™ 15-ben nem oldhaté vizsgélati
vegyi anyagoknal csak a 2 és 2!0 kozotti higitasi tényezd hatdrozhatd meg, a vizsgalati
vegyi anyagok tényleges végs6 koncentracidértékei bizonytalanok, mivel attol fiiggnek,
hogy a vizsgalati vegyi anyagoknak mekkora a telitési koncentracidja az X-VIVO ™ 15
torzsoldatban.

A tovabbi vizsgalatmenetekben (vagyis a masodik, harmadik ¢és negyedik ismétlésben) az
X-VIVO™ 15 térzsoldat koncentracidja négyszerese annak a koncentracioértéknek, amely
az elso kisérlet soran 05-0s sejtéletképességet eredményezett (CV0S; az a legalacsonyabb
koncentraci6, amely 0,05 alatti Inh-GAPLA értéket idéz eld). Amennyiben az elsd
vizsgalatmenetben alkalmazott legmagasabb koncentracional az Inh-GAPLA nem siillyed
0,05 ala, az X-VIVO™ 15 torzsoldatit az elsd vizsgalatmenet legmagasabb

crer

s

(X) (CVO05 higitasi tényezd (X); az a higitasi tényezd, amellyel a torzsoldat CVO0S5 értéket
eredményezd koncentraciora higithato) (lasd a 3.5. fliggeléket). A 20 mg/ml

s

crcr

masodik torzsoldatot készitenek, 4 x CV50 koncentracidban (3.5. fliggelék).

Az X-VIVO™ 15 masodik tdrzsoldatabol 1,5-szords higitasi tényezével készitenek
oldatsorozatot, egy 96 lyukl vizsgalati lemezen. Ezutdan lyukanként 50 pl mennyiségii
higitott oldatot adagolnak a 96 lyuku, lapos fenekii fekete lemez lyukaiba helyezett 50 pl
mennyiségli  sejtszuszpenziokhoz. Minden vizsgédlati vegyi anyag valamennyi

crer
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16 oran at inkubaljdk 37 °C-on, 5 % CO; mellett, majd az alabb leirt mdédon megmérik a
luciferazaktivitast.

Az oldészeres kontroll a lyukanként 50 ul X-VIVO™ 15 és a lyukanként 50 pl, 10 % FBS-
t tartalmazd RPMI-1640 tapoldatban 1€v6 sejtszuszpenzid keveréke.

Az ajanlott pozitiv kontroll a 4-NBB. Egy 1,5 ml-es mikrocentrifuga csében elhelyeznek
20 mg 4-NBB-t, majd hozzaadnak annyi X-VIVO™ 15-6t, hogy a keverék térfogata 1 ml
legyen. A csovet legaldbb 30 percig intenziv Orvénykeverésnek vetik ald és rotorral
legfeljebb 8 rpm sebességen razatjdk. Ezt kovetden a keveréket 5 percig 20 000 g-n
centrifugaljak, majd a feliiliszot 4-szeres tényezével X-VIVO™ 15-tel higitjak, és 500 pl
higitott feliiliszot athelyeznek a 96 lyukt vizsgalati lemez egyik lyukdba. A higitott
feliiluszot 2-szeres és 4-szeres tényezdvel tovabb higitjdk X-VIVO™ 15-tel, majd 50 ul
mennyiségli oldatot adagolnak a 96 lyuku, lapos fenekli fekete lemez lyukaiba helyezett
50 pl mennyiségli THP-G8 sejtszuszpenziokhoz (3.6. fiiggelék). A pozitiv kontroll
valamennyi koncentracidjat 4 lyukban vizsgdljak. A lemez tartalmat lemezrazén
Osszekeverik, és CO» inkubatorban 16 6ran at inkubaljak (37 °C-on, 5 % CO> mellett),

majd a 29. pontban leirt médon megmérik a luciferazaktivitést.

Az ajanlott negativ kontrollanyag a tejsav. Egy 1,5 ml-es mikrocentrifuga csOben
elhelyeznek 20 mg tejsavat, majd hozzaadnak annyi X-VIVO™ 15-6t, hogy a keverék

crer

crer

tényezével X-VIVO™ 15-tel higitjak (4 mg/ml); majd a 4 mg/ml koncentraci6ju
tejsavoldatbol 500 pl mennyiséget athelyeznek a 96 lyuku vizsgalati lemez egyik lyukaba.
Ezt az oldatot 2-szeres tényezével X-VIVO™ 15-tel higitjdk, majd ismét 2-szeres
tényezdvel tovabb higitjak, 2 mg/ml-es és 1 mg/ml-es oldatokat hozva létre. E 3 oldatbol
és a vivBanyagos kontrollbol (X-VIVO™ 15) 50 ul mennyiséget adagolnak a 96 lyuku,
lapos fenekli fekete lemez lyukaiba helyezett 50 ul mennyiségli THP-G8
A lemez tartalmat lemezrdzon dsszekeverik, és CO inkubatorban 16 6ran at inkubaljak (37
°C-on, 5 % CO2 mellett), majd a 29. pontban leirt médon megmérik a luciferadzaktivitast.

. Alkalmazhatok mas, megfelelé pozitiv vagy negativ kontrollok is, ha rendelkezésre allnak

dokumentalt adatok hasonl6 vizsgalatmenet-elfogadhatdsagi kritériumok
szdrmaztatasahoz.

Ugyelni kell az illékony vizsgalati vegyi anyagok elparolgasanak elkeriilésére, valamint a
lyukak vizsgélati vegyi anyagokkal valo keresztszennyezddésének elkeriilésére, példaul a
lemezek befedhetdk folidval a vizsgalati vegyi anyagokkal vald inkubalés eldtt.
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A vizsgalati vegyi anyagokat €s az oldoszeres kontrollt 2—4 vizsgalatmenetben kell
vizsgalni ahhoz, hogy meg Iehessen allapitani a besorolds pozitiv vagy negativ
elorejelzését (lasd a 2. téblazatot). Mindegyik vizsgalatmenetet mas-mas napon, a
vizsgalati vegyi anyaggal frissen készitett X-VIVO™ 15 térzsoldattal és egymastol
figgetlentil begytjtott sejtekkel kell elvégezni. A sejtek szarmazhatnak ugyanabbol a
passzalasbol.

A luciferaz-aktivitas mérése

27.

28.

29.

30.

A lumineszcenciat 96 lyuku mikrolemezhez valé luminométerrel mérik, amelyet optikai
sziirokkel szerelnek fel, pl. Phelios (ATTO, Tokid, Japan), Tristan 941 (Berthold, Bad
Wildbad, Németorszag) és az ARVO sorozat (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). A
reprodukalhatosag biztositasa érdekében a luminométert minden vizsgalat el6tt kalibralni
kell (19). A kalibralashoz rendelkezésre allnak rekombinans, narancssarga és vords fényt
kibocsato luciferazok.

A lemez valamennyi vegyi anyaggal kezelt vagy kezeletlen sejtszuszpenziot tartalmazé
lyukaba helyeznek 100 pl felmelegitett Tripluc® luciferaz vizsgalati reagenst (Tripluc). A
lemezt koriilbeliil 20 °C-os kérnyezeti hdmérsékleten 10 percig razatjdk. Ezutan a lemezt a
luciferaz-aktivitdis méréséhez a luminométerbe helyezik. A  biolumineszcenciat
3 masodpercig mérik optikai szlird nélkiil (FO) és optikai sziirével (F1). Ha példaul a
hasznalt luminométer tipusa miatt ettdl eltérd beallitdsokat alkalmaznak, azt tudomanyosan
indokolni kell.

A mért értékek alapjan meghatarozzak az egyes koncentraciok paramétereit, példaul az
IL8LA, a GAPLA, az nIL8LA, az Ind-IL8LA, az Inh-GAPLA értékét, az ILSLA atlagat
+SD, a GAPLA atlagat £SD, az nIL8LA atlagat +SD, az Ind-IL8LA éatlagat +SD, az Inh-
GAPLA atlagat £SD ¢és az Ind-IL8LA 95 %-o0s konfidenciaintervallumat. Az ebben a
pontban emlitett paraméterek meghatarozasat az I. és a IV. fliggelék tartalmazza.

A mérés eldtt a tobb szint €szleld riporter vizsgalatokban a szinek elkiilonitését altalaban
optikai szlirével — példaul sharp-cut (long-pass vagy short-pass) sziirdvel vagy savsziirdvel
— felszerelt detektorokkal (luminométerrel ¢és lemezolvasoval) végzik. Az egyes
biolumineszcens jelzdszinek kisziiréséhez hasznalt szlirk transzmisszids koefficiensét a
vizsgalatot megelézden a 3.2. fliggelékben foglaltak szerint kalibralni kell.

ADATOK ES JELENTES

Az adatok Kiértékelése
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31. A pozitiv/negativ dontés kritériumai alapjan minden vizsgalatmenetre érvényesek az
alabbiak:

- az IL-8 Luc vizsgalat elorejelzése akkor pozitiv, ha az Ind-ILSLA legalabb 1,4 és az Ind-
IL8LA 95 %-o0s konfidenciaintervallumanak als6 hatarértéke legalabb 1,0;

- az IL-8 Luc vizsgalat eldrejelzése akkor negativ, ha az Ind-IL8LA kisebb mint 1,4 és/vagy
az Ind-IL8LA 95 %-os konfidenciaintervallumanak alsé hatarértéke kisebb mint 1,0.

Elorejelzési modell

32. Azok a vizsgalati vegyi anyagok, amelyek az 1., 2., 3. és 4. vizsgalatmenetben két pozitiv
eredményre vezettek, pozitivnak mindsiilnek, mig azok, amelyek az 1., 2., 3. és 4.
vizsgdlatmenetben hdrom negativ eredményre vezettek, feltételezett negativnak
tekintenddk (2. tablazat). A feltételezett negativ vegyi anyagok kozol azok, amelyek

s

cy ey

nem mindsithetok (1. abra).

2. tablazat: A pozitiv és a feltételezett negativ anyagok azonositasanak kritériumai

1. 2. 3. 4. Végso
vizsgalatmenet vizsgialatmenet vizsgialatmenet vizsgilatmenet elérejelzés
Pozitiv Pozitiv - - Pozitiv
Negativ Pozitiv - Pozitiv
Negativ Pozitiv Pozitiv
Negativ Feltételezett
negativ
Negativ Pozitiv Pozitiv - Pozitiv
Negativ Pozitiv Pozitiv
Negativ Feltételezett
negativ
Negativ Pozitiv Pozitiv Pozitiv
Negativ Feltételezett
negativ
Negativ - Feltételezett
negativ

1. abra: A végs6 dontés elérejelzési modellje
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: Pozitiv ] _ ) .

Vegyi Oldhato Negat(y
anyagok Feltételezett 20 mg/ml-ben ‘ ’
negativ Nem oldhatd [ Nem |
20 mg/m|-ben min6SI'thet6J

Elfogadhatosagi kritériumok

33. Az IL-8 Luc vizsgalat alkalmazasakor az aldbbi elfogadhatésagi kritériumoknak kell
teljesiilnitik.

- Az Ind-IL8LA értékének minden vizsgdlatmenetben a pozitiv kontrollanyag, a 4-NBB

crer

cres

- Azon lemezek adatait, amelyeknél a sejteket €és Tripluc reagenst tartalmazo, de vegyi
anyag nélkiili, kontrollként szolgald lyukak GAPLA értéke nem éri el a csak a vizsgalati
tapoldatot (vagyis lyukanként 50 pl, 10 % FBS-sel kiegészitett RPMI-1640 ¢s lyukanként
50 ul X-VIVO™ 15 keverékét) tartalmazd lyuk GAPLA értékének 5-szordsét, nem szabad
figyelembe venni.

- Szintén nem vehet6k figyelembe azon lemezek adatai, amelyeknél a vizsgalati vagy
kontrollként szolgald vegyi anyagok Osszes koncentracidjanal az Inh-GAPLA kevesebb
mint 0,05. Ez utobbi esetben az elsd vizsgélatot meg kell ismételni, méghozza gy, hogy
az 1ismétlésben alkalmazott legmagasabb végsd koncentracidé az el6z6 vizsgalat
legalacsonyabb végso koncentracidja legyen.

Vizsgalati jegyzokonyv

34. A vizsgélati jegyzOkonyvnek a kovetkezdket kell tartalmaznia:

Vizsgalati vegyi anyagok
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Egy 0sszetevobdl allo anyag:

- kémiai azonositasa, példaul IUPAC- vagy CAS-név (nevek), CAS-szam(ok), SMILES-
vagy InChl-kéd, szerkezeti képlet és/vagy mas azonositok alapjan;

- fizikai megjelenés, vizoldékonysag, molekulatomeg, valamint tovabbi relevans fizikai-
kémiai tulajdonsagok, amennyiben rendelkezésre allnak;

- tisztasag, valamint adott esetben ¢és amennyiben a gyakorlatban megvalosithatd, a
szennyezddések kémiai azonositdja stb.;

- vizsgalat el6tti kezelés, ha tortént ilyen (pl. melegités, 6rlés);

- oldhatosag X-VIVO™ 15-ben. Az X-VIVO™ 15-ben oldhatatlan vegyi anyagok esetében:
a centrifugalast kovetden megfigyeltek-e kicsapddast vagy flotaciot;

- vizsgalt koncentracio(k);
- tarolasi feltételek és stabilitds, amennyiben rendelkezésre allnak;
- nem X-VIVO™ 15 hasznalata esetén az olddszer/vivéanyag kivalasztasanak indokoldsa

minden egyes vizsgalati vegyi anyag esetében.

Tobb 0sszetevobol allé anyagok, UVCB-k és keverékek:

- amennyiben lehetséges, az Osszetevok kémiai azonositojaval (lasd fent), tisztasagaval,
mennyiségi eléfordulasaval és relevans fizikai-kémiai tulajdonsagaival (lasd fent)
jellemezve; amennyiben rendelkezésre allnak;

- fizikai megjelenés, vizoldékonysag és a tovabbi relevans fizikai-kémiai tulajdonsagok,
amennyiben rendelkezésre allnak;

- molekulatomeg vagy latszolagos molekulatomeg ismert Osszetételli keverékek/polimerek
esetén, vagy a vizsgalat lebonyolitasa szempontjabol relevans egyéb informacio;

- vizsgalat el6tti kezelés, ha tortént ilyen (pl. melegités, 6rlés);

- oldhatésdgg X-VIVO™ 15-ben. Az X-VIVOTM 15-ben oldhatatlan vegyi anyagok
esetében: a centrifugalast kovetden megfigyeltek-e kicsapodast vagy flotaciot;

- vizsgalt koncentracio(k);
- tarolasi feltételek és stabilitas, amennyiben rendelkezésre allnak.
- nem X-VIVO™ 15 hasznalata esetén az olddszer/vivéanyag kivalasztasanak indokolasa

minden egyes vizsgalati vegyi anyag esetében.

Kontrollok
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Pozitiv kontroll

kémiai azonositasa, példaul I[UPAC- vagy CAS-név (nevek), CAS-szam(ok), SMILES-
vagy InChl-kéd, szerkezeti képlet és/vagy mas azonositok alapjan;

fizikai megjelenés, vizben vald oldhatésag, molekulatomeg, valamint tovabbi relevans
fizikai-kémiai tulajdonsagok, amennyiben rendelkezésre allnak és sziikség szerint;

tisztasdg, valamint adott esetben és amennyiben a gyakorlatban megvaldsithato, a
szennyezddések kémiai azonositdja stb.;

vizsgalat eldtti kezelés, ha tortént ilyen (pl. melegités, Orlés);

vizsgalt koncentracio(k);

tarolasi feltételek és stabilitds, amennyiben rendelkezésre 4llnak;

adott esetben hivatkozas a pozitiv torténeti kontrollok eredményeire, amelyek a

vizsgalatmenet elfogadhatosagi kritériumainak valé megfeleléséget bizonyitjak.

Negativ kontroll:

kémiai azonositasa, példaul [UPAC- vagy CAS-név (nevek), CAS-szam(ok) és/vagy mas
azonositok alapjan;

tisztasdg, valamint adott esetben és amennyiben a gyakorlatban megvalosithato, a
szennyezddések kémiai azonositdja stb.;

fizikai megjelenés, molekulatdbmeg, valamint tovabbi relevans fizikai-kémiai
tulajdonsdgok, amennyiben a  vizsgdlati irdnymutatisban  emlitett negativ
kontrollanyagoktol eltér6 negativ kontrollanyagok hasznalatosak, és amennyiben
rendelkezésre allnak;

tarolasi feltételek €s stabilitas, amennyiben rendelkezésre 4llnak;

az oldoszer kivalasztasanak indoklasa minden egyes vizsgalati vegyi anyag esetében.

Vizsgalati kériilmények

a megbizo, a vizsgalatot végzo laboratorium és a vizsgalatvezetd neve és cime;
az alkalmazott vizsgalat leirasa;

hasznalt sejtvonal, taroldsi feltételei €s eredete (példaul az a létesitmény, ahonnan azt
beszerezték);

a magzati borji szérum gyartasi szama ¢€s eredete, a forgalmazé neve, a 96 lyukt, lapos
fenekli fekete lemez gyartasi szama, valamint a Tripluc reagens gyartasi szama;
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a vizsgalathoz hasznalt sejtek passzaldsanak szdma ¢€s stirlisége;

a vizsgalat elott a leoltdshoz alkalmazott sejtszamlalasi modszer és a homogén sejtszam-
eloszlas biztositasa érdekében hozott intézkedések;

az alkalmazott luminométer (példaul modell), beleértve a miiszer bedllitasait, a hasznalt
luciferdz szubsztratot, valamint a megfeleld lumineszcencia-mérések szemléltetése a
3.2. fiiggelékben ismertetett kontrollvizsgalat alapjan;

a vizsgalat végrehajtasdban vald laboratériumi jartassag bizonyitasara alkalmazott eljaras
(példaul jartassagi tesztanyagok vizsgalataval) vagy a vizsgdlat idével reprodukélhatd
végrehajtasanak bizonyitasara alkalmazott eljaras.

A vizsgalat menete

az alkalmazott replikdtumok és vizsgalatmenetek szama;

a vizsgalati vegyi anyag koncentracioi, alkalmazasi eljarasa és az expozicids id6 (ha eltér
az ajanlottol);

az alkalmazott értékelési és dontési kritériumok leirasa;
az alkalmazott vizsgalat-elfogadhatosagi kritériumok leirasa;

a vizsgalati eljaras barmilyen véltoztatasanak leirasa.

Eredmények

az IL8LA és a GAPLA mért értékei;
az nIL8LA, az Ind-IL8LA ¢és az Inh-GAPLA kiszamolt értékei;
az Ind-IL8LA 95 %-os konfidenciaintervalluma;

a luciferaz-aktivitads indukciojara és az életképességre vonatkozo dozis-valasz gorbéket
abrazolo grafikon;

adott esetben barmely mas relevans észrevétel leirasa.

Az eredmények targyalasa

az IL-8 Luc vizsgalattal kapott eredmények targyalasa;

a vizsgalat eredményeinek integralt vizsgalati és értékelési megkdzelités keretében torténd
targyaldsa, amennyiben rendelkezésre allnak mas relevans informaciok.

Kovetkeztetés
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3.1. fiiggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Pontossag: a vizsgalattal kapott eredmények és az elfogadott referenciaértékek kozotti
egyezés mértéke. A vizsgalat megfeleldoségének mutatdja, és relevancidjanak egyik
szempontja. A kifejezés gyakran hasznalatos az ,,egyezés” sz6 megfeleldjeként, amely arra
utal, hogy egy adott vizsgalat milyen aranyban szolgaltat helyes eredményeket (16).

Karos kimeneti it (Adverse Outcome Pathway, AOP): valamely megcélzott vegyi anyag
vagy hasonld vegyi anyagok csoportjdnak kémiai szerkezetébdl kiinduld, a molekularis
kivalté eseményen keresztiil az érintett in vivo eredményig végbemend eseménysorozat
(20).

Vegyi anyag: anyag vagy keverék.

CV05: 05-06s életképesség, vagyis az a legalacsonyabb koncentracid, amelynél a vegyi
anyag az Inh-GAPLA 0,05 alatti szintjét idézi elo.

FInSLO-LA: az Ind-IL8LA értékre utald rovidités, amelyet az IL-8 Luc vizsgélatra
vonatkoz6 validalasi jelentésben és korabbi publikaciokban hasznaltak. Meghatarozasat lasd
az Ind-IL8LA cimsz¢ alatt.

GAPLA: a stabil voros luciferaz (SLR) luciferaz-aktivitidsa (Amax = 630 nm), amelyet a
GAPDH promoter szabalyoz, és amely a sejtéletképességrol €s az eld sejtek szamarol nyujt
felvilagositast.

Veszély: valamely anyag vagy helyzet azon sajatossaga, hogy karos hatdsokat képes
eldidézni az €16 szervezet, rendszer vagy (al)populacio anyagnak vald expozicidjakor.

Integralt vizsgalati és értékelési megkozelités: valamely vegyi anyag vagy vegyianyag-
csoport veszélyeinek azonositasdhoz (potencial), jellemzéséhez (hatdserdsség) és/vagy
biztonsagi értékeléséhez (potencidl, hatiserdsség €s expozicid) alkalmazott strukturalt
megkozelités, amely stratégiai szempontbol beépit és mérlegel minden olyan relevans
adatot, amely hozzajarul a lehetséges veszélyre és/vagy kockdzatra és/vagy a tovabbi
céliranyos ¢és ezért minimalis vizsgalat sziikségességére vonatkozd szabalyozoi
dontéshozatalhoz.

II-SLR-LA: az Inh-GAPLA értékre utald rovidités, amelyet az IL-8 Luc vizsgélatra
vonatkoz6 validalasi jelentésben és korabbi publikaciokban hasznaltak. Meghatarozasat lasd
az Inh-GAPLA cimsz¢ alatt.

IL-8 (Interleukin-8): endotelidlis sejtekbdl, fibroblasztokbol, keratinsejtekbdl,
makrofagokbol és monocitdkbol szarmazo citokin, amely a neutrofilek és a T-sejt limfocitak
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kemotaxisat idézi elo.

IL8LA: a stabil narancssarga luciferaz (SLO) luciferaz-aktivitasa (Amax = 580 nm),
amelyet az IL-8 promoter szabalyoz.

Ind-IL8LA: az IL8LA indukciés faktora. Meghatarozasdhoz elosztjadk a vegyi anyaggal
kezelt THP-G8 sejtek nIL8LA értékét a nem stimulalt THP-G8 sejtek nIL8LA értékével, az
Ind-IL8LA a vegyi anyagok altal eldidézett IL-8 promoter aktivitas mutatdja.

Inh-GAPLA: A GAPLA gatlasa. Meghatarozasahoz elosztjak a vegyi anyaggal kezelt
THP-GS8 sejtek GAPLA értékét a nem kezelt THP-G8 sejtek GAPLA értékével, az Inh-
GAPLA a vegyi anyagok altal eldidézett citotoxicitas mutatdja.

Minimalis indukcios kiiszobérték (MIT): az a legalacsonyabb koncentraci6, amelynél a
vegyi anyag eleget tesz a pozitiv besorolés kritériumainak.

Keverék: két vagy tobb anyagot tartalmazo elegy vagy oldat.

Egy osszetevobol allé anyag: olyan, a mennyiségi dsszetétele alapjan meghatarozott anyag,
amelyben az egyik {6 Osszetevo legalabb 80 tomegszazalékban van jelen.

Tobb oOsszetevobél allé anyag: olyan, a mennyiségi Osszetétele alapjan meghatarozott
anyag, amelyben egynél tobb {6 Osszetevd tobb mint 10 tomegszazalékban, de 80
tomegszazalékot nem meghalado koncentracioban van jelen. A t6bb sszetevObdl allo anyag
gyartasi folyamat eredménye. A keverék €s a tobb Osszetevobdl allo anyag kozott az a
kiilonbség, hogy a keverék két vagy tobb anyag dsszekeverésével, kémiai reakcid nélkiil jon
létre. A tobb Osszetevobdl 4ll6 anyag kémiai reakcid eredménye.

nIL8LA: az IL-8 promoter aktivitasat tiikr6z6 SLO luciferaz-aktivitds (ILSLA) a GAPDH
promoter aktivitasat tikkr6z6 SLR luciferaz-aktivitdssal (GALPA) normalizalva. A
sejtéletképesség és a sejtszam figyelembevételét kovetd IL-8 luciferaz-aktivitas mutatoja.

nSLO-LA: az nlL8LA értékre utald rovidités, amelyet az IL-8 Luc vizsgalatra vonatkozo
validalasi jelentésben és korabbi publikaciokban hasznaltak. Meghatarozasat lasd az
nIL8LA cimsz6 alatt.

Pozitiv kontroll a vizsgalati rendszer valamennyi alkotéelemét tartalmazo, ismert pozitiv
hatast kivaltdé anyaggal kezelt replikatum. Annak biztositasa érdekében, hogy a pozitiv
kontrollban jelentkezd hatas idébeli valtozasat fel lehessen mérni, a pozitiv hatds nem lehet
tulsagosan erdteljes.

Pre-hapténok: abiotikus atalakulas révén szenzibilizalova valé vegyi anyagok.

Pro-hapténok: olyan vegyi anyagok, amelyek enzimatikus aktivaciot igényelnek
bdrszenzibilizald hatasuk kifejtésehez.
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Relevancia: a vizsgalat és a vizsgalt hatas kapcsolatat adja meg, valamint azt, hogy van-e a
vizsgalatnak az adott cél szempontjabol értelme €és haszna. Azt tiikkrézi, hogy a vizsgalat
mennyire pontosan méri vagy jelzi elére a vizsgalt biologiai hatdst. A relevancia
meghatarozasa sordn a vizsgalat pontossagat (az eredmények egyezését) figyelembe kell
venni (16).

Megbizhatésag: a vizsgalat laboratoriumon beliilli és laboratoriumok kozotti idobeli
reprodukélhatésdganak mértéke ugyanazon protokoll alkalmazasa mellett. Megéllapitasa a
laboratériumon beliili és a laboratériumok kozotti reprodukdlhatésag, valamint a
laboratériumon beliili megismételhetdség kiszamitasaval torténik (16).

Vizsgalatmenet: egy vizsgilatmenet sordan egy vagy tobb vizsgalati vegyi anyagot
vizsgalnak egy parhuzamos oldészeres/vivéanyagos kontrollal és egy pozitiv kontrollal.

Erzékenység: az Osszes olyan pozitiv/aktiv vegyi anyag aranya, amelyet a vizsgalat
helyesen sorolt be. A kategorikus eredményt add vizsgalati modszerek pontossaganak
mutatdja, valamint fontos szempont a vizsgalati modszerek relevancidjanak megitélésében

(16).

SLO-LA: az IL8LA értékre utald rovidités, amelyet az IL-8 Luc vizsgalatra vonatkozo
validalasi jelentésben és korabbi publikaciokban hasznaltak. Meghatarozasat lasd az ILSLA
cimszo alatt.

SLR-LA: a GALPA értékre utalo rovidités, amelyet az 1L-8 Luc vizsgélatra vonatkozo
validalasi jelentésben és korabbi publikdciokban hasznéltak. Meghatarozéasat 1asd a GAPLA
cimszo alatt.

Oldoszeres/vivéanyagos kontroll: valamely vizsgalati rendszernek a vizsgéalati vegyi
anyagon kiviili 0sszes OsszetevOjét tartalmazo kezeletlen minta, amely azonban magéiban
foglalja az alkalmazott oldoszert/vivoanyagot. Az ugyanabban az
oldoszerben/vivéanyagban feloldott vagy stabilan diszpergalt vizsgalati vegyi anyaggal
kezelt mintdk esetében a kiindulasi érték 1étrehozasahoz haszndalatos. Parhuzamos tapoldatos
kontrollal elvégzett vizsgadlata esetén ez a minta azt is bizonyitja, hogy az
oldoszer/vivéanyag kolcsonhatasba 1ép-e a vizsgalati rendszerrel.

Specificitas: a vizsgalat elvégzésével helyesen besorolt 6sszes negativ/inaktiv vegyi anyag
aranya. A kategorikus eredményt add vizsgéalati modszerek pontossdganak mutatoja,
valamint fontos szempont a vizsgalati modszerek relevancidjanak megitélésében (16).

Anyag: természetes allapotban el6forduld vagy termeléfolyamatbdl szarmazd kémiai
elemek és azok vegyiiletei, amelyek a termék stabilitdsanak megdérzéséhez sziikséges
adalékanyagokat ¢és az alkalmazott folyamatbol szdrmazd szennyezddéseket is
tartalmazhatnak, de nem tartalmaznak olyan oldoszereket, amelyek az anyag stabilitasanak
befolyésolasa vagy dsszetételének megvaltozasa nélkiil elkiilonithetok.
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Feliiletaktiv anyag: olyan anyag (példdul mososzer), amely csokkentheti a folyadékok
feliileti fesziiltségét, ¢és igy lehetévé teszi, hogy habozzanak vagy athatoljanak szilard
anyagokon; nedvesitoszerként is ismert. (TG437)

Vizsgalati vegyi anyag: barmely, e mdodszer alkalmazaséaval vizsgalt anyag vagy keverék.

THP-G8: az IL-8 Luc vizsgalatban hasznalt IL-8 riporter sejtvonal. A human
makrofagszeri THP-1 sejtvonalat transzfektaltak az IL-8 promoterrel szabalyozott stabil
narancssarga luciferaz (SLO) luciferaz génnel és a GAPDH promoterrel szabalyozott stabil
voros luciferaz (SLR) luciferdz génnel.

A vegyi anyagok osztalyozasanak és cimkézésének az Egyesiilt Nemzetek Szervezete
altal globalisan harmonizalt rendszere (ENSZ-GHS): a vegyi anyagoknak (anyagoknak
¢s keverékeknek) a fizikai, egészségi és kornyezeti veszélyek szabvanyositott tipusai €s
szintjei szerinti osztidlyokba sorolasara ¢és megfeleld kommunikacios elemekkel (példaul
piktogramokkal, figyelmeztetésekkel, figyelmeztet6 mondatokkal, ¢vintézkedésekre
vonatkoz6 mondatokkal és biztonsagi adatlapokkal) torténd jelolésére javaslatokat
megfogalmazd rendszer, amelynek célja, hogy az emberek (koztik a munkaltatok, a
munkavallalok, a fuvarozok, a fogyasztok és a siirgdsségi segélyszolgalatok) és a kdrnyezet
megovasa érdekében egységesitse a vegyi anyagok karos hatasaira vonatkozé informéaciok
tovabbitasat (21).

UVCB: ismeretlen szerkezetli vagy valtozo Osszetételli, 0sszetett reakcioban keletkezett
vagy bioldgiai eredetli anyagok.

Ervényes vizsgalati médszer: olyan vizsglat, amely kellden relevansnak és
megbizhatonak mindsiil egy adott célra, és amely tudomanyosan megalapozott elveken
alapul. Egy-egy vizsgalat abszolut értelemben soha nem érvényes, kizarolag meghatarozott
céllal osszefiiggésben.
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3.2. fiiggelék

A LUCIFERAZ-AKTIVITAS MERESENEK ES AZ SLO/SLR MERESEHEZ
HASZNALT OPTIKAI SZURO TRANSZMISSZIOS KOEFFICIENSE
MEGHATAROZASANAK ELVE

Tobb riportert alkalmazo vizsgalati rendszer — Tripluc — hasznélhato, tobb szint
detektalasara képes rendszerrel miikodé mikrolemez tipust luminométerrel, amely
felszerelhetd optikai sztirdvel (pl. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer),
Tristar LB941 (Berthold)). A mérések soran hasznalt optikai szlir6 600—620 nm-es long
vagy short pass sziird, illetve 600—700 nm-es savsziiro.

Két kiilonbozo szinii luciferaz mérése egy optikai sziirovel

Az alabbi példaban Phelios AB-2350 (ATTO) tipusu szlrdt haszndltak. Ez a
luminométer az SLO (Amax = 580 nm) és az SLR (Amax = 630 nm) lumineszcens
jeleinek megkiilonboztetésére egy 600 nm-es long pass sziirét alkalmaz (R60 HOYA
Co., 600 nm-es LP, 1. sziird).

A 600 nm-es LP-szilir6 transzmisszids koefficiensének meghatdrozasahoz tisztitott SLO
¢s SLR luciferdz enzim hasznalatdval megmérik 1) az SLO ¢és az SLR
biolumineszcencidjanak intenzitasat sziré nélkil (F0), i) az SLO ¢és az SLR
biolumineszcencidjanak intenzitdsat 600 nm-es LP-szlir6bn (1. szlir6n) keresztiil,
valamint 1i1) kiszamoljak a 600 nm-es LP-szlir6 alabbi transzmisszios koefficienseit az
SLO és az SLR méréséhez.

Transzmisszios koefficiensek Révidites Meghatarozas

5LO 1. szdird kOpgp a szlrd transzmisszios
transzmisszios koefficiense az SLO
koefficiens esetében

SLR 1. szdird kRpgo a szlrd transzmisszios
transzmisszios koefficiense az SLR esetében
koefficiens

Ha a vizsgélati minta SLO intenzitasat O-val, SLR intenzitasat R-rel jeloljiik, akkor i) a
fény (optikai) sziir6 nélkiili intenzitdsa (FO) és ii) a 600 nm-es LP-sziirén (1. szlir6n)
keresztiil halado fény intenzitasa (F1) az aldbbiak szerint hatdrozhatd meg.

FO=O+R

F1=kOres0 x O + kRr6o x R

Ezeket a képleteket az alabbi modon is fel lehet allitani:
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<FO> ( 1 1 )(O>
F1 KOpso  KRpgo/ \R

Ezt kovetden a kiszamitott transzmisszids tényezok (kOrso €s KRreo), valamint a mért
FO és F1 alapjan kiszamolhat6 az O ¢és az R értéke:

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

A transzmisszios tényezo meghatarozasahoz hasznalat eszk6zok és modszerek
(1) Reagensek

Az egyes tisztitott luciferaz enzimek:

Liofilizalt tisztitott SLO enzim
Liofilizalt tisztitott SLR enzim

(amelyeket a validalasi tevékenységek céljara a GPC Lab. Co. Ltd. vallalattol
(Tottori, Japan) szereztek be, a THP-GS sejtvonallal egyiitt)

Vizsgalati reagens:

Tripluc® luciferdz vizsgalati reagens (beszerezhetd példaul: TOYOBO, kat.szama:
MRA-301)

Tépoldat: a luciferaz vizsgalathoz (30 ml, 2—8 °C-on tarolva)

Végsé konc. | Sziikséges
Reagens Konc. )

tapoldatban mennyiség
RPMI-1640 | - - 27 ml
FBS - 10 % 3ml

(2) Az enzimoldat elkészitése

Csobe helyezett liofilizalt tisztitott luciferdz enzimet oldjunk fel 10 tomegszazalékos
glicerinnel kiegészitett, 200 ul mennyiségli 10 ~ 100 mM Tris/HCI-dal vagy
Hepes/HCl-dal (pH-értéke: 7,5 ~ 8,0), majd az enzimoldatot 10 ul mennyiségben
adagoljuk ki 1,5 ml-es eldobhatd csdvekbe, és taroljuk fagyasztoban, -80 °C-on. A
fagyasztott enzimoldat akdr 6 honapig is felhasznalhatd. Felhasznalasukkor az
enzimoldatot tartalmazd csovekhez adjunk hozzd 1ml-t a luciferaz vizsgalat
tapoldatabol (10 % FBS-sel kiegészitett RPMI-1640), igy egy higitott enzimoldatot
kapunk, amelyet az enzim deaktivacidjanak megel6zése érdekében jégen kell tartani.
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(3) A biolumineszcencia mérése

Olvasszuk fel a Tripluc® luciferaz vizsgalati reagenst (Tripluc), és tartsuk

szobahdmérsékletli vizfiirddben vagy szobahémérsékletii levegdn. A fotomultiplikator
stabilizalodasa érdekében a mérés eldtt 30 perccel kapcsoljuk be a luminométert.
Helyezziink at 100 pl feloldott enzimoldatot egy fekete 96 lyuku (lapos fenekii)
lemezre (az SLO referenciamintajat a Bl, B2 ¢és B3 Ilyukakba, az SLR
referenciamintajat pedig a D1, D2 és D3 lyukakba). Ezt kdvetden pipettaval adagoljunk
100 ul felmelegitett Tripluc reagenst a lemez feloldott enzimoldatot tartalmazé
valamennyi lyukdba. Lemezrazon razassuk a lemezt szobahdmérsékleten (kb. 25 °C-
on) 10 percig. Ha a lyukakban 1év6 oldatokban buborékok keletkeznének, tavolitsuk el
azokat. Helyezziik a lemezt a luciferaz-aktivitdis méréséhez a luminométerbe. A
biolumineszcencidt 3 masodpercig mérik optikai sziird nélkiil (FO) és optikai szlirdvel
(F1).

Az optikai szlir0 transzmisszios koefficiensét az alabbi modon hatarozhatjuk meg:

Transzmisszids koefficiens (SLO (kOre0)) = (B1-nél mért F1+ B2-nél mért F1+ B3-nal
mért F1) / (B1-nél mért FO + B2-nél mért FO + B3-nal mért FO)

Transzmisszids koefficiens (SLR (kOre0)) = (D1-nél mért F1+ D2-nél mért F1+ D3-nal
mért F1) / (D1-nél mért FO + D2-nél mért FO + D3-nal mért FO)

Az ily modon meghatarozott transzmisszids tényezok az adott luminométerrel végzett
valamennyi méréshez felhasznéalhatok.

A berendezések mindség-ellendrzése

Az IL-8 Luc vizsgélati protokollban leirt eljarasokat kell hasznalni (18).
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3.3. fiiggelék

JARTASSAGI TESZTANYAGOK

A B.71. vizsgélati mddszer e fiiggelékben ismertetett vizsgalatdnak rutinszerti alkalmazasa
elétt a laboratoriumoknak igazolniuk kell szakmai jartassdgukat oly moddon, hogy az
1. tablazatban javasolt 10 anyagra vonatkozdan az IL-8 Luc vizsgélattal varhato eldrejelzést
kapjak meg, tovabba a 10 jartassadgi tesztanyag koziil legaldbb 8 esetében
referenciatartomanyba eso értékeket kapnak (e jartassagi tesztanyagokat tigy valasztottak ki,
hogy a bdrszenzibilizacid veszélye esetén bekdvetkezd valaszreakciok teljes tartoméanyat
képviseljék). A kivalasztas tobbi kritériuma az volt, hogy a vegyi anyagok kereskedelmi
forgalomban beszerezhetdk legyenek, azokra vonatkozéan kivaldé mindségli in vivo
referenciaadatok alljanak rendelkezésre, és az IL-8 Luc vizsgalat alapjan kivalé mindségl in
vitro adatok élljanak rendelkezésre. Az IL-8 Luc vizsgalathoz rendelkezésre allnak publikalt
referenciaadatok is (6) (1).

1. tablazat: Az IL-8 Luc vizsgalatban val6 szakmai jartassag bizonyitdsdhoz ajanlott anyagok

allapot IL-8 Luc  Referenciatartomany
o e ) 3
Jirtassigi CAS- ~ 20mg/ml In vivo elérejelzés (pg/ml)
tesztanyagok szam Oldhatésagi X- 16reielzés! I8
yag VIvOols-  €lOre€)elzes CVo05* Luc
ben MITS
2,4-dinitro-Kl6r- 9- Gjilard  Oldhatatlan SZeMZRIIZAl0 oy L 0339 0523
benzol 00-7 (széls6ségesen)
Formaldehid >0- Folyadék Oldhato Szenzab ilizalo Pozitiv 9-30 4-9
00-0 (er6sen)
2- 149- o Szenzibilizalo iy
merkaptobenzotiazol  30-4 Szilard Oldhatatlan (mérsékelten) Pozitiv 250-290 60-250
Etilén-diamin 107 Eolyadsk  Oldhate  S7en@ibilizald o i 500-700  0,1-04
15-3 (mérsékelten)
Etilén-glikol- 97- . Szenzibilizalo .,
dimetakrilat 90-5 Folyadék Oldhatatlan (enyhén) Pozitiv > 2000 0,04-0,1
4-allil-anisol 140- , Szenzibilizalo ., 0,01-
(esztragol) 67-0 Folyadék  Oldhatatlan (enyhén) Pozitiv > 2000 0,07
Sztreptomicin- 3810- o , Nem .
szulfat 74-0 Szilard Oldhato szenzibilizalo Negativ >2000 > 2000
Glicerin 56 Folyadék  Oldhato Nem Negativ  >2000  >2000
¢ 81-5 olyade ° szenzibilizalo c8
Izopropanol 67" Folyadék  Oldhato Nem Negativ  >2000  >2000
opropano 63-0 otyade ° szenzibilizalo c8

Roviditések: CAS-szam = Vegyianyag Nyilvantartasi Szolgalat (CAS) nyilvantartasi szam.

Az in vivo hataserésség levezetése az ECETOC éltal javasolt kritériumok segitségével torténik (19).

2A megfigyelt dokumentalt értékek alapjan (1) (6).
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3A CVO05 és az IL-8 Luc MIT értékét az EPI Suite™ altal megadott vizoldékonység alapjan szamitottak ki.
4CV05: az a legalacsonyabb koncentraci6, amelynél a vegyi anyag az Inh-GAPLA 0,05 alatti szintjét idézi el6.

SMIT: az a legalacsonyabb koncentracio, amelynél a vegyi anyag eleget tesz a pozitiv besorolds kritériumainak.
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3.4. fiiggelék

INDEXEK ES DONTESI KRITERIUMOK
nILSLA (nSLO-LA)

Az ILSLA (SLO-LA) és a GAPLA (SLR-LA) tekintetében megmérik az i. koncentracio (i =
0-11) j. ismétlését (j = 1-4). A normalizalt IL8LA, vagyis az nILSLA (nSLO-LA), az
alabbiak szerint hatdrozhat6 meg:

Ez a vizsgalat alapvetd mutatoja.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

Az ismétlés atlagos nILS8LA (nSLO-LA) értékének az i. koncentracidban tapasztalt
novekedési faktora Osszevetve a 0. koncentracié nodvekedési faktoraval, ez a vizsgalat
elsddleges mutatoja. A két novekedési faktor ardnya az alabbi egyenlettel irhato le:

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

A vezetd laboratérium javaslata szerint az 1,4-es érték a vizsgalati vegyi anyag pozitiv
besorolasat eredményezi. Ez az ért€k a vezetd laboratorium dokumentalt adatainak
vizsgalatan alapul. Az adatkezeld csoport ezt az értéket hasznalta a validalasi tanulméany
valamennyi szakaszaban. Az elsddleges eredmény, az Ind-IL8LA a két szdmtani 4tlag
aranya, ahogyan az az egyenletbdl is latszik.

95 %-o0s konfidenciaintervallum (95 % CI)

Az Ind-IL8LA ardnyon alapuld 95 %-os konfidenciaintervallum (95 % CI)
megbecsiilésével kimutathatd az elsddleges eredmény mérésének pontossaga. Amennyiben
a 95 %-os konfidenciaintervallum alsd hatarértéke legalabb 1, az arra utal, hogy az 1.
koncentracional elért nILS8LA érték jelentdsen nagyobb az oldoszeres kontroll nILSLA
értekénél. A 95 %-os konfidenciaintervallum meghatarozasdnak tobb modja is létezik.
Ebben a vizsgélatban az tigynevezett Fieller-tételt alkalmaztuk. E tétel alapjan a 95 %-os
konfidenciaintervallumot az alabbi egyenlet segitségével hatarozhatjuk meg:

—B — VB2 —4AC —B + VB% —4AC
2A ’ 2A '

ahol:
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52 2 sd% Sv S =2 2 Sd}zfi "
A= X5 — 97500 Xn_o' B=-2XxXxXy, C=yj ~ Yoo7s) X €S Mo =4,

y1

Xo = (1/n) x ¥;nIL8LAy;, sdf ={1/(n, — 1)} x ¥;(nIL8LA,; — xo)z,

ny; =4, §; = (1/ny;) x ¥j(nIL8LA;;), sd; = {1/(ny; — 1)} x ¥;(nIL8LA; — _vi)z.

a t,475,) a centralis t eloszlas 97,5. percentilise y szabadsagfokkal, ahol

) 1004 (2

ng l'lyi no ny

) /(g = D)}

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Az Inh-GAPLA az ismétlés i. koncentracidjaban mért atlagos GAPLA (SLR-LA) érték és az
oldészeres kontroll atlagos GAPLA (SLR-LA) értékének ardnya, amely az alabbi
egyenlettel irhato le:

Inh — GAPLA; = {(1/4) X X; GAPLA;;}/{(1/4) X X; GAPLA,;}.
Mivel a GAPLA az nIL8LA nevezdje, a szélsdségesen alacsony értékek az nIL8LA nagy

variabilitasat jelzik. Ezért el6fordulhat, hogy a szélsOségesen alacsony (0,05-nal kisebb)
Inh-GAPLA értékkel rendelkez6 Ind-ILSLA értékek csekély pontossaguak.
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3.5. fiiggelék

AZ IL-8 LUC VIZSGALATBAN A VEGYI ANYAGOK FELOLDASARA ALKALMAZOTT
MODSZEREK SEMATIKUS ABRAJA

crer
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Ha a vegyi anyag oldodik X-VIVO™ 15-ben
(1. vizsgalatmenet) 5-szeres hlnltaSItern,'ezn
20 mg/ml Tarzsoldat (4
2-szeres higitasitényezd mg/ml)

uuuuuuuuuuaé

1 mg/m 4 mzfm
2 mgm

l Adjuk hozzaa 96 yukd lemezben I&vd sejtszuszpenziohoz

e b b

0.5 mgfm 1 mgfm

1 m=m

Hatarozzuk meg a legmagasabb koncentracict az alabbi kisérletekben

CW05; ar a legalacsonyabb koncentracio, amelynél
zz Inh-GAPLY <0,05 [térzsoldat x 1/higitasi tényezd
(¥ koncentraciol

Ink-GAPL A

% '///
N
|

A 7.3 &5 4 kistrlet vegsd koncentracitja
g8 —=m—=m————== Lmg/mil 4 mgfm

05 mgiml 2 mgfm

2., 3. vagy 4. —
higitas
XVIVO™ 15 kontroll o 1:-c 4::-c CVO5 (torzsoldat :-c le“K
négyszeres koncentracicja)

Eauuuaaauu&

Adjuk hozzd a 98 lyukd lemezben Evd sejtekhez

2nCVO5

= e e e e e e e e e

b) A 20 mg/ml koncentraci6ji X-VIVO™ 15-ben nem 0ld6do6 vegyi anyagok esetében
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Ha a vegyi anyag nem oldodik X-vIivo™ 15- I
.. Razatas és
ben (1. vizsgalatmenet) . 20 mg/meentrifugalas Feliliszd

A dilution factor of 2 (Térzsoldat)

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁé

xiH0z4 x1/258
x1/512 x11 28 x1/32 x1ig

",Adjuk hozza a 96 lyukd lemezben lEvd

Sy O

%1/2043 *1/512 x11128 x1/32 X113 x112 L
0 *111024 x1/256 x1/64 x1/16 x114 Veégsdoldat

T CV05; az a legalacsonyabb koncentracio, amelyneél
N ar Inh-GAPLA <0,05 (térzsoldat x 1/higitasi tenyezd
. _\\ (¥) koncentracio)

A& 2.3 s d kissret veesd konos ntracic

INh-GAPLA

x1/2048 === xs  x12
] xl0z4 w18 x4
1/X
2., 3. vagy 4. —
higitas
HWMO™ 15 kantrall 1x dx CVOS (torzsoldat x 1%
1,5-zzeres higitasi tényezd négyszeres koncentraciaja)

e e e e e e e e e

Adjuk hozza a 96 yukl lemezben lévd sejtekhez

l 2xCNO5
b b b b b e bl £
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3.6. fiiggelék

AZ IL-8 LUC VIZSGALATBAN A POZITiV KONTROLLANYAGKENT SZOLGALO 4-
NBB FELOLDASARA ALKALMAZOTT MODSZER SEMATIKUS ABRAJA

— —
Rézatds és
centrifugalas  Fellildszo ¥1/4
20 mg/m| w1l

Higitas 2-szeres
tényezovel

«-
| | | | | |
E I y —
YVIVO™ 15 116 x1/8 x1/4

kontroll

Adjuk hozzaa 96 hyuki lemezben
leévd sejtekhez (30 pl: 50 pl

|_|

X-VIVO™ 15 X132 x¥11e X1/8
kontroll

2
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(9) A C. rész a kovetkezo fejezetekkel egésziil ki:

,,C.52. FOGASPONTYON VEGZETT KIBOVITETT EGYGENERACIOS
REPRODUKCIOS VIZSGALAT (MEOGRT)

BEVEZETES

1.

Ez a vizsgalati modszer egyenértékii az OECD 240. vizsgalati irdnymutatasdban (2015)
leirt modszerrel. A fogaspontyon végzett kibdvitett egygeneracios vizsgalat (MEOGRT)
amelynek soran adatokat gylijtenek vegyi anyagok, koztik az endokrin rendszert
feltételezhetéen karositd vegyi anyagok Okologiai veszélyeinek és kockazatainak
értékeléséhez. A fogaspontyon végzett kibovitett egygeneracios vizsgalatban a halakat a
masodik (F2) generacio kikeléséig (a megtermékenyités utan két hétig) folyamatosan
kezelik. Az F2 generécio kikelés utani fenntartdsanak hasznossagat tovabbi vizsgalatokkal
kellene aldtdmasztani; jelenleg nem 4ll rendelkezésre elegendd informacié olyan
koriilmények vagy feltételek meghatarozdsahoz, amelyek indokolttd tennék az F2
generdcid fennmaradidsanak meghosszabbitasat. A vizsgéalati modszert azonban 1j
informaciok és adatok fényében aktualizalhatjak. Bizonyos koriilmények kozott példaul
hasznosnak bizonyulhat egy irdnymutatds az F2 generacid fenntartasdnak a szaporodasi
fazist is magaban foglalé meghosszabbitasardl (pl. olyan vegyi anyagok esetében, amelyek
jelentds mértékli bioakkumulaciét idéznek eld, illetve ha mas taxonokat érintd
transzgeneracios hatas figyelhetd meg). Ezzel a vizsgalati modszerrel a vegyi anyagok,
koztik az endokrin rendszert potencidlisan zavard vegyi anyagok halakra gyakorolt
potencialis kronikus hatdsai értékelhetdk. A modszer elsddleges célja a halpopuldcional
esetlegesen fellépd relevans hatdsok (vagyis a tulélésre, a fejlodésre, a ndvekedésre és a
szaporodasra gyakorolt karos hatasok) meghatarozasa, amelyek alapjan kiszdmithatéo a
megfigyelhetd hatast nem okozo6 koncentracido (NOEC) vagy a hatasos koncentraci6 (ECx),
ugyanakkor megjegyzendd, hogy az ECx megallapitasan alapulé megkozelitések ritkan
alkalmazhatok az ilyen nagy 1éptékii vizsgalatokra, ahol a vizsgalt koncentraciok szamanak
a kivant ECx meghatarozasdhoz sziikséges novelése kivitelezhetetlen lehet, rdadasul a
vizsgalt allatok nagy szama miatt allatjoléti szempontbol jelentds aggélyokat vethet fel.
Azok a vegyi anyagok, amelyek értékeléséhez nincs sziikség tobb generacié bevonasara,
illetve amelyek feltételezhetéen nem zavarjdk az endokrin rendszer miikodését, mas
vizsgalati modszerekkel esetleg hatékonyabban vizsgalhatok (1). E vizsgalati modszer
alkalmazaséara a japan fogasponty a megfeleld faj, mivel életciklusa rovid és genetikai
ivara meghatdrozhato (2), ez utdbbi a vizsgalati mddszer egyik alapvetd fontossagu eleme.
A modszer altal leirt egyedi eljardsok ¢és megfigyelt végpontok kizardlag a japan
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fogaspontyra alkalmazhatok. Esetlegesen mas kistestli halfajokra (pl. a zabradaniora) is
kidolgozhatdk hasonlo6 vizsgalati protokollok.

2. Ezzel a vizsgalati modszerrel tobb biologiai végpont mérhetd. A modszer elsdésorban a
populacié szempontjabol relevans paraméterekre — tobbek kozott a talélésre, az altaldnos
fejlodésre, a ndvekedésre és a szaporodasra — gyakorolt esetleges karos hatasokra helyezi a
hangsulyt. Masodsorban, annak érdekében, hogy adatokat szolgéltasson a mechanizmusra
vonatkozodlag és 0sszekapcsolja mas tipusu terepvizsgalatok és laboratériumi vizsgalatok
azon eredményeit, amelyek utdlagosan bizonyitjdk egy adott (pl. mas tesztekben és
vizsgalatokban androgén- vagy Osztrogénhatasunak bizonyult) vegyi anyag potencialis
hormonhdaztartist zavar6 hatasat, egyéb hasznos adatokat is biztosit a vitellogenin (vtg)
mRNS (vagy vitellogenin fehérje, VTG) mérése, a fenotipusos masodlagos ivari jellegek
(SCC) genetikus ivarhoz kapcsolodadsanak meghatirozasa és korszovettani értékelések
révén. Amennyiben azonban egy adott vizsgdlati vegyi anyag vagy metabolitjai
feltételezhetéen nem fejtenek ki hormonhdaztartdst zavard hatast, sziikségtelen lehet e
masodlagos végpontok mérése, igy megfelelobbek lehetnek kevésbé erdforrasigényes,
kevesebb vizsgalt allatot alkalmazo6 vizsgalatok (1). Az e vizsgalati modszerben hasznalt
fogalommeghatarozasok az 1. fiiggelékben talalhatok.

ALAPVETO MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

3. Miutan e meglehetdsen Osszetett vizsgalat validalasat korlatozott szamu vegyi anyagon és
korlatozott szamu laboratorium bevonasaval végezték el, varhatd, hogy amikor elegendd
szamu vizsgalat all rendelkezésre ezen 0j vizsgalati terv hatasdnak megéllapitasara, a
vizsgalati modszert a szerzett tapasztalatok fényében feliilvizsgaljak, és sziikség szerint
atdolgozzak. Az adatok az OECD endokrin rendszert kdrositdé anyagok vizsgalatara és
értékelésére vonatkoz6 fogalmi keretének 5. szintjén alkalmazhatok (3). A vizsgalati
modszer elsd 1épéseként szaporodasi fazisban 1évé felndtt halakat (az FO generaciot)
kezelnek a vizsgalati vegyi anyaggal. A kezelés folytatodik az F1 generaci6 kifejlédése és
szaporodasa alatt, egészen az F2 generdcio kikeléséig; a vizsgalat ebbdl kifolyolag
lehetové teszi mind a strukturalis, mind az aktivacios endokrin Utvonalak értékelését. Az
endokrin rendszerrel Osszefiiggd végpontok értelmezheték bizonyiték stulyan (WoE)
alapuld megkozelités keretében.

4. A vizsgalatban megfelelé szamu egyedet kell alkalmazni ahhoz, hogy kelld statisztikai erét
képviseljenek a szaporodashoz kapcsolodd végpontok értékeléséhez (lasd a 3. fliggeléket),
allatjoléti okok miatt ugyanakkor a vizsgalt allatok szamat a sziikséges minimumra kell
korlatozni. Tekintettel a vizsgalt allatok nagy szdmadra, alaposan mérlegelni kell a vizsgalat
sziikségességét a mar rendelkezésre allo adatok fényében, amelyek a fogaspontyon végzett
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kibOvitett egygeneracios vizsgalat szamos végpontjat illetden tartalmazhatnak relevans
informaciokat. Ezzel kapcsolatban az OECD halakon végzett toxicitasvizsgalatokra
vonatkozd keretrendszere nyujthat tdmpontokat (1).

5. A vizsgalati modszert elsOsorban az egyetlen anyag altal eldidézett hatasok azonositasara
dolgoztak ki. Amennyiben a vizsgalatot keverékeken sziikséges alkalmazni, akkor meg kell
vizsgalni, hogy az elfogadhaté eredményeket biztosit-e a szandékolt szabalyozasi célra.

6. A vizsgalat megkezdése eldtt informacidkat kell szerezni a vizsgélati vegyi anyag fizikai-
kémiai tulajdonséagair6l, kiilondsen azért, hogy stabil oldatokat lehessen késziteni a vegyi
anyagbol. Emellett sziikkség van egy, a vizsgalati vegyi anyag koncentracidinak
ellenérzésére alkalmas, megfeleld érzékenységli elemzési modszerre.

A VIZSGALAT ELVE

7. A vizsgalat elsé 1épéseként tenyészparokba rendezett, ivarérett (a megtermékenyitéstol
szamitva legalabb 12 hetes) him és ndstény halakat kezelnek 3 héten keresztiil, amelynek
soran a vizsgalati vegyi anyagot toxikokinetikai tulajdonsagainak megfeleléen adagoljak a
sziil61 generacid (FO) egyedei szamara. A negyedik hét els6é napjahoz lehetd legkdzelebbi
idépontban begylijtik az ikrékat, amelyekbdl létrehozzdk az F1 generaciot. Az F1
generacio felnevelése soran (ami Osszesen 15 hetet vesz igénybe) felmérik a kikelési €s a
talélési aranyt. Emellett a megtermékenyités utani 9—10. héten mintakat vesznek a halaktol
a fejlédési végpontok méréséhez, valamint értékelik az ivast a megtermékenyités utani 12.
héttdl a 14. hétig tartd6 hdromhetes idészakon keresztiil. Az F2 generdcid a szaporodas
értékelésének 3. hetét kovetden indul, nevelésiik a kikelés lezarultaig tart.

A VIZSGALAT ERVENYESSEGI KRITERIUMALI

8. A vizsgalat érvényességéhez az alabbi kritériumoknak kell teljesiilniiik:
levegdtelitettségi érték 60 %-at;
- avizsgalat teljes idOtartama alatt a viz atlaghdOmérsékletének 24 és 26 °C kozott kell

lennie. Az egyes akvariumok csak rovid ideig és legfeljebb 2 °C-kal térhetnek el ettdl az
atlagértektol;

- akontrollok atlagos fekunditasanak az egyes generaciok (FO és F1) tekintetében
tenyészparonként és naponként meg kell haladnia a 20 ikrat. Az értékelési idészak soran
lerakott ikrak termékenységének meg kell haladnia a 80 %-ot. Ezenfeliil az ajanlott 24
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kontrollként szolgald tenyészparbol 16-nak (> 65 %) naponta és tenyészparonként tobb
mint 20 ikrat kell leraknia;

- akontrollvizsgalatokban az ikrak kikelési aranydnak (atlagosan) el kell érnie a 80 %-ot
(mind az F1, mind az F2 generacioban);

- az F1 kontrollvizsgalatokban az F1 generacio kikeléstdl a megtermékenyités utani 3. hétig
mért talélési aranyanak el kell érnie az atlag 80 %-ot, a megtermékenyités utani 3. héttdl a
elpusztitasig (vagyis a megtermékenyités utani 15. hétig) pedig az atlag 90 %-ot;

- bizonyitékkal kell aldtdmasztani, hogy a vizsgélati vegyi anyag oldatban 1évo
koncentracioit az atlagos mért értékek +£20 %-os tartomanyan beliil sikeriilt tartani.

Bér ez nem érvényességi kritérium, a vizhdmérséklet tekintetében az egy kezeléshez tartozo
ismétlések statisztikailag nem kiilonbozhetnek egymastdl, csakiigy mint az egy vizsgalaton
beliili kezelési csoportok sem kiilonbozhetnek statisztikailag egymastol (a napi
hémérsékletmérések alapjan, a rovid idejii ingadozasokat leszamitva).

9. Bar a magasabb koncentracidknak kitett csoportokban csdkkenhet a reprodukciods ardny, az
FO generaci6 harmadik legmagasabb koncentracionak kitett csoportjdban és az Osszes
alacsonyabb koncentracidval kezelt csoportjaban elegendd szaporulatnak kell lennie ahhoz,
hogy megteljenek a keltetd inkubatorok. Ezen tulmenden az F1 generacié harmadik
legmagasabb koncentracioval €s az alacsonyabb koncentracidokkal kezelt csoportjaiban az
embriok talélési aranyanak lehetdvé kell tennie az ivarérés eldtti egyedektdl vett mintakon
végzett végpontértékelést (lasd a 36. és a 38. pontot, valamint a 9. fiiggeléket). Emellett az
F1 generacid6 masodik legmagasabb koncentracioval kezelt csoportjaban a kikelés utani
talélési aranynak el kell érnie egy minimalis szintet (~20 %). Ezek nem kifejezett
érvényességi kritériumok, hanem ajanldsok, amelyek megbizhato NOEC-értékek
meghatarozasat teszik lehetévé.

10. Az érvényességi kritériumoktol vald eltérés esetén mérlegelni kell a vizsgalat
eredményeinek megbizhatosdgara gyakorolt kovetkezményeket, az eltéréseket és a
mérlegelt kovetkezményeket pedig bele kell foglalni a vizsgalati jegyzkonyvbe.

A VIZSGALATI MODSZER LEIRASA

Berendezés

11. Normal laboratoriumi felszerelés és kiilonGsen az alabbiak:

a) oxigéntartalom- és pH-mérok;

b)a viz keménységi fokanak és lugossaganak mérésére szolgalo berendezések;

530



Viz

12.

D060575/02

c) a hdmérséklet szabalyozasara €s lehetdleg folyamatos figyelemmel kisérésére is alkalmas
késziilékek;

d)kémiailag semleges anyagbdl késziilt és az ajanlott betelepitési aranynak ¢és
allomanystiriségnek megfeleld kapacitasu tartalyok (lasd a 3. fliggeléket);

e) megfeleld pontossagh mérleg (azaz 0,5 mg pontossagu).

A vizsgalat céljara barmilyen viz felhasznalhatd, amelyben a vizsgalati fajok kelléen
hosszu ideig megélnek a vizsgalati koriilmények mellett, és novekednek. A viz mindségét a
vizsgalat sordn mindvégig azonos szinten kell tartani. Annak biztositasara, hogy a higitoviz
ne gyakoroljon nem kivant hatast a vizsgalat eredményeire (pl. mert komplexet képez a
vizsgalati vegyi anyaggal), illetve ne gyakoroljon kedvezdtlen hatdsokat a tenyészallomany
teljesitményére, idonként mintékat kell venni elemzésre. Nehézfémek (pl. Cu, Pb, Zn, Hg,
Cd, Ni), f6bb anionok és kationok (pl. Ca?*, mg**, Na*, K, CI', SO4%*), ndvényvédd szerek,
Osszes szerves szén ¢s szuszpendalt szilard anyag mérését el kell végezni, példaul
félévente, amennyiben a higitoviz ismerten viszonylag allandé mindségii. Az elfogadhatd
mindségli higitdviz néhany kémiai tulajdonsdganak felsorolasa a 2. fliggelékben taldlhato.
A viz pH-értékének a 6,5-8,5 tartomanyon beliil kell lennie, azonban egy adott vizsgalat
soran a pH-érték csak + 0,5 egységgel térhet el a kiindulési értéktol.

Expozicios rendszer

13.

Az expozicidés rendszer kialakitdsa ¢és az alkalmazott eszkozok nem keriiltek
meghatarozasra. A vizsgalati rendszer felépitéséhez liveg, rozsdamentes acél és kémiailag
semleges anyagok hasznalhatok, amelyek nem szennyezddtek be koradbbi vizsgalatok
soran. Ebben a vizsgéalatban megfeleld expozicids rendszer lehet a folyamatos vizcserét
biztositd atfolyasos rendszer (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13).

Vizsgalati oldatok

14.

15.

A vizsgalati vegyi anyag tdrzsoldatdt megfeleld szivattylival adagoljdk az expozicios
rendszerbe. Az expoziciot megeldzden a tdrzsoldat dramlési sebességét a vizsgalati oldatok
analitikus moddszerrel valdé megerdsitésével Osszhangban kalibraljadk, az &ramlasi
mennyiséget pedig a vizsgalat sordn rendszeresen ellendrzik. A vizsgalati oldatot minden
kamraban megfeleld0 mdédon, a vizsgalati vegyi anyag stabilitdsatol és a vizmindségtol
fliggden megujitjak (pl. legalabb napi 5 térfogatcsere és legfeljebb napi 16 térfogatcsere
vagy legfeljebb 20 ml/perc dramlas).

crer

torzsoldatot lehetdleg a vizsgalati vegyi anyagnak a higitovizbe mechanikai eszkdzok (pl.
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keverd és/vagy ultrahang) segitségével torténd bekeverésével vagy hozzakeverésével kell
elkésziteni. Telitési oszlopok/rendszerek vagy passziv adagoldsi moddszerek (14) is
meg kell tenni az olddszerek vagy hordozok elkeriilése érdekében, mivel: (1) bizonyos
oldészerek maguk is toxicitast és/vagy nem kivanatos vagy nem vart valaszokat idézhetnek
eld, (2) a vegyi anyagoknak a vizoldhatésdguk hatdran tali vizsgélata (ami gyakran
eléfordul oldoszerek hasznalata esetén) a hatasos koncentracid pontatlan meghatdrozéasat
eredményezheti, (3) hosszabb tavu vizsgélatok sordn az oldoszerek haszndlata jelentds
mértékl ,,biofilmképzddést” eredményezhet, ami mikrobidlis tevékenységgel jar egyiitt,
amely befolydsolhatja a kornyezeti feltételeket és a vizsgalt koncentraciok fenntartdsanak
képességét, valamint (4) olyan dokumentalt adatok hianyaban, amelyek igazoljak, hogy az
oldoszer nem befolyasolja a vizsgélat kimenetelét, oldoszer hasznalata esetén oldoszeres
kontrollként szolgald kezelést kell végezni, aminek allatjoléti kdvetkezményei vannak,
mivel a vizsgalat lefolytatdsa tovabbi allatok bevondsat igényli. A nehezen vizsgalhato
vegyi anyagoknal legvégsd esetben lehet oldoszert alkalmazni, ¢s a legjobb modszer
meghatarozasa érdekében tanulmanyozni kell ,,A nehezen vizsgalhaté anyagok és
keverékek vizi toxikoldgiai vizsgalata” ciml 23. OECD-iranymutatast (15). A megfeleld
oldoészert a vizsgalati vegyi anyag kémiai tulajdonsdgai és az oldoszer haszndlatara
vonatkoz6 dokumentalt adatok rendelkezésre allasa alapjan valasztjak ki. Oldoszerhordozo
hasznalata esetén a nem olddszeres (negativ) kontrollok (csak higitoviz) mellett értékelni
kell megfeleld oldoszeres kontrollokat is. Amennyiben elkeriilhetetlen az olddszer
hasznalata, és mikrobidlis tevékenység (biofilmképzddés) figyelheté meg, ajanlatos a
vizsgalat soran (legalabb hetente) feljegyezni/jelentésbe foglalni a tartdlyonkénti

crcr

s

kontrollban a vizsgalati kezelés soran alkalmazott legmagasabb oldoszer-koncentraciot kell
vizsgalni. Oldészerhordoz6 hasznalata esetén az olddszer legmagasabb koncentracidja nem

«yey

lehetd legalacsonyabb szinten (pl. 20 pl/l alatt) javasolt tartani annak érdekében, hogy az
oldoszer ne gyakoroljon hatast a mért végpontokra (16).

Kisérlethez felhasznalt allatok

A halak kivalasztasa és tartdsa
16. A vizsgalatban alkalmazott halfaj rovid életciklusa ¢és genetikai ivardnak
meghatarozhatosdga miatt a japan fogasponty (Oryzias latipes). Habar mas kistest
halfajokra is kidolgozhatdo hasonld vizsgélati protokoll, a vizsgélati modszerben leirt
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egyedi eljarasok ¢és megfigyelt végpontok kizardlag a japan fogaspontyra alkalmazhatok
(lasd az 1. pontot). A fogasponty konnyen szaporithatd fogsagban; tenyésztésére
vonatkozdan léteznek kozzétett modszerek (17) (18) (19), tovabba rendelkezésre allnak
adatok a rovid idén beliili elhullasaval, korai életszakaszaval és teljes életciklusaval
kapcsolatban végzett vizsgalatokbol (5) (6) (8) (9) (20). A halakat 16 oras vilagos és 8 6rés
sOtét idészakot tartalmazd megvildgitas mellett tartjdk. A halakat €16 Artemia nauplius
sorakkal etetik, sziikség esetén kereskedelmi forgalomban kaphat6 pelyhesitett haleledellel
kiegészitve. Rendszeresen ellendrizni kell, hogy a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd
haleledel nem tartalmaz-e szennyez6 anyagokat.

A megfeleld haltenyésztési gyakorlatok betartasa esetén nem sziikséges egyedi tenyésztési
protokollt alkalmazni. A fogasponty nevelhetd példaul tigy, hogy 2 literes tartadlyokba
tartadlyonként 240 larvat helyeznek a megtermékenyitéstdl szamitott 4. hétig, majd 2 literes
tartalyokban tartdlyonként 10 halat tenyésztenek a megtermékenyitéstdl szamitott 8. hétig,
amikor tenyészparonként 2 literes tartdlyba helyezik at dket.

Akklimatizacio és a halak kivalasztasa

18.

19.

A kisérleti halakat egyetlen laboratériumi tenyészetbol valasztjak ki, és a vizsgalat
megkezdése elott legalabb két hétig a vizsgalat soran alkalmazandd vizmindség és
megvilagitas mellett akklimatizaljadk (megjegyzés: az akklimatizacids idoszak nem in situ
expoziciot elokészitd idoszak). Ajanlatos a kisérleti halakat sajat tenyészetbdl beszerezni,
mivel a felndtt halaknal a szallitds stresszhatast valt ki, ami befolyasolhatja az ivas
megbizhatdsagat. A halakat a tartasi id0szak és az expozicids fazis alatt naponta kétszer
nauplius sorakkal etetik, sziikség esetén kereskedelmi forgalomban kaphatd pelyhesitett
haleledellel kiegészitve. A megfeleld szaporulat biztositdsa érdekében a vizsgalat
megkezdéséhez legalabb 42 tenyészpar sziikséges (illetve 54 tenyészpar, ha az olddszer
hasznalatat aldtdmaszté dokumentalt adatok hianya miatt olddszeres kontrollt kell
végezni). Emellett az FO generacido minden tenyészparjanal ellendrizni kell, hogy XX-XY
kromoszomaval rendelkeznek-e (ami az egyes ivarok esetében a nemi kromoszémak
normal eloszldsa), hogy elkeriilhetd legyen a spontan valtozds kovetkeztében XX
kromoszomaval rendelkezd himek esetleges belefoglaldsa a vizsgélatba (lasd a 39. pontot).

Az akklimatizaciés fazis soran fel kell jegyezni a haltenyészetben tapasztalt mortalitasi
aranyt, majd egy 48 oras szoktatdsi id0szakot kovetden az alabbi kovetelményeket kell
alkalmazni:

amennyiben a vizsgalati rendszerbe torténd athelyezést megel6zo hét napban a mortalitas a
halpopulécié 10 %-anal nagyobb: az egész halallomanyt ki kell cserélni;
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- amennyiben a vizsgalati rendszerbe torténd athelyezést megeldz6 hét napban a mortalitas a
halpopulaci6 5-10 %-at érinti: a kéthetes akklimatizacios idészakot tovabbi hét nappal
meg kell hosszabbitani; amennyiben a mortalitasi arany a masodik hétnapos id6szakban
meghaladja az 5 %-ot, az egész allomanyt ki kell cserélni;

- amennyiben a vizsgalati rendszerbe torténd athelyezést megel6z6 hét napban a mortalitas a
halpopulécié kevesebb mint 5 %-at érinti: az allomany alkalmazhat6 a vizsgalathoz.

20. A vizsgalatot megeldz6 kéthetes akklimatizacids idoszak és az expozicios idészak alatt a
halak nem kaphatnak betegség elleni kezelést, lehetdség szerint a betegségeket egyaltalan
ne kezeljék. Betegség klinikai tlineteket mutatd halak nem hasznalhatok a vizsgélatban. A
vizsgalatot megeldzd tenyésztési iddszakban tett megfigyeléseket, valamint a megel6z6 és
terapias kezeléseket fel kell jegyezni.

21. Az expozicios fazist ivari kétalakusagot mutatd, ivarérett kifejlett allatok laboratoriumi
készletébdl szarmazd, genetikai ivaruk szerint azonositott, 25 +2 °C-on tenyésztett
halakkal kell megkezdeni. Olyan halakat kell hasznalni, amelyek a kezelést megel6z6 hét
soran bizonyitottak nemzdképességiiket (vagyis ¢l6 utddokat nemzettek). A vizsgalatban
alkalmazott egész haldllomany tekintetében a halak vizsgalat elején mért ivaronkénti
egyéni testtdomegének az azonos ivaru halak testtomege szamtani atlaganak + 20 %-os
tartomanyaban kell lennie. Az atlagos testtomeg becsiilt értékének meghatarozasa
érdekében a vizsgalat eldtt le kell mérni a halak egy részmintajanak tomegét. Olyan halakat
kell kivalasztani, amelyek a megtermékenyitéstél szadmitva legalabb 12 hetesek, a
néstények testtdmege minimum 300 mg, a himeké pedig minimum 250 mg.

VIZSGALATI TERV

Vizsgalati koncentraciok

22. A vizsgalati vegyi anyagot 6t koncentracidban ajanlatos vizsgalni, plusz a kontroll(ok). A
vizsgalati koncentraciotartomany meghatdrozasanal minden informécioforrast figyelembe
kell venni, ideértve a mennyiségi szerkezetaktivitasi Osszefiiggéseket (QSAR-okat), az
analogokbol kereszthivatkozassal kapott adatokat, a halakon végzett vizsgélatok, példaul
az akut mortalitasi vizsgalatok (e melléklet C.1. fejezete), a halakon végzett rovid tava
reprodukcios vizsgéalat (e melléklet C.48. fejezete) €s mas vizsgalati modszerek, pl. e
melléklet C.15., C.37., C.41., C.47. vagy C.49. fejezetében szerepld vizsgalatok (21) (22)
(23) (24) (25) (26) rendelkezésre allo eredményeit, illetve ha sziikséges, egy, lehetdleg
reprodukcios fazist is magaban foglaldo doziskeresd vizsgéalat eredményeit. Amennyiben
doziskeresd vizsgalatra van sziikség, azt a végleges vizsgalat soran alkalmazott
koriilményekhez hasonlo feltételek (vizmindség, vizsgalati rendszer, allatok betelepitése)
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mellett lehet elvégezni. Amennyiben oldoszer hasznalata sziikséges, €s nem allnak
rendelkezésre dokumentalt adatok, a doziskeresd vizsgalat hasznalhatd az olddszer
megfeleléségének megallapitasara. A legmagasabb vizsgalt koncentraci6 nem haladhatja
koncentracionak  10-szer—100-szor alacsonyabbnak kell lennie a legmagasabb
koncentracional. Ot vizsgilati koncentricio alkalmazdsa nem csupan a dozis-valasz
Osszefiiggés mérését teszi lehetové, hanem a megfigyelhetd hatast okozé legalacsonyabb
koncentraci6 (LOEC) ¢és a megfigyelhetd hatast nem okozé koncentracié6 (NOEC)
meghatarozasat is, amelyek bizonyos szabdlyoz6i programokban vagy jogrendszerben
sziikségesek a kockazatértékeléshez. Altaldban a vizsgilati vegyi anyag nominalis
koncentracioi kozotti osztaskdz az egymds melletti kezelési szintek tekintetében legfeljebb
3,2.

Vizsgalati csoportok és kontrollok ismétlései

23.

24.

Vizsgalati koncentracionként a vizsgélati kamrakbol legalabb hat ismétlést kell késziteni
(lasd a 7. fliggeléket). A reprodukcios fazis sordn (az FO generdcio kivételével) az
ismétlések szamat meg kell duplédzni a fekunditds méréséhez, ebben a fazisban minden
ismétlés csak egyetlen tenyészpart tartalmaz (lasd a 42. pontot).

A vizsgélati koncentraciok mellett higitovizes kontrollt és ha sziikséges, oldoszeres
kontrollt is kell futtatni. A megfelel6 statisztikai erd biztositdsa érdekében a
kontrollvizsgélatokban a kamrakat dupla mennyiségli ismétlésben kell vizsgalni (vagyis a
kontrollokhoz legalabb tizenkét ismétlést kell alkalmazni). A reprodukcids fazis sordn a
kontrollokban alkalmazott ismétlések szamat meg kell kétszerezni (vagyis legalabb 24
ismétlést kell alkalmazni, és mindegyik ismétlés csak egy tenyészpart tartalmaz). A
reprodukcios fazist kovetden a kontrollként szolgald ismétlések legfeljebb 20 embridt
(halat) tartalmazhatnak.

ELJARAS

A vizsgalat elinditasa

26.

crer

halak kivalasztasa két kovetelmény alapjan torténik: életkor (jellemzben a
megtermékenyitéstdl szdmitva legalabb 12, legfeljebb 16 hetes egyedek) és a testtomeg
(ndstényeknél minimum 300 mg, himeknél minimum 250 mg).

A fenti kovetelményeknek megfeleld ndstény-him péarokat paronként athelyezik egy-egy
tartdlyba, vagyis a vizsgalat kezdetén a tartalyokbdl tizenkét ismétlést készitenek a
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kontrollokhoz ¢és hat ismétlést a vegyi anyaggal vald kezelésekhez. A tartalyokat
véletlenszertien kezelési (pl. T1-T5 és kontroll) és ismétlési (pl. A—L kontroll és A-F
kezelési) csoportba soroljak, majd kialakitjdk az expozicids rendszert, az egyes
tartalyokban biztositva a megfeleld anyag dramlasat.

Az expozicio koriilményei
27. A vizsgalati paraméterek ¢és koriilmények teljes O0sszefoglalasa a 3. fiiggelékben talalhato.

A vizsgélati paraméterek és koriilmények megvaldsitasa esetén a kontrollként szolgalo
halak végpontértékei hasonloak a 4. fiiggelékben feltiintetett értékekhez.

28. A vizsgalat soran minden kezelt és kontrollcsoport legalabb egy kisérleti edényében mérni
kivételével ezeket a méréseket a teljes expozicids iddszak soran legalabb heti egy
alkalommal el kell végezni. Az éatlagos vizhémérsékletnek az egész vizsgalat sordn 24 és
26 °C kozott kell lennie. Az expozicids iddszak alatt mindvégig naponta mérni kell a
hémérsékletet. A viz pH-értékének a 6,5-8,5 tartomanyon beliil kell lennie, azonban egy
adott vizsgalat sordan a pH-érték csak + 0,5 egységgel térhet el a kiindulasi értéktdl. Az egy
kezeléshez tartozo ismétlések statisztikailag nem kiilonbdzhetnek egymdstol, csakiigy mint
az egy vizsgalaton beliili kezelési csoportok sem kiilonbozhetnek statisztikailag egymastol
(a napi hémérsékletmérések alapjan, a rovid idejii ingadozasokat leszamitva).

Az expozicio idotartama

29. A vizsgalatban az FO generdcid szaporoddképes halait harom héten at kezelik. A 4. héten,
koriilbelil a 24. vizsgalati napon létrehozzdk az F1 generaciot, az FO generacio
tenyészparjait pedig kiméletesen ledlik, az egyedek testtomegét és hosszat feljegyzik (lasd
a 34. pontot). Ezt kdvetden az F1 generaciot tovabbi 14 hétig (8sszesen 15 hétig) kezelik,
majd az F2 generaciot kezelik a kikelésig tartd két héten keresztiil. A vizsgélat teljes
id6tartama alapvetden 19 hét (vagyis az F2 generacidé kikeléséig tart). A vizsgalat
litemezeését a 2. tablazat, tovabbi részletes magyardzatat pedig a 9. fliggelék tartalmazza.

Etetési rend

30. A halak ad libitum etethetok Artemia sordkkal (24 oOrés naupliusszal), sziikség esetén
kereskedelmi forgalomban kaphato pelyhesitett haleledellel kiegészitve. A kereskedelmi
forgalomban beszerezhetd pelyhesitett haleledelben rendszeresen vizsgdlni kell a
szennyez0 anyagok — szerves klort tartalmazd névényvédd szerek, policiklikus aromas
szénhidrogének (PAH) és poliklorozott bifenilek (PCB-k) — jelenlétét. Keriilni kell az
olyan taplalékokat, amelyek nagy ardnyban tartalmaznak a vizsgalatban kapott vélaszt
esetlegesen befolyasolo, endokrin rendszerre hatdé anyagokat (pl. fitodsztrogéneket). Az el
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nem fogyasztott taplalékot és az iiriiléket sziikség szerint el kell tavolitani a kisérleti
edényekbdl, pl. a tartalyok aljat szifonnal megtisztitva. A tartdlyok oldaléat és aljat hetente
egy vagy két alkalommal szintén meg kell tisztitani (pl. spatulaval le kell kaparni). Az
etetési iitemtervre vonatkozo példa az 5. fiiggelékben taldlhato. A haleledel mennyisége az
egyes tartalyokban tartott halak szdman alapul. Ezért a haltdp mennyiségét a tartdlyban
bekovetkezett elhaldlozasokkal parhuzamosan csokkenteni kell.

Analitikai meghatarozasok és mérések

31.

32.

Az expozicids iddszak megkezdése eldtt gondoskodni kell a vegyi anyagot adagolo
rendszer megfeleld mukodésérol. Az Osszes sziikséges analitikai  modszernek
megalapozottnak kell lennie, ideértve a vegyi anyag tesztrendszerben valo stabilitdsaval
kapcsolatos ismereteket. A vizsgalat sordn a vizsgalati vegyi anyag koncentracioit
megfeleld idokozonként — lehetdleg legalabb hetente egyszer — meghatarozzak az egyes
kezelési csoportok egyik ismétlésében, az adott kezelési csoporton beliil forgérendszerben
minden héten masik ismétlést vizsgalva.

A vizsgalat soran a higitdéviz és a torzsoldat aramlési sebességét iddszakosan (legalabb
hetente hdrom alkalommal) ellendrizni kell. Az eredményeket célszerli a ténylegesen mért
koncentracioértékekre alapozni. Amennyiben azonban az oldatban 1év0 vizsgalati vegyi
tartomanyan beliil tartani, akkor az eredményeket a névleges vagy a mért értékekre is lehet
alapozni. A halakban jelentds mennyiségben felhalmoz6dd vegyi anyagok esetében a
vizsgalati koncentraciok a halak ndvekedésével parhuzamosan csokkenthetok. Ilyenkor
érdemes a kisérleti oldat megujitdsi ardnyat minden kamréban ugy meghatarozni, hogy a
vizsgalati koncentraciok a lehetd legallandobbak legyenek.

Megfigyelések és mért végpontok

33.

A mért végpontok kozé tartozik a fekunditas, a termékenység, a kikelés, a ndvekedés és a
talelés, ezek alapjan értékelik az esetleges populacioszintli hatasokat. Naponta meg kell
figyelni a halak viselkedését is, és a szokatlan viselkedési formakat fel kell jegyezni. Mas
mechanisztikus végpontok kozé tartozik a maj vig mRNS vagy VTG fehérje szintjének
mérése immunvizsgalattal (28), az ivari fenotipusos markerek, példaul a himekre jellemzd
farok alatti Uisz6 papillaris nytlvanyai, az ivarmirigy szerinti nem szdvettani értékelése,
valamint a vese, a mdj és az ivarmirigy korszovettani értékelése (lasd az 1. tabladzatban
felsorolt végpontokat). Ezeket a konkrét végpontokat az egyedek genetikai ivara szerint
értékelik, amelyet a fogasponty himivart meghatarozo dmy génjének jelenléte vagy hidnya
alapjan allapitanak meg (lasd a 41. pontot). Ezeken tilmenden értékelik az ivasig eltelt 1d6t
is. Emellett az egyszerti fenotipusos ivararany meghatdrozhato a farok alatti usz6 papillaris
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nyulvanyainak megszamlalasa révén, amelynek alapjan az egyes fogaspontyok fenotipusos
himként vagy ndstényként azonosithatok. Ez a vizsgalati mdédszer varhatéan nem észleli a
vart ivararanytol valo kis mértéku eltéréseket, mivel az egyes ismétlésekben vizsgalt halak
viszonylag csekély szama nem biztosit kell§ statisztikai er6t. A korszovettani vizsgalat
soran az ivarmirigyet értékelik és sokkal hatékonyabb elemzéseket végeznek az ivari
fenotipus genetikus ivar tiikrében valé meghatarozasahoz.

34. E vizsgalati modszer elsddleges célja egy adott vizsgalati vegyi anyag esetleges
populécidszintii hatdsainak felmérése. A mechanisztikus végpontok (a VTG, a masodlagos
ivari jellegek (SCC) és az ivarmirigyek korszovettani elemzésével feltarhatd bizonyos
hatdsok) szintén hozzajarulhatnak annak megallapitdsdhoz, hogy valamely hatas
visszavezethetd-e endokrin aktivitisra. Ezeket a mechanisztikus végpontokat azonban
befolyasolhatja szisztémas és egyéb jellegili toxicités is. Kdvetkezésképpen a maj és a vese
részletes korszovettani értékelésével eldsegithetd a mechanisztikus végpontoknal
jelentkezd valaszok jobb megértése. Ha ilyen részletes értékelésekre nem keriil sor, a
kérszovettani vizsgalat sordn tapasztalt sulyos rendellenességeket akkor is fel kell jegyezni
¢s fel kell tiintetni a jegyz6konyvben.

A halak humdadnus elpusztitisa

35. Az FO és F1 generacio kezelésének végeztével, amikor részmintat veszek az ivarérés elott
allo halakbdl, a halakon a nyalkahartya-irritacié csokkentése érdekében 300 mg/l NaHCO3
(natrium-hidrogénkarbonat, CAS-szama: 144-55-8) oldattal pufferolt megfeleld
mennyiségl érzéstelenitd oldattal (pl. trikain-metan-szulfonat, MS-222 (CAS-szédma: 886-
86-2), 100-500 mg/l) eutandziat kell végrehajtani. Ha a halakon jelentds mértékil
szenvedésre utald jelek figyelhetok meg ¢€s elhullaskozeli allapotban vannak (sulyosan
szenvednek €s elhullasukat megbizhatoan eldre lehet jelezni), az allatokat érzésteleniteni
kell és el kell altatni, és adatelemzés szempontjabol mortalitasként kell kezelni. A betegség
miatt elaltatott halakrdl feljegyzést kell késziteni, amit fel kell tiintetni a jegyzdkonyvben.
Attol fiiggden, hogy a halakat a vizsgalat mely szakaszaban altatjdk el, a halakon
kérszovettani elemzést végezhetnek (a halat fixalhatjdk az esetleges korszovettani
elemzéshez).

Az ikrak és a larvak kezelése

A tenyészparok ikrainak begyiijtése a kovetkezo generacio szaporitasahoz
36. Az ikrékat az FO-bol az F1 generacid 1étrehozasahoz a vizsgélat 4. hetének, az F1-bdl az
F2 generacio létrehozdsdhoz pedig a vizsgéalat 18. hetének elsé napjan (vagy sziikség
esetén elsé két napjan) gytijtik be. A 18. héten az FI1 generdcid felndtt halai a
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megtermékenyitéstdl szamitva 15 hetesek. Az ikrak begytijtésének kezdete el6tti napon
minden tartalybdl el kell tavolitani az 6sszes ikrat, ezaltal biztositva, hogy a tenyészpartol
begylijtott valamennyi ikra egyetlen ivasbdl szarmazzon. Az ivast kovetden a ndstény
fogasponty néha a végbélnyildsa kdzelében hordozza az ikrakat, amig le nem rakja dket
szubsztratumba. Ha nincs szubsztratum a tartdlyban, az ikrdk vagy a ndstényen, vagy a
tartaly aljan helyezkednek el. Elhelyezkedésiiktol fiiggden az ikrékat a ndstényrdl vagy a
tartaly aljarol kell szifonnal eltavolitani, az FO generacidonal a vizsgalat 4. hetében, az F1
generacional pedig a vizsgéalat 18. hetében. Az egy kezelésen beliil begylijtott ikrakat
egybegyljtik, majd szétosztjak az inkubacids kamrak kozott.

A lerakott ikrakat egyiitt tartdo ikrafonalakat el kell tavolitani. Minden tenyészpartol
(ismétlésenként 1 partol) begylijtik a megtermékenyitett ikrdkat (legfeljebb 20-at),
kezelésenként egybegylijtik Oket, majd szisztematikusan szétosztjdk a megfeleld
inkubacios kamrdk kozott (6. és 7. fiiggelék). JO mindségli prepardlomikroszkoppal
lathatok a megtermékenyités/fejlodés korai jelei, igy mint a kiils6 magzatburok (chorion),
a folyamatban 1év6 sejtosztédas vagy a holyagesira kialakuldsa. Az inkubator kamrak
elhelyezhetok az egyes kezelésekhez felallitott kiilon inkubétor akvariumokban (amely
esetben a vizmindség paramétereit és a vizsgalati vegyi anyag koncentracidit ezekben kell
mérni), illetdleg azokban az akvariumokban, amelyek majd otthont adnak a kikelt
larvaknak (pl. a szabad embridknak). Amennyiben a begytlijtés igénybe vesz egy masodik
napot is (a vizsgalat 23. napjat), a két nap alatt begylijtott valamennyi ikrat egybegytjtik,
majd szisztematikusan szétosztjak az egyes kezelt ismétlések kozott.

lkrak nevelése a kikelésig

38.

39.

A megtermékenyitett ikrakat folyamatosan mozgatjak, példaul az ikrakeltetd inkubatoron
beliil eldallitott 1égbuborékokkal, vagy az inkubétor fiiggdleges iranyl mozgatasaval. A
megtermékenyitett ikrdk (embriok) mortalitdsat naponta ellendrizni és régziteni kell. Az
elpusztult ikrakat eltavolitjadk az inkubatorokbdl (9. fiiggelék). A megtermékenyités utani
7. napon ledllitjdk az ikrak mozgatasat vagy csOkkentik annak intenzitasat, hogy a
megtermékenyitett ikrdk le tudjanak iilepedni az inkubator aljara. Ez ugyanis eldsegiti a
tobbnyire a kovetkezd egy vagy két napban bekovetkezd kikelésiiket. Az egyes
ismétlésekben kikelt ivadékokat (fiatal larvakat; szabad embridkat) kezelésenként ¢és
kontrollonként egybegylijtik és megszamlaljak. Azokat a megtermékenyitett ikrakat,
amelyek nem keltek ki a kontroll atlagos kikelési napjanak kétszereséig (ami altaldban a
megtermékenyités utani 16. vagy 18. nap), €letképtelennek tekintik és eltavolitjak.

Minden tartalyba tizenkét ivadékot helyeznek at. A inkubator kamrakbol egybegytijtik az
ivadékokat, és szisztematikusan szétosztjak a tartdlyok kozott (7. fliggelék). Ez torténhet
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ugy, hogy véletlenszeriien kivalasztanak egy ivadékot az egybegyljtott kezelt allomanybdl,
majd egymas utan hozzatesznek egy-egy valogatas nélkiil kivalasztott ivadékot az egyik
akvariumba. Mindegyik tartdlynak azonos szamu (n=12) kikelt larvat kell tartalmaznia
(tartalyonként legfeljebb 20-at). Amennyiben nincs elég ivadék az Osszes kezelni
szandékozott ismétlés feltdltéséhez, akkor arra kell torekedni, hogy a lehetd legtobb
ismétlés tartalmazzon 12 ivadékot. Az ivadékok biztonsagos kezelését vastag iiveg
pipettaval lehet biztositani. A 1étszam feletti ivadékokat érzéstelenitdvel humanus modon
elaltatjak. A tenyészparok kialakitasat megel6z6 néhany hétben fel kell jegyezni az egyes
ismétléseknél megfigyelt elsd ivasi esemény napjat.

Tenyészparok kialakitasa

Uszok bevagasa és a genotipusos ivar megallapitdsa

40. Az uszok genotipusos ivar meghatarozasara szolgalo bevagasara a megtermékenyités utani

41.

9-10. héten (pl. az F1 generacid esetében a vizsgalat 12—13. hetében) keril sor. A
tartalyban 1évé valamennyi halat — jovahagyott moddszerek, pl. IACUC hasznalataval —
elaltatjdk, majd az egyedek genotipusos ivardnak meghatarozdsahoz kis méretl
szOvetmintat vesznek minden hal farokuszojadnak hati vagy hasi csucsabol (29). Az egy
ismétlésbol szarmazod halak tarolhatok a tartdlyban elhelyezett kis ketrecekben, lehetdleg
egyenként. Egy ketrecben tarolhatdé két hal is, amennyiben megkiilonboztethetok
egymastol. Megkiilonboztethetdséglik biztosithatd példaul ugy, hogy a szdvetmintavétel
soran mas-mas részeét vagjak le a faroktiszonak (pl. az egyiknél a hati csuicsat, a masiknal a
hasi csucsat).

A fogasponty genotipusos ivarat az Y-kromoszoman taldlhatdé azonositott gén (dmy)
alapjan hatarozzdk meg. A dmy jelenléte a fenotipustol fiiggetleniil XY egyedet jelez, mig
a dmy hianya a fenotipustol fiiggetleniil XX egyedet jelez (30); (31). Minden levagott
uszobol kivonjak a dezoxiribonukleinsavat (DNS-t), majd polimeraz lancreakciot (PCR)
alkalmaz6 moddszerekkel megallapitjdk a dmy jelenlétét vagy hidnyat (lasd e melléklet
C.41. fejezetének 9. fliggelékét, vagy a (29) 3. és a 4. fiiggelékét).

Tenyészparok létrehozdsa

42. A genotipusos ivarrdl kapott informéciok alapjan kialakitjak az XX-XY tenyészparokat, a

fenotipus kiilsd jeleitdl fliggetleniil, amelyeket mddosithatott a vizsgalati vegyi anyaggal
valo kezelés. Az egyedek genotipusos ivaranak megallapitdsat kovetd napon minden
replikatumtartalybodl véletlenszerlien kivalasztanak két XX és két XY halat, és 1étrehoznak
két XX-XY tenyészpart. Amennyiben valamely ismétlés nem tartalmaz két XX vagy két
XY halat, a kezeléshez tartoz6 tobbi ismétlésbdl kell kivéalasztani a megfeleld ivara
halakat. Arra kell torekedni, hogy a tenyészparok ajanlott szdma (12) minden kezelt és
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kontrollként szolgald tartalyban biztositva legyen (24). A nyilvanvalé rendellenességeket
(pl. Gszohodlyag problémakat, gerinc deformitast, szélsdséges méretbeli eltérést stb.) mutato
halakbol nem alakitanak ki tenyészparokat. Az F1 generacié reprodukcios fazisaban
minden tartdlyban csak egyetlen tenyészpart szabad elhelyezni.

Mintavétel ivarérés elott allo halakbol és a végpontok értékelése

Mintavétel nem tenyészpar halakbol

43. A tenyészparok kialakitasat kovetden a tovabbi tenyésztés célja ki nem valasztott halakat a
vizsgalat 12—13. hetében (F1) kiméletesen ledlik, hogy megmérik az ivarérés eldtt allo
halak végpontjait. Rendkiviil fontos, hogy a halakat olyan mddon kezeljék, hogy a
tenyészparok kivalasztasdhoz meghatarozott genotipusos ivart vissza lehessen vezetni az
egyedekre. Az 0Osszegyljtott adatokat ugyanis az adott egyed genotipusos ivaranak
fényében elemzik. Az egyes halakon szamos végpont mérését végzik el, azon beliil:
meghatarozzak a novendék/ivarérés eldtt allo halak tulélési aranyat (a vizsgalat 7—12./13.
hetében, F1), a hossznovekedést (standard hossz mérhetd, ha a genetikai ivar elemzéséhez
torténd mintavétel sordn lerdviditették a farokuszot. Teljes hossz mérhetd, ha a dmy
meghatidrozasdhoz a farokuszonak csak a hati vagy hasi részébdl vettek mintat), a
testtomeget (nedves tOmeg, szdrazra itatva), a maj vig mRNS (vagy VTG) szintjét és a
farok alatti Usz6 papillaris nyalvanyainak szdmat (lasd az 1. és a 2. tdblazatot). A kezelt
csoportok atlagos novekedésének kiszamitasahoz sziikség van a tenyészparok testtomegére
és testhosszara is.

Szovetmintavétel és a vitellogenin mérése

44. A majat preparaljak, majd a vig mRNS (vagy VTG) méréséig —70 °C-on vagy alacsonyabb
hémérsékleten taroljak. A halak farkat a farok alatti Gszdval egyiitt megfeleld (példaul
Davidson-féle) fixaldszerben tartositjak, illetve lefényképezik, hogy késébb
megszamlalhatok legyenek a farok alatti tisz6 papillaris nyulvanyai. Ekkor sziikség szerint
mas szovetmintdkat is levehetnek és tartosithatnak (pl. az ivarmirigybdl). A maj VTG-
eljarasokat lasd a jelen melléklet C.48. fejezetének 6. fliggelékében). A vtg mRNS
szintjének mérésére szolgald mdodszereket — amelyek soran a veg I gén mRNS-ét kivonjak a
majmintabdl és kvantitativ polimeraz lancreakcidoval meghatarozzak a (teljes mRNS 1 ng-
jéban 1év6) vtg I génkopidk szamat — az U.S. EPA dolgozta ki (29). A kezelt és a
kontrollcsoportok vig génkopidinak szamszerli meghatarozasa helyett egy kevesebb
er6forrast igényld ¢és technikailag egyszerlibben kivitelezheté modszer a kezelt és
kontrollcsoportokban 1étrejové vtg I expresszid relativ (valahdnyszoros) valtozdsanak
meghatarozasa.
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Masodlagos ivari jellegek

45.

Rendes koriilmények kozott csak ivarérett felnétt him fogaspontyok rendelkeznek
papillaris nyulvanyokkal, amelyek bizonyos farok alatti uszdsugarak Osszekapcsolodott
lemezein fejlodnek ki masodlagos ivari jellegként, potencialis biomarkert szolgaltatva az
endokrin rendszert zavard hatasok felméréséhez. A farok alatti usz6 papillaris
nyulvanyainak (papillaris nytalvanyokkal rendelkezd Osszekapcsolddott lemezek
szdmanak) meghatarozasi modszerét a 8. fliggelék tartalmazza. Emellett a farok alatti usz6
papillaris nytlvanyainak szamat hasznaljak fel az adott egyed kiils6leg fenotipusos
himként vagy ndstényként vald besoroldsira, amelynek alapjan meghatidrozzak az egyes
ismétlések egyszerli ivarardnyat. A nullandl t6bb papillaris nyulvannyal rendelkezd
fogaspontyok himnek mindsiilnek; a papillaris nytlvany nélkiili fogaspontyok ndsténynek
mindsiilnek.

A fekunditas és a termékenység értékelése

46.

47.

A fekunditast és a termékenységet az FO generacio tekintetében a vizsgalat 1-3. hetében,
az F1 generaci6 tekintetében pedig a vizsgdlat 15-17. hetében értékelik. Minden
tenyészpar ikrdit 21 egymadst kovetd napon keresztiil naponta begytijtik. Az ikrakat
reggelente Ovatosan eltdvolitjdk a haloba fogott ndstényekrdl és/vagy szifonnal az
akvarium aljardl. Az egyes ismétlésekben vizsgalt tenyészparokat illetden naponta
feljegyzik a fekunditast és a termékenységet. A fekunditast a lerakott ikrdk szama alapjan,
a termékenységet pedig a szamlalds idején megtermékenyitettnek ¢és ¢életképesnek
mindsitett ikrak szama alapjan hatdrozzak meg. A szadmlélast az ikrdk begylijtése utan a
lehetd leghamarabb el kell végezni.

Az ismétléseknél mért fekunditdst, vagyis a tenyészparonkénti ikrdk szamat naponta
feljegyzik, €és az ismétlések atlaga alapjan az ajanlott statisztikai eljarasok szerint elemzik.
Egy adott ismétlés termékenységét gy hatdrozzdk meg, hogy a tenyészpar altal termelt
megtermékenyitett ikrak Osszesitett szamat elosztjdk a tenyészpar altal termelt ikrak
Osszesitett szamaval. Statisztikailag a termékenységet ismétlésenkénti aranyszdmként
elemzik. Egy adott ismétlés kikelési aranyanak meghatarozasdhoz elosztjak az ivadékok
szamat a betelepitett embridk szaméval (ami altalaban 20). Statisztikailag a kikelési aranyt
ismétlésenkénti aranyszamként elemzik.

Mintavétel felnott halakbol és a végpontok értékelése

Mintavétel tenyészpar halakbol

48.

A vizsgalat 17. hetét kovetden (vagyis miutdn az F2 generaciot sikerrel elinditottak), az F1
generacid felndtt halait kiméletesen ledlik, és értékelik a kiilonbozd végpontokat (lasd az 1.
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¢és a 2. tablazatot). A farok alatti uszorol felvételt készitenek a farok alatti usz6 papillaris
nyulvanyainak értékeléséhez (lasd a 8. fiiggeléket) és/vagy a farkat a végbélnyilas
poszterior végétdl eltavolitjdk ¢és  fixaljdk a papillaris nyualvanyok  késObbi
megszamlalasdhoz. Ekkor igény szerint a farokusz6 egy részébdl mintat vehetnek ¢és
eltarolhatjdk a genetikai ivar (dmy) ellendrzéséhez. Sziikség szerint szovetmintat lehet
venni a dmy elemzésnek megismétléséhez, amelynek révén ellendrizheté egy adott hal
genetikus ivara. A testiireget felnyitjak, hogy lehetévé tegyék a megfeleld (pl. Davidson-
féle) fixaloszer atdramlasat, mieldtt az egész testet belemeritenék a fixaloszerbe. Ha
azonban a fixalas eldtt gondoskodnak a megfeleld permeabilitasrol, a testiireget nem
sziikséges felnyitni.

Korszovettan

49. Minden halon szdvettani vizsgalatot végeznek az ivarmirigyszovet koros elvaltozasainak
megallapitasahoz (30); (29). A 33. pontban emlitettek szerint a vizsgalat soran értékelt mas
mechanisztikai végpontokat (pl. a VTG, a maésodlagos ivari jellegek (SCC) és az
ivarmirigyek korszovettani elemzésével feltarhatd bizonyos hatasok) befolydsolhatja
szisztémas vagy mas jellegli toxicitas. Kovetkezésképpen a mdj és a vese részletes
korszovettani  értékelésével eldsegithetd a mechanisztikus végpontoknal jelentkezd
valaszok jobb megértése. Ha ilyen részletes értékelésekre nem keriil sor, a korszovettani
vizsgalat soran tapasztalt sulyos rendellenességeket akkor is fel kell jegyezni és fel kell
tintetni a jegyzOkonyvben. Fontolora vehetd a (kontrollhoz képest) legmagasabb
koncentracioval kezelt csoporttdl a hatds nélkiili koncentracioval kezelt csoportig lefelé
1épegetd vizsgalat, bar ajanlatos tanulméanyozni a korszovettani irdnymutatast (29).
Altalaban feldolgoznak minden mintét, illetve metszetet készitenek beléliik, amelyeket a
korboncnok elemez. Megjegyzendd, hogy lefelé haladd megkozelités alkalmazasanal a
Rao—Scott Cochrane—Armitage by Slices (RSCABS) eljards azon a feltevésen alapul, hogy
a dozisszintek novelésével parhuzamosan novekszik a bioldgiai (patoldgiai) hatds. Ezért a
statisztikai erd csokkenésével kell szamolni, ha egyetlen magas dozist vizsgalnak kdzbeesd
dozisok nélkiil. Amennyiben nincs sziikség statisztikai elemzéshez annak megéllapitasara,
hogy a magas dozis nem fejt ki hatast, akkor ez a megkdzelités elfogadhatd lehet. Az
értékelés soran megallapitjak az ivari fenotipust.

Egyéb észrevételek
50. A fogaspontyon végzett kibdvitett egygeneracidos vizsgalatbol szarmazd adatok
felhasznalhatok (pl. bizonyiték sulyan alapulé megkoézelités keretében) arra, hogy
egyidejileg értékeljenek legalabb két, reprodukcids karosodast okozd altalanos karos
kimeneti at tipust: a) a hipotalamusz-hipofizis-gonadd (HPG) endokrin tengely karosodasat
eldidézo, endokrin rendszer altal kozvetitett utakat; €s b) nem az endokrin rendszer altal
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kozvetitett toxicitas révén a talélés, a novekedés (testhossz és testtomeg), valamint a
szaporodas visszaesését okozo utakat. Ez a vizsgalat magéban foglalja a jellemzéen a
kronikus toxicitasi vizsgalatokban, példaul a teljes életciklussal és a korai ¢€letszakasszal
kapcsolatos vizsgalatokban mért végpontokat, amelyek felhaszndlhatok mind a nem
endokrin rendszer altal kozvetitett toxikus hatasmechanizmusok, mind az endokrin
rendszer altal kozvetitett toxicitasi utak jelentette veszélyek értékelésére. A vizsgalat soran
naponta meg kell figyelni a halak viselkedését, €s a szokatlan viselkedési formékat fel kell
jegyezni. Emellett fel kell jegyezni az elhaldlozdsokat, valamint ki kell szdmolni a
halaknak a vizsgalat 6./7. hetében bekdvetkezd selejtezéséig megfigyelt tulélési aranyat, a
selejtezéstdl az ivarérés eldtt allo halakbol torténd mintavételig (a megtermékenyités utani
9-10. hét) megfigyelt tulélési ardnyat és a parok kialakitdsatol a felndtt halakbol torténd
mintavételig megfigyelt talélési aranyat.

1. tablazat: A MEOGRT* végpontjainak attekintése

Eletszakasz Végpont Generacio
Embrio Kikelés (% és a kikelésig eltelt id6) F1,F2

(megtermékenyités

utani 2. hét)

Novendék Tulélés F1
(megtermékenyités

utani 4. hét)
Ivarérés elott allo Tulélés F1
(megtermékenyités Novekedés

ani 9—10. hé . ;
uténi 9-10. hét) (testhossz és testtomeg)

Vitellogenin
(mRNS vagy fehérje)

Masodlagos ivari jellegek
(farok alatti usz6 papillaris
nyulvanyai)

Kiils6leg lathat6 ivar aranya

1. ivasig eltelt id6

Felnott Szaporodas FO, F1
(megtermékenyités (fekunditas és termékenység)
utani 12—14. hét)
Feln6tt Tualélés Fl1
(megtermékenyités Névekedés
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utani 15. hét) (testhossz és testtomeg)

Masodlagos ivari jellegek
(farok alatti uszo6 papillaris
nyulvanyai)

Korszovettan

(ivarmirigy, maj, vese)

*Ezeket a végpontokat statisztikailag elemezni kell.

UTEMEZES

51. A fogaspontyon végzett kibdvitett egygeneracios vizsgalat (MEOGRT) 2. tablazatban
illusztralt itemterve bemutatja a vizsgalatot. A MEOGRT magaban foglalja az FO
generdcio felndtt halainak 4 hetes kezelését, az F1 generaci6 15 hetes kezelését és a
masodik (F2) generacié expozicids iddszakat a kikelésig (megtermékenyités utani 2. hét).
A MEOGRT soran végzett tevékenységeket a 9. fliggelék foglalja dssze.
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2. tablazat: A MEOGRT soran alkalmazott expozicid és végpontmérések iitemezése.

MEOGRT expoziciéjanak és végpontméréseinek iitemezése

FO 112]13(4
F1 1[2]13[4]|5]|6[7]|8[9][10]11]|12(13]14]|15
F2 1(2
Vizsgalatihét [ 1 [2 |3 (45|67 |89 |10|11|12]13]|14|15[16[17|18|19
Eletszakasz Embrié Larva Novendék Ivar éflél’s, elétt Felnott
allo
Végpontok
Fekunditas Fo Fi o A Kkisérleti terv 7, ismétlésekbdl allo
csoportot tartalmaz
Termékenység Fo Fi N .
o 5 avizsgalati vegyi anyaggal
Kikelés F F, vald kezelésekhez
o 2 akontroll kezelésekhez
Tulélés Fi Fi Fi (oldészer alkalmazésa esetén
4
INOvekedés Fo Fi Fi ) L
e  Csoporton beliili kialakitas
Vitellogenin Fi o 12 ismétlés a szaporodas, a
g feln6tt patologia és az SCC
R F) F) méréséhez (10-18. h)
o  6ismétlés a kikelés, a talélés, a
Korszovettan Fi Vtg, az ivarérés elott 4116
egyedek SCC-jének és a
novekedés méréséhez (1-9. h)
Vizsgalatihét [ 1 [2 |3 [4[S|6]|7 |89 |10|11|12]13|14|15[16[17|18[19[SSC: masodlagos ivari jellegek; H: hét;
Vtg: vitellogenin

ADATSZOLGALTATAS

Statisztikai elemzés

52. Mivel minden kisérleti hal esetében meghatarozzak a genotipusos ivart, az adatokat a

53.

genotipusos ivar (vagyis XY himek és XX ndstények) szerint kiilon kell elemezni.
Ellenkezd esetben az elemzések statisztikai ereje jelentdsen csokken. Az adatok statisztikai
elemzéséhez lehetdség szerint az ,,Aktudlis megkozelitések az Okotoxicitasi adatok
statisztikai elemzésében: alkalmazasi ttmutat6é” (32) cimiit OECD-dokumentumban leirt
eljarasokat kell kovetni. A statisztikai elemzéshez a 10. fiiggelék nyujt tovabbi itmutatast.

A vizsgalati tervet ugy kell kialakitani €s olyan statisztikai vizsgélatokat kell valasztani,
hogy a biologiai szempontbol fontos valtozasokat az olyan végpontokon, ahol
megfigyelhetd hatdst nem okozd koncentraciot kell jelenteni, megfeleld statisztikai erdvel
lehessen észlelni (32). A relevans hatdsos koncentraciok és paraméterek jegyzOkonyvezése
a szabdlyozasi kerettdl fiigghet. Meg kell hatarozni a szdzalékos valtozast minden egyes
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végponton, amelyet fontos kimutatni vagy megbecsiilni. A vizsgalatot ugy kell kialakitani,
hogy ez megoldhato legyen. Nem valoszini, hogy a szdzalékos valtozas minden végponton
megegyezik, és az sem valoszinii, hogy olyan megvalésithatd kisérletet lehet tervezni,
amely minden végpont tekintetében megfelel a fenti feltételeknek, tehat a kisérlet
megfeleld kialakitdsa sordn azokra a végpontokra kell dsszpontositani, amelyek az adott
kisérlet szempontjabodl lényegesek. A 10. fiiggelék statisztikai folyamatabrat ¢s ttmutatast
tartalmaz, amelyek segitséget nyujtanak az adatok kezeléséhez, valamint a legmegfelel6bb
statisztikai vizsgédlat vagy modell kivalasztdsahoz. Alkalmazhaték mas statisztikai
megkozelitések is, amennyiben azok hasznalata tudomanyos szempontbdl indokolt.

54. Sziikséges a parhuzamos eredmények kozti eltérések varianciaanalizissel vagy
kontingenciatablazatos modszerrel valo elemzése, és az elemzés alapjan a megfeleld
statisztikai elemzd modszerek alkalmazasa. Az egyedi koncentracioszinteknél és a
kontrollcsoport ~ koncentracidszintjeinél  kapott  eredmények  kozotti  Gsszetett
Osszehasonlitds érdekében folytonos vélaszok esetén ajanlatos lefelé 1épegetd eljarast (pl.
Jonckheere—Terpstra-féle probat) alkalmazni. Amennyiben az adatok nem jellemezhetok
monoton koncentracid-valasszal, Dunnett-féle vagy Dunn-féle proba alkalmazandé
(szlikség esetén az adatok megfeleld transzformalasa utan).

55. A fekunditas értékeléséhez az ikrdkat naponta megszamlaljdk, az adatok azonban
elemezhetdk teljes ikraszamként vagy ismételt mérésként. A 10. fliggelék részletesen
ismerteti e végpont elemzési modjat. A stulyossag szerint pontszdmozott korszovettani
adatok értékeléséhez kifejlesztettek egy 1) statisztikai probat, a Rao—Scott Cochran—
Armitage by Slices (RSCABS) trendprobat (33).

56. A vegyi anyaggal torténd kezelés soran megfigyelt, a megfeleld kontrolloktdl jelentds
mértékben eltérd végpontokat bele kell foglalni a jelentésbe.

Adatelemzési szempontok
Ervénytelen kezelési szintek haszndlata

57. Szamos tényezot kell figyelembe venni annak eldontésekor, hogy az ismétlés vagy a teljes
kezelés nyilvanval6 toxicitast mutat-e, melynek kovetkeztében ki kell zarni az elemzésbdol.
A nyilvanvald toxicitdas meghatirozasa: a megtermékenyités utani 3. és 9. hét kozott
barmelyik ismétlésben tapasztalt 4-nél tobb elhullas, amely technikai hibaval nem
magyarazhat6. A nyilvanvalo toxicitds egyéb tiinetei koz¢ tartoznak a vérzés, a rendellenes
viselkedés, a rendellenes Uszadsmintdk, az anorexia €és barmely egyéb betegségre utald
klinikai tiinet. A toxicitas szubletalis jelei tekintetében kvalitativ értékelésre lehet sziikség,
amelyet mindig a (csak tiszta vizet tartalmazd) higitovizes kontrollcsoporthoz viszonyitva
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kell elvégezni. Amennyiben a legmagasabb koncentracioval végzett kezelés(ek)ben
nyilvanvalo6 toxicitas figyelhetdé meg, ajanlatos ezeket a kezeléseket kizarni az elemzésbol.

Oldoszeres kontrollok

58. Olddszer hasznalatat csak a legvégsd esetben szabad megfontolni, ha mar minden egyéb
kémiai bejuttatasi lehetOséget szamitasba vettiink. Oldoszer hasznalata esetén
parhuzamosan egy higitovizes kontrollt is kell futtatni. A vizsgalat befejezésekor értékelni
kell az olddszer lehetséges hatdsait. Ezt az olddszeres kontrollcsoport és a higitdvizes
kontrollcsoport statisztikai 0sszehasonlitasa Utjan végzik el. A legfontosabb vizsgalando
végpontok az elemzés sordn a novekedés meghatirozoi (tomeg), mivel az altalanos
toxicitas ezeket tudja befolyasolni. Ha statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutatnak
ki a higitévizes €s az olddszeres kontrollcsoportok kozott e végpontok tekintetében, a
legjobb szakmai megitélés alapjan kell donteni arr6l, hogy érvénytelennek tekinthetd-e a
vizsgalat. Amennyiben a két kontroll kozott eltérések tapasztalhatok, a vegyi anyaggal
végzett kezeléseket az oldoszeres kontrollal kell dsszevetni, kivéve ha ismert, hogy a
higitovizzel vald Osszehasonlitast részesitik elényben. Amennyiben a két kontrollcsoport
kozott nincs statisztikailag szignifikdns kiilonbség, ajanlatos a vizsgalati vegyi anyaggal
végzett kezeléseket az 6sszevont oldoszeres és higitovizes kontrollcsoportokkal dsszevetni,
kivéve ha ismert, hogy csak a higitovizes vagy csak az oldoszeres kontrollcsoporttal vald
Osszehasonlitast részesitik elonyben.

Vizsgalati jegyzokonyv

59. A vizsgélati jegyzOkonyvnek a kovetkezdket kell tartalmaznia:

Vizsgalati vegyi anyag: fizikai jelleg és adott esetben a fizikai-kémiai tulajdonsagok;
- kémiai azonosito adatok.
Egy 0sszetevobdl allo anyag:
- fizikai megjelenés, vizoldékonysag és a tovabbi relevans fizikai-kémiai tulajdonsagok;

- kémiai azonosité adatok, példaul IUPAC- vagy CAS-név, CAS-szam, SMILES- vagy
InChl-kdd, szerkezeti képlet, tisztasdg, valamint adott esetben ¢és amennyiben a
gyakorlatban megvaldsithatd, a szennyezddések kémiai azonositoja stb. (ideértve adott
esetben a szervesszén-tartalmat).

Tobb 6sszetevobdl allo anyag, UVCB-k és keverékek:

- amennyiben lehetséges, az OsszetevOok kémiai azonositojaval (lasd fent), mennyiségi
eléfordulasaval és relevans fizikai-kémiai tulajdonsagaival jellemezve.
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Vizsgalati fajok:

tudomanyos név, torzs (ha meghatarozhatd), forras és a megtermékenyitett peték
begytijtésének modja, valamint a kés6bbi kezelés.

Vizsgalati kériilmények:

megvilagitasi idészak(ok);
vizsgalati terv (pl. a kamra mérete, az anyagok és a viz mennyisége, a vizsgalati kamrak és
az ismétlések szama, az ivadékok 1étszama az ismétlésekben);

a torzsoldat elkészitésének modszere és a vizcsere gyakorisaga (az esetleg hasznalt

crer

a vizsgalati vegyi anyag adagoldsanak modszere (példaul szivattyu, higitasi rendszerek);

a modszer visszanyerési hatékonysaga ¢és a névleges vizsgalati koncentraciok, a
meghatarozasi hatar, a mért értékek atlaga és szordsa a vizsgalati edényekben, az ilyen
adatok megszerzésének modszerei €s bizonyitékok annak alatamasztisara, hogy a mérések
a valodi oldatban 1év6 vizsgalati vegyi anyag koncentracidszintjeire vonatkoznak;

a higitoviz jellemz0i: pH-érték, keménység, hdmérséklet, oldottoxigén-koncentracio,
maradékklor-tartalom (amennyiben mérik), teljes szervesszén-tartalom (amennyiben
mérik), szuszpendalt szilard anyagok (amennyiben mérik), a vizsgalati kozeg sotartalma
(amennyiben mérik) és barmely mas mérési adat;

.....

vizmindség a tesztedényekben: pH-érték, (napi) hdmérséklet és oldottoxigén-koncentracio;

részletes informaciok a taplalékrol (pl. a haltapok tipusa, eredete, az adagolt mennyiség és
az adagolas gyakorisaga).

Eredmények:

bizonyiték arra, hogy a kontrollok teljesitették az altalanos érvényességi kritériumokat;

a kontroll (és alkalmazésa esetén az olddszeres kontroll) és a kezelt csoportok kdvetkezd
adatai: az F1 és az F2 generacio kikelése (kikelési arany és a kikelésig eltelt id6), az F1
kikelést kovetd tulélési aranya, az F1 novekedése (hossz és testtomeg), az F1 genotipusos
ivara és ivari differencidlodasa (pl. a farok alatti iszo6 papillaris nytalvanyai és az
ivarmirigy szovettana alapjan meghatarozott masodlagos ivari jellegek), az F1 fenotipusos
ivara, az F1 masodlagos ivari jellegei (farok alatti isz6 papilléaris nyalvanyai), az F1 vtg
mRNS (vagy VTG fehérje) szintje, az F1 korszovettani értékelése (ivarmirigy, méj és
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vese), valamint az FO és F1 szaporodasi képessége (fekundités és termékenység); (lasd az
1. és a 2. tablazatot).

- a statisztikai elemzés sordn alkalmazott megkozelités (regresszios analizis vagy
varianciaanalizis) és az adatok feldolgozasa (az alkalmazott statisztikai vizsgalatok és
modellek);

- megfigyelhetd hatdst nem okoz6 koncentracié (NOEC) minden egyes kiértékelt
valaszreakciora nézve;

- megfigyelhetd hatdst okozo legalacsonyabb koncentracio (LOEC) minden egyes kiértékelt
valaszreakciora nézve (p=0,05 értéknél); ECx adott esetben minden egyes kiértékelt
valaszreakciora nézve, konfidencia-intervallumok (példaul 90 vagy 95 %) és a
szamitashoz hasznalt illesztett modell grafikonja, a koncentracid-valasz gorbe
meredeksége, a regresszios modell egyenlete, a modell becsiilt paraméterei €s a becslés
standard hibai;

- az e vizsgalati modszertdl valo eltérések, az elfogadhatosagi kritériumoktol vald eltérések,
¢s a vizsgalat kimenetelére gyakorolt lehetséges hatasukkal kapcsolatos megfontolasok.

60. A végpontmérések eredményeit illetden fel kell tiintetni az atlagértékeket és az azoktol
valo standard deviécidt (lehetdség szerint az ismétlések és a koncentraciok alapjan).
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1. FUGGELEK

FOGALOMMEGHATAROZASOK
Vegyi anyag: anyag vagy kever¢k.
ELISA: enzimhez kotott immunoszorbens vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent assay).
Fekunditas = ikrak szama;
Termékenység = ¢letképes ikrak szama/fekunditas;

Villas elagazasu hossz: a farok tovéig mért hossz az orrcstics €s a farokiiszo kozépsod
sugaranak végpontja kozotti tdvolsag, és olyan halak esetében alkalmazandd, amelyeknél
nehéz meghatarozni, hogy a gerincoszlop hol ér véget (www.fishbase.org)

Kikelési arany = ivadékok/az inkubatorba helyezett embriok szdma

IACUC: Institutional Animal Care and Use Committee (Allatgondozassal ¢és -
felhasznalassal foglalkozo6 intézményi bizottsag).

Standard hossz: az orrcsucstol az utolso csigolya poszterior végéig vagy a hipuralis lemez
mediolateralis részének poszterior végéig mért tavolsag. Leegyszerlisitve ez a mérés nem
tartalmazza a faroksz6 hosszat (www.fishbase.org).

Teljes hossz: az orrcslics és a farokiszo hosszabbik lebenyének csucsa kozotti tdvolsag,

amelyet altalaban a lebenyek kozépvonal mentén vald 0sszenyomasaval mémek. Ez egy
egyenes vonalll mérés, nem koveti a test gorbiiletét (www.fishbase.org).
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1. abra: a hasznalt kiilonb6z6 hosszusagok leirasa.

ECx: (hatasos koncentracid x % hatas eléréséhez) az a koncentracio, amely valamely hatés
x %-at okozza a vizsgalati szervezetekben egy adott expozicids 1idOn beliil, a kontrollal
Osszehasonlitva. Példaul az EC50 az a becsiilt koncentracid, amely a vizsgalat valamilyen
végpontja tekintetében a kitett populacio 50 %-aban okoz hatast a meghatarozott expozicios
1d6 alatt.

Atfolyasos vizsgalat: az expozicid soran a vizsgalati oldat vizsgilati rendszeren torténd
folyamatos aramlasa mellett folytatott vizsgalat.

HPG-tengely: hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely.

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry (Elméleti és Alkalmazott
Kémia Nemzetkozi Unidja).

Betelepitési arany: a halak nedvesen mért tomege egységnyi mennyiségii vizben.

Megfigyelheté hatast okozo legalacsonyabb koncentracio (LOEC): a vizsgalati vegyi
anyag azon legalacsonyabb vizsgalati koncentracidja, amelynél a kontrollal §sszevetve még
megfigyelhetd a vegyi anyag statisztikailag szignifikdns hatasa (p < 0,05). Azonban az
LOEC-szint feletti valamennyi vizsgalati koncentracionak olyan artalmas hatast kell
kifejtenie, amely legalabb egyenlé az LOEC-szinten megfigyelttel vagy sulyosabb annal.
Amennyiben e két feltétel nem teljesithetd, akkor kimeritd magyarazatot kell adni arra, hogy
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hogyan tortént az LOEC (és ennélfogva az NOEC) kivalasztasa. Az 5. és 6. fiiggelék
utmutatast ad.

Median letalis koncentracio (LC50): a vizsgalati vegyi anyag azon koncentracioja, amely
a becslések szerint a vizsgéalat idStartama alatt a vizsgalati szervezetek 50 %-dra nézve

halalos.

Megfigyelheté hatast nem okozé koncentracio (NOEC): a kozvetleniil az LOEC alatti
vizsgalati koncentracid, amely — a kontrollcsoporttal vald Osszevetésben — nem fejt ki
statisztikailag szignifikéns hatast (p < 0,05) a meghatarozott expozicios iddszak alatt.

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification (molekulak egyszerisitett
egy sorban torténd beviteli rendszere).

Betelepitési siiriiség: a halak szama egységnyi mennyiségli vizben.

Vizsgalati vegyi anyag: barmely, e vizsgdlati modszer alkalmazasaval vizsgélt anyag vagy
keverék.

UVCB: ismeretlen szerkezetli vagy valtozd Osszetételli, Osszetett reakcioban keletkezett
vagy bioldgiai eredetli anyagok.

VTG: a vitellogenin a szikben talalhato foszfo-, lipo- és glikoproteinek prekurzora, amely
alapesetben az ikrarako fajok szexualisan aktiv ndstényeiben fordul eld.

WPF: a megtermékenyitéstdl szamitott hetek szama.
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2. FUGGELEK

AZ ELFOGA,DHAT(') MINOSEGU HIGITOViZ NEHANY FONTOSABB KEMIAI
TULAJDONSAGA

Anyag Hatarkoncentracio
Szallo por 5 mg/l
Teljes szervesszén-tartalom 2 mg/l
Nem ionizalt ammonia 1 pg/l
Maradék klor 10 pg/l
Szerves foszfort tartalmazd novényvédo szerek dsszesen 50 ng/l
Szerves klortartalmu peszticidek + poliklorozott bifenilek 50 ng/l
Osszes szerves klor 25 ng/l
Aluminium 1 pg/l
Arzén 1 pg/l
Krém 1 pg/l
Kobalt 1 pg/l
Réz 1 pg/l
Vas 1 pg/l
Olom 1 pg/l
Nikkel 1 pg/l
Cink 1 pg/l
Kadmium 100 ng/1
Higany 100 ng/1
Eziist 100 ng/l
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3. FUGGELEK

A MEOGRT VIZSGALATI KORULMENYEI

1. Ajanlott fajok
2. A vizsgalat tipusa

3. Vizhémérséklet

4. A megyvilagitas mindsége

6. Betelepitési arany

7. A vizsgalati kamra minimalis
hasznos térfogata

8. A vizsgalati oldatok
térfogatanak cseréje

9. A vizsgalt éllények kora a
vizsgalat kezdetén

10. El61ények ismétlésenkénti
szama

11.Kezelések szama

12.Kezelésenkénti ismétlések
szama

13.El6lények szama
vizsgalatonként

Japan fogasponty (Oryzias latipes).
Folyamatos vizcserét biztosito atfolyasos rendszer.

A nominalis vizsgalati hdmérséklet 25 °C. A vizsgalat teljes idétartama
alatt az egyes tartalyok atlaghdmérséklete 24-26 °C.

Fluoreszcens izzok (széles spektrum és ~150 lumen/m?)
(~150 lux).

16 6ra fény, 8 oOra sotét.

FO: 2 feln6tt/ismétlés; F1: kezdetben legfeljebb 20 ikra
(embri6)/ismétlés, a kikelésnél lecsokkentve 12 embrid/ismétlésre, majd
a megtermékenyités utani 9—-10. héten 2 felndttre (XX-XY tenyészparra)
a szaporodasi fazishoz.

1,8 I (a vizsgalati kamra mérete példaul: 18x9x15 cm).

Legalabb napi 5 térfogatcsere és legfeljebb napi 16 térfogatcsere (vagy
20 ml/perc aramlas).

FO: A megtermékenyitéstol szamitva legalabb 12, legfeljebb 16 hét.

FO: 2 hal (egy himbdl és egy nOsténybdl allo par); F1: ismétlésenként
legfeljebb 20 (FO és F1 tenyészparoktol szarmazo) hal (ikra).

5 vizsgalati vegyi anyaggal végzett kezelés plusz a megfeleld
kontroll(ok).

A vizsgalati vegyi anyag esetében legalabb 6 ismétlés kezelésenként, a
kontroll — és ha alkalmazzak, az oldoszeres kontroll — esetében legalabb
12 ismétlés (az F1 generacio reprodukcios fazisaban az ismétlések
szamat megduplazzak).

Az F0 generacidban legalabb 84 hal, az F1 generacidoban 504 hal.
(Oldoészeres kontroll végzése esetén 108 hal az FO generacioban és

648 hal az F1 generdcioban). A szamlalas egysége a szabad embrid utani
¢letszakaszban 1év6 egyedek.

559



14. Etetési rend

15.Levegdztetés

16. Higitoviz
17.Expozicios idétartam

18.Biologiai végpontok
(elsodleges)

19. A vizsgalat érvényességi
kritériumai

D060575/02

A halak ad libitum etethet6k Artemia sérakkal (24 6ras naupliusszal),
szlikség esetén kereskedelmi forgalomban kaphato pelyhesitett
haleledellel kiegészitve (a megbizhatd szaporodast lehetdvé tévo,
megfelel6 ndvekedést és fejlodést biztosito etetési rend egy példajat a 6.
fiiggelék ismerteti).

Nincs, kivéve ha az oldott oxigén koncentracidja megkozeliti a < 60 %-
os levegdtelitettségi értéket.

Tiszta felszini viz, kutviz, mesterséges viz vagy klormentesitett csapviz.
Alapvetden 19 hét (az FO generaciotol az F2 generacio kikeléséig).

Kikelési arany (F1 és F2 generacio); talélés (F1, kikeléstol a
megtermékenyités utdni 4. hétig (larvakor vége/novendékkor eleje), a
megtermékenyités utani 4. és 9. (vagy 10.) hét kozott (névendékkor
elejétol az ivarérés elotti korig) és a megtermékenyités utani 9. és 15, hét
kozott (ivarérés eldtti kortdl a felndttek elpusztitasaig)); novekedés (F1,
hossz és tomeg a megtermékenyités utani 9. és 15. héten); masodlagos
ivari jellegek (F1, farok alatti isz6 papillaris nyalvanyai a
megtermékenyités utni 9. és 15. héten); vitellogenin (F1, vig mRNS
vagy VTG fehérje a megtermékenyités utani 15. héten); fenotipusos ivar
(F1, ivarmirigy szovettani vizsgalataval a megtermékenyités utani 15.
héten); szaporodas (FO és F1, fekunditas és termékenység mérése 21
napig); az ivasig eltelt id6 (F1); és korszovettan (F1, ivarmirigy, maj és
vese a megtermékenyités utani 15. héten).

Az oldott oxigén a levegotelitettségi érték legalabb 60 %-a; a vizsgalat
teljes idOtartama alatt az atlagos vizhdmérséklet 24-26 °C; a
kontroll(ok)ban a ndstények legalabb 65 %-a sikeresen szaporodik; a
kontroll(ok)ban az atlagos napi fekunditas legalabb 20 ikra; a
kontrollokban a kikelési arany (atlagosan) eléri a 80 %-ot (mind az F1,
mind az F2 generacioban); a kontrollokban (F1) a kikeléstdl a
megtermékenyités utani 3. hétig a ttlélés atlagosan legalabb 80 % és a
megtermékenyités utani 3. héttdl a generacio egyedeinek elpusztitasaig
atlagosan legalabb 90 %, a vizsgalati vegyi anyag oldatban 1év6
koncentracioit az atlagos mért értékek 20 %-os tartomanyan beliil
sikertilt tartani.
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4. fiiggelék

IRANYMUTATAS A TIPIKUS KONTROLLERTEKEKHEZ

Ezeket a kontrollértékeket korlatozott szdmu validalasi tanulmany alapjan hataroztdk meg, ezért a
tovabbi tapasztalatok fényében modositasra keriilhetnek.

Novekedés

A megtermékenyités utdni 9. (vagy 10.) és 15. héten a mintavételhez hasznéalt minden
halnak megmérik a testtomegét és a hosszat. E protokoll betartdsa esetén a
megtermékenyités utdni 9. héten a himek vart nedves tomege 85-145 mg, mig a néstényeké
95-150 mg. A megtermékenyités utani 15. héten a himek vart tomege 250-330 mg, a
nostényeké 280-350 mg. Bar az egyes halak testtomege jelentdsen eltérhet a megadott
tartomanytol, ha a kontrollcsoport atlagos testtomege nagy mértékben kiviil esik ezeken a
tartomanyokon, kiilondsen ha alacsonyabb, az a taplalassal, hdmérséklet-szabalyozassal
vagy vizmindséggel kapcsolatos problémara, betegségre, vagy e tényezOk barmely
kombindciojara utal.

Kikeles

A kontrollcsoportokban a kikelési sikeresség altalaban 90 % koriil alakul, ugyanakkor
esetenként lecsokkenhet akar 80 %-ig is. A 75 %-nal alacsonyabb kikelési sikeresség azt
jelezheti, hogy nem mozgatjak megfelelé mértékben a fejlédo ikrakat, vagy nem kezelik
Oket kelld odafigyeléssel, példaul nem tavolitjak el idében az elpusztult ikrdkat, ami gombas
fert6zéshez vezet.

Tulélés

A kontrollcsoportokban a talélési arany a kikeléstdl a megtermékenyités utani 3. hétig és ezt
kovetden altaldban 90 % vagy magasabb, de nem nyugtalanito az sem, ha a korai
életszakaszokban a kontrollok talélési aranya 80 %-ig csokken. A kontrollcsoportok 80 %-
nal alacsonyabb tulélési ardnya aggodalomra adna okot és arra utalhat, hogy az akvariumok
elégtelen tisztitdsa miatt betegségbdl vagy az alacsony oldottoxigén-tartalom okozta
fulladéasbol kifolydlag pusztulnak a larvak. A haldlozés tovabbi okai lehetnek a tartaly
tisztitdsa sordn a larvékat ért sériilés és a tartaly vizelvezetd rendszerének tulajdonithato
larvapusztulas.

Vitellogenin gén

Bar a vitellogenin (vtg) gén — génkopiak/teljes mRNS ng-jdban kifejezett — abszolut szintjei
az alkalmazott eljardsok vagy miiszerek miatt jelentésen eltérhetnek az egyes
laboratoriumok kozott, a veg ardnydnak a kontrollcsoport ndstényeiben 200-szor
nagyobbnak kell lennie, mint a himekben. Nem szokatlanok az 1000-2000-szeres értékek,
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ugyanakkor a 200-szorosnal alacsonyabb aranyszdmok gyanusak és arra utalhatnak, hogy
problémat okozott a minta fert6zottsége, az alkalmazott eljaras és/vagy reagens.

Masodlagos ivari jellegek

A himek esetében a masodlagos ivari jellegek normal tartomanya, amelyet a farok alatti
usz6 papillaris nyalvanyainak Uszosugaraiban taldlhatd Osszes szegmens szama alapjan
hataroznak meg, a megtermékenyités utani 9-10. héten 40-80 szegmens. A
megtermékenyités utani 15. héten a kontrollcsoport himjeinél ez a tartomany 80—120 koriil
alakul, a ndstényeknél pedig 0. Ismeretlen okokbol kifolyolag bizonyos him egyedeknél
ritkdn eléfordul, hogy a megtermékenyités utani 9. héten nincs papillaris nyulvanyuk, de
mivel a megtermékenyités utani 15. hétre minden kontroll himen megjelennek papillaris
nyulvanyok, valdsziniileg késleltetett fejlddésrol van sz6. Amennyiben a kontrollcsoport
ndstényeinél megfigyelhetdk papillaris nytlvanyok, az arra utal, hogy a populacidoban
vannak XX himek.

XX himek

Az XX himek normal hattérbeli eléfordulasa a tenyészetekben 25 °C-on koriilbeliil 4 %
vagy kevesebb, eléforduldsuk a homérséklet emelkedésével parhuzamosan novekszik.
Intézkedéseket kell tenni annak érdekében, hogy a populacidban minél alacsonyabb legyen
az XX himek aranya. Miutan az XX himek eléforduldsa részben a genetikara vezethetd
vissza, ezeért orokolhetd, a tenyészallomany ellendrzésével €s annak biztositasaval, hogy az
XX himek nem keriilnek felhasznalasra a tenyészallomany szaporitdsahoz, hatékonyan
csokkenthetd az XX himek populéacion beliili eléfordulasa.

Ivasi aktivitas

A fekunditas felmérését megel6zden a kontroll ismétlésekben naponta ellendrizni kell az
ivasi aktivitdst. Az ivasi aktivitasrol a kontrollcsoportban 1évé tenyészparok szdmanak
vizualis felmérésével lehet megbizonyosodni. A megtermékenyités utani 12—14. héten a
kontrollcsoport legtobb parjanak mar ivnia kell. Ha ebben az iddszakban alacsony az ivo
parok szadma, az a halak egészségét, ivarérettségét vagy jolétét éErintd potencidlis
problémakat jelez.

Fekunditds
Az egészséges, jol taplalt, megtermékenyités utdni 12—14. hétben jaré fogaspontyok naponta
ivnak, amelynek sordn napi 15-50 ikrat termelnek. Az ajanlott 24 kontrollként szolgalo
tenyészparbol 16-nak (> 65 %) naponta és tenyészparonként tobb mint 20 ikrat kell leraknia,

de a napi ikramennyiség akar 40 koriili is lehet. Ennél kevesebb ikra arra utalhat, hogy a
tenyészparok nem ivarérettek, rosszul taplaltak vagy betegek.

Termékenység
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A kontrollcsoport ivé parjaindl a megtermékenyitett ikrak aranya jellemzdéen koriilbeliil
90 %, de esetenként mérnek 95 % koriili vagy afeletti aranyszamokat is. A kontrollcsoport
ikrainak 80 %-nal alacsonyabb termékenységi aranyai gyantsak, €s az egyedek betegségét
vagy a tenyésztési koriilmények idealistol valo elmaradasat jelezhetik.
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S. fiiggelék

PELDA ETETESI RENDRE

A megbizhat6 szaporodast eldsegitd, megfeleld ndvekedést €s fejlddést biztositd etetési rend
egy példdjat az 1. tdblazat ismerteti. Az etetési rendtdl vald eltérések elfogadhatok, de
ajanlatos teszteléssel ellendrizni, hogy elfogadhatdé novekedést ¢€s szaporodast
eredményeznek-e. A javasolt etetési rend betartasahoz a vizsgalatot megelézéen meg kell
hatarozni a séraknak a folyékony sorak egy egységére eso szaraz tomegét. Ehhez lemérnek
egy meghatarozott térfogati folyékony sordkot, amelyet eldzetesen lemért talba helyeztek,
¢s 60 °C-on 24 6ran keresztiil szaritottak. A folyékony sordk sétartalmanak tomegét ugy
lehet megallapitani, hogy a folyékony sorakhoz hasznalt sdoldattal azonos és megegyezd
mennyiségli sdoldatot szintén kiszaritanak. lemérnek, majd tomegét levonjak a kiszaritott
foly¢kony sorak tomegébdl. Alternativ megoldasként a sordkot kiszaritas eldtt lesziirhetik és
desztillalt vizzel atoblithetik, igy nem sziikséges lemérni a ,,s6 vakoldat” tomegét. Az igy
kapott informacidval a sérak tablazatban feltiintetett szaraz tomege alapjan meghatarozhato
a folyékony sorak halak etetésé¢hez hasznalandé mennyisége. Ezenfeliil javasolt a folyékony
sorék alikvotjainak heti mérésével ellendrizni az etetéshez hasznalt sorak széraz tomegét.
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1. tablazat: Az etetési rend példaja

Idépont (kikelés utani Sérak (mg szaraz
nap) tomeg/hal/nap)
1. nap 0,5
2. nap 0,5
3. nap 0,6
4. nap 0,7
5. nap 0,8
6. nap 1,0
7. nap 1,3
8. nap 1,7
9. nap 2,2
10. nap 2,8
11. nap 3,5
12. nap 4,2
13. nap 4,5
14. nap 4,8
15. nap 5,2
16-21. nap 5,6
4. hét 7,7
5. hét 9,0
6. hét 11,0
7. hét 13,5
8. hét — elpusztitas 22,5
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6. fiiggelek

IKRAKELTETO INKUBACIOS KAMRA PELDAJA

A példa

q

Ez az inkubator egy bemetszett liveg centrifugacs6bol all, a csdveket egy rozsdamentes acél
tartohiively koti Ossze egymassal, és a centrifugacsé felsd csavaros kupakja tartja a
helytikon. Egy, a kupakon athaladd kis méretii liveg vagy rozsdamentes acél csé a
centrifugacsd kerek aljanak kozelében elhelyezkedve légbuborékok oOvatos bejuttatdsaval
lebegteti az ikrakat, csokkentve az ikrak kozotti szaprofita gombas fertézések terjedését,
ugyanakkor megkdnnyiti a vegyi anyag inkubdator és tarolotartaly kozotti cseréjét.

B példa

566



D060575/02

Ez az inkubator egy (5 cm atmérdji és 10 cm magas) iiveg hengertestbdl és rozsdamentes
drothalobol (0,25 ¢ és 32 haloszem) all, ez utobbi egy PTFE gylirlivel csatlakozik a
hengertest aljdhoz. Az inkubatorokat az emelérudnal fogva fiiggesztik fel és rogzitik a
tartalyokhoz, és a fogaspontyikraknak megfeleld ciklusban (kortilbeliil 4 méasodpercenként)
fliggblegesen razatjak oket (mintegy 5 cm-es kilengéssel).
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7. FUGGELEK

SEMATIKUS ABRA A MEOGRT VIZSGALATI MODSZERBEN ALKALMAZOTT
ISMETLESEK EGYEDEINEK EGYBEGYUJTESEHEZ ES SZETOSZTASAHOZ

1. abra: Az ismétlések egyedeinek egybegylijtése és szétosztasa a MEOGRT soran. A szamok egy
kezelésre vagy egy "2 kontrollvizsgalatra vonatkoznak. A halak egybegyljtése miatt az egyes
ismétlések a vizsgalat teljes ideje alatt nem ugyanazokat az egyedeket tartalmazzak. Az ikra kifejezés
az ¢letképes, megtermékenyitett ikrakra (vagyis az embriokra) utal.
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Kezelések és ismétlések

A vizsgalati mddszer technikai tisztasagl anyagok hasznélataval végzett, 6t vizsgalati vegyi
anyaggal vald kezelést és egy negativ kontrollt javasol. A MEOGRT soran a kezelésenkénti
ismétlések szama valtozo, a kontrollvizsgalatban pedig kétszer annyi ismétlést hasznalnak,
mint egy vizsgalati vegyi anyaggal torténd kezelésben. Az FO generacid esetében a
vizsgalati vegyi anyaggal zajlo kezelésnél hat ismétlést, a negativ kontrollvizsgalatban pedig
12 ismétlést hasznalnak. Oldoszerek hasznalata nem ajanlott, ha mégis sor kertl
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hasznalatukra, a MEOGRT jelentésébe bele kell foglalni az olddszer alkalmazasanak és
valasztasanak  indokoldsat. Oldoészer hasznalata esetén raadasul két  tipusu
kontrollvizsgalatra van sziikség: a) oldoszeres kontrollra €s b) negativ kontrollra. E két
kontrollcsoport mindegyikének a MEOGRT vizsgélat minden szakaszaban tartalmaznia kell
az ismétlések teljes szdmat. Az ismétlések fentiekben ismertetett szama valtozatlan marad a
soran a kikelésig). Ugyanakkor a felndtt stddiumban, amikor az F1 generacid tenyészparjait
kialakitjak, optimalis esetben kezelésenként megdupldzzdk a tenyészparokkal zajlo
ismétlések szamat; ezért a vizsgalati vegyi anyaggal torténd egyes kezelések soran
legfeljebb 12 part (vagyis ismétlést), mig a kontrollcsoportban 24 part vizsgalnak (és
sziikség szerint tovabbi 24 part az olddszeres kontrollban). Az F1 generacid parjaitol
szarmaz6 embridk kikelését ugyanannyi ismétlésben mérik, mint az FO generaci6 parjaitol
szarmazo embriok esetében, vagyis vizsgalati vegyi anyaggal végzett kezelést hat
ismétlésben végeznek, és 12 ismétlést vizsgalnak a kontrollcsoport(ok)ban.
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8. FUGGELEK

A FAROK ALATTI USZO PAPILLARIS NYULVANYAINAK MEGSZAMLALASA

Fébb anyagok és reagensek
- Preparalomikroszkdp (opcionalisan fényképezdgéppel felszerelve)

- Fixaloszer (pl. Davidson-féle, a Bouin-féle hasznalata nem ajanlott), ha nem felvétel
alapjan végzik a szamlalast

Eljarasok

A boncolast kovetden a farok alatti uszorol felvételt kell késziteni, ez lehetdvé teszi a farok
alatti usz6 papillaris nyulvanyainak kényelmes megszamlalasat. Bar a felvételkészités az
ajanlott modszer, a farok alatti Gszd koriilbeliil 1 percig fixalhatdo Davidson-féle vagy mas
megfeleld fixaloszerben. A fixéalds soran a farok alatti isz6t sikban kell tartani, mert ez
megkonnyiti a papillaris nyulvanyok megszdmlalasat. A hal teste a farok alatti uszoval
egylitt vizsgalatukig tarolhatd Davidson-féle vagy mas megfelel6 fixaloszerben. Ezt kdvetén
megszamlalhatd az Osszekapcsolodott lemez hatsé szélénél kiallo papillaris nyalvanyokat
tartalmazo 6sszekapcsolt lemezek szama (1asd az 1. abrat).

1. abra: Farok alatti usz6 papillaris nyulvanyai

Papillaris
nvulvanvok

s i Osszekapcsolddott & ™
lemezek >

e e ———
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9. fiiggelék

A MEOGRT RESZLETES UTEMEZESE
1-3. vizsgalati hét (F0)

A kivalasztasi kritériumoknak (lasd a 16-20. pontot) megfeleld FO generacios ivo halakat
harom hétig kezelik, amelynek soran a fejlédésben 1évé ivarsejteket és ivari szoveteket
kiteszik a vizsgalati vegyi anyagnak. Mindegyik tartaly (ismétlés) egyetlen tenyészpart (XX
ndstény-XY him tenyészpart) tartalmaz. A lerakott ikrakat az 1. vizsgélati naptol kezdve 21
egymast kovetdé napon at Dbegyljtik, megszamlaljak és meghatirozzdk, hogy
megtermékenytiltek-e.

4. vizsgalati hét (F0 és F1)

Torekedni kell arra, hogy a megtermékenyitett és életképes ikrakat (embriokat) egy napon
beliil gytijtsék Ossze; elégtelen embridszam esetén azonban két napon keresztiil is gylijthetik
az embridkat. Amennyiben az embridkat két napon at gyljtik, az egyes kezeléseken beliil az
elsé napon begytijtott embridkat egybegytiijtik a masodik napon begylijtott embridkkal. Ezt
kovetden az egyes kezelések soran egybegylijtott 6sszes embridt huszasaval véletlenszertien
elosztjdk az egyes inkubdtorokba (ismétlésekbe). A megtermékenyitett ikrak (embridk)
mortalitdsat naponta ellendrizni és rogziteni kell. Az elpusztult ikrdkat eltavolitjadk az
inkubatorokb6l (a megtermékenyitett ikrak elpusztulasat jelzi — kiilondsen a korai
szakaszokban — az attetszOség jelentds csokkenése €s szinbeli elvaltozés, amit a fehérjek
koagulécioja és/vagy kicsapddasa okoz, ami fehér opdlos szint eredményez; OECD 210).

Megjegyzés: ha valamely kezelés esetében sziikség van az ikrdk masodik napon torténd
begytijtésére, minden kezelés sordn (a kontrollvizsgalatokban is) kdvetni kell ezt az eljarast.
Amennyiben valamely kezelésben a masodik begylijtési napot kdvetden sincs elegendd
szamU embrid ahhoz, hogy az inkubatorokba 20 embridt lehessen telepiteni, akkor az adott
kezelésen beliil a betelepitett embriok szdmat inkubatoronként 15-re kell csokkenteni. Ha
nem all rendelkezésre kell6 szamli embrié ahhoz, hogy az egyes inkubatorokba 15 embriot
lehessen telepiteni, akkor csokkenteni kell az inkubatorok szamat, amig inkubatoronként 15
embriot el lehet helyezni. Emellett tovabbi tenyészparok adhatok hozza az FO generacio
kezelési €s kontrollcsoportjaihoz, hogy tobb ikrat termeljenek az ismétlésenként javasolt 20
ikra eléréséhez.

A 24. vizsgalati napon az FO generdcio tenyészparjait kiméletesen ledlik, az egyedek
tomegét és hosszat feljegyzik. Az F1 generacio 0jboli 1étrehozéasa érdekében sziikség esetén
az FO generaci6 tenyészparjai tovabbi 1-2 napig fenntarthatok.

5-6. vizsgalati hét (F1)

A kikelés varhato kezdete eldtt egy-két nappal a kikelés elOsegitése érdekében le kell allitani
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vagy csokkenteni kell az inkubalt ikrak mozgatasat. Ahogy az embridk kikelnek az egyes
napokon, az ivadékokat kezelésenként egybegyljtik, és szisztematikusan szétosztjak az
adott kezelésen beliili, larvak elhelyezésére szolgald tartalyok (ismétlések) kozott, legfeljebb
12 ivadékot telepitve a tartdlyokba. Ehhez véletlenszertien kivalasztjdk az ivadékokat, és
valogatas nélkiil sorban elhelyezik 6ket az ismétlésekben, meghatarozott sorrendben
haladva az adott kezelés ismétlései kozott, amig a kezelés Osszes ismétlésébe be nem
telepitettek 12 ivadékot. Amennyiben nincs elég ivadék az Osszes ismétlés feltoltéséhez,
akkor arra kell torekedni, hogy a lehetd legtobb ismétlés tartalmazzon 12 ivadékot az F1
fazis megkezdéséhez.

Azokat az ikrdkat, amelyek nem keltek ki a kontroll atlagos kikelési napjanak kétszereséig,
¢letképtelennek tekintik és eltavolitjak. Az ivadékok szamat feljegyzik, és minden ismétlés
esetében meghatarozzak a kikelés sikerességét (a kikelési aranyt).

7-11. vizsgalati hét (F1)

A larvak talélését minden ismétlés tekintetében naponta ellendrzik és rogzitik. A 43.
vizsgalati napon feljegyzik az egyes ismétlések tuléld halainak szamat, valamint a tartdlyba
helyezett ivadékok induld 1étszamat (nominalisan tizenkettd). Ez teszi lehetdévé a talélési
arany meghatarozasat a kikeléstol az ivarérés eldtti allapotig.

Vizsgalati hetek (F1)

A 78-85. vizsgalati napon az egyedek genotipusos ivardnak meghatarozasahoz kis méretii
mintat vesznek minden hal farokuszo6jabol (uszok bevagasa). Az igy kapott informaciok
alapjan alakitjak ki a tenyészparokat.

Az egyedek genotipusos ivaranak megallapitasat kovetd harom napon beliil véletlenszeriien
létrehoznak 12 tenyészpart az egyes kezelésekhez és 24 tenyészpart az egyes
kontrollvizsgalatokhoz. Minden ismétlésbdl véletlenszerien kivéalasztanak két XX és két
XY halat, ivar szerint egybegytijtik 6ket, majd véletlenszertien tenyészparokat (XX-XY
parokat) alakitanak beldlik. A vegyi anyaggal végzett kezeléshez legalabb 12, a
kontrollvizsgalathoz legalabb 24 ismétlést hoznak 1étre, ismétlésenként egy-egy
tenyészparral. Amennyiben valamely ismétlésben nem 4ll rendelkezésre két XX vagy két
XY példany a halak egybegylijtéséhez, akkor a kezeléshez tartozo tobbi ismétlesbol kell
biztositani a megfeleld genotipusos ivart halakat.

A fennmarad6 halakat (ismétlésenként legfeljebb 8-at) humanus moddon ledlik, és mintakat
vesznek toliik a kiilonbozd ivarérés elotti végpontok értékeléséhez. Az ivarérés elotti
halakbdl szarmaz6 mintdk dmy génre vonatkozd adatait (XX vagy XY) meg0rzik, mert
ezaltal biztosithatd, hogy a végpontokra vonatkozé adatokat az egyes halak genetikus
ivaraval 0sszefiiggésben értelmezzek.

13-14. vizsgalati hét (F1)
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A kezelés az ivarérés eldtti tenyészparok felndtté valasa alatt is folytatodik. A vizsgalati 98.
napjan (vagyis az ikrdk begyljtésének kezdete eldtti napon) az ikrakat eltavolitjak az
akvariumokbol és a ndstényekrol.

15-17. vizsgalati hét (F1)

A lerakott ikrakat 21 egymast kdvetd napon 4t naponta begylijtik minden ismétlésbol, és
értékelik fekunditas és termékenység szempontjabol.

18. vizsgalati hét (a 4. vizsgalati hét ismétlése) (F1 és F2)

A 120. vizsgalati nap reggelén minden tartdlybdl (ismétlésbdl) begytijtik az ikrakat. A
begyljtott ikrakat értékelik, majd az Osszes tenyészpar megtermékenyitett ikrait
kezelésenként egybegytijtik (az ikrafonalat eltdvolitjak), és szisztematikusan szétosztjak az
ikrakeltetd inkubacios kamrakba, legfeljebb 20 megtermékenyitett ikrat telepitve egy
inkubdtorba. A inkubdtorok elhelyezhetok kiilonallo, az egyes kezelésekhez felallitott
inkubator tartalyokba, vagy azokba a tartdlyba, amely a kikelést kovetden otthont adnak
majd a kikelt larvdknak. Torekedni kell arra, hogy az embriokat egy napon beliil gytijtsék
Ossze; elégtelen embridszam esetén azonban két napon keresztiil is gyujthetik Oket.
Amennyiben az embriokat két napon keresztiil gytiijtik be, az egyes kezeléseken beliil az
elsé napon begytijtott embridkat egybegytijtik a masodik napon begyiijtott embriokkal. Ezt
kovetden az egyes kezelések soran egybegylijtott 6sszes embriot huszasaval véletlenszerlien
elosztjak az egyes inkubatorokba (ismétlésekbe). Megjegyzés: ha valamely kezelés esetében
sziikség van az ikrdk madasodik napon torténd begylijtésére, minden kezelés soran (a
kontrollvizsgalatokban is) kdvetni kell ezt az eljarast. Amennyiben valamely kezelés esetén
a masodik begylijtési napot kovetden sincs elegendd szaml embrid ahhoz, hogy az
inkubatorokba 20 embridt lehessen telepiteni, az adott kezelésen beliil a betelepitett embridok
szamat inkubatoronként 15-re kell csokkenteni. Ha nem 4ll rendelkezésre kell6 szamu
embrio ahhoz, hogy az egyes inkubatorokba 15 embridt lehessen telepiteni, akkor
csokkenteni kell az inkubatorok szamat, amig inkubatoronként 15 embriot el lehet helyezni.

A 121. vizsgalati napon (vagy a 122. vizsgélati napon, ha biztositani kivanjadk az F2
generacid megfeleld induldsat) az F1 generacio tenyészparjait kiméletesen ledlik és a felnott
végpontok szerint elemzik. Az F2 generéacio ujboli 1étrehozasa érdekében sziikség esetén az
F1 generaci6 tenyészparjai tovabbi 1-2 napig fenntarthatok.

19-20. vizsgalati hét (F2)

A kikelés varhato kezdete elott egy-két nappal a kikelés eldsegitése érdekében le kell llitani
vagy csOkkenteni kell az inkubalt ikrdk mozgatdsdt. Amennyiben a vizsgalatot az F2
generacid kikelését kovetden lezarjdk, az ivadékokat minden nap megszamlaljak ¢és
eltavolitjak. (Azokat az embridkat, amelyek nem keltek ki a meghosszabbitott inkubacios
1d6 alatt, vagyis a kontroll atlagos kikelési napjanak kétszereséig, életképtelennek tekintik).
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10. fiiggelék

STATISZTIKAI ELEMZES

A MEOGRT soran létrehozott bioldgiai adatok tipusai nem csak e vizsgalatra jellemzéek, és
a patologiai adatok kivételével szamos megfeleld statisztikai modszertant dolgoztak ki a
hasonld adatok helyes elemzésére attol filiggden, hogy milyen jellegli adatok &llnak
rendelkezésre, ideértve a normal eloszlast és a szorodashomogenitést, illetve azt, hogy a
tanulmany kialakitasabol fakaddan hipotézisvizsgalat vagy regresszids analizis,
parametrikus vagy nem paraméteres vizsgalatok alkalmazhatok. Altalanosan érvényes, hogy
a javasolt statisztikai elemzések az OECD okotoxicitdsi adatokra vonatkozd ajanlésait
kovetik (OECD 2006), a 2. abra pedig bemutatja a MEOGRT adatelemzésével kapcsolatos
dontési folyamatabrat.

Az adatbazis feltételezhetéen tobbnyire monoton valaszokkal jellemezhet6. Emellett
mérlegelni kell, hogy egyoldali vagy kétoldalu statisztikai vizsgalatot érdemes végezni.
Amennyiben nem lehet bioldgiai érvekkel alatdmasztani az egyoldali vizsgalat
alkalmatlansagat, akkor javasolt egyoldalu vizsgalatot végezni. Az alabbi rész ajanlast
tartalmaz bizonyos statisztikai vizsgalatok haszndlatira, ha azonban léteznek megfelelobb
¢s/vagy hatékonyabb statisztikai modszerek a MEOGRT soran 1étrehozott egyedi adatok
elemzésére, akkor azokat kell hasznalni, hogy ki lehessen akndzni az altaluk biztositott
elényoket.

A MEOGRT soran kapott adatokat genotipusos ivaronként kell elemezni. A forditott ivart
halak (XX himek vagy XY ndstények) adatainak elemzésére két stratégia alapjan kertilhet
sor: 1) a forditott ivar halakrdl a vizsgalat soran szerzett valamennyi adat torlése, az egyes
ismétlésekben eléforduld ivarvaltas gyakorisagara vonatkoz6 adatokat kivéve; 2) a forditott
ivart halakrol gylijtott adatok megtartdsa és genotipus szerinti elemzése.

Koérszovettani adatok

A jelentésben sulyossag szerint pontszamozott korszovettani adatok értékelését egy jonnan
kifejlesztett statisztikai eljards, a Rao—Scott Cochran—Armitage by Slices (RSCABS)
trendproba alapjan végzik (Green és munkatarsai, 2014). A Rao-Scott-féle modositas
megtartja a vegyl anyaggal kezelt ismétlések adatait; a by Slices eljaras pedig figyelembe
veszi azt a biologiai elvarast, hogy a kezelés sordn alkalmazott koncentraciok novelése
magaval vonja a stlyossagi pontszamok emelkedését. Az RSCABS eredménye minden
diagnozis esetében meghatarozza, hogy a kontrollokhoz képest melyik kezelésnél
gyakoribbak a patolégids elvaltozasok, és azok milyen stulyossagi szintet képviselnek.

Fekunditasi adatok

A fekunditasi adatok elemzése lefelé Iépegetd Jonckheere—Terpstra-féle probaval vagy
Williams-féle probaval torténik, amelynek soran meghatdrozzak a kezelés altal kivaltott
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hatasokat, ha az adatok 0sszhangban vannak egy monoton jellegli koncentracio-valasszal. A
lefelé Iépegetd probak soran minden Gsszevetést a 0,05-0s szignifikanciaszinten végeznek
el, és az eredményt nem igazitjak ki az dsszevetések szama alapjan. A varakozasok szerint
az adatok monoton koncentracio-valasszal jellemezhetok, ez ellendrizheté az adatok
szemrevételezésével, illetve ugy is, hogy az adatok rangsorba rendezését kovetden
létrehozzak a kezelés atlagértékeinek linearis vagy kvadratikus kontrasztjait. Ha a
kvadratikus kontraszt szignifikdns, a linedris kontraszt pedig nem az, a trendpréba lezarhato.
Ellenkez6 esetben, ha az adatok normal eloszlasuak homogén szérédssal, a kezelés altal
kivaltott hatasokat a Dunnett-féle probaval hatdrozzak meg. Amennyiben ezek a feltételek
nem teljesiilnek, a Dunn-féle proba Bonferronni-Holm modositasat alkalmazzak. Az
emlitett probakat altalanos F-probatol vagy Kruskal-Wallis-féle probatol fliggetlentil kell
elvégezni. Minderrdl tovabbi részletek az OECD 2006 dokumentumban talalhatok.

Mas modszerek is hasznalhatok, példaul altalanositott linedris modellek Poisson-
hibaeloszléssal az ikrdk szamldldsdhoz (az adatok transzformalédsa nélkiil), ha statisztikailag
indokolhaté (Cameron és Trividi, 2013). Alternativ megkdzelités alkalmazasa esetén
statisztikai tanacsadds igénybevétele ajanlott.

ikraszamlalas egy generacion beliil

Az ANOVA modell a kovetkezd képleten alapul: Y=Id6*Id6+Kezelés + *Kezelés +
Id6*Kezelés + *Ido*Kezelés, az Ismétlés(Generacid*Kezelés) és az 1do*[smétlés(Kezelés)
véletlen hatassal, amely lehetévé teszi mindkét tipusii egyenldtlen varianciakomponens
generaciokon keresztiili elemzését. A képletben az 1d6 az ikraszdmlalas gyakorisagara utal
(pl. napi vagy heti). Ez egy ismételt méréseken alapuld elemzés, az egy adott ismétlésre
vonatkoz6 megfigyelések kozott korrelaciok jelentik azt, hogy az adatok ismételt mérésbol
szarmaznak.

A kezelés f0 hatasait a Dunnett-féle (vagy Dunnett-Hsu-féle) probaval vizsgaljak, amely az
Osszevetések szdma szerint kiigazitja az eredményt. A generdcidé vagy az id6 okozta f6
hatast ki kell igazitani, mivel e két tényez6 esetében nem 4ll rendelkezésre kontrollszint, €s
az egyes szignifikanciaszinteken minden par Osszevetése érdekes lehet. E két fo hatas
tekintetében ha az F-probaval vizsgalt {6 hatas szignifikdns 0,05-6s szinten, akkor az adott
tényez0 kiilonboz6 szignifikanciaszinteken torténd paronkénti dsszevetése a 0,05-0s szinten
tovabbi kiigazitas nélkiil vizsgalhato.

Mivel a modell két és harom tényezd kdlcsonhatasat vizsgalja, eléfordulhat, hogy példaul az
1d6 f6 hatdsa nem lesz szignifikans, pedig az 1d0 jelentésen befolyasolja az eredményeket.
Ha tehat egy két vagy harom tényezds kolesonhatas, amelynek egyik tényezdje az ido, 0,05-
O0s szinten szignifikans, akkor elfogadhatd a kiilonb6z6 1ddszintek 0,05-0s
szignifikanciaszinten torténd korrekcid nélkiili 6sszevetése.

Azutan F-probdkkal mérhetd a kezelés adott 1don beliili szignifikancidja, ezek az
ugynevezett F-probarészek az ANOVA-tdblazatban. Ha példaul az F1 generacio 12.
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idésavon beliili kezelését magaban foglald F-probarész szignifikans a 0,05-6s szinten, akkor
az F1 generacié 12. idésavon beliili kezelésének paronkénti dsszevetése a 0,05-0s szinten
tovabbi kiigazitas nélkiil vizsgalhat6. Hasonldo megallapitasok vonatkoznak azokra a
vizsgalatokra, amelyek az id6t mérik az FI1 generacioval és a kezeléssel vald
Osszefiiggésben, illetve a generaciot az idével és a kezeléssel vald Osszefiiggésben.

Végezetiil pedig a fenti kategoriak egyikébe sem sorolhatd Gsszehasonlitisok esetén az
Osszevetéseket a p-értékek Bonferroni-Holm-féle korrekcioja szerint kell kiigazitani. Az
ilyen jellegli modellek elemzésérdl tovabbi részletekkel Hocking (1985), valamint Hochberg
¢s Tamhane (1987) szolgal.

Alternativ megoldasként a nyers adatokat feljegyzik és a vizsgélati jegyzokonyvben
ismétlésenkénti napi fekunditasként (ikraszamként) tiintetik fel. Ezutan kiszamitjdk az
ismétlések nyers adatainak atlagat, majd négyzetgyok transzforméciot alkalmaznak. Ezt
kovetden az ismétlések transzformalt atlagértékén egyoldali varianciaanalizist (ANOVA)
végeznek, majd meghatarozzak a Dunnett-féle kontrasztokat. Szintén hasznos lehet az egyes
kezelések és/vagy ismétlések fekunditasi adatainak vizudlis ellendrzése egy, az adatokat az
1d6 fiiggvényében abrazold szoérasdiagrammal. Ez lehetévé teszi az iddvel jelentkezd
potencialis hatasok informalis értékelését.

Minden egyéb biolégiai adat

A statisztikai elemzések abbdl az alapfeltevésbdl indulnak ki, hogy megfeleld dozisvalasztas
esetén az adatok monoton jellegliek lesznek. Az adatok tehat feltételezhetden monoton
jellegliek, monotonitasuk formalis értékelését linearis és kvadratikus kontrasztokkal végzik.
Amennyiben az adatok valoban monoton jellegliek, (az OECD 2006 ajanlasa szerint) az
ismétlések medidnértékét elemzd Jonckheere—Terpstra-féle trendproba elvégzése javasolt.
Ha a kvadratikus kontraszt szignifikans, a linearis kontraszt pedig nem az, az adatok nem
monoton jellegliek.

Ha az adatok nem monoton jellegliek, kiilondsen ha azért, mert a legnagyobb vagy masodik
legnagyobb dozissal végzett kezelés korlatozott valaszt valt ki, akkor fontolora kell venni az
adatbazis csokkentését, hogy az elemzést e kezelések nélkiil lehessen elvégezni. Dontést
szakmai megitélésre kell alapozni, tovabba figyelembe kell venni az Osszes rendelkezésre
allé adatot, foképp azokat az adatokat, amelyek e dozisszintek nyilvanvald toxicitasat jelzik.

A testtomegre ¢és a testhosszra vonatkoz6 adatokat nem ajanlatos transzformalni, bar
esetenként sziikséges lehet. A vitellogeninre vonatkozé adatokon azonban ajanlatos
logaritmikus transzformaciot, a masodlagos nem jellegre (farok alatti Usz6 papillaris
nyulvanyaira) vonatkoz6 adatokon négyzetgyok transzformacidt, a kikelési ardnyra, a
tulélési aranyra, az ivararanyra €s a termékeny ikrak ardnydra vonatkoz6 adatokon pedig
négyzetgyok arkusz-szinusz transzformdaciot végezni. A kikelésig eltelt idot és az elsd ivasig
eltelt 1dot ,,eseményig eltelt i1d6t” jelzdé adatként kell kezelni, €és felsd hatart atlépd adatként
ki kell zarni az azokra az embridkra vonatkozé adatokat, amelyek nem keltek ki a megadott
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iddszak alatt és azokra az ismétlésekre vonatkozé adatokat, amelyekben nem tortént ivés. A
kikelésig eltelt idot az egyes ismétlések atlagos kikelési napja alapjan kell meghatarozni.
Ezeket a végpontokat a kombinalt hatasokat méré Cox-féle ardnyos kockazati modellel kell
elemezni.

A felnétt mintakbdl szdrmazd bioldgiai adatokat ismétlésenként egy mérésbol nyerik,
amelynek soran az egyes akvariumokban (ismétlésekben) egy XX hal és egy XY hal
talalhato. Ezért az ismétlések atlagat egyoldali varianciaanalizissel (ANOVA) érdemes
vizsgalni. Amennyiben az ANOVA feltételezései (az ANOVA maradékain a Shapiro—Wilk-
féle probaval mért normal eloszlas és a Levene-féle probaval mért szérodashomogenitas)
beigazolddnak, a kontrollétdl eltérd eredményt add kezeléseket Dunnett-féle kontrasztokkal
kell meghatarozni. Ha azonban az ANOVA feltételezései nem igazolddnak be, a Dunn-féle
probaval kell meghatarozni, hogy mely kezelések eredményei tértek el a kontrollétol.
Hasonlo eljarast érdemes alkalmazni az aranyszamban megadott adatoknal (termékenység,
kikelés és tulélés).

Az ivarérés eldtti allo halak mintdibol szarmazo bioldgiai adatokat ismétlésenként 1-8
mérés soran szerzik, igy valtozé egyedszdm képezheti az egyes genotipusos ivarok
ismétlésenkénti atlagdnak alapjat. Ezért érdemes kombindlt hatdsokat méré ANOVA-
modellt hasznalni, majd Dunnett-féle probaval meghatarozni a kontrasztokat, amennyiben
beigazolodtak a (kombinalt hatdsokat méré ANOVA maradékain mért) normal eloszlasra és
a szorodashomogenitasra vonatkoz6 feltételezések. Ha nem igazolddtak be a feltételezések,
a Dunn-féle probaval kell meghatarozni, hogy mely kezelések eredményei tértek el a
kontrollétol.

2. abra: A MEOGRT adatelemzéséhez ajanlott statisztikai eljarasok folyamatabraja.
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C.53. KETELTU LARVAK NOVEKEDESI ES FEJLODESI VIZSGALATA (LAGDA)

BEVEZETES

1.

Ez a vizsgalati modszer egyenértékii az OECD 241. vizsgélati irdanymutatasaban (2015)
leirt modszerrel. A kétéltt fajok toxikus vegyi anyagokkal szembeni kitettségébdl fakado
karos kovetkezmények kimutatasdra és jellemzésére alkalmas vizsgalat kifejlesztése és
validalasa iranti igény azokbol az aggodalmakbol ered, hogy egyes vegyi anyagok a
kornyezetben eléforduldé mennyiségben karos hatdssal lehetnek az emberekre és az
¢lovilagra egyarant. A Kétéltli larvak novekedési €s fejlodési vizsgalata (LAGDA) cimi
OECD-iranymutatas altal leirt, kétélti fajokon végezhetd toxicitasi vizsgalat a
megtermékenyitéstdl a korai novedékkorig tartd iddszak alatti ndvekedéssel €s fejlodéssel
foglalkozik. A jellemzden 16 héten 4t tartd vizsgélat a korai fejlodést, az atalakulést, a
talélést, a novekedést és részlegesen a reproduktiv rendszer érését értékeli. Emellett
lehetévé teszi egy sor masik végpont mérését is, amelyek segitségével elvégezhetd az
endokrin rendszert feltételezhetéen karositd vegyi anyagok, valamint a fejlédési és
reprodukcios toxicitast okozd egyéb tipusti anyagok diagnosztikus értékelése. Az ebben a
vizsgalati modszerben ismertetett eljarast az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi
Ugynoksége (U.S. EPA) 4altal és Japan tdmogatd kozremiikodésével az afrikai
karmosbékan (Xenopus laevis) végzett validalasi munka alapjdn dolgoztak ki (1). Bar
valdsziniileg mas kétéltli fajokra is kidolgozhatod olyan ndvekedési és fejlédési vizsgalati
protokoll, amelynek egyik fontos eleme a genetikai ivar megallapitasdnak képessége, az e
vizsgalati modszerben részletezett egyedi eljarasok és megfigyelt végpontok kizardlag a
Xenopus laevisre alkalmazhatok.

A LAGDA egy magasabb szintli kétéltli vizsgalatként alkalmazhaté a kéaros hatdsokra
vonatkoz6 4tfogobb koncentracid-valasz adatok gytiijtésére, amelyek alkalmasak arra, hogy
okologiai kockazatfelmérés keretében azonositsdk és jellemezzék a veszélyeket. A
vizsgalat az OECD endokrin rendszert kérositd anyagok vizsgalatdra és értékelésére
vonatkoz¢ fogalmi keretének 4. szintjén helyezkedik el, ahol az in vivo vizsgalatok az
endokrin rendszer relevans végpontjaira gyakorolt karos hatdsokrol is szolgéltatnak
adatokat (2). Az altalanos kisérleti terv alapjan az X. /aevis embridkat a Nieuwkoop ¢és
Faber (NF) szerinti 8-10. stddiumban (3) a vizsgélati vegyi anyag legalabb négy
logaritmikus osztaskoz valasztja el egymastol) és kontrollvizsgalat(ok)at is végeznek
egészen a kontroll NF szerinti 62. stadium eléréséhez sziikséges atlagos id6tartamat kovetd
10 hétig, egy kozbensd részmintat vesznek az NF szerinti 62. stadiumban (a
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megtermékenyités utani 45. napjan nem késObb, tobbnyire a megtermékenyités utan 45.
nap koriil). Minden egyes vizsgalati koncentracidé esetében négy ismétlést javasolnak,
kontrollként szolgaldé nyolc ismétléssel kiegészitve. A kezelés sordn (a kozbensod
részmintavételnél és a vizsgalat lezardsakor végzett végsé mintavételnél) értékelt
végpontok koz¢ tartoznak az altalanos toxicitast jelzd végpontok: a mortalitds, a
rendellenes viselkedés, a novekedést meghatirozd tényezdk (testhossz és testtomeg),
valamint azok a végpontok, amelyek révén jellemezhetdk az 6sztrogén, az androgén vagy a
pajzsmirigy altal kozvetitett fizioldgiai folyamatokat célzd konkrét endokrin toxicitdsi
hatdsmechanizmusok. A modszer elsddleges célja a populaciondl esetlegesen fellépd
relevans hatasok (vagyis a tulélésre, a fejlédésre, a novekedésre €s a reproduktiv fejlodésre
gyakorolt karos hatdsok) meghatdrozasa, amelyek alapjan kiszamithaté a megfigyelhetd
hatast nem okozd koncentracio (NOEC) vagy egy hatdsos koncentracid, amely a mért
végpontban x % valtozast okoz (ECx). Ugyanakkor megjegyzendd, hogy az ECx
megallapitdsan alapulé megkozelitések ritkdn alkalmazhatok az ilyen nagy Iéptéki
vizsgalatokra, ahol a vizsgalt koncentraciok szdmanak a kivant ECx meghatarozasdhoz
sziikséges novelése kivitelezhetetlen lehet. Az is megjegyzendd, hogy ez a modszer
magaval a reprodukcids fazissal nem foglalkozik. Az e vizsgélati mdodszerben hasznalt
fogalommeghatarozéasok az 1. fiiggelékben talalhatok.

ALAPVETO MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

3. Miutan e meglehetdsen Gsszetett vizsgalat validalasat korlatozott szamt vegyi anyagon ¢&s
korlatozott szamu laboratérium bevondsaval végezték el, és ez idaig a laboratériumok
kozotti reprodukalhatdsdgot sem dokumentaltak kisérleti adatokkal, varhatd, hogy amikor
elegendd szamu vizsgalat all rendelkezésre ezen 1Uj vizsgalati terv hatasanak
megallapitasara, az OECD 241. vizsgélati irdnymutatasat a szerzett tapasztalatok fényében
felil fogjak vizsgalni, és sziikség szerint atdolgozzdk. A LAGDA egy fontos vizsgalat,
amely a vegyl anyagok altal az érzékeny larvastadiumban kivaltott hatasok értékelésével
felméri a kétélti populdcié hanyatlasdhoz potenciadlisan hozzdjaruld tényezdket, a
larvastadiumban ugyanis a tulélésre és a fejlodésre, azon beliil a szaporitdszervek rendes
fejléddésére gyakorolt hatasok hatranyosan érinthetik a populacidkat.

4. A vizsgalat az endokrin és nem endokrin mechanizmusok altal eléidézett apikus hatas(ok)
észlelésére szolgal, és magaban foglal olyan diagnosztikus végpontokat, amelyeket részben
befolyasolnak az endokrin rendszerre hatd6 mechanizmusok. A LAGDA kidolgozasa el6tt
nem allt rendelkezésre olyan validalt vizsgélat, ami ilyen szerepet toltott volna be a
kétéltliek vizsgalataban.
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5. A vizsgalat megkezdése el6tt informaciokat kell szerezni a vizsgalati vegyi anyag fizikai-
kémiai tulajdonséagairol, kiilonosen annak érdekében, hogy stabil oldatokat Iehessen
késziteni a vegyi anyagbol. Emellett sziikség van egy, a vizsgalati vegyi anyag
koncentracioinak ellendrzésére alkalmas, megfeleld érzékenységii elemzési modszerre. A
mintegy 16 hétig tartd vizsgalathoz Osszesen 480 allatot, vagyis X. laevis embriot (illetve
olddszeres kontroll hasznalata esetén 640 embriot) kell alkalmazni ahhoz, hogy kelld
statisztikai er6t képviseljenek a szaporoddshoz kapcsolodd végpontok, ugymint a
novekedés, a fejlodés és a reproduktiv érés értékeléséhez.

6. A vizsgalati modszernek adott keverék szabalyozasi célu vizsgalatara torténd alkalmazasa
elétt meg kell vizsgalni, hogy az elfogadhatd eredményeket biztosit-e a szandékolt
szabdlyozasi célra. Megjegyzendd tovabba, hogy ez a vizsgalat nem értékeli kdzvetlentiil a
fekunditast, ezért az OECD endokrin rendszert karositd anyagok vizsgalatdra és
értékelésére vonatkozd fogalmi keretének 4. szintjénél magasabb szinten torténd
hasznalatra feltehetden nem alkalmas.

A VIZSGALATI MODSZER TUDOMANYOS ALAPJA

crer

laboratériumi modellfaj hasznéalatdbol szdrmaznak. Ez a faj rutinszerlien tenyészthetd
laboratériumban, ovulacidja kivalthatdé human koriogonadotropinnal (hCG-vel), a
torzstenyészet allatai pedig tenyésztoktdl kereskedelmi forgalomban kdnnyen
beszerezhetdk.

8. Mint minden gerinces €l6lény esetében, a kétéltliek szaporodasat is a hipotalamusz-
hipofizis-gonad (HPG) tengely szabdlyozza (4). Az Osztrogének és az androgének
kozvetitd szerepet toltenek be ebben az endokrin rendszerben, irdnyitva az ivari
kétéltiiek életciklusdnak harom elkiiloniild fazisaban aktiv: (1) a larva szakaszban az
ivarmirigyek differencidlodasa soran, (2) a novendék szakaszban a masodlagos ivari
jellegek kifejléddése és az ivarmirigyek érése sordn, valamint (3) a kifejlett példanyok
funkciondlis szaporodasa soran. E hdarom fejlédési szakasz mindegyike vélhetéen
érzékenyen reagal bizonyos vegyi anyagok, példaul az dsztrogén és az androgén endokrin
rendszert zavard hatdsidra, ami végs0 soron az ¢él6lények szaporodasi képességének
csokkenéséhez vezet.

9. Az ivarmirigyek a bipotencidlis ivarredd els6 megjelenésekor, az NF szerinti 43.
stddiumban kezdenek fejlédni. Az ivarmirigyek differencidloddsa az NF szerinti 52.
stadiumban veszi kezdetét, amikor az elsddleges csirasejtek vagy a medullaris szovethez
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s

migralnak (himeknél) vagy a fejlodé ivarmirigyek kérges régidjaban maradnak
(néstényeknél) (3). Eldszor az 1950-es években szamoltak be arrdl, hogy a Xenopus
ivarmirigyeinek nemi differencialodasi folyamata érzékeny a vegyi anyagok moddositd
hatasara (5) (6). Az ivarmirigy e differencialodasi szakaszaban 6sztradiollal kezelt ebihalak
esetében a himek ivara megfordul, és felndttkorukra teljes funkcidju ndstényekké valnak
(7) (8). A néstények ivara is atalakulhat him ivarrd, errél a hereszovet ebihalakba vald
atiiltetését kovetden szamoltak be (9). Bar az aromatazgatlokkal szembeni kitettség is az
ivari funkciok megforduldsat eredményezi az X tropicalisban (10), ezt a jelenséget nem
mutattdk ki az X laervisban. A multban a toxikus anyagok ivarmirigyek
differencidlodasara gyakorolt hatasat az atalakulds fazisaban 1évd ivarmirigyek szdvettani
vizsgalata alapjan hatdroztdk meg, az ivarok megfordulasat pedig kizardlag az ivararanyok
elemzése révén tudtdk megallapitani. Egészen a kozelmultig nem Iétezett modszer a
Xenopus genetikai ivardnak kozvetlen meghatarozasara. Az X. laevis ivari markereinek
kozelmultbeli 1étrehozéasa lehetévé teszi a genetikai ivar meghatarozéasat és a megfordult
ivaru allatok kozvetlen azonositasat (11).

10. A himeknél a novendékek fejlodésének eldrehaladtdval a vér tesztoszteronszintje a
masodlagos ivari jellegek kialakuldsaval és a herék fejlodésével parhuzamosan névekszik.
A néstényeknél a petefészkek altal termelt dsztradiol hatdsara vitellogenin (VTG) jelenik
meg a plazméban, vitellogenikus petesejtek a petefészekben és petevezetékek fejlddnek ki
(12). A petevezetékek ndéi masodlagos ivari jellegek, amelyek a szaporodas sordn a
petesejtek érésében jatszanak szerepet. A petevezetéken 4athaladd petesejtek kiilsejére
nyalkas bevonat keriil, majd megtermékenyitésre készen Osszegylilnek a petetomldben.
Ugy tiinik, hogy a petevezeték fejlédését az Osztrogén szabalyozza, mivel fejlédése
korrelal az X. laevis (13) és az X. tropicalis (12) vérében mért Osztradiolszintekkel.
Beszamolok szerint poliklorozott bifenil vegyiiletekkel (14) és 4-terc-oktilfenollal (15)
valo kezelést kovetden a himeknél petevezeték fejlodott ki.

A VIZSGALAT ELVE

11. A vizsgalati terv alapjan az X. laevis embridkat az NF szerinti 8—10. stddiumban viz
kontrollvizsgalat(ok)at is végeznek egészen a kontroll NF szerinti 62. stadium eléréséhez
sziikséges atlagos idOtartamat kovetd 10 hétig, egy kozbensd részmintat vesznek az NF
szerinti 62. stadiumban. Bar a taplalékon keresztiil elvileg a nagymértékben viztaszito
vegyi anyagok adagoladsa is megoldhato, ez iddig csekély tapasztalatot szereztek ennek az
expozicidés utnak e vizsgalat keretében vald alkalmazasar6l. Minden vizsgalati
koncentraciot négy ismétlésben és minden kontrollt nyolc ismétlésben vizsgalnak. A
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kezelés soran értékelt végpontok kozé tartoznak az altalanos toxicitast jelzé végpontok
(vagyis a mortalitas, a rendellenes viselkedés és a novekedést meghatarozd tényezok
(testhossz és testtomeg)), valamint azok a végpontok, amelyek révén jellemezhetok az
Osztrogén, az androgén vagy a pajzsmirigy altal kozvetitett fizioldgiai folyamatokat célzo
konkrét endokrin toxicitasi hatdsmechanizmusok (vagyis a pajzsmirigy korszovettana, az
ivarmirigy és az ivarmirigy-vezeték korszovettana, a rendellenes viselkedés, a vérplazma
vitellogenin szintje (valaszthatd) és a genotipusos/fenotipusos ivararanyok).

A VIZSGALAT ERVENYESSEGI KRITERIUMAI

12. A vizsgélat érvényességéhez az alabbi kritériumoknak kell teljesiilnitik:

crer

levegdtelitettségi értek 40 %-at;

- avizhomérsékletet a 21 +1 °C-os tartomanyban kell tartani, az ismétlések és a kezelések
kozotti kiilonbség nem haladhatja meg az 1,0 °C-ot;

- avizsgalati oldat pH-értékét 6,5 és 8,5 kozott kell tartani, az ismétlések és a kezelések
kozotti kiilonbség nem haladhatja meg a 0,5-6t;

- bizonyitékkal kell alatimasztani, hogy a vizsgalati vegyi anyag oldatban 1évd
koncentracioit az atlagos mért értékek +20 %-os tartomanyan beliil sikeriilt tartani;

- az expozicids idészak alatt a mortalitas egyik kontrollismétlésben sem haladhatja meg a
20 %-ot;

- avizsgalat elinditasdhoz kivalasztott ivason beliil az ¢életképességnek legalabb 70 %-osnak
kell lennie;

- akontrollokban az NF szerinti 62. stadium eléréséhez sziikséges atlagos id6tartam
legfeljebb 45 nap lehet;

- akontrollokban és az olddszeres kontrollokban (ha végeztek ilyet) a vizsgalt €élélények
atlagos testtomegének az NF szerinti 62. stddiumban el kell érnie az 1,0 £0,2 g-ot, a
vizsgalat végén pedig a 11,5 £3 g-ot.

13. Bar ez nem érvényességi kritérium, ajanlatos legalabb harom — hdrom érvényes ismétlést
bevono — kezelési szintnek rendelkezésre allnia az elemzéshez. Kezelést érvénytelenitd
talzott mortalitasrol akkor lehet sz6, ha legalabb két ismétlésben tapasztalnak 4-nél tobb
(vagyis 20 %-ot meghaladd) elhullast, amely technikai hibaval nem magyardzhatd. Az
elemzéshez legalabb harom — nyilvanvalé toxicitast nem mutaté — kezelési szintnek kell
rendelkezésre allnia. Nyilvanvalo toxicitasra utalo jel lehet — a teljesség igénye nélkiil —, ha
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az ¢l6lény a viz felszinén lebeg, a tartaly aljan fekszik, forditva vagy szabalytalanul tszik,
nem emelkedik fel a felszinre, nem reagadl az ingerekre, illetve morfologiai
rendellenességeket (pl. végtagdeformitasok), haemorrhagias 1ézidkat vagy hasi 6démat
mutat.

14. Az érvényességi kritériumoktdl valo eltérés esetén a vizsgélati adatok megbizhatosagara
gyakorolt kovetkezményeket mérlegelni kell, az eltéréseket ¢€s a mérlegelt
kovetkezményeket bele kell foglalni a jegyzékonyvbe.

A VIZSGALATI MODSZEREK LEIRASA

Berendezés

15. Normal laboratoriumi felszerelés és kiilondsen az alabbiak:

a) homérséklet-szabalyozo késziilék (pl. 21 +1 °C-ra bedllithatd flitétestek vagy
hiitéberendezések);

b) hdméro;

¢) binokularis preparaldomikroszkop és bonceszkdzok;

d)legalabb 4 megapixel felbontasu és mikrofunkcidval rendelkezé digitalis fényképezogép
(ha sziikséges);

e) 0,001 mg-ig vagy 1 pg-ig mérni képes analitikai mérleg;

f) oldottoxigénkoncentracio-mérd és pH-méro;

g) lux egységek mérésére képes fényerdsségméro.
Viz

Eredet és minoség

16. Barmely olyan helyben elérhetd higitoviz (pl. forrasviz vagy aktiv szénen sziirt csapviz)
hasznalhat6, amelyben az X. laevis larvak normalisan ndvekednek és fejlddnek, é€s
rendelkezésre allnak az adott vizben valdé normalis ndvekedést alatdmaszto bizonyitékok.
Mivel a helyi vizmindség teriiletenként Iényegesen eltérhet, a viz mindségét elemezni kell,
kiilondsen ha nem allnak rendelkezésre korabbi adatok a viz kétéltli larvak tenyésztésére
valo alkalmassagarol. Nehézfémek (pl. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), fébb anionok és kationok
(pl. Ca*, mg?, Na', K, CI, SO4), ndvényvédé szerek, Osszes szerves szén és
szuszpendalt szilard anyag mérését el kell végezni a vizsgalat megkezdése eldtt és/vagy
példaul félévente, amennyiben a higitoviz ismerten viszonylag allandé mindségli. Az
elfogadhatd mindségli higitoviz néhany kémiai tulajdonsaganak felsoroldsa a 2.
fliggelékben talalhato.
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A vizsgalati viz jodidkoncentracioja

17. Annak érdekében, hogy a pajzsmirigy pajzsmirigyhormonok szintetizaldsaval biztositani
tudja a normal atalakulést, elegendd jodidnak kell elérhetének lennie a larvak szamara a
vizben ¢és a taplalékforrasokban. A megfeleld fejlddést biztositd minimalis
jodidkoncentracié tekintetében jelenleg sem a taplalékra, sem a vizre vonatkozolag nem
allnak rendelkezésre empirikus iranymutatasok. A jodid elérhetésége hatassal lehet a
pajzsmirigynek a pajzsmirigyre haté anyagokkal szembeni valaszkészségére, €s ismert az
is, hogy a jodid moddositja a pajzsmirigy alapaktivitdsat, amit figyelembe kell venni a
pajzsmirigy korszovettani eredményeinek értelmezésénél. A korabbi munkdk alapjan a
vizsgalat bizonyitottan jol mikodik, ha a higitdéviz jodid- (I') koncentracioja 0,5 és 10 pg/l
kozott van. Idedlis esetben a vizsgalat teljes idétartama alatt a higitoviz (natrium vagy
kalium s6 formajaban hozzaadott) jodidkoncentracidja legalabb 0,5 pg/l. Ha a vizsgalati
viz ioncserélt vizbdl mesterségesen készitett viz, legalabb 0,5 pg/l koncentracidban jodot
kell hozzdadni. A vizsgélati jegyz6konyvbe bele kell foglalni a vizsgélati viz (a higitoviz)

crer

soval egészitették ki. Nem csak a vizsgdlati viz, hanem a taplalék jodtartalma is mérhetd.

Expoziciés rendszer

18. A vizsgalatot atfolyasos higitorendszer hasznalatival dolgoztdk ki. A rendszer vizzel
érintkezd elemeinek tlivegbdl, rozsdamentes acélbol és/vagy mas kémiailag semleges
anyagbol kell késziilnie. Expozicios tartalyként tivegbdl vagy rozsdamentes acélbdl késziilt
akvariumot kell hasznélni, 4,0 és 10,0 liter kozo6tti hasznos tartalytérfogattal (10-15 cm
minimalis vizmélységgel). A rendszernek képesnek kell lennie valamennyi expozicids
koncentracio, a kontroll és sziikség esetén az oldoszeres kontroll szamara megfeleld
feltételeket biztositani, kezelésenként négy, kontrollonként nyolc ismétlésben. Az egyes
tartalyok aramlasi sebességének allandonak kell lennie a bioldgiai feltételek, valamint a
vegyl anyaggal torténd expozicio fenntartasa érdekében. Az aramlési sebességet ajanlatos
ugy meghatarozni (pl. naponta legalabb 5 vizforgatas), hogy a vegyi anyag koncentracioja
ne csOkkenhessen a vizsgalt ¢él6lények ¢és az akvariumban jelen 1évé vizi
mikroorganizmusok metabolikus aktivitdsa, abiotikus lebomlasi utak (hidrolizis, fotolizis)
vagy tavozas (elillanas, szorpcid) miatt. Az expozicidos rendszeren beliill a kezelési
tartalyokat véletlenszerlien kell egy-egy térbeli pozicidhoz rendelni, hogy csokkenteni
lehessen a poziciobol fakadd lehetséges hatasokat, koztiikk a hdmérséklet, a fényerd stb.
enyhe eltéréseit. Az atfolydsos expozicios rendszerek felallitdsara vonatkozo tovabbi
informaciokért olvassa el az ASTM ,,Vizsgalati anyagok akut toxicitasi vizsgalata halakon,
makroszkopikus gerincteleneken és kétéltiieken” cimil standard itmutatojat (16).

586



D060575/02

A vegyi anyag bejuttatasa: a vizsgalati oldatok elkészitése

19.

20.

21.

A vizsgalati oldatok expoziciés rendszerbe juttatdsdhoz a vizsgalati vegyi anyag
torzsoldatat megfeleld szivattytival vagy mas késziilékkel adagoljdk az expozicids
rendszerbe. Az expozicidt megeldzden a tdrzsoldat aramlasi sebességét a vizsgalati oldatok
analitikus modszerrel valdé megerdsitésével Osszhangban kalibraljak, az &ramlasi
mennyiséget pedig a vizsgalat soran rendszeresen ellendrzik. Az egyes kamrakba juttatott
vizsgalati oldatot legalabb napi 5 térfogatcsere révén megujitjak.

A vizsgélati vegyi anyag rendszerbe torténd bejuttatdsira alkalmazott modszer a vegyi
anyag fizikai-kémiai tulajdonsagaitol fiiggéen valtozhat. Ezért a vizsgalat megkezdése eldtt
be kell gylijteni a vegyi anyagra vonatkozo, a vizsgalhatdésag meghatirozasa szempontjabol
relevans alapinformacidokat. Az vizsgalati vegyi anyag tulajdonsdgaival kapcsolatos
hasznos informaciok tobbek kozott a szerkezeti képlet, a molekulatomeg, a tisztasag, a
vizben és a fény hatdsara tanusitott stabilitas, a pKa és a Kow, a vizoldékonysag (Iehetdleg a
vizsgalati kdzegben), a géznyomas, tovabba az azonnali bioldgiai lebonthatésagra iranyuld
vizsgalat eredményei (C.4. vizsgalati modszer (17) vagy C.29. vizsgalati mddszer (18)). A
vizoldékonysagbol ¢és a gbéznyomdasbol meghatarozhatdo a Henry-allando, amely
megmutatja, hogy eléfordulhat-e a vizsgalati vegyi anyag parolgds miatt eltavozasa.
Alaposan mérlegelni kell, hogy a fenti informaciok hidnyaban elvégezhetd-e a vizsgélat,
mivel a vizsgalat kialakitasa fligg a vizsgalati vegyi anyag fizikai-kémiai tulajdonsagaitol,
igy ezen adatok nélkiil a vizsgalat eredménye nehezen értelmezhetd vagy semmitmondo
lehet. Olyan megbizhato analitikai modszerrel kell rendelkezni a vizsgélati oldatokban 1évo
vizsgalati vegyl anyag szamszerlisitésére, amelynek pontossaga és érzékelési hatara ismert
és dokumentalt. A vizben oldodé vizsgalati vegyi anyagokat fel lehet oldani a higitoviz
alikvot részeiben olyan koncentricioban, amely lehetdvé teszi a vegyi anyag kivant
vizsgalati  koncentracioban torténd bejuttatdsat az  atfolydsos rendszerbe. A
szobahdmérsékleten folyékony vagy szilard és vizben kozepesen oldodo vegyi anyagokat
folyadék:folyadék vagy folyadék:szilard telitési modszerek (pl. liveggyapot
oszlopszaturatorok) haszndlataval lehet bejuttatni (19). Bar a taplalékon keresztiil elvileg a
nagymeértékben viztaszitd vegyi anyagok adagolédsa is megoldhatd, csekély tapasztalat all
rendelkezésre ennek az expozicios utnak e vizsgalat keretében vald alkalmazasarol.

crer

torzsoldatot lehetdleg a vizsgalati vegyi anyagnak a higitovizbe, mechanikai eszkdzok (pl.
keverd és/vagy ultrahang) segitségével torténd bekeverésével vagy megmozgatasaval kell
elkésziteni. Telitési oszlopok/rendszerek vagy passziv adagoldsi moddszerek (20) is

crer

részesiteni a hordozoémentes vizsgalati rendszereket; a kiilonb6zd vizsgalati vegyi anyagok
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azonban valtozatos fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, ami valosziniileg eltérd
megkozelitést igényel a vegyi anyagoknak vald expoziciot szolgald viz elkészitése soran.
Minden erd6feszitést meg kell tenni az oldoszerek vagy hordozok elkeriilése érdekében,
mivel: (1) bizonyos olddszerek maguk is toxicitast és/vagy nem kivénatos vagy nem vart
valaszokat idézhetnek eld, (2) a vegyi anyagoknak a vizoldhatosdguk hataran tuli
vizsgalata (ami gyakran eléfordul olddszerek hasznalata esetén) a hatasos koncentracid
pontatlan meghatarozasat eredményezheti, és (3) hosszabb tavu vizsgéalatok soran az
oldészerek hasznalata jelentds mértékli ,,biofilmképzOédést” eredményezhet, amely
mikrobidlis tevékenységgel jar egyiitt, ami befolyasolhatja a kornyezeti feltételeket és a
vizsgalt koncentraciok fenntartasdnak képességét, valamint (4) oldoszer hasznélata esetén
olyan dokumentélt adatok hidnyaban, amelyek igazoljak, hogy az oldoszer nem
befolyasolja a vizsgalat kimenetelét, olddszeres kontrollként szolgald kezelést kell végezni,
aminek jelentds allatjoléti kovetkezményei vannak, mivel a vizsgalat lefolytatdsa tovabbi
allatok bevonasat igényli. A nehezen vizsgalhatd vegyi anyagoknal legvégsd esetben
olddszert lehet alkalmazni, és a legjobb modszer meghatarozasa érdekében tanulmanyozni
kell ,,A nehezen vizsgalhatd anyagok és keverékek vizi toxikologiai vizsgéalata” cimi
OECD-iranymutatast (21). A megfeleld oldoszert a vizsgalati vegyi anyag kémiai
tulajdonsagai ¢és az oldoszer hasznalatira vonatkozd dokumentalt kontrolladatok
rendelkezésre 4alldsa hatarozzak meg. Dokumentalt adatok hianydban az oldoszer
megfeleldségét a végleges vizsgalat lefolytatdsa eldtt meg kell hatdrozni. Amennyiben
elkeriilhetetlen az oldoszer hasznalata, ¢és mikrobialis tevékenység (biofilmképzddés)
figyelhetd meg, ajanlatos a vizsgalat soran (legalabb hetente) feljegyezni/jelentésbe

« gy

crer

oldoszeres kontrollban a vizsgélati kezelés sordn alkalmazott legmagasabb olddszer-
koncentraciot kell vizsgalni. Oldészerhordozé hasznélata esetén az oldoszer legmagasabb
koncentracioja nem haladhatja meg a 100 pl/l vagy 100 mg/l értéket (21), és az oldoszer
érdekében, hogy elkeriilhetdk legyenek az oldoszer esetleges hatasai a mért végpontokra
(22).

Kisérlethez felhasznalt allatok

A vizsgalathoz hasznalt fajok
22. A vizsgélatban alkalmazott faj az X. laevis, mert: (1) vilagszerte rutinszerlien tenyésztik a
laboratoriumokban, (2) konnyen beszerezhetd kereskedelmi forgalomban is és (3)
genetikai ivara meghatarozhato.
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A felnott allatok gondozdsa és tenyésztése

23.

Az X. laevis megfelel6 gondozasardl és tenyésztésérdl egy szabvanyositott irdnymutatas
nyajt tajékoztatast (23). Az X. laevis tartasat és gondozasat Read is ismerteti (24). A
parosodas kivaltasa érdekében harom—ot felndtt ndstény és him par hasliregébe human
koriogonadotropint (hCG-t) fecskendeznek be. A ndstény példanyokba koriilbeliill 800—
1000 NE, a him példanyokba koriilbeliil 500-800 NE 0,6-0,9 %-os s6oldatban (vagy béka
Ringer-oldatban, egy kétéltliekkel vald hasznélatra kifejlesztett izotonids sdoldatban;
www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR.html) feloldott hCG-t

injektalnak. A befecskendezett térfogatnak megkozelitdleg 10 pl/g testtdmegaranytinak
kell lennie (~1000 pl). Ezt kdvetden az indukalt tenyészparokat az amplexus eldsegitése
érdekében nagy tartdlyokban, zavartalan, statikus koriilmények kozott tartjdk. A
tenyésztdtartalyok aljan (pl. 1,25 cm-es nyilasokkal rendelkezd) rozsdamentes acél halobol
késziilt alfenéknek kell lennie, amely lehetévé teszi, hogy a peték a tartaly aljara essenek.
A késé délutan hCG-vel beinjekcidzott békak a petéik tobbségét altalaban a kdvetkezd nap
délelottjére rakjak le. Miutan elegendé mennyiségi petét raktak le és termékenyitettek
meg, a felnott példanyokat el kell tavolitani a tenyésztdtartalyokbol. Ezutan begytijtik a
petéket, a kocsonyds bevonatot pedig L-ciszteinnel végzett kezeléssel eltavolitjak (23).
Elkészitenek egy 2 %-os L-cisztein oldatot, a pH-t 1 M NaOH hozzaadasaval 8,1 értékre
allitjdk be. Ezt a 21 °C-os oldatot beledntik egy 500 ml-es, egy ivasbol szarmazo petéket
tartalmazd Erlenmeyer-lombikba, egy-két percen keresztiil 6vatosan kavargatjak, majd 21
°C-os tenyésztdvizben 6-8 alkalommal alaposan 4toblitik. Ezt kovetden a petéket
athelyezik egy kristalyositd csészébe, majd megallapitjak, hogy az ¢Eletképesség
meghaladja-e a 70 %-ot, ¢és a sejtosztddds fazisaban 1évé embridk minimalis
rendellenességet mutatnak-e.

VIZSGALATI TERV

Vizsgalati koncentraciok

24.

25.

A vegyl anyagot ajanlatos legalabb négy koncentracioban vizsgalni a megfeleld
kontrollokkal egyiitt (sziikség esetén olddszeres kontrollokkal). A koncentraciok kozotti
tavolsag meghatarozasahoz altalaban ajanlatos legfeljebb 3,2-es osztdtényezot hasznalni.

A kétéltiekre vonatkozé kordbbi vizsgalatok eredményeit a lehetdségekhez mérten fel kell
hasznadlni a  vizsgalatban alkalmazandé legmagasabb  vizsgélt koncentracid
meghatarozasdhoz, hogy elkeriilheté legyen a nyilvanvaléan toxikus koncentraciok
hasznélata. E legmagasabb koncentracid6 megallapitdsdhoz hozzéajarulhatnak példaul a
meglévo kétéltlivizsgalatokbol, tigymint a C.38. vizsgélati modszerbdl, vagyis a kétéltii-
atalakulasi vizsgalatbol (25), a Xemopus fajt alkalmazd békaembrid teratogenezis
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vizsgalatbol (23) és/vagy a halakon végzett vizsgalatokbol — példaul a C.48., C.41. és
C.49. vizsgalati modszerbdl (26) (27) (28) — szarmazd mennyiségi szerkezetaktivitasi
Osszefliggések, kereszthivatkozasok ¢s adatok. A LAGDA lefolytatasa eldtt végezhetd
doézisbehatarold  kisérlet. A doziskeresé kisérletben a kezelést ajanlatos a
megtermékenyitést kovetd 24 6ran beliil elkezdeni és 7—14 napon keresztiil (vagy szilikség
esetén még tovabb) folytatni, a vizsgalati koncentraciokat pedig ugy kell megallapitani,
hogy a koztik 1éve tavolsagot legfeljebb 10-es tényezdvel hatdrozzak meg. A
dozisbehatarold kisérlet eredményei alapjan kell meghatirozni a LAGDA soran
alkalmazott legmagasabb vizsgalati koncentraciét. Amennyiben a vizsgalat soran oldoszert
kell hasznélni, az oldoszer megfeleldségét (vagyis hogy hatdssal van-e a vizsgalat
kimenetelére) meg lehet hatdrozni a dozisbehatarolo vizsgalat részeként.

Vizsgalati csoportok és kontrollok ismétlései

26. Vizsgalati koncentracionként legalabb négy tartalyt (ismétlést), a kontrollhoz (és sziikség
esetén az oldoszeres kontrollhoz) pedig legalabb nyolc ismétlést kell hasznalni (vagyis a
megfeleld statisztikai erd biztositdsa érdekében a kontrollnak és az esetleges oldoszeres
kontrollnak kétszer annyi ismétlést kell tartalmaznia, mint az egyes kezelt csoportoknak).
Az egyes ismétlések legfeljebb 20 allatot tartalmazhatnak. A vizsgélat allatok minimalis
szama 15 (az NF szerinti 62. stddiumban végzett részmintavétel soran 5 a novendékek
esetében 10). Mivel szamolni kell az esetleges mortalitassal, minden ismétléshez tovabbi
allatokat adnak hozza, mikdzben fenntartjdk a kritikus egyedszamot, azaz 15 egyedet.

ELJARAS

A vizsgalat attekintése

27. A vizsgalatot 0jsziilott (az NF szerinti 8—10. stadiumban 1évd) embriokkal kezdik meg és a
novendékkori fejlédésig folytatjdk. Az allatokat naponta ellendrzik, hogy felmérjék a
mortalitast és a rendellenes viselkedés jeleit. Az NF szerinti 62. stddiumban a larvék egy
részmintdjat (ismétlésenként legfeljebb 5 allat) begytjtik, és megvizsgaljak a kiillonbozo
végpontokat (1. tablazat). Miutan az Osszes allat elérte az NF szerinti 66. stddiumot, vagyis
lezarult az atalakulési fazis (illetve a vizsgalat kezdetétdl szamitott 70. nap utan, amelyik
elébb bekdvetkezik), véletlenszerli selejtezéssel (részmintavétel nélkiil) az allatok szamat
tartalyonként 10-re csokkentik (lasd a 43. pontot), a fennmarad6 allatokat pedig tovabb
kezelik a kontroll NF szerinti 62. stadium eléréséhez sziikséges atlagos idotartamat kdvetd
10 hétig. A vizsgalat végén a ndvendékek mintajan tovabbi méréseket végeznek (1.
tablazat).

Expoziciés koriilmények
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28. A vizsgalati paraméterek teljes Osszefoglalasa a 3. fliggelékben taldlhatd. Az expozicios
homérsékletét ¢s pH-értékét. Az oldatok vezetoképességét, lugossagat és keménységét
havonta mérik. A vizsgalati oldatok vizhdmérsékletét illetéen az ismétlések €s a kezelések
kozotti (egy napon beliili) kiilonbség nem haladhatja meg az 1,0 °C-ot. A vizsgalati
oldatok pH-értéke tekintetében az ismétlések és a kezelések kozotti kiilonbség nem
haladhatja meg a 0,5-6t.

29. Az el nem fogyasztott taplalék és az irtilék eltavolitasa érdekében az expozicios
tartdlyokat naponta lehet szifonnal tisztitani, tiigyelve a tartdlyok kozotti
keresztszennyezddés elkeriilésére. Gondoskodni kell rola, hogy az 4llatokat a lehetd
legkisebb stressz és trauma érje, kiilondsen az akvéariumok mozgatdsa és takaritdsa,
valamint az allatok kezelése kozben. Keriilni kell a stresszhatdst kivalto
koriilményeket/tevékenységeket, mint példdul a hangos és/vagy szakadatlan zajt, az
akvariumok kopogtatasat és a tartdlyokban okozott rezgést.

A vizsgalati vegyi anyagnak valo6 kezelés idétartama

30. A kezelést ujsziilott (az NF szerinti 8—10. stadiumban 1évd) embridkkal kezdik meg és a
kontrollcsoportban az NF szerinti 62. stadium eléréséhez sziikséges atlagos id6tartamot (a
vizsgalat kezdetétdl szamitva legfeljebb 45 nap) kovetd 10 hétig folytatjak. A LAGDA
id6tartama altalaban 16 hét (legfeljebb 17 hét).

A vizsgalat elinditasa

31. A vizsgalat elinditdsahoz olyan sziiloket kell hasznalni, amelyekrdl kordbban kimutattak,
hogy az utddaik genetikai ivara meghatarozhato (5. fiiggelék). A felndttek ivasat kovetéen
begylijtik az embridkat, kocsonyds bevonatuk eltdvolitdsa érdekében ciszteinnel kezelik
Oket, majd egy szlirOvizsgalat keretében meghatirozzak ¢életképességiiket (23). A
ciszteines kezelésre azért van sziikség, hogy a szlirdvizsgdlat soran az embridk ne
ragadjanak hozz4 a kiilonbozo feliiletekhez. A szlirdvizsgalatot preparalomikroszkdp alatt
végzik, megfeleld méretli szemcseppentdvel eltavolitva a nem életképes embridkat.
Lehetdség szerint egyetlen, 70 %-nal nagyobb életképességet mutatd ivasbol szarmazod
egyedeket hasznaljanak a vizsgalathoz. Az NF szerinti 8—10. stddiumban 1év6 embridkat
véletlenszerlien szétosztjdk a megfeleld mennyiségli higitovizzel feltdltott expozicios
kezelési tartalyok kozott, Gigy, hogy minden egyes tartdly 20 embridt tartalmazzon. Az
embridkat az 4thelyezés sordn oOvatosan kell kezelni a kezeléssel jard stressz
minimalizalasa és a sériilések elkeriilése érdekében. A megtermékenyités utani 96. orara az
ebihalaknak mar keresztiil kellett jutniuk a vizoszlopon és el kellett kezdenitik feltapadni a
tartaly oldalara.
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Etetési rend

32. A LAGDA protokoll fontos része a taplalék és a taplalékmennyiség valtoztatisa az X.
laevis kiilonbozo életszakaszai sordn. A larva fazis soran a taplalék taladagolasa
jellemzéen megndveli a gerincferdiilés (scoliosis) gyakorisagat és sulyossagat (8.
fliggelék), amit keriilni kell. Ezzel szemben a larva fazis soran az elégtelen mennyiségii
taplalék rendkiviil eltéré fejlodési ilitemet eredményez a kontrollok kozott, ami
csokkentheti a statisztikai erdt vagy zavarhatja a vizsgalati eredményeket. A 4. fliggelék
tajékoztatast nyujt az atfolydsos koriilmények kozott nevelt X. laevis larvak és ndvendékek
ajanlott taplalékarol és etetési rendjérdl, alternativ. megoldasok is alkalmazhatok,
amennyiben biztositjak a vizsgalati élolények kielégité novekedését és fejlodését. Fontos
megjegyezni, hogy az endokrin rendszerrel kapcsolatos végpontok mérése esetén a
taplaléknak nem szabad az endokrin rendszerre hatdo anyagokat, példaul szodjalisztet
tartalmaznia.

A larvdk etetése

33. A larvék ajanlott taplaléka tenyésztdvizzel (vagy higitovizzel) Osszekevert ivadékinditd
pisztrangtapbol, Spirulina algakorongokbdl és pehely formaji aranyhaltdpbol (pl.
TetraFin® pelyhek, Tetra, Németorszag) tevddik Ossze. Ezt a keveréket hétkdznap napi
harom alkalommal, hétvégén naponta egyszer adagoljdk az allatoknak. Az ebihalakat a
megtermékenyités utani 8. naptol kezdve etetik €16 Artemia sorakkal, vagyis 24 oOréas
naupliusszal is, munkanapokon naponta kétszer, hétvégén naponta egyszer. A larvak
etetésének, amelyet minden vizsgalati edényben azonos mddon kell elvégezni, lehetdve
kell tennie a vizsgalt allatok megfeleld6 novekedését €s fejlddését, biztositva ezaltal a
vizsgalat eredményeinek reprodukalhatdsagat és atvihetdségét: (1) a kontrolloknal az NF
szerinti 62. stadium eléréséhez sziikséges atlagos id6tartam legfeljebb 45 nap lehet, és (2) a
kontrolloknal az NF szerinti 62. stddiumban az atlagos testtomegnek ajanlatos az 1,0
+0,2 g tartomanyban lennie.

A novendékek etetése

34. Az atalakulasi fazis lezarultat kovetden a taplalék prémium mindségil siillyedd békatapbol
all, példaul Sinking Frog Food -3/32 (Xenopus Express, FL, USA) (4. fliggelék). A
békaporontyok (fiatal novendékek) szamara a pelletek méretét csokkenteni kell, ehhez
rovid ideig kavédardloban vagy turmixgépben Orlik, illetve mozsarban mozsartorével
aprora zuzzak a pelleteket. Amint a ndvendékek megfelelé méretlire nének ahhoz, hogy el
tudjak fogyasztani az egész pelleteket, nincs tobbé sziikség azok Orlésére vagy aprora
zuzésara. Az allatokat naponta egyszer kell tdplalni. A ndvendékek etetésének biztositani
kell az ¢él6lények megfeleldé novekedését ¢és fejlodését: a vizsgdlat végén a
kontrollnévendékek atlagos testtomegének ajanlatos a 11,5 £3 g tartoméanyban lennie.
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Analitikai kémia

35.

36.

A vizsgalat megkezdése elott példaul a meglévd informaciok és ismeretek alapjan meg kell
hatarozni a vizsgalati vegyi anyag stabilitasat (pl. oldhatosdgat, lebonthatosagat és
illékonysagat), valamint az 0Osszes elemzési modszert. Amennyiben az adagolas
higitovizben torténik, a rendszer miikodésének ellendrzése céljabol javasolt az egyes
vizsgalati koncentraciokat tartalmazo tartalyokba (ismétlésekbe) helyezett vizsgalati
oldatokat a vizsgalat kezdete el6tt analizalni. Az expozicidés idOszak soran a vizsgalati
vegyl anyag koncentracidit megfeleld idokozonként — lehetdleg minden heten —
meghatarozzak az egyes kezelt csoportok egyik tartdlydban, az adott kezelt csoporton beliil
minden héten masik tartalyt vizsgdlva. Az eredményeket célszerli a ténylegesen mért
koncentracioértékekre alapozni. Amennyiben azonban az oldatban 1évd vizsgalati vegyi
+20 %-os tartomanyan beliil tartani, akkor az eredményeket a névleges vagy a mért
értékekre is lehet alapozni. Emellett a vizsgalat teljes iddtartama alatt az egy kezelésen
beliill mért vizsgélati koncentraciok variacids koefficiense (CV) minden koncentracidoban
legfeljebb 20 % lehet. Amennyiben a mért koncentracidértékek nem maradnak a névleges
koncentracioértékek 80—120 %-an beliil (példaul biologiailag nagyon kdénnyen lebonthato
vagy nagymértékben abszorbedld vegyi anyagok esetében), a hatdsos koncentraciokat
atfolyasos vizsgalatok esetében a szamtani atlaghoz viszonyitva kell meghatarozni és
kifejezni.

A higitoviz és a torzsoldat aramlasi sebességét az expozicios iddszak alatt mindvégig
megfelelé 1dokozonkeént (pl. hetente haromszor) ellendrizni kell. Olyan vegyi anyagok
esetében, amelyeket néhany vagy egyetlen névleges koncentracidban sem lehet kimutatni
(példaul mert gyorsan lebomlanak vagy abszorbeédlnak a vizsgélati edényekben, vagy mert
jelentds részben felhalmozodnak a kezelt allatok szervezetében), javasolt a kisérleti oldat
megujitasi aranyat minden kamrdban ugy meghatarozni, hogy a vizsgalati koncentraciok a
lehetd legdllandobbak legyenek.

Megfigyelések és végpontmérések

37.

A kezelés soran értékelt végpontok koz¢ tartoznak a toxicitast jelzé végpontok, azon beliil
a mortalitds, a rendellenes viselkedés, igy mint a betegség és/vagy az altalanos toxicitas
klinikai tiinetei és a novekedést meghatiroz6d tényezdk (testhossz és testtomeg), valamint
azok a patologids végpontok, amelyek egyarant reagalhatnak az altalanos toxicitasra és az
Osztrogén, az androgén vagy a pajzsmirigy altal kozvetitett utvonalakat célz6 endokrin
hatdsmechanizmusokra. Emellett a vizsgalat végén igény szerint mérheté a vérplazma
VTG-koncentracidja. A VTG mérése hozzdjarulhat a vizsgalati eredményeknek az
endokrin  rendszert feltehetéen zavar6 anyagok endokrin mechanizmusaival
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Osszefliggésben torténd értelmezéséhez. A végpontokat ¢és mérésik litemtervét az
1. tablazat foglalja 6ssze.

1. tablazat: A LAGDA végpontjainak attekintése

i Kozbenso mintavétel  Vizsgalat vége

Végpontok* Naponta ., . . i L.
(larvak mintai) |(n6vendékek mintai)

Mortalitas és rendellenességek X
Az NF szerinti 62. stadiumig eltelt id6é X
(Kor)szovettan (pajzsmirigy) X
Morfometria (testtomeg és testhossz X X
novekedése)
Hepato-szomatikus index (LSI) X
Genetikai/fenotipusos ivararany X
Korszovettan (ivarmirigyek, X
reproduktiv vezetékek, vese és maj)
Vitellogenin (VTG) (valaszthato) X

* Az Osszes végpontot statisztikailag elemzik.

Mortalitas és napi megfigyelések

38.

39.

Naponta ellendrizni kell, hogy a vizsgalati tartalyokban vannak-e elpusztult allatok, és a
mortalitdst minden tartaly esetében fel kell jegyezni. Az elhullott 4llatokat észrevételiiket
kovetden azonnal el kell tavolitani a vizsgalati tartalybol. Az elhullott allatok fejlédési
stadiumat a kovetkezdk szerint kell kategorizalni: NF szerinti 58. stadium el6tt (mellsd
végtagok megjelenése eldtti iddszak), NF szerinti 58.-NF szerinti 62. stadium, NF szerinti
63.—NF szerinti 66. stddium (az NF szerinti 62. stddium és a farok teljes felszivodasa
kozotti iddszak) és NF szerinti 66. stddium utdn (larvakor utini iddszak). A 20 %-ot
meghaladd mortalitdsi ardny egyarant jelezhet nem megfeleld vizsgalati koriilményeket
vagy a vizsgalati vegyl anyag nyilvanvalé toxikus hatasat. Az allatok altaldban az ivast
kovetd fejlodési szakasz els6é néhadny napjan ¢és az 4talakulds tetOpontjan a
legérzékenyebbek a nem vegyi anyagok altal kivaltott, mortalitadst okozd eseményekre. Az
ilyen jellegii mortalitast kitlinik a kontrolladatokbol.

Ezenfeliil fel kell jegyezni a megfigyelt abnormalis viselkedést, szabad szemmel lathato
fejlodési rendellenességeket (pl. a gerincferdiilést) vagy lézidkat. A gerincferdiiléses
eseteket meg kell szamlalni (gyakorisag) és sulyossdg szerint osztalyozni kell (pl. nem
észrevehetd — NR, enyhe — 1, mérsékelt — 2, stlyos — 3; 8. fiiggelék). A vizsgalat teljes
idészaka alatt erdfeszitéseket kell tenni annak érdekében, hogy korlatozzak (pl. a
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kontrollokban 10 % alad szoritsak) a mérsékelt és a sulyos gerincferdiilés eléfordulésat,
ugyanakkor a kontrollcsoportban megfigyelt rendellenességek gyakoribb eléfordulasa nem
feltétlentiil ad okot a vizsgalat leallitasara. A larva fazisban 1évo allatok normalis
viselkedését a kovetkezOk jellemzik: az allatok a vizoszlopban lebegnek, farkuk a fejiik
folé emelkedik, a farokuszojuk egyenletesen, ritmikusan mozog, iddszakonként a felszinre
emelkednek, a kopoltyufeddjik mozog, és reagilnak az ingerekre. Koros viselkedés
példaul ha az allat a viz felszinén lebeg, a tartaly aljan fekszik, forditva vagy
szabdalytalanul uszik, nem emelkedik fel a felszinre, vagy nem reagil az ingerekre. Az
atalakulasi fazison atesett allatok esetében a fenti rendellenes viselkedések mellett fel kell
jegyezni a taplalékfogyasztasban a kezelések kozott mutatkozo jelentds eltéréseket is. A
jelentds fejloddési rendellenességek és elvaltozasok kozé tartoznak tobbek kozott a
morfoldgiai rendellenességek (pl. végtagdeformitasok), a haemorrhagids 1éziok, a hasi
0déma és a bakteridlis vagy gombas fertézések. A novendékek fején, az orrlyukak hatulséd
részén lathatd 1€zidk elégtelen paratartalomra utalhatnak. Ezek mindségi megallapitasok,
amelyeket a betegségek vagy stressz okozta klinikai tiinetekhez hasonldan kell mérlegelni,
¢s a kontrollallatokkal 0Osszehasonlitasban kell megtenni. Ha a rendellenességek
eléfordulasi ardnya nagyobb az expozicios tartalyokban, mint a kontrollokban, akkor ezt a
nyilvanvalo6 toxicitas bizonyitékanak kell tekinteni.

Részmintavétel larva szakaszban

A larva szakaszban végzett részmintavétel semdja:

40. Az NF szerinti 62. stddiumot elért ebihalakat eltavolitjdk a tartalyokbol, és vagy

41.

felhasznaljdk Oket a mintavételhez, vagy a kezelés kovetkezd szakaszdban wvalo
részvételhez 1) tartdlyba helyezik, illetve egy elvalasztd segitségével ugyanazon tartalyon
beliil fizikailag elkiilonitik a tobbi ebihaltol. Az ebihalakat naponta ellendrzik, és
feljegyzik a vizsgalat azon napjat, amelyen az egyes ebihalak elérték az NF szerinti 62.
stadiumot. Ezt az idOpontot a fej alakja alapjan hatarozzak meg. Amint a fej mérete oly
mértékben csokkent, hogy szemmel lathatdan kortilbeliil ugyanolyan széles, mint az ebihal
torzse, €s a mellsé végtagok a sziv kozépsd részével egy vonalban helyezkednek el, az
egyedek ugy tekinthetdk, hogy elérték az NF szerinti 62. stddiumot.

Arra kell torekedni, hogy tartdlyonként (ismétlésenként) Osszesen 6t NF szerinti 62.
stadiumban 1év0 ebihaltol vegyenek mintakat. A mintavételt véletlenszertien kell
végrehajtani, viszont eldre ki kell jelolni az ebihalakat. Egy adott tartdlyban végzett
mintavétel elméleti péld4ja lathatdo az 1. abran. Amennyiben valamely tartaly 20 talélé
ebihalat tartalmaz abban az idOpontban, amikor az els egyed eléri az NF szerinti 62.
stadiumot, véletlenszerlien meg kell hatdrozni 5 egy és husz kozé esé szamot. Az 1. ebihal
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az elsé egyed, amelyik elérte az NF szerinti 62. stadiumot, a 20. ebihal pedig az az egyed,
amelyik a tartdlyban utolsoként érte el az NF szerinti 62. stadiumot. Hasonloképpen, ha 18
taléld larva van egy adott tartalyban, akkor véletlenszeriien meg kell hatarozni 5 egy és
tizennyolc kozé esé szdmot. Ezt a miiveletet minden egyes tartaly esetén el kell végezni,
amikor az elsé vizsgalt egyed eléri az NF szerinti 62. stddiumot. Amennyiben az NF
szerinti 62. stddiumban zajlo mintavétel soran hullanak el egyedek, a maradék mintak
még el az NF szerinti 62. stadiumot €s még hany mintara van sziikség az adott ismétlés
Osszesen Ot mintdjanak eléréséhez. Azon a napon, amikor egy ebihal eléri az NF szerinti
62. stddiumot, az elkészitett mintavételi terv alapjan meg kell hatdrozni, hogy a szdban
forgd egyedet fel kell hasznalni a mintavételhez, vagy a tovabbi kezelés céljabol fizikailag
el kell kiiloniteni a tobbi ebihaltél. Az 1. dbran szerepld példa alapjan az NF szerinti 62.
stadiumot elsOként elért egyedet (amelyet az 1. mez6 jelez) fizikailag elkiilonitik a tobbi
larvatol, hogy tovabbra is részt vegyen a kezelésben, és feljegyzik a vizsgalat azon napjat,
amikor elérte az NF szerinti 62. stddiumot. Ezt kovetden (ugyanezen példa alapjan) a 2. és
a 3. szamu egyeddel hasonloképpen jarnak el, mint az 1. szdmuval, majd a 4. szamu
egyedet kivalasztjdk mintavételre, hogy megvizsgiljadk ndvekedését és pajzsmirigy
szoveteit. Ezt az eljarast addig folytatjdk, amig a 20. egyedet be nem soroljdk az NF
szerinti 62. stadiumot elért tobbi egyed vagy a mintavételhez hasznalt egyedek kozé. Az
alkalmazott véletlenszerl eljarasnak biztositania kell, hogy minden vizsgélatban részt vevd
szervezet egyenld valdszinliséggel legyen kivalaszthato. Ez barmely randomizalési
eljarassal elérhetd, feltéve, hogy az NF szerinti 62. stddium részmintavételi iddszaka soran
haloba fogjak az dsszes ebihalat.

1. abra: Az NF szerinti 62. stadiumban végzett mintavételi eljaras egy tartalyra vonatkozd elméleti
példaja.

Idd

v

Egy ismetléses tartaly — nincs mortalitas

112|334 |5|6 |7 |8 |9 |10(11|12)13 |14 (15|16 |17 (18|19 |20

Egyes larvak Mirtawetelre kivalasztottak

42. A larva szakaszban zajlé részmintavétel soran a kovetkezd végpontokat értekelik: (1) az
NF szerinti 62. stadium eléréséhez sziikséges id0 (azaz a megtermékenyités ¢és az NF
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szerinti 62. stadium elérése kozott eltelt napok szama), (2) kiils6 rendellenességek, (3)
morfometria (pl. testtomeg €s testhossz) €s (4) pajzsmirigy szovettan.

Az ebihalak humadnus elpusztitisa

43.

44.

Az NF szerinti 62. stddiumban 1év0 ebihalak részmintdjat (ismétlésenként 5 egyedet) el
kell altatni, ugy, hogy 30 percre megfelelé6 mennyiségti (pl. 500 ml) érzéstelenitd oldatba
(pl. 0,3 %-0s MS-222 oldat, trikain-metan-szulfonat, CAS-szdma: 886-86-2) meritik dket.
Az MS-222 oldatot natrium-hidrogénkarbonattal pufferelni kell, hogy az oldat pH-értéke
kortlbeliil 7,0 legyen, mert a nem pufferelt MS-222 oldat savassaga irritalja a béka borét,
ami gyenge abszorbancidhoz vezet, az pedig az éldlényeket sziikségtelen tovabbi
stressznek teszi ki.

A vizsgalati kamrabol meritdhaléval eltavolitanak egy ebihalat, ¢s athelyezik a végleges
elaltatast biztositd oldatba. Az 4llat akkor keriil megfelelden elaltatott és boncoldsra kész
allapotba, amikor nem reagél az olyan kiilsé ingerekre, mint hatsé végtagjanak fogoval
vald megfogasa.

Morfometria (testtémeg és testhossz)

45.

A nedves tomeget (a legkdzelebbi mg-ra kerekitve) és a farok nélkiili testhosszt (a
legkozelebbi 0,1 mm-re kerekitve) minden ebihal esetében kozvetleniil azutan kell mérni,
hogy az allat az altatdas kovetkeztében elveszti reakcidképességét (2a. dbra). A farok
nélkiili testhossz mérhetd fénykép alapjan is, képelemzd szoftver hasznélataval. Az
ebihalakrol a mérés eldtt szarazra itatassal el kell tavolitani a rajuk tapadt felesleges vizet.
A testméret (testsuly és farok nélkiili testhossz) meghatarozasat kovetden fel kell jegyezni
az esetleges jelentds morfoldgiai rendellenességeket és/vagy a toxicitas klinikai tiineteit,
példaul a gerincferdiilést (l1asd a 8. fliggeléket), a petechidkat és a vérzést, digitalis fénykép
készitése ajanlott. A petechidk a véredényekbdl szdrmazod aprd vords vagy lila
véromlenyek.

A szovetek gyiijtése és fixaldasa

46.

A larva szakaszban zajlé részmintavétel soran értékelik a pajzsmirigy szoveteket. A torzs
als6, mellsé végtagok mogotti részét eltavolitjdk. A csonkolt testet Davidson-féle
fixaloszerben fixaljak. Az edénybe helyezett fixalészer mennyisége legalabb 10-szerese
legyen a szovetek kozelitOleges térfogatdnak. A vizsgalat targyat képezd szovetek
megfeleld fixalasa érdekében a fixaldszert kelld mértékben kevergetni vagy keringetni kell.
Az Osszes szovet legalabb 48, legfeljebb 96 oran at Davidson-féle fixaloszerben tartjak, ezt
kovetden ionmentesitett vizben atmossdk és 10 %-os semleges pufferelt formalinba
helyezik 6ket (1) (29).
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Pajzsmirigy szovetvizsgalata
47. A larva szakaszbo6l szarmazo mintakon (fixalt szoveteken) el kell végezni a pajzsmirigyek
szdvettani értekelését, vagyis diagnodzist kell felallitani és meg kell hatarozni a sulyossagi
fokot (29) (30).

2. abra: A LAGDA soran a farok nélkiili testhossz méréséhez hasznalt jellemzdok az NF szerinti 62.
stadiumban a) és a novendék békaknal b). Az NF szerinti 62. stddium megallapitasdhoz hasznalt jellemzok
a): a fej a torzzsel megegyez0 szélességl, a szagloideg hossza rovidebb a szaglogumo atmérdjénél (hati
nézet), és a mellsd végtagok a szivvel egy vonalban helyezkednek el (hasi nézet). A képek Nieuwkoop és
Faber (1994) miivébol szarmaznak.

a. Re=mintavetel larvakorban [MF szerinti62. b. Mintavetel

Hasi nézet

= e
i, B

.}:E,"-?!?:]}*“. x Farak mélkii
o n'r = testhossz
— il I '.

A larvak kezelésének vége

48. Az ebihalak kezdeti szamat figyelembe véve varhatoan az egyedek egy kisebb hanyada
nem fog normadlisan fejlddni, és észszerli idon beliill nem fejezi be az atalakulést (az NF
szerinti 66. stadium). A kezelés larva szakasza nem lépheti tul a 70 napot. Az ezen iddszak
végéig fennmaradd ebihalakat el kell altatni (lasd a 43. pontot), meg kell mérni nedves
tomegtiket és farok nélkiili testhosszukat, Nieuwkoop ¢és Faber, 1994 leirasa szerint meg
kell hatarozni stadiumukat, és fel kell jegyezni esetlegesen tapasztalt fejlodési
rendellenességeiket.

Az NF szerinti 66. stadium utani selejtezés

49. Az NF szerinti 66. stadiumtol (a farok teljes felszivodasatol) tartdlyonként tiz egyed
folytatja a vizsgélatot a kezelés végéig. Ezért miutan valamennyi allat elérte az NF szerinti
66. stadiumot vagy 70 nap utdn (amelyik hamarabb bekovetkezik), selejtezést végeznek.
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Az NF szerinti 66. stadiumot elért allatok koziil véletlenszerien valasztjadk ki azokat,
amelyek nem vesznek részt a tovabbi kezelésben.

50. Azokat az allatokat, amelyeket nem valasztjak ki a vizsgalatban valo tovabbi részvételre,
elaltatjak (lasd a 43. pontot). Minden allat esetében meghatarozzak a fejlodési stadiumat,
nedves tomegét és farok nélkiili testhosszat (2b. dbra), tovabba makroszkopos boncolast
végeznek rajtuk. Az ivarmirigy morfoldgidja alapjan megallapitott fenotipusos ivart —
amely lehet néstény, him vagy meghatdrozhatatlan — feljegyzik.

Mintavétel novendék szakaszban

A novendék szakaszban végzett mintavétel sémadja

51. A fennmaradd allatok kezelését folytatjdk a higitovizes kontroll (és/vagy olddszeres
kontroll, ha végeztek ilyet) NF szerinti 62. stadium eléréséhez sziikséges, atlagos
id6tartamat kovetd 10 hétig. Az expozicidés idOszak végén a fennmarado allatokat
(ismétlésenként legfeljebb 10 békat) elaltatjak, majd a kiilonbozé végpontokat megmérik
vagy ¢értékelik ¢és feljegyzik: (1) morfometria (testtomeg és testhossz), (2)
fenotipusos/genotipusos ivararanyok, (3) a maj tomege (hepato-szomatikus index), (4)
korszovettan (ivarmirigyek, reproduktiv vezetékek, maj és vese), valamint opcionalisan (5)
a vérplazma VTG-szintje.

A békak humanus elpusztitasa

52. A novendék mintdkat, az atalakuldson atesett békdkat hasiiregbe adott érzéstelenitd
injekcioval — pl. 10 % MS-222-tartalmti, megfeleld foszfatpuffert tartalmaz6 oldat —
elaltatjdk. A békakat azutan lehet mintavételhez felhaszndlni, hogy elveszitették
reakcioképességiiket (altalaban a befecskendezés utan kb. 2 perccel, ha 10 %-0s MS-222-t
hasznalnak békanként 0,01 ml/g koncentracidban). Bar a novendék békakat be lehetne
meriteni egy magasabb koncentracioju érzéstelenitbe (MS-222), a tapasztalat azt mutatja,
hogy ezzel a mddszerrel hosszabb ideig tart az érzéstelenités, és ez az idOtartam nem
mindig megfelelé mintavételhez. A befecskendezés hatékony és gyors eutandziat biztosit a
mintavétel elétt. A mintavétel nem kezdheté meg az eldtt, hogy ellendrizték a békak
reakciohianyat, ezaltal biztosithatd ugyanis, hogy az allatok ténylegesen halottak legyenek.
Ha a békakon jelentds mértékii szenvedésre utald jelek figyelhetdk meg és elhullaskozeli
allapotban vannak (stulyosan szenvednek és az elhulldsukat megbizhatéan eldre lehet
jelezni), az allatokat érzésteleniteni kell és el kell altatni, és adatelemzés szempontjabol
mortalitasként kell kezelni. A betegség miatt elaltatott békakat fel kell jegyezni és fel kell
tiintetni a jegyzOkonyvben. Attol fliggden, hogy a békakat a vizsgéalat mely szakaszaban
altatjak el, a békdkon korszovettani elemzést végezhetnek (a békakat fixalhatjdk az
esetleges korszovettani elemzéshez).
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Morfometria (testtomeg és testhossz)

53.

A nedves tomeget és farok nélkiili testhosszt (2b. dbra) a larva szakaszban zajlo
részmintavétellel azonos modon mérik.

A vérplazma VIG-szintje (valaszthato)

54.

55.

A VTG egy széles korben elfogadott biomarker, amely 0sztrogénhatasa vegyi anyagokkal
szembeni kitettség kovetkeztében jelenik meg. A LAGDA soran a vérplazma VTG-szintje
a novendék mintdkban igény szerint mérhetd (ez kiilondsen a gyanithatéoan Osztrogén
vizsgalati vegyi anyagok esetében lehet relevans).

Az elaltatott novendék hats6 végtagjait lemetszik, és a vért heparinnal kezelt
kapillariscsdvel felfogjak (bar alkalmasak lehetnek mas vérvételi modszerek is, példaul a
szivpunkcid). A vért mikrocentrifuga cs6ébe toltik (pl. 1,5 ml mennyiségben) és a
vérplazma kinyeréséhez centrifugéaljadk. A plazmamintdkat a VTG-szint megallapitasaig —
70 °C-on vagy alacsonyabb hdmérsékleten taroljak. A vérplazma VTG-koncentracidja
mérhetd enzimhez kotott immunoszorbens vizsgélati (ELISA) eljarassal (6. fiiggelék) vagy
egy alternativ modszerrel, példaul tomegspektrometriaval (31). A nagyobb érzékenység
miatt fajspecifikus ellenanyagok hasznalata ajanlott.

Genetikai ivarmeghatdrozas

56.

Az egyes novendék békak genetikai ivaranak felmérése a Josimoto €s munkatarsai altal
kifejlesztett markereken alapul (11). A genetikai ivar meghatdrozasahoz a boncolas soran
eltavolitott egyik hats6 végtag (vagy barmely mas szdvet) részét vagy egészét begylijtik és
egy mikrocentrifuga csOben taroljak (békak esetében barmely szovetbdl vehetd
szovetminta). A szovet a dezoxiribonukleinsav (DNS) izolaldsig —20 °C-on vagy
alacsonyabb hdmérsékleten tarolhat6. A DNS kereskedelmi forgalomban kaphato kittekkel
izolalhatdo a szovetekbdl, a marker jelenlétének vagy hidnyanak elemzése pedig egy
polimeraz lancreakciot (PCR) alkalmaz6é modszerrel végezhetd el (5. fiiggelék). A
kontrollcsoportokban a ndvendékektdl torténd mintavétel idOpontjdban az allatok
szovetminta alapjan meghatdrozott ivara €s genotipusa altaldban 95 % feletti egyezést
mutat.

Szovetek gyiijtése és fixaldsa korszovettani vizsgalathoz

57.

Az utols6 mintavétel sordn a szdvettani elemzéshez begylijtik az ivarmirigyeket, a
reproduktiv vezetékeket, a vesét és a majat. A hasiireget felnyitjak, a majat kimetszik és
megmérik a tomegét. Ezt kdvetden az alhasbdl dvatosan eltavolitjak az emésztdszerveket
(pl. a gyomrot, a beleket), igy feltarulnak az ivarmirigyek, a vesék és a reproduktiv
vezetékek. Az ivarmirigyek jelentds morfologiai rendellenességeit fel kell jegyezni. Végiil
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eltavolitjak a hatsé végtagokat, ha a vérvételhez korabban még nem tavolitottak el dket. A
begylijtott majat és a testet a helyiikon hagyott ivarmirigyekkel haladéktalanul Davidson-
féle fixaloszerbe kell helyezni. Az edénybe helyezett fixdloszer mennyisége legalabb 10-
szerese legyen a szovetek kozelitleges térfogatanak. Az Osszes szovet legalabb 48,
legfeljebb 96 o6ran at Davidson-féle fixaloszerben tartjak, ezt kdvetden ionmentesitett
vizben atmossak és 10 %-os semleges pufferelt formalinba helyezik 6ket (1) (29).

Korszovettan

58.

Az egyes novendékmintdkon szovettani vizsgalatot végeznek az ivarmirigyek, a
reproduktiv vezetékek, a vese és a mdj szovetein jelentkezd koros elvaltozasok
megallapitdsdhoz, vagyis diagnozist kell felallitani és meg kell hatdrozni a sulyossagi fokot
(32). Az értékelés sordn meghatarozzadk az ivari fenotipust is (pl. petefészek, here,
interszexualitds alapjan), és az egyedek genetikai ivardt meghatdrozd mérésekkel egyiitt
ezek a megfigyelések felhasznalhatok a fenotipusos/genotipusos ivararanyok
kiszdmitasahoz.

ADATSZOLGALTATAS

Statisztikai elemzés

59.

60.

A LAGDA soran harom statisztikai elemzésnek aldvetett adattipus keletkezik: (1)
kvantitativ folytonos adatok (testtomeg, farok nélkiili testhossz, mdj szomatikus index,
VTG), (2) a fejlédési iitemre vonatkozd, ,.,eseményig eltelt 1d6t” jelzd adatok (vagyis a
vizsgalat kezdetétdl az NF szerinti 62. stadium eléréséig eltelt napok) és (3) a
korszovettani vizsgalatokbol szarmazo sorrendi adatok, azaz a stlyossagi pontszamok ¢€s a
fejlédési stadiumok.

Ajéanlatos a vizsgalati tervet Uigy kialakitani és olyan statisztikai vizsgalatot valasztani,
hogy a bioldgiai szempontbdl fontos valtozdsokat az olyan végpontokon, ahol
megfigyelheté hatidst nem okozd koncentracidt vagy ECx koncentraciot kell jelenteni,
megfeleld statisztikai erdvel lehessen észlelni. Az adatok (4ltaldban az ismétlések atlagan
nyugv0) statisztikai elemzéséhez lehetdség szerint az ,,Aktudlis megkozelitések az
okotoxicitdsi adatok statisztikai elemzésében: alkalmazisi Utmutaté” (33) cimi
dokumentumban leirt eljarasokat kell kovetni. A vizsgalati modszer 7. fiiggeléke
tartalmazza a javasolt statisztikai elemzési folyamatabrat, €s utmutatast nyujt az adatok
kezeléséhez, valamint a LAGDA sorén alkalmazand6 legmegfeleldbb statisztikai vizsgalat
vagy modell kivéalasztasahoz.
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61. Mivel minden béka esetében meghatarozzak a genotipusos ivart, a ndovendékmintakbol
nyert adatokat (pl. novekedés, maj szomatikus index) genotipusos ivaronként kiilon kell
elemezni.

Adatelemzési szempontok

Ervénytelen ismétlések és kezelések haszndlata

62. A nyilvanval6 toxicitasbol, betegségbdl vagy technikai hibabol fakadoé tulzott mértéki
mortalitds érvénytelenné teheti az ismétléseket €s kezeléseket. Amennyiben valamely
kezelés betegség vagy technikai hiba kdvetkeztében érvénytelennél valik, legaldbb harom
— hérom érvényes ismétlést bevond — kezelésnek rendelkezésre 4llnia az elemzéshez. Ha a
legmagasabb dozisu kezelés(ek)nél nyilvanvald toxicitas tapasztalhatd, az elemzéshez
lehetéség szerint biztositani kell legalabb harom, harom érvényes ismétléssel rendelkezd
kezelési szintet (Osszhangban az OECD vizsgalati iranymutatasainak legnagyobb
elviselhetd koncentraciéra vonatkoz6 megkdzelitésével (34)). A mortalitason tual
nyilvanval6 toxicitasra utalo jelek lehetnek a viselkedést érintd hatdsok (pl. az €l6lény a
viz felszinén lebeg, a tartdly aljan fekszik, forditva vagy szabdlytalanul wszik, nem
emelkedik fel a felszinre), a morfoldgiai 1ézidk (pl. haemorrhagids 1ézidk, hasi 6déma),
illetve a normdl taplalkozasi valaszreakciok gatlasa a kontrollallatokkal valo kvalitativ
Osszevetésben.

Oldoszeres kontroll

63. Oldoszer alkalmazasa esetén a vizsgalat befejezésekor értékelni kell az oldoszer lehetséges
hatdsait. Ezt az oldoszeres kontrollcsoport és a higitovizes kontrollcsoport statisztikai
0sszehasonlitasa utjan végzik el. A legfontosabb vizsgaland6 végpontok az elemzés soran a
novekedés meghatarozoi (tomeg ¢és hossz), mivel az altalanos toxicitds ezeket tudja
befolyasolni. Ha statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutatnak ki a higitovizes és az
oldoszeres kontrollcsoportok kozott e végpontok tekintetében, a legjobb szakmai megitélés
alapjan kell donteni arrél, hogy érvénytelennek tekinthetd-e a vizsgalat. Amennyiben a két
kontroll kozott eltérések tapasztalhatok, a vegyi anyaggal végzett kezeléseket az oldoszeres
kontrollal kell dsszevetni, kivéve ha ismert, hogy a higitovizzel valdé Osszehasonlitast
részesitik elényben. Amennyiben a két kontrollcsoport kozott nincs statisztikailag
szignifikans kiilonbség, ajanlatos a vizsgalati vegyi anyaggal végzett kezeléseket az
Osszevont oldoszeres és higitovizes kontrollcsoportokkal Osszevetni, kivéve ha ismert,
hogy a higitdvizes vagy az olddszeres kontrollcsoporttal vald Osszehasonlitast részesitik
elényben.

Vizsgalati jegyzokonyv

602



D060575/02

64. A vizsgalati jegyzokonyvnek a kovetkezdket kell tartalmaznia:

Vizsgalati vegyi anyag:

fizikai jelleg és adott esetben a fizikai és kémiai tulajdonsagok,

Egy 0sszetevobol allo anyag:
fizikai megjelenés, vizoldékonysag ¢és a tovabbi relevans fizikai-kémiai
tulajdonsagok;

kémiai azonositod adatok, példaul IUPAC- vagy CAS-név, CAS-szam, SMILES- vagy
InChl-kod, szerkezeti képlet, tisztasag, valamint adott esetben és amennyiben a
gyakorlatban megval6sithatd, a szennyezddések kémiai azonositdja stb. (ideértve
adott esetben a szervesszén-tartalmat).

Tobb 0sszetevobol allo anyag, UVCB-k és keverékek:

amennyiben lehetséges, az Osszetevok kémiai azonositdjaval (lasd fent), mennyiségi
eléfordulasaval és relevans fizikai-kémiai tulajdonsagaival jellemezve.

Vizsgalati fajok:

tudomanyos név, torzs (ha meghatarozhatd), forras és a megtermékenyitett peték
begylijtésének modja, valamint a késObbi kezelés;

a gerincferdiilés el6fordulasa az alkalmazott torzstenyészet dokumentalt kontrolljaiban.

Vizsgalati koriilmények:

megvilagitasi idészak(ok);

vizsgalati terv (pl. a kamra mérete, az anyagok ¢és a viz mennyisége, a vizsgalati kamrak és
az ismétlések szama, a vizsgalt éldlények 1étszama az ismétlésekben);

a torzsoldat elkészitésének modszere és a vizcsere gyakorisaga (az esetleg hasznalt

a vizsgalati vegyi anyag adagolasanak modszere (példaul szivattyq, higitasi rendszerek);

a modszer visszanyerési hatékonysaga és a névleges vizsgalati koncentraciok, a
meghatarozasi hatar, a mért értékek atlaga és szorasa a vizsgalati edényekben, az ilyen
adatok megszerzésének modszerei és bizonyitékok annak alatamasztasara, hogy a mérések
a valddi oldatban 1év6 vizsgalati vegyi anyag koncentracioszintjeire vonatkoznak;

a higitoviz jellemzo6i: pH-érték, keménység, hdmérséklet, oldottoxigén-koncentracio,
maradékklor-tartalom (amennyiben mérik), dsszes jod, teljes szervesszén-tartalom
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(amennyiben mérik), szuszpendalt szilard anyagok (amennyiben mérik), a vizsgalati kozeg
sotartalma (amennyiben mérik) és barmely mas mérési adat;
vizmindség a tesztedényekben: pH-érték, (napi) hdmérséklet és oldottoxigén-koncentracio;

részletes informéciok a taplalékrol (pl. a haltapok tipusa, eredete, az adagolt mennyiség és
az adagolas gyakorisaga).

Eredmeények:

Bizonyiték arra, hogy a kontrollok teljesitették az érvényességi kritériumokat;

a kontroll (és alkalmazésa esetén az olddszeres kontroll) és a kezelt csoportok kdvetkezd
adatai: a megfigyelt mortalitas és rendellenességek, az NF szerinti 62. stadium eléréséig
sziikséges 1d0, a pajzsmirigy szOvettani vizsgalata (csak a larvamintdknal), ndvekedés
(tdmeg és hossz), m4aj szomatikus index (csak a novendékmintaknal),
genetikai/fenotipusos ivararanyok (csak a novendékmintdknal), az ivarmirigyek, a
reproduktiv vezetékek, a vese és a méj korszovettani vizsgalatdnak eredményei (csak a
novendékmintaknal) és a vérplazma VTG-szintje (csak a ndvendékmintaknal, ha végeztek
ilyen mérést);

a statisztikai elemzés és az adatok feldolgozasa soran alkalmazott megkdzelités (az
alkalmazott statisztikai vizsgalat vagy modell);

megfigyelhetd hatdst nem okozo6 koncentracio (NOEC) minden egyes kiértékelt
valaszreakciora nézve;

megfigyelheto hatast okozo legalacsonyabb koncentracido (LOEC) minden egyes kiértékelt
valaszreakciora nézve (a = 0,05 értéknél); ECx adott esetben minden egyes kiértékelt
valaszreakciora nézve, konfidencia-intervallumok (példéaul 95 %) és a szamitashoz
hasznalt illesztett modell grafikonja, a koncentracio—hatas gérbe meredeksége, a
regresszi0s modell egyenlete, a modell becstilt paraméterei €s a becslés standard hibai.

a vizsgalati modszertdl valo eltérések, az elfogadhatosagi kritériumoktol valo eltérések, €s
a vizsgalat kimenetelére gyakorolt lehetséges hatdsukkal kapcsolatos megfontolasok.

65. A végpontmérések eredményeit illetden fel kell tiintetni az atlagértékeket és az azoktol

val6 standard deviaciot (lehetdség szerint az ismétlések és a koncentraciok alapjan).

66. A kontrolloknal az NF szerinti 62. stadium eléréséhez sziikséges atlagos iddtartamot az

ismétlések atlaga és szordsa alapjan kell kiszdmolni és bemutatni. Hasonloképpen a
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kezelések esetén egy adott kezelés atlagat az ismétlések atlaga és szorasa alapjan kell
kiszamolni és bemutatni.
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1. fiiggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK
Apikalis végpont: populacidszintii hatas eldidézése.

Vegyi anyag: anyag vagy keverék.

ELISA: enzimhez kotott immunoszorbens vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent assay).

ECx: (hatasos koncentracid x % hatas eléréséhez) az a koncentracio, amely valamely hatés
x %-at okozza a vizsgalati szervezetekben egy adott expozicidés idon beliil, a kontrollal
Osszehasonlitva. Példaul az EC50 az a becsiilt koncentracid, amely a vizsgalat valamilyen
végpontja tekintetében a kitett populacid 50 %-aban okoz hatast a meghatarozott expozicios
1d6 alatt.

dpf: a megtermékenyités utani napok szama.

Atfolyasos vizsgalat: az expozicid soran a vizsgalati oldat vizsgilati rendszeren torténé
folyamatos aramléasa mellett folytatott vizsgalat.

HPG-tengely: hipotalamusz-hipofizis-gonad tengely.

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry (Elméleti és Alkalmazott
Kémia Nemzetk6zi Unidja).

Megfigyelheté hatast okozé legalacsonyabb koncentracio (LOEC): a vizsgélati vegyi
anyag azon legalacsonyabb vizsgalati koncentracioja, amelynél a kontrollal 6sszevetve még
megfigyelhetd a vegyi anyag statisztikailag szignifikdns hatasa (p < 0,05). Azonban az
LOEC-szint feletti valamennyi vizsgalati koncentrdcionak olyan artalmas hatast kell
kifejtenie, amely legalabb egyenldé az LOEC-szinten megfigyelttel vagy stlyosabb annal.
Amennyiben e két feltétel nem teljesithetd, akkor kimeritd magyarazatot kell adni arra, hogy
hogyan tortént az LOEC (¢és ennélfogva az NOEC) kivalasztasa. A 7. fliggelék Gtmutatést
ad.

Median letalis koncentracio (LC50): a vizsgalati vegyi anyag azon koncentracioja, amely
a becslések szerint a vizsgdlat idGtartama alatt a vizsgalati szervezetek 50 %-4ra nézve
halalos.

Megfigyelheté hatast nem okozé koncentracié (NOEC): a kozvetleniil az LOEC alatti
vizsgélati koncentracio, amely — a kontrollcsoporttal vald Osszevetésben — nem fejt ki
statisztikailag szignifikans hatast (p < 0,05) a meghatarozott expozicids iddszak alatt.

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification (molekuldk egyszertsitett
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egy sorban torténd beviteli rendszere).

Vizsgalati vegyi anyag: barmely, e vizsgalati mdodszer alkalmazésaval vizsgalt anyag vagy
keverék.

UVCB: ismeretlen szerkezetli vagy valtozo Osszetételli, Osszetett reakcioban keletkezett
vagy bioldgiai eredetli anyagok.

VTG: a vitellogenin a szikben talalhato foszfo-, lipo- és glikoproteinek prekurzora, amely
alapesetben az ikraraké fajok szexudlisan aktiv ndstényeiben fordul eld.
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2. fiiggelék

AZ ELFOGA,DHAT(') MINOSEGU HIGITOViZ NEHANY FONTOSABB KEMIAI
TULAJDONSAGA

Anyag Hatarkoncentracio
Szallo por 5 mg/l
Teljes szervesszén-tartalom 2 mg/l
Nem ionizalt ammonia 1 pg/l
Maradék klor 10 pg/l
Szerves foszfort tartalmazd novényvédo szerek dsszesen 50 ng/l
Szerves klortartalmu peszticidek + poliklorozott bifenilek 50 ng/l
Osszes szerves klor 25 ng/l
Aluminium 1 pg/l
Arzén 1 pg/l
Krém 1 pg/l
Kobalt 1 pg/l
Réz 1 pg/l
Vas 1 pg/l
6lom 1 pg/l
Nikkel 1 pg/l
Cink 1 pg/l
Kadmium 100 ng/1
Higany 100 ng/1
Eziist 100 ng/l
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3. fiiggelék

A LAGDA VIZSGALATI KORULMENYEI

1. A vizsgalathoz hasznalt fajok Xenopus laevis
2. A vizsgalat tipusa Folyamatos vizcserét biztosito atfolyasos rendszer.
3. Vizhémérséklet A névleges vizhdmérséklet 21 °C. A vizsgalat idGtartama alatt az

atlagos vizhémérséklet 21 +1 °C (az ismétlések és a kezelések kozotti
kiilonbség nem haladhatja meg az 1,0 °C-ot).

4. A megyvilagitas mindsége Fluoreszcens izzok (széles spektrum) 600-2 000 lux (lumen/m?) a viz
felszinén.
5. Megvilagitéasi id6szak 12 6ra fény, 12 ora sotét.

6. Vizsgalati oldat mennyisége és 4—10 1 (legalabb 10—15 cm-es vizmélység).

vizsgalati edény (tartaly) Uveg- vagy rozsdamentes acél tartély.

7. A vizsgalati oldatok Allando, a biologiai koriilmények fenntartisa és a vegyi anyag
térfogatanak cseréje koncentracidja szerint (pl. napi 5 térfogatcsere).

8. A vizsgalt élolények koraa  Nieuwkoop és Faber (NF) szerinti 8—10. stadium.
vizsgalat kezdetén

9. Elslények ismétlésenkénti 20 allat (embrio)/tartaly (ismétlés) a kezelés elinditasakor és 10 allat

szama (novendék)/tartaly (ismétlés) az NF szerinti 66. stadiumtol a kezelés
végeéig.
10.Kezelések szama Legalabb 4 vizsgalati vegyi anyaggal végzett kezelés plusz a megfeleld
kontroll(ok).
11.Kezelésenkénti ismétlések 4 ismétlés a vizsgalati vegyi anyaggal végzett kezelések és 8 ismétlés a
szama kontroll(ok) esetén.

12.El8lények szama vizsgalati Legalabb 80 allat a vizsgalati vegyi anyaggal végzett kezelések és
koncentracioként legalabb 160 allat a kontroll(ok) esetén.

13. Higitoviz Barmely viz, amely lehetdvé teszi az X. laevis normal novekedését és
fejlodését (pl. forrasviz vagy aktiv szénen sziirt csapviz)

14. Levegoztetés Nem sziikséges, ha viszont az oldottoxigén-tartalom az ajanlott

hatarértékek ala esik, és az aramoltatott vizsgalati oldatban maximalis
szinten van jelen, akkor sziikség lehet a tartalyok levegdztetésére.
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15. A vizsgalati oldat oldottoxigén-Oldott oxigén: a levegételitettségi érték legalabb 40 %-a vagy legalabb

tartalma
16. A vizsgalati oldat pH-értéke
17. A vizsgalati oldat keménysége
és lugossaga
18. Etetési rend

19. Expozicios iddtartam

20.Biologiai végpontok

21. A vizsgalat érvényességi
kritériumai

3,5 mg/l

6,5-8,5 (az ismétlések és a kezelések kozotti kiillonbség értéke nem
haladhatja meg a 0,5-6t).

10-250 mg CaCOs/1

(Lasd a 4. fiiggeléket).

Az NF szerinti 8—10. stadiumtol a vizes és/vagy oldoszeres
kontrollcsoportban az NF szerinti 62. stadium eléréséhez sziikséges
atlagos id6tartamot kovetd 10 hétig (legfeljebb 17 hét).

Mortalitas (€s rendellenes kiils6 megjelenés), az NF szerinti 62. stddium
eléréséig sziikséges id6 (larvamintaknal), a pajzsmirigy szovettani
vizsgalata (larvamintaknal), novekedés (tomeg és hossz), hepato-
szomatikus index (ndvendékmintaknal), genetikai/fenotipusos
ivararanyok (ndvendékmintaknal), az ivarmirigyek, a reproduktiv
vezetékek, a vese €s a maj korszovettani eredményei
(ndvendékmintaknal) és a vérplazma vitellogeninszintje
(névendékmintaknal, valaszthato).

Az oldott oxigén szintjének meg kell haladnia a levegotelitettségi érték
40 %-at; az atlagos vizhémérsékletnek a 21 +1 °C-os tartomanyban kell
lennie, az ismétlések €s a kezelések kozotti kiillonbség nem haladja meg
az 1,0 °C-ot; a vizsgalati oldat pH-értékének 6,5 és 8,5 kozott kell
lennie; a kontrollok minden ismétlésében a mortalitas legfeljebb 20 %-
os lehet, a kontrollnal az NF szerinti 62. stadium eléréséhez sziikséges
atlagos id6tartam legfeljebb 45 nap lehet; a kontrollokban és az
oldoszeres kontrollokban (ha végeztek ilyet) a vizsgalt él6lények
atlagos testtomegének az NF szerinti 62. stadiumban el kell érnie az 1,0
+0,2 g-ot, a vizsgalat végén pedig a 11,5 +£3 g-ot; bizonyitékkal kell
alatamasztani, hogy a vizsgalati vegyi anyag oldatban 1év6
koncentracioit az atlagos mért értékek £20 %-os tartomanyan beliil
sikeriilt tartani.
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4. fiiggelék

ETETESI REND

Megjegyzendd, hogy bar ez az ajanlott etetési rend, alternativ megoldasok is alkalmazhatok,
amennyiben biztositjak a vizsgalati él6lények megfeleld litemi novekedését és fejlodését.

A larvak etetése

A larvak taplalékanak elokészitése
A. 1:1 térfogatszazalék aranyban ivadékindito pisztrangtap: alga/TetraFin® (vagy ezzel
egyenértekil tap);

1. Ivadékinditod pisztrangtap: turmixoljunk dssze 50 g (apr6 szemcsés vagy poritott)
ivadékindito pisztrangtapot és 300 ml kellden atsziirt vizet 20 percen keresztiil egy magas
fokozatra allitott turmixgépben.

2. Alga/TetraFin® (vagy ezzel egyenértékil) keverék: turmixoljunk dssze 12 g spirulina
algakorongot és 500 ml sziirt vizet 40 masodpercig egy magas fokozatra allitott
turmixgépben, turmixoljunk 6ssze 12 g Tetrafin® (vagy ezzel egyenértékii) tapot 500 ml
szlrt vizzel, majd a két keveréket 6sszedntve 1 liternyi 12 g/ spirulina algat és 12 g/l
Tetrafin® (vagy ezzel egyenértékil) tapot tartalmazo keveréket kapunk.

3. Ontsiink dssze azonos mennyiségii dsszeturmixolt ivadékindité pisztrangtapot és
alga/TetraFin® (vagy ezzel egyenértékii) keveréket.

B. Soérak:

Keltesstink ki 15 ml sérakpetét 1 liter sos vizben (amelyet ugy készithetiink el, hogy 1 liter
ionmentesitett vizhez hozzdadunk 20 ml NaCl-ot). Miutan folyamatos vilagitas mellett
szobahOmérsékleten 24 oran keresztiil levegdztettiik a vizet, begylijthetjiik a kikelt sordkokat.
Ehhez 30 percre allitsuk le a levegdztetést, hogy a sordkok leiilepedjenek az edény aljara. A
sorakpeték edény tetején lebegd burkat ledntjiik és eltavolitjuk, a sordkokat pedig a megfeleld
szlirokkel leszilrjiik és 30 ml szlrt vizzel a felszinre hozzuk.

Etetési protokoll

Az 1. tablazat tAmpontot nyqjt a kezelés larva stadiumaiban hasznalando taplalék tipusdhoz
és mennyiségéhez. Az allatokat hétf6tdl péntekig napi harom alkalommal, hétvégén napi
egy alkalommal kell etetni.

1. tablazat: Atfolyasos koriilmények kozott nevelt X. laevis larvak etetési rendje

Iddszak* Ivadékindité pisztrangtap: alga/TetraFin®

(a (vagy ezzel egyenértékii tap) Sordk

615



D060575/02

megtermékenyitéstol A Hétvégén Hétkoznap Hétvégén
szamitva) Hétkoznap . A .
(napi 3 alkalommal) (napi egy (napi két alkalommal) (napi egy
alkalommal) alkalommal)
4-14. nap 0,5 ml 0,5 ml
i 0,33 ml 1,2 ml
(0-1. hét) (8—15. nap) (8-15. nap)
1 ml 1 ml
2. hét 0,67 ml 2,4 ml (a 16. naptol) (a 16. naptol)
p p
3. hét 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
4. hét 1,5 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
5. hét 1,6 ml 4.4 ml 1 ml 1 ml
6. hét 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
7. hét 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
(8-10. hét) 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* A 0. nap a hCG injekci6 beadasanak napja.

Attérés a larvak taplalasarol a novendékek taplalasira

Az atalakulas folyamata sordn a larvdk az aldbbiakban ismertetett modon &ttérnek a
novedékek étrendjére. Az atmeneti idészak soran a larva taplalék csokkentésével
parhuzamosan novelni kell a novendék taplalék mennyiségét. Ennek megvalositdsahoz
fokozatosan csokkentik a larva taplalékot, mikdzben fokozatosan nodvelik a ndvendék
taplalékot abban az iddszakban, amikor az 6t ebihalbol allo egyes csoportok elhagyjék az
NF szerinti 62. stddiumot és kozelednek az atalakulas NF szerinti 66. stddiumban
bekovetkezd végéhez.

A novendékek etetése

Novendékek étrendje

Az étalakulési fazis lezarultat kovetden (66. stadium) a taplalék kizarolag 3/32 hiivelykes
prémium mindségli siillyedd békatapbol (Xenopus Express™, FL, USA) vagy ezzel
egyenértékii tapbol all.

Zuzott pelletek készitése a névendékké alakulo larvik szamara

A siillyedd békatap pelletdarabjait rovid ideig kavédaraloban vagy turmixgépben Orlik,
illetve mozsarban mozsartorovel aprora zuzzak, hogy a pelletek méretét koriilbeliil az 1/3-
ara csokkentsék. A tal hosszu ideig valo Orlés vagy zUzas porithatja a pelleteket, amit el kell
kertilni.
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A 2. tablazat tampontot nyujt a ndvendék €s a felnott életszakaszban hasznalandé taplalék
tipusdhoz ¢és mennyiségéhez. Az allatokat naponta egyszer kell taplalni. Megjegyzendd,
hogy az allatok az atalakulasi id6szak alatt tovabbra is megkapjak sorakadagjuk egy részét,

amig az allatok tobb mint 95 %-a at nem alakult.

A vizsgéalat utolsd6 napjan az allatokat mar nem szabad etetni, hogy a taplalék ne

befolyasolja a mért testtomeget.

2. tablazat: Atfolyasos koriilmények kozott nevelt X. laevis novendékek etetési rendje. Fontos
megjegyezni, hogy az at nem alakult allatok, koztiik azok, amelyek atalakuldsat a vegyi anyaggal valod

kezelés késlelteti, nem tudjak elfogyasztani a teljes méretii pelletdarabokat.

Iddszak Zxizott pellet mennyisége Teljes méretii pellet
(Az atlagos atalakulasi nap utani hetekben) (mg/békaporonty) mennyisege
(mg/békaporonty)
Az allatok atalakulasi idészaka 25 0
0-1. hét 25 28
2-3. hét 0 110
4-5. hét 0 165
6-9. hét 0 220

* A 0. hét els6 napja a kontrollallatok atlagos atalakulasi napja.
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S. fiiggelék

A GENETIKAI IVAR MEGHATAROZASA (NEMEK GENETIKAI UTON TORTENO
MEGHATAROZASA)

A Xenopus laevis nemének genetikai uton torténd meghatarozasa a Josimoto €s munkatarsai
(2008) altal kidolgozott mddszeren alapul. A genotipus meghatarozasanak részletes eljarasa
igény szerint tanulméanyozhatéd ebben a publikdcidban. Alkalmasnak itélt egyéb modszerek
(pl. nagy ateresztoképességii kvantitativ polimeraz lancreakcio) is hasznalhatok.

X. laevis primerek
DM-W marker
Forward: 5’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Reverse: 5°-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Pozitiv kontroll
Forward: 5°-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’

Reverse: 5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3’

DNS-tisztitas

Az izom- vagy bdrszovetbdl a DNS tisztithato pl. Qiagen DNeasy Blood and Tissue kittel
(kat.szdma: 69506) vagy hasonld termékkel, a kithez mellékelt utmutatdé alapjan.
Amennyiben a polimerdz lancreakcidohoz koncentraltabb mintdkra van sziikség, a DNS
kevesebb puffer hasznalataval is elulalhat6 a forgéoszlopokbdl. A DNS meglehetdsen stabil,
ezért tigyelni kell arra, hogy elkeriiljék a keresztszennyezddést, ami a himek és a ndstények
helytelen azonositasahoz vezethet.

Polimeraz lancreakcio

Az 1. tablazat ismerteti a Sigmatol beszerezhetd JumpStart™ 7Tag hasznilatan alapuld
mintaprotokollt.

1. tablazat: A Sigmatol beszerezhetd JumpStart™ Tag hasznalatan alapuld mintaprotokoll
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Reakciokeverék 1x (nb) [Végso]
NFW 11 -
10X pufter 2,0 -
MgCl (25 mM) 2,0 2,5 mM
dNTP-k (egyenként 10 mM) 0,4 200 uM
Forw. primer markere (8 uM) 0,8 0,3 uM
Rev. primer markere (8 uM) 0,8 0,3 uM
Forw. primer kontrollja (8 uM) 0,8 0,3 uM
Rev. primer kontrollja (8 pM) 0,8 0,3 uM
JumpStart™ Taq 0,4 0,05

egység/ul

DNS-templat 1,0 ~200 pg/ul

D060575/02

Megjegyzés: A reakcidkeverékek készitésekor érdemes plusz mennyiségrdl is gondoskodni,
amivel potolni lehet a pipettdzas soran bekovetkezett veszteséget (példaul: 24 reakcidhoz

25x-6s mennyiséget késziteni).

Reakcio:
Reakcidkeverék 19,0 pl
Templat 1,0 ul
Osszesen 20,0 ul
Hociklus profilja:
1. 1épés 94°C 1 min
2. 1épés 94°C 30s
3. 1épés 60°C 30s

4. lépés 72°C 1 min

5. 1épés Térjen vissza a 2. [épéshez. 35 ciklus

6. Iépés 72 °C 1 min

7. 1épés 4°C tarolas

A polimerdz lancreakcio termékei azonnal felhasznalhatok gélben, vagy tarolhatok is 4 °C-
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on.

Agardézgél-elektroforézis (3 %) (mintaprotokoll)

50X TAE
Tris 242 ¢
Jégecet 5,71 ml

Na; (EDTA)-2H.0 3,72 ¢

Vizzel egészitsiik ki 100 ml-re

IXTAE
H>O 392 ml
50X TAE 8 ml
3: 1 Agaroz

3 rész NuSieve™ GTG'" agar6z
1 rész alacsony elektroendozmozisu (EEO) Fisher agar6z

Elkészitesi mod
1. 1,2 gagardzkeverék 43 ml 1X TAE-hez vald hozzaadéasaval készitsiink egy 3 %-os gélt.
Kavarassal oldjuk fel a nagyobb csomodkat.

2. A csomok teljes feloldasahoz mikrohulldmban melegitsiik az agardzkeveréket (forralni nem
szabad). Hagyjuk kissé lehiilni a keveréket.

3. Adjunk hozz4 1,0 pl etidium-bromidot (10 mg/ml). Keverjiik 6ssze a lombik tartalmat. Az
etidium-bromid mutagén hatasu, ezért amennyiben technikailag megoldhat6, a dolgozokra
leselkedé egészségiigyi veszélyek minimalizalasa érdekében! ebben a 1épésben alternativ
vegyi anyagokat kell hasznélni.

' A munkajuk soran rakkeltd anyagokkal és mutagénekkel kapcsolatos kockazatoknak kitett munkavallalok
védelmérdl szolo, 2004. aprilis 29-1 2004/37/EK eurdpai parlamenti és tandcsi irdnyelv (hatodik egyedi
iranyelv a 89/391/EGK tandcsi iranyelv 16. cikkének (1) bekezdése értelmében) 4.1. cikke értelmében (HL L
158.,2004.4.30., 50. 0.).
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4. Ontsiik a gélt egy barazdalt formaba. Hagyjuk teljesen lehiilni.
Ontsiik bele a gélt a késziilékbe. A gélre helyezziink 1X TAE-t.

A polimeraz lancreakciobol szarmazo termék minden 10 pl mennyiségéhez adjunk hozza 1 pl
6x-o0s toltéfestéket.

7. Pipettaval helyezziik a mintdkat a bardzdakba.
Végezziik el az elektroforézist 160 V allando fesziiltségen mintegy 20 percig.

Az 1. abran lathat6 agar6z gél kép mutatja azokat a sdvmintdkat, amelyek jelzik a him ¢és a
ndstény egyedek ivarat.

1. abra: Agardz gél kép, amely mutatja a him (&) egyedre jellemzd savmintat (egy sav, ~203 bp: DMRT1)
és a ndstény () egyedre jellemzé savmintat (két sav: ~259 bp: DM-W és 203 bp:DMRT1).

N DM-W
== TN DMRTL
SZAKIRODALOM

Yoshimoto S, Okada E, Umemoto H, Tamura K, Uno Y, Nishida-Umehara C, Matsuda Y,
Takamatsu N, Shiba T, Ito M. 2008. A W-linked DM-domain gene, DM-W, participates in
primary ovary development in Xenopus laevis. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 105: 2469-2474.
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6. fiiggelék

A VITELLOGENIN MERESE

A vitellogenin (VTG) mérése enzimhez kotott immunoszorbens vizsgalati (ELISA)
eljarassal torténik, amelyet eredetileg az amerikai cselle VTG mérésére fejlesztettek ki
(Parks ¢és munkatdrsai, 1999). Jelenleg kereskedelmi forgalomban nem kaphatok
ellenanyagok az X laevis-hez. Figyelembe véve azonban, hogy a VTG fehérjére
vonatkozolag boséges ismeretek allnak rendelkezésre és az ellenanyagok kereskedelmi
forgalomban koltséghatékonyan beszerezhetdk, a laboratériumok konnyen kidolgozhatnak
egy ELISA-eljarast ehhez a méréshez (Olmstead és munkatarsai, 2009). Szintén Olmstead
¢s munkatarsai (2009) kozzétették a vizsgéalat X. tropicalis VTG-szintjének mérésére
alkalmas, alabbiakban ismertetett modositott valtozatat. A modszer az X. tropicalis VTG-vel
szemben termelt ellenanyagot hasznal, amelyrdl ismert, hogy az X. laevis VTG-vel szemben
is alkalmazhat6. Megjegyzendd, hogy nem kompetitiv ELISA tesztek is hasznalhatok,
ugyanakkor ezek az aldbbiakban ismertetett modszernél alacsonyabb kimutathatosagi
hatarértékekkel rendelkezhetnek.

Anyagok és reagensek

- Elbadszorbedlt 1. ellenanyag szérum

Keverjlink 0ssze 1 rész X. tropicalis VTG-vel szemben termelt 1. ellenanyag szérumot 2
rész kontrollhimbdl szarmazo6 vérplazmaval, hagyjuk a keveréket szobahdmérsékleten kb.
75 percig, helyezziik jégre 30 percig, centrifugaljuk 20 000 x g-vel 1 6ran keresztiil 4 °C-
on, tavolitsuk el a feliiliszot, osszuk szét alikvotokra és taroljuk —20 °C-on.

2. ellenanyag

HRP-konjugélt anti-nyul kecske IgG (pl. Bio-Rad 172-1019)
VTG szabvany

tisztitott X. laevis VTG 3,3 mg/ml.
- TMB (3,3',5,5” Tetrametil-benzidin) (pl. KPL 50-76-00; vagy Sigma T0440)
- Normal kecske szérum (NGS)  (pl. Chemicon® S26-100 ml)

- 96 lyuku EIA polisztirol mikrotiterlemez (pl. ICN: 76-381-04, Costar: 53590, Fisher: 07-
200-35)

- 37 °C hibridizal6 inkubator (vagy gyors légkiegyenlitd inkubator) a lemezekhez, vizfiirdd
a csovekhez

- Egyéb szokdsos laboratériumi miiszerek, vegyi anyagok ¢€s felszerelések.

Receptek
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Felvivé puffer (50 mM karbondt puffer, pH 9,6):
NaHCO3 1,26 g
Na,COs3 0,68 g
viz 428 ml

10X PBS (0,1 M foszfat, 1,5 M NaCl):
NaH2PO4-H20 0,83 g

Na,HPO4-7 H2O 20,1 g

NaCl 71 g
viz 810 ml
Mosopuffer (PBST):

10X PBS 100 ml
viz 900 ml
Allitsuk be a pH-t 7,3 értékre 1 M HCl-dal, majd adjunk hozza 0,5 ml Tween-20-t
Vizsgalati puffer:
Normal kecske szérum (NGS) 3,75 ml
Mosopuffer 146,25 ml
Mintagytjtés
A vért heparinnal kezelt mikrohematokrit csébe gytjtik €s jégre helyezik. Miutan 3 percen
keresztiil centrifugaltak, a csovet értékelik, felnyitjak és a vérplazmat 0,13 egység liofilizalt
aprotinint tartalmazé 0,6 ml-es mikrocentrifuga csovekbe toltik. (Ezeket a csoveket eldre
elkészitik: megtoltik a megfeleld6 mennyiségli aprotininnel, lefagyasztjdk, majd gyors
vakuumszaritoban alacsony hdmeérsékleten szaradasig lipofizidljdk.) A vérplazma az
elemzésig —80 °C-on tarolhato.

Eljaras egy lemezhez

Felvitel a lemezre
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Keverjiink 0ssze 20 pl tisztitott VTG-t 22 ml karbonat pufferrel (3 pg/ml végso
koncentracioban). Helyezziink a keverékbdl 200 ul-t egy 96 lyuku lemez Osszes lyukaba.
Takarjuk le a lemezt tapados zarofolidval, és inkubaljuk 2 6ran keresztiil 37 °C-on (vagy egy
¢jszakan keresztiil 4 °C-on).

A lemez blokkoldsa

A blokkolo oldat elkészitéséhez adjunk hozza 2 ml normal kecske szérumot (NGS) 38 ml
karbonat pufferhez. Téavolitsuk el a felvivo oldatot és a lemezt razassuk szarazra. Minden
lyukhoz adjunk hozza 350 pl blokkol6 oldatot. Takarjuk le a lemezt tapados zarofoliaval, és
inkubaljuk 2 6ran keresztiil 37 °C-on (vagy egy ¢€jszakan keresztiil 4 °C-on).

A standardok elkeszitese

Egy 12 x 75 mm-es, boroszilikat livegbdl késziilt egyszer hasznalatos kémcsdben keverjiink
Ossze 5,8 pl tisztitott VTG standardot 1,5 ml vizsgélati pufferrel. Ezzel egy 12 760 ng/ml
el6z6 higitasbol 750 pul mennyiséget hozzaadunk 750 pl mennyiségii vizsgalati pufferhez,
igy megkapjuk a kovetkezd végsd koncentracioértékeket: 12 760, 6 380, 3 190, 1 595, 798,
399, 199, 100 és 50 ng/ml.

A mintak elokészitése

Elséként higitsuk a vérplazmat a vizsgalati pufferrel 1:300 (pl. 1 pl plazma és 299 ul
vizsgalati puffer 0sszekeverésével) vagy 1 : 30 aranyban. Ha varhatolag nagy mennyiségii
VTG-t kapunk, tovabbi vagy nagyobb aranyu higitasokra lehet sziikség. Toreked;jiink arra,
hogy a B/B, beliil maradjon a standardok tartomanyan. Azoknal a mintaknal, amelyeknél
nem ¢értékelhetd a VTG-szint, pl. kontrollként szolgalo ivaréretlen himeknél és
ndstényeknél, érdemes 1 : 30 aranyu higitast hasznalni. Az ennél kisebb aranyu higitasok
esetén nem kivant matrixhatasok léphetnek fel.

Emellett ajanlatos minden lemezzel parhuzamosan pozitiv kontrollmintat futtatni. A
kontrollminta olyan plazmaéalloméanybol szdrmazik, amely nagy mennyiségli indukalt VTG-t
tartalmaz. A plazmadllomanyt el6szor normal kecske szérummal higitjak, alikvotokba
osztjak és —80 °C-on taroljak. Minden lemezhez felolvasztanak egy alikvotot, felhigitjak a
vizsgalati pufferrel és a vizsgalati mintaval azonos koriilmények kozott vizsgaljak.

Inkubalas az 1. ellenanyaggal

Az 1. ellenanyag elkészitéshez az eléadszorbedlt 1. ellenanyag szérumot 1 : 2 000 ardnyban
higitjdk a vizsgalati pufferrel (pl. 8 ul mennyiséget higitanak 16 ml vizsgalati pufferrel).
Egy iiveg csOben keverjlink dssze 300 pl 1. ellenanyag oldatot 300 pl mintaval/standarddal.
Készitsiik el hasonloképpen a B, csovet, 300 ul vizsgalati puffert 6sszekeverve 300 pl
ellenanyaggal. Ezenfeliil egy normal kecske szérumot tartalmazo csovet is kell késziteniink,
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csak 600 pl vizsgalati pufferrel, vagyis ellenanyag nélkiil. Fedjiik le a csoveket Parafilm
zarofoliaval, majd orvénykeverdvel dvatosan elegyitsiik tartalmukat. Inkubaljuk a cséveket
37 °C-os vizfiirdében 1 6ran keresztiil.

A lemez mosasa

Kozvetleniil az 1. ellenanyag inkubalasanak vége elott mossuk ki a lemezt. Ehhez razzuk ki
a tartalmat és nedvszivo papirral toroljiik szarazra. Ezt kovetOen toltsiik fel a lyukakat
350 ul mosoboldattal, majd Ontsiik ki az oldatot, és tordljik szarazra a lyukakat. Jo
szolgalatot tehet egy tobbcsatornds ismétldpipetta vagy lemezmosd. A mosasi miiveletet
kétszer megismételjiik, mert 6sszesen haromszor kell kimosnunk a lemezt.

A lemez feltoltése

Miutan elmostuk a lemezt, Ovatosan tavolitsuk el a csoveket a vizfiirdobol és az
orvénykeverdbdl. Minden mintat, standardot, Bo-t és NSB-t tartalmaz6 cs6bdl Ontsiink
200 pl-t a lemez két-két lyukéaba. Takarjuk le a lemezt tapadds zarofoliaval, és inkubaljuk 1
oran keresztiil 37 °C-on.

Inkubalas a 2. ellenanyaggal

Az el6zd 1épésben végrehajtott inkubalas végén a lemezt a fentiekhez hasonléan ismét
haromszor el kell mosni. A 2. ellenanyag higitasahoz keverjiink 6ssze 2,5 ul 2. ellenanyagot
50 ml vizsgélati pufferrel. A higitott 2. ellenanyagbdl t6ltsiink 200 pl-t az egyes lyukakba,
majd a lemezt a fentiekben leirtak szerint zarjuk le €s inkubaljuk 1 6rén at 37 °C-on.

A szubsztrat hozzaadasa

A 2. ellenanyag inkubalasat kovetden mossuk ki haromszor a lemezt a fentiek szerint.
Ezutdn minden lyukhoz adjunk hozza 100 ul TMB szubszratot. Ezt kdvetdéen 10 percig
hagyjuk a reakciot végbemenni, lehetdleg erds fénytdl védett helyen. Majd 100 ul 1 M

crer

kékrdl €élénksargara valtozik. Egy lemezleolvasoval mérjiikk meg az abszorbanciat 450 nm-
en.

A B/B, kiszamitdsa
Minden mérési eredménybdl vonjuk ki az NSB atlagértékét. Az egyes mintak és standardok
B/B, aranyanak kiszamitdsdhoz osszuk el az abszorbancia értékét (B) a B, minta atlagos
abszorbanciajaval.

A standard gorbe létrehozasa és az ismeretlen mennyiségek meghatarozasa

Szamitogépes grafikai szoftver (pl. Slidewrite™ vagy Sigma Plot®) segitségével hozzunk
1étre egy standard gorbét, amely a standardok B/B, ardnya alapjan extrapolélja a minta B/B,
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aranyabol szarmazdé mennyiséget. A szoban forgd mennyiség jellemzden egy logaritmikus
skalan jelenik meg, a gorbe pedig szigmoid formaji. A standardok sziik tartomanya esetén
azonban a gorbe linedris format vehet fel. Igazitsuk ki a mintara kapott mennyiséget a
higitasi tényezdvel, €¢s mg VTG/ml plazma ardnyban tiintesstik fel a jelentésben.

A minimalis kimutathatosagi hatarértékek (MDL) megallapitasa

Kiilonésen a normal fejlodésti himeknél gyakran nem vilagos, hogyan szerepeljenek a
jelentésben az alacsony értékekbdl szarmazod eredmények. Ilyen esetben a 95 %-os
,konfidenciahatarok” alkalmazasaval kell meghatarozni, hogy az értéket nullaként vagy
valamely mas szamként kell-e feltiintetni. Amennyiben a minta eredménye a nulla standard
(Bo) konfidenciaintervalluman beliil van, akkor az értéket nullaként kell feltiintetni. A
minimalis kimutathat6sagi szint az a legalacsonyabb standard, amelyik kdvetkezetesen eltér
a nulla standardtdl; vagyis a két konfidenciaintervallum kozott nincs atfedés. A minta azon
eredményei esetében, amelyek a minimalis kimutathatdsagi szint konfidenciahataran beliil
vagy azon feliil helyezkednek el, a kiszamitott értéket kell feltiintetni a jelentésben. Ha
pedig a minta eredménye a nulla standard és a minimalis kimutathatdsagi szint hatarértékei
kozé esik, az adott minta értéke a minimalis kimutathatdsagi szint feleként keriil bele a
jelentésbe.

SZAKIRODALOM

Olmstead AW, Korte JJ, Woodis KK, Bennett BA, Ostazeski S, Degitz SJ. 2009.
Reproductive maturation of the tropical clawed frog: Xenopus tropicalis. General and
Comparative Endocrinology 160: 117-123.

Parks LG, Cheek AO, Denslow ND, Heppell SA, McLachlan JA, LeBlanc GA, Sullivan
CV. 1999. Fathead minnow (Pimephales promelas) vitellogenin: purification,
characterisation and quantitative immunoassay for the detection of estrogenic compounds.

Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology 123: 113-
125.
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7. fiiggelek

STATISZTIKAI ELEMZES

A LAGDA soran harom statisztikai elemzésnek aldvetett adattipus keletkezik: (1)
kvantitativ folytonos adatok, (2) a fejlodési iitemre vonatkozd, ,,eseményig eltelt id6t” jelzo
adatok (az NF szerinti 62. staddium eléréséig eltelt id6) és (3) a korszovettani vizsgalatokbol
szarmaz6 sorrendi adatok, azaz a sulyossagi pontszamok és a fejlodési stadiumok. Az 1.
abran lathat6 a LAGDA javasolt statisztikai elemzési folyamatabraja. Az alabbi rész pedig
n¢hany magyarazattal szolgal, amelyek sziikségesek lehetnek a LAGDA mérési
eredményeinek statisztikai elemzéséhez. Az elemzési folyamatabra alapjan a mortalitas, a
novekedés (testtomeg €s testhossz) €s a hepato-szomatikus index (LSI) mérési eredményeit
a ,,Mas végpontok” elagazas szerint kell elemezni.

Folytonos adatok

A folytonos végpontokra vonatkoz6 adatok esetében eldszor ellendrzik a monotonitast,
ehhez rangsorba rendezik az adatokat, beillesztik Oket egy ANOVA-modellbe, majd
Osszevetik a linedris és kvadratikus kontrasztokat. Monoton jellegli adatoknal egy lefelé
1épegetd Jonckheere—Terpstra-féle trendprobat kell végezni az ismétlések kdzépértekein, és
tovabbi elemzésekre nincs sziikség. A normal eloszlasu, homogén szoérdssal rendelkezo
adatok elemezhet6k a lefelé 1épegetd Williams-probaval is. Ha azonban az adatok nem
monoton jellegliek (vagyis a kvadratikus kontraszt szignifikans, a linedris kontraszt pedig
nem az), akkor elemzésiikhoz kombinalt hatasokat mér6 ANOVA-modellt kell hasznalni.
Ezt kovetden meg kell vizsgalni az adatok normalitasat (lehetdleg a Shapiro-Wilk- vagy az
Anderson—Darling-proba alkalmazasaval) és szordshomogenitasat (lehetdleg a Levene-féle
proba haszndlataval). Mindkét probat a kombindlt hatisokat mér6 ANOVA-modell
maradékain végzik. Ezeket a formalis normalitdsi és szorashomogenitasi probakat a
szakért6i megitélés is helyettesitheti, de a formalis probakat kell elonyben részesiteni. Ha az
adatok normal eloszlasuak homogén szorassal, akkor a kombinalt hatasokat mér6 ANOVA
feltételezései beigazolddnak, €s a szignifikans kezelési hatdst a Dunnett-féle probaval
hatarozzak meg. Normalistol eltérd eloszlas vagy szorasheterogenitas esetén a Dunnett-féle
proba feltételezései nem teljesiilnek, és normalizald vagy szorasstabilizalo transzformaciot
kell keresni. Ha nem talalnak ilyen transzformaciot, a szignifikans kezelési hatast a Dunn-
féle probaval hatarozzak meg. A lehetdségekhez mérten nem kétoldalu, hanem egyoldala
vizsgalatot kell végezni, de szakértéi megitélés alapjan kell donteni arrdl, hogy egy adott
végpont esetén melyik vizsgalat a helyénvalo.

Mortalitas

A mortalitasi adatokat a vizsgalat teljes idotartamara vonatkozodlag elemezni kell, és a
mortalitast az egyes tartdlyokban elpusztult allatok aranyaban kell kifejezni. Azoknak az
ebihalaknak az adatait, amelyek nem alakultak at teljesen az adott idokereten beliil, illetve
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amelyeket felhaszndltak a larva szakaszban zajlé mintavételhez, tovabba a kiselejtezett
novendék békak és a kisérletet végzd személy hibajabol elpusztult allatok adatait
cenzurazott adatoknak kell tekinteni, és figyelmen kiviil kell hagyni az ardnyszam
nevezdjének meghatarozasakor. MielOtt statisztikai elemzésekre keriilne sor, a mortalitasi
aranyszamokon négyzetgyok arkusz transzformaciot kell végezni. Alternativ megoldasként
a lefelé 1épegetd Cochran—Armitage-féle proba hasznalhat6, ha az eloszlas talbecsiilt, akkor
lehetdleg annak Rao—Scott-féle modositasat kell alkalmazni.

Testtomeg és testhossz (novekedési adatok)

Mivel az atalakulas soran a himek és a ndstények nem mutatnak ivari kétalaktisagot, a larva
részmintdk novekedési adatait ivartol fiiggetleniil elemzik. A novendékek ndvekedési
adatait azonban genetikai ivar szerint elkiilonitve kell elemezni. Eldfordulhat, hogy e
végpontok adatain logaritmus transzforméciot kell alkalmazni, miutdn a méretre vonatkozd
adatok eloszlasa gyakran koveti a lognormalis eloszlast.

Hepato-szomatikus index (LSI)

A m4j tomegére vonatkozo adatokat a teljes testtomeg aranyahoz viszonyitva normalizalni
kell (vagyis meg kell hatarozni az LSI-t), és genetikai ivar szerint elkiilonitve kell elemezni.

Az NF szerinti 62. stadiumig eltelt ido

Az atalakulésig eltelt id6re vonatkoz6 adatokat ,.,eseményig eltelt 1d6t” jelzd adatként kell
kezelni, és az elemzésbdl ki kell zarni az elhullott, valamint azon egyedek adatait, amelyek
nem ¢érték el 70 napon beliil az NF szerinti 62. stddiumot (ezek a felsd hatart tillépd adatok,
vagyis a valos érték nagyobb mint 70 nap, de a vizsgalat véget ér, mieldtt az allat 70 napon
beliil elérte volna az NF szerinti 62. stadiumot). A vizsgalat lezarasanak napjat a higitovizes
kontrollokban az NF szerinti 62. stadium (vagyis az atalakulds végének) eléréséhez
sziikséges atlagos iddtartam alapjan kell meghatarozni. A teljes atalakulashoz sziikséges
atlagos iddtartam megallapithatd a terméket és hatarértéket vizsgalo Kaplan—Meierx
becsléssel. Ezeket a végpontokat a kombinalt hatdsokat méré Cox-féle aranyos kockézati
modellel kell elemezni, amely figyelembe veszi a vizsgalat ismétléseinek szamat.

Korszovettani adatok (sulyossagi pontszamok és a fejlodési stadiumok)

Korszovettani adatok sulyossagi pontszamok vagy fejlédési stadiumok formajadban allnak
rendelkezésre. Az ugynevezett RSCABS (Rao—Scott Cochran—Armitage by Slices) proba a
Cochran—Armitage-féle trendproba Rao—Scott-féle lefelé 1épegeté modositasat alkalmazza a
korszovettani valaszreakcid minden sulyossagi szintjén (Green és munkatarsai, 2014). A
Rao—Scott-féle modositas a proba soran figyelembe veszi az edények (ismétlések) kisérleti
kialakitasat. A ,,by Slices” eljaras szamitasba veszi azt a bioldgiai elvarast, hogy a dézisok
vagy koncentraciok novelésével parhuzamosan nd a hatas sulyossaga, ugyanakkor megtartja
az egyedi pontszamokat és meghatdrozza a kimutatott hatdsok stlyossagat. Az RSCABS
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eljards nem csupan azt hatarozza meg, hogy melyik kezelés kiilonbozik statisztikailag a
kontrolloktodl, (vagyis melyik mutat stilyosabb patologiai elvaltozasokat, mint a kontrollok),
hanem azt is megallapitja, hogy melyik stlyossagi pontszamnal fordul eld eltérés, Gjabb
Osszefiiggéseket tarva fel az elemzés szamara. Az ivarmirigyek ¢€s a reproduktiv vezetékek
fejlédési stadiumba soroldsa tekintetében az adatok tovabbi feldolgozasara van sziikség,
mivel az RSCABS egyik feltételezése, hogy a dozissal parhuzamosan nd a hatas sulyossaga.
A megfigyelt hatas a késleltetett vagy a felgyorsult fejlodés. Ezért a fejlédési stadiumba
sorolasra vonatkozd adatok elemezhetok a jelentés szerint a felgyorsult fejlodés
¢szleléséhez, majd a masodik, a késleltetett fejlodés detektalasdhoz manudlisan invertalni
kell az adatokat.

1. abra: A LAGDA soran nyert adatok statisztikai elemzésének folyamatabraja.

Adattipus
¢ hJ ‘L
) NF&2 hds Proba izazolts az
Korszdvettan = E"'?BE'l‘ E':v vézpontok -~ a:at{_:nk rrc:r:-t:nr——h
sziiksezes idd JEleget
l l Kem
Komb. hatast Jonckesre—
ménrd Cox- Terpstra az
e izmetiesek

kSzepertekein

kombinalt hatasokat méra
ANOVA-modell, ahol 3z egy
kezelécen belil Emétiecek
a3 veletlen hatas s 3 kevses
3z allandc hatis
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- téte e _h
[normalitas es
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8. fiiggelék

SZEMPONTOK A  GERINCFERDULES ELOFORDULASANAK NYOMON
KOVETESEHEZ ES MINIMALIZALASAHOZ

Az idiopatias gerincferdiilés, amely a Xenopus laevis ebihalaknal tobbnyire a farok
viselkedésének megfigyelését. Erdfeszitéseket kell tenni annak érdekében, hogy mind a
torzsallomanyban, mint a vizsgalati koriilmények kozepette minimalizéljak vagy teljesen
visszaszoritsadk a gerincferdiilés eléforduldsat. A végleges vizsgalat soran ajanlatos a
mérsékelt és a sulyos gerincferdiilés gyakorisagat 10 % alatt tartani, hogy a vizsgalat
megbizhatobban észlelje a kezeléssel 0Osszefiiggd fejlodési hatasokat az egyébként
egészséges kétéltl larvakban.

A végleges vizsgalat alatt tett napi megfigyelések soran fel kell jegyezni az észlelt
gerincferdiiléses esetek eléfordulasat (egyedenként szamlalva) és sulyossagat. A
rendellenesség természetét jellemezni kell eléforduldsi helyével (pl. a farok eliils§ vagy
hats6 vége) €s a gorbiilet iranyaval (lateralis vagy dorziventralis). A sulyossag osztalyozhatd
az alabbiak szerint:

(NR) Nem észrevehetd: nem lathato gorbiilet

(1) Enyhe: csekély mértékli, lateralis gorbiilet a farok hatsé részén; csak nyugalmi
allapotban észlelhetd.

(2) Mérsékelt: lateralis gorbiilet a farok hétsé részén; mindenkor észlelhetd, de nem
akadalyozza a mozgést

(3) Sulyos: lateralis gorbiilet a farok eliilsd részén; VAGY a mozgast akadalyozé barmely
gorbiilet; VAGY barmely dorziventralis gorbiilet

Az US EPA FIFRA Tudoményos Tanacsad6 Testiilete (FIFRA SAP 2013) attekintette
tizendt, (NF szerinti 51-60+ stddiumban 1évé) X. laevis egyedeken lefolytatott kétéltii-
atalakulasi vizsgélatbol szarmazd, gerincferdiilésre vonatkozo Osszefoglald adatokat, és
altalanos ajanlasokat fogalmazott meg arra nézve, hogyan lehet csokkenteni e
rendellenesség eléforduldsat a vizsgalt populacidban. Az ajanlasok a LAGDA
szempontjabol is relevansak, bar ez a vizsgalat hosszabb fejlddési szakaszt foglal magéban.

Korabbi ivasi teljesitmény

Altalanos elvként j6 mindségii, egészséges felnSttekbél kell kialakitani a tenyészparokat; a
gerincferdiiléses utddokat termeld tenyészparok eltavolitasa minimalizalhatja a
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gerincferdiilés késobbi eldfordulasat. Kifejezetten a vadon befogott tenyészallomény
hasznalatanak visszaszoritdsa bizonyulhat elonydsnek. A LAGDA expozicios idészaka az
NF szerinti 8-10. stddiumban 1évé embridkkal veszi kezdetét, és a vizsgalat elején nem
allapithatd meg, hogy az adott egyedeknél el6fordul-e majd gerincferdiilés. Amellett tehat,
hogy a vizsgalatba felvett allatoknal nyomon kovetik a gerincferdiilés eldforduldsat,
dokumentalni kell a generacio korabbi teljesitményét is (azon beliil a gerincferdiilés fejlodo
larvaknal tapasztalt gyakorisagat). Hasznos lehet az egyes generaciok vizsgalatbol kimaradt
egyedeinek tovabbi nyomon kovetése, és a megfigyelések belefoglalasa a jelentésbe (FIFRA
SAP 2013).

Vizmingség

Fontos biztositani a megfeleld vizmindséget, a laboratériumi torzsallomanyban és a
vizsgalat alatt egyarant. A vizi toxicitasi vizsgalatokban rutinszerlien értékelt vizmindségi
kritériumokon tul hasznos lehet nyomon kdvetni és kikiiszobdlni a tdpanyaghianyt (pl. a C-
vitamin, a kalcium és a foszfor hianyat), valamint a szelén és a réz tulzott el6forduldsat, ami
a beszamolok szerint kiillonbozé stlyossagu gerincferdiilést okozott a laboratériumban
nevelt Rana sp. és Xenopus sp. fajokndl (Marshall és munkatarsai 1980; Leibovitz és
munkatarsai 1992; Martinez és munkatarsai 1992; a FIFRA SAP 2013 jelentése szerint). A
megfeleld étrend biztositasa (lasd a 4. fiiggeléket) és a tartaly rendszeres tisztitasa altalaban
javitja a vizmindséget és a vizsgalt egyedek egészségét.

Etrend

A 4. fiiggelék részletesen ismerteti a LAGDA soran sikeresnek bizonyult étrendre
vonatkoz6 konkrét ajanlasokat. Javasolt ellendrizni, hogy a taplalékforrasok nem
tartalmaznak-e biotoxinokat, gyomirté szereket €s egy€b ndvényvédd szereket, amelyrdl
ismert, hogy az X. laevis egyedekben és mas vizi éallatokban gerincferdiilést okoznak
(Schlenk ¢és Jenkins 2013). Bizonyos kolinészteraz-gatlokkal szembeni kitettséget példaul
Osszefiiggésbe hoztdk a halaknal (Schultz és munkatarsai 1985) és a békaknal (Bacchetta és
munkatarsai 2008) megfigyelt gerincferdiiléssel.
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