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Anness — Parti 2/2

B.71 ASSAGGI IN VITRO DWAR IS-SENSITIZZAZZJ ONIL TAL-GILDA LI JINDIRIZZA
L-AVVENIMENT EWLIENI FL-ATTIVAZZJONI TAC-CELLOLI DENDRITICI FUQ
IL-PERKORS TAL-EZITU AVVERS (AOP) GHAS-SENSITIZZAZZJONI TAL-GILDA

INTRODUZZJONI GENERALI

Attivazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar ibbazat fuq l-avveniment ewlieni ta¢-celloli dendritici

1. Sentizzatur tal-gilda jirreferi ghal sustanza li se twassal ghal rispons allergiku wara kuntatt
mal-gilda kif definit mis-Sistema Globalment Armonizzata tal-Klassifikazzjoni u 1-
Ittikettar ta’ Sustanzi Kimi¢i tan-Nazzjonijiet Uniti (GHS tan-NU) (1) u mir-Regolament
tal-Unjont Ewropea (UE) 1272/2008 dwar il-Klassifikazzjoni, 1-Ittikkettar u I-Imballagg
tas-Sustanzi u t-Tahlitiet (CLP)!. Hemm qbil generali dwar l-avvenimenti bijologi¢i
ewlenin li jwasslu ghas-sensitizzazzjoni tal-gilda. L-gharfien kurrenti dwar il-mekkanizmi
kimici u bijologi¢i assocjati mas-sensitizzazzjoni tal-gilda ngabar fil-qosor bhala Perkors
tal-Ezitu Avvers (AOP) skont il-programm tal-OECD dwar 1-AOP (2), i jibda bl-
avveniment ta’ tnedija molekulari permezz, l-avvenimenti intermedji sal-effett avvers,
jigifieri dermatite ta’ kuntatt allergiku. F’dan il-kaz, l-avveniment ta’ tnedija molekulari
(igifieri 1-ewwel avveniment ewlieni) hu l-irbit kovalenti tas-sustanzi elettrofili¢i mac-
¢entri nukleofili¢i fil-proteini tal-gilda. It-tieni avveniment ewlieni f’dan I-AOP isehh fil-
keratinoc¢iti u jinkludi risponsi infjammatorji kif ukoll tibdiliet fl-espressjoni tal-geni
asso¢jati mal-pekorsi tas-sinjalar tac-Celloli specifici bhall-perkorsi dipendenti fuq 1-
element ta’ rispons tal-antiossidanti/elettrofili (ARE). It-tielet avveniment ewlieni hu 1-
attivazzjoni ta’ celloli dendriti¢i (DC), tipikament ivvalutata bl-espressjoni ta’ markaturi
tal-wic¢ tac-¢elloli, ta’ kemikini u ta’ ¢itokini specifici. Ir-raba’ avveniment ewlieni hu I-
attivazzjoni u l-proliferazzjoni tac¢-celloli-T, 1i hu vvalutat b’mod indirett fl-Assagg tal-
Linfonodi Lokali (LLNA) (3).

2. Dan il-metodu ta’ ttestjar (TM) hu ekwivalenti ghal-linja gwida tat-test (TG) 442E tal-
OECD (2017). Dan jiddeskrivi l-assaggi in vitro 1i jindirizzaw il-mekkanizmi deskritti taht
l-avveniment ewlieni fl-attivazzjoni tac-celloli dendriti¢i tal-AOP ghas-sensitizzazzjoni tal-

! Ir-Regolament (KE) Nru 1272/2008 tal-Parlament Ewropew u tal-Kunsill tas-16 ta’ Di¢cembru 2008 dwar il-
klassifikazzjoni, l-ittikkettar u l-imballagg tas-sustanzi u t-tahlitiet, li jemenda u jhassar id-Direttivi 67/548/KEE u
1999/45/KE, u li jemenda r-Regolament (KE) Nru 1907/2006, GU L 353/1, 31.12.2008
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gilda (2). It-TM jinkludi testijiet li ghandhom jintuzaw ghas-sostenn tad-diskriminazzjoni
bejn is-sensitizzaturi tal-gilda u dawk li mhumiex sensitizzaturi skont il-GHS tan-NU u s-
CLP.

It-testijiet deskritti f°dan it-TM huma:
- It-Test tal-Attivazzjoni tal-Linji ta’ Celloli Umani (h-CLAT)
- It-Test ta’ attivazzjoni tal-linja ta’ ¢elloli U937 (U-SENS™)
- L-Assagg tal-Gene Indikatur Interlewkin-8 (assagg IL-8 Luc)

3. It-testijiet inkluzi f’dan il-metodu ta’ ttestjar u fit-TG korrispondenti tal-OECD jistghu
jvarjaw b’rabta mal-pro¢edura uzata biex jigu generati d-data u r-rizultati mkejla izda
jistghu jintuzaw b’mod indiskriminat biex jindirizzaw ir-rekwiziti tal-pajjizi ghar-rizultati
tat-testijiet dwar 1-Avveniment Ewlient fuq l-attivazzjoni ta’ ¢elloli dendriti¢i tal-AOP
ghas-sensitizzazzjoni tal-gilda filwaqt li jittieched benefi¢éju mill-Aécettazzjoni Reciproka
tad-Data tal-OECD.

Sfond u principji tat-testijiet inkluzi fil-metodu ta’ ttestjar ibbazat fuq l-avvenimenti ewlenin

4. Normalment, il-valutazzjoni tas-sensitizzazzjoni tal-gilda kienet tinvolvi [-uzu ta’ annimali
tal-laboratorju. Il-metodi klassi¢i 1i juzaw fniek tal-indi, it-Test ta’ Massimizzazzjoni tal-
Fniek tal-Indi (GMPT) ta’ Magnusson u ta’ Kligman u t-Test Buehler (TM B.6) (4),
jistudjaw kemm il-fazi ta’ induzzjoni kif ukoll il-fazi ta’ eli¢itazzjoni tas-sensitizzazzjoni
tal-gilda. It-testijiet murini, I-LLNA (TM B.42) (3) u z-zewg modifiki mhux radjoattivi
tieghu, LLNA: DA (TM B.50) (5) u LLNA: BrdU-ELISA (TM B.51) (6), ilkoll jivvalutaw
ir-rispons tal-induzzjoni b’mod eskluziv, u gew accettati wkoll peress li jaghtu vantagg fuq
it-testijiet fuq il-hniezer tal-indi f’termini tat-trattament xieraq tal-annimali flimkien ma’
kejl oggettiv tal-fazi ta’ induzzjoni tas-sensitizzazzjoni tal-gilda.

5. Dan l-ahhar gew adottati metodi ta’ ttestjar in chemico u in vitro b’bazi mekkanistika li
jindirizzaw l-ewwel avveniment ewlieni (TM B.59; 1-Assagg Dirett tar-Reattivita tal-
Peptidi (7)), u t-tieni avveniment ewlieni (TM B.60; Metodu ta’ Ttestjar tal-Luéiferazi
ARE-Nrf2 (8)) tal-AOP tas-sensitizzazzjoni tal-gilda ghall-kontribuzzjoni ghall-
evalwazzjoni tal-potenzjal ta’ periklu tas-sensitizzazzjoni tal-gilda tas-sustanzi kimiéi.

6. Testijiet deskritti f’dan il-metodu ta’ ttestjar jew jikkwantifikaw it-tibdil fl-espressjoni tal-
markatur(i) tas-superfi¢je tac-celloli assoc¢jat mal-process ta’ attivazzjoni tal-monoc¢iti u d-
DC wara l-esponiment ghas-sensitizzaturi (ez. CD54, CD86) jew it-tibdiliet fl-espressjoni
ta’ IL-8, Ccitokina asso¢jata mal-attivazzjoni tad-DC. Is-sensitizzaturi tal-gilda gew
irrapportati li jinducu l-espressjoni ta’ markaturi tal-membrana tac¢-¢elloli bhal CDA40,
CD54, CD80, CD83, u CD86 minbarra 1-induzzjoni ta’ ¢itokini proinfjammatorji, bhal [L-
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1B u TNF-a, u diversi kemokini 1i jinkludu IL-8 (CXCLS8) u CCL3 (9) (10) (11) (12),
assocjati mal-attivazzjoni tad-DC (2).

. Madankollu, peress li 1-attivazzjoni tad-DC tirrapprezenta biss avveniment ewlieni wiched
tal-AOP tas-sensitizzazzjoni tal-gilda (2) (13), l-informazzjoni generata bit-testijiet li jkejlu
l-markaturi tal-attivazzjoni tad-DC wahedha jaf ma tkunx bizzejjed biex tinhareg
konkluzjoni dwar il-prezenza jew l-assenza tal-potenzjal ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda tas-
sustanzi kimic¢i. Ghaldagstant, id-data generata bit-testijiet deskritti f’dan il-metodu ta’
ttestjar hi proposta biex issostni d-diskriminazzjoni bejn sensitizzaturi tal-gilda (jigifieri
Kategorija 1 tal-GHS tan-NU/tas-CLP) u dawk li mhumiex sensitizzaturi meta jintuzaw fi
hdan Approc¢i Integrati ghall-Ittestjar u ghall-Valutazzjoni (IATA), flimkien ma’
informazzjoni komplimentari rilevanti ohra, ez. derivata minn assaggi in vitro li
jindirizzaw avvenimenti ewlenin ohra tal-AOP tas-sensitizzazzjoni tal-gilda kif ukoll
metodi mhux tal-ittestjar, 1i jinkludu read-across minn analogi kimié¢i (13). Ezempji tal-uzu
tad-data generata b’dawn it-testijiet fi hdan 1-Approcc¢i Definiti, jigifieir approcci
standardizzati kemm b’rabta mas-sett ta’ sorsi ta’ informazzjoni uzati kif ukoll fil-
pro¢edura applikata ghad-data biex jinkiseb it-tbassir, gew ippubblikati (13) u jistghu
jithaddmu bhala elementi siewja fi hdan IATA.

. It-testijiet deskritti f’dan il-metodu ta’ ttestjar ma jistghux jintuzaw wahedhom, u langas
biex jissubkategorizzaw is-sensitizzaturi tal-gilda fis-subkategoriji 1A u 1B kif definiti
mill-GHS/mis-CLP tan-NU, ghall-awtoritajiet 11 jimplimentaw dawn iz-zewg subkategoriji
fakultattivi, u lanqas biex titbassar il-potenza ghal dec¢izjonijiet dwar il-valutazzjonijiet tas-
sikurezza. Madankollu, skont il-qafas regolatorju, rizultati pozittivi generati b’dawn il-
metodi jistghu jintuzaw wahedhom biex jikklassifikaw sustanza kimika fil-kategorija 1 tal-
GHS tan-NU/tas-CLP.

. It-terminu “sustanza kimika tat-test” jintuza f’dan il-metodu ta’ ttestjar biex jirreferi ghal
dak 1i jkun ged jigi ttestjat' u mhux b’rabta mal-applikabbilta tat-testijiet ghall-ittestjar ta’
sustanzi monokostitwenti, ta’ sustanzi multikostitwenti u/jew ta’ tahlitiet. Bhalissa hemm
disponibbli informazzjoni limitata dwar l-applikabbilta tat-testijiect ghal sustanzi/tahlitiet
multikostitwenti (14) (15). It-testijiet xorta wahda huma teknikament applikabbli ghall-
ittestjar ta’ sustanzi multikostitwenti u tahlitiet. Madankollu, qabel ma jintuza dan il-

' F’Gunju 2013, il-Laqgha Kongunta tal-OECD gqablet li, fejn possibbli, ghandu jigi applikat uzu aktar
konsistenti tat-terminu “sustanza kimika tat-test” li jiddeskrivi dak 1i jkun qed jigi ttestjat f’linji gwida tat-test
godda u aggornati tal-OECD.
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metodu ta’ ttestjar fuq tahlita ghall-generazzjoni ta’ data ghal skop regolatorju intiz,
ghandu jigi kkunsidrat jekk jistax jipprovdi rizultati adegwati ghal dak I-ghan u, jekk iva,
ghaliex!. Dawn il-kunsiderazzjonijiet mhumiex mehtiega meta jkun hemm rekwizit
regolatorju ghall-ittestjar tat-tahlita. Barra minn hekk, meta jigu ttestjati sustanzi
multikostitwenti jew tahlitiet, ghandha tinghata kunsiderazzjoni lill-interferenza possibbli
tal-kostitwenti ¢itotissici bir-risponsi osservati.

! Din is-sentenza giet proposta u magbula fil-laqgha ta’ April 2014 tad-WNT.
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Appendici 1

SENSITIZZAZZJONI TAL-GILDA IN VITRO: IT-TEST TAL-ATTIVAZZJONI TAL-
LINJI TA’ CELLOLI UMANI (H-CLAT)

KUNSIDERAZZJONUIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

1.

L-h-CLAT jikkwantifika t-tibdiliet fl-espressjoni tal-markaturi tas-superfi¢je tac-celloli
asso¢jati mal-process ta’ attivazzjoni tal-monociti u ta¢-celloli dendriti¢i (DC) (jigifieri
CD86 u CD54), fil-linja ta’ celloli tal-lewkimja monoc¢itika umana THP-1, wara
esponiment ghas-sensitizzaturi (1)(2). Il-livelli ta’ espressjoni mkejla tal-markaturi tas-
superficje tac-Celloli CD86 u tas-CD54 imbaghad jintuzaw ghas-sostenn tad-
diskriminazzjoni bejn is-sensitizzaturi tal-gilda u n-nonsensitizzaturi.

L-h-CLAT gie evalwat fi studju ta’ validazzjoni koordinat mil-Laboratorju ta’ Referenza
tal-Unjoni Ewropea ghal Alternattivi ghall-Ittestjar fuq 1-Annimali (EURL ECAAM) u
f’riezami bejn il-pari indipendenti sussegwenti mill-Kumitat Konsultattiv Xjentifiku tal-
EURL ECVAM (ESAC). B’kunsiderazzjoni tal-evidenza disponibbli kollha u tal-input
mir-regolaturi u mill-partijiet ikkoncernati, 1-h-CLAT kien rakkomandat mill-EURL
ECVAM (3) biex jintuza bhala parti minn IATA b’sostenn tad-diskriminazzjoni bejn is-
sensitizzaturi u n-nonsensitizzaturi ghall-fini tal-klassifikazzjoni u tat-tikkettar tal-perikli.
Ezempji tal-uzu tad-data tal-h-CLAT flimkien ma’ informazzjoni ohra huma rrapportati

fid-dokumentazzjoni (4)(5)(6)(7)(8)(9)(10)(11).

L-h-CLAT wera 11 kien trasferibbli ghal-laboratorji esperjenzati f’tekniki tal-koltura ta¢-
¢elloli u fl-analizi ta¢-¢itometrija tal-fluss. Il-livell ta’ riproducibbilta fil-previzjonijiet li
jistghu jkunu mistennija mit-test hu fl-ordni ta’ 80 % fi hdan il-laboratorji u bejn 1l-
laboratorji (3)(12). Ir-rizultati ggenerati fl-istudju ta’ validazzjoni (13) u fi studji
ppubblikati ohra (14) b’mod generali jindikaw li, meta mgabbla mar-rizultati tal-LLNA, 1-
akkuratezza fid-distinzjoni tas-sensitizzaturi tal-gilda (jigifieri Kat. 1 tal-GHS tan-NU/tas-
CLP) min-nonsensitizzaturi hi ta’ 85 % (N=142) b’sensittivita ta’ 93 % (94/101) u bi
specificita ta’ 66 % (27/41) (fuq il-bazi ta’ analizi mill-gdid minn EURL ECVAM (12)
b’kunsiderazzjoni tad-data ezistenti kollha u minghajr ma jigu kkunsidrati r-rizultati
negattivi ghal sustanzi kimic¢i b’Log Kow akbar minn 3,5 kif deskritt fil-paragrafu (4). 11-
previzjonijiet ta’ negattivi foloz bl-h-CLAT ghandhom probabbilta akbar li jikkon¢ernaw
sustanzi kimic¢i i juru potenza baxxa sa moderata tas-sensitizzazzjoni tal-gilda (jigifieri s-
subkategorija 1B tal-GHS tan-NU/tas-CLP) minn sustanzi kimici li juru potenza gholja tas-
sensitizzazzjoni tal-gilda (jigifieri s-subkategorija 1A tal-GHS tan-NU/tas-CLP)
(4)(13)(15). Mehuda kollha f’daqga, din l-informazzjoni tindika l-utilitd tal-metodu h-
CLAT biex jikkontribwixxi ghall-identifikazzjoni tal-perikli ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda.
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Madankollu, il-valur tal-akkuratezza moghtija hawnhekk ghall-h-CLAT bhala test wahdu
huma indikattivi biss peress li t-test ghandu jigi kkunsidrat flimkien ma’ sorsi ohra ta’
informazzjoni fil-kuntest ta’ TATA u skont id-dispozizzjonijiet tal-paragrafi 7 u 8 fl-
Introduzzjoni generali. Barra minn hekk, meta jigu evalwati metodi mhux fuq 1-annimali
ghas-sensitizzazzjoni tal-gilda, ta’ min jiftakar li t-test LLNA kif ukoll testijiet ohra fuq 1-
annimali jaf ma jirriflettux is-sitwazzjoni shiha fil-bniedem.

. Fuq il-bazi tad-data disponibbli bhalissa, intwera 1i l-metodu h-CLAT hu applikabbli ghal
sustanzi kimici tat-test 11 jkopru firxa ta’ gruppi funzjonali organi¢i, ta’ mekkanizmi ta’
reazzjoni, ta’ potenza tas-sensitizzazzjoni tal-gilda (kif stabbiliti fi studji in vivo) u ta’
proprjetajiet fizikokimici (3)(14)(15). Il-metodu tal-h-CLAT hu applikabbli ghal sustanzi
kimi¢i tat-test solubbli jew li jifformaw dispersjoni stabbli (jigifieri kollojde jew
sospensjoni li fiha s-sustanza kimika tat-test ma tistabbilixxix ruhha u lanqas ma tissepara
mis-solvent/mill-veikolu f’fazijiet differenti) f’solvent/veikolu xieraq (ara l-paragrafu 14).
Is-sustanzi kimi¢i tat-test b’Log Kow akbar minn 3,5 ghandhom tendenza li jipproducu
rizultati negattivi foloz (14). Ghaldagstant, rizultati negattivi b’sustanzi kimici tat-test
b’Log Kow akbar minn 3,5 ma ghandhomx jigu kkunsidrati. Madankollu, rizultati pozittivi
miksuba b’sustanzi kimi¢i tat-test b’Log Kow akbar minn 3,5 xorta wahda jistghu jintuzaw
biex 1sostnu l-identifikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test bhala sensitizzatur tal-gilda.
Barra minn hekk, minhabba 1-kapacita metabolika limitata tal-linja ta’ ¢elloli uzata (16) u
minhabba l-kundizzjonijiet tal-esperiment, proapteni (jigifieri sustanzi li jehtiegu
attivazzjoni enzimatika, perezempju enzimi P450) u preapteni (jigifieri sustanzi attivati
b’ossidazzjoni) b’mod partikolari dawk b’rata baxxa ta’ ossidazzjoni jistghu jipprovdu
rizultati negattivi wkoll fl-h-CLAT (15). Is-sustanzi kimic¢i tat-test fluworexxenti jistghu
jigu vvalutati bl-h-CLAT (17), izda sustanzi kimi¢i tat-test fluworexxenti b’sahhithom li
jehilsu l-istess tul ta’ mewga bhal istjo¢janat tal-fluworexxeina (FITC) jew bhala jodur tal-
propidju (PI), jinterferixxu mad-detezzjoni ¢itometrika tal-fluss u b’hekk ma jistghux jigu
evalwati kif suppost bl-uzu ta’ antikorpi konjugati tal-FITC jew bl-uzu tal-PI. F’kaz bhal
dan, antikorpi ohra taggjati bil-fluworokromu jew markaturi ohra tac-Citotossicita,
rispettivament, jistghu jintuzaw dment li jkun jista’ jintwera li jipprovdu rizultati simili
bhall-antikorpi taggjati bl-FITC (ara l-paragrafu 24) jew 1l-PI (ara l-paragrafu 18), ez. bl-
ittestjar tas-sustanzi ta’ profi¢jenza fl-Appendi¢i 1-2. Fid-dawl ta’ dan ta’ hawn fuq,
rizultati negattivi ghandhom jigu interpretati fil-kuntest tal-limitazzjonijiet iddikjarati u
flimkien ma’ sorsi ohra ta’ informazzjoni fi hdan il-kuntest tal-IATA. F’kazijiet li fihom
ikun hemm evidenza li turi n-nuqqas ta’ applikabbilta tal-metodu h-CLAT ghal kategoriji
specifi¢i ohra ta’ sustanzi kimici tat-test, dan ma ghandux jintuza ghal dawk il-kategoriji
specifici.

. Kif deskritt aktar ’il fuq, il-metodu h-CLAT isostni d-diskriminazzjoni bejn is-
sensitizzaturi tal-gilda u n-nonsensitizzaturi. Madankollu, ghandu I-potenzjal i
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jikkontribwixxi ghall-valutazzjoni tal-potenza ta’ sensitizzazzjoni (4)(5)(9) ukoll meta
jintuza f’approcéi integrati bhall-IATA. Minkejja dan, hemm bzonn 1i jsir aktar xoghol,
idealment fuq il-bazi ta’ data mill-bniedem, biex jigi stabbilit kif ir-rizultati tal-h-CLAT
jistghu jinformaw valutazzjoni tal-potenza.

6. Id-definizzjonijiet huma pprovduti fl-Appendici 1.1.

PRINCIPJU TAT-TEST

7. Il-metodu h-CLAT hu assagg in vitro li jikkwantifika t-tibdiliet fl-espressjoni tal-markaturi
tas-superficje tac-celloli (jigifieri CD86 u CD54) fuq linja ta’ celloli tal-lewkimja
mono¢itika umana, i¢-Celloli THP-1, wara esponiment ghal 24 siegha ghas-sustanza kimika
tat-test. Dawn 1l-molekuli tas-superfi¢je huma markaturi tipi¢i ta’ attivazzjoni tat-THP-1
mono¢itika u jistghu jimitaw attivazzjoni tad-DC, li taqdi rwol kritiku fil-priming tac-
¢ellola-T. It-tibdiliet fl-espressjoni tal-markaturi tas-superficje jitkejlu b’¢itometrija tal-
fluss wara tilwin ta¢-celloli b’antikorpi taggjati bil-fluworokromu. Il-kejl ta¢-Citotossicita
jsir fl-istess hin ukoll biex jigi vvalutat jekk s-sovraregolazzjoni tal-espressjoni tal-
markaturi tas-superfi¢je ssehhx f’koncentrazzjonijiet subcitotossi¢i. L-intensita relattiva
tal-fluworexxenza tal-markaturi tas-superfi¢je mgabbla mal-kontroll b’solvent/b’veikolu hi
kkalkolata u tintuza fil-mudell tat-tbassir (ara Il-paragrafu 26), b’sostenn tad-
diskriminazzjoni bejn is-sensitizzaturi u n-nonsensitizzaturi.

WIRI TAL-PROFICJENZA

8. Qabel ma juzaw it-test deskritt fdan 1-Appendici tal-metodu ta’ ttestjar B.71 bhala rutina,
il-laboratorji ghandhom juru l-profi¢jenza teknika billi juzaw 1-10 sustanzi ta’ profi¢jenza
elenkati fl-Appendi¢i 1.2. Barra minn hekk, l-utenti tat-test ghandhom izommu bazi ta’
data storika tad-data generata bil-kontrolli tar-reattivita (ara l-paragrafu 11) u bil-kontrolli
pozittivi u b’solvent/b’veikolu (ara l-paragrafi 20-22), u juzaw din id-data biex
jikkonfermaw ir-riproducibbilta tat-test fil-laboratorju taghhom tinZamm maz-zmien.

PROCEDURA

9. Dan it-test hu bbazat fuq il-protokoll nru 158 (18) tal-h-CLAT DataBase service on
AlLternative Methods to animal experimentation (DB-ALM) 1i jirrapprezenta l-protokoll
uzat ghall-istudju ta’ validazzjoni koordinat mill-EURL ECVAM. Hu rakkomandat 11 dan
il-protokoll jintuza meta jigi implimentat u jintuza 1-metodu h-CLAT fil-laboratorju. Din 1
gejja hi deskrizzjoni tal-komponenti u tal-proceduri ewlenin ghall-metodu h-CLAT, li
jinvolvi zewg stadji: assagg ta’ individwazzjoni tad-doza u kejl tal-espressjoni ta’
CD86/CD54.
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Thejjija tac¢-celloli

10.

11.

12.

I1-linja ta’ ¢elloli tal-lewkimja monocitika umana, THP-1, ghandha tintuza ghat-twettiq tal-
metodu h-CLAT. Hu rakkomandat li ¢-celloli (TIB-202™) jinkisbu minn bank tac-celloli
kwalifikat sew, bhall-American Type Culture Collection.

Ie-celloli THP-1 huma kolturati £°37°C £°5 % CO2 u atmosfera umidifikata " medium
RPMI-1640 supplimentat b’10 % serum bovin fetali (FBS), 0,05 mM 2-merkaptoetanol,
100 wunita/ml penicillina u 100 pg/ml streptomic¢ina. L-uzu tal-peni¢ilina u tal-
istreptomicina fil-medium tat-tkabbir jista’ jigi evitat. Madankollu, f’kaz bhal dan I-utenti
ghandhom jivverifikaw li 1-assenza ta’ antibijoti¢i fil-medium tat-tkabbir ma jkollha ebda
impatt fuq ir-rizultati, perezempju billi jittestjaw is-sustanzi ta’ profi¢jenza elenkati fl-
Appendi¢i 1.2. Fi kwalunkwe kaz, biex jimminimizzaw ir-riskju ta’ kontaminazzjoni,
ghandhom jigu segwiti prattiki tajbin tal-koltura tac-¢ellola indipendentement mill-
prezenza jew mill-assenza ta’ antibijoti¢i fil-medium tat-tkabbir ta¢-celloli. I¢-Celloli THP-
1 jinzerghu bhala rutina kull jumejn/tlieta bid-densita ta’ 0,1 sa 0,2 x 10° ¢elloli/ml. Dawn
ghandhom jinzammu f’densitajiet minn 0,1 sa 1,0 x 10° ¢elloli/ml. Qabel ma jintuzaw
ghall-ittestjar, ic-Celloli ghandhom jigu kwalifikati billi jsir kontroll tar-reattivita. II-
kontroll tar-reattivita tac-Celloli ghandu jsir bl-uzu tal-kontrolli pozittivi, it-2,4-
dinitroklorobenzen (DNCB) (Nru CAS 97-00-7, > 99 % purita) u s-sulfat tan-nikil (NiSO4)
(Nru CAS 10101-97-0, > 99 % purita) u tal-kontroll negattiv, 1-a¢idu lattiku (LA) (Nru
CAS 50-21-5, = 85 % puritd), gimaghtejn wara 1i jinhallu. Kemm id-DNCB kif ukoll I-
NiSO4 ghandhom jipproducu rispons pozittiv tal-markaturi tas-superficje tac-celloli CD86
kif ukoll CD54, u I-LA ghandu jipproduéi rispons negattiv tal-markaturi tas-superficje tac-
¢elloli CD86 kif ukoll CD54. Huma biss i¢-¢elloli li jghaddu mill-kontroll tar-reattivita li
jintuzaw ghall-assagg. I¢-¢elloli jistghu jigu propagati sa xahrejn wara li jinhallu. In-numru
tal-passagg ma ghandux jagbez it-30. Il-kontroll tar-reattivita ghandu jsir skont il-proceduri
deskritti fil-paragrafi 20-24.

Ghall-ittestjar, i¢-¢elloli THP-1 jinzerghu f’densita ta’ 0,1 x 10° ¢elloli/ml jew ta> 0,2 x 10°
¢elloli/ml, u jigu prekolturati fi flasks tal-koltura ghal 72 siegha jew ghal 48 siegha,
rispettivament. Importanti 11 d-densita tac-celloli fil-flask tal-koltura ezatt wara 1-perjodu
ta’ qabel il-koltura tkun konsistenti kemm jista’ jkun f’kull esperiment (billi tintuza wahda
miz-zewg kundizzjonijiet ta’ prekoltura deskritti hawn fuq), ghaliex id-densita tac-celloli
fil-flask tal-koltura ezatt wara 1-prekoltura tista’ taffettwa l-espressjoni ta’ CD86/CD54
indotta minn allergeni (19). Fil-jum tal-ittestjar, i¢-celloli migbura mill-flask tal-koltura
jergghu jigu sospizi b’medium tat-tkabbir frisk £2 x 10° ¢elloli/ml. Imbaghad, i¢-¢elloli
jigu distribwiti fi pjastra b’qiegh ¢att b’24 bwejra b’500 pl (1 x 10° ¢éelloli/well) jew fi
pjastra b’giegh ¢att b’96 bwejra bi 80 pl (1,6 x 10° ¢elloli/bwejra).

Assagg ta’ individwazzjoni tad-doza
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Assagg ta’ individwazzjoni tad-doza jsir ghad-determinazzjoni tas-CV75, i hi I-
konc¢entrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test 1i tirrizulta f’vijabbilta ta’ 75 % tac-celloli
meta mqabbla mal-kontroll b’solvent/b’veikolu. Il-valur tas-CV75 jintuza biex tigi
determinata l-koncentrazzjoni tas-sustanzi kimici tat-test ghall-kejl tal-espressjoni ta’
CD86/CD54 (ara l-paragrafi 20-24).

Thejjija tas-sustanzi kimici tat-test u tas-sustanzi tal-kontroll

14.

15.

16.

Is-sustanzi kimici tat-test u s-sustanzi tal-kontroll jithejjew dakinhar tal-ittestjar. Ghall-
metodu h-CLAT, is-sustanzi kimi¢i tat-test jigu dissolti jew dispersi b’mod stabbli (ara
wkoll il-paragrafu 4) f’salina jew "medium bhala l-ewwel ghazliet ta’ solvent/veikolu jew
f’sulfossidu tad-dimetil (DMSO, > 99 % puritd) bhala t-tieni ghazla ta’ solvent/veikolu
jekk 1s-sustanza kimika tat-test ma tkunx solubbli jew ma tifformax dispersjoni stabbli fiz-
zewg solventi/veikoli precedenti, ghal koncentrazzjonijiet finali ta’ 100 mg/ml (f’salina
jew f"'medium) jew ta’ 500 mg/ml (f’'DMSO). Solventi/veikoli ohra li mhumiex dawk
deskritti hawn fuq jistghu jintuzaw jekk tigi pprovduta raguni xjentifika suffi¢jenti. L-
istabbilta tas-sustanza kimika tat-test fis-solvent/fil-veikolu finali ghandha tigi kkunsidrata.

Mis-soluzzjonijiet ewlenin ta’ 100 mg/ml (f’salina jew f"medium) jew ta’ 500 mg/ml
("’DMSO) tas-sustanzi kimici tat-test, ghandhom jitwettqu 1-passi ta’ dilwizzjoni li gejjin:

Ghas-salina jew ghall-medium bhala solvent/veikolu: Jithejjew tmien soluzzjonijiet
ewlenin (tmien konéentrazzjonijiet), b’dilwizzjonijiet serjali ta’ darbtejn bl-uzu tas-
solvent/veikolu korrispondenti. Dawn is-soluzzjonijiet ewlenin ikomplu jigu dilwiti 50
darba f"'medium tat-tkabbir (soluzzjonijiet ghall-uzu). Jekk l-oghla koncentrazzjoni finali
fil-pjastra ta’ 1000 pg/ml ma tkunx tossika, il-koncentrazzjoni massima ghandha terga’
tigi determinata billi jsir test gdid tac-Citotossicita. 1l-koncentrazzjoni finali fil-pjastra ma
ghandhiex tagbez il-5000 pg/ml ghal sustanzi kimi¢i tat-test dissolti jew dispersi b’'mod
stabbli f’salina jew f’medium.

Ghal DMSO bhala solvent/veikolu. Jithejjew tmien soluzzjonijiet ewlenin (tmien
konc¢entrazzjonijiet), b’dilwizzjonijiet serjali ta’ darbtejn bl-uzu tas-solvent/veikolu
korrispondenti. Dawn is-soluzzjonijiet ewlenin ikomplu jigu dilwiti 250 darba f"'medium
tat-tkabbir (soluzzjonijiet ghall-uzu). Il-kon¢entrazzjoni finali fil-pjastra ma ghandhiex
tagbez 1-1000 pg/ml anki jekk din il-konéentrazzjoni ma tkunx tossika.

Is-soluzzjonijiet ghall-uzu finalment jintuzaw ghall-esponiment billi jizdied volum ugwali
ta’ soluzzjoni ghall-uzu fil-volum tas-sospensjoni ta¢-¢elloli THP-1 fil-pjastra (ara wkoll il-
paragrafu 17) biex tinkiseb dilwizzjoni ulterjuri ta’ darbtejn (normalment, il-medda finali
tal-kon¢entrazzjonijiet fil-pjastra tkun ta’ 7,81-1000 pug/ml).

Il-kontroll b’solvent/b’veikolu uzat fil-metodu h-CLAT hu I-medium tat-tkabbir (ghal
sustanzi kimiéi tat-test solubilizzati jew dispersi b’mod stabbli (ara I-paragrafu 4)
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b’medium jew b’salina) jew DMSO (ghal sustanzi kimi¢i tat-test solubilizzati jew dispersi
b’mod stabbli ' DMSO) ittestjat f’konc¢entrazzjoni finali wahda fil-pjastra ta’ 0,2 %. Dan
1ssirlu l-istess dilwizzjoni bhal dik deskritta ghas-soluzzjonijiet ghall-uzu fil-paragrafu 15.

Applikazzjoni tas-sustanzi kimici tat-test u tas-sustanzi tal-kontroll

17. IlI-medium tat-tkabbir jew is-soluzzjonijiet ghall-uzu deskritti fil-paragrafi 15 u 16 jithalltu
1:1 (v/v) mas-sospensjonijiet tac-celloli mhejjija fil-pjastra b’qiegh catt b’24 bwejra jew
b’96 bwejra (ara l-paragrafu 12). Imbaghad il-pjastri trattati jigu inkubati ghal 24+0,5
siegha £°37°C 5 % COz. Ghandha tinghata attenzjoni biex tigi evitata 1-evaporazzjoni ta’
sustanzi kimiéi tat-test volatili u kontaminazzjoni kro¢jata bejn bwejriet minn sustanzi
kimi¢i tat-test, ez. billi 1-pjastra tigi ssigillata qabel 1-inkubazzjoni bis-sustanzi kimici tat-
test (20).

Tilwin bil-jodur tal-propidju (PI)

18. Wara esponiment ghal 24+0,5 siegha, i¢-celloli jigu trasferiti f*tubi tal-kampjun u jingabru
b’centfigurazzjoni. Is-supernatanti jintremew u ¢-celloli i jifdal jigu sospizi mill-gdid
b’200 ul (fil-kaz ta’ 96 bwejra) jew b’600 ul (fil-kaz ta’ 24 bwejra) salina baferjata bil-
fosfat i jkun fiha 0,1 % albumina tas-serum tal-bovini (bafer tat-tilwin). 200 pul
sospensjoni ta¢-¢elloli tigi trasferita fi pjastra b’qiegh ghat-tond b’96 bwejra (fil-kaz ta’ 96
bwejra) jew f’mikrotubu (fil-kaz ta’ 24 bwejra) u tinhasel darbtejn b’200 pl (fil-kaz ta’ 96
bwejra) jew b’600 pl (fil-kaz ta’ 24 bwejra) ta’ bafer tat-tilwin. Finalment, i¢-Celloli
jergghu jigu sospizi f’bafer tat-tilwin (ez. 400 ul) u tizdied soluzzjoni tal-PI (ez. 20 pl)
(perezempju 1-koncentrazzjoni finali tal-PI tkun ta’ 0,625 pg/ml). Jistghu jintuzaw
markaturi ohra tac-¢itotossicita, bhal 7-Amminoaétinomic¢ina D (7-AAD), Tripan blu jew
ohrajn jekk it-tilwin alternattiv ikun jista’ jintwera li jipprovdi rizultati simili bhall-PI,
perezempju bl-ittestjar tas-sustanzi ta’ profi¢jenza fl-Appendici 1.2.

Kejl tac-citotossicita b’citometrija tal-flus u bi stima tal-valur tas-CV75
19. It-tehid tal-PI jigi analizzat bl-uzu ta¢-¢itometrija tal-fluss bil-kanal ta’ akkwizizzjoni FL-
3. B’kollox jinkisbu 10 000 ¢ellola hajja (negattivi ghall-PI). Il-vijabbilta tac-celloli tista’
tigi kkalkolata bl-uzu tal-ekwazzjoni li gejja mill-programm ta’ analiZi tac-¢itometru. Meta
l-vijabbilta ta¢-celloli tkun baxxa, ghandhom jinkisbu sa 30 000 ¢ellola inkluzi ¢-¢elloli
mejtin. Inkella, id-data tista’ tinkiseb ghal minuta wahda wara t-tnedija tal-analizi.

Vijabbilta ta¢ — celloli = ——amrita ClOlDJm__, 4

Numru totali ta’celloli miksuba
[I-valur tas-CV75 (ara l-paragrafu 13), jigifieri konc¢entrazzjoni li turi 75 % tas-sopravivenza
tac-¢elloli THP-1 (¢itotossicita ta’ 25 %), jigi kkalkolat b’interpolazzjoni lineari tal-log bl-
uzu tal-ekwazzjoni li gejja:
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(75—c)xLog(b)—(75—a)xLog(d)

a—c¢

Log CV75 =

Fejn:
a hu l-valur minimu tal-vijabbilta ta¢-¢elloli oghla minn 75 %
¢ hu l-valur massimu tal-vijabbilta ta¢-celloli anqas minn 75 %

b u d huma l-kon¢entrazzjonijiet 1i juru I-valur tal-vijabbilta ta¢-¢elloli a u ¢ rispettivament
100 -

Vijabbilta ta¢-

y v

d
1 10 100 1000
Doza tat-test

o

Jistghu jintuzaw approc¢i ohra biex tinkiseb is-CV75 dment 11 jintwera li dawn ma jkollhom
ebda impatt fuq ir-rizultati (ez. bl-ittestjar tas-sustanzi ta’ profi¢jenza).

Kejl tal-espressjoni ta’ CD86/CD54

Thejjija tas-sustanzi kimici tat-test u tas-sustanzi tal-kontroll
20. Is-solvent/il-veikolu xieraq (salina, medium jew DMSO; ara l-paragrafu 14) jintuza biex
jiddisolvi jew jiddispersa b’mod stabbli is-sustanzi kimici tat-test. Is-sustanzi kimici tat-
test l-ewwel jigu dilwiti ghall-koncentrazzjoni 1i tikkorrispondi ghall-100 darba (ghas-
salina jew ghall-medium) jew ghall-500 darba (ghal DMSO) tal-1,2 x CV75 determinata
fl-assagg ta’ individwazzjoni tad-doza (ara l-paragrafu 19). Jekk 1s-CV75 ma tkunx tista’
tigi determinata (jigifieri ma tigix osservata Citotossi¢ita suffi¢jenti fl-assagg ta’
individwazzjoni tad-doza), 1-oghla koncentrazzjoni solubbli jew dispersa stabbliment tas-
sustanza kimika tat-test mhejjija b’kull solvent/veikolu ghandha tintuza bhala I-
konc¢entrazzjoni tat-tluq. Jekk joghgbok kun af li 1-konc¢entrazzjoni finali fil-pjastra ma
ghandhiex tagbez il-5000 pg/ml (fil-kaz ta’ salina jew ta’ medium) jew 1-1000 pg/ml (fil-
kaz ta’ DMSO). Imbaghad isiru dilwizzjonijiet serjali ta’ 1,2 darbiet bl-uzu tas-solvent/tal-
veikolu korrispondenti biex jinkisbu s-soluzzjonijiet ewlenin (tmien konéentrazzjonijiet li
jvarjaw minn 100x1,2 x CV75 sa 100x0,335 x CV75 (ghas-salina jew ghall-medium) jew
minn 500x1,2 x CV75 sa 500x0,335 x CV75 (ghal DMSO)) li ghandhom jigu ttestjati fil-
metodu h-CLAT (ara l-protokoll DB-ALM Nru 158 ghal ezempju tal-iskema ta’ dozagg).
Imbaghad, is-soluzzjonijiet ewlenin jigu dilwiti aktar ghal 50 darba (ghas-salina jew ghall-
medium) jew ghal 250 darba (ghal DMSO) fil-medium tat-tkabbir (soluzzjonijiet ghall-
uzu). Dawn is-soluzzjonijiet huma dawk finalment uzati ghall-esponiment b’fattur finali
ulterjuri ta’ dilwizzjonijiet ghal darbtejn fil-pjastra. Jekk ir-rizultati ma jissodisfawx il-
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kriterji ta’ accettazzjoni deskritti fil-paragrafi 29 u 30 rigward il-vijabbilta ta¢-celloli, 1-
assagg ta’ individwazzjoni tad-doza jista’ jerga’ jsir biex tigi determinata CV75 aktar
preciza. Jekk joghgbok kun af li pjastri b’24 bwejra biss jistghu jintuzaw ghall-kejl tal-
espressjoni ta’ CD86/CD54.

21. Il-kontroll b’solvent/b’veikolu jithejja kif deskritt fil-paragrafu 16. Il-kontroll pozittiv uzat
fil-metodu h-CLAT hu DNCB (ara l-paragrafu 11), li ghalih jithejjew soluzzjonijiet
ewlenin " DMSO u jigu dilwiti kif deskritt ghas-soluzzjonijiet ewlenin fil-paragrafu 20.
DNCB ghandu jintuza bhala 1-kontroll pozittiv ghall-kejl tal-espressjoni ta’ CD86/CD54
f’koncentrazzjoni wahda finali fil-pjastra (tipitkament 4,0 pg/ml). Biex tinkiseb
konéentrazzjoni ta’ 4,0 pg/ml ta” DNCB fil-pjastra, tithejja soluzzjoni ewlenija ta’ 2 mg/ml
ta’” DNCB DMSO u tkompli tigi dilwita ghal 250 darba b’medium tat-tkabbir ghal
soluzzjoni ghall-uzu ta’ 8 pg/ml. Inkella, is-CV75 ta” DNCB, li tigi determinata f’kull
facilita tat-test, tista’ tintuza wkoll bhala l-kon¢entrazzjoni tal-kontroll pozittiv. Jistghu
jintuzaw kontrolli pozittivi xierqa ohra jekk ikun hemm data storika disponibbli biex jigu
derivati kriterji ta’ ac¢éettazzjoni ta’ sessjonijiet komparabbli. Ghal kontrolli pozittivi, il-
kon¢entrazzjoni finali wahda fil-pjastra ma ghandhiex tagbez 11-5000 pg/ml (fil-kaz ta’
salina jew ta’ medium) jew 1-1000 pg/ml (fil-kaz ta’ DMSO). Il-kriterji ta’ accettazzjoni
ta’ sessjoni huma l-istess bhal dawk deskritti ghas-sustanza kimika tat-test (ara l-paragrafu
29), hlief ghall-ahhar kriterju ta’ accettazzjoni peress li l-kontroll pozittiv jigi ttestjat
f’konc¢entrazzjoni wahda.

Applikazzjoni tas-sustanzi kimici tat-test u tas-sustanzi tal-kontroll

22. Ghal kull sustanza kimika tat-test u sustanza tal-kontroll, hu mehtieg esperiment wiehed
biex tinkiseb previzjoni. Kull esperiment jikkonsisti f’tal-anqas zewg sessonijiet
indipendenti ghall-kejl tal-espressjoni ta’ CD86/CD54 (ara l-paragrafu 26-28). Kull
sessjoni indipendenti ssir fjum differenti jew fl-istess jum dment li ghal kull sessjoni: a)
jithejjew soluzzjonijiet ewlenin u soluzzjonijiet uzati friski indipendenti tas-sustanza
kimika tat-test u tas-soluzzjonijiet tal-antikorpi u b) jintuzaw celloli migbura
indipendentement (jigifieri ¢-celloli jridu jingabru minn flasks tal-koltura differenti);
madankollu, i¢-Celloli jistghu jkunu gejjin mill-istess passagg. Sustanzi kimiéi tat-test u
sustanzi tal-kontroll imhejjija bhala soluzzjonijiet ghall-uzu (500 pl) jithalltu ma® 500 pl
ta’ ¢elloli sospizi (1x10° ¢elloli) fi proporzjon ta’ 1:1, u ¢-¢elloli jigu inkubati ghal 24+0,5
siegha kif deskritt fil-paragrafi 20 u 21. F’kull sessjoni, replika wahda ghal kull
kon¢entrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test u tas-sustanza tal-kontroll hi bizzejjed ghaliex
tbassir jinkiseb minn tal-angas zewg sessjonijiet indipendenti.

It-tilwin u l-analizi tac-celloli
23. Wara 24+0,5 siegha ta’ esponiment, i¢-celloli jigu trasferiti minn pjastra b’24 bwejra f’tubi
tal-kampjun, jingabru b’¢entrifugrazzjoni u mbaghad jinhaslu darbtejn b’Iml ta’ bafer tat-
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tilwin (jekk ikun hemm bzonn jistghu jitwettqu passi addizzjonali tal-hasil). Wara I-hasil,
i¢c-Celloli jigu mblokkati b’600 ul soluzzjoni tal-imblokkar (bafer tat-tilwin 11 fih 0,01 %
(w/v) globulina (frazzjoni ta’ Cohn II, III, umana; SIGMA, #G2388-10G jew ckwivalenti))
u inkubati £4°C ghal 15-il min. Wara l-imblokkar, i¢-¢elloli jinqasmu fi tliet alikwoti ta’
180 pl fi pjastra b’qiegh fit-tond b’96 bwejra jew fmikrotubu.

24. Wara ¢-éentrifugrazzjoni, i¢-¢elloli jitlewnu b’50 ul ta’ antikorpi anti-CD86, anti-CD54
jew IgGl tal-grieden (isotip) tikkettati bl-FITC £°4°C ghal 30 min. L-antikorpi deskritti fil-
protokoll h-CLAT DB-ALM nru 158 (18) ghandhom jintuzaw b’dilwizzjoni ta’ 3:25 v/v
(ghas-CD86 (BD-PharMingen, #555657; Klonu: Fun-1)) jew ta’ 3:50 v/v (ghas-CD54
(DAKO, #F7143; Klonu: 6,5B5) u IgG1 (DAKO, #X0927)) b’bafer tat-tilwin. Dawn 1l-
fatturi ta’ dilwizzjoni tal-antikorpi gew definiti mill-izviluppaturi tat-testijiet bhala dawk li
jipprovdu l-ahjar proporzjon minn sinjal ghal storbju. Fuq il-bazi tal-esperjenza tal-
izviluppaturi tat-test, I-intensitd tal-fluworexxenza tal-antikorpi normalment tkun
konsistenti bejn lottijiet differenti. Madankollu, 1-utenti jistghu jikkunsidraw it-titrazzjoni
tal-antikorpi fil-kundizzjonijiet tal-laboratorju taghhom stess biex jiddefinixxu 1-ahjar
koncentrazzjonijiet ghall-uzu. Antikorpi anti-CD86 u/jew anti-CD54 ohra taggjati bil-
fluworokromu jistghu jintuzaw jekk jista’ jintwera li dawn jipprovdu rizultati simili bhall-
antikorpi konjugati bl-FITC, perezempju Dbl-ittestjar tas-sustanzi ta’ profi¢jenza fl-
Appendi¢i 1.2. Ta’ min jinnota li t-tibdil tal-klonu jew tal-fornitur tal-antikorpi kif deskritt
fil-protokoll h-CLAT DB-ALM nru 158 (18) jista’ jaffettwa r-rizultati. Wara l-hasil
darbtejn jew aktar b’150 ul bafer tat-tilwin, ic-celloli jergghu jigu sospizi f’bafer tat-tilwin
(ez. 400 ul), u tizdied is-soluzzjoni tal-PI (ez. 20 ul biex tinkiseb kon¢entrazzjoni finali ta’
0,625 pg/ml) jew soluzzjoni ta’ markatur iehor tac-¢itotossicita (ara 1-paragrafu 18). Il-
livelli ta’ espressjoni tas-CD86 u tas-CD54, u l-vijabbilta ta¢-¢elloli, jigu analizzati bl-uzu
tac-Citometrija tal-fluss.

DATA U RAPPORTAR

Evalwazzjoni tad-data

25. L-espressjoni tas-CD86 u tas-CD54 tigi analizzat bl-uzu ta¢-¢itometrija tal-fluss bil-kanal
ta’ akkwizizzjoni FL-1. Fuq il-bazi tal-intensitd geometrika medja tal-fluworexxenza
(MFI), l-intensita relattiva tal-fluworexxenza (RFT) tas-CD86 u tas-CD54 gha¢-c¢elloli tal-
kontroll pozittiv (ctrl) u trattati bis-sustanza kimika tigi kkalkolata skont 1-ekwazzjoni li

gejja:

RFI =

MFI tac—cellola trattata kimikament—MFI tac—celloli ta’ kontroll bl—isotip trattati kimikament

MFI tac—celloli ctrl trattati b'solvent/brveikolu—MFI tac—celloli ctrl bl—isotip trattati brsolvent/brveikolu

100
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Il-vijabbilta tac-celloli mic-celloli tal-kontroll bl-isotip (ctrl) (li jitlewnu b’antikorpi tal-
IgG1 tal-grieden (isotip)) tigi kkalkolata wkoll skont 1-ekwazzjoni deskritta fil-paragrafu 19.

Mudell ta’ tbassir

26. Ghall-kejl tal-espressjoni ta’ CD86/CDS54, kull sustanza kimika tat-test tigi ttestjata f’tal-
anqas zewg sessjonijiet indipendenti biex jinkiseb tbassir wiehed (POZITTIV jew
NEGATTIV). Tbassir h-CLAT jitqies POZITTIV jekk tal-anqas tigi ssodisfata wahda mill-
kundizzjonijiet li gejjin fi 2 minn 2 sessjonijiet indipendenti jew f’tal-angas 2 minn 3,
inkella t-tbassir h-CLAT jitqies NEGATTIV (Figura 1):

- L-RFI tas-CD86 tkun dags jew akbar minn 150 % fi kwalunkwe koncentrazzjoni ttestjata
(b’vijabbilta ta¢-celloli > 50 %);

- L-RFI tas-CD54 tkun dags jew akbar minn 200 % fi kwalunkwe koncentrazzjoni ttestjata
(b’vijabbilta ta¢-celloli > 50 %).

27.Fuq il-bazi ta’ dan li ntqal hawn fuq, jekk l-ewwel Zewg sessjonijiet it-tnejn ikunu pozittivi
ghas-CD86 u/jew it-tnejn ikunu pozittivi ghas-CD54, it-tbassir h-CLAT jitgies POZITTIV
u ma jkunx hemm bzonn li ssir it-tielet sessjoni. B’'mod simili, jekk l-ewwel Zewg
sessjonijiet ikunu negattivi ghaz-zewg markaturi, it-tbassir h-CLAT jitqies NEGATTIV
(b’kunsiderazzjoni dovuta tad-dispozizzjonijiet tal-paragrafu 30) minghajr il-bzonn tat-
tielet sessjoni. Madankollu, jekk 1-ewwel zewg sessjonijiet ma jkunux jagblu ghal tal-anqas
wiehed mill-markaturi (CD54 jew CD86), ikun hemm bzonn tat-tielet sessjoni u t-tbassir
finali jkun ibbazat fuq ir-rizultat tal-maggoranza tat-tliet sessjonijiet individwali (jigifieri 2
minn 3). F’dan ir-rigward, ta’ min jinnota li jekk isiru zewg sessjonijiet indipendenti u
wahda minnhom biss tkun pozittiva ghas-CD86 (minn hawn ’il quddiem imsejha P1) u 1-
ohra tkun pozittiva biss ghas-CD54 (minn hawn ’il quddiem imsejha P2), ikun hemm
bzonn li ssir it-tielet sessjoni. Jekk din it-tielet sessjoni tkun negattiva ghaz-zewg markaturi
(minn hawn ’il quddiem imsejha N), it-tbassir h-CLAT jitqies NEGATTIV. Min-naha -
ohra, jekk it-tielet sessjoni tkun pozittiva ghal wiehed mill-markaturi (P jew P2) jew ghaz-
zewg marktaturi (minn hawn ’il quddiem imsejha P12), t

Figura 1: Mudell tat-tbassir uzat fil-metodu h-CLAT. Tbassir h-CLAT ghandu jitqies fil-kuntest ta’ IATA
u skont id-dispozizzjoni tal-paragrafi 7 u 8 fl-Introduzzjoni generali.
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L-ewwel L-ewwel
Zewg Zewqg
- I i P e P o L Lt
v \ 4 A
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P,&P, P,&P,
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It-tielet
Y A 4 l i
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P,& P,&P, P,& N&N
PIZ& P12& N P1& PZ& N
P;,& P, &N
P,&P,& N
P,& P,& N
v v ) 4 v
POZITTIVA NEGATTIVA POZITTIVA NEGATTIVA

Pi: sessjoni b’CD86 pozittiv biss; P2; sessjoni b’CD54 pozittiv biss; P12: sessjoni b’CD86 kif ukoll CD54 pozittivi; N:
sessjoni minghajr CD86 u CD54 pozittivi.

*[1-kaxex juru t-tahlitiet rilevanti tar-rizultati mill-ewwel zewg sessjonijiet, indipendentement mill-ordni 1i fiha jistghu
jinkisbu.

"ll-kaxex juru t-tahlitiet rilevanti ta’ rizultati mit-tliet sessjonijiet fuq il-bazi tar-rizultati miksuba fl-ewwel Zewg
sessjonijiet murija fil-kaxxa ta’ hawn fuq, izda ma jirriflettux 1-ordni i fiha jistghu jinkisbu.

28. Ghas-sustanzi kimi¢i tat-test imbassra bhala POZITTIVI bl-h-CLAT, b’mod fakultattiv
jistghu jigu determinati zewg valuri tal-Konc¢entrazzjonijiet Effettivi (EC), 1-EC150 ghas-
CD86 u I-EC200 ghas-CD54, jigifieri 1-konc¢entrazzjoni li fiha s-sustanzi kimici tat-test
jindu¢éu RFI ta’ 150 jew ta’ 200. Dawn il-valuri tal-EC potenzjalment jistghu
jikkontribwixxu ghall-valutazzjoni tal-potenza tas-sensitizzazzjoni (9) meta jintuzaw
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f’approc¢i integrati bhall-IATA (4) (5) (6) (7) (8). Dawn jistghu jigu kkalkolati bl-
ekwazzjonijiet li gejjin:

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

EC200 (for CD54) = Beone + [(200 — Brppy/(Arpr — Brer) X (Acone — Beone)l
fejn

Aconc hi 1-anqas konc¢entrazzjoni £ ug/ml bl-RFI > 150 (CD86) jew 200 (CD54)
Beone hi 1-oghla konéentrazzjoni fpug/ml bl-RFI < 150 (CD86) jew 200 (CD54)
Agrgyr hi I-RFI fl-anqas konéentrazzjoni bl-RFI > 150 (CD86) jew 200 (CD54)

Brrr hi I-RFT fl-oghla konéentrazzjoni bl-RFI < 150 (CD86) jew 200 (CD54)

Ghall-fini ta’ derivazzjoni aktar preciza tal-valuri tal-EC150 u tal-EC200, jistghu jkunu
mehtiega tliet sessjonijiet indipendenti ghall-kejl tal-espressjoni tas-CD86/CD54. Imbaghad
l-valuri finali tal-EC150 u tal-EC200 jigu determinati bhala l-valur medjan tal-ECs
ikkalkolati mit-tliet sessjonijiet indipendenti. Meta tnejn biss mit-tliet sessjonijiet
indipendenti jissodisfaw il-kriterji ghall-pozittivita (ara l-paragrafi 26-27), tigi adottata 1-
oghla wahda mill-EC150 jew mill-EC200 taz-zewg valuri kkalkolati.

Kriterji ta’ accettazzjoni

29. Ghandhom jigu ssodisfati 1-kriterji ta’ accettazzjoni li gejjin meta jintuza l-metodu h-
CLAT (22) (27).

- Il-vijabbiltajiet tac-celloli tal-medium u l-kontrolli b’solvent/b’veikolu ghandhom ikunu
akbar minn 90 %.

- Fil-kontroll b’solvent/b’veikolu, il-valuri tal-RFI tas-CD86 kif ukoll tas-CD54 ma
ghandhomx jagbzu I-kriterji pozittivi (CD86 RFI > 150 % u CD54 RFI > 200 %). Il-valuri
tal-RFI tal-kontroll b’solvent/b’veikolu jigu kkalkolati bl-uzu tal-formula deskritta fil-
paragrafu 25 (“MFI tas-sustanza kimika” ghandha tigi sostitwita b’“MFI tas-solvent/tal-
veikolu”, u “MFI tas-solvent/tal-veikolu” ghandha tigi sostitwita b’*“MFI ta’ kontroll
(b’medium)”).

- Ghall-kontrolli b’medium kif ukoll dawk b’solvent/b’veikolu, il-proporzjon tal-MFTI tas-
CD86 kif ukoll tas-CD54 ghall-kontroll b’isotip ghandu jkun > 105 %.

- Fil-kontroll pozittiv (DNCB), il-valuri tal-RFI tas-CD86 kif ukoll tas-CD54 ghandhom
Jissodisfaw 1l-kriterji pozittivi (CD86 RFI > 150 u CD54 RFI > 200) u l-vijabbilta tac-
¢elloli ghandha tkun akbar minn 50 %.

- Ghas-sustanza kimika tat-test, 1l-vijabbilta ta¢-celloli ghandha tkun akbar minn 50 % f’tal-
anqas erba’ konc¢entrazzjonijiet ittestjati f’kull sessjoni.
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30. Ir-rizultati negattivi jkunu accettabbli biss ghal sustanzi kimi¢i tat-test 1i jesibixxu
vijabbilta ta¢-celloli ta’ anqas minn 90 % fl-oghla koncentrazzjoni ttestjata (jigifieri 1,2 x
CV75 skont l-iskema ta’ dilwizzjonijiet serjali deskritta fil-paragrafu 20). Jekk il-vijabbilta
tac-¢elloli £1,2 x CV75 tkun dags jew akbar minn 90 %, ir-rizultat negattiv ghandu jigi
injorat. F’dan il-kaz, hu rakkomandat li wiehed jipprova jirfina 1-ghazla tad-doza billi
jirrepeti d-determinazzjoni tas-CV75. Ta’ min jinnota li meta jintuzaw 5000 pg/ml f’salina
(gew f'medium jew {’solventi/veikoli ohra), 1000 pg/ml fDMSO jew l-oghla
kon¢entrazzjoni solubbli bhala I-kon¢entrazzjoni massimali tat-test ta’ sustanza kimika tat-
test, rizultat negattiv ikun ac¢¢ettabbli anki jekk il-vijabbilta tac¢-éelloli tkun akbar minn 90
%.

Rapport tat-test
31. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja.

Sustanza kimika tat-test

Sustanza monokostitwenti

- Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) IUPAC jew CAS, in-numru/i CAS, il-
kodi¢i SMILES jew InChl, il-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn;

- Id-dehra fizika, il-Log Kow, is-solubbilta fl-ilma, is-solubbilta fid-DMSO, il-piz
molekulari, u proprjetajiet fizikokimici rilevanti addizzjonali, meta jkunu disponibbli;

- Il-purita, I-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, ecc.;
- It-trattament qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (perezempju tishin, thin);

- Il-kon¢entrazzjoni(jiet) ittestjata/i;

- Il-kundizzjonijiet tal-hZin u l-istabbilta, sa fejn ikunu disponibbli;

- Gustifikazzjoni ghall-ghazla tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test;

Sustanza multikostitwenti, UVCB u tahlita

- Karatterizzazzjoni sa fejn possibbli, ez. bl-identita kimika (ara aktar ’il fuq), il-purita, 1-
okkorrenza kwantitattiva u l-proprjetajiet fizikokimici rilevanti tal-kostitwenti (ara aktar ’il
fuq) tal-kostitwenti, sa fejn ikunu disponibbli;

- Id-dehra fizika, is-solubbilta fl-ilma, is-solubbilta fid-DMSO u proprjetajiet fizikokimici
rilevanti addizzjonali, meta jkunu disponibbli;

b

- Il-piz molekulari jew 1il-piz molekulari apparenti fil-kaz ta’ tahlitiet/polimeri

b’kompozizzjonijiet maghrufin jew informazzjoni ohra rilevanti ghat-twettiq tal-istudju;

- Trattament qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (perezempju tishin, thin);
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Il-kon¢entrazzjoni(jiet) ittestjata/i;
II-kundizzjonijiet tal-hzin u l-istabbilta, sa fejn ikunu disponibbli;

Gustifikazzjoni ghall-ghazla tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test;

Kontrolli

Kontroll pozittiv

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (Jew ismijiet) JUPAC jew CAS, imn-numru/t CAS, il-
kodi¢i SMILES jew InChl, il-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn;

Id-dehra fizika, il-Log Kow 1s-solubbilta fl-ilma, is-solubbilta fid-DMSQO, il-piz molekulari,
u proprjetajiet fizikokimic¢i rilevanti addizzjonali, meta jkunu disponibbli u fejn
applikabbli;

[l-purita, I-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, ec¢.;
It-trattament gabel l-ittestjar, jekk applikabbli (perezempju tishin, thin);
Il-konc¢entrazzjoni(jiet) ittestjata/i;

[I-kundizzjonijiet tal-hzin u l-istabbilta, sa fejn ikunu disponibbli;

Referenza ghar-rizultati stori¢i tal-kontroll pozittiv li juru kriterji xierqa ta’ accettazzjoni

tas-sessjoni, jekk applikabbli.

Kontroll negattiv u b’solvent/b’veikolu

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (Jew ismijiet) IUPAC jew CAS, in-numru/i CAS, il-
kodi¢i SMILES jew InChl, il-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn;

Il-purita, I-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, ec¢.;

Id-dehra fizika, is-solubbilta fl-ilma, 1l-piz molekulari, u proprjetajiet fizikokimi¢i rilevanti
addizzjonali f’kaz li jintuza solvent/veikolu ichor li ma jkunx fost dawk imsemmijin fil-
Linja Gwida tat-Test u sa fejn ikunu disponibbli;

[I-kundizzjonijiet tal-hzin u l-istabbilta, sa fejn ikunu disponibbli;

Gustifikazzjoni ghall-ghazla tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test;

1l-kundizzjonijiet tat-test

L-isem u l-indirizz tal-isponser, tal-facilita tat-test u tad-direttur tal-istudju;
Deskrizzjoni tat-test uzat;

II-linja ta’ ¢elloli uzata, il-kundizzjonijiet tal-hzin u s-sors taghha (ez. il-facilita mnejn
inkisbet);
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- I¢-¢itometrija tal-fluss uzata (ez. il-mudell), inkluzi l-issettjar tal-istrumenti, il-globulina, 1-
antikorpi u I-markatur tac¢-Citotossi¢ita uzat;

- Il-pro¢edura uzata biex tintwera l-profi¢jenza tal-laboratorju fit-twettiq tat-test bl-ittestjar
ta’ sustanzi ta’ profi¢jenza, u l-proc¢edura uzata biex tintwera prestazzjoni riproducibbli tat-
test maz-zmien, ez. data storika tal-kontroll u/jew data storika tal-kontrolli tar-reattivita.

Kriterji ta’ accettazzjoni tat-test

- Il-valuri tal-vijabbilta taé-Celloli, tal-MFI u tal-RFI miksuba bil-kontroll
b’solvent/b’veikolu meta mqabbla mal-meded ta’ accettazzjoni;

- Il-valuri tal-vijabbilta ta¢-celloli u tal-RFI miksuba bil-kontroll pozittiv meta mqabbla
mal-meded ta’ accettazzjoni;

- Il-vijabbilta tac-celloli tal-konéentrazzjonijiet ittestjati kollha tas-sustanza kimika tat-test.

ll-procedura tat-test
- In-numru ta’ sessjonijiet uzati;

- Il-konéentrazzjonijiet tas-sustanza kimika, l-applikazzjoni u I-hin ta’ esponiment uzat
(ekk ikun differenti minn dak rakkomandat)

- Id-durata tal-esponiment (jekk tkun differenti minn dik rakkomandata);
- Deskrizzjoni tal-kriterji ta’ evalwazzjoni u de¢izjoni uzati;

- Deskrizzjoni ta’ kwalunkwe modifika tal-procedura tat-test.

Ir-rizultati

- Tabulazzjoni tad-data, inkluzi s-CV75 (jekk applikabbli), il-valuri geometrici tal-MFI, tal-
RFI u tal-vijabbilta tac-celloli, il-valuri tal-EC150/EC200 (jekk applikabbli) miksuba
ghas-sustanza kimika tat-test u ghall-kontroll pozittiv f’kull sessjoni, u indikazzjoni tal-
klassifikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test skont il-mudell tat-tbassir;

- Deskrizzjoni ta’ kull osservazzjoni rilevanti ohra osservata, jekk applikabbli.

Diskussjoni tar-rizultati

- Diskussjoni tar-rizultati miksubin bil-metodu h-CLAT;

- Kunsiderazzjoni tar-rizultati tat-test fil-kuntest ta’ [ATA, jekk ikun hemm informazzjoni
rilevanti ofira disponibbli.

Konkluzjonijiet

458



D060575/02

DOKUMENTAZZJONI

(1) Ashikaga T, Yoshida Y, Hirota M, Yoneyama K, Itagaki H, Sakaguchi H,
Miyazawa M, Ito Y, Suzuki H, Toyoda H. (2006). Development of an in
vitro skin sensitization test using human cell lines: The human Cell Line
Activation Test (h-CLAT) 1. Optimization of the h-CLAT protocol. Toxicol.
In Vitro 20, 767-773.

(2) Miyazawa M, Ito Y, Yoshida Y, Sakaguchi H, Suzuki H. (2007). Phenotypic
alterations and cytokine production in THP-1 cells in response to allergens.
Toxicol. In Vitro 21, 428-437.

(3) EC EURL-ECVAM (2013). Recommendation on the human Cell Line
Activation Test (h-CLAT) for skin sensitisation testing. Accessibbli fuq:
https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/eurl-ecvam-recommendations

(4) Takenouchi O, Fukui S, Okamoto K, Kurotani S, Imai N, Fujishiro M,
Kyotani D, Kato Y, Kasahara T, Fujita M, Toyoda A, Sekiya D, Watanabe
S, Seto H, Hirota M, Ashikaga T, Miyazawa M. (2015). Test battery with the
human cell line activation test, direct peptide reactivity assay and DEREK
based on a 139 chemical data set for predicting skin sensitizing potential and
potency of chemicals. J Appl Toxicol. 35, 1318-1332.

(5) Hirota M, Fukui S, Okamoto K, Kurotani S, Imai N, Fujishiro M, Kyotani
D, Kato Y, Kasahara T, Fujita M, Toyoda A, Sekiya D, Watanabe S, Seto H,
Takenouchi O, Ashikaga T, Miyazawa M. (2015). Evaluation of
combinations of in vitro sensitization test descriptors for the artificial neural
network-based risk assessment model of skin sensitization. J Appl Toxicol.
35, 1333-1347.

(6) Bauch C, Kolle SN, Ramirez T, Fabian E, Mehling A, Teubner W, van
Ravenzwaay B, Landsiedel R. (2012). Putting the parts together: combining

in vitro methods to test for skin sensitizing potencials. Regul Toxicol
Parmacol. 63, 489-504.

(7) Van der Veen JW, Rorije E, Emter R, Natch A, van Loveren H, Ezendam J.
(2014). Evaluating the performance of integrated approaches for hazard
identification of skin sensitizing chemicals. Regul Toxicol Pharmacol. 69,
371-379.

(8) Urbisch D, Mehling A, Guth K, Ramirez T, Honarvar N, Kolle S,
Landsiedel R, Jaworska J, Kern PS, Gerberick F, Natsch A, Emter R,
Ashikaga T, Miyazawa M, Sakaguchi H. (2015). Assessing skin sensitization
hazard in mice and men using non-animal test methods. Regul Toxicol
Parmacol. 71, 337-351.

459



D060575/02

(9) Jaworska JS, Natsch A, Ryan C, Strickland J, Ashikaga T, Miyazawa M.
(2015). Bayesian integrated testing strategy (ITS) for skin sensitization
potency assessment: a decision support system for quantitative weight of
evidence and adaptive testing strategy. Arch Toxicol. 89, 2355-2383.

(10) Strickland J, Zang Q, Kleinstreuer N, Paris M, Lehmann DM, Choksi N,
Matheson J, Jacobs A, Lowit A, Allen D, Casey W. (2016). Integrated
decision strategies for skin sensitization hazard. J Appl Toxicol. DOI
10.1002/jat.3281.

(11) Nukada Y, Ashikaga T, Miyazawa M, Hirota M, Sakaguchi H, Sasa H,
Nishiyama N. (2012). Prediction of skin sensitization potency of chemicals
by human Cell Line Activation Test (h-CLAT) and an attempt at classifying
skin sensitization potency. Toxicol. In Vitro 26, 1150-60.

(12) EC EURL ECVAM (2015). Re-analysis of the within and between
laboratory reproducibility of the human Cell Line Activation Test (h-
CLAT). Accessibbli fuq: https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/eurl-ecvam-
recommendations/eurl-ecvam-recommendation-on-the-human-cell-line-
activation-test-h-clat-for-skin-sensitisation-testing

(13) EC EURL ECVAM (2012). human Cell Line Activation Test (h-CLAT)
Validation Study Report Accessibbli fug: https://eurl-
ecvam.jre.ec.europa.eu/eurl-ecvam-recommendations

(14) Takenouchi O, Miyazawa M, Saito K, Ashikaga T, Sakaguchi H. (2013).
Predictive performance of the human Cell Line Activation Test (h-CLAT)

for lipophilic with high octanol-water partition coefficients. J. Toxicol. Sci.
38, 599-609.

(15) Ashikaga T, Sakaguchi H, Sono S, Kosaka N, Ishikawa M, Nukada Y,
Miyazawa M, Ito Y, NishiyamaN, Itagaki H. (2010). A comparative
evaluation of in vitro skin sensitisation tests: the human cell-line activation
test (h-CLAT) versus the local lymph node assay (LLNA). Altern. Lab.
Anim. 38, 275-284.

(16) Fabian E., Vogel D., Blatz V., Ramirez T., Kolle S., Eltze T., van
Ravenzwaay B., Oesch F., Landsiedel R. (2013). Xenobiotic metabolizin
enzyme activities in cells used for testing skin sensitization in vitro. Arch
Toxicol 87, 1683-1969.

(17) Okamoto K, Kato Y, Kosaka N, Mizuno M, Inaba H, Sono S, Ashikaga T,
Nakamura T, Okamoto Y, Sakaguchi H, Kishi M, Kuwahara H, Ohno Y.
(2010). The Japanese ring study of a human Cell Line Activation Test (h-
CLAT) for predicting skin sensitization potential (6™ report): A study for

460



D060575/02

evaluating oxidative hair dye sensitization potential using h-CLAT. AATEX
15, 81-88.

(18) DB-ALM (INVITTOX) (2014). Protocol 158: human Cell Line Activation
Test (h-CLAT), 23pp. Accessibbli fuq: http://ecvam-dbalm.jrc.ec.curopa.eu/

(19) Mizuno M, Yoshida M, Kodama T, Kosaka N, Okamato K, Sono S,
Yamada T, Hasegawa S, Ashikaga T, Kuwahara H, Sakaguchi H, Sato J, Ota
N, Okamoto Y, Ohno Y. (2008). Effects of pre-culture conditions on the
human Cell Line Activation Test (h-CLAT) results; Results of the 4th
Japanese inter-laboratory study. AATEX 13, 70-82.

(20) Sono S, Mizuno M, Kosaka N, Okamoto K, Kato Y, Inaba H, , Nakamura
T, Kishi M, Kuwahara H, Sakaguchi H, Okamoto Y, Ashikaga T, Ohno Y.
(2010). The Japanese ring study of a human Cell Line Activation Test (h-
CLAT) for predicting skin sensitization potential (7 report): Evaluation of
volatile, poorly soluble fragrance materials. AATEX 15, 89-96.

(21) OECD (2005). Guidance Document No 34 on The Validation and
International Acceptance of New or Updated Test Methods for Hazard
Assessment. OECD Series on Testing and Assessment. Organizzazzjoni
ghall-Kooperazzjoni u 1-1zvilupp Ekonomici, Parigi, Franza, 2005, 96 pp.

(22) OECD (2012). The Adverse Outcome Pathway for Skin Sensitisation
Initiated by Covalent Binding to Proteins. Part 1: Scientific Evidence. Series
on  Testing and  Assessment No  168.  Disponibbli  fuq:
http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/?cote=E
NV/IM/MONO(2012)10/PART1&docLanguage=En

(23) In-Nazzjonijiet Uniti (2013) Globally Harmonized System of Classification
and Labelling of Chemicals (GHS). Fifth revised edition. New York &
Geneva: United Nations Publications. ISBN: 978-92-1-117006-1.
Disponibbli fuq:
http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs_rev05/05files e.html

(24) ECETOC (2003). Contact sensitization: Classification according to
potency. European Centre for Ecotoxicology & Toxicology of Chemicals
(Technical Report No 87).

(25) Ashikaga T, Sakaguchi H, Okamoto K, Mizuno M, Sato J, Yamada T,
Yoshida M, Ota N, Hasegawa S, Kodama T, Okamoto Y, Kuwahara H,
Kosaka N, Sono S, Ohno Y. (2008). Assessment of the human Cell Line
Activation Test (h-CLAT) for Skin Sensitization; Results of the First
Japanese Inter-laboratory Study. AATEX 13, 27-35.

461



D060575/02

Appendi¢i 1.1
DEFINIZZJONIJIET

AKkKkuratezza: Il-qrubija fil-livell ta’ gbil bejn ir-rizultati tat-test u l-valuri referenzjarji
accettati. Hi kejl tal-prestazzjoni tat-test u wiched mill-aspetti ta’ rilevanza. Spiss it-terminu
Jintuza b’mod alternanti ma’ “konkordanza” biex ifisser il-proporzjon ta’ rizultati korretti ta’
test (21).

AOP (Passagg tal-Ezitu Avvers): seckwenza ta’ avvenimenti mill-istruttura kimika ta’
sustanza kimika fil-mira jew grupp ta’ sustanzi kimici simili permezz tal-avveniment ta’
inizjazzjoni molekulari ghal ezitu ta’ interess in vivo (22).

Sustanzi kimic¢i: Sustanza jew tahlita

CV75: Il-konéentrazzjoni stmata li turi vijabbilta tac-celloli ta’ 75 %.

EC150: il-kon¢entrazzjonijiet 1i juru I-valuri tal-RFI ta’ 150 fl-espressjoni ta” CD86
EC200: 1l-kon¢entrazzjonijiet li juru I-valuri tal-RFI ta’ 200 fl-espressjoni ta’ CD54

Citometrija tal-fluss: teknika citometrika li fiha ¢-celloli sospizi fi fluwidu jiffluwixxu
wahda, wahda permezz ta’ fokus ta’ dawl tal-e¢itament, 1i jitferrex f"'mudelli karatteristi¢i
ghac-celloli u ghall-komponenti taghhom; ic-Celloli spiss jigu tikkettati b’markaturi
fluworexxenti biex id-dawl l-ewwel jigi assorbit imbaghad jinheles fi frekwenzi differenti.

Periklu: Proprjeta inerenti ta’ agent jew ta’ sitwazzjoni li ghandha l-potenzjal 1i tikkawza
effetti avversi meta organizmu, sistema jew (sub)popolazzjoni jigu esposti ghal dak 1-agent.

IATA (Approcé Integrat ghall-Ittestjar u 1-Valutazzjoni): Approc¢ strutturat uzat ghall-
identifikazzjoni ta’ perikli (potenzjal), ghall-karatterizzazzjoni tal-perikli (potenza) u/jew
ghall-valutazzjoni tas-sikurezza (potenzjal/potenza u esponiment ) ta’ sustanza kimika jew
ta’ grupp ta’ sustanzi kimici, li jintegra b’mod strutturat u jizen id-data rilevanti kollha biex
Jinforma decizjoni regolatorja dwar il-periklu u/jew ir-riskju u/jew il-htiega potenzjali ghal
ittestjar immirat ulterjuri li, ghaldagstant, ikun minimu.

Kontroll b’medium: Replika mhux ittrattata li fiha I-komponenti kollha ta’ sistema tat-test.
Dan il-kampjun jigi processat b’kampjuni ttrattati bis-sustanza kimika tat-test u kampjuni
tal-kontroll ohrajn biex jigi determinat jekk is-solvent/il-veikolu jkollux interazzjoni mas-
sistema tat-test.

Tahlita: Tahlita jew soluzzjoni msawra minn Zewg sustanzi jew aktar.

Sustanza monokostitwenti: Sustanza, definita mill-kompozizzjoni kwantitattiva taghha, 1i
fiha kostitwent ewlieni wiehed ikun prezenti ghal tal-anqas 80 % (w/w).
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Sustanza multikostitwenti: Sustanza, definita mill-kompozizzjoni kwantitattiva taghha, i
fiha aktar minn kostitwent ewlieni wiched ikunu prezenti f’konc¢entrazzjoni > 10 % (w/w) u
< 80 % (w/w). Sustanza multikostitwenti hi r-rizultat ta’ process tal-manifattura. Id-
differenza bejn tahlita u sustanza multikostitwenti hi li tahlita tinkiseb bl-amalgamar ta’
zewg sustanzi jew aktar minghajr reazzjoni kimika. Sustanza multikostitwenti hi r-rizultat
ta’ reazzjoni kimika.

Kontroll pozittiv: Replika li jkun fiha l-komponenti kollha ta’ sistema tat-test u trattata
b’sustanza li jkun maghruf li tikkawza rispons pozittiv. Biex jigi zgurat li l-varjabbilta fir-
rispons tal-kontroll pozittiv tul iz-Zmien tkun tista’ tigi vvalutata, id-daqgs tar-rispons pozittiv
ma ghandux ikun eccessiv.

Preapteni: sustanzi kimi¢i li jsiru sensitizzaturi permezz ta’ trasformazzjoni abijotika

Proapteni: sustanzi kimici i jehtigu attivazzjoni enzimatika biex jehilsu l-potenzjal ta’
sensitizzazzjoni tal-gilda

Intensita relattiva tal-fluworexxenza (RFI): Valuri relattivi tal-intensitd medja
geometrika tal-fluworexxenza (MFI) f’celloli trattati bis-sustanza kimika meta mgabbla
mal-MFI f’¢elloli trattati b’solvent/b’veikolu.

Rilevanza: Deskrizzjoni tar-relazzjoni tat-test ghall-effett ta’ interess u jekk huwiex
sinifikanti u utli ghal skop partikolari. Din tiddetermina kemm it-test ghandu l-hila jkejjel
jew ibassar b’mod korrett l-effett bijologiku ta’ interess. Ir-rilevanza tinkorpora I-
kunsiderazzoni tal-akkuratezza (konkordanza) ta’ test (21).

Affidabbilta: Kejlijiet ta’ kemm test jista’ jitwettaq b’mod riproducibbli fil-laboratorji u
bejn il-laboratorji tul iz-zmien, meta jitwettaq billi jintuza l-istess protokoll. Din tigi
evalwata billi tkun ikkalkolata r-riproducibbbilta fl-istess u bejn il-laboratorarji u r-
ripetibbilta fl-istess laboratorju (21).

Sessjoni: Sessjoni tikkonsisti f’sustanza kimika tat-test wahda jew aktar ittestjata flimkien
ma’ kontroll negattiv u ma’ kontroll b’solvent/b’veikolu.

Sensittivita: Il-proporzjon tas-sustanzi kimici pozittivi/attivi kollha li huma klassifikati kif
suppost mit-test. Hi kejl tal-pre¢izjoni ghal test i jipproduc¢i rizultati kategori¢i, u hi
kunsiderazzjoni importanti fil-valutazzjoni tar-relevanza ta’ test (21).

Bafer tat-tilwin: Salina baferjata b’fosfat li fiha 0,1 % albumina tas-serum tal-bovini.

Kontroll b’solvent/b’veikolu: Kampjun mhux trattat li fih il-komponenti kollha ta’ sistema
tat-test hlief tas-sustanza kimika tat-test, izda li jinkludi s-solvent/il-veikolu li jintuza.
Jintuza biex jigi stabbilit ir-rispons tal-linja bazi ghall-kampjuni trattati bis-sustanza kimika
tat-test dissolta jew dispersa stabbliment fl-istess solvent/veikolu. Meta jigi ttestjat ma’
kontroll b’medium konkorrenti, dan il-kampjun juri wkoll jekk is-solvent/il-veikolu jkollux
interazzjoni mas-sistema tat-test.
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Spedificita: Il-proporzjon tas-sustanzi kimic¢i negattivi/inattivi kollha 1i huma klassifikati kif
suppost mit-test. Hi kejl tal-precizjoni ghal test li jipproduéi rizultati kategori¢i, u hi
kunsiderazzjoni importanti fil-valutazzjoni tar-relevanza ta’ test (14).

Sustanza: Element kimiku u [-komposti tieghu fl-istat naturali jew mislut minn kwalunkwe
process ta’ produzzjoni, li jinduci kull addittiv necessarju ghall-prezervazzjoni tal-istabbilta
tieghu u kwalunkwe impurita li tirrizulta mill-pro¢ess uzat, izda bl-eskluzjoni ta’ kull
solvent li jista’ jkun separat minghajr ma tkun effettwata l-istabbilta tas-sustanza jew
minghajr ma tinbidel il-kompozizzjoni taghha.

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata permezz ta’ dan il-
metodu.

Is-Sistema Globalment Armonizzata tal-Klassifikazzjoni u l-Ittikettar ta’ Sustanzi
Kimi¢i tan-Nazzjonijiet Uniti (GHS tan-NU): Sistema li tipproponi l-klassifikazzjoni tas-
sustanzi kimi¢i (sustanzi u tahlitiet) skont it-tipi u l-livelli standardizzati ta’ perikli fizi¢i,
sanitarji u ambjentali, u tindirizza l-elementi ta’ komunikazzjoni korrispondenti, bhal
pittogrammi, kliem ta’ twissija, dikjarazzjonijiet ta’ periklu, dikjarazzjonijiet ta’
prekawzjoni u skedi ta’ data dwar 1s-sikurezza, biex jitwassal taghrif dwar l-effetti avversi
bil-ghan li n-nies ikunu protetti (inkluzi min ihaddem, il-haddiema, it-trasportaturi, il-
konsumaturi u min jintervjeni f’emergenza) u l-ambjent (23).

UVCB: sustanzi ta’ kompozizzjoni varjabbli jew mhux maghrufa, prodotti jew materjali
bijologi¢i b’reazzjoni kumplessa.

Test validu: Test meqjus i ghandu bizzejjed rilevanza u affidabbilta ghal skop specifiku u
li hu bbazat fuq principji xjentifi¢i sodi. Test qatt ma jkunx validu f’sens assolut, izda biss
b’rabta ma’ skop definit (21).
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Appendici 1.2

SUSTANZI TA’ PROFICJENZA

Qabel l-uzu ta’ rutina tat-test deskritt f"dan 1-Appendiéi tal-metodu ta’ ttestjar B.71, il-
laboratorji ghandhom juru profi¢jenza teknika billi jiksbu b’mod korrett it-tbassir mistenni
tal-h-CLAT ghall-10 sustanzi rakkomandati fit-Tabella 1 u billi jiksbu l-valuri tas-CV70,
tal-EC150 u tal-EC200 1i jaqghu fi hdan il-medda ta’ referenza rispettiva ghal tal-anqas 8
mill-10 sustanzi ta’ profi¢jenza. Is-sustanzi ta’ profi¢jenza ntghazlu biex jirrapprezentaw il-
firxa ta’ risponsi ghal perikli ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda. Kriterji tal-ghazla ohra kienu i s-
sustanzi jkunu disponibbli kummer¢jalment, u li jkun hemm disponibbli data ta’ riferiment
in vivo ta’ kwalita gholja kif ukoll data in vitro ta’ kwalita gholja bil-metodu h-CLAT.
Barra minn hekk, hemm data ta’ riferiment ippubblikata disponibbli ghall-metodu h-CLAT

() (14).

Tabella 1: Sustanzi rakkomandati biex tintwera profi¢jenza teknika bil-metodu h-CLAT

Rizultati tal-h- Rizultati tal-h-
Medda ta’ CLAT CLAT
. . Stat . . . | Riferiment ghal CD86 ghal CD54
Sustanzi ta’ Profi¢jenza CASRN fizika Thassir in vivo ta’ CV75 (Medda ta’ (Medda ta’
ug/ml? Riferiment Riferiment
ta’ EC150 fpg/ml)? |ta’ EC200 £pg/ml)?
.. . - Sensitizzatur Pozittiv Pozittiv
2,4-Dinitroklorobenzen 97-00-7 Solidu (estrem) 2-12 (0.5-10) (0.5-15)
- - - - Sensitizzatur Pozittiv Negattiv
4-Fenilenediammina 106-50-3 Solidu (b’sahhtu) 5-95 (<40) (>1,5)
L . Sensitizzatur Pozittiv Pozittiv
Sulfat tan-nikil 10101-97-0 Solidu (moderat) 30-500 (<100) (10-100)
Lo . Sensitizzatur Negattiv Pozittiv
2-Merkaptbenzotjazol 149-30-4 Solidu (moderat) 30-400 10)’ (10-140)
. - Sensitizzatur Negattiv Pozittiv
+)- 7.
R(+)-Limonen 5989-27-5 | Likwidu (dghajjef) >20 (>5) (<250)
T . Sensitizzatur Pozittiv Pozittiv
Urea tal-imidazolidinil 39236-46-9 Solidu (dghajef) 25-100 (20-90) (20-75)
S Mhux Negattiv Negattiv
Isopropanol. 67-63-0 Likwidu sensitizzatur >5000 (>5000) (>5000)
.. - Mhux Negattiv Negattiv
Glicerol 56-81-5 Likwidu sensitizzatur >5000 (>5000) (>5000)
.- . - Mhux Negattiv Negattiv
Acidu lattiku 50-21-5 Likwidu sensitizzatur 1500-5000 (>5000) (>5000)
. } .. . Mhux Negattiv Negattiv
4-a¢idu aminobenzojku 150-13-0 Solidu sensitizzatur >1000 (>1000) (>1000)

Abbrevjazzjonijiet: RN tas-CAS = Numru tar-Registru tas-Servizz tat-Tagsiriet tas-Sustanzi Kimic¢i

1 It-tbassir tal-periklu (u tal-potenza) in vivo hu bbazat fuq data tal-LLNA (3) (14). Il-potenza in vivo tinkiseb bl-uzu tal-
kriterji proposti mill-ECETOC (24).

2 Fuqil-bazi tal-valuri storici osservati (13) (25).
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3 Storikament, maggoranza tar-rizultati negattivi nkisbet ghal dan il-markatur u, ghalhekk, hu primargjament mistenni

rizultat negattiv. Il-medda pprovduta giet definita fuq il-bazi tal-ftit rizultati pozittivi  stori¢i osservati. F’kaz 1i jinkiseb
rizultat pozittiv, il-valur tal-EC ghandu jkun fi hdan il-medda ta’ riferiment rapportata.
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Appendici 2

SENSITIZZAZZJONI TAL-GILDA IN VITRO: IT-TEST TA’ ATTIVAZZJONI TAL-LINJA
TA’> CELLOLI U937 (U-SENS™)

KUNSIDERAZZJONUJIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

1.

It-test U-SENS™ jikkwantifika t-tibdil fl-espressjoni ta’ markatur tas-superficje tac-celloli
asso¢jat mal-process ta’ attivazzjoni tal-monociti u tac-Celloli dendriti¢i (DC) (jigifieri
CD86), fil-linja ta’ celloli tal-linfoma istjo¢itika umana U937, wara esponiment ghas-
sensitizzaturi (1). Il-livelli ta’ espressjoni mkejla tal-markatur tas-superfi¢je tac-celloli
CDS86 fil-linja ta’ ¢elloli U937 imbaghad jintuzaw ghas-sostenn tad-diskriminazzjoni bejn
1s-sensitizzaturi tal-gilda u n-nonsensitizzaturi.

It-test U-SENS™ gic evalwat fi studju tal-validazzjoni (2) koordinat minn L.’Oreal u wara
sarlu riezami bejn il-pari indipendenti mill-Kumitat Xjentifiku Konsultattiv (ESAC) tal-
Laboratorju ta’ Riferiment tal-Unjoni Ewropea ghall-Alternattivi ghall-Ittestjar fuq 1-
Annimali (EURL ECVAM) (3). B’kunsiderazzjoni tal-evidenza disponibbli kollha u tal-
Input mir-regolaturi u mill-partijiet ikkoncernati, il-U-SENS™ kien rakkomandat mill-
EURL ECVAM (4) biex jintuza bhala parti minn IATA b’sostenn tad-diskriminazzjoni
bejn is-sensitizzaturi u n-nonsensitizzaturi ghall-fini ta’ klassifikazzjoni u ta’ tikkettar tal-
perikli. Fid-dokument ta’ gwida taghha dwar ir-rapportar ta’ approc¢éi strutturata ghall-
integrazzjoni tad-data u ghas-sorsi ta’ informazzjoni individwali uzati fi hdan IATA ghas-
sensitizzazzjoni tal-gilda, bhalissa 1-OECD qed tiddiskuti numru ta’ studji tal-kaz li
jiddeskrivu strategiji ta’ ttestjar u mudelli ta’ tbassir differenti. Wiehed mill-approc¢i
definiti differenti hu bbazat fuq l-assagg U-SENS (5). Ezempji tal-uzu ta’ data ta’ U-
SENS™ flimkien ma’ informazzjoni ohra, inkluza data storika u data umana valida
ezistenti (6), huma rapportati wkoll f’postijiet ohra fid-dokumentazzjoni (4) (5) (7).

. It-test U-SENS™ wera li kien trasferibbli ghal-laboratorji esperjenzati f’tekniki tal-koltura

ta¢-¢elloli u fl-analizi ta¢c-Citometrija tal-fluss. Il-livell ta’ riproducibbbilta fil-previzjonijiet
li jistghu jkunu mistennija mit-test hu fl-ordni ta” 90 % u 84 % fi hdan il-laboratorji u bejn
il-laboratorji, rispettivament (8). Ir-rizultati ggenerati fl-istudju ta’ validazzjoni (8) u fi
studji ppubblikati ohra (1) b’mod generali jindikaw li, meta mqgabbla mar-rizultati tal-
LLNA, l-akkuratezza fid-distinzjoni tas-sensitizzaturi tal-gilda (jigifieri Kat. 1 tal-GHS
tan-NU/tas-CLP) min-nonsensitizzaturi hi ta’ 86 % (N=166) b’sensittivita ta’ 91 %
(118/129) u bi specificitda ta’ 65 % (24/37). Meta mqabbla mar-rizultati umani, I-
akkuratezza fid-distinzjoni tas-sensitizzaturi tal-gilda (jigifieri Kat. 1 tal-GHS tan-NU/tas-
CLP) min-nonsensitizzaturi hi ta’ 77 % (N=101) b’sensittivita ta’ 100 % (58/58) u bi
specificita ta’ 47 % (20/43). Il-previzjonijiet ta’ negattivi foloz imgabbla mal-LLNA bil-U-
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SENS™ ghandhom probabbilta akbar 1i jikkon¢ernaw sustanzi kimi¢i i juru potenza baxxa
sa moderata tas-sensitizzazzjoni tal-gilda (jigifieri s-subkategorija 1B tal-GHS tan-NU/tas-
CLP) minn sustanzi kimi¢i li juru potenza gholja tas-sensitizzazzjoni tal-gilda (jigifieri s-
subkategorija 1A tal-GHS tan-NU/tas-CLP) (1) (8) (9). Mehuda kollha f’daqqa, din 1-
informazzjoni tindika l-utilita tat-test U-SENS™  biex jikkontribwixxi ghall-
identifikazzjoni tal-perikli ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda. Madankollu, il-valuri tal-
akkuratezza moghtija hawnhekk ghall-U-SENS™ bhala test wahdu huma indikattivi biss
peress li t-test ghandu jigi kkunsidrat flimkien ma’ sorsi ohra ta’ informazzjoni fil-kuntest
ta’ JATA u skont id-dispozizzjonijiet tal-paragrafi 7 u 8 fl-Introduzzjoni generali. Barra
minn hekk, meta jigu evalwati metodi mhux fuq l-annimali ghas-sensitizzazzjoni tal-gilda,
ta’ min jiftakar li t-test LLNA kif ukoll testijiet ohra fuq l-annimali jaf ma jirriflettux is-
sitwazzjoni shiha fil-bniedem.

. Fuq il-bazi tad-data disponibbli bhalissa, intwera li t-test U-SENS™ kien applikabbli ghal
sustanzi kimici tat-test (inkluzi ingredjenti kozmetici, ez. preservattivi, tensjoattivi, attivi,
koloranti) li jkopru firxa ta’ gruppi funzjonali organi¢i, ta’ proprjetajiet fizikokimici, ta’
potenza ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda (kif determinata fi studji in vivo) u tal-ispettru ta’
mekkanizmi ta’ reazzjoni maghruf li jkunu asso¢jati ma’ sensitizzazzjoni tal-gilda (jigifieri
accettatur ta’ Michael, formazzjoni bazi ta’ Schiff, agent ta’ trasferiment tal-acil,
sostituzzjoni nukleofilika bimolekultari [SN2], jew sostituzzjoni aromatika nukleofilika
[SNATr]) (1) (8) (9) (10). It-test U-SENS™ hu applikabbli ghal sustanzi kimici tat-test li
huma solubbli jew li jifformaw dispersjoni stabbli (jigifieri kollojde jew sospensjoni li fiha
s-sustanza kimika tat-test ma tistabbilixxix ruhha u lanqas ma tissepara mis-solvent/mill-
veikolu f’fazijiet differenti) f’solvent/veikolu xieraq (ara l-paragrafu 13). Sustanzi kimi¢i
fis-sett tad-data rapportat bhala preapteni (jigifieri sustanzi attivati b’ossidazzjoni) jew
proapteni (jigifieri sustanzi li jehtiegu attivazzjoni enzimatika, perezempju permezz tal-
enzimi P450) tbassru kif suppost mill-U-SENS™ (1) (10). Sustanzi li jinterferixxu mal-
membrana jistghu jwasslu ghal rizultati pozittivi foloz minhabba Zieda mhux specifika ta’
espressjoni ta’ CD86, hekk kif tlieta minn seba’ pozittivi foloz relatati mal-klassifikazzjoni
ta’ riferiment in vivo kienu tensjoattivi (1). B’hekk, rizultati pozittivi b’tensjoattivi
ghandhom jigu kkunsidrati bil-galbu filwaqt li rizultati negattivi b’tensjoattivi xorta wahda
jistghu jintuzaw b’sostenn tal-identifikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test bhala mhux
sensitizzatur. Is-sustanzi kimici tat-test fluworexxenti jistghu jigu vvalutati bil-U-SENS™
(1), izda sustanzi kimici tat-test fluworexxenti b’sahhithom li jehilsu l-istess tul ta” mewga
bhal istjo¢janat tal-fluworexxeina (FITC) jew bhala jodur tal-propidju (PI), jinterferixxu
mad-detezzjoni Citometrika tal-fluss u b’hekk ma jistghux jigu evalwati kif suppost bl-uzu
ta’ antikorpi konjugati tal-FITC (negattiv falz potenzjali) jew bl-uzu tal-PI (il-vijabbilta ma
tistax titkejjel). F’kaz bhal dan, antikorpi ohra taggjati bi fluworokromu jew markaturi ohra
ta¢-Citotossicita, rispettivament, jistghu jintuzaw dment li jkun jista’ jintwera li jipprovdu
rizultati simili bhall-antikorpi taggjati bl-FITC jew 1l-PI (ara l-paragrafu 18), ez. bl-ittestjar
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tas-sustanzi ta’ profi¢jenza fl-Appendi¢i 2.2. Fid-dawl ta’ dan ta’ hawn fuq, ir-rizultati
pozittivi b’tensjoattivi u r-rizultati negattivi b’sustanzi kimici tat-test fluworexxenti
b’sahhithom ghandhom jigu interpretati fil-kuntest tal-limitazzjonijiet iddikjarati u
flimkien ma’ sorsi ohra ta’ informazzjoni fi hdan il-kuntest tal-IATA. F’kazijiet li fihom
ikun hemm evidenza 1i turi n-nuqqas ta’ applikabbilta tat-test U-SENS™ ghal kategoriji
specific¢i ohra ta’ sustanzi kimici tat-test, dan ma ghandux jintuza ghal dawk il-kategoriji
specifici.

5. Kif deskritt aktar ’il fuq, it-test U-SENS™ isostni d-diskriminazzjoni bejn is-sensitizzaturi
tal-gilda u n-nonsensitizzaturi. Madankollu, ghandu 1-potenzjal li jikkontribwixxi ghall-
valutazzjoni tal-potenza ta’ sensitizzazzjoni ukoll meta jintuza f’approc¢i integrati bhall-
IATA. Minkejja dan, hemm bzZonn li jsir aktar xoghol, idealment fuq il-bazi ta’ data mill-
bniedem, biex jigi stabbilit kif ir-rizultati tal-U-SENS™ jistghu jinformaw valutazzjoni tal-
potenza.

6. Id-definizzjonijiet huma pprovduti fl-Appendi¢i 2.1.

PRINCIPJU TAT-TEST

7. Tt-test U-SENS™ hu assagg in vitro li jikkwantifika t-tibdiliet fl-espressjoni tal-markaturi
tas-superfi¢je tac-celloli CD86 fuq linja ta’ ¢elloli tal-linfoma istjoc¢itika umana, i¢-celloli
U937, wara esponiment ghal 45+3 sighat ghas-sustanza kimika tat-test. Il-markatur tas-
superfi¢cje CD86 hu markatur tipiku minnhom tal-attivazzjoni tal-U937. Is-CD86 hu
maghruf bhala molekula kostimolatorja 1i tista’ timita 1-attivazzjoni monocitika, 1i taqdi
rwol kritiku fil-primazzjoni tac¢-celloli-T. It-tibdiliet fl-espressjoni tal-markaturi tas-
superficje tac-celloli CD86 jitkejlu b’citometrija tal-fluss wara tilwin tac-celloli,
tipikament b’antikorpi tikkettati (bl-FITC) tal-istjo¢janat tal-fluworexxeina. Il-kejl tac-
Citotossicita jsir fl-istess hin ukoll (ez. bl-uzu tal-PI) biex jigi vvalutat jekk s-
sovraregolazzjoni tal-espressjoni tal-markaturi tas-superficje tac-celloli CD86 issehhx
f’konéentrazzjonijiet subcitotossi¢i. L-indi¢i ta’ stimolazzjoni (S.I.) tal-markatur tas-
superfi¢je tac-¢elloli mqgabbel mal-kontroll b’solvent/b’veikolu hu kkalkolat u jintuza fil-
mudell tat-tbassir (ara l-paragrafu 19), b’sostenn tad-diskriminazzjoni bejn is-sensitizzaturi
u n-nonsensitizzaturi.

WIRI TAL-PROFICJENZA

8. Qabel ma juzaw it-test deskritt f’dan I-Appendici tal-metodu ta’ ttestjar B.71 bhala rutina,
il-laboratorji ghandhom juru l-profi¢jenza teknika billi juzaw 1-10 Sustanzi ta’ Profi¢jenza
elenkati fl-Appendi¢i 11 f’konformitd mal-Prattiki Tajba tal-Metodi in vitro (11). Barra
minn hekk, I-utenti tat-test ghandhom izommu bazi ta’ data storika tad-data generata bil-
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kontrolli tar-reattivita (ara l-paragrafu 11) u bil-kontrolli pozittivi u b’solvent/b’veikolu
(ara l-paragrafi 15-16), u juzaw din id-data biex jikkonfermaw ir-riproducibbilta tat-test
fil-laboratorju taghhom tinzamm maz-zmien.

PROCEDURA

9.

Dan it-test hu bbazat fuq il-protokoll nru 183 (12) tal-U-SENS™ DataBase service on
AlLternative Methods to animal experimentation (DB-ALM). Ghandhom jithaddmu I-
Proceduri Operatorji Standard (SOP) meta jigi implimentat u meta jintuza t-test U-SENS™
fil-laboratorju. Tista’ tintuza sistema awtomatizzata biex isir il-U-SENS™ jekk ikun jista’
jintwera li din tipprovdi rizultati simili, perezempju bl-ittestjar tas-sustanzi ta’ profi¢jenza
fl-Appendi¢i 2.2. Din li gejja hi deskrizzjoni tal-komponenti u tal-proc¢eduri ewlenin ghat-
test U-SENS™,

Thejjija ta¢-celloli

10. Il-linja ta’ ¢elloli tal-linfoma istjocitika umana, U937 (13), ghandha tintuza ghat-twettiq

11.

tat-test U-SENS™, I¢-¢elloli (klonu CRL1593.2) ghandhom jinkisbu minn bank ta¢-celloli
kwalifikat sew, bhall-American Type Culture Collection.

Ie-celloli U937 huma kolturati £°37°C f°5 % COz u atmosfera umidifikata f'medium
RPMI-1640 supplimentat b’10 % serum tal-ghoggicla fetali (FCS), 2 mM L-glutammina,
100 unita/ml penicillina u 100 pg/ml streptomic¢ina (medium komplut). I¢-¢elloli U937 jigu
passaggati bhala rutina kull jumejn/tlieta bid-densita ta’ 1,5 jew 3 x 10° ¢elloli/ml,
rispettivament. Id-densita ta¢-¢elloli ma ghandhiex tagbez it-2 x 10° ¢elloli/ml u 1-
vijabbilta tac-celloli mkejla bl-eskluzjoni tal-blu tirpan ghandha tkun > 90 % (ma
ghandhiex tigi applikata fl-ewwel passagg wara t-tahlil). Qabel ma jintuzaw ghall-ittestjar,
kull lott ta’ ¢elloli, ta” FCS jew ta’ antikorp ghandu jigi kwalifikat billi jsir kontroll tar-
reattivita. Il-kontroll tar-reattivita tac-Celloli ghandu jsir bl-uzu tal-kontroll pozittiv, 1-a¢idu
pikrilsulfoniku (2,4,6-Trinitro-benzen-a¢idu sulfoniku: TNBS) (CASRN 2508-19-2, > 99
% purita), u l-kontroll negattiv, acidu lattiku (LA) (CASRN 50-21-5, > 85 % purita), tal-
anqas gimgha wara t-tahlil. Ghall-kontroll tar-reattivita, ghandhom jigu ttestjati sitt
koncentrazzjonijiet finali ghal kull wiehed miz-2 kontrolli (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75,
100pg/ml u LA: 1, 10, 20, 50, 100, 200pg/ml). TNBS solubilizzat f"medium komplut
ghandu jipprodué¢i rispons pozittiv u relatat mal-koncentrazzjoni tas-CD86 (ez. meta
koné¢entrazzjoni pozittiva, S.I. tas-CD86 > 150, tkun segwita minn konéentrazzjoni b’S.I.
tas-CD86 li jibga’ jizdied), u LA solubilizzat f’medium komplut ghandu jipprodu¢i rispons
negattiv tas-CD86 (ara l-paragrafu 21). Hu biss il-lott ta’ ¢elloli 1i jghaddi mill-kontroll tar-
reattivita darbtejn li ghandu jintuza ghall-assagg. 1¢-celloli jistghu jigu propagati sa seba’
gimghat wara li jinhallu. In-numru tal-passagg ma ghandux jagbez il-21. Il-kontroll tar-
reattivita ghandu jsir skont il-proceduri deskritti fil-paragrafi 18-22.
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Ghall-ittestjar, i¢-¢elloli U937 jinzerghu f’densitd ta’ 3 x 10° ¢gelloli/ml jew 6 x 10°
¢elloli/ml, u jigu prekolturati fi flasks tal-koltura ghal jumejn jew ghal jum (1),
rispettivament. Jistghu jintuzaw kundizzjonijiet prekolturati ohra differenti minn dawk
deskritti hawn fuq jekk tigi pprovduta raguni xjentifika sufficjenti u jekk ikun jista’
jintwera li dawn jipprovdu rizultati simili, perezempju bl-ittestjar tas-sustanzi ta’
profi¢jenza fl-Appendici 2.2. Fil-jum tal-ittestjar, i¢-celloli migbura mill-flask tal-koltura
jergghu jigu sospizi b’medium tat-tkabbir frisk £5 x 10° ¢elloli/ml. Imbaghad, i¢-¢elloli
jitqassmu fi pjastra b’qiegh ¢att b’96 bwejra b’100 pl (densita finali ta¢c-celloli ta’ 0,5 x
10° ¢elloli/bwejra).

Thejjija tas-sustanzi kimici tat-test u tas-sustanzi tal-kontroll

13.

14.

Il-valutazzjoni tas-solubbilta ssir gabel l-ittestjar. Ghal dan 1-ghan, is-sustanzi kimici tat-
test jigu dissolti jew dispersi b’mod stabbli f’konc¢entrazzjoni ta’ 50 mg/ml f'medium
komplut bhala s-solvent tal-ewwel ghazla jew id-dimetil sulfossidu (DMSO, > 99 %
purita) bhala s-solvent/il-veikolu tat-tieni ghazla jekk is-sustanza kimika tat-test ma tkunx
solubbli fis-solvent/fil-veikolu tal-medium komplut. Ghall-ittestjar, is-sustanza kimika tat-
test tigi dissolta sa konc¢entrazzjoni finali ta’ 0,4 mg/ml f"medium komplut jekk is-sustanza
kimika tkun solubbli f’dan is-solvent/il-veikolu. Jekk is-sustanza kimika tkun solubbli
DMSO biss, is-sustanza kimika tigi dissolta f’konéentrazzjoni ta’ 50 mg/ml.
Solventi/veikoli ohra li mhumiex dawk deskritti hawn fuq jistghu jintuzaw jekk tigi
pprovduta raguni xjentifika sufficjenti. L-istabbilta tas-sustanza kimika tat-test fis-
solvent/fil-veikolu finali ghandha tigi kkunsidrata.

Is-sustanzi kimi¢i tat-test u s-sustanzi tal-kontroll jithejjew dakinhar tal-ittestjar. Minhabba
li ma jsirx assagg ta’ individwazzjoni tad-doza, ghall-ewwel sessjoni ghandhom jigu
ttestjati sitt koncentrazzjonijiet finali (1, 10, 20, 50, 100 u 200 pg/ml) fis-solvent/fil-
veikolu korrispondenti f"'medium komplut jew inkella f medium ta’ 0,4 % DMSO. Ghas-
sessjonijiet sussegwenti, b’bidu miz-0,4 mg/ml f'medium komplut jew b’50 mg/ml
’DMSO, is-soluzzjonijiet tas-sustanzi kimici tat-test, tal-anqas jithejjew 4 soluzzjonijiet
ghall-uzu (jigifieri tal-anqas 4 koncentrazzjonijiet) bl-uzu tas-solvent/tal-veikolu
korrispondenti. Is-soluzzjonijiet ghall-uzu finalment jintuzaw ghat-trattament billi jizdied
volum ugwali ta’ sospensjoni ta¢-¢elloli U937 (ara 1-paragrafu 11 aktar ’il fuq) mal-volum
tas-soluzzjoni ghall-uzu fil-pjastra biex tinkiseb dilwizzjoni ulterjuri ta’ darbtejn (12). 11-
koné¢entrazzjonijiet (tal-anqas erba’ koncentrazzjonijiet) ghal kwalunkwe sessjoni ulterjuri
jintghazlu fuq il-bazi tar-rizultati individwali tas-sessjonijiet preéedenti kollha (8). Il-
koncentrazzjonijiet finali utilizzabbli huma ta’ 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 u 200 pg/ml. I1-koncentrazzjoni
finali massima hi ta’ 200 pg/ml. Fil-kaz li jigi osservat valur pozittiv tas-CD86 f°1 pg/ml,
0,1 ng/ml tigi evalwata biex tinstab il-koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test 11 ma
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tinduc¢ix 1s-CD86 f’livell oghla mil-limitu pozittiv. Ghal kull sessjoni, 1-EC150
(kon¢entrazzjoni li fiha sustanza kimika tilhaq il-limitu pozittiv ta’ CD86 ta’ 150 %, ara 1-
paragrafu 19) tigi kkalkolata jekk jigi osservat rispons pozittiv ghall-kon¢entrazzjoni tas-
CD86. Meta s-sustanza kimika tat-test tinduci rispons pozittiv ghas-CD86 li ma jkunx
relatat mal-koncentrazzjoni, il-kalkolu tal-EC150 jaf ma jkunx rilevanti kif deskritt fil-
protokoll nru 183 (12) tad-DB-ALM tal-U-SENS™, Ghal kull sessjoni, is-CV70
(koncentrazzjoni li fiha sustanza kimika tilhaq il-limitu ta’ Citotossicita ta’ 70 %, ara 1-
paragrafu 19) tigi kkalkolata kull fejn possibbli (12). Biex jigi investigat l-effett tar-rispons
ghal koncentrazzjoni ta’ zieda fis-CD86, kwalunkwe konéentrazzjoni mill-
konc¢entrazzjonijiet utilizzabbli ghandha tinghazel ezatt f'nofs 1[-EC150 (jew l-oghla
konc¢entrazzjoni mhux citotossika negattiva tas-CD86) u s-CV70 (jew l-oghla
konéentrazzjoni awtorizzata, jigifieri 200 pg/ml). Tal-anqas ghandhom jigu ttestjati 4
kon¢entrazzjonijiet ghal kull sessjoni b’tal-anqas zewg koncentrazzjonijiet li jkunu komuni
ghas-sessjoni(jiet) precedenti, ghall-finijiet ta’ tqabbil.

15. Il-kontroll b’solvent/b’veikolu uzat fit-test U-SENS™ hu medium komplut (ghal sustanzi
kimic¢i tat-test solubilizzati jew dispersi b’mod stabbli) (ara l-paragrafu 4) jew 0,4 %

DMSO f'medium komplut (ghal sustanzi kimici tat-test solubilizzati jew dispersi b’mod
stabbli fid-DMSO).

16. Tl-kontroll pozittiv uzat fit-test U-SENS™ hu TNBS (ara l-paragrafu 11), imhejji f medium
komplut. TNBS ghandu jintuza bhala 1-kontroll pozittiv ghall-kejl tal-espressjoni ta’ CD86
f’konéentrazzjoni wahda finali fil-pjastra (50 pg/ml) li trendi > 70 % tal-vijabbilta ta¢-
¢elloli. Biex tinkiseb koncentrazzjoni ta’ 50 pg/ml ta’ TNBS fil-pjastra, soluzzjoni
ewlenija ta’ 1 M (jigifieri 293 mg/ml) ta’ TNBS f’'medium komplut tithejja u tkompli tigi
dilwita ghal 2930 darba b’medium komplut ghal soluzzjoni ghall-uzu ta’ 100 pg/ml. L-
ac¢idu lattiku (LA, CAS 50-21-5) ghandu jintuza bhala I-kontroll negattiv 2200 pg/ml
solubilizzat f’'medium komplut (minn soluzzjoni ewlenija ta’ 0,4 mg/ml). F’kull pjastra ta’
kull sessjoni, jithejjew tliet repliki ta’ kontroll mhux trattat ta’ medium komplut, ta’
kontroll b’solvent/b’veikolu, u ta’ kontrolli negattivi u pozittivi (12). Jistghu jintuzaw
kontrolli pozittivi xierqa ohra jekk ikun hemm data storika disponibbli biex jigu derivati
kriterji ta’ accettazzjoni ta’ sessjonijiet komparabbli. Il-kriterji ta’ accettazzjoni tas-
sessjoni huma l-istess bhal dawk deskritti ghas-sustanza kimika tat-test (ara 1-paragrafu
12).

Applikazzjoni tas-sustanzi kimici tat-test u tas-sustanzi tal-kontroll
17. Il-kontroll b’solvent/b’veikolu jew is-soluzzjonijiet ghall-uzu deskritti fil-paragrafi 14-16
jithalltu 1:1 (v/v) mas-sospensjonijiet tac-celloli mhejjija fil-pjastra b’qiegh catt b’96
bwejra (ara l-paragrafu 12). Imbaghad il-pjastri trattati jigu inkubati ghal 4543 siegha
°37°C £°5 % CO2. Qabel l-inkubazzjoni, il-pjastri jigu ssigillati b’membrana
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semipermeabbli, biex jigu evitati evaporazzjoni ta’ sustanzi kimici tat-test volatili u
kontaminazzjoni kroé¢jata bejn ¢elloli trattati bis-sustanzi kimic¢i tat-test (12).

Tilwin tac¢-celloli

18. Wara esponiment ghal 4543 siegha, i¢-celloli jigu trasferiti fi pjastra ghall-mikrotitragg
forma ta’ V u jingabru b’¢entfigurazzjoni. L-interferenza tas-solubbilta hi definita bhala
kristalli jew taqtiriet osservati taht il-mikroskopju 45 + 3 sighat wara t-trattament (qabel it-
tilwin tac-éelloli). Is-supernatanti jintremew u ¢-Celloli li jifdal jinhaslu darba b 100 pl
salina baferjata tal-fosfat (PBS) kiesha silg li jkun fiha 5 % serum tal-ghoggiela fetali
(bafer tat-tilwin). Wara ¢-Centrifugrazzjoni, i¢-¢elloli jergghu jigu sospizi b’100 ul bafer
tat-tilwin u jitlewnu b’5 ul (ez. 0,25 pg) antikorpi anti-CD86 tikkettati bl-FITC jew tal-
IgG1 (isotip) tal-grieden £°4°C ghal 30 min protetti mid-dawl. Ghandhom jintuzaw 1-
antikorpi deskritti fil-protokoll nru 183 tad-DB-ALM ta’ U-SENS™ (12) (ghal CD86: BD-
PharMingen #555657 Klonu: Fun-1, jew Caltag/Invitrogen # MHCD8601 Klonu: BU63; u
ghal IgG1; BD-PharMingen #555748, jew Caltag/Invitrogen # GM4992). Fuq il-bazi tal-
esperjenza tal-izviluppaturi tat-test, l-intensita tal-fluworexxenza tal-antikorpi normalment
tkun konsistenti bejn lottijiet differenti. Kloni ohra jew fornitur iehor tal-antikorpi li
jghaddu mill-kontroll tar-reattivita jistghu jintuzaw ghall-assagg (ara l-paragrafu 11).
Madankollu, I-utenti jistghu jikkunsidraw it-titrazzjoni tal-antikorpi fil-kundizzjonijiet tal-
laboratorju taghhom stess biex jiddefinixxu l-ahjar konéentrazzjoni ghall-uzu. Tista’
tintuza sistema ohra ta’ identifikazzjoni, ez. antikorpi anti-CD86 taggjati bil-
fluworokromu, jekk jista’ jintwera li din tipprovdi rizultati simili bhall-antikorpi konjugati
bl-FITC, perezempju bl-ittestjar tas-sustanzi ta’ profi¢jenza fl-Appendi¢i 2.2. Wara 1-hasil
b’100 pl bafer tat-tilwin darbtejn u darba b’100 pl PBS kiesha silg, i¢-¢elloli jergghu jigu
sospizi f"PBS kiesha silg (ez. 125 pl ghal kampjuni li jigu analizzati manwalment tubu,
tubu, jew 50 ul bl-uzu ta’ pjastra tal-awtokampjunar) u tizdied soluzzjoni tal-PI
(konéentrazzjoni finali ta’ 3 pg/ml). Jistghu jintuzaw markaturi ohra ta¢-¢itotossicita, bhal
7-Amminoactinomi¢ina D (7-AAD) jew Tripan blu jekk it-tilwin alternattiv ikun jista’
jintwera 1i jipprovdi rizultati simili bhall-PI, perezempju bl-ittestjar tas-sustanzi ta’
profi¢jenza fl-Appendici 2.2.

Analizi tac-¢itometrija tal-fluss

19. Il-livell ta’ espressjoni tas-CD86 u l-vijabbilta tac-celloli jigu analizzati bl-uzu tac-
¢itometrija tal-fluss. I¢c-celloli jintwerew fi hdan dot plot tad-daqs (FSC) u tal-granularita
(SSC) stabbilita ghall-iskala log biex tigi identifikata bi¢-car il-popolazzjoni fl-ewwel gate
R1 ujigu eliminati I-fdalijiet. Jinkiseb total fil-mira ta’ 10 000 cellola fil-gate R1 ghal kull
bwejra. I¢-¢elloli mill-istess gate R1 jintwerew fi hdan dot pot FL3 jew FL4 / SSC. I¢-
¢elloli vijabbli jigu delineati billi titgieghed it-tieni gate R2 li taghzel il-popolazzjoni tac-
¢elloli negattivi ghall-jodur tal-propidju (kanal FL.3 jew FL4). Il-vijabbilta ta¢-celloli tista’
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tigi kkalkolata bl-uzu tal-ekwazzjoni 1i gejja mill-programm ta’ analizi tac-¢itometru. Meta
1-vijabbilta ta¢c-celloli tkun baxxa, ikunu jistghu jinkisbu sa 20 000 ¢ellola inkluzi ¢-¢elloli
mejtin. Inkella, id-data tista’ tinkiseb ghal minuta wahda wara t-tnedija tal-analizi.

Numru ta’celloli hajjin

Vijabbilta ta¢ — celloli = 100

Number totali ta’celloli miksubin

Imbaghad il-percentwal ta’ ¢elloli pozittivi ghall-FL1 jitkejjel fost dawn i¢-Celloli vijabbli li
jkunu gew gated fl-R2 (fi hdan 1-R1). L-espressjoni tas-superficje tac-celoli tas-CD86 tigi
analizzata f°dot plot FL1 / SSC li tkun gated fuq ¢elloli vijabbli (R2).

popolazzjoni ewlenija biex il-kontrolli tal-medium komplut ikollhom IgG1 fi hdan 1z-Zona
fil-mira ta’ 0,6 sa 0,9 %.

L-interferenza tal-kulur hi definita bhala ¢aqliq tad-dot plot tal-IgG1 tikkettat bl-FITC (S.I.
Geo Medju tal-FL1 tal-IgG1 > 150 %).

L-indi¢i ta’ stimolazzjoni (S.1.) tas-CD86 ghac-¢elloli tal-kontrolli (mhux trattati jew 70,4
% DMSO) u ghac¢-¢elloli trattati b’sustanza kimika jigi kkalkolat skont 1-ekwazzjoni li gejja:

% tac—celloli trattati bis—CD86% —% tac—celloli trattati bl-IgG1*
% tac—celloli tal—kontroll bis—CD861—% tac—celloli tal-kontroll bl-1gG1t

S.I.=

x 100

% tac-celloli tal-kontroll mhux trattati bl-IgG1": imsejjah bhala l-percentwal tac¢-celloli
IgG1 pozittivi ghall-FL1 definiti bil-markatur tal-analizi (medda accettata ta’ > 0,6 % u <
1,5 %, ara l-paragrafu 22) fost i¢-celloli mhux trattati vijabbli.

% ta¢-celloli tal-kontroll/trattati bl-IgG17/CD86": imsejjah il-percentwal ta’ c¢elloli
IgG1/CD86 pozittivi ghall-FL1 imkejjel minghajr ma ji¢¢aqlaq il-markatur tal-analizi fost
ic-celloli tal-kontroll/trattati vijabbli.

DATA U RAPPORTAR

Evalwazzjoni tad-data

20. ll-parametri 1i gejjin huma kkalkolati fit-test U-SENS™: Il-valur tas-CV70, jigifieri
koncentrazzjoni li turi 70 % tas-sopravivenza ta¢-celloli U937 (30 % ¢itotossicitd) u 1-valur
tal-EC150, jigifieri 1-kon¢entrazzjoni li fiha s-sustanzi kimici tat-test jinducu indici ta’
stimolazzjoni (S.1.) tas-CD86 ta’ 150 %.

Is-CV70 hi kkalkolata b’interpolazzjoni lineari tal-log bl-uzu tal-ekwazzjoni li gejja:
CV70=Cl+[(V1-70)/(V1-V2)*(C2-Cl)]

Fen:
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V1 hu l-valur minimu tal-vijabbilta tac-celloli oghla minn 70 %
V2 hu I-valur massimu tal-vijabbilta ta¢-celloli angas minn 70 %

Cl u C2 huma l-koncentrazzjonijiet li juru l-valur tal-vijabbilta tac-celloli V1 u V2
rispettivament.

% Vijabbilta (Medja)

g v Doza (pg/mL)
Cl CV70 2

Jistghu jintuzaw approcci ohra biex tinkiseb is-CV70 dment li jintwera li dawn ma jkollhom
ebda impatt fuq ir-rizultati (ez. bl-ittestjar tas-sustanzi ta’ profi¢jenza).

Is-EC150 hi kkalkolata b’interpolazzjoni lineari tal-log bl-uzu tal-ekwazzjoni li gejja:
EC150=C1 +[(150-S.L.1)/(S.12-S.I.1) *(C2 - C1)]

Fepn:

C1 hi l-oghla kon¢entrazzjoni f pg/ml b’CD86 S.I. < 150 % (S.I. 1)

C2 hi l-angas konéentrazzjoni £’ pug/ml b’CD86 S.1. > 150 % (S.1. 2)

CD86-1eG1 S.I.

S12 -t ;,g“'
150 —|—mmme e
S1I ~ o
!
P
I
I Doza (pg/mL)

Cl ECI50 C2

[l-valuri tal-EC150 u tas-CV70 jigu kkalkolati

ghal kull sessjoni: il-valuri individwali tal-EC150 u tas-CV70 jintuzaw bhala ghodod biex
jigi investigat 1-effett ta’ rispons ghall-konc¢entrazzjoni taz-zieda ta’ CD86 (ara I-paragrafu
14).

fuq il-bazi tal-vijabbiltajiet medji, tigi determinata s-CV70 generali (12),

fuq il-bazi tal-S.I. medju tal-valuri tas-CD86, I-EC150 generali tigi determinata ghas-
sustanza kimika tat-test prevista bhala POZITTIVA bil-U-SENS™ (ara l-paragrafu 21)

(12).
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Mudell ta’ tbassir

21. Ghall-kejl tal-espressjoni tas-CD86, kull sustanza kimika tat-test tigi ttestjata f’tal-anqas
erba’ koncentrazzjonijiet u f’tal-anqas zewg sessjonijiet indipendenti biex jinkiseb tbassir
wiehed (NEGATTIV jew POZITTIV).

- Il-konkluzjoni individwali ta’ sessjoni ta’ U-SENS™ titqies NEGATTIVA (minn hawn ’il
quddiem imsejha N) jekk 1-S.1. tas-CD86 ikun angas minn 150 % fil-kon¢entrazzjonijiet
mhux ¢itotossi¢i kollha (vijabbilta tac-celloli > 70 %) u jekk ma tigi osservata ebda
interferenza (Citotossicita, solubbilta: ara l-paragrafu 18 jew kulur: ara l-paragrafu 19
indipendentement mill-konéentrazzjonijiet mhux citotossi¢i 1i fihom tigi individwata 1-
interferenza. Fil-kazijiet 1-ohra kollha: S.I. ta” CD86 ta’ 150 % jew oghla u/jew
interferenzi osservati, il-konkluzjoni individwali ta’ sessjoni ta’ U-SENS™ titgies
Pozittiva (minn hawn ’il quddiem imsejha P).

- Thbassir ta’ U-SENS™ jitqies NEGATTIV jekk tal-anqas zewg sessjonijiet indipendenti
jigu negattivi (N) (Figura 1). Jekk l-ewwel zewg sessjonijiet it-tnejn ikunu negattivi (N),
it-tbassir ta> U-SENS™ jitgies NEGATTIV u ma jkunx hemm bzonn 1i ssir it-tielet
sessjoni.

- Tbassir ta’ U-SENS™ jitgies POZITTIV jekk tal-anqas zew¢ sessjonijiet indipendenti jigu
pozittivi (P) (Figura 1). Jekk l-ewwel zewg sessjonijiet it-tnejn ikunu pozittivi (P), it-
tbassir ta> U-SENS™ jitgies POZITTIV u ma jkunx hemm bzonn li ssir it-tielet sessjoni.

- Peress li ma jsirx assagg ta’ individwazzjoni tad-doza, hemm ec¢¢ezzjoni jekk, fl-ewwel
sessjoni, I-S.I. ta’ CD86 ikun 150 % jew akbar fl-oghla koncentrazzjoni mhux ¢itotossika
biss. Imbaghad is-sessjoni titgies MHUX KONKLUZIVA (NC), u konéentrazzjonijiet
addizzjonali (bejn l-oghla konéentrazzjoni minghajr ¢itotossi¢ita u l-anqas konéentrazzjoni
ta’ ¢itotossicita - ara l-paragrafu 20) ghandhom jigu ttestjati fsessjonijiet addizzjonali.
F’kaz li sessjoni tigi identifikata bhala NC, tal-anqas ghandhom isiru zewg sessjonijiet
addizzjonali, u r-raba’ sessjoni f’kaz li t-tieni u t-tielet sessjonijiet ma jkunux jagblu (N
u/jew P indipendentement) (Figura 1). Sessjonijiet ta’ segwitu jitqiesu pozittivi anki jekk
konc¢entrazzjoni cCitotossika wahda biss taghti CD86 ta’ 150 % jew aktar, peress li 1-
1ssettjar tal-koncentrazzjoni gie aggustat ghas-sustanza kimika tat-test specifika. It-tbassir
finali jkun ibbazat fuq ir-rizultat tal-maggoranza tat-tliet jew tal-erba’ sessjonijiet
individwali (jigifieri tnejn minn tlieta jew tnejn minn erbgha) (Figura 1).

Figura 1: Mudell ta’ tbassir uzat fit-test U-SENS™ Tbassir U-SENS™ ghandu jitgies fil-kuntest ta’ IATA
u skont id-dispozizzjoni tal-paragrafu 4 u tal-paragrafi 7, 8 u 9 tal-Introduzzjoni generali.
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L-ewwel L-ewwel
zewg zewg
y
NC&P
P& P N&N NC& N
N&P
P&N
\ 4
It-tielet
v \ 4 A 4
Mhux Mhux NC&P&P |S| NC&N&N NC&N &P
mehtiega t- mehtiega t- N&P&P N&P&N NC & P& N
P &N&P P&N&N -2
Ir-raba’
v ¥
Mhux Mhux A
. . o o
mehtiega r- mehtiega r- NC&N&P&P| | NC&N&P&N
NC& P& N &P NC& P& N &N
v v v VL Y v
POZITTIVA NEGATTIVA POZITTIVA NEGATTIVA POZITTIVA NEGATTIVA

N: Sessjoni b’ebda CD86 pozittiv jew interferenza osservati;

P: Sessjoni b’CD86 pozittiv jew interferenza/i osservati,

NC: Mhux Konkluziva. L-ewwel sessjoni b’Ebda Konkluzjoni meta s-CD86 ikun pozittiv fl-oghla

kon¢entrazzjoni mhux ¢itotossika biss;

#: Konkluzjoni individwali Mhux Konkluziva (NC) attribwita biss ghall-ewwel sessjoni twassal b’mod
awtomatiku ghall-htiega 1i ssir it-tielet sessjoni biex tintlahaq maggoranza ta’ konkluzjonijiet Pozittivi (P) jew
Negattivi (N) f’tal-angas zewg sessjonijiet indipendenti minn tlieta.

$: #Il-kaxex juru t-tahlitiet rilevanti ta’ rizultati mit-tliet sessjonijiet fuq il-bazi tar-rizultati miksuba fl-ewwel
zewg sessjonijiet murija fil-kaxxa ta’ hawn fuq.

°: #Il-kaxex juru t-tahlitiet rilevanti ta’ rizultati mill-erba’ sessjonijiet fuq il-bazi tar-rizultati miksuba fl-ewwel
tliet sessjonijiet murija fil-kaxxa ta’ hawn fuq.

Kriterji ta’ a¢cettazzjoni
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22. Ghandhom jigu ssodisfati l-kriterji ta’ accettazzjoni li gejjin meta jintuza t-test U-SENS™
(12).

- Fi1 tmiem il-perjodu ta’ esponiment ta’ 4543 sighat, il-vijabbilta medja tac-celloli U937
mhux trattati fi triplikat kellha tkun > 90 % u ma tigi osservata ebda deriva fl-espressjoni
tas-CD86. L-espressjoni bazali tas-CD86 ta’ ¢elloli U937 mhux trattati kellha taqa’ fi hdan
il-meddata’ > 2 % u <25 %.

- Meta jintuza DMSO bhala solvent, il-validita tal-kontroll b’veikolu DMSO tigi vvalutata
bil-kalkolu tal-S.I. ta’ DMSO meta mgabbel ma’ ¢elloli mhux trattati, u I-vijabbilta medja
tac-celloli triplikati kellha tkun > 90 %. Il-kontroll b’veikolu DMSO jkun validu jekk il-
valur medju tal-S.1. tas-CD86 fi triplikat tieghu jkun izghar minn 250 % tal-medja tal-S.1.
as-CD86 fi triplikat tac-celloli U937 mhux trattati.

- Is-sessjonijiet jitgiesu validi jekk tal-anqas tnejn minn tliet valuri tal-IgG1 tac¢-¢elloli U937
mhux trattati jaqghu fi hdan il-medda ta’ > 0,6 % u < 1,5 %.

- Il-kontroll negattiv (acidu lattiku) ittestjat b’mod konkorrenti jitqies validu jekk tal-anqas
tnejn mit-tliet repliki jkunu negattivi (S.I. tas-CD86 < 150 %) u mhux c¢itotossici
(vijabbilta tac-celloli > 70 %).

- Il-kontroll pozittiv (TNBS) jitqies validu jekk tal-anqas tnejn mit-tliet repliki jkunu
pozittivi (S.1. tas-CD86 > 150 %) u mhux ¢itotossici (vijabbilta tac-¢celloli > 70 %).

Rapport tat-test
23. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja.

Sustanza Kimika tat-Test

Sustanza monokostitwenti

- Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) [UPAC jew CAS, in-numru/i CAS, 1il-
kodi¢i SMILES jew InChl, 1l-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn;

- Id-dehra fizika, is-solubbiltd f'medium komplut, is-solubbiltd fid-DMSO, il-piz
molekulari, u proprjetajiet fizikokimi¢i rilevanti addizzjonali, meta jkunu disponibbli;

- Il-purita, I-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, ecc.;
- Trattament qgabel l-ittestjar, jekk applikabbli (perezempju tishin, thin);

- Il-koné¢entrazzjoni(jiet) ittestjata/i;

- Il-kundizzjonijiet tal-hzin u l-istabbilta, sa fejn ikunu disponibbli;

- Gustifikazzjoni ghall-ghazla tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test;
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Sustanza multikostitwenti, UVCB u tahlita:

Karatterizzazzjoni sa fejn possibbli, ez. bl-identita kimika (ara aktar ’il fuq), il-purita, 1-
okkorrenza kwantitattiva u l-proprjetajiet fizikokimici rilevanti tal-kostitwenti (ara aktar ’il
fuq) tal-kostitwenti, sa fejn ikunu disponibbili;

Id-dehra fizika, is-solubbilta f'medium komplut, is-solubbilta fid-DMSO, u proprjetajiet
fizikokimici rilevanti addizzjonali, meta jkunu disponibbli;

>

[l-piz molekulari jew il-piz molekulari apparenti fil-kaz ta’ tahlitiet/polimeri
b’kompozizzjonijiet maghrufin jew informazzjoni ohra rilevanti ghat-twettiq tal-istudju;

Trattament qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (perezempju tishin, thin);
II-kon¢entrazzjoni(jiet) ittestjata/i;
II-kundizzjonijiet tal-hzin u l-1stabbilta, sa fejn ikunu disponibbli;

Gustifikazzjoni ghall-ghazla tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test;

Kontrolli

Kontroll pozittiv

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) [IUPAC jew CAS, in-numru/i CAS, il-
kodi¢i SMILES jew InChl, il-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn;

Id-dehra fizika, is-solubbiltd fid-DMSQO, il-piz molekulari, u proprjetajiet fizikokimici
rilevanti addizzjonali, meta jkunu disponibbli u fejn applikabbli;

Il-purita, 1-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, ecc.;

Trattament gabel l-ittestjar, jekk applikabbli (perezempju tishin, thin);
Il-kon¢entrazzjoni(jiet) ittestjata/i;

[I-kundizzjonijiet tal-hzin u l-istabbiltd, sa fejn ikunu disponibbli;

Referenza ghar-rizultati stori¢i tal-kontroll pozittiv 1i juru kriterji xierqa ta’ ac¢cettazzjoni

tas-sessjoni, jekk applikabbli.

Kontroll negattiv u b’solvent/b’veikolu

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) [IUPAC jew CAS, in-numru/i CAS, il-
kodi¢i SMILES jew InChl, il-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn;

Il-purita, 1-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, ecc.;
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Id-dehra fizika, is-solubbilta fl-1lma, 1l-piz molekulari, u proprjetajiet fizikokimiéi rilevanti
addizzjonali f’kaz li jintuza solvent/veikolu ichor li ma jkunx fost dawk imsemmijin fil-
Linja Gwida tat-Test u sa fejn ikunu disponibbli;

[I-kundizzjonijiet tal-hzin u l-istabbilta, sa fejn ikunu disponibbli;

Gustifikazzjoni ghall-ghazla tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test;

Kundizzjonijiet tat-test

L-isem u l-indirizz tal-isponser, tal-facilita tat-test u tad-direttur tal-istudju;

Deskrizzjoni tat-test uzat;

[I-linja ta’ ¢elloli uzata, il-kundizzjonijiet tal-hzin u s-sors taghha (ez. il-facilitd mnejn
inkisbet);

I¢-¢itometrija tal-fluss uzata (ez. il-mudell), inkluzi l-issettjar tal-istrumenti, 1-antikorpi u
[-markatur ta¢-Citotossicita uzat;

Il-procedura uzata biex tintwera l-proficjenza tal-laboratorju fit-twettiq tat-test bl-ittestjar

ta’ sustanzi ta’ profi¢jenza, u l-pro¢edura uzata biex tintwera prestazzjoni riproducibbli tat-
test maz-zmien, ez. data storika tal-kontroll u/jew data storika tal-kontrolli tar-reattivita.

Kriterji ta’ Accettazzjoni tat-Test

Il-valuri tal-vijabbilta tac-celloli u tal-S.I. tas-CD86 miksuba bil-kontroll
b’solvent/b’veikolu meta mgabbla mal-meded ta’ a¢cettazzjoni;

[I-valuri tal-vijabbilta tac-celloli u tas-S.1. miksuba bil-kontroll pozittiv meta mqabbla mal-
meded ta’ accettazzjoni;

II-vijabbilta tac-celloli tal-koncentrazzjonijiet ittestjati kollha tas-sustanza kimika tat-test.

ll-procedura tat-test

In-numru ta’ sessjonijiet uzati;

Il-kon¢entrazzjonijiet tas-sustanza kimika, l-applikazzjoni u 1-hin ta’ esponiment uzat
(yekk ikun differenti minn dak rakkomandat)

Id-durata tal-esponiment;
Deskrizzjoni tal-kriterji ta’ evalwazzjoni u dec¢izjoni uzati;

Deskrizzjoni ta’ kwalunkwe modifika tal-procedura tat-test.

Ir-rizultati

Tabulazzjoni tad-data, inkluzi s-CV70 (jekk applikabbli), 1-S.1., il-valuri tal-vijabbilta ta¢-
¢elloli, il-valuri tal-EC150 (jekk applikabbli) miksuba ghas-sustanza kimika tat-test u
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ghall-kontroll pozittiv fkull sessjoni, u indikazzjoni tal-klassifikazzjoni tas-sustanza
kimika tat-test skont il-mudell tat-tbassir;

- Deskrizzjoni ta’ kull osservazzjoni rilevanti ohra osservata, jekk applikabbli.

Diskussjoni tar-Rizultati

- Diskussjoni tar-rizultati miksuba bit-test U-SENS™;

- Kunsiderazzjoni tar-rizultati tat-test fil-kuntest ta’ IATA, jekk ikun hemm informazzjoni
rilevanti ohra disponibbli.

Konkluzjonijiet
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Appendici 2.1
DEFINIZZJONIJIET

AKkKkuratezza: Il-qrubija fil-livell ta’ gbil bejn ir-rizultati tat-test u l-valuri referenzjarji
acc¢ettati. Hi kejl tal-prestazzjoni tat-test u wiched mill-aspetti ta’ rilevanza. Spiss it-terminu
Jintuza b’mod alternanti ma’ “konkordanza” biex ifisser il-proporzjon ta’ rizultati korretti ta’
test (14).

AQOP (Perkors tal-Ezitu Avvers): seckwenza ta’ avvenimenti mill-istruttura kimika ta’
sustanza kimika fil-mira jew grupp ta’ sustanzi kimici simili permezz tal-avveniment ta’
inizjazzjoni molekulari ghal ezitu ta’ interess in vivo (15).

Rispons ghall-konéentrazzjoni tas-CD86: Hemm dipendenza tal-konc¢entrazzjoni (jew
rispons ghall-konc¢entrazzjoni) meta konéentrazzjoni pozittiva (S.1. tas-CD86 > 150) tkun
segwita minn konéentrazzjoni b’S.L 1i jizdied tas-CD86.

Sustanzi kimi¢i: Sustanza jew tahlita
CV70: Il-kon¢entrazzjoni stmata li turi vijabbilta tac-celloli ta’ 70 %.

Deriva: Deriva hi definita i) mill-valur ikkoregut tal-%CD86" tar-replika tal-kontroll mhux
trattat 3 ikun anqas minn 50 % tal-medja tal-valur ikkoregut tal-%CD86" tar-repliki tal-
kontroll mhux trattat 1 u 2; u ii) mill-valur ikkoregut tal-%CD86" tar-replika tal-kontroll
negattiv 3 ikun anqas minn 50 % tal-medja tal-valur ikkoregut tal-%CD86" tar-repliki tal-
kontroll negattiv 1 u 2.

EC150: il-konc¢entrazzjonijiet stmati li juru 1-S.1. ta’ 150 % tal-espressjoni tas-CD86.

Citometrija tal-fluss: teknika ¢itometrika li fiha ¢-celloli sospizi fi fluwidu jiffluwixxu
wahda, wahda permezz ta’ fokus ta’ dawl tal-eCitament, li jitferrex f'mudelli karatteristi¢i
ghac-¢elloli u ghall-komponenti taghhom; i¢-Celloli spiss jigu tikkettati b’markaturi
fluworexxenti biex id-dawl lI-ewwel jigi assorbit imbaghad jinheles fi frekwenzi differenti.

Periklu: Proprjeta inerenti ta’ agent jew ta’ sitwazzjoni li ghandha I-potenzjal li tikkawza
effetti avversi meta organizmu, sistema jew (sub)popolazzjoni jigu esposti ghal dak l-agent.

TIATA (Approcc Integrat ghall-Ittestjar u I-Valutazzjoni): Approcc strutturat uzat ghall-
identifikazzjoni ta’ perikli (potenzjal), ghall-karatterizzazzjoni tal-perikli (potenza) u/jew
ghall-valutazzjoni tas-sikurezza (potenzjal/potenza u esponiment ) ta’ sustanza kimika jew
ta’ grupp ta’ sustanzi kimici, li jintegra b’mod strutturat u jizen id-data rilevanti kollha biex
jinforma decizjoni regolatorja dwar il-periklu u/jew ir-riskju u/jew il-htiega potenzjali ghal
ittestjar immirat ulterjuri li, ghaldagstant, ikun minimu.

Tahlita: Tahlita jew soluzzjoni msawra minn Zewg sustanzi jew aktar.
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Sustanza monokostitwenti: Sustanza, definita mill-kompozizzjoni kwantitattiva taghha, li
fiha kostitwent ewlieni wiehed ikun prezenti ghal tal-anqas 80 % (w/w).

Sustanza multikostitwenti: Sustanza, definita mill-kompozizzjoni kwantitattiva taghha, li
fiha aktar minn kostitwent ewlieni wiched ikunu prezenti f’konc¢entrazzjoni > 10 % (w/w) u
< 80 % (w/w). Sustanza multikostitwenti hi r-rizultat ta’ process tal-manifattura. Id-
differenza bejn tahlita u sustanza multikostitwenti hi li tahlita tinkiseb bl-amalgamar ta’
zewg sustanzi jew aktar minghajr reazzjoni kimika. Sustanza multikostitwenti hi r-rizultat
ta’ reazzjoni kimika.

Kontroll pozittiv: Replika li jkun fiha I-komponenti kollha ta’ sistema tat-test u trattata
b’sustanza li jkun maghruf li tikkawza rispons pozittiv. Biex jigi zgurat li 1-varjabbilta fir-
rispons tal-kontroll pozittiv tkun tista’ tigi vvalutata tul iz-zmien, id-daqs tar-rispons pozittiv
ma ghandux ikun e¢¢essiv.

Preapteni: sustanzi kimici li jsiru sensitizzaturi permezz ta’ trasformazzjoni abijotika, ez.
permezz ta’ ossidazzjoni.

Proapteni: sustanzi kimi¢i 1i jehtigu attivazzjoni enzimatika biex jehilsu l-potenzjal ta’
sensitizzazzjoni tal-gilda.

Rilevanza: Deskrizzjoni tar-relazzjoni tat-test ghall-effett ta’ interess u jekk huwiex
sinifikanti u utli ghal skop partikolari. Din tiddetermina kemm it-test ghandu I-hila jkejjel
jew ibassar b’mod korrett l-effett bijologiku ta’ interess. Ir-rilevanza tinkorpora I-
kunsiderazzjoni tal-akkuratezza (konkordanza) ta’ test (14).

Affidabbilta: Kejlijiet ta” kemm test jista’ jitwettaq b’mod riproducibbli fil-laboratorji u
bejn il-laboratorji tul iz-zmien, meta jitwettaq billi jintuza l-istess protokoll. Din tigi
evalwata billi tkun ikkalkolata r-riproducibbbilta fl-istess u bejn il-laboratorarji u r-
ripetibbilta fl-istess laboratorju (14).

Sessjoni: Sessjoni tikkonsisti f’sustanza kimika tat-test wahda jew aktar ittestjata flimkien
ma’ kontroll negattiv u ma’ kontroll b’solvent/b’veikolu.

Sensittivita: Il-proporzjon tas-sustanzi kimici pozittivi/attivi kollha li huma klassifikati kif
suppost mit-test. Hi kejl tal-pre¢izjoni ghal test i jipprodu¢i rizultati kategori¢i, u hi
kunsiderazzjoni importanti fil-valutazzjoni tar-relevanza ta’ test (14).

S.I.: Indi¢i ta’ Stimolazzjoni. Valuri relattivi tal-intensitd medja geometrika tal-
fluworexxenza f’celloli trattati bis-sustanza kimika meta mgqabbla ma’ celloli trattati
b’solvent.

Kontroll b’solvent/veikolu: Kampjun mhux trattat li fih il-komponenti kollha ta’ sistema
tat-test hlief tas-sustanza kimika tat-test, izda li jinkludi s-solvent/il-veikolu 1i jintuza.
Jintuza biex jigi stabbilit ir-rispons tal-linja bazi ghall-kampjuni trattati bis-sustanza kimika
tat-test dissolta jew dispersa stabbliment fl-istess solvent/veikolu. Meta jigi ttestjat ma’
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kontroll b’medium konkorrenti, dan il-kampjun juri wkoll jekk is-solvent/il-veikolu jkollux
interazzjoni mas-sistema tat-test.

Specificita: Il-proporzjon tas-sustanzi kimi¢i negattivi/inattivi kollha i huma klassifikati kif
suppost mit-test. Hi kejl tal-precizjoni ghal test li jipproduéi rizultati kategori¢i, u hi
kunsiderazzjoni importanti fil-valutazzjoni tar-relevanza ta’ test (14).

Bafer tat-tilwin: Salina baferjata bil-fosfat li fiha 5 % serum tal-ghoggiela fetali.

Sustanza: Element kimiku u l-komposti tieghu fl-istat naturali jew mislut minn kwalunkwe
process ta’ produzzjoni, li jinduéi kull addittiv necessarju ghall-prezervazzjoni tal-istabbilta
tieghu u kwalunkwe impuritd 1i tirrizulta mill-proc¢ess uzat, izda bl-eskluzjoni ta’ kull
solvent li jista’ jkun separat minghajr ma tkun effettwata Il-istabbilta tas-sustanza jew
mibdula I-kompozizzjoni taghha.

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata permezz ta’ dan it-test.

Is-Sistema Globalment Armonizzata tal-Klassifikazzjoni u l-Ittikettar ta’ Sustanzi
Kimi¢i tan-Nazzjonijiet Uniti (GHS tan-NU): Sistema li tipproponi 1-klassifikazzjoni tas-
sustanzi kimi¢i (sustanzi u tahlitiet) skont it-tipi u l-livelli standardizzati ta’ perikli fiziéi,
sanitarji u ambjentali, u tindirizza l-elementi ta’ komunikazzjoni korrispondenti, bhal
pittogrammi, kliem ta’ twissija, dikjarazzjonijiet ta’ periklu, dikjarazzjonijiet ta’
prekawzjoni u skedi ta’ data dwar is-sikurezza, biex jitwassal taghrif dwar l-effetti avversi
bil-ghan li n-nies ikunu protetti (inkluzi min ithaddem, il-haddiema, it-trasportaturi, il-
konsumaturi u min jintervjeni f’emergenza) u l-ambjent (16).

UVCB: sustanzi ta’ kompozizzjoni varjabbli jew mhux maghrufa, prodotti jew materjali
bijologi¢i b’reazzjoni kumplessa.

Test validu: Test meqjus li ghandu bizzejjed rilevanza u affidabbilta ghal skop specifiku u
li hu bbazat fuq principji xjentifi¢i sodi. Test qatt ma jkunx validu f’sens assolut, izda biss
b’rabta ma’ skop definit (18).
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Appendici 2.2
SUSTANZI TA’ PROFICJENZA

Qabel l-uzu ta’ rutina tat-test deskritt f"dan 1-Appendiéi tal-metodu ta’ ttestjar B.71, il-
laboratorji ghandhom juru profi¢jenza teknika billi jiksbu b’mod korrett it-tbassir mistenni
ta” U-SENS™ ghall-10 sustanzi rakkomandati fit-Tabella 1 u billi jiksbu I-valuri tas-CV70
u tal-EC150 1i jaqghu fi hdan il-medda ta’ referenza rispettiva ghal tal-anqas 8 mill-10
sustanzi ta’ profi¢jenza. Is-sustanzi ta’ profi¢jenza ntghazlu biex jirrapprezentaw il-firxa ta’
risponsi ghal perikli ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda. Kriterji tal-ghazla ohra kienu li s-sustanzi
jkunu disponibbli kummer¢jalment, u li jkun hemm disponibbli data ta’ riferiment in vivo
ta’ kwalita gholja kif ukoll data in vitro ta’ kwalita gholja bit-test U-SENS™. Barra minn
hekk, hemm data ta’ riferiment ippubblikata disponibbli ghat-test U-SENS™ (1) (8).

Tabella 1: Sustanzi rakkomandati biex tintwera profi¢jenza teknika bit-test U-SENS™

U- U-SENS™| U-SENS™
SENS™
. . Medda ta’ | Medda ta’
ustanzi ta’ tat | Thassir in e e .
Sm fidienza CASRN ﬁSiiku visvsol Solvent/ |Riferiment| Riferiment
prohiy Veikolu ta> | ta’ EC150
CV70 > ug/ml?
> ng/ml?

. . . . Sensitizzatur Medium Pozittiv
4-Fenilenediammina 106-50-3 Solidu (b’sahhtu) kompluf? <30 (<10)

.. . . . Sensitizzatur Medium Pozittiv
Acidu sulfoniku pikril 2508-19-2 | Likwidu (b’sahhtu) komplut >50 (<50)

.. . Sensitizzatur Pozittiv
Dietilmaleat 141-05-9 | Likwidu (moderat) DMSO 10-100 (<20)

.. . Sensitizzatur Medium Pozittiv
Resorcinol 108-46-3 Solidu (moderat) komplut >100 (<50)
Alkohol &innamiku 104-54-1 | Solidu | Semsitizzatur | ry\ e >100 Pozittiv

(dghajjef) (10-100)

. o Sensitizzatur Pozittiv
4-Allilanisol 140-67-0 | Likwidu (dghaijef) DMSO >100 (<200)

. . Mhux Negattiv
Sakkarina 81-07-2 Solidu sensitizzatur DMSO >200 (>200)

.. S Mhux Medium Negattiv
Glicerol 56-81-5 Likwidu sensitizzatur Komplut >200 (>200)

.. . S Mhux Medium Negattiv
Acidu lattiku 50-21-5 Likwidu sensitizzatur komplut >200 (>200)

.. o . Mhux Negattiv
Acidu salic¢iliku 69-72-7 Solidu sensitizzatur DMSO >200 (>200)

Abbrevjazzjonijiet: RN tas-CAS = Numru tar-Registru tas-Servizz tat-Taqgsiriet tas-Sustanzi Kimi¢i

! It-tbassir tal-periklu (u tal-potenza) in vivo hu bbazat fuq data tal-LLNA (1) (8). Il-potenza in vivo tinkiseb
bl-uzu tal-kriterji proposti mill-ECETOC (17).

tinkiseb
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2 TFugqil-bazi tal-valuri stori¢i osservati (1) (8).

3 Medium komplut: Medium RPMI-1640 supplimentat b’10 % serum tal-ghoggiela fetali, 2 mM L-glutammina, 100
unitd/ml penicillina u 100 pg/ml steptomicina (8).
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Appendici 3

SENSITIZZAZZJONI TAL-GILDA IN VITRO: ASSAGG IL-8 LUC

KUNSIDERAZZJONUJIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

1.

Ghall-kuntrarju ta’ assaggi li janalizzaw l-espressjoni ta’ markaturi tas-superfi¢je tac-
¢elloli, 1-assagg IL8-Luc jikkwantifika t-tibdiliet fl-espressjoni tal-IL-8, ¢itokina assocjata
mal-attivazzjoni ta’ ¢elloli dendriti¢i (DC). Fil-linja ta’ ¢elloli indikatur IL-8 derivata mit-
THP-1 (THP-GS, stabbilita mil-linja ta’ ¢elloli tal-lewkimja mono¢itika akuta umana THP-
1), l-espressjoni tal-IL-8 titkejjel wara l-esponiment ghal sensitizzaturi (1). Imbaghad 1-
espressjoni tal-lu¢iferazi tintuza biex tghin fid-diskriminazzjoni bejn is-sensitizzaturi tal-
gilda u n-nonsensitizzaturi.

L-assagg IL-8 gie evalwat fi studju ta’ validazzjoni (2) imwettaq mill-Japanese Centre for
the Validation of Alternatives Methods (JaCVAM), mill-Ministeru tal-Ekonomija, tal-
Kummer¢ u tal-Industrija (METI), u mill-Japanese Society for Alternatives to Animal
Experiments (JSAAE) u mbaghad gie soggett ghal riezami bejn il-pari indipendenti (3)
taht l-awspicji tal-JaCVAM u tal-Ministeru tas-Sahha, tax-Xoghol u tas-Sigurta Socjali
(MHLW) bl-appogg tal-International Cooperation on Alternative Test Methods
(ICATM). B’kunsiderazzjoni tal-evidenza disponibbli kollha u tal-input mir-regolaturi u
mill-partijiet ikkonc¢ernati, l-assagg IL-8 LUC hu meqjus siewi bhala parti minn IATA
ghad-diskriminazzjoni bejn is-sensitizzaturi u n-nonsensitizzaturi ghall-fini ta’
klassifikazzjoni u ta’ tikkettar tal-perikli. Ezempji tal-uzu tad-data tal-assagg IL-8 Luc
flimkien ma’ informazzjoni ohra huma rapportati fid-dokumentazzjoni (4) (5) (6).

. L-assagg IL-8 Luc wera li kien trasferibbli ghal laboratorji esperjenzati fil-koltura tac-

¢elloli u fil-gestjoni tal-luciferazi. Ir-riproducibbiltajiet fi hdan u bejn il-laboratorji kienu
ta’ 87,7 % u ta’ 87,5 %, rispettivament (2). Data generata fl-istudju ta’ validazzjoni (2) u
xoghol ippubblikat iehor (1) (6) turi li kontra 1-LLNA, l-assagg IL-8 Luc iggudika 118
minn 143 sustanza kimika bhala pozittivi jew negattivi u ggudika 25 sustanza kimika bhala
inkonkluzivi u l-akkuratezza tal-assagg IL.-8 Luc fid-distinzjoni bejn sensitizzaturi tal-gilda
(Kat. 1 tal-GHS tan-NU/tas-CLP) min-nonsensitizzaturi (Ebda Kat. tal-GHS tan-NU/tas-
CLP) hi ta’ 86 % (101/118) b’sensittivita ta’ 96 % (92/96) u bi specificita ta’ 41 % (9/22).
Eskluzi sustanzi li jaqghu barra d-dominju ta’ applikabbilta deskritt hawn taht (paragrafu
5), l-assagg 1L-8 Luc iggudika 113 minn 136 sustanza kimika bhala pozittivi jew negattivi
u ggudika 23 sustanza kimika bhala inkonkluzivi u 1-akkuratezza tal-assagg IL-8 Luc hi ta’
89 % (101/103) b’sensittivita ta’ 96 % (92/96) u bi specificita ta’ 53 % (9/17). Bl-uzu tad-
data umana ccitata £*Urbisch et al. (7), 1-assagg IL-8 Luc iggudika 76 minn 90 sustanza
kimika bhala pozittivi jew negattivi u ggudika 14-il sustanza kimika bhala inkonkluzivi u 1-
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akkuratezza hi ta’ 80 % (61/76) is-sensittivita hi ta’ 93 % (54/58) u l-ispecificita hi ta’ 39
% (7/18). Eskluzi sustanzi li jaqghu barra d-dominju ta’ applikabbilta, 1-assagg 1L-8 Luc
iggudika 71 minn 84 sustanza kimika bhala pozittivi jew negattivi u ggudika 13-1l sustanza
kimika bhala inkonkluzivi u l-akkuratezza hi ta’ 86 % (61/71) b’sensittivita ta’ 93 %
(54/58) u bi specificita ta’ 54 % (7/13). Il-previzjonijiet ta’ negattivi foloz bl-assagg IL-8
Luc ghandhom probabbiltd akbar li jsehhu b’sustanzi kimi¢i i juru potenza
baxxa/moderata tas-sensitizzazzjoni tal-gilda (subkategorija 1B tal-GHS tan-NU/tas-CLP)
minn dawk b’potenza gholja (subkategorija 1A tal-GHS tan-NU/tas-CLP) (6). F’daqqa, I-
informazzjoni ssostni rwol ghall-assagg IL-8 Luc fl-identifikazzjoni ta’ perikli ta’
sensitizzazzjoni tal-gilda. L-akkuratezza moghtija ghall-assagg 1L-8 Luc bhala test wahdu
hi indikattiva biss peress 11 t-test ghandu jigi kkunsidrat flimkien ma’ sorsi ohra ta’
informazzjoni fil-kuntest ta’ TATA u skont id-dispozizzjonijiet tal-paragrafi 7 u 8 fl-
Introduzzjoni generali. Barra minn hekk, meta jigu evalwati testijiet mhux fuq l-annimali
ghas-sensitizzazzjoni tal-gilda, ta’ min jiftakar 1i 1-LLNA kif ukoll testijiet ohra fuq -
annimali jaf ma jirriflettux is-sitwazzjoni shiha fil-bniedem.

. Fuq il-bazi tad-data disponibbli bhalissa, intwera li 1-assagg IL-8 Luc hu applikabbli ghal
sustanzi kimici tat-test 1i jkopru firxa ta’ gruppi funzjonali organici, ta’ mekkanizmi ta’
reazzjoni, ta’ potenza tas-sensitizzazzjoni tal-gilda (kif stabbiliti fi studji in vivo) u ta’
proprjetajiet fizikokimici (2) (6).

. Ghalkemm l-assagg IL-8 Luc juza X-VIVO™ 15 bhala solvent, hu evalwa korrettament
sustanzi kimi¢i b’Log Kow >3,5 u dawk b’solubbilta fl-ilma ta’ madwar 100 pg/ ml kif
ikkalkolati b’EPI Suite™ u l-prestazzjoni tieghu biex jindividwa sensitizzaturi b’solubbilta
batuta fl-ilma hi ahjar minn dik tal-assagg IL-8 Luc bl-uzu tas-sulfossidu tad-dimetil
(DMSO) bhala solvent (2). Madankollu, rizultati negattivi ghas-sustanzi kimici tat-test li
mhumiex dissolti 220 mg/ml jistghu jipproducu rizultati ta’ negattivi foloz minhabba n-
nuqgas ta’ hila taghhom li jiddisolvu £X-VIVO™ 15. Ghaldagstant, rizultati negattivi ghal
dawn 1s-sustanzi kimi¢i ma ghandhomx jigu kkunsidrati. Fl-istudju ta’ validazzjoni giet
osservata rata gholja ta’ negattivi foloz ghall-anidridi. Barra minn hekk, minhabba 1-
kapacita metabolika limitata tal-linja ta’ celloli (8) u l-kundizzjonijiet esperimentali, 1l-
proapteni (sustanzi li jehtiegu attivazzjoni metabolika) u l-preapteni (sustanzi attivati bl-
ossidazzjoni tal-arja) jistghu jaghtu rizultati negattivi fl-assagg. Madankollu, ghalkemm ir-
rizultati negattivi ghal pre/proapteni suspettati ghandhom jigu interpretati b’attenzjoni, 1-
assagg IL-8 Luc iggudika korrettament 11 minn 11-il preapten, 6/6 proapteni, u 6/8
pre/proapteni fis-sett ta’ data tal-assagg 1L-8 Luc (2). Fuq il-bazi tar-riezami komprensiv
ricenti fuq tliet testijiet mhux fuq l-annimali (1id-DPRA, il-KeratinoSens™ u 1-h-CLAT)
biex jigu individwati pre u proapteni (9), u fuq il-bazi tal-fatt i ¢-Celloli THP-GS uzati fl-
assagg IL-8 Luc huma linja ta’ ¢elloli derivata mit-THP-1 1i tintuza fl-h-CLAT, l-assagg
IL-8 Luc jista’ jikkontribwixxi wkoll biex tizdied is-sensittivitd ta’ testijiet mhux fuq 1-
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annimali biex jindividwaw pre u proapteni fit-tahlita ta’ testijiet ohra. It-tensjoattivi
ttestjati s’issa taw rizultati pozittivi (foloz) indipendentement mit-tip taghhom (ez.
katjoni¢i, anjonic¢i jew onjonici). Finalment sustanzi kimi¢i li jinterferixxu mal-lu¢iferazi
jistghu jhawdu l-attivita/il-kejl taghha, u jikkawzaw inibizzjoni apparenti jew
luminexxenza akbar (10). Perezempju, koncentrazzjonijiet ta’ fitoestrogenu akbar minn
1uM gew rapportati li jinterferixxu ma’ sinjali ta’ luminexxenza f’assaggi ohra tal-gene
indikatur abbazi tal-luciferazi minhabba sovrattivazzjoni tal-gene indikatur tal-luciferazi.
Bhala konsegwenza, l-espressjoni tal-lu¢iferazi miksuba f’koncentrazzjonijiet gholjin ta’
fitoestrogeni jew ta’ komposti suspettati li jipproducu attivazzjoni simili ghall-
fitoestrogenu tal-gene indikatur tal-luciferazi trid tigi ezaminata bir-reqqa (11). Fuq 1l-bazi
ta’ dan 1i ntqal hawn fuq, tensjoattivi, anidridi u sustanzi kimi¢i li jinterferixxu mal-
lu¢iferazi jaqghu barra mid-dominju ta’ applikabbilta ta’ dan l-assagg. F’kazijiet li fihom
ikun hemm evidenza li turi n-nuqqas ta’ applikabbilta tal-assagg 1L.-8 Luc ghal kategoriji
specifici ohra ta’ sustanzi kimiéi tat-test, it-test ma ghandux jintuza ghal dawk 1l-kategoriji
specifici.

6. Kif deskritt aktar ’il fuq, 1-assagg IL-8 Luc isostni d-diskriminazzjoni bejn is-sensitizzaturi
tal-gilda u n-nonsensitizzaturi. Hu mehtieg aktar xoghol, idealment fuq il-bazi ta’ data
umana, biex jigi determinat jekk ir-rizultati tal-IL-8 Luc jistghux jikkontribwixxu ghall-
valutazzjoni tal-potenza meta meqjusa flimkien ma’ sorsi ta’ informazzjoni ohra.

7. 1d-definizzjonijiet huma pprovduti fl-Appendici 3.1.

PRINCIPJU TAT-TEST

8. L-assagg IL-8 jaghmel uzu minn linja ta’ ¢elloli tal-lewkimja mono¢itika umana THP-1 Li
nkisbet minghand 1-American Type Culture Collection (Manassas, VA, l-Istati Uniti). Bl-
uzu ta’ din il-linja ta’ ¢elloli, id-Dept. of Dermatology, Tohoku University School of
Medicine, stabbilixxa linja ta’ ¢elloli indikatur tal-IL-8 derivata mit-THP-1, THP-GS, i
thaddan fiha 1-geni tal-luciferazi Luciferazi Stabbli Orangjo (SLO) u I-Luciferazi Stabbli
Hamra (SLR) taht il-kontroll tal-IL-8 u promotur: tal-gli¢eraldeid 3-fosfat deidrogenasi
(GAPDH), rispettivament (1). Dan jippermetti 1-kejl kwantitattiv tal-induzzjoni tal-geni
tal-luc¢iferazi bid-detezzjoni tal-luminexxenza minn substrati tal-luc¢iferazi ferm stabbiliti 11
jipprodu¢u d-dawl bhala indikatur tal-attivita tal-IL-8 u tal-GAPDH fi¢-¢elloli wara 1-
esponiment ghal sustanzi kimici sensitizzanti.

9. Is-sistema ta’ assagg b’kulur doppju tinvolvi luciferazi li temetti l-orangjo (SLO; Amass =
580 nm) (12) ghall-espressjoni genika tal-promotur tal-IL-8 kif ukoll lu¢iferazi li temetti 1-
ahmar (SLR; Amass = 630 nm) (13) ghall-espressjoni genika tal-promotur tal-kontroll
intern, GAPDH. Iz-zewg luciferazijiet jemettu kuluri differenti malli jirreagixxu mal-
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lu¢iferina-d tal-fireflies u I-luminexxenza taghhom titkejjel b’mod simultanju f’reazzjoni bi
stadju wiched billi 1-emissjoni tigi diviza mit-tahlita tal-assagg bl-uzu ta’ filtru ottiku (14)
(Appendiéi 3.2).

10. I¢-¢celloli THP-G8 huma trattati ghal 16-il siegha bis-sustanza kimika tat-test, u wara dan
jitkejlu l-attivita tal-luciferazi tal-SLO (SLO-LA) 1 tirrifletti 1-attivita promotur tal-1L-8 u
l-attivita tal-luc¢iferazi tal-SLR (SLR-LA) I tirrifletti 1-attivita promotur tal-GAPDH. Biex
l-abbrevjazzjonijiet ikunu jistghu jinftiechmu fac¢ilment, SLO-LA u SLR-LA huma
msemmija ILSLA u GAPLA, rispettivament. It-Tabella 1 taghti deskrizzjoni tat-termini
asso¢jati mal-attivita tal-luciferazi fl-assagg IL-8 Luc. Il-valuri mkejla jintuzaw biex tigi
kkalkolata 1-IL8LA normalizzata (nIL8LA), 11 hi I-proporzjon tal-ILSLA ghall-GAPLA; 1-
induzzjoni tal-nlLSLA (Ind-ILS8LA), li hi l-proporzjon tal-medji aritmetici tal-valuri
mkejla kwadrupli tal-nILSLA tac-celloli THP-GS8 trattati b’sustanza kimika tat-test u 1-
valuri tal-nIL8LA ta¢-¢elloli THP-G8 mhux trattati; u l-inibizzjoni tal-GAPLA (inh-
GAPLA), i hi l-proporzjon tal-medji aritmeti¢i tal-valuri mkejla kwadrupli tal-GAPLA
tac-celloli THP-GS8 trattati b’sustanza kimika tat-test u l-valun tal-GAPLA ta¢-celloli
THP-G8 mhux trattati, u uzati bhala indikatur gha¢-¢itotossicita.

Tabella 1: Deskrizzjoni tat-termini assocjati mal-attivita tal-luc¢iferazi fl-assagg IL-8 Luc

Abbrevjazzjo Definizzjoni

nijiet

GAPLA Attivita ta’ luciferazi tal-SLR li tirrifletti 1-attivita promotur tal-GAPDH
ILSLA Attivita ta’ luciferazi tal-SLO li tirrifletti 1-attivitd promotur tal-1L-8
nlL8LA ILSLA / GAPLA

Ind-1IL8LA nlL8LA tac-celloli THP-G8 trattati b’sustanzi kimic¢i / nIL8LA tac-
¢elloli mhux trattati

Inh-GAPLA  GAPLA tat-THP-G8 trattati b’sustanzi kimi¢i / GAPLA tac-celloli
mhux trattati

CVo05 L-anqas kon¢entrazzjoni tas-sustanza kimika li fiha Inh-GAPLA ssir <
0,05.

11. L-istandards tal-prestazzjoni (PS) (15) huma disponibbli biex tigi facilitata 1-validazzjoni
tat-testijiet modifikati in vitro tal-luciferazi tal-IL-8 simili ghall-assagg IL-8 Luc u
jippermettu l-emendar fil-hin tal-Linja Gwida tat-Test 442E tal-OECD ghall-inkluzjoni
taghhom. Ac¢cettazzjoni Reciproka tad-Data (MAD) mill-OECD se tkun garantita biss ghal
testijiet validati skont il-PS, jekk dawn it-testijiet ikunu gew riezaminati u inkluzi fil-Linja
Gwida tat-Test 442E mill-OECD (16).

WIRI TAL-PROFICJENZA
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Qabel ma juzaw it-test deskritt f’dan 1-Appendiéi tal-metodu ta’ ttestjar B.71 bhala rutina,
il-laboratorji ghandhom juru I-profi¢jenza teknika billi juzaw 1-10 Sustanzi ta’ Profi¢jenza
elenkati fl-Appendi¢i 3.3 f’konformita mal-Prattiki Tajba tal-Metodi in vitro (11). Barra
minn hekk, l-utenti tat-test ghandhom izommu bazi ta’ data storika tad-data generata bil-
kontrolli tar-reattivita (ara l-paragrafu 15) u bil-kontrolli pozittivi u b’solvent/b’veikolu
(ara l-paragrafi 21-24), u juzaw din id-data biex jikkonfermaw ir-riproducibbilta tat-test
fil-laboratorju taghhom tinZamm maz-zmien.

PROCEDURA

13.

[l-Pro¢edura Operattiva Standard (SOP) ghall-assagg 1L-8 Luc hi disponibbli u ghandha
tithaddem meta jitwettaq it-test (18). Il-laboratorji li lesti li jwettqu t-test jistghu jiksbu 1-
linja ta’ ¢elloli rikombinanti THP-G8 mill-GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, il-Gappun, wara li
jiffirmaw Ftehim ta’ Trasferiment tal-Materjal (MTA) f’konformitd mal-kundizzjonijiet
tal-mudell tal-OECD. Il-paragrafi 1i gejjin jipprovdu deskrizzjoni tal-komponenti u tal-
proceduri ewlenin tal-assagg.

Thejjija tac¢-celloli

14.

15.

16.

Il-linja ta’ éelloli THP-G8 mill-GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, il-Gappun, ghandha tintuza
ghat-twettiq tal-assagg IL.-8 Luc (ara l-paragrafi 8 u 13). Malli jigu ricevuti, i¢-¢elloli jigu
propagati (2-4 passiggieri) u jinhaznu ffrizati bhala stokk omogenu. I¢-¢elloli minn dan 1-
istokk jistghu jigu propagati sa massimu ta’ 12-il passagg jew sa massimu ta’ 6 gimghat.
[I-medium uzat ghall-propagazzjoni hu l-medium tat-tkabbir RPMI-1640 li fih 10 % serum
tal-bovini fetali (FBS), soluzzjoni antibijotika/antimikotika (100U/ml peni¢illina G,
100pug/ml streptomic¢ina u 0,25ug/ml amfotericina B 0,85 % salina) (ez. GIBCO
Cat#15240-062), 0,15pg/ml Puromié¢ina (ez. CAS:58-58-2) u 300ug/ml G418 (ez.
CAS:108321-42-2).

Qabel ma jintuzaw ghall-ittestjar, i¢-¢elloli ghandhom jigu kwalifikati billi jsir kontroll tar-
reattivita. Dan il-kontroll ghandu jsir gimgha/gimaghtejn jew 2-4 passaggi wara t-tahlil, bl-
uzu tal-kontroll pozittiv, 4-nitrobenzil bromur (4-NBB) (CAS:100-11-8, > 99 % purita) u 1-
kontroll negattiv, a¢idu lattiku (LA) (CAS:50-21-5, >85 % purita). 4-NBB ghandu
jipproduci rispons pozittiv ghall-Ind-ILSLA (>1,4), filwaqt 1i 1-LA ghandu jipproduci
rispons negattiv ghall-Ind-ILSLA (<1,4). Huma biss i¢-¢elloli 1i jghaddu mill-kontroll tar-
reattivita li jintuzaw ghall-assagg. Il-kontroll ghandu jsir skont il-pro¢eduri deskritti fil-
paragrafi 22-24.

Ghall-ittestjar, i¢-¢elloli THP-G8 jinzerghu f’densita ta’ 2 sa 5 x 10° ¢elloli/ml, u jigu
prekolturati fi flasks tal-koltura ghal ghal 48 sa 96 siegha. Fil-jum tat-test, i¢-Celloli
migbura mill-flask tal-koltura jinhaslu bl-RPMI-1640 li jkun fih 10 % FBS minghajr ebda
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antibijotiku, u mbaghad jergghu jigu sospizi b’RPMI-1640 1i jkun fih 10 % FBS minghajr
ebda antibijotiku /1 x 10° ¢elloli/ml. Imbaghad, i¢-celloli jitqassmu fi pjastra sewda
b’qiegh ¢att b’96 bwejra (ez. Costar Cat#3603) b>50ul (5 x 10* ¢elloli/bwejra).

Thejjija tas-sustanza kimika tat-test u tas-sustanzi tal-kontroll

17.

18.

19.

Is-sustanza kimika tat-test u s-sustanzi tal-kontroll jithejjew dakinhar tal-ittestjar. Ghall-
assagg IL-8 Luc, is-sustanzi kimiéi tat-test jigu dissolti £X-VIVO™ 15, medium hieles
mis-serum disponibbli kummer¢jalment (Lonza, 04-418Q), ghall-konéentrazzjoni finali ta’
20 mg/ml. X-VIVO™ 15 jizdied ma’ 20 mg tas-sustanza kimika tat-test (indipendentement
mis-solubbilta tas-sustanza kimika) f’tubu tal-mikrocentrifugazzjoni u jingieb ghal volum
ta’ 1ml u mbaghad jigi vorti¢ifikat bis-sahha u jithawwad fuq rotor b’velo¢ita massima ta’
8 rpm ghal 30 min f’temperatura ambjentali ta’” madwar 20°C. Barra minn hekk, jekk is-
sustanzi kimi¢i solidi jibqghu insolubbli, it-tubu jigi sonikat sakemm is-sustanza kimika
tiddisolvi kompletament jew tigi dispersa b’mod stabbli. Ghal sustanzi kimici tat-test
solubbli £X-VIVO™ 15, is-soluzzjoni tigi dilwita b’fattur ta> 5 b>’X-VIVO™ 15 u tintuza
bhala soluzzjoni ewlenija ta’ X-VIVO™ 15 tas-sustanza kimika tat-test (4 mg/ml). Ghal
sustanzi kimi¢i tat-test mhux solubbli £X-VIVO™ 1[5 it-tahlita terga’ tigi rotata ghal tal-
anqas 30 min, u mbaghad centrifugata fi 15,000 rpm (=20 000g) ghal 5 min; is-supernatant
li jirrizulta jintuza bhala soluzzjoni ewlenija X-VIVO™ 15 tas-sustanza kimika tat-test.
Ghandha tigi pprovduta motivazzjoni xjentifika ghall-uzu ta’ solventi ohra, bhal DMSO,
ilma, jew il-medium tat-tkabbir. Il-pro¢edura dettaljata ghad-dissoluzzjoni tas-sustanzi
kimiéi hi murija fl-Appendi¢i 3.5. Is-soluzzjonijiet ta> X-VIVO™ 15 deskritti fil-paragrafi
18-23 jithalltu 1:1 (v/v) mas-sospensjonijiet tac-celloli mhejjija fi pjastra sewda b’qiegh
¢att b’96 bwejra (ara 1-paragrafu 16).

L-ewwel sessjoni tat-test ghandha I-ghan i tiddetermina l-koncentrazzjoni ¢itotossika u li
tezamina l-potenzjal ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda tas-sustanzi kimic¢i. Bl-uzu ta’ X-
VIVO™ 15 id-dilwizzjonijiet serjali tas-soluzzjonijiet ewlenin ta> X-VIVO™ 15 tas-
sustanzi kimi¢i tat-test isiru b’fattur ta’ dilwizzjoni ta’ tnejn (ara 1-Appendi¢i 3.5) bl-uzu
ta’ blokk tal-assagg b’96 bwejra (ez. Costar Cat#EW-01729-03). Imbaghad, 50 pl/bwejra
tas-soluzzjoni dilwita tizdied ma’ 50 pl tas-sospensjoni tac-celloli fi pjastra sewda b’qiegh
¢att b’96 bwejra. B’hekk, ghal sustanzi kimi¢i tat-test li huma solubbli £X-VIVO ™ 15 il-
koncentrazzjonijiet finali tas-sustanzi kimi¢i tat-test ivarjaw minn 0,002 sa 2 mg/ml
(Appendi¢i 3.5). Ghal sustanzi kimiéi tat-test li mhumiex solubbli £X-VIVO ™ 5 20
mg/ml, fatturi ta’ dilwizzjoni li jvarjaw minn 2 sa 2'° biss jigu determinati, ghalkemm il-
koncentrazzjonijiet finali attwali tas-sustanzi kimici tat-test jibqghu incerti u jiddependu
mill-konéentrazzjoni saturata tas-sustanzi kimici tat-test f1-X-VIVO ™ 15.

F’sessjonijiet tat-test sussegwenti (jigifieri t-tieni, it-tielet u r-raba’ repliki), is-soluzzjoni
ewlenija ta’ X-VIVO™ issir fil-konéentrazzjoni 4 darbiet oghla mill-koné¢entrazzjoni tal-
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vijabbilta tac-celloli 05 (CV05; 1-angas konc¢entrazzjoni li fiha 1-Inh-GAPLA ssir <0,05) fl-
ewwel esperiment. Jekk Inh-GAPLA ma tonqosx f’livell angas minn 0,05 fl-oghla
konéentrazzjoni fl-ewwel sessjoni, is-soluzzjoni ewlenija ta’ X-VIVO™ 15 issir fl-oghla
konc¢entrazzjoni tal-ewwel sessjoni. Il-konc¢entrazzjoni ta’ CVO05 tigi kkalkolata bid-
divizjoni tal-kon¢entrazzjoni tas-soluzzjoni ewlenija fl-ewwel sessjoni b’fattur ta’
dilwizzjoni ghas-CVO05 (X) (fattur ta’ dilwizzjoni CV05S (X); il-fattur ta’ dilwizzjoni
mehtieg biex tigi dilwita soluzzjoni ewlenija ghas-CVO05) (ara 1-Appendi¢i 3.5). Ghal
sustanzi tat-test mhux solubbli £X-VIVO 20 mg/ml, is-CV05 tigi determinata bil-
konéentrazzjoni tas-soluzzjoni ewlenija x 1/X. Ghas-sessjonijiet 2 sa 4, it-tieni soluzzjoni
ewlenija tithejja bhala 4 x CV50 (Appendici 3.5).

Dilwizzjonijiet serjali tat-tieni soluzzjonijiet ewlenin ta’ X-VIVO™ 15 jithejjew b’fattur
ta’ dilwizzjoni ta’ 1,5 bl-uzu ta’ blokka tal-assagg b’96 bwejra. Imbaghad, 50 pl/bwejra
tas-soluzzjoni dilwita tizdied ma’ 50 pl tas-sospensjoni tac-celloli fil-bwejriet ta’ pjastra
sewda b’giegh catt b’96 bwejra. Kull koncentrazzjoni ta’ kull sustanza kimika tat-test
ghandha tigi ttestjata f’erba’ bwejriet. Imbaghad il-kampjuni jithalltu fuq xejker tal-pjastri
u jigu inkubati ghal 16-il siegha °37°C u £5 % CO2, u wara dan titkejjel 1-attivita tal-
lu¢iferazi kif deskritt hawn taht.

. 1l-kontroll b’solvent hu t-tahlita ta’ 50 pl/bwejra ta’ X-VIVO™ 15 u 50 pl/bwejra ta’

sospensjoni tac-¢elloli fI-RPMI-1640 li jkun fih 10 % FBS.

I1-kontroll pozittiv rakkomandat hu 4-NBB. 20 mg ta’ 4-NBB jithejja f’tubu tal-mikrofugju
ta’ 1,5-ml, li mieghu jizdied sa 1 ml X-VIVO™ 15. It-tubu jigi vorti¢ifikat bis-sahha u
jithawwad fuq rotor b’velo¢itd massima ta’ 8§ rpm ghal tal-angas 30 min. Wara ¢-
éentrifugazzjoni £°20 000g ghal 5 min, is-supernatant jigi dilwit b’fattur ta’ 4 b>’X-VIVO™
15, u 500 pl tas-supernatant dilwit jigi trasferit fi bwejra fi blokka tal-assagg b’96 bwejra.
Is-supernatant dilwit jigi dilwit aktar b>’X-VIVO™ 15 £ fatturi ta’ 2 u 4, u tizdied 50 pl tas-
soluzzjoni ma’ 50 pl tas-sospensjoni ta¢-celloli THP-G8 fil-bwejriet ta’ pjastra sewda
b’qiegh c¢at b’96 bwejra (Appendi¢i 3.6). Kull koncentrazzjoni tal-kontroll pozittiv
ghandha tigi ttestjata f’erba’ bwejriet. Il-pjastra tithezzez fuq xejker tal-pjastri, u tigi
inkubata f’inkubatur tas-CO; ghal 16-il siegha (37°C, 5 % CO2), u wara dan l-attivita tal-
luciferazi titkejjel kif deskritt fil-paragrafu 29.

Il-kontroll negattiv rakkomandat hu 1-LA. 20 mg LA mbhejji f’tubu tal-mikrofugju ta’ 1,5-
ml, li mieghu jizdied sa 1 ml (20 mg/ ml) X-VIVO™ 15. Soluzzjoni ta’ 20 mg/ml LA tigi
dilwita b’fattur ta’ 5 b>’X-VIVO™ 15 (4 mg/ml); 500 pl ta’ din is-soluzzjoni 4 mg/ml LA
tigi trasferita fi bwejra ta’ blokka tal-assagg b’96 bwejra. Din is-soluzzjoni tigi dilwita
b’ fattur ta’ 2 b’X-VIVO™ 15 u mbaghad terga’ tigi dilwita b’fattur ta’ 2 biex tipproduci
soluzzjonijiet ta’ 2 mg/ml u ta’ 1 mg/ml. 50 ul ta’ dawn it-tliet soluzzjonijiet u l-kontroll
b’veikolu (X-VIVO™ 15) jizdiedu ma’ 50 pl ta’ sospensjoni tac-éelloli THP-G8 fil-
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bwejriet ta’ pjastra sewda b’giegh c¢att b’96 bwejra. Kull konéentrazzjoni tal-kontroll
negattiv tigi ttestjata ferba’ bwejriet. Il-pjastra tithezzez fuq xejker tal-pjastri, u tigi
inkubata f’inkubatur tas-CO; ghal 16-il siegha (37°C, 5 % CO.), u wara dan l-attivita tal-
luciferazi titkejjel kif deskritt fil-paragrafu 29.

Jistghu jintuzaw kontrolli pozittivi jew negattivi xierqa ohra jekk ikun hemm data storika
disponibbli biex jigu derivati kriterji ta’ accettazzjoni ta’ sessjonijict komparabbli.

Ghandha tinghata attenzjoni biex tigi evitata l-evaporazzjoni ta’ sustanzi kimici tat-test
volatili u kontaminazzjoni kro¢jata bejn bwejriet minn sustanzi kimiéi tat-test, ez. billi 1-
pjastra tigi ssigillata qabel 1-inkubazzjoni bis-sustanzi kimi¢i tat-test.

Is-sustanzi kimiéi tat-test u l-kontroll b’solvent jehtiegu minn tnejn sa erba’ sessjonijiet
biex jinkiseb tbassir pozittiv jew negattiv (ara t-Tabella 2). Kull sessjoni ssir f’gurnata
differenti b’soluzzjoni ewlenija gdida ta’ X-VIVO™ 15 tas-sustanzi kimici tat-test u ta’
¢elloli migbura indipendentement. 1¢-Celloli jistghu jkunu gejjin mill-istess passagg.

Kejlijiet tal-attivita tal-luciferazi

27.

28.

29.

30.

[I-luminexxenza titkejjel bl-uzu ta’ luminometru tal-mikropjastri b’96 bwejra mghammra
b’filtri otti¢i, ez. Phelios (ATTO, Tokyo, il-Gappun), Tristan 941 (Berthold, Bad Wildbad,
il-Germanja) u s-serje ARVO (PerkinElmer, Waltham, MA, 1-Istati Uniti). Il-luminometru
jrid jigi kalibrat ghal kull test biex tigi zgurata riproducibbilta (19). Il-luéiferazijiet
rikombinanti li jemettu 1-orangjo u l1-ahmar huma disponibbli ghal dan il-kalibrar.

100ul tar-reagent tal-assagg tal-Luciferazi msahhan bil-lest Tripluc® (Tripluc) jigi trasferit
f’kull bwejra tal-pjastra li jkun fiha s-sospensjoni tac-celloli trattata b’sustanza kimika jew
minghajr. Il-pjastra tithezzez ghal 10 min f’temperatura ambejntali ta’ madwar 20°C. I1-
pjastra titqieghed fil-luminometru biex titkejjel l-attivita tal-lu¢iferazi. Il-bijoluminexxenza
titkejjel ghal 3 sek kull wahda fin-nuqqas (F0) u fil-prezenza (F1) tal-filtru ottiku. Ghandha
tigi pprovduta gustifikazzjoni ghall-uzu ta’ ssettjar alternattiv, ez. skont il-mudell tal-
luminometru uzat.

Il-parametri ghal kull konc¢entrazzjoni jigu kkalkolati mill-valuri mkejla, ez. ILSLA,
GAPLA, nIL8LA, Ind-ILSLA, Inh-GAPLA, +SD medja tal-IL8LA, £SD medja tal-
GAPLA, £SD medja tal-nIL8LA, £SD medja tal-Ind-IL8LA, =SD medja tal-Inh-GAPLA,
u l-intervall ta’ kunfidenza ta’ 95 % tal-Ind-IL8LA. 1d-definizzjonijiet tal-parametri uzati
f’dan il-paragrafu huma pprovduti fl-Appendicijiet I u IV, rispettivament.

Qabel 1l-kejl, 1d-diskriminazzjont tal-kulur f’assaggi indikatur b’diversi kuluri generalment
tinkiseb bl-uzu ta’ detetturi (luminometru u apparati ghall-qari tal-pjastri) mghammra
b’filtri ottici, bhal filtri sharp-cut (long-pass jew short-pass) jew filtri band-pass. Il-
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koeffi¢jenti ta’ trazmissjoni tal-filtri ghal kull kulur tas-sinjali tal-bijoluminexxenza
ghandhom jigu kalibrati qabel kull test, skont 1-Appendi¢i 3.2.

DATA U RAPPORTAR

Evalwazzjoni tad-Data

31. Il-kriterji ghal decizjoni pozittiva/negattiva jehtiegu li f'kull sessjoni:

- tbassir tal-assagg IL-8 Luc jigi ggudikat pozittiv jekk sustanza kimika tat-test ikollha Ind-
IL8LA > 1,4 u I-limitu inferjuri tal-intervall ta’ kunfidenza ta’ 95 % tal-Ind-ILSLA > 1,0

- tbassir tal-assagg IL-8 Luc jigi ggudikat negativ jekk sustanza kimika tat-test ikollha Ind-
IL8LA < 1,4 u/jew il-limitu inferjuri tal-intervall ta’ kunfidenza ta’ 95 % tal-Ind-ILSLA <
1,0

Mudell ta’ tbassir

32. Is-sustanzi kimi¢i tat-test li jipprovdu zewg rizultati pozittivi minn fost 1-1el, 1t-2ni, it-3et
jew ir-4a sessjoni jigu identifikati bhala pozittivi filwaqt 11 dawk 1i jaghtu tliet rizultati
negattivi minn fost 1-lel, it-2n1, it-3et jew ir-4a sessjoni jigu identifikati bhala supponuti
negattivi (Tabella 2). Fost is-sustanzi kimi¢i supponuti negattivi, is-sustanzi kimi¢i i jigu
dissolti 20 mg/ml ta’ X-VOVO™ 15 huma ggudikati bhala negattivi, filwaqt li s-sustanzi
kimiéi li ma jigux dissolti 20 mg/ml ta> X-VOVO™ 15 ma ghandhomx jigu kkunsidrati
(Figura 1).

Tabella 2: Kiriterji ghall-identifikazzjoni tal-pozittivi u tas-supponuti negattivi

L-1el It-2ni It-3et Ir-4a Tbassir finali
sessjoni sessjoni sessjoni sessjoni
Pozittiv Pozittiv - - Pozittiv
Negattiv Pozittiv - Pozittiv
Negattiv Pozittiv Pozittiv
Negattiv Supponut Negattiv
Negattiv Pozittiv Pozittiv - Pozittiv
Negattiv Pozittiv Pozittiv
Negattiv Supponut Negattiv
Negattiv Pozittiv Pozittiv Pozittiv
Negattiv Supponut Negattiv
Negattiv - Supponut Negattiv

Figura 1: Mudell ta’ tbassir ghall-gudizzju finali
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Pozittivi p |
Sustanzi kimici - 4 Solubbli 20 mg/ml Negattivi
Supponuti L
negattivi ( Ma
Insolubbli 20 mg/ml ghandhomx
jitgiesu

Kriterji ta’ aécettazzjoni

33. Ghandhom jigu ssodisfati 1-kriterji ta’ accettazzjoni li gejjin meta jintuza l-assagg IL-8

Luc:

Ind-ILSLA ghandha tkun aktar minn 5,0 f’tal-anqas koncentrazzjoni wahda tal-kontroll
pozittiv, 4-NBB, f’kull sessjoni.

Ind-IL8LA ghandha tkun anqas minn 1,4 fi kwalunkwe konc¢entrazzjoni tal-kontroll
negattiv, acidu lattiku, f’kull sessjoni.

Id-data mill-pjastri 1i ghalihom il-GAPLA tal-bwejriet tal-kontroll b’¢elloli u bi Tripluc
izda minghajr sustanzi kimi¢i tkun anqas minn 5 darbiet dik ta’ bwejra li jkun fiha I-
medium tat-test biss (50 ul/bwejra RPMI-1640 i jkun fih 10 % FBS u 50 pl/bwejra X-
VIVO™ 15) ghandha tigi rifjutata.

Id-data mill-pjastri 1i ghalihom 1-Inh-GAPLA tal-kon¢entrazzjonijiet kollha tas-sustanzi
kimici tat-test jew tal-kontroll tkun anqas minn 0,05 ghandha tigi rifjutata. F’dan il-kaz, 1-
ewwel test ghandu jigi ripetut biex l-oghla konéentrazzjoni finali tat-test ripetutt tkun I-
anqas konc¢entrazzjoni finali tat-test precedenti.

Rapport tat-test

34. Tr-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li gejja:

Sustanzi kimici tat-test

Sustanza monokostitwenti:

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) IUPAC jew CAS, in-numru/i CAS, il-
kodi¢i SMILES jew InChl, il-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn;
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- Id-dehra fizika, is-solubbilta fl-ilma, 1l-piz molekulari, u proprjetajiet fizikokimici rilevanti
addizzjonali, meta jkunu disponibbli;

- Il-purita, I-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, ecc.;
- It-trattament qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (perezempju tishin, thin);

- Is-solubbilta £X-VIVO™ 15. Ghal sustanzi kimi¢i 1i huma insolubbli X-VIVO™ 15,
jekk jigux osservati precipitazzjoni jew flotazzjoni wara ¢-Centrifugazzjoni;

- Il-kon¢entrazzjoni(jiet) ittestjata/i;

- Il-kundizzjonijiet tal-hzin u l-istabbilta, sa fejn ikunu disponibbli;

- Gustifikazzjoni ghall-ghazla tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test jekk
ma jintuzax X-VIVO™ 15.

Sustanza multikostitwenti, UVCB u tahlita:

- Karatterizzazzjoni sa fejn possibbli, ez. bl-identita kimika (ara aktar ’il fuq), il-purita, 1-
okkorrenza kwantitattiva u l-proprjetajiet fizikokimici rilevanti tal-kostitwenti (ara aktar ’il
fuq) tal-kostitwenti, sa fejn ikunu disponibbli;

- Id-dehra fizika, is-solubbilta fl-ilma u proprjetajiet fizikokimi¢i rilevanti addizzjonali,
meta jkunu disponibbli;

b

- ll-piz molekulari jew il-piz molekulari apparenti fil-kaz ta’ tahlitiet/polimeri
b’kompozizzjonijiet maghrufin jew informazzjoni ohra rilevanti ghat-twettiq tal-istudju;

- Trattament gabel l-ittestjar, jekk applikabbli (perezempju tishin, thin);

- Is-solubbilta £X-VIVO™ 15. Ghal sustanzi kimi¢i li huma insolubbli £X-VIVO™ 15,
jekk jigux osservati precipitazzjoni jew flotazzjoni wara ¢-Centrifugazzjoni,

- Il-konéentrazzjoni(jiet) ittestjata/i;

- Il-kundizzjonijiet tal-hzin u l-istabbilta, sa fejn ikunu disponibbli.

- Gustifikazzjoni ghall-ghazla tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test jekk
ma jintuzax X-VIVO™ 15

Kontrolli

Kontroll pozittiv:

- Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) [UPAC jew CAS, in-numru/i CAS, il-
kodi¢i SMILES jew InChl, il-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn;

- Id-dehra fizika, is-solubbilta fl-ilma, 1l-piz molekulari, u proprjetajiet fizikokimici rilevanti
addizzjonali, meta jkunu disponibbli u fejn applikabbli;

500



D060575/02

Il-purita, 1-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, ec¢;

Trattament qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (perezempju tishin, thin);
Il-kon¢entrazzjoni(jiet) ittestjata/i,

[I-kundizzjonijiet tal-hzin u l-istabbilta, sa fejn ikunu disponibbli;

Referenza ghar-rizultati storic¢i tal-kontroll pozittiv 1i juru kriterji xierqa ta’ accettazzjoni,

jekk applikabbli.

Kontroll negattiv:

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem/ismijiet [UPAC jew CAS, in-numru/i CAS, u/jew
identifikaturi ohrajn;

Il-purita, I-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, ecc;

Id-dehra fizika, is-solubbilta fl-ilma, il-piz molekulari, u proprjetajiet fizikokimi¢i rilevanti
addizzjonali f'kaz li jintuzaw kontrolli negattivi ohra li ma jkunux fost dawk imsemmijin
fil-Linja Gwida tat-Test u sa fejn ikunu disponibbli;

[I-kundizzjonijiet tal-hzin u l-i1stabbilta, sa fejn ikunu disponibbli;

Gustifikazzjoni ghall-ghazla tas-solvent ghal kull sustanza kimika tat-test;

ll-kundizzjonijiet tat-test

L-isem u l-indirizz tal-isponser, tal-facilita tat-test u tad-direttur tal-istudju;

Deskrizzjoni tat-test uzat;

Il-linja ta’ ¢elloli uzata, il-kundizzjonijiet tal-hzin u s-sors taghha (ez. il-fa¢ilitd mnejn
inkisbet);

In-numru tal-lott u l-origini tal-FBC, isem il-fornitur, in-numru tal-lott tal-pjastra sewda
b’qiegh ¢att b’96 bwejra, u n-numru tal-lott tar-reagent Tripluc;

In-numru ta’ passaggi u d-densita tac-celloli uzati ghall-ittestjar;

[I-metodu ta’ ghadd ta¢-celloli ghat-tizrigh qabel l-ittestjar u I-mizuri mehudin biex tigi
zgurata distribuzzjoni omogena tan-numru ta’ ¢elloli;

[I-luminometru uzat (ez. il-mudell), inkluzi I-issettjar tal-istrument, is-substrat ta’

luciferazi uzat, u wiri tal-kejlijiet ta’ luminexxenza xierqa fuq il-bazi tat-test tal-kontroll
deskritt fl-Appendici 3.2;

Il-procedura uzata biex tintwera I-profi¢jenza tal-laboratorju biex iwettaq it-test (ez. billi
jigu ttestjati s-sustanzi ta’ profi¢jenza) jew biex tintwera prestazzjoni riproducibbli tat-test
matul iz-zmien.
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ll-procedura tat-test

In-numru ta’ repliki u ta’ sessjonijiet imwettqa;

II-koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test, il-procedura ta’ applikazzjoni u I-hin ta’
esponiment (jekk ikunu differenti minn dawk rakkomandati);

Deskrizzjoni tal-kriterji ta’ evalwazzjoni u ta’ deéizjoni uzati;
Deskrizzjoni tal-kriterji ta’ ac¢ettazzjoni tal-istudju uzati;

Deskrizzjoni ta’ kwalunkwe modifika tal-pro¢edura tat-test.

Ir-rizultati

[1-kejlijiet tal-ILSLA u tal-GAPLA;

I1-kalkoli ghall-nIL8LA, ghall-Ind-IL8LA, u ghall-Inh-GAPLA;

L-intervall ta’ kunfidenza ta’ 95 % tal-Ind-IL8LA;

Graff Ii turi 1-kurvi ta’ doza-rispons ghall-induzzjoni tal-attivita tal-luciferazi u ghall-
vijabbilta;

Deskrizzjoni ta’ kull osservazzjoni rilevanti ohra osservata, jekk applikabbli.

Diskussjoni tar-rizultati

Diskussjoni tar-rizultati miksuba bl-assagg 1L-8 Luc;

Kunsiderazzjoni tar-rizultati tal-assagg fil-kuntest ta’ IATA, jekk ikun hemm
informazzjoni rilevanti ohra disponibbli.

Konkluzjoni
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Appendi¢i 3.1

DEFINIZZJONIJIET

Akkuratezza: Il-qrubija fil-livell ta’ gbil bejn ir-rizultati tat-test u l-valuri referenzjarji
accettati. Hi kejl tal-prestazzjoni tat-test u wiched mill-aspetti ta’ rilevanza. Spiss it-terminu
jintuza b’mod alternanti ma’ “konkordanza” biex ifisser il-proporzjon ta’ rizultati korretti ta’
test (16).

AOP (Passagg tal-Ezitu Avvers): Sekwenza ta’ avvenimenti mill-istruttura kimika ta’
sustanza kimika fil-mira jew grupp ta’ sustanzi kimi¢i simili permezz tal-avveniment ta’
inizjazzjoni molekulari ghal ezitu ta’ interess in vivo (22).

Sustanza kimika: Sustanza jew tahlita

CV05: Il-vijabbilta tac-celloli 05, jigifieri 1-kon¢entrazzjoni minima i fiha s-sustanzi kimici
juru angas minn 0,05 tal-Inh-GAPLA.

FInSLO-LA: Abbrevjazzjoni uzata fir-rapport ta’ validazzjoni u fil-pubblikazzjonijiet
precedenti rigward l-assagg IL-8 Luc biex tirreferi ghall-Ind-IL8LA. Ara Ind-ILSLA ghad-
definizzjoni.

GAPLA: Attivita tal-Luciferazi tal-Luc¢iferazi Hamra Stabbli (SLR) (Amass = 630 nm),
regolata mill-promotur tal-GAPDH u turi l-vijabbilta ta¢-celloli u n-numru ta’ ¢celloli
vijabbli.

Periklu: Proprjeta inerenti ta’ agent jew ta’ sitwazzjoni li ghandha l-potenzjal li tikkawza
effetti avversi meta organizmu, sistema jew (sub)popolazzjoni jigu esposti ghal dak 1-agent.

IATA (Approéé Integrat ghall-Ittestjar u 1-Valutazzjoni): Approé¢ strutturat uzat ghall-
identifikazzjoni ta’ perikli (potenzjal), il-karatterizzazzjoni tal-perikli (potenza) u/jew
valutazzjoni tas-sikurezza (potenzjal/potenza u esponiment ) ta’ sustanza kimika jew ta’
grupp ta’ sustanzi kimiéi, li jintegra b’mod strutturat u jizen id-data rilevanti kollha biex
jinforma decizjoni regolatorja dwar il-periklu u/jew ir-riskju u/jew il-htiega potenzjali ghal
ittestjar immirat ulterjuri li, ghaldagstant, ikun minimu.

II-SLR-LA: Abbrevjazzjoni uzata fir-rapport ta’ validazzjoni u fil-pubblikazzjonijiet
precedenti rigward l-assagg IL-8 Luc biex tirreferi ghall-Inh-GAPLA. Ara Inh-GAPLA
ghad-definizzjoni.

IL-8 (Interlewkina-8): Citokina derivata minn ¢elloli endoteljali, minn fibroblasti, minn
keratino¢iti, minn makrofagi, u minn monoc¢iti li tikkawza kemotassi tan-newtrofili u tal-
linfo¢iti tac-celloli-T.

IL8LA: Attivita tal-Luciferazi tal-Luciferazi Orangjo Stabbli (SLO) (Amass = 580 nm),
regolata mill-promotur tal-1L-8.
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Ind-IL8LA: Induzzjoni ta’ drabi tal-ILSLA. Tinkiseb bid-divizjoni tal-nILSLA tac-celloli
THP-G8 trattati b’sustanzi kimi¢i b’dik ta’ ¢elloli THP-G8 mhux stimolati u tirrapprezenta
l-induzzjoni tal-attivita tal-promotur tal-1L.-8 mis-sustanzi kimici.

Inh-GAPLA: Inibizzjoni tal-GAPLA. Tinkiseb bid-divizjoni tal-GAPLA tat-THP-GS8
trattati b’sustanzi kimi¢i b’ GAPLA ta’ THP-G8 mhux trattati u tirrapprezenta ¢-Citotossicita
tas-sustanzi kimici.

Limitu minimu ta’ induzzjoni (MIT): l-anqas koncentrazzjoni li fiha sustanza kimika
tissodisfa I-kriterji pozittivi

Tahlita: Tahlita jew soluzzjoni msawra minn zewg sustanzi jew aktar.

Sustanza monokostitwenti: Sustanza, definita mill-kompozizzjoni kwantitattiva taghha, li
fiha kostitwent ewlieni wiehed ikun prezenti ghal tal-anqas 80 % (w/w).

Sustanza multikostitwenti: Sustanza, definita mill-kompozizzjoni kwantitattiva taghha, li
fiha aktar minn wiched mill-kostitwenti ewlenin ikunu prezenti f’konéentrazzjoni > 10 %
(w/w) u <80 % (w/w). Sustanza multikostitwenti hi r-rizultat ta’ process tal-manifattura. Id-
differenza bejn tahlita u sustanza multikostitwenti hi 1i tahlita tinkiseb bl-amalgamar ta’
zewg sustanzi jew aktar minghajr reazzjoni kimika. Sustanza multikostitwenti hi r-rizultat
ta’ reazzjoni kimika.

nIL8LA: L-attivita tal-lu¢iferazi SLO i tirrifletti l-attivita promotur tal-1L-8 (IL8LA)
normalizzata bl-attivita tal-lu¢iferazi SLR li tirrifletti l-attivitd promotur tal-GAPDH
(GALPA). Din tirrapprezenta l-attivitd promotur tal-IL-8 wara li tikkunsidra I-vijabbilta tac-
¢elloli jew in-numru ta’ ¢elloli.

nSLO-LA: Abbrevjazzjoni uzata fir-rapport ta’ validazzjoni u fil-pubblikazzjonijiet
pre¢edenti rigward l-assagg IL-8 Luc biex tirreferi ghall-nIL8LA. Ara nIL8LA ghad-
definizzjoni.

Kontroll pozittiv: Replika li jkun fiha l-komponenti kollha ta’ sistema tat-test u trattata
b’sustanza li jkun maghruf Ii tikkawza rispons pozittiv. Biex jigi zgurat li 1-varjabbilta fir-
rispons tal-kontroll pozittiv tkun tista’ tigi vvalutata tul iz-zmien, id-daqs tar-rispons pozittiv
ma ghandux ikun ec¢essiv.

Preapteni: Sustanzi kimici li jsiru sensitizzaturi permezz ta’ trasformazzjoni abijotika.

Proapteni: Sustanzi kimiéi 1i jehtigu attivazzjoni enzimatika biex jehilsu 1-potenzjal ta’
sensitizzazzjoni tal-gilda.

Rilevanza: Deskrizzjoni tar-relazzjoni tat-test ghall-effett ta’ interess u jekk huwiex
sinifikanti u utli ghal skop partikolari. Din tiddetermina kemm it-test ghandu I-hila jkejjel
jew ibassar b’mod korrett l-effett bijologiku ta’ interess. Ir-rilevanza tinkorpora I-
kunsiderazzoni tal-akkuratezza (konkordanza) ta’ test (16).
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Affidabbilta: Kejlijiet ta’ kemm test jista’ jitwettaq b’mod riproducibbli fil-laboratorji u
bejn il-laboratorji tul iz-zmien, meta jitwettaq billi jintuza l-istess protokoll. Din tigi
evalwata billi tkun ikkalkolata r-riproducibbbilta fl-istess u bejn il-laboratorarji u r-
ripetibbilta fl-istess laboratorju (16).

Sessjoni: Sessjoni tikkonsisti f’sustanza kimika tat-test wahda jew aktar ittestjata flimkien
ma’ kontroll negattiv u ma’ kontroll b’solvent/b’veikolu.

Sensittivita: Il-proporzjon tas-sustanzi kimici pozittivi/attivi kollha 11 huma klassifikati kif
suppost mit-test. Hi kejl tal-precizjoni ghal test li jipproduéi rizultati kategori¢i, u hi
kunsiderazzjoni importanti fil-valutazzjoni tar-relevanza ta’ test (16).

SLO-LA: Abbrevjazzjoni uzata fir-rapport ta’ validazzjoni u fil-pubblikazzjonijiet
precedenti rigward l-assagg IL-8 Luc biex tirreferi ghall-ILSLA. Ara ILSLA ghad-
definizzjoni.

SLR-LA: Abbrevjazzjoni uzata fir-rapport ta’ validazzjoni u fil-pubblikazzjonijiet
precedenti rigward l-assagg IL-8 Luc biex tirreferi ghall-GAPLA. Ara GAPLA ghad-
definizzjoni.

Kontroll b’solvent/veikolu: Kampjun mhux trattat li fih il-komponenti kollha ta’ sistema
tat-test hlief tas-sustanza kimika tat-test, izda li jinkludi s-solvent/il-veikolu li jintuza.
Jintuza biex jigi stabbilit ir-rispons tal-linja bazi ghall-kampjuni trattati bis-sustanza kimika
tat-test dissolta jew dispersa stabbliment fl-istess solvent/veikolu. Meta jigi ttestjat ma’
kontroll b’medium konkorrenti, dan il-kampjun juri wkoll jekk is-solvent/il-veikolu jkollux
interazzjoni mas-sistema tat-test.

Specificita: Il-proporzjon tas-sustanzi kimi¢i negattivi/inattivi kollha li huma klassifikati kif
suppost mit-test. Hi kejl tal-precizjoni ghal test li jipproduéi rizultati kategorici, u hi
kunsiderazzjoni importanti fil-valutazzjoni tar-relevanza ta’ test (16).

Sustanza: Elementi kimi¢i u I-komposti taghhom fl-istat naturali jew miksuba bi
kwalunkwe process ta’ manifattura tal-produzzjoni, inkluz kwalunkwe addittiv mehtieg
ghall-preservazzjoni tal-istabbilta tal-prodott u ta’ kwalunkwe impurita li torigina mill-
process uzat, izda eskluz kwalunkwe solvent i jista’ jkun separat minghajr ma jaffetwa 1-
istabbilta tas-sustanza jew ibiddel il-kompozizzjoni taghha.

Tensjoattiv: Imsejjah ukoll agent tensjoattiv, dan huwa sustanza, bhal detergent, li tista’
tnaqqas it-tensjoni tas-superficje ta’ likwidu u b’hekk tippermettilu jtella’ r-raghwa jew
jippenetra solidi; hu maghruf ukoll bhala agent 1i jxarrab. (TG437)

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata permezz ta’ dan il-
metodu.

THP-GS8: Linja ta’ ¢elloli indikatur 1L-8 uzata fl-assagg IL-8 Luc. Il-linja ta’ ¢elloli umana
qisha makrofagu, THP-1, giet transfettata fil-geni tal-luc¢iferazi SLO u SLR taht il-kontroll
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tal-promoturi tal-1L-8 u tal-GAPDH, rispettivament.

Is-Sistema Globalment Armonizzata tal-Klassifikazzjoni u l-Ittikettar ta’ Sustanzi
Kimi¢i tan-Nazzjonijiet Uniti (GHS tan-NU): Sistema li tipproponi 1-klassifikazzjoni tas-
sustanzi kimi¢i (sustanzi u tahlitiet) skont it-tipi u l-livelli standardizzati ta’ perikli fizici,
sanitarji u ambjentali, u tindirizza l-elementi ta’ komunikazzjoni korrispondenti, bhal
pittogrammi, kliem ta’ twissija, dikjarazzjonijiet ta’ periklu, dikjarazzjonijiet ta’
prekawzjoni u skedi ta’ data dwar is-sikurezza, biex jitwassal taghrif dwar I-effetti avversi
bil-ghan li n-nies ikunu protetti (inkluzi min ihaddem, il-haddiema, it-trasportaturi, il-
konsumaturi u min jintervjeni f’emergenza) u l-ambjent (21).

UVCB: sustanzi ta’ kompozizzjoni varjabbli jew mhux maghrufa, prodotti jew materjali
bijologi¢i b’reazzjoni kumplessa.

Metodu ta’ ttestjar validu: Test meqjus li ghandu bizzZejjed rilevanza u affidabbilta ghal
skop specifiku u 1i hu bbazat fuq prin¢ipji xjentifici sodi. Test qatt ma jkunx validu f’sens
assolut, izda biss b’rabta ma’ skop definit.
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Appendici 3.2

IL-PRINCIPJU TAL-KEJL  TAL-ATTIVITA TAL-LUCIFERAZI U D-
DETERMINAZZJONI TAL-KOEFFICJENTI TA’ TRAZMISSJONI TAL-FILTRU
OTTIKU GHALL-SLO U GHALL-SLR

Sistema ta’ Assagg b’Diversi Indikaturi -Tripluc- tista’ tintuza b’luminometru tat-tip
tal-mikropjastri b’sistema ta’ detezzjoni b’diversi kuluri, li jista’ jitqabbdilha filtru
ottiku (ez. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar LB941
(Berthold)). Il-filtru ottiku uzat fil-kejl hu filtru long jew short pass ta’ 600-620 nm,
jew filtru band pass ta’ 600—700 nm.

Il-kejl ta’ lu¢iferazijiet b’zewg kuluri b’filtru ottiku.

Dan hu ezempju bl-uzu ta’ Phelios AB-2350 (ATTO). Dan il-luminometru hu
mghammar b’filtru long pass ta’ 600 nm (R60 HOYA Co.), 600 nm LP, Filtru 1) ghall-
gsim tal-luminexxenza tal-SLO (Amass = 580 nm) u tal-SLR (Amass = 630 nm).

Biex jigu determinati 1-koeffi¢jenti ta’ tarzmissjoni tal-LP ta’ 600 nm, l-ewwel, bl-uzu
tal-enzimi tal-luc¢iferazi SLO u SLR purifikati, kejjel i) l-intensita tal-intensita tal-
bijoluminexxenza tal-SLO u tal-SLR minghajr filtru (F0), ii) I-intensita tal-
bijoluminexxenza tal-SLO u tal-SLR 1i tghaddi minn LP ta’ 600 nm (Filgru 1), u iii)
ikkalkola 1-koeffi¢jenti ta’ trazmissjoni tal-LP ta’ 600 nm ghall-SLO u ghall-SLR
elenkati hawn taht.

Transmission coefficients |Abbreviation |Definition
Filter | . The filter’s transmission
SLO Transmission |KOgeo -
. coefficient for the SLO
coefficients
SLR ?lter 1 .. <R The filter’s transmission
Tansmission Reo coefficient for the SLR
coefficients

Meta l-intensita tal-SLO u tal-SLR fil-kampjun tat-test jigu definiti bhala O u R,
rispettivament, 1) l-intensita tad-dawl minghajr filtru (kollox ottiku) FO u ii) l-intensita
tad-dawl 1i jittrazmetti mil-LP ta’ 600 nm (Filtru 1) F1 jigu deskritti kif muri hawn taht.

FO=O-+R
F1=xkOres0 x O + kRreo x R

Dawn il-formuli jistghu jigu spjegat kif ge;:

<F0> ( 1 1 ><O>
F1 KOpso  KRpgo/ \R
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Imbaghad bl-uzu tal-fatturi ta’ trazmittenza kkalkolati (kOrso U KRreo) u 1-FO u I-F1
imkejla, tkun tista’ tikkalkola l-valur O u R kif gej:

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

Il-materjali u I-metodi ghad-determinazzjoni tal-fattur ta’ trazmittanza
(1) Reagenti
Enzimi tal-lu¢iferazi purifikati individwali:

Enzima tal-SLO purifikata lijofilizzata
Enzima tal-SLR purifikata ljjofilizzata

(li ghax-xoghol ta’ validazzjoni nkisbu mill-GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, il-Gappun
mal-linja ta’ ¢elloli THP-G8)

Reagent tal-assagg:

Reagent tal-assagg tal-Luciferazi Tripluc® (perezempju minn TOYOBO Cat#MRA-
301)

Medium: ghall-assagg tal-lu¢iferazi (30 ml, mahzuna £°2 — 8°C)

Kon¢. finali | Ammont
Reagent Konc. )

fil-medium mehtieg
RPMI-1640 | - - 27 ml
FBS - 10 % 3ml

(2) Thejjija tas-soluzzjoni tal-enzimi

Iddisolvi 1-enzima tal-luciferazi purifikata lijofilizzata f’tubu billi zzid 200 pl ta’ 10 ~
100 mM Tris/HCI jew Hepes/HCI (pH 7,5 ~ 8,0) supplimentat b’10 % (w/v) glicerol,
iddividi s-soluzzjoni tal-enzima f’alikwoti ta’ 10 pl f’tubi 1i jintremew ta’ 1,5 ml u
ahzinhom fi frizer £-80°C. Is-soluzzjoni tal-enzima ffrizata tista’ tintuza sa sitt xhur
wara. Meta tintuza, zid 1 ml medium ghall-assagg tal-luciferazi (RPMI-1640 b’10 %
FBS) f’kull tubu li jkun fih is-soluzzjonijiet tal-enzimi (soluzzjoni tal-enzimi dilwita) u
zommhom fuq is-silg biex tipprevjeni d-dizattivazzjoni.

(3) Kejl tal-bijoluminexxenza

Holl ir-reagent tal-assagg tal-Luéiferazi Tripluc® (Tripluc) u zommu f’temperatura
ambejntali f’banjumarija jew f’temperatura tal-arja ambjentali. Ixghel il-luminometru
30 min gabel ma tibda l-kejl biex thalli 1-fotomoltiplikatur jistabbilizza. Ittrasferixxi
100 pl tas-soluzzjoni tal-enzima dilwita fi pjastra sewda b’96 bwejra (qiegh catt) (il-

511



D060575/02

kampjun ta’ riferiment tal-SLO ghal #B1, #B2, #B3, il-kampjun ta’ riferiment tal-SLR
ghal #D1, #D2, #D3). Imbaghad ittrasferixxi 100 pl ta’ Tripluc imsahhan minn gabel
f’kull bwejra tal-pjastra li jkun fiha s-soluzzjoni tal-enzima dilwita bl-uzu ta’ pipetman.
Hawwad il-pjastra ghal 10 min ftemperatura ambjentali (madwar 25°C) billi tuza
xejker tal-pjastri. Nehhi 1-bziezaq mis-soluzzjonijiet fil-bwejriet jekk jitilghu. Qieghed
il-pjastra fil-luminumetru biex tkejjel l-attivita tal-luciferazi. Il-bijoluminexxenza
titkejjel ghal 3 sek kull wahda fin-nuqqas (FO) u fil-prezenza (F1) tal-filtru ottiku.

[l-koeffi¢jent ta’ trazmissjoni tal-filtru ottiku gie kkalkolat kif gej:

Koeffi¢jent ta’ trazmissjoni (SLO (kOreo))= (#B1 tal-F1+ #B2 tal-F1+ #B3 tal-F1) /
(#B1 tal-FO+ #B2 tal-FO+ #B3 tal-FO0)

Koeffi¢jent ta’ trazmissjoni (SLR (kRreo))= (#D1 tal-F1+ #D2 tal-F1+ #D3 tal-F1) /
(#D1 tal-FO+ #D2 tal-FO+ #D3 tal-F0)

Il-fatturi kkalkolati tat-trazmittenza jintuzaw ghall-kejlijiet kollha ezegwiti bl-uzu tal-
istess luminometru.

Kontroll tal-kwalita tat-taghmir

Ghandhom jintuzaw il-proc¢eduri deskritti fil-protokoll IL-8 Luc (18).
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Appendici 3.3

SUSTANZI TA’ PROFICJENZA

Qabel l-uzu ta’ rutina tat-test deskritt f"dan 1-Appendiéi tal-metodu ta’ ttestjar B.71, il-
laboratorji ghandhom juru profi¢jenza teknika billi jiksbu t-tbassir mistenni tal-assagg 1L-8
ghall-10 sustanzi rakkomandati fit-Tabella 1 u billi jiksbu I-valuri li jagghu fi hdan il-medda
ta’ referenza rispettiva ghal tal-anqas 8 mill-10 sustanzi ta’ profi¢jenza (maghzula biex
jirrapprezentaw il-medda ta’ risponsi ghall-perikli ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda). Kriterji tal-
ghazla ohra kienu li s-sustanzi jkunu disponibbli kummer¢jalment, u li jkun hemm
disponibbli data ta’ riferiment in vivo ta’ kwalita gholja kif ukoll data in vitro ta’ kwalita
gholja bl-assagg IL-8 Luc. Barra minn hekk, hemm data ta’ riferiment ippubblikata

disponibbli ghall-assagg IL-8 Luc (6) (1).

Tabella 1: Sustanzi rakkomandati biex tintwera profi¢jenza teknika bl-assagg IL-8 Luc

Solubbilta Tbassir Medda ta’
i tal-1L-8 riferiment
s .. Numru X- Thassir in Luc? (pg/ml)3
Sustanzi ta’ profi¢jenza tas-CAS Stat VIVO15 vivol
20 cvos+ L8 Luc
MIT?
mg/ml
2 4-Dinitroklorobenzen ~ 97-00-7  Solidu  Tnsolubbli SonSIZZAWT bty 2339 0,523
(Estrem)
Formaldeid 50-00-0 Likwidu Solubbli  on$itizzatur — p i 930 4-9
(B’sahhtu)
2-Merkaptobenzotjazol ~ 149-30-4  Solidu  Tnsolubbli SonSIUZZANT e 250-290  60-250
(Moderat)
Etilendiammina 107-153  Likwidu Solubbli SomSiZZMI b iy 500700 0,1-04
(Moderat)
Dimetakilat tal- 97-90-5  Likwidu Tnsolubbli SSnSIHZZAUI posiy 2000 0,04-0,1
Etileneglikol widh Insolu (Dghajjef) oty ARl
4-Allilanisol (Estragol) ~ 140-67-0 Likwidu Insolubbli SorSiZZalUT  pooiiv 2000 0,01-0,07
(Dghajjef)
Sulfat tal-istreptomiéina 01074 Solidu  Solubbli _ MnuX Negattiv ~ >2000  >2000
0 sensitizzatur
Gli¢erol 56-81-5 Likwidu  Solubbli Mhux Negattiv. ~ >2000  >2000
sensitizzatur
Isopropanol 67-63-0 Likwidu  Solubbli Mhux Negattiv. ~ >2000  >2000
sensitizzatur

Abbrevjazzjonijiet: Nru tas-CAS = Numru tar-Registru tas-Servizz tat-Tagsiriet tas-Sustanzi Kimici
! l-potenza in vivo tinkiseb bl-uzu tal-kriterji proposti mill-ECETOC (19).

2 Fuq il-bazi tal-valuri stori¢i osservati (1) (6).

3 CV05 u IL-8 Luc MIT gew ikkalkolati bl-uz tas-solubbilta fl-ilma moghtija minn EPI SuiteTM.

4 CV05: il-konéentrazzjoni minima li fiha s-sustanzi kimiéi juru angas minn 0,05 tal-Inh-GAPLA.

5> MIT: 1-angas konéentrazzjonijiet li fihom sustanza kimika tissodisfa I-kriterji pozittivi.
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Appendiéi 3.4
INDICIJIET U KRITERJI TA’ GUDIZZJU

nILSLA (nSLO-LA)

Ir-ripetizzjoni nru j (j = 1-4) tal-konc¢entrazzjoni nru 1 (1 = 0-11) titkejjel ghall-ILSLA (SLO-
LA) u ghall-GAPLA (SLR-LA) rispettivament. L-IL8SLA normalizzata, imsejha nIL8LA
(nSLO-LA), u hi definita bhala:

Din hi l-unita bazika tal-kejl f’dan l-assagg.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

1z-zieda ta’ drabi tal-nIL8LA medja (nSLO-LA) ghar-ripetizzjoni tal-kon¢entrazzjoni nru i
mgqabbla maghha fil-koncentrazzjoni 0, Ind-IL8LA, hi 1-kejl primarju ta’ dan l-assagg. Dan
il-proporzjon hu miktub bil-formula li gejja:

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

[I-laboratorju principali ppropona 1i valur ta’ 1,4 jikkorrispondi ghal rizultat pozittiv ghas-
sustanza kimika ttestjata. Dan il-valur hu bbazat fuq l-investigazzjoni tad-data storika tal-
laboratorju prin¢ipali. It-tim ta’ gestjoni tad-data mbaghad uza dan il-valur fil-fazijiet kollha
tal-istudju ta’ validazzjoni. L-ezitu primarju, Ind-IL8LA, hu l-proporzjon ta’ zewg medji
aritmeti¢i kif murija fl-ekwazzjoni.

Intervall ta’ kunfidenza ta’ 95 % (CI ta’ 95 %)

L-intervall ta’ kunfidenza ta’ 95 % (CI ta’ 95 %) fuq il-bazi tal-proporzjon jista’ jigi stmat
li juri l-precizjoni ta’ dan il-kejl tal-ezitu primarju. Il-limitu inferjuri tas-CI ta’ 95 % > 1
jindika 1i [I-nIL8LA bil-konéentrazzjoni nru i hi ferm akbar minn dik bil-kontroll b’solvent.
Hemm diversi modi biex jinbena s-CI ta’ 95 %. Ahna uzajna I-metodu maghruf bhala t-
teorema ta’ Fieller f’dan l-istudju. Din it-teorima tal-intervall ta’ kunfidenza ta’ 95 %
tinkiseb mill-formula li gejja:

—B —VB? —4AC —B+ VB2 —4AC
2A ’ 2A ’

Fejn
sd? sd?.
A= i%—tg_975(\,) Xn—o, B=-2 X)_(X}_C C=}_712—tg_975(v)><n—yl,andno =4,
0

y1
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Xo = (1/n) x ¥;nIL8LAy;, sdf = {1/(ny — 1)} X ¥;(nIL8LAy; — 20)2,

ng =4, §; = (1 /nyi) X Zj(nIL8LAij), sd§i ={1 /(myj - 1)} x zj(mLSLAij - yi)z.

ty975(,) hi I-percentil ta’ 97,5 tad-distribuzzjoni ¢entrali t bil-y tal-grad ta’ liberta, fejn

(25452 -+ ()0, )

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)
L-Inh-GAPLA hi I-proporzjon tal-GAPLA medja (SLR-LA) ghar-ripetizzjoni tal-
kon¢entrazzjoni nru i meta mqgabbla ma’ dik bil-kontroll b’solvent, u din tinkiteb permezz
ta’

Inh — GAPLA; = {(1/4) x ¥;GAPLA;;}/{(1/4) x ¥ ; GAPLA,;}.

Peress li 1-GAPLA hi d-denominatur tal-nIL8LA, valur estremament zghir jikkawza
varjazzjoni kbira fl-nIL8LA. Ghaldagstant, valuri tal-Ind-ILSLA b’valur estremament zghir
tal-Inh-GAPLA (anqgas minn 0,05) jistghu jitqiesu li ghandhom precizjoni baxxa.

516



D060575/02

Appendici 3.5

L-ISKEMA TAL-METODI BIEX JIGU DISSOLTI SUSTANZI KIMICI GHALL-ASSAGG
IL-8 LUC.

(a) Ghal sustanzi kimi¢i dissolti £X-VIVO™ 15 £20 mg/ml
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Jekk is-sustanza kimika hi solubbli f'X-

VIVOTM 15 (I-1el sessjoni) Fattur ta’ d“W'ZZJON ta’s
20 mg/ml Soluzzjoni

Fattur ta’ dilwizzjoni ta’ 2 ewlenija (4

| | | ] | | || I| || || || ||!|
H a e == =
1 mg/mi amg/ml
) $==r==r===srr==r=rer==r===r=== 2mg/mi
1 Zid mas-sospensjoni ta¢-celloli fi pjastra b’96 bwejra
| ” |I | | 1 I| |I I| ” |I I| |I |
l 11 11 ] l ] l ] | ]
0,5 mg/ml 2mg/ml
0 fFrEESEECSSESSESsaESEaTEEan 1 mg/ml

R — .

CVO05; I- anqas koncentrazz;onl li fiha Inh-GAPLA ssir
<0,05 (il-koncentrazzjoni tas-soluzzjoni ewlenija
x1/fattur ta’ dilwizzjoni (X))

Inh-GAPLA

Koncentrazzjoni finali fit-2ni, fit-3et u fir-4a esperiment
1mg/ml 4 mg/mi
0 R - S - 05mg/ml 2 mg/ml

2ni, 3et, 4a sessjonijiet

|dd|lwrxx1
Kontroll b’X-Vivo™ 15 s 4x V05 (4x il-koncentrazzjoni tas-
Fattur ta’ dilwizzjoni ta’ 1,S soluzzjoni ewlenija x 1/X)

e e e e b

Zieda mac-celloli fi pjastra b’96 bwejra (50u1:50u1)
2xCV05

I 7 B g
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(b) Ghal sustanzi kimiéi insolubbli £X-VIVOTM 15 £20 mg/ml

Jekk is-sustanza kimika hi insolubbli 'X- U '
Dawwar u

VIVOTM 15 (I-1el sessjoni) 20 mg/m ccentrifuga Supernatant

A dilution factor of 2 (Soluzzjoni

X1/1024 X1/256 x1/64 x1/16 X1/4 X1
0 x1/512 X1/128 Xx1/32 x1/8 x1/2

l_Zid mas-sospensjoni tac-Celloli fi pjastra b’96 bwejra

| | |y B A

%1/2048 x1/512 x1/128 x1/32 x1/8 x1/2 o
0 x1/1024 x1/256 x1/64 x116 x1/4 Dilwizzjoni finali

J

CV05; l-angas koncentrazzjonili fiha Inh-GAPLA ssir
<0,05 (il-koncentrazzjoni tas-soluzzjoni ewlenija
x1/fattur ta’ dilwizzjoni (X))

Kon¢entrazzjoni finali fz-2ni, ft-3et u fr-4a esperiment

x1/2048 P — X8  x12
0 x1/1024 X6 x14
1/X
2ni, 3et, 4a sessjonijiet N—
iddilwixxi
2 T 1x 4x CV05 (4x il-koncentrazzjoni tas-
ontro 24 Fattur ta’ dilwizzjoni ta” 1,5 soluzzjoni ewlenija x 1/X)

< il

Zieda mac-celloli fi pjastra b’96 bwejra (50pl:50put)

l 2xCV05
e b e ) e e e e e

[
[
[
[:
il
L
[
[
[

|
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Appendici 3.6

L-ISKEMA TAL-METODU BIEX JIGI DISSOLT 4-NBB GHALL-KONTROLL POZITTIV
TAL-ASSAGG IL-8 LUC.

II-kontroll pozittiv: 4-NBB (insolubbli fX-vivO™ 15 O

Fattur ta’ dilwizzjoni ta’

— e —
Dawwar u
¢éentrifuga  Supernatant 1/4
20 mg/mid - P x1/4L]
x1
Dilwizzjoni f'fattur ta’ 2 _J

€—

kontroll bxvivo™  X1/160 x1/80  x1/401

15
Zieda mac-celloli fi pjastra b’96

l bwejra (50ul:50ul) :|

Kontroll b’x_vivo™  x1/3200 x1/1600 x1/801
15

2%
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(9) Fil-Parti C, jizdiedu I-Kapitoli li gejjin:

“C.52 TEST TAR-RIPRODUZZJONI TA’ GENERAZZJONI ESTIZA WAHDA TA’
MEDAKA (MEOGRT)

INTRODUZZJONI

1.

Dan il-metodu ta’ ttestjar hu ekwivalenti ghal-linja gwida tat-test (TG) 240 tal-OECD
(2015). It-Test ta’ Generazzjoni Estiza Wahda ta> Medaka (MEOGRT) jiddeskrivi metodu
ta’ ttestjar komprensiv ibbazat fuq hut espost fuq diversi generazzjonijiet biex jaghti data
rilevanti ghall-valutazzjoni tal-periklu u tar-riskju ekologi¢i tas-sustanzi kimici, inkluzi
sustanzi kimi¢i interferenti endokrinali suspettati (EDCs). L-esponiment fil-MEOGRT
jibga’ sat-tifqis (sa gimaghtejn wara I-fertilizzazzjoni, wpf) fit-tieni generazzjoni (F2).
Ikunu mehtiega investigazzjonijiet addizzjonali biex tigi gustifikata 1-utilita tal-estensjoni
tal-generazzjoni F2 lil hinn mit-tifqis; ghalissa m’hemmzx bizzejjed informazzjoni biex jigu
pprovduti 1-kundizzjonijiet jew il-kriterji rilevanti ghall-gustifikazzjoni tal-estensjoni tal-
generazzjoni F2. Madankollu, dan il-metodu ta’ ttestjar jista’ jigi aggornat hekk kif jigu
kkunsidrati informazzjoni u data godda. Perezempju, gwida dwar l-estensjoni tal-
generazzjoni F2 permezz tar-riproduzzjoni tista’ tkun potenzjalment siewja f’certi
¢irkustanzi  (ez. sustanzi kimiéi b’potenzjal gholi ta’ bijokonéentrazzjoni jew
b’indikazzjonijiet ta’ effetti transgenerazzjonali f’unitajiet tassonomici ohra). Dan il-
metodu ta’ ttestjar jista’ jintuza biex jigu evalwati l-effetti kroni¢i potenzjali tas-sustanzi
kimi¢i, inkluzi sustanzi kimi¢i interferenti endokrinali potenzjali, fuq il-hut. Il-metodu
jixhet enfasi primarja fuq l-effetti rilevanti potenzjali fuq 1l-popolazzjoni (jigifieri, impatti
avversi fuq is-sopravivenza, l-izvilupp, it-tkabbir u r-riproduzzjoni) ghall-kalkolu ta’
Koncentrazzjoni Bla Effett Osservat (NOEC) jew Koncentrazzjoni ta’ Effett (Ecx),
ghalkemm ta’ min jinnota li 1-appro¢¢i tal-ECx rarament ikunu xierqa ghal studji kbar ta’
dan it-tip fejn iz-zieda tan-numru ta’ koncentrazzjonijiet tat-test biex tkun tista’ tigi
determinata 1-ECx mixtieqa tista’ tkun imprattika, u dan jista’ jikkawza wkoll thassib
sinifikanti relatat mal-benessri tal-annimali minhabba n-numru kbir ta’ annimali uzati.
Ghal sustanzi kimi¢i li ma jehtigux valutazzjoni fuq “diversi generazzjonijiet” jew sustanzi
kimi¢i li mhumiex sustanzi kimic¢i interferenti endokrinali potenzjali, metodi ta’ ttestjar
ohra jaf ikunu aktar adattati (1). Il-medaka hi I-ispec¢i xierqa ghall-uzu f’dan il-metodu ta’
ttestjar, fid-dawl ta¢-¢iklu tal-hajja gasir taghha u tal-possibbilta 1i jigi determinat is-sess
genetiku taghha (2), 11 hu meqjus komponent kritiku f’dan il-metodu ta’ ttestjar. Il-metodi
specifici u l-punti ta’ tmiem osservazzjonali spjegati f’dan il-metodu huma applikabbli
ghall-medaka biss. Specijiet ohra ta’ hut Zghir (ez. zebra) jistghu jkunu adattati ghal
protokoll tat-test simili.
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2. Dan il-metodu ta’ ttestjar ikejjel diversi punti ta’ tmiem bijologic¢i. Tinghata enfasi
primarja lill-effetti avversi potenzjali fuq il-parametri rilevanti ghall-popolazzjoni inkluzi
s-sopravivenza, l-izvilupp gross, it-tkabbir u r-riproduzzjoni. It-tieni nett, biex tigi
pprovduta informazzjoni mekkanistika u tigi pprovduta konnessjoni bejn ir-rizultati minn
tipi ohra ta’ studji fuq il-post u fil-laboratorju, fejn ikun hemm evidenza a posteriori li
sustanza kimika jkollha attivita potenzjali ta’ interferenza endokrinali (ez. attivita
androgenika jew estrogenika f’testijiet u f’assaggi ohra), informazzjoni siewja ohra
tinkiseb bil-kejl tal-mRNA tal-vitellogenina (vtg) (jew il-proteina tal-vitellogenina, il-
VTG), tal-karatteristi¢i sesswali sekondarji (SSC) fenotipi¢i relatati mas-sess genetiku, u
bl-evalwazzjoni tal-istopatologija. Ta’ min jinnota li jekk sustanza kimika tat-test jew 1l-
metaboliti taghha ma jkunux suspettati li jkunu EDCs, jaf ma jkunx hemm bzonn li jitkejlu
dawn il-punti ta’ tmiem sekondarji u jaf ikun aktar xieraq li jintuzaw studji anqas intensivi
fl-uzu ta’ rizorsi u ta’ annimali (1). Id-definizzjonijiet uzati f"dan il-metodu ta’ ttestjar
jinghataw fl-Appendi¢i 1.

KUNSIDERAZZJONIJIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

3. Minhabba n-numru limitat ta’ sustanzi kimi¢i ttestjati u ta’ laboratorji involuti fil-
validazzjoni ta’ dan l-assagg kemxejn kumpless, hu anti¢ipat li la jkun hemm numru
suffi¢jenti ta’ studji disponibbli biex jigi zgurat l-impatt ta’ dan id-disinn il-gdid tal-
istudju, 1l-metodu ta’ ttestjar jigi riezaminat u, jekk ikun hemm bzonn, rivedut, fid-dawl
tal-esperjenza miksuba. Id-data tista’ tintuza fil-Livell 5 tal-Qafas Kuncettwali tal-OECD
ghall-Ittestjar u ghall-Valutazzjoni tal-Interferenti Endokrinali (3). Il-metodu ta’ ttestjar
jibda bl-esponiment ta’ hut adult (il-generazzjoni FO) ghas-sustanza kimika tat-test matul
il-fazi ta’ riproduzzjoni. L-esponiment ikompli matul 1-izvilupp u r-riproduzzjoni fl-F1 u t-
tifqis fil-generazzjoni F2; b’hekk, Il-assagg jippermetti l-evalwazzjoni tal-perkorsi
endokrinali strutturali kif ukoll attivazzjonali. Jista’ jintuza approc¢¢ tal-piz tal-evidenza
meta jigu interpretati I-punti ta’ tmiem relatati mas-sistema endokrinali.

4. Tt-test ghandu jinkludi numru adegwat ta’ individwi biex tigi zgurata sahha suffi¢jenti
ghall-evalwazzjoni tal-punti ta’ tmiem rilevanti ghar-riproduzzjoni (ara 1-Appendi¢i 3)
filwaqt 1i jigi zgurat 1i n-numru ta’ annimali uzati jkun il-minimu mehtieg ghal ragunijiet
ta’ benessri tal-annimali. Fid-dawl tan-numri kbar ta’ annimali tat-test uzati, importanti li
tigi kkunsidrata bir-reqqa 1-htiega ghat-test b’rabta mad-data ezistenti li diga jaf ikun fiha
informazzjoni rilevanti fuq hafna mill-punti ta’ tmiem fl-MEOGRT. Xi ghajnuna f’dan ir-
rigward tista’ tinkiseb mill-Qafas tal-OECD ghall-Ittestjar tat-Tossicita tal-Fut (1).

5. Il-metodu ta’ ttestjar tfassal primarjament biex jiddistingwi l-effetti ta’ sustanza wahda.
Madankollu, jekk ikun hemm bzonn 1i jsir test fuq tahlita, ghandu jigi kkunsidrat jekk dan
hux se jipprovdi rizultati acc¢ettabbli ghall-fini regolatorju mahsub.
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Qabel ma jinbeda t-test, importanti 1i wiehed ikollu informazzjoni dwar il-proprjetajiet
fizikokimi¢i tas-sustanza kimika tat-test, b’mod partikolari biex ikunu jistghu jigu prodotti
soluzzjonijiet kimiéi stabbli. Hu necessarju wkoll 1i jkun hemm metodu analitiku sensittiv
b’mod adegwat ghall-verifika tal-koncentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test.

PRINCIPJU TAT-TEST

7.

It-test jinbeda bl-esponiment ta’ rgiel u ta’ nisa sesswalment maturi (tal-anqgas 12-i1 wpf)
f’pari tat-tghammir ghal tliet gimghat, 1i matulhom is-sustanza kimika tat-test titgassam fl-
organizmu tal-generazzjoni tal-genituri (FO) skont 1-imgiba tossikokinetika taghha. L-aktar
grib possibbli tal-ewwel jum tar-raba’ gimgha, il-bajd jingabar biex tinbeda l-generazzjoni
F1. Matul it-trobbija tal-generazzjoni F1 (15-il gimgha b’kollox), jigu vvalutati 1-kapacita
ta’ tifqis u s-sopravivenza. Barra minn hekk, jittiched kampjun tal-hut wara 9-10 wpf
ghall-punti ta’ tmiem tal-izvilupp u r-riproduzzjoni tigi vvalutata ghal tliet gimghat mit-12
sal-14-i1 wpf. Generazzjoni F2 tinbeda wara t-tielet gimgha tal-valutazzjoni tar-
riproduzzjoni u titrabba sat-tlestija tat-tifqis.

KRITERJI TA’ VALIDITA TAT-TEST

8.

Japplikaw il-kriterji li gejjin ghall-validita tat-test:

Il-konéentrazzjoni tal-ossigenu dissolt ghandha tkun > 60 % tal-valur tas-saturazzjoni tal-
arja matul it-test;

It-temperatura medja tal-ilma tul id-durata shiha tal-istudju ghandha tkun ta’ bejn 24 u
26°C. Hargiet qosra mill-medja skont I-akkwarji individwali ma ghandhomx ikunu aktar
minn 2°C;

[1-fekonditd medja tal-kontrolli f’kull wahda mill-generazzjonijiet (FO u F1) ghandha tkun
akbar minn 20 bajda ghal kull par kull jum. Il-fertilita tal-bajd kollu prodott matul 1l-
valutazzjoni ghandha tkun akbar minn 80 %. Barra minn hekk, 16 mill-24 par tat-tnissil
tal-kontroll rakkomandati (> 65 %) ghandhom jipproducu aktar minn 20 bajda ghal kull
par kull jum;

Il-kapacita ta’ tifqis tal-bajd ghandha tkun > 80 % (medja) fil-kontrolli (f’kull wahda mill-
generazzjonijiet F1 u F2);

Is-sopravivenza wara t-tifqis sa 3 wpf u minn 3 wpf sat-terminazzjoni ghall-generazzjoni
F1 (jigifieri 15-i1 wpf) ghandha tkun > 80 % (medja ) u > 90 % (medja), rispettivament fil-
kontrolli (F1);
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- Ghandha tkun disponibbli evidenza li turi li I-konéentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-
test fis-soluzzjoni jkunu nzammu b’mod sodisfacenti fi hdan + 20 % tal-valuri medji
mkejla.

Rigward it-temperatura tal-ilma, filwaqt li din mhix kriterju tal-validita, repliki fi hdan
trattament ma ghandhomx ikunu statistikament differenti minn xulxin, u I-gruppi ta’
trattament fi hdan test ma ghandhomx ikunu statistikament differenti minn xulxin (fuq il-bazi
tal-kejlijiet tat-temperatura ta’ kuljum, u eskluzi hargiet qosra).

9. Ghalkemm tista’ tigi osservata riproduzzjoni mnaqqsa fil-gruppi ta’ esponiment oghla,
ghandu jkun hemm riproduzzjoni suffi¢jenti tal-anqas fit-tielet 1-oghla grupp u fil-gruppi
inferjuri kollha ta’ FO biex jimtlew l-inkubaturi tat-tifqis. Barra minn hekk, ghandu jkun
hemm sopravivenza embrijonka adegwata fit-tliet gruppi bl-oghla u bl-anqas esponiment
fl-F1 biex tkun tista’ ssir evalwazzjoni tal-punti ta’ tmiem fil-kampjunar subadult (ara 1-
paragrafi 36 u 38 u l-Appendi¢i 9). Barra minn hekk, tal-anqas ghandu jkun hemm
sopravivenza minima wara t-tifqis (~20 %) fit-tieni l-oghla grupp ta’ esponiment tal-F1.
Dawn mhumiex kriterji ta’ validita per se, izda rakkomandazzjonijiet biex ikunu jistghu
jigu kkalkolati NOECs robusti.

10. Jekk tigi osservata devjazzjoni mill-kriterji ta’ validita tat-test, ghandhom jigu kkunsidrati
l-konsegwenzi b’rabta mal-affidabbilta tar-rizultati tat-test u dawn id-devjazzjonijiet u 1-
kunsiderazzjonijiet ghandhom jigu inkluzi fir-rapport tat-test.

DESKRIZZJONI TAL-METODU

Apparat

11. Taghmir normali tal-laboratorju u spe¢jalment dan li gej:

(a)  ossigenu u apparati li jkejlu 1-pH;
(b) taghmir ghad-determinazzjoni tal-ebusija u tal-alkalinita tal-ilma;

(c) apparat adegwat ghall-kontroll tat-temperatura u preferibbilment monitoragg
kontinwu;

(d) tankijiet maghmula minn materjal kimiku inerti u b’kapacita adattata b’rabta mad-
densita rrakkomandata tat-taghbija u tal-istokkjar (ara l-Appendic¢i 3);

(e)  bilanc preciz bizzejjed (jigifieri prec¢iz sa + 0,5 mg).
L-ilma

12. Kwalunkwe ilma li fih l-ispeci tat-test juru sopravivenza u tkabbir adegwat fit-tul jista’
jintuza bhala ilma tat-test. Ghandu jkun ta’ kwalita kostanti matul il-perjodu tat-test. Biex
jigi zgurat li l-lima tad-dilwizzjoni ma jkollux influwenza zejda fuq ir-rizultat tat-test
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(perezempju b’kumplessazzjoni tas-sustanza kimika tat-test) jew ma jaffettwax b’mod
avvers il-prestazzjoni tal-istokk riproduttiv, ghandhom jittichdu kampjuni f’intervalli
ghall-analizi. Ghandu jsir il-kejl tal-metalli tqal (ez. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), l-anjoni u I-
katjoni kbar (ez. Ca*', Mg**, Na', K', CI, SO4%), il-pesti¢idi, il-karbonju organiku totali u
s-solidi sospizi, perezempju, kull sitt xhur meta 1-ilma tad-dilwizzjoni jkun maghruf li jkun
relattivament kostanti fil-kwalita. Certi karatteristi¢i kimi¢i tal-ilma ta’ dilwizzjoni
accettabbli huma elenkati fl-Appendici 2. I1-pH tal-1lma ghandha tkun fil-medda ta’ 6,5 sa
8,5, 1zda matul test spe¢ifiku ghandha tkun f"medda ta’ & 0,5 unitajiet tal-pH.

Sistema ta’ esponiment

13.

Id-disinn u l-materjali uzati ghas-sistema ta’ esponiment mhumiex specifikati. Hgieg, azzar
inossidabbli, jew materjal kimikament inerti ichor ghandu jintuza ghall-bini tas-sistema tat-
test 11 ma tkunx giet kontaminata matul it-testijiet precedenti. Ghall-fini ta’ dan it-test,
sistema ta’ esponiment xierqa tista’ tkun tikkonsisti f’sistema bi fluss kontinwu

(A)G)ONTE)O)A0)(AT)(12)(13).

Is-soluzzjonijiet tat-test

14. Is-soluzzjoni ewlenijja tas-sustanza kimika tat-test ghandha titwassal fis-sistema ta’

15.

esponiment b’pompa xierqa. Ir-rata ta’ fluss tas-soluzzjoni ewlenija ghandha tigi kalibrata
skont konferma analitika tas-soluzzjonijiet tat-test gabel it-tnedija tal-esponiment, u tigi
verifikata volumetrikament kull ¢ertu zmien matul it-test. Is-soluzzjoni tat-test fkull
kompartiment tiggedded b’mod adegwat (ez. il-volum jiggedded ghal hames darbiet
kuljum sa 16-il tigdid kuljum jew fluss sa 20 ml/min) skont l-istabbilta tas-sustanza kimika
tat-test u 1-kwalita tal-1lma.

Is-soluzzjonijiet tat-test tal-koncentrazzjonijiet maghzula jithejjew billi tigi dilwita
soluzzjoni ewlenija. Is-soluzzjoni ewlenija preferibbilment ghandha tithejja billi
sempliciment tithallat jew tithawwad is-sustanza kimika tat-test fl-ilma ta’ dilwizzjoni
b’mezzi mekkani¢i (ez. bit-thawwid jew bl-ultrasonikazzjoni). Jistghu jintuzaw
kolonni/sistemi ta’ saturazzjoni jew metodi ta’ dozagg passiv (14) biex tinkiseb soluzzjoni
ewlenija kkoncentrata kif xieraq. Ghandu jittiehed kull sforz biex jigu evitati solventi jew
trasportaturi ghaliex: (1) certi solventi nfushom jistghu jirrizultaw f’tossic¢itda u/jew
f’risponsi mhux mixtieqa jew mhux mistennija, (2) l-ittestjar ta’ sustanzi kimi¢i f’livell
oghla mis-solubbilta fl-ilma taghhom (hekk kif spiss jista’ jsehh bl-uzu tas-solventi) jista’
jirrizulta f’determinazzjonijiet imprecizi tal-koncentrazzjonijiet effettivi, (3) l-uzu ta’
solventi f’testijiet aktar fit-tul jista’ jirrizulta fi grad sinifikanti ta’ “biofilming” assoc¢jata
ma’ attivita mikrobika li tista’ thalli impatt fuq il-kundizzjonijiet ambejntali kif ukoll fuq
il-hila 1i jinzammu 1-kon¢entrazzjonijiet tal-esponiment u (4) fl-assenza ta’ data storika li
turi li s-solvent ma jinfluwenzax 1-ezitu tal-istudju, 1-uzu ta’ solventi jehtieg trattament ta’
kontroll b’solvent li ghandu implikazzjonijiet fuq il-benessri tal-annimali peress li jkunu
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mehtiega annimali addizzjonali biex isir it-test. Ghal sustanzi kimiéi li difficli tittestjahom,
solvent jista’ jintuza bhala l-ahhar rikors, u ghandu jigi kkonsultat id-Dokument ta’ Gwida
23 tal-OECD dwar I-Ittestjar tat-Tossi¢ita Akkwatika ta’ Sustanzi u ta’ Tahlitiet Difficli
(15) biex jigi determinat l-ahjar metodu. L-ghazla tas-solvent se tigi determinata mill-
proprjetajiet kimici tas-sustanza kimika tat-test u mid-disponibbilta ta’ data storika dwar 1-
uzu tas-solvent. Jekk jintuzaw trasportaturi tas-solvent, ghandhom jigu evalwati kontrolli
b’solvent xierqa minbarra kontrolli (negattivi) mhux b’solvent (ilma ta’ dilwizzjoni biss).
F’kaz li 1-uzu ta’ solvent ma jkunx evitabbli, u ssehh attivita mikrobika (biofilming), hu
rakkomandat li jinzamm rekord/li jigi rapportat dwar il-biofilming ghal kull tank (tal-anqas
kull gimgha) matul it-test shih. Idealment, il-kon¢entrazzjoni tas-solvent ghandha tinzamm
kostanti fil-kontroll b’solvent u fit-trattamenti kollha tat-test. Jekk il-koncentrazzjoni tas-
solvent ma tinzammx kostanti, ghandha tintuza l-oghla konéentrazzjoni tas-solvent fit-
trattament tat-test fil-kontroll b’solvent. F’kazijiet 1i fihom jintuza trasportatur tas-solvent,
il-kon¢entrazzjonijiet massimi tas-solvent ma ghandhomx jagbzu 1-100 pl/l jew 100 mg/l
(15), u hu rakkomandat 11 I-kon¢entrazzjoni b’solvent tinzamm ghall-anqas livell possibbli
(ez. <20 w/l) biex jigi evitat effett potenzjali tas-solvent fuq il-punti ta’ tmiem imkejla

(16).
L-annimali tat-test

Ghazla u zamma tal-hut
16. L-ispec¢i tat-test hi 1-medaka Oryzias latipes minhabba ¢-¢iklu tal-hajja qasir taghha u I-
possibbilta 11 jigi determinat is-sess genetiku. Ghalkemm specijiet ohra ta’ hut zghir jistghu
jkunu adattati ghal protokoll tat-test simili, il-metodi spec¢ifici u l-punti ta’ tmiem
osservazzjonali spjegati f"dan il-metodi ta’ ttestjar huma applikabbli ghall-medaka biss
(ara l-paragrafu 1). [l-medaka tigi indotta minnufih biex titnissel f’kaptivita; jezistu metodi
ppubblikati ghall-koltura taghha (17) (18) (19), u hemm data disponibbli minn testijiet tal-
letalita fuq terminu qasir tal-istadju bikri tal-hajja u ta¢-Ciklu shih tal-hajja (5) (6) (8) (9)
(20). Il-hut kollu jinzamm fuq fotoperjodu ta’ 16-il siegha dawl:8 sighat dlam. Il-hut
jintema’ gambli haj tal-ilma mielah, Artemia spp., li jistghu jigu supplimentati b’ikel fil-
forma ta’ lagx kummeréjalment disponibbli jekk ikun hemm bzonn. L-ikel fil-forma ta’
lagx kummerc¢jalment disponibbli ghandu jigi analizzat b’mod regolari ghall-kontaminanti.

17. Dment li jigu segwiti prattiki xierqa tat-trobbija, ma jkun mehtieg ebda protokoll specifiku
tal-koltura. Perezempju, il-medaka tista’ titrabba f’tankijiet taz-2 1 b’240 huta larva f’kull
tank sar-4 wpf, u mbaghad jistghu jitrabbew f’tankijiet taz-2 1 b’10 hutiet f’kull tank sat-8
wpf, meta dawn jigu trasferiti f’tankijiet taz-2 1 f’pari tat-tghammir.

Akklimazzjoni u ghazla tal-hut
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18. Il-hut tat-test ghandu jintghazel minn stokk wiehed tal-laboratorju li jkun thalla jderri ghal
tal-anqas gimaghtejn qabel it-test fil-kondizzjonijiet ta’ kwalita tal-ilma u ta’
illuminazzjont i jkunu simili ghal dawk uzati fit-test (Nota: Dan il-perjodu ta’
akklimazzjoni mhuwiex perjodu ta’ qabel 1-esponiment in situ). Hu rakkomandat li I-hut
tat-test jinkiseb minn koltura interna, peress li t-trasport ta’ hut adult hu stressanti u jista’
jtellef ir-riproduzzjoni affidabbli. Il-hut ghandu jintema’ nauplii tal-gambli tal-ilma mielah
darbtejn kuljum matul il-perjodu ta’ zamma kollu u matul il-fazi ta’ esponiment kollha,
supplimentat b’ikel fil-forma ta’ lagx disponibbli kummeréjalment jekk ikun hemm bzZonn.
Tal-anqas 42 par tat-tghammir (54 par tat-tghammir jekk ikun mehtieg kontroll b’solvent
minhabba, parzjalment, nuqqas ta’ data storika li ssostni I-uzu tal-kontroll b’solvent biss)
huma meqjusa necessarja biex jinbeda dan it-test bl-ghan li tigi zgurata replika adegwata.
Barra minn hekk, kull par tat-tghammir ta’ FO ghandu jigi verifikat 1i jkun XX-XY
(igifieri komplement normali ta’ kromozomi as-sess f’kull sess) biex tigi evitata I-
inkluzjoni possibbli ta’ rgiel XX spontanji (ara 1-paragrafu 39).

19. Minhabba 1-fazi ta’ akklimazzjoni, il-mortalitajiet fil-hut tal-koltura ghandhom jigu
registrati u ghandhom jigu applikati 1-kriterji li gejjin wara perjodu ta’ ssetiljar ta’ 48
siegha:

- Mortalijiet akbar minn 10 % tal-popolazzjoni tal-koltura f’sebat ijiem qabel it-trasferiment
fis-sistema tat-test: irrifjuta 1-lott shih;

- Mortalijjiet ta’ bejn 5 % u 10 % tal-popolazzjoni fis-sebat ijiem ta’ gabel it-trasferiment fis-
sistema tat-test: akklimazzjoni ghal sebat ijiem addizzjonali ghall-perjodu ta’
akklimazzjoni ta’ gimaghtejn (2); jekk ikun hemm mortalita akbar minn 5 % matul it-tieni
sebat ijiem, irrifjuta 1-lott kollu;

- Mortaljjiet ta’ anqas minn 5 % tal-popolazzjoni fis-sebat ijiem ta’ qabel it-trasferiment fis-
sistema tat-test: accetta 1-lott.

20.Il-hut ma ghandux jir¢ievi trattament ghal mard fil-perjodu ta’ akklimazzjoni ta’
gimaghtejn gabel it-test u matul il-perjodu ta’ esponiment, u t-trattament tal-mard ghandu
jigi evitat ghalkollox jekk dan ikun possibbli. Hut b’sinjali klini¢i ta’ mard ma ghandux
jintuza fl-istudju. Ghandu jinzamm rekord ta’ osservazzjonijiet u ta’ kwalunkwe trattament
profilattiku u terapewtiku tal-mard matul il-perjodu tal-koltura ta’ qabel it-test.

21.11-fazi ta’ esponiment ghandha tinbeda b’hut adult sesswalment dimorfiku u mqassam
skont is-sess genetiku minn provvista mil-laboratorju ta’ annimali maturi riproduttivament
kolturati £25 + 2 °C. Il-hut ghandu jigi identifikat bhala nissiel ipprovat (jigifieri jkun
ipproduca wlied vijabbli) matul il-gimgha ta’ qabel I-esponiment. Ghall-grupp kollu ta’ hut
uzat fit-test, il-medda tal-pizijiet individwali skont is-sess fil-bidu tat-test ghandha
tinzamm fi hdan + 20 % tal-piz medju aritmetiku tal-istess sess. Subkampjun tal-hut
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ghandu jintizen qabel it-test biex jigi stmat il-piz medju. Il-hut maghzul ghandu jkollu tal-
anqgas 12-il wpf, ikun jizen > 300 mg ghan-nisa u > 250 mg ghall-irgiel.

DISINN TAT-TEST

Koncentrazzjonijiet tat-test

22. Hu rakkomandat li jintuzaw hames konéentrazzjonijiet ta’ sustanzi kimi¢i flimkien mal-
kontroll(i). Is-sorsi kollha ta’ informazzjoni ghandhom jigu kkunsidrati meta tinghazel il-
medda tal-konéentrazzjonijiet tat-test, inkluzi r-relazzjonijiet kwantitattivi bejn 1-istruttura
u l-attivita (QSARs), ir-read-across minn analogi, ir-rizultati tat-testijiet fuq il-hut bhal
assaggi tal-mortalita akuta (il-Kapitolu C.1 ta’ dan 1-Anness), l-assagg dwar ir-
riproduzzjoni fuq terminu qasir tal-hut (il-Kapitolu C.48 ta’ dan 1-Anness) u metodi ta’
ttestjar ohra, ez. il-Kapitoli C.15, C.37, C.41, C.47 jew C.49 ta’ dan l-Anness (21) (22)
(23) (24) (25) (26) jekk disponibbli, jew jekk ikun hemm bzonn, minn test ta’ sejbien tal-
medda, possibilment inkluza fazi ta’ riproduzzjoni. Jekk ikun hemm bzonn, it-test ta’
sejbien tal-medda jista’ jsir f’kundizzjonijiet (kwalita tal-ilma, sistema tat-test, tghabbija
tal-annimali) simili ghal dawk uzati ghat-test definittiv. Jekk l-uzu ta’ solvent ikun
neéessarju u ma jkun hemm ebda data storika disponibbli, it-test ta’ sejbien tal-medda
jista’ jintuza biex jidentifika x-xerqien tas-solvent. L-oghla koncentrazzjoni tat-test ma
ghandhiex tagbez is-solubbilta fl-ilma, 10 mg/l jew 10 % tas-96h-LC50 (27). L-anqas
konéentrazzjoni ghandha tkun fattur ta’ 10 sa 100 darba anqas mill-oghla konc¢entrazzjoni.
L-uzu ta’ hames koncentrazzjonijiet f’dan it-test jippermetti mhux biss li jitkejlu r-
relazzjonijiet bejn id-doza u r-rispons, izda jipprovdi wkoll il-Konc¢entrazzjoni bl-Inqas
Effett Osservat (LOEC) u 1-NOEC 1i huma necessarji ghall-valutazzjoni tar-riskju f’¢erti
programmi regolatorji jew gurisdizzjonijiet. Generalment, il-fattur ta’ spazjar bejn il-
kon¢entrazzjonijiet nominali tas-sustanza kimika tat-test bejn il-livelli ta’ trattament
adjacenti jkun < 3,2.

Repliki fi hdan gruppi ta’ trattament u kontrolli

23. Tal-anqas ghandhom jintuzaw sitt kompartimenti tat-test repliki ghal kull kon¢entrazzjoni
tat-test (ara 1-Appendi¢i 7). Matul il-fazi riproduttiva (hlief il-generazzjoni F0), 1-istruttura
tar-replika tirdoppja ghall-valutazzjoni tal-fekondita u kull replika jkollha par tat-tnissil
wiehed biss (ara 1-paragrafu 42).

24 Minbarra l-kon¢entrazzjonijiet tat-test, ghandhom isiru kontroll bl-ilma ta’ dilwizzjoni u,
jekk mehtieg, kontroll b’solvent. Ghandu jintuza numru rdoppjat ta’ kompartimenti repliki
ghall-kontrolli biex tigi zgurata sahha statistika adegwata (jigifieri tal-anqas ghandhom
jintuzaw tnax-il replika ghall-kontrolli). Matul il-fazi riproduttiva, in-numru ta’ repliki fil-
kontrolli jirdoppja (jigifieri 24 replika bhala minimu u kull replika jkollha par tat-tghammir
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wiched biss). Wara r-riproduzzjoni, ir-repliki tal-kontroll ma ghanudx ikun fihom aktar
minn 20 embrijun (hut).

PROCEDURA

Tnedija tat-test

25.

26.

Il-hut adult riproduttivament attiv uzat biex tinbeda l-generazzjoni FO tat-test jintghazel
fuq il-bazi ta’ zewg kriterji: l-eta (tipikament aktar minn 12-il wpf izda hu rakkomandat 1i
ma jinqabzux is-16-11 wpf) u l-piz (ghandu jkun > 300 mg ghan-nisa u > 250 mg ghall-
irgiel).

Il-par1 mara-ragel li jissodisfaw l-ispec¢ifikazzjonijiet imsemmija hawn fuq jitmexxew
bhala pari individwali f’kull replika tat-tank, jigifieri tnax-il replika f’kontrolli u sitt repliki
fi trattamenti kimici fil-bidu tat-test. Dawn it-tankijiet jigu assenjati trattament b’mod
aleatorju (ez. T1-T5 u kontroll) u replika (ez. A-L fil-kontrolli u A-F fit-trattament), u
mbaghad jitqieghdu fis-sistema ta’ esponiment bil-fluss xieraq f’kull tank.

Il-kundizzjonijiet tal-esponiment

27.

28.

Sommarju shih tal-parametr tat-test u tal-kundizzjonijiet jista’ jinstab fl-Appendi¢i 3. L-
aderenza ma’ dawn l-ispecifikazzjonijiet ghandha tirrizulta fhut tal-kontroll b’valuri tal-
punt ta’ tmiem simili ghal dawk elenkati fl-Appendici 4.

Matul it-test, l-ossigenu dissolt, il-pH u t-temperatura ghandhom jitkejlu f’tal-angas
rec¢ipjent wiehed tat-test ta’ kull grupp tat-trattament u tal-kontroll. Tal-anqas, dawn il-
kejlijiet, hlief it-temperatura, ghandhom isiru darba fil-gimgha matul il-perjodu ta’
esponiment kollu. It-temperatura medja tal-ilma matul id-durata shiha tal-istudju ghandha
tkun bejn 24 u 26°C matul it-test shih. It-temperatura ghandha titkejjel kuljum matul 1l-
perjodu ta’ esponiment. I1-pH tal-ilma ghandha tkun fil-medda ta’ 6,5 sa 8,5, izda matul
test specifiku ghandha tkun f"fmedda ta’ £ 0,5 unitajiet tal-pH. Repliki fi hdan trattament
ma ghandhomx ikunu statistikament differenti minn xulxin, u l-gruppi ta’ trattament fi
hdan test ma ghandhomx ikunu statistikament differenti minn xulxin (fuq il-bazi tal-
kejlijiet tat-temperatura ta’ kuljum, u eskluzi hargiet qosra).

Durata tal-esponiment

29.

It-test jesponi hut sesswalment riproduttiv mill-FO ghal tliet gimghat. Fil-gimgha 4, bejn
wiched u ichor fil-jum 24 tat-test, 1-F1 tigi stabbilita u 1-pari tat-tghammir FO jingatlu bl-
ewtanazja u jittiehed rekord tal-piz u tat-tul (ara l-Paragrafu 34). Dan hu segwit minn
esponiment tal-generazzjoni F1 ghal aktar minn 14-1l gimgha ohra (total ta’ 15-il gimgha
ghall-F1) u tal-generazzjoni F2 ghal gimaghtejn sat-tifqis. Id-durata totali tat-test hi
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primarjament ta’ 19-il gimgha (jigifieri sat-tifqis tal-F2). L-iskedi ta’ zmien ghat-test huma
murija fit-Tabella 2 u spjegati aktar f°dettall fl-Appendiéi 9.

Regim tal-ghalf

30.

[I-hut jista’ jitghalef il-gambli tal-ilma mielah Artemia spp. (nauplii li jkollhom 24 siegha)
ad libitum, supplimentati b’ikel fil-forma ta’ lagx kummerc¢jalment disponibbli jekk ikun
hemm bzonn. L-ikel fil-forma ta’ laqx kummeré¢jalment disponibbli ghandu jigi analizzat
b’mod regolari ghal kontaminanti bhal pesti¢idi organoklorini¢i, idrokarburi aromatié¢i
poli¢ikli¢i (PAHs), poliklorobifenili (PCBs). Ikel b’livell elevat ta’ sustanzi attivi
endokrinalment (jigifieri fitoestrogeni) li jistghu jxekklu r-rispons tat-test ghandhom jigu
evitati. Tkel mhux mikul u materjal tar-rawt ghandhom jitnehhew mir-re¢ipjenti tat-test
skont il-bzonn, ez. billi jitnaddaf il-qiegh ta’ kull tank permezz ta’ sifun. Il-gnub u l-qiegh
ta’ kull tank ghandhom jitnaddfu wkoll darba jew darbtejn fil-gimgha (ez. bil-brix bi
spatula). Fl-Appendi¢i 5 jinghata ezempju tal-iskeda tat-taghlif. Ir-rata tat-taghlif hi
bbazata fuq in-numru ta’ hut ghal kull replika. Ghaldagstant, ir-rata tat-taghlif tonqos jekk
ikun hemm 1l-mortalitajiet f’replika.

Determinazzjoni u kejlijiet analitici

31.

32.

Qabel jibda I-perjodu ta’ esponiment, ghandu jigi zgurat li s-sistema tat-twassil tas-
sustanza kimika tahdem kif suppost. Ghandhom jigu stabbiliti I-metodi analiti¢i mehtiega
kollha, inkluz gharfien suffi¢jenti dwar 1-istabbilta tas-sustanza kimika fis-sistema tat-test.
Matul it-test, il-kon¢entrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test jigu determinati f’intervalli
xierqa, idealment tal-anqas kull gimgha f’replika wahda ghal kull grupp tat-trattament,
b’rotazzjoni bejn ir-repliki tal-1stess grupp tat-trattament kull gimgha.

Matul it-test, ir-rati tal-fluss tad-dilwent u tas-soluzzjoni ewlenija ghandhom jigu verifikati
f’intervalli kif xieraq (ez. tal-anqas tliet darbiet fil-gimgha). Hu rrakkomandat 1i r-rizultati
jkunu bbazati fuq il-koncentrazzjonijiet imkejla. Madankollu, jekk matul it-test il-
koncentrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fis-soluzzjoni tkun inzammet b’mod
sodisfacenti fi hdan + 20 % tal-valuri medji mkejla, ir-rizultati jkunu jistghu jigu bbazati
fuq valuri nominali jew valuri mkejla. F’kaz ta’ sustanzi kimi¢i 1i jakkumulaw b’mod
sinifikanti fil-hut, il-konéentrazzjonijiet tat-test jistghu jonqgsu hekk kif jikber il-hut.
F’kazijiet bhal dawn, hu rakkomandat li r-rata ta’ tigdid tas-soluzzjoni tat-test f'kull
kompartiment tigi adattata biex il-konéentrazzjonijiet tat-test jinzammu l-aktar kostanti
possibbli.

Osservazzjonijiet u punti ta’ tmiem imkejla

33.

[l-punti ta’ tmiem imkejla jinkludu I-fekondita, il-fertilita, it-tifqis, it-tkabbir u s-
sopravivenza ghall-evalwazzjoni tal-effetti possibbli fil-livell tal-popolazzjoni. L-
osservazzjonijiet tal-imgiba ghandhom isiru ta’ kuljum ukoll, u kwalunkwe mgiba mhux
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tas-soltu ghandha tigi notata. Punti ta’ tmiem mekkanisti¢i ohra jinkludu I-livelli tal-
proteini epati¢i tal-mRNA vtg jew tal-VTG b’immunoassagg (28), markaturi fenotipici
sesswali bhall-papilli karatterisi¢i tal-papilli tal-pinen anali tal-irgel, evalwazzjoni
istologika tas-sess gonadali, u evalwazzjoni istopatologika tal-kilwa, tal-fwied u tal-gonad
(ara l-lista ta’ punti ta’ tmiem fit-Tabella 1). Dawn il-punti ta’ tmiem specific¢i kollha jigu
evalwati fil-kuntest ta’ determinazzjoni tas-sess genetiku tal-individwu, fuq il-bazi tal-
prezenza jew tal-assenza tad-dmy tal-gene li jiddetermina s-sess masiki tal-medaka (ara 1-
paragrafu 41). Barra minn hekk jigi evalwat il-hin ghar-riproduzzjoni wkoll. Barra minn
hekk, il-proporzjonijiet sempli¢i tas-sessi fenotipi¢i jistghu jinkisbu bl-uzu tal-
informazzjoni mill-ghadd ta’ papilli tal-pinen anali biex medaka individwali jigu definiti
bhala fenotipikament irgiel jew nisa. Dan il-metodu ta’ ttestjar ma jkunx mistenni
jindividwa devjazzjonijiet modesti mill-proporzjon mistenni tas-sessi peress li n-numri
relattivament zghar ta’ hut ghal kull replika mhux se jipprovdi bizzejjed sahha statistika.
Barra minn hekk, matul il-valutazzjoni istopatologika, il-gonad jigi evalwat u jsiru
analizijiet ferm aktar b’sahhithom ghall-valutazzjoni tal-fenotip tal-gonad fil-kuntest tas-
sess genetiku.

34. L-iskop primarju ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar hu 1i jivvaluta l-effetti potenzjali rilevanti
ghall-popolazzjoni ta’ sustanza kimika tat-test. Il-punti ta’ tmiem mekkanisti¢ci (VTG,
SSCs u certi effetti tal-istopatologija gonadali) jistghu jassistu wkoll fid-determinazzjoni
ta’ jekk xi effett huwiex medjat b’xi attivita endokrinali. Madankollu, dawn il-punti ta’
tmiem mekkanisti¢i jistghu jkunu influwenzati wkoll minn tossic¢itajiet sistemici u ohrajn.
Konsegwentement, 1-istopatologija tal-fwied u tal-kliewi tista’ tigi vvalutata wkoll f*dettall
biex jinftiechem ahjar kwalunkwe rispons f’punti ta’ tmiem mekkanisti¢i. Madankollu, jekk
ma jsirux dawn l-evalwazzjonijiet dettaljati, anormalitajiet grossi osservati b’mod
in¢identali matul l-evalwazzjoni istopatologika xorta wahda ghandhom jigu nnotati u
rapportati.

1l-qtil bl-ewtanaija tal-hut

35. Fit-terminazzjoni tal-esponiment tal-generazzjoni FO u F1 meta jittiched kampjun tal-hut
subadult, il-hut ghandu jigi ewtanizzat b’ammonti xierqa ta’ soluzzjoni anestetika (ez.
Trikaina metan sulfonat, MS-222 (CAS.886-86-2), 100-500 mg/l) baferjata b1 300 mg/l
NaHCOs (bikarbonat tas-sodju, CAS.144-55-8) biex titnaqqas l-irritazzjoni tal-membrana
mukuza. Jekk il-hut ikun qed juri sinjali tac tbatija konsiderevoli (serji hafna u l-mewt
tista’ titbassar b’mod affidabbli) u jitgies moribund, 1-annimali ghandhom jigu anestetizzati
u ewtanizzati u trattati bhala mortalita ghall-analizi tad-data. Meta huta tigi ewtanizzata
minhabba morbidita, dan ghandu jigi notat u rapportat. Skont meta 1-huta tigi ewtanizzata
matul l-istudju, il-huta tista’ tinzamm ghall-analizi tal-istopatologija (iffissar tal-huta ghall-
istopatologija possibbli).
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Immaniggjar tal-bajd u tal-hut larvali

11-gbir tal-bajd minn pari tat-tnissil biex tigi propagata I-generazzjoni li jmiss

36.

37.

[I-gbir tal-bajd isir fl-ewwel jum (jew fl-ewwel jumejn, jekk ikun hemm bzonn) tal-
Gimgha 4 tat-Test ghall-procediment mill-FO ghall-F1 u tal-Gimgha 18 tat-Test ghall-
pro¢ediment mill-F1 ghall-F2. Il-Gimgha 18 tat-Test tikkorrispondi ghal hut adult tal-F1 li
jkollu 15-il wpf (gimghat wara I-fertilizzazzjoni). Importanti li 1-bajd kollu jitnehha minn
kull tank jum gabel ma jibda I-gbir tal-bajd biex jigi zgurat li 1-bajd kollu migbur minn par
tat-tnissil ikun gej minn riproduzzjoni wahda. Wara r-riproduzzjoni, il-medaka mara
kultant iggorr il-bajd taghha qrib il-fetha sakemm il-bajd ikun jista’ jigi depozitat fuq
substrat. B’ebda substrat prezenti fit-tank, il-bajd jista’ jinstab jew imgabbad mal-mara jew
fil-qiegh tat-tank. Skont il-post tieghu, il-bajd jitnehha bir-reqqa mill-mara jew jingibed
b’sifun mill-giegh fil-Gimgha 4 tat-Test tal-FO u fil-Gimgha 18 tat-Test tal-F1. Il-bajd
kollu migbur fi hdan trattament jingabar flimkien qabel id-distribuzzjoni f’kompartimenti
ta’ inkubazzjoni.

Il-filamenti tal-bajd, 1i jzommu l-bajd riprodott flimkien, ghandhom jitnehhew. Il-bajd
fertilizzat (sa 20) jingabar minn kull par tat-tnissil (par 1 ghal kull replika), jingabar skont
it-trattament, u jitgassam b’mod sistematiku f’kompartimenti xierqa ta’ inkubazzjoni
(Appendi¢i 6, 7). Bl-uzu ta’ mikroskopju ta’ kwalita tajba, wiehed ikun jsita’ jara I-
indikaturi ta’ fertilizzazzjoni/zvilupp bikrin bhat-tlugh tal-membrana tal-fertilizzazzjoni
(korjon), id-divizjoni kurrenti tac-celloli, jew il-formazzjoni tal-blastula. Il-kompartimenti
tal-inkubaturi jistghu jitqieghdu f“akkwarji inkubaturi” separati stabbiliti ghal kull
trattament (f’liema kaz il-parametri tal-kwalita tal-ilma u l-konc¢entrazzjonijiet tas-sustanza
kimika tat-test iridu jitkejlu fihom), jew fl-akkwarju replika li fih ikun hemm il-larva
mfaqqgsa (ez. elewteroembrijun). Jekk ikun hemm bzonn tat-tieni jum tal-gbir (Jum 23 tat-
Test), il-bajd kollu minn dawn iz-zewg granet ghandu jingabar flimkien u mbaghad
jitgassam b’mod sistematiku f’kull wahda mir-repliki tat-trattament.

Trobbija tal-bajd ghat-tifgis

38.

Il-bajd fertilizzat jithezzez il-hin kollu ez., fi hdan l-inkubatur tal-bajd bi bziezaq tal-arja
jew bit-tbandil vertikali tal-inkubatur tal-bajd. Il-mortalitajiet tal-bajd fertilizzat
(embrijuni) jigu verifikati u registrati ta’ kuljum. Bajd mejjet jitnehha mill-inkubaturi
(Appendic¢i 9). Fil-jum 7 wara l-fertilizzazzjoni (dpf), it-thezziz jitwaqqaf jew jitnagqas
biex il-bajd fertilizzat ikun jista’ joqghod fil-qiegh tal-inkubatur. Dan jippromwovi t-tifqis,
tipikament tul il-jum jew il-jumejn segwenti. Ghal kull trattament u kontroll, 1-imfaqqgsa
(larva zghar; elewteroembrijun) jinghaddu (fuq il-bazi ta’ repliki migbura flimkien). I1-bajd
fertilizzat 1i ma jkunx ghadu faqqas sad-doppju tal-jum medjan tat-tifqis fil-kontroll
(tipikament dpf 16 jew 18) jitqies mhux vijabbli u jintrema.
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39. Tnax-il imfaqqas jigu trasferiti f’kull tank replika. L-imfaggsa mill-kompartimenti ta’
inkubazzjoni jingabru flimkien u jitgassmu b’mod sistematiku f’tankijiet replika
(Appendié¢i 7). Dan jista’ jsir bl-ghazla aleatorja ta’ mfaqqas mill-grupp tat-trattament u
biz-zieda sekwenzjali ta’ mfaqqas fi grupp indiskriminat f’akwarju replika. Kull wiehed
mit-tankijiet ghandu jkun fih numru ugwali (n=12) tal-larva mfaqqsa (massimu ta’ 20 larva
kull wiehed). Jekk ma jkunx hemm bizzejjed imfaqqsa biex jimtlew ir-repliki kollha tat-
trattament, hu rakkomandat li jigi zgurat 1-akbar ammont possibbli ta’ repliki bi 12-il
imfaqqgas. L-imfaqqsa jistghu jigu mmaniggjati b’mod sikur b’pipetti tal-hgieg b’togba
wiesgha. Kwalunkwe mfaqqgas addizzjonali jinqatel bl-ewtanazja bl-anestetiku. Matul il-ftit
gimghat ta’ qabel l-istabbiliment tal-pari tat-tnissil, ghandu jigi rregistrat il-jum 1i fih jigi
osservat l-ewwel avveniment ta’ riproduzzjoni f’kull replika.

Stabbiliment tal-pari tat-tnissil

Qtugh tal-pinen u determinazzjoni tas-sess genotipiku

40. Id-determinazzjoni tas-sess genotipiku permezz tal-qatghat tal-pinen issir fid-9-10 wpf
(igifieri 1-Gimgha 12-13 tat-Test ghall-generazzjoni F1). Il-hut kollu fi hdan tank jigi
anestetizzat (bl-uzu ta’ metodi approvati, ez. IACUC) u jittiehed kampjun tat-tessut zghir
mit-tarf dorsali jew ventrali tal-pinna tad-denb ta’ kull huta biex jigi determinat is-sess
genotipiku tal-individwu (29). ll-huta minn replika tista’ titqieghed f’gageg zghar, jekk
possibbli wahda f’kull gagga, fit-tank replika. Inkella, zewg hutiet jistghu jinzammu f’kull
gagga jekk ikunu distingwibbli minn xulxin. Metodu minnhom hu li tingata’ b’mod
differenzjali I-pinna tad-denb (ez. tarf dorsali vs ventrali) meta jittiched il-kampjun tat-
tessut.

41.Is-sess genotipiku tal-medaka jigi determinat b’gene identifikat u sekwenzjat (dmy) li
jinsab fuq il-kromozoma Y. Il-prezenza tad-dmy tindika individwu XY indipendentement
mill-fenotip, filwaqt 11 n-nuqqas ta’ dmy jindika individwu XX indipendentement mill-
fenotip (30); (31). Jigi estratt 1-acidu nuklejku deossiribozi (DNA) minn kull qatgha ta’
pinna u l-prezenza jew l-assenza ta’ dmy tkun tista’ tigi determinata b’metodi ta’ reazzjoni
tal-katina tal-polimerazi (PCR) (irreferi ghall-Appendi¢i 9 fil-Kapitolu C.41 ta’ dan 1-
Anness, jew ghall-Appendicijiet 3 u 4 £°(29).

Stabbiliment tal-pari tat-tnissil
42. L-informazzjoni dwar is-sess genotipiku tintuza biex jigu stabbiliti I-pari tat-tnissil XX-XY
indipendentement mill-fenotip estern li jista’ jigi alterat bl-esponiment ghal sustanza
kimika tat-test. Fil-jum ta’ wara dak li fih jigi determinat is-sess genotipiku ta’ kull huta,
jintghazlu b’mod aleatorju zewg hutiet XX u zewg hutiet XY minn kull replika u jigu
stabbiliti zewg pari tat-tnissil XX-XY. Jekk replika ma jkollhiex zewg hutiet XX jew zewg
hutiet XY, ghandu jinkiseb il-hut xieraq minn repliki ohra fi hdan it-trattament. Il-prijorita
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hi li jkun hemm in-numru rakkomandat ta’ pari tat-tnissil repliki (12) f’kull trattament u
fil-kontrolli (24). Hut b’anormalitajiet ovvji (problemi fil-buzzieqa tal-ghawm,
deformitajiet fis-sinsla, varjazzjonijiet estremi fid-daqgs, eéé.) ikun prekluz meta jigu
stabbiliti 1-pari tat-tnissil. Matul il-fazi riproduttiva ghall-F1, kull tank replika ghandu jkun
fih par tat-tnissil wiehed biss.

Kampjunar ta’ subadulti u valutazzjoni tal-punti ta’ tmiem

Kampjunar ta’ hut f’ pari mhux tat-tghammir

43. Wara l-issettjar tal-pari tat-tnissil, il-hut mhux maghzul ghal tghammir ulterjuri jinqatel bl-
ewtanazja ghall-kejl tal-punti ta’ tmiem subadulti fil-Gimgha 12-13 tat-Test (F1). Hu
estremament importanti li 1-hut jigi mmaniggjat b’tali mod li s-sess genotipiku determinat
ghall-ghazla tal-pari tat-tghammir ikun ghadu jista’ jigi tra¢cat ghal huta individwali. 1d-
data kollha migbura tigi analizzata fil-kuntest tas-sess genotipiku tal-hut spec¢ifiku. Kull
huta tintuza ghal varjeta ta’ kejlijiet tal-punti ta’ tmiem inkluzi: determinazzjoni tar-rati ta’
sopravivenza ta’ hut li ghadu qged jikber/subadult (Gimghat 7-12/13 tat-Test (F1), tkabbir
fit-tul (tul standard jista’ jitkejjel jekk il-pinna tad-denb tkun tqassret minhabba I-
kampjunar ghall-analizi tas-sess genetiku. It-tul totali jista’ jitkejjel jekk jittiehed kampjun
ta’ parti biss mill-pina tad-denb, dorsali jew ventrali, ghad-dmy) u l-massa tal-gisem
(jigifieri 1-piz imxarrab, ixxottat bit-taptip) I-mRNA tal-vig tal-fwied (jew il-VRG) u 1-
papilli tal-pinna anali (ara t-Tabelli 1 u 2). Kun af li I-pizijiet u t-tul tal-pari tat-tnissil
huma mehtiega wkoll ghall-kalkolu tat-tkabbir medju fi grupp tat-trattament.

Kampjunar tat-tessuti u kejl tal-vitellogenina

44 _T1l-fwied jinqata’, u ghandu jinhazen "< —70 °C sal-kejl tal-mRNA tal-veg (Jew 11-VTG). 1d-
denb tal-hut, inkluza l-pinna anali, jigi preservat f’fissattiv xieraq (ez. ta’ Davidson) jew
jittihidlu ritratt biex il-papilli tal-pinna anali jkunu jistghu jinghaddu f’data aktar tard. Jekk
dan ikun mixtieq, jista’ jittieched kampjun ta’ tessuti ohra (jigifieri gonad) u dawn jistghu
jigu preservati f’dan il-hin). Il-konc¢entrazzjoni tal-VIG tal-fwied ghandha tigi
kwantifikata b’teknika ELISA omologa (ara l-pro¢eduri rakkomandati ghall-medaka fl-
Appendic¢i 6 fil-Kapitolu C.48 ta’ dan 1-Anness). Inkella, 1l-metodi ghall-kwantifikazzjoni
tal-mRNA tal-vtg, jigifieri l-estrazzjoni tal-mRNA tal-gene vtg I minn kampjun tal-fwied u
kwantifikazzjoni tan-numru ta’ kopji tal-gene vtg I (ghal kull ng tal-mRNA totali) bil-PCR
kwantitattiva, gew stabbilti mill-EPA tal-Istati Uniti (29). Minflok ma jigi determinat in-
numru ta’ kopji tal-gene veg fil-gruppi tal-kontroll u tat-trattament, metodu aktar effi¢jenti
fir-rizorsi u anqas teknikament diffi¢li hu li jigi determinat it-tibdil (ta’ drabi) relattiv fl-
espressjoni tal-vtg I mill-gruppi tal-kontroll u tat-trattament.

Karatteristici sesswali sekondarji
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45. F’¢irkustanzi normali, medaka rgiel sesswalment maturi biss ikollhom papilli, li
jizviluppaw fuq il-pjastri kongunti ta’ ¢erti raj tal-pinna anali bhala karatteristika sesswali
sekondarja, filwaqt li jipprovdu bijomarkatur potenzjali ghal effetti ta’ intereferenza
endokrinali. Il-metodu tal-ghadd tal-papilli tal-pinen anali (in-numru ta’ pjastri kongunti
bil-papilli) jinghata fl-Appendici 8. Barra minn hekk, in-numru ta’ papilli tal-pinen anali
ghal kull individwu jintuza biex dak l-individwu jigi karatterizzat bhala ragel jew mara
esternament fenotipi¢i ghall-fin1 tal-kalkolu ta’ proporzjon sempli¢i tas-sessi ghal kull
replika. Medaka bi kwalunkwe numru akbar minn O tigi definita bhala ragel; medaka
b’ebda papilla tal-pinna anali tigi definita bhala mara.

Valutazzjoni tal-fekondita u tal-fertilita

46. Il-fekondita u l-fertilita jigu vvalutati fil-Gimghat 1 sa 3 tat-Test fil-generazzjoni FO u 1-
Gimghat 15 sa 17 tat-Test fil-generazzjoni F1. Il-bajd jingabar ta’ kuljum minn kull par tat-
tghammir ghal 21 jum konsekuttiv. Il-bajd jitnehha bil-galbu min-nisa magbuda u/jew
jingibdu b’sifun mill-qiegh tal-akkwarju kull ghodwa. Kemm il-fekondita kif ukoll il-
fertilita jigu registrati ta’ kuljum ghal kull par replika tat-tghammir. Il-fekondita hi definita
bhala n-numru ta’ bajd riprodotti, u I-fertilita hi funzjonalment definita bhala n-numru ta’
bajd fertilizzat u vijabbli fil-hin tal-ghadd. L-ghadd ghadu jsir mill-aktar fis possibbli wara
1-gbir tal-bajd.

47. 1l-fekondita tar-repliki tigi registrata ta’ kuljum bhala n-numru ta’ bajd ghal kull par tat-
tghammir li jigi analizzat bil-proceduri statisti¢i rakkomandati bl-uzu tal-medji tar-repliki.
Il-fertilita tar-repliki hi s-somma tan-numru ta’ bajd fertili prodott minn par tat-tghammir
diviza bis-somma tan-numru ta’ bajd prodott minn dak il-par. Statistikament il-fertilita tigi
analizzata bhala proporzjon ghal kull replika. I1-kapacita ta’ tifqis tar-repliki hi n-numru ta’
mfaqqgsa diviz bin-numru ta’ embrijuni mghobbija (tipikament 20). Statistikament il-
kapacita ta’ tifqis tigi analizzata bhala proporzjon ghal kull replika.

Kampjunar ta’ adulti u valutazzjoni tal-punti ta’ tmiem

Kampjunar ta’ hut f’pari tat-tghammir
48. Wara 1-Gimgha 17 tat-Test (jigifieri wara li tibda b’sucéess il-generazzjoni F2), 1-adulti F1
jingatlu bl-ewtanazja u jigu vvalutati diversi punti ta’ tmiem (ara t-Tabelli 1 u 2). Tittiehed
immagni tal-pinna anali ghall-valutazzjoni tal-papilli tal-pinen anali (ara 1-Appendici 8),
u/jew id-denb, ezatt wara t-togba, jitnehha u jigi ffissat ghall-ghadd tal-papilli aktar tard.
Jista’ jittiched kampjun ta’ bi¢¢a mill-pinna tad-denb u din tista’ tigi arkivjata f’dan il-wagqt
ghall-verifika tas-sess genetiku (dmy) jekk din tkun mixtiega. Jekk ikun hemm bzZonn,
jista’ jittiched kampjun tat-tessut biex tigi ripetuta l-analizi tad-dmy ghall-verifika tas-sess
genetiku ta’ huta specifika. Il-kavita tal-gisem tinfetah biex tkun tista’ ssir perfuzjoni
b’fissattivi xierqa (ez. ta’ Davidson) qabel it-tghaddis tal-gisem shih fil-fissattiv.
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Madankollu, jekk jitwettaq pass xieraq ta’ permeabilizzazzjoni gabel il-fissazzjoni, il-
kavita tal-gisem ma jkollhiex bZzonn tinfetah.

Istopatologija

49. Kull huta tigi evalwata istologikament ghall-patologija fit-tessut gonadali (30); (29). Kif
imsemmi fil-paragrafu 33, punti ta’ tmiem mekkanisti¢i ohra evalwati f’dan l-assagg
Gigifieri 1-VTG, 1-SSCs u certi effetti tal-istopatologija gonadali) jistghu jkunu
influwenzati minn tossicitajiet sistemic¢i jew ohrajn. Konsegwentement, l-istopatologija tal-
fwied u tal-kliewi tista’ tigi vvalutata wkoll f’dettall biex jinftiehem ahjar kwalunkwe
rispons f’punti ta’ tmiem mekkanisti¢i. Madankollu, jekk ma jsirux dawn 1I-
evalwazzjonijiet dettaljati, anormalitajiet grossi osservati b’mod in¢identali matul 1-
evalwazzjoni istopatologika xorta wahda ghandhom jigu nnotati u rapportati. “Il-qari ’1
isfel” mill-oghla grupp tat-trattament (meta mqabbel mal-kontroll) ghal trattament b’ebda
effett jista’ jigi kkunsidrat, izda hu rakkomandat li tigi kkonsultata I-gwida dwar I-
istopatologija (29). Tipikament, il-kampjuni kollha jigu processati/sezzjonati, u wara dan
jingraw mill-patologu. Jekk jintuza approcc¢ ta’ “qari ’l isfel”, hu nnotat li I-pro¢edura Rao-
Scott Cochrane-Armitage by Slices (RSCABS) tuza l-aspettattiva 1i hekk kif jizdiedu I-
livelli tad-doza, 1-impatt bijologiku (il-patologija) jizdied ukoll. Ghaldagstant, wiched jitlef
1s-sahha jekk ihares biss lejn doza gholja wahda minghajr ebda doza intermedja. Jekk 1-
analizi statistika ma tkunx necessarja biex jigi determinat li d-doza ma ghandha ebda effett,
dan l-approc¢ jista’ jkun accettabbli. Il-fenotip tal-gonadi jinkiseb b’din 1-evalwazzjoni
wkoll

Osservazzjonijiet ohira

50. II-MEOGRT jipprovdi data i tista’ tintuza (ez. f’approc¢¢ tal-piz ta’ evidenza) biex jigu
evalwati fl-istess hin tal-anqgas zewg tipi generali ta’ perkorsi tal-ezitu avvers (AOPs) li
jintemmu f’indeboliment riproduttiv: (a) perkorsi medjati bl-endokrina 1i jinvolvu
interferenza tal-assi endokrinali ipotalamiku-pitwitarju-gonadali (HPG); u, (b) perkorsi li
jikkawzaw tnaqqis fis-sopravivenza, fit-tkabbir (tul u piz), u fir-riproduzzjoni permezz ta’
tossi¢ita medjata mhux permezz tal-endokrina. [l-punti ta’ tmiem tipikament jitkejlu
f’testijiet tat-tossicita kronika bhat-test ta¢-¢iklu tal-hajja shih u t-test tal-istadju bikri tal-
hajja wkoll huma inkluzi f’dan it-test u jistghu jintuzaw biex jigu evalwati 1-perikli
migjuba kemm minn modalitajiet ta’ azzjoni tossi¢i medjati mhux mill-endokrina kif ukoll
minn perkorsi tat-tossi¢ita medjati mill-endokrina. Matul it-test, l-osservazzjonijiet tal-
imgiba ghandhom isiru ta’ kuljum, u kwalunkwe mgiba mhux tas-soltu ghandha tigi notata.
Barra minn hekk, kwalunkwe mortalita ghandha tigi registrata u s-sopravivenza sal-qtil tal-
hut (gimgha 6/7 tat-test), is-sopravivenza wara l-qtil sal-kampjunar subadult (f°9-10 wpf),
u s-sopravivenza mit-tqeghid f’pari sal-kampjunar tal-hut adult ghandhom jigu kkalkolati.

Tabella 1: Harsa generali lejn il-punti ta’ tmiem tal-MEOGRT*
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Stadju tal- Punt ta’ tmiem Generazzjoni
hajja
Embrijun Tifqis ( % u Zmien sat-tifqgis) F1, F2
(2 wpf)
Hut li ghadu Sopravivenza F1
ged jikber
(4 wpf)
Subadult Sopravivenza F1
(9 jew 10 wpf) Tkabbir
(tul u piz)
Vitellogenina
(mRNA jew proteina)
Karatteristi¢i sesswali sekondarji
(papilli tal-pinna anali)
Proporzjon tas-sess estern
Zmien ghall-lel riproduzzjoni
Adult Riproduzzjoni FO, F1
(12-14-1l wpf) (fekondita u fertilita)
Adult Sopravivenza F1
(15 wpf) Tkabbir
(tul u piz)
Karatteristi¢i sesswali sekondarji
(papilli tal-pinna anali)
Istopatologija
(gonad, fwied, kilwa)

*Dawn il-punti ta’ tmiem ghandhom jigu analizzati statistikament

D060575/02

KRONOLOGIJA

51. Kronologija ghall-MEOGRT murija fit-Tabella 2 tun t-test. L-MEOGRT tinkludi 4
gimghat esponiment ghal adulti FO u 15-i1 gimgha esponiment ghall-generazzjoni F1, u
perjodu ta’ esponiment ghat-tieni generazzjoni (F2), sat-tifqis (2 wpf). L-attivita matul 1-
MEOGRT hi spjegata fl-Appendici 9.
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Tabella 2: Kronologiji tal-punti ta’ tmiem tal-esponiemnt u tal-kejl ghall-MEOGRT.

Kronologija tal-Esponiment u tal-Punti ta’ Tmiem tal-MEOGRT

FO 112]13]4

F1 1]12])3|4]5]16|7]|8]9][10]11]12]13]14]15

2 112

Gimgha tat- 12341516789 |10]11]12]13]14]15]16|17]18]19

Stadju tal-Hajja Embrijun Larva Hutli ghadu ged|  gypaqyit Adult
jikber

Punti Ahharin

Fekondita Fo F e  Disinn sperimentali ghandu seba’

gruppi ta’ repliki

Fertilita Fo F .
o  Hamsa ghat-trattamenti bis-

Bokkaport F T2 sustanza kimika tat-test

- o  Tnejn ghat-trattamenti tal-
Sopravivenza T I Fi kontroll (erba’ jekk jintuza

lvent
Tkabbit Fo Fi Fi solvent)
e  Disinn fi hdan il-grupp

Vitellogenina 1 o Tnax-il replika ghar-
Sess riproduzzjoni, patologija adultal

Fi Fi u SSC (Gmt 10 sa 18)

ekoncaL o Sit repliki ghat-tifgis,
Istopatologija Fi sopravivenza, Vig; u - SSCu
tkabbir subadulti (Gmt 1 sa 9)
Gimeha tat- SSC: karatteristici sesswali sekondarji;
Testg am 1|2]34|s5]6|7]8]|910f11]12{13]14]15]16]17|18]19|Gmt: gimghat;
Vtg: vitellogenina
RAPPORTAR TAD-DATA

Analizi statistika

52. Peress l1 s-sess genotipiku jigi determinat ghall-hut kollu tat-test, id-data ghandha tigi

53.

analizzata ghal kull sess genotipiku b’mod separat (jigifieri rgiel XY u nisa XX). Nuqqas
milli jsir hekk inaqqas bil-bosta s-sahha statistika ta’ kwalunkwe analizi. Idealment, 1-
analizijiet statisti¢i tad-data ghandhom isegwu l-proc¢eduri deskritti fid-dokument tal-
OECD dwar 1-Approé¢éi Kurrenti fl-Analizi Statistika tad-Data dwar I-Ekotossic¢ita: Gwida
ghall-Applikazzjoni (32). L-Appendi¢i 10 jipprovdi gwida ulterjuri ghall-Analizi
Statistika.

Id-disinn tat-test u I-ghazla tat-testijiet statistici ghandhom jippermettu sahha adegwata li
jigu individwati tibdiliet ta’ importanza bijologika f’punti ta’ tmiem fejn trid tigi rapportata
NOEC (32). Ir-rapportar tal-koncentrazzjonijiet tal-effett u l-parametri rilevanti jista’
jiddependi fuq il-qafas regolatorju. Ghandu jkun identifikat it-tibdil peréentwali f’kull punt
ta’ tmiem li jkun importanti ghad-detezzjoni jew ghall-istima. Id-disinn sperimentali
ghandu jitfassal biex jippermetti dan. Mhuwiex probabbli li 1-istess tibdil percentwali
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japplika ghall-punti ta’ tmiem kollha, langas ma hu probabbli 1li jkun jista’ jitfassal
esperiment fattibbli Ii jissodisfa dawn il-kriterji ghall-punti ta’ tmiem kollha, u ghalhekk
hu importanti 1i wiched jiffoka fuq il-punti ta’ tmiem li huma importanti ghall-esperiment
rispettiv biex l-esperiment jitfassal kif xieraq. Flow diagram statistiku u 1-gwida huma
disponibbli fl-Appendici 10 biex iservu ta’ ghajnuna fit-trattament tad-data u fl-ghazla tal-
aktar test statistiku jew mudell xieraq li ghandu jintuza. Jistghu jintuzaw approcci statistici
ohra, dment li jkunu xjentifikament gustifikati.

54. Se jkun necessarju li 1-varjazzjonijiet jigu analizzati f’kull sett ta’ repliki bl-uzu ta’ analizi
tal-varjanza jew proceduri b’tabella ta’ kontingenza u li jintuzaw metodi ta’ analizi
statistika xierqa u suffi¢jenti abbazi ta’ din l-analizi. Biex isir tqabbil multiplu bejn ir-
rizultati fil-kon¢entrazzjonijiet individwali u dawk ghall-kontrolli, il-proé¢edura ta’
tendenza rigressiva (ez. it-test ta’ Jonckheere-Terpstra) hi rakkomandata ghal risponsi
kontinwi. Meta d-data ma tkunx konsistenti ma’ koncentrazzjoni-rispons monotoni,
ghandu jintuza t-test ta’ Dunnett jew it-test ta” Dunn (wara trasformazzjoni adegwata tad-
data, jekk ikun hemm bzonn).

55. Ghall-fekondita, I-ghadd tal-bajd isir kuljum, izda jista’ jigi analizzat bhala 1-ghadd totali
tal-bajd jew bhala kejl ripetut. L-Appendici 10 jipprovdi dettalji dwar kif jigi analizzat dan
il-punt ta’ tmtem. Ghad-data dwar l-istopatologija 1i tkun fil-forma ta’ punteggi tas-
severita, gie zviluppat test statistiku gdid, Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices
(RSCABS) (33).

56. Ghandu jigi rapportat kwalunkwe punt ta’ tmiem osservat fi trattamenti kimiéi li jkunu
differenti b’mod sinifikanti minn kontrolli xierqa.

Kunsiderazzjonijiet ghall-analizi tad-data
Uzu ta’ livelli tat-trattament f’riskju

57.Jigu kkunsidrati bosta fatturi meta jigi stabbilit jekk replika jew trattament shih jurux
tossi¢ita ¢ara u ghandhomx jitnehhew mill-analizi. Tossi¢ita ¢ara hi definita bhala >4
mortalitajiet fi kwalunkwe replika bejn it-3 wpf u d-9 wpf li ma jkunux jistghu jigu
spjegati minn zball tekniku. Sinjali ohra ta’ tossicitd ¢ara jinkludu emorragija, imgiba
anormali, xejriet tal-ghawn anormali, anoressija u kwalunkwe sinjal kliniku ichor ta’ mard.
Ghal sinjali subletali ta’ tossicita, jista’ jkun hemm bzonn ta’ evalwazzjonijiet kwalitattivi,
u dejjem ghandha ssir referenza ghall-grupp ta’ kontroll bl-ilma ta’ dilwizzjoni (ilma nadif
biss). Jekk it-tossicita cara tkun evidenti fl-oghla trattament(i), hu rakkomandat li dawk it-
trattament jigu ¢Censurati mill-analizi.

Kontrolli b’solvent
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L-uzu ta’ solvent ghandu jigi kkunsidrat biss bhala 1-ahhar rikors, wara li jkunu gew
ikkunsidrati I-ghazliet 1-ohra kollha ta’ twassil. Jekk jintuza solvent, f’dak il-kaz ghandu
jsir fl-istess hin kontroll b’ilma ta’ dilwizzjoni. Fi tmiem it-test, ghandha ssir evalwazzjoni
tal-effetti potenzjali tas-solvent. Dan isir permezz ta’ paragun statistiku tal-grupp ta’
kontroll b’solvent u 1-grupp ta’ kontroll bl-ilma ta’ dilwizzjoni. L-aktar punti ta’ tmiem
relevanti li jridu jigu kkunsidrati f’din l-analizi huma d-determinanti tat-tkabbir (piz),
peress li dawn jistghu jkunu affettwati permezz ta’ tossiCitajiet generalizzati. Jekk jinstabu
differenzi statistikament sinifikanti f°"dawn il-punti ta’ tmiem bejn il-gruppi tal-kontroll bl-
ilma ta’ dilwizzjoni u tal-kontroll b’solvent, ghandu jintuza I-ahjar gudizzju professjonali
biex jigi determinat jekk il-validita tat-test hix f’riskju. Jekk iz-zewg kontrolli jvarjaw, it-
trattamenti esposti ghas-sustanza kimika ghandhom jitgabblu mal-kontroll b’solvent
sakemm ma jkunx maghruf li jkun preferut it-tqabbil mal-kontroll bl-ilma ta’ dilwizzjoni.
Jekk ma jkun hemm ebda differenza statistikament sinifikanti bejn iz-zewg gruppi tal-
kontroll, hu rakkomandat 11 t-trattamenti esposti ghas-sustanza kimika tat-test jitqabblu
mar-raggruppati (gurppi tal-kontroll b’solvent u bl-ilma ta’ dilwizzjoni), sakemm ma jkunx
maghruf li t-tqabbil mal-grupp tal-kontroll bl-ilma ta’ dilwizzjoni jew tal-kontroll
b’solvent biss hu preferut.

Rapport tat-test

59.

Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi dan li gej:

Sustanza kimika tat-test: I-ghamla fizika u, fejn relevanti, il-karatteristici fizikokimici;

Data dwar l-identifikazzjoni tas-sustanza kimika.

Sustanza monokostitwenti:

1d-dehra fizika, is-solubbilta fl-ilma, u I-proprjetajiet fizikokimici rilevanti addizzjonali;

identifikazzjoni kimika, bhall-isem IUPAC jew CAS, numru CAS, kodi¢i SMILES jew
InChi, formula strutturali, purita, identita kimika tal-impuritajiet bhala xieraq u
prattikament fattibbli, e¢¢. (inkluz il-kontenut tal-karbonju organiku, jekk xieraq).

Sustanza multikostitwenti, UVCBs u tahlitiet:

ikkaratterizzati sa fejn possibbli mill-identita kimika (ara aktar ’il fuq), l-okkorrenza
kwantitattiva u l-proprjetajiet fizikokimi¢i rilevanti tal-kostitwenti.

Specijiet tat-test:

L-isem xjentifiku, ir-razza jekk disponibbli, is-sors u l-metodu tal-gbir tal-bajd fertilizzat,
u l-immaniggjar sussegwenti.

1l-kundizzjonijiet tat-test:
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[I-fotoperjodu/i;

Id-disinn tat-test (ez. id-daqgs tal-kompartiment, il-materjal u l-volum tal-ilma, in-numru ta’
kompartimenti u ta’ repliki tat-test, in-numru ta’ mfaqqsa ghal kull replika);

[I-metodu ta’ thejjija tas-soluzzjonijiet ewlenin u 1-frekwenza tat-tigdid (ghandhom
jinghataw l-agent solubilizzanti u 1-konéentrazzjoni tieghu, meta jintuzaw);,

[I-metodu 1i jintuza ghad-dozagg tas-sustanza kimika tat-test (ez. pompi, sistemi ta’
dilwizzjoni);

L-effi¢jenza tal-irkupru tal-metodu u l-konéentrazzjonijiet tat-test nominali, 1l-limitu tal-
kwantifikazzjoni, 1l-medji tal-valuri mkejla u d-devjazzjonijiet standard taghhom fir-

recipjenti tat-test u I-metodu li permezz tieghu nkisbu u evidenza li I-kejl jirreferi ghall-
kon¢entrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test f’soluzzjoni vera;

Il-karatteristi¢i tal-ilma ta’ dilwizzjoni: il-pH, 1-ebusija, it-temperatura, il-konc¢entrazzjoni
tal-ossigenu dissolt, il-livelli tal-kloru residwu (jekk jitkejjel), il-karbonju organiku totali
(jekk jitkejjel), 1s-solidi sospizi (jekk jitkejlu), 1s-salinita tal-medium tat-test (jekk titkejjel)
u kwalunkwe kejl ichor 1i jsir;

[l-kon¢entrazzjonijiet nominali tat-test, il-medji tal-valuri mkejla u d-devjazzjonijiet
standard taghhom;

II-kwalita tal-ilma fir-recipjenti tat-test, il-pH, it-temperatura (ta’ kuljum) u I-
koncentrazzjoni tal-ossigenu dissolt;

Informazzjoni dettaljata dwar it-taghlif (ez. it-tip ta’ ikel, is-sors, l-ammont moghti u 1-
frekwenza).

Ir-rizultati:

Evidenza li I-kontrolli ssodistaw 1l-kriterji dwar il-validazzjoni generali;

Id-data ghall-kontroll (flimkien mal-kontroll b’solvent meta jintuza) u ghall-gruppi tat-
trattament kif gej, it-tifqis (il-kapacita ta’ tifqis u z-Zmien sat-tifqis) ghall-F1 u ghall-F2,
1s-sopravivenza wara t-tifqis ghall-F1, it-tkabbir (tul u piz tal-gisem) ghall-F1, 1s-sess
genotipiku u d-differenzazzjoni sesswali (ez. karatteristi¢i sesswali sekondarji fuq il-bazi
tal-papilli tal-pinen anali u istologija gonadali) ghall-F1, is-sess fenotipiku ghall-F1, il-
karatteristi¢i sesswali sekondarji (papilli tal-pinen anali) ghall-mRNA tal-vtg tal-F1 (jew
il-proteina tal-VTGQG) ghall-F1, valutazzjoni tal-istopatologija (gonad, fwied u kilwa) ghall-
F1 u r-riproduzzjoni (fekondita u fertilitd) ghall-F0, F1; (ara t-Tabelli 1 u 2).

L-appro¢¢ ghall-analizi statistika (analizi ta’ rigressjoni jew analizi tal-varjanza) u t-
trattament tad-data (it-testijiet statisti¢i u l-mudelli uzati);

[I-kon¢entrazzjoni bla effett osservat (NOEC) ghal kull rispons ivvalutat;
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- Il-konéentrazzjoni bl-inqas effett osservat (LOEC) ghal kull rispons ivvalutat (f'p = 0,05);
L-ECx ghal kull rispons ivvalutat, jekk applikabbli, u I-intervalli ta’ kunfidenza (ez. 90 %
jew 95 %) u graff tal-mudell imdahhal ghall-kalkolu taghha, il-pendil tal-kurva
koncentrazzjoni rispons, il-formula tal-mudell ta’ rigressjoni, il-parametri stmati tal-
mudell u l-erruri standard taghhom.

- Kwalunkwe devjazzjoni minn dan il-metodu ta’ ttestjar u devjazzjoni mill-kriterji ta’
accettazzjoni, u kunsiderazzjonijiet tal-konsegwenzi potenzjali fuq l-ezitu tat-test.
60. Ghar-rizultati tal-kejlijiet tal-punti ta’ tmiem, ghandhom jigu pprezentati 1-valuri medji u
d-devjazzjonijiet standard taghhom (kemm fuq bazi ta’ repliki kif ukoll fuq bazi ta’
konc¢entrazzjoni, jekk possibbli).
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Appendiéi 1
DEFINIZZJONUJIET
Sustanza kimika: Sustanza jew tahlita
ELISA: Assagg ta’ Immunoassorbiment Enzimatiku
Fekondita = numru ta’ bajd;
Fertilita = numru ta’ bajd vijabbli/fekondita;
Tul sal-furketta (FL): jirreferi ghat-tul mill-ponta tal-geddum sal-ahhar tax-xewk tal-pinen
f'nofs id-denb u jintuza f"hut fejn hu difficli 1i wiehed jghid fejn tispicéa 1-kolonna
vertebrali www.fishbase.org
Kapadita ta’ tifqis = imfaggsa/numru ta’ embrijuni mghobbija f’inkubatur
TACUC: Institutional Animal Care and Use Committee

Tul standard (SL): jirreferi ghat-tul ta’ huta mkejjel mill-ponta tal-geddum sat-tarf ta” wara
tal-ahhar vertebra jew sat-tarf ta’ wara tal-porzjon midlaterali tal-hypural plate. Fi kliem
sempli¢i, dan il-kejl jeskludi t-tul tad-denb. (www.fishbase.org)

Tul totali (TL) jirreferi ghat-tul mill-ponta tal-geddum sal-ponta tal-lobu itwal tad-denb,
generalment imkejjel bil-lobi kkumpressati tul il-linja tan-nofs. Dan hu kejl ta’ linja dritta, li
ma jitkejjilx fuq il-kurva tal-gisem (www.fishbase.org)

Tul standard

Tul furketta =~ oo ]

N e Tul totali oo

Figura 1: Deskrizzjoni tat-tulijiet differenti uzati
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ECx: (Koncentrazzjoni effettiva ghal effett ta’ x %) hi l-koncentrazzjoni li tikkawza x % ta’
effett fuq l-organizmi tat-test f'perjodu ta’ esponiment partikolari meta mgabbla ma’
kontroll. Perezempju, EC50 hi konc¢entrazzjoni stmata li tikkawza effett fuq il-punt ta’
tmiem l-ittestjar £°50 % ta’ popolazzjoni esposta fuq perjodu ta’ esponiment definit.

Test bi fluss kontinwu ta’ soluzzjonijiet tat-test fis-sistema tat-test matul id-durata tal-
esponiment.

Assi HPG: assi ipotalamika-pitwitarja-gonadali.
IUPAC: Unjoni Internazzjonali tal-Kimika Pura u Applikata.
Rata ta’ taghbija: I1-piz imxarrab tal-hut skont il-volum ta’ ilma.

Konéentrazzjoni bl-inqas effett osservat (LOEC) hi l-anqas konc¢entrazzjoni ttestjata ta’
sustanza kimika tat-test li fiha tigi osservata s-sustanza kimika biex ikollha effett
statistikament sinifikanti (fp < 0,05) meta mgqgabbla mal-kontroll. Madankollu, il-
konc¢entrazzjonijiet tat-test kollha 1i jkunu oghla mil-LOEC ghandu jkollhom effett dannuz
dags jew ikbar minn dawk osservati fl-LOEC. Meta dawn iz-zewg kundizzjonijiet ma
jkunux jistghu jigu ssodisfati, ghandha tinghata spjegazzjoni shiha dwar kif intghazlet 1-
LOEC (u ghalhekk 1-NOEC). L-Appendicijiet 5 u 6 jipprovdu gwida.

Konéentrazzjoni Letali Medjana (LLC50): hi I-konc¢entrazzjoni ta’ sustanza kimika tat-test
li hi stmata li tkun letali ghal 50 % tal-organizmi tat-test fid-durata tat-test.

Koncentrazzjoni bla effett osservat (NOEC) hi l-kon¢entrazzjoni tat-test immedjatament
taht 1-LOEC, 1i meta mqgabbla mal-kontroll, ma jkollha ebda effett statistikament sinifikanti
(p <0,05), fperjodu ta’ esponiment ddikjarat.

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification.
Densita tal-istokkjar: L-ghadd ta’ hut ghal kull volum ta’ ilma.

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata permezz ta’ dan il-
metodu ta’ ttestjar.

UVCB: Sustanzi kimi¢i b’kompozizzjoni mhux maghrufa jew varjabbli, prodotti jew
materjali bijologi¢i b’reazzjoni kumplessa.

VTG: Vitellogenina hi prekursur tal-fosfolipoglikoproteina ghall-proteina fl-isfar tal-bajd li
normalment isehh f’nisa sesswalment attivi tal-ispecijiet ovipari kollha.

WPF: Gimghat ta’ wara 1-fertilizzazzjoni
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XI KARATTERISTICI KIMICI TA’ ILMA TAD-DILWIZZJONI ACCETTABBLI

Sustanza I?O{léentrazzjoni ta’
limitu

Materja partikulata 5 mg/l
Karbonju organiku totali 2 mg/l
Ammonijaka mhux jonizzata 1 pg/l
Kloru residwu 10 pg/l
Pestic¢idi organofosforici totali 50 ng/l
Pestic¢idi organokloru totali flimkien ma’ poliklorobifenili 50 ng/l
Kloru organiku totali 25 ng/l
Aluminju 1 pg/l
Arseniku 1 pg/l
Kromu 1 pg/l
Kobalt 1 pg/l
Ram 1 pg/l
Hadid 1 pg/l
Comb 1 pg/l
Nikil 1 g/l
Zingu 1 pg/l
Kadmju 100 ng/1
Merkurju 100 ng/l
Fidda 100 ng/l
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Appendiéi 3

KUNDIZZJONIJIET TAT-TEST GHALL-MEOGRT

1.

2.

3.

Specijiet rakkomandati
Tip ta’ test

Temperatura tal-ilma

Kwalita tal-illuminazzjoni

Rata ta’ taghbija

Medaka Gappuniza (Oryzias latipes)
Bi fluss kontinwu

It-temperatura nominali tat-test hi ta’ 25°C. It-temperatura medja tul it-
test kollu f°kull tank hi ta’ 24-26 °C.

Bozoz fluworexxenti (spettru wiesa’ u ~150 lumen/m?)
(~150 Tux).

16-il siegha dawl, tmien sighat dlam

FO: Zewg adulti/replika; F1: imnedija b’massimu ta’ 20 bajda
(embrijun)/replika, imnaqgsa ghal 12-il embrijun/replika fit-tifqis u
mbaghad 2 adulti (pari tat-tghammir XX-XY) fid-9-10 wpf ghall-fazi
riproduttiva

Volum minimu utilizzabbli tal-1,8 1 (ez., daqs tal-kompartiment tat-test: 18x9x15-il cm)

kompartiment tat-test

Volum tal-iskambji tas-
soluzzjonijiet tat-test

Eta tal-organizmi tat-test fil-
bidu

10. In-numru ta’ organizmi ghal

kull replika

11.In-numru ta’ trattamenti

12. In-numru ta’ repliki ghal kull

trattament

13. In-numru ta’ organizmi ghal

kull test

14.Regim tal-ghalf

Minimu ta’ hames drabi ta’ tigdid tal-volum/jum sa 16-il darba ta’ tigdid
tal-volum/jum (jew fluss ta’ 20 ml/min)

FO: > 12-i1 wpf izda hu rakkomandat 1i ma jingabZzux is-16-il wpf

FO: 2 hutiet (par ta’ ragel u mara); F1: massimu ta’ 20 huta
(bajd)/replika (prodotti mill-pari tat-tghammir tal-FO u tal-F1).

Hames trattamenti bis-sustanza kimika tat-test flimkien mal-kontroll(i)
xierag/xierqa

Minimu ta’ sitt repliki ghal kull trattament ghas-sustanza kimika tat-test
u minimu ta’ 12-il replika ghall-kontroll, u ghall-kontroll b’solvent, jekk
uzati (in-numru ta’ repliki jirdoppja fi hdan il-fazi tar-riproduzzjoni fil-
F1)

Minimu ta’ 84 huta fl1-FO u 504 f1-F1. (Jekk jintuza kontroll b’solvent,
108 hutiet f1-FO u 648 huta f1-F1). L-unita li tinghadd hi I-
postelewteroembrijun.

[l-hut jintema’ 1-gambli tal-ilma mielah, Artemia spp., (nauplii 1i jkollu
24 siegha) ad libitum, supplimentat b’ikel fil-forma ta’ laqx
kummer¢jalment disponibbli jekk ikun hemm bZonn (Skeda ta’ taghlif
bhala ezempju biex jigu zgurati tkabbir u Zvilupp adegwati b’sostenn
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15. Ossigenazzjoni

16.1lma ta’ dilwizzjoni
17.Perjodu ta’ esponiment
18. Punti ta’ tmiem bijologici

(primarji)

19. l-kriterji ta’ validita tat-test

D060575/02

tar-riproduzzjoni robusta tista’ tinstab fl-Appendici 6).

Ebda sakemm l-ossigenu dissolt ma jogrobx lejn <60 % tal-valur tas-
saturazzjoni tal-arja

Ilma tal-wice, tal-bir jew rikostitwit jew ilma tal-vit deklorinat nadif.
Primarjament 19-il gimgha (mill-FO sat-tifqis tal-F2)

Kapacita ta’ tifgis (F1 u F2); sopravivenza (F1, mit-tifqis sar-4 wpf
(tmiem il-larva/bidu tal-fazi tal-hut 1i ghadu qed jikber), mir-4 sad-9
(Gew 1-10) wpf (bidu tal-fazi tal-hut 1i ghadu ged jikber sa subadult) u
minn 9 sa 15-11 wpf (subadult sa terminazzjoni tal-adult)); tkabbir (F1,
tul u piz £9 u 15-il wpf); karatteristic¢i sesswali sekondarji (F1, papilli
tal-pinen anali fid-9 u fil-15-il wpf); vitellogenina (F1, mRNA tal-vig
jew proteina tal-VTG fil-15-il wpf); sess fenotipiku (F1, permezz tal-
istologija gonadali fil-15-il wpf); riproduzzjoni (FO u F1, il-fekondita u
I-fertilita ghal 21 jum); hin sar-riproduzzjoni (F1); u istopatologija (F1,
gonad, fwied u kilwa fil-15-11 wpf)

Ossigenu dissolt ta’ > 60 % tal-valur ta’ saturazzjoni tal-arja;
temperatura medja tal-ilma ta’ 24-26°C matul it-test; riproduzzjoni
b’success ta’ > 65 % tan-nisa fil-kontroll(i); fekonditd medja ta’ kuljum
ta’ > 20 bajd fil-kontroll(i); kapacita ta’ tifqis ta’ > 80 % (medja) fil-
kontrolli (fkull wahda mill-F1 u mill-F2); sopravivenza wara t-tifqis
sat-3 wpfta’ > 80 % (medja) u minn 3 wpf sat-terminazzjoni ghall-
generazzjoni ta’ > 90 % (medja) fil-kontrolli (F1), il-kon¢entrazzjonijiet
tas-sustanza kimika tat-test fis-soluzzjoni ghandhom jinzammu b’mod
sodisfacenti fi hdan + 20 % tal-valuri medji mkejla.
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Appendici 4
GWIDA DWAR IL-VALURI TIPICI TAL-KONTROLL

Ta’ min jinnota li dawn il-valuri tal-kontroll huma bbazati fuq numru limitat ta’ studji ta’
validazzjoni, u jistghu jkunu soggetti ghall-emendar fid-dawl ta’ esperjenza ulterjuri.

Tkabbir

Il-kejlijiet tal-piz u tat-tul jittiehdu ghall-hut kollu fil-kampjun fid-9 (jew f1-10) u fil-15-1l
gimgha wara l-fertilizzazzjoni (wpf). Is-segwitu ta’ dan il-protokoll irendi I-pizijiet imxarrba
mistennija fid-9 wpf ta’ 85-145 mg ghall-irgiel u ta’ 95-150 mg ghan-nisa. Il-pizijiet
mistennija fil-15-i1 wpf huma ta’ 250-330 mg ghall-irgiel u ta’ 280-350 mg ghan-nisa.
Filwaqt 1i jista’ jkun hemm devjazzjonijiet sostanzjali minn dawn il-meded ghal hut
individwali, pizijiet medji tal-kontroll sostanzjalment barra minn dawn il-meded,
spe¢jalment anqgas, ikunu jissuggerixxu problemi fit-taghlif, fil-kontroll tat-temperatura, fil-
kwalita tal-ilma, mard jew xi tahlita ta’ dawn 1l-fatturi.

Is-success tat-tifqis fil-kontrolli tipikament ikun madwar 1d-90 %, madankollu mhumiex rari
valuri baxxi sa 80 %. Success tat-tifqis ta’ angas minn 75 % jista’ jindika agitazzjoni
insuffi¢jenti tal-bajd tal-izvilupp jew attenzjoni inadegwata fl-immaniggjar tal-bajd bhan-
nuqqas ta’ tnehhija fil-hin tal-bajd mejjet li jwassal ghal infestazzjoni fungali.

Sopravivenza

Ir-rati ta’ sopravivenza sat-3 wpf mit-tifqis u wara t-3 wpf normalment ikunu ta’ 90 % jew
aktar ghall-kontrolli izda r-rati ta’ sopravivenza fl-istadji bikrin tal-hajja li jizlu sa 80 %
ghall-kontrolli mhumiex allarmanti. Rati ta’ sopravivenza fil-kontrolli ta’ anqas minn 80 %
ikunu ta’ thassib u jistghu jindikwa tindif insuffi¢jenti tal-akkwarji li jwassal ghal telf tal-hut
larvali permezz ta’ mard jew minhabba soffokazzjoni minhabba livelli baxxi ta’ ossigenu
dissolt. Il-mortalita tista’ ssehh ukoll minhabba korriment matul it-tindif tat-tankijiet u
minhabba t-telf ta’ hut larvali fis-sistema tad-drenagg tat-tank.

1l-gene vitellogenina

Filwaqt 11 I-livelli assoluti tal-gene vitellogenina (vtg), espressi bhala kopji/ng tal-mRNA
totali, jistghu jvarjaw hafna bejn il-laboratorji minhabba l-proc¢eduri u l-istrumenti uzati, il-
proporzjon tal-vtg ghandu jkun madwar 200 darba akbar fin-nisa tal-kontroll kontra l-irgiel
tal-kontroll. Mhijiex xi haga rari 1i dan il-proporzjon ikun gholi bejn 1000 u 2000, izda
proporzjonijiet anqas minn 200 huma suspettuzi u jistghu jindikaw problemi ta’
kontaminazzjoni fil-kampjun jew problemi bil-procedura u/jew bir-reagenti uzati.

Karatteristici sesswali sekondarji
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Ghall-irgiel, il-medda normali ta’ Karatteristi¢i Sesswali Sekondarji, definiti bhala n-numru
totali ta’ segmenti fir-raj tal-pinen tal-papilli tal-pinen anali, hi ta’ 40-80 segment fid-9-10
wpf. Sal-15-il wpf, il-medda ghall-irgiel tal-kontroll ghandha tkun ta’ madwar 80-120 u ta’
0 ghan-nisa tal-kontroll. Ghal ragunijiet mhux spjegati, f’kazijiet rari ¢erti rgiel ma jkollhom
ebda papilla prezenti sad-9 wpf izda peress li l-irgiel tal-kontroll kollha jizviluppaw papilli
sal-15-11 wpf, dan aktarx 1i jkun ikkawzat minn zvilupp tardiv. Il-prezenza ta’ papilli fin-nisa
tal-kontroll tindika l-prezenza ta’ rgiel XX fil-popolazzjoni.

Irgiel XX

L-in¢idenza normali ta’ sfond ta’ rgiel XX fil-koltura tidher 1i hi ta’ madwar 4 % jew anqas
25 °C bl-in¢idenza li tizdied aktar ma tizdied it-temperatura. Ghandhom jittiehdu passi
biex jigi minimizzat il-proporzjon ta’ rgiel XX fil-popolazzjoni. Peress i l-in¢idenza ta’
rgiel XX tidher li ghandha komponent genetiku u, ghalhekk, tintiret, il-monitoragg tal-
istokk tal-koltura u l-izgurar 1i l-irgiel XX ma jintuzawx ghall-propagazzjoni tal-istokk tal-
koltura huma mezz effettiv kif titnaqqas l-in¢idenza tal-irgiel XX fil-popolazzjoni.

Attivita ta’ riproduzzjoni

L-attivita ta’ riproduzzjoni fir-repliki tal-kontroll ghandha tigi ssorveljata ta’ kuljum qabel
ma ssir il-valutazzjoni tal-fekonditd. Il-pari tal-kontroll jistghu jigu vvalutati b’mod
kwalitattiv vizwalment ghal evidenza ta’ attivita ta’ riproduzzjoni. Sat-12-14-il wpf, hatna
mill-pari tal-kontroll ghandhom ikunu ged jirriproduc¢u. Numri baxxi ta’ pari li jirriproducu
sa dan iz-zmien jindikaw problemi potenzjali fis-sahha, fil-maturita jew fil-benessri tal-hut.

Fekondita

Generalment, medaka fsahhithom, maghlufa sew ta’ 12-14-il wpf jirriprodu¢u kuljum, u
jipproduc¢u fil-medda ta’ 15 sa 50 bajda kull jum. Il-produzzjoni tal-bajd ghal 16 mill-24
par tat-tghammir tal-kontroll rakkomandati (> 65 %) ghandha tipproduc¢i aktar minn 20
bajda ghal kull par kull jum u tista’ tilhaq sa madwar 40 bajda kull jum. Angas minn dan I-
ammont jista’ jindika pari tar-riproduzzjoni immaturi, mhux maghlufa kif suppost jew mhux
f’sahhithom.

Fertilita
[l-percentwal ta’ bajd fertili ghall-pari tar-riproduzzjoni tal-kontroll tipikament ikun fil-
medda ta’ 90 % b’valuri fil-parti medja sa superjuri tad-disghinijiet li mhumiex rari. Rati

tal-fertilita ta’ anqas minn 80 % ghall-bajd tal-kontroll huma suspettuzi u jistghu jindikaw
individwi mhux f’sahhithom jew kundizzjonijiet tal-koltura mhux ideali.
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Appendiéi 5
EZEMPJU TA’ SKEDA TAT-TAGHLIF

EZempju ta’ skeda tat-taghlif biex jigu Zgurati tkabbir u Zvilupp adegwati b’sostenn tar-
riproduzzjoni robusta hu muri fit-Tabella 1. Devjazzjonijiet minn din l-iskeda ta’ taghlif
jistghu jkunu accettabbli, izda hu rakkomandat 1i dawn jigu ttestjati biex jigi verifikat 1i
jkunu osservati tkabbir u riproduzzjoni accettabbli. Biex tigi segwita l-iskeda ta’ taghlif
suggerita, il-piz xott tal-gamblu tal-ilma mielah ghal kull volum ta’ sospensjoni maghquda
tal-gamblu tal-ilma mielah irid jigi determinat qabel ma jinbeda t-test. Dan jista’ jsir bl-uzin
ta’ volum differenti tas-sospensjoni maghquda tal-gamblu tal-ilma mielah li tkun tnixxfet
ghal 24 siegha £°60 °C fuq twagen li jkunu ntiznu minn qabel. Biex jinghata kont lill-piz tal-
imluh fis-sospensjoni maghquda, volum identiku tal-istess soluzzjoni tal-melh uzata fis-
sospensjoni maghquda ghandu jitnixxef, jintizen u jitnaqqas ukoll mill-piz tas-sospensjoni
maghquda xxottata tal-gamblu tal-ilma mielah. Inkella, il-gamblu tal-ilma mielah jista’ jigi
ffiltrat u jitlahlah b’ilma distillat qabel ma jigi xxottat, u b’hekk tigi eliminata 1-htiega li
Jitkejjel 1l-piz ta’ “imbjank tal-melh”. Din l-informazzjoni tintuza biex tikkonverti I-
informazzjoni fit-Tabella minn piz xott tal-gamblu tal-ilma mielah ghall-volum tas-
sospensjoni maghquda tal-gamblu tal-ilma mielah li jrid jintema’ lil kull huta. Barra minn
hekk, hu rakkomandat 1i l-alikwoti tas-sospensjoni maghquda tal-gamblu tal-ilma mielah
jJintiznu ta’ kull gimgha biex jigi verifikat il-piz xott korrett tal-gamblu tal-ilma mielah
maghluf.
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Tabella 1: Ezempju ta’ skeda tat-taghlif

Zmien (wara t-tifqis) | Gamblu tal-Ilma Mielah (mg
piz xott/huta/jum)
Jum 1 0,5
Jum 2 0,5
Jum 3 0,6
Jum 4 0,7
Jum 5 0,8
Jum 6 1,0
Jum 7 1,3
Jum 8 1,7
Jum 9 2,2
Jum 10 2,8
Jum 11 3,5
Jum 12 4,2
Jum 13 4,5
Jum 14 4,8
Jum 15 5,2
Jiem 16-21 5,6
Gimgha 4 7,7
Gimgha 5 9,0
Gimgha 6 11,0
Gimgha 7 13,5
Gimgha 8-sagrifi¢¢ju 22,5
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Appendicéi 6
EZEMPJI TA’ KOMPARTIMENT TA’ INKUBAZZJONI TAL-BAJD

Ezempju A

A

Dan l-inkubatur jikkonsisti f’tubu centrifugu tal-hgieg transettat, konness b’pajp tal-azzar
inossidabbli u mizmum f’postu bit-tapp tal-kamin ¢entrifugu. Tubu zghir tal-hgieg jew tal-
azzar inossidabbli jipprogetta minn got-tapp u jitqieghed qrib il-qiegh ittondjat, filwaqt li
jifforma bziezaq tal-arja bil-galbu biex jissospendi 1-bajd u jnaqqas it-trazmissjoni bejn il-
bajd ta’ infezzjonijiet fungali saprofiti¢i filwaqt 1i jiffa¢ilita wkoll 1-iskambju ta’ sustanzi
kimici bejn I-inkubatur u t-tank kontenitur.

Ezempju B
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Dan l-inkubatur jikkonsisti f’korp ¢ilindriku tal-hgieg (dijametru ta’ 5 cm u gholi ta’ 10 cm)
u xibka tal-wajer inossidabbli (xibka ta’ 0,25 ¢ u 32) li titqgabbad mal-qiegh tal-korp b’¢irku
PTFE. L-inkubaturi jigu sospizi mill-izbarra tal-irfigh ghat-tankijiet, u jithezzu vertikalment
(amplitudni ta’ madwar 5 cm) f’¢iklu xieraq (bejn wiehed u iehor darba kull 4 sekondi)
ghall-bajd tal-medaka.
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Appendici 7

DIJAGRAMMA SKEMATIKA GHAR-RAGGRUPPAR U GHALL-POPOLAMENT TAR-
REPLIKI FI HDAN IL-METODU TA’ TTESTJAR MEOGRT

Figura 1: Ir-raggruppament u r-ripopolament tar-repliki fi hdan I-MEOGRT. Il-figura tirrapprezenta
trattament wiched jew nofs ta’ kontroll. Minhabba r-raggruppament, l-identita tar-repliki mhix
kontinwa matul it-test. Kun af li t-terminu “bajd” jirreferi ghal bajd vijabbli fertilizzati (ekwivalenti
ghal embrijuni).

Punti ta’ tmiem

valutat XX
XY ||

_— XX
kampjuni xy |—
B Ija' subadulti
bajda huta bajda

; valutat XX |
XY

| tifqis | sopravivenza | tkabbir, VTG, SSC riproduzzjoni, patologija, SSC ’ tifgis
Fo I Fy F2
kampjuni XX
XX >0 12-1 B Ija' subadulti XY |/ 70
XY bajda huta > o tat = bajda
|
kampjuni XX
. a’ subadulti XY ||
XX 20 12-i DMY 20
Xy bajda huta valutat XX bajda
12 N
XX
kampjuni
’ subadulti XY |
XX 70 Ve puy [T subadult 70
Xy bajda huta valutat XX bajda
bajd vijabbli tifqis — bajd vijabbli
tal-grupp tal-grupp N tal-grupp
qassam kampjuni qassam
a’ subadulti XY |/
XX 20 o DMY Iét 20
XY bajda valutat XX bajda
1 A
gassam 12
kampjuni XY
=i a’ subadulti XY ||
7 G N i o
XY ajda uta J
XX 20
Xy

Trattamenti u Replika.

II-metodu ta’ ttestjar jirrakkomanda hames trattamenti tas-sustanza kimika tat-test li juzaw
materjal ta’ grad tekniku u kontroll negattiv. In-numru ta’ repliki ghal kull trattament ma
Jibgax kostanti matul I-MEOGRT, u n-numru ta’ repliki fit-trattament tal-kontroll hu d-
doppju ta’ kwalunkwe trattament uniku bis-sustanza kimika tat-test. F’F0, kull trattament
bis-sustanza kimika tat-test ikollu sitt repliki filwaqt 1i t-trattament bil-kontroll negattiv
ikollu 12-il replika. Is-solventi huma ferm skoragguti, u jekk jintuzaw, fir-rapport tal-
MEOGRT ghandha tigi inkluza gustifikazzjoni kemm ghall-uzu ta’ solvent kif ukoll ghall-
ghazla tas-solvent. Barra minn hekk, jekk jintuza solvent, ikun hemm bZonn ta’ Zewg tipi ta’
kontroll: a) kontroll b’solvent, u b) kontroll negattiv. Dawn iz-zew$ gruppi ta’ kontroll ilkoll
ghandhom jikkonsistu f’komplement shih ta’ repliki fil-punti kollha fi hdan l-iskeda ta’
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zmien tal-MEOGRT. Matul l-izvilupp kollu tal-organizmi tat-test fil-generazzjoni F1 (u F2,
sat-tifqis), din l-istruttura tar-repliki tibqa’ l-istess. Madankollu, fl-istadju adult meta jigu
fformati 1-pari tat-tghammir tal-F1, in-numru ta’ repliki ta’ pari tar-riproduzzjoni ghal kull
trattament jigi rdoppjat b’mod ottimali; ghaldagstant, ikun hemm sa 12-il par ta’ repliki
f’kull trattament bis-sustanza kimika tat-test u 24 par ta’ repliki fil-grupp tal-kontroll (u 24
par ta’ repliki ohra fil-kontroll b’solvent, jekk ikun hemm bzonn). Id-determinazzjoni tat-
tifqis mill-embrijuni riprodotti mill-pari tal-F1 issir bl-istess struttura ta’ repliki kif saret
ghall-embrijuni riprodotti mill-pari tal-FO, jigifieri inizjalment sitt repliki ghal kull
trattament bis-sustanza kimika tat-test u 12-il replika fil-grupp(i) tal-kontroll.
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Appendiéi 8
GHADD TAL-PAPILLI TAL-PINEN ANALI

Materjali u Reagenti Ewlenin

- Mikroskopju ghad-dissezzjoni (b’kamera mqabbda fakultattiva)

- Fissattiv (ez. ta’ Davidson (ta’ Bouin mhuwiex rakkomandat)), jekk ma jinghaddux mill-
immagni

Proc¢eduri

Wara n-nekroskopija, ghandha tittiched immagni tal-pinna anali ghall-ghadd konvenjenti
tal-papilli tal-pinen anali. Filwaqt 1i t-tehid ta’ immagnijiet hu l-metodu rakkomandat, il-
pinna anali tista’ tigi ffissata b’fissattiv ta’ Davidson jew b’fissattiv xieraq ichor ghal
madwar minuta (1). Importanti 1i I-pinna anali tinzamm ¢atta matul il-fissazzjoni biex 1l-
papilli jkunu jistghu jinghaddu aktar facilment. Il-karkassa bil-pinna anali tista’ tinhazen
f*fissattiv ta’ Davidson jew f’fissattiv xieraq ichor sakemm tigi analizzata. Ghodd in-numru
ta’ pjastri kongunti (ara I-Figura 1) bil-papilli i jinfdu mill-margni ta’ wara tal-pjastra
kongunta.

Figura 1: Papilli tal-pinna anali
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Appendi¢i 9
SKEDA TA’ ZMIEN DETTALJATA TAL-MEOGRT
Gimghat tat-Test 1-3 (F0)

Il-hut tal-generazzjoni tal-FO li jirriproduéi u 1i jissodisfa 1-kriterji tal-ghazla (ara I-para. 16-
20) jigi espost ghal tliet gimghat biex il-gameti fl-izvilupp u t-tessuti gonadali jkunu esposti
ghas-sustanza kimika tat-test. Kull tank ta’ repliki jospita par wiehed ta’ hut tat-tghammir
(par tat-tghammir ta” mara XX u ta’ ragel XY). Il-bajd riprodott jingabar, jinghadd u jigi
vvalutat ghall-fertilita ghal 21 jum konsekuttiv, b’bidu fil-Jum 1 tat-Test.

Gimgha 4 tat-Test (FO u F1)

Idealment 1l-bajd fertilizzat u vijabbli (embrijuni) jingabar f’jum wiehed; madankollu, jekk
ma jkunx hemm bizzejjed embrijuni, l-embrijuni jistghu jingabru fuq jumejn. Jekk jingabru
wara jumejn, l-embrijuni kollha fi hdan it-trattamenti li jkunu ngabru fl-ewwel jum jigu
raggruppati ma’ dawk migbura fit-tieni jum. Imbaghad, 1-embrijuni raggruppati totali ghal
kull trattament jigu distribwiti b’mod aleatorju f’kull wiehed mill-inkubaturi ta’ repliki £20
embrijun ghal kull inkubatur. Il-mortalitajiet tal-bajd fertilizzat (embrijuni) jigu verifikati u
registrati ta’ kuljum. Il-bajd mejjet jitnehha mill-inkubaturi (mewt f*bajd fertilizzat jista’ jigi
denotat, b’mod partikolari fl-istadji bikrin, b’telf notevoli ta’ translu¢enza u tibdil fil-kulur,
ikkawzat minn koagulazzjoni u/jew precipitazzjoni tal-proteina, 1i jwasslu ghal dehra opaka
bajda; OECD 210).

Nota: Jekk trattament wiehed ikun jehtieg it-tieni jum ta’ gbir, it-trattamenti kollha (inkluzi
I-kontrolli) iridu jsegwu din il-pro¢edura. Jekk wara t-tieni jum tal-gbir ikun hemm numri
inadegwati ta’ embrijuni fi hdan trattament biex jitghabbew 20 embrijun ghal kull inkubatur,
naqqas in-numru ta’ embrijuni mghobbija fi hdan dak it-trattament specifiku ghal 15-il
embrijun ghal kull inkubatur. Jekk ma jkunx hemm bizzejjed embrijuni biex jitghabbew 15
ghal kull inkubatur, naqqas in-numru ta’ inkubaturi ta’ repliki sakemm ikun hemm bizzejjed
embrijuni ghal 15 ghal kull inkubatur. Barra minn hekk, jistghu jizdiedu aktar pari tat-
tghammir ghal kull trattament u jistghu jizdiedu l-kontrolli 'FO biex jipproducu aktar bajd
bl-ghan li jintlahqu 1-20 rakkomandati ghal kull replika.

Fil-Jum 24 tat-Test, il-pari tat-tghammir FO jinqatlu bl-ewtanazja u jittiehed rekord tal-piz u
tat-tul. Jekk ikun hemm bzonn, il-pari tat-tghammir FO jistghu jinzammu ghal jum/jumejn
addizzjonali biex terga’ tinbeda I-F1.

Gimghat tat-Test 5-6 (F1)

Jum sa jumejn qabel il-bidu antic¢ipat tat-tifqis, waqqaf jew naqqas l-agitazzjoni tal-bajd tal-
inkubazzjoni biex thaffef it-tifqis. Peress Ii l-embrijuni jfaqqsu f’kull jum, l-imfaqqgsa jigu
raggruppati skont it-trattament u jitgassmu b’mod sistematiku f’kull tank tal-larva ta’ repliki
fi hdan trattament spec¢ifiku b’mhux aktar minn 12-i1l imfaqqgas. Dan isir bl-ghazla aleatorja
tal-imfaqqsa u bit-tqeghid ta’ mfaqqas wiehed f’repliki successivi fi grupp indiskriminat, bi
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procedimenti skont 1-ordni fir-repliki ta’ trattament specifici sakemm ir-repliki kollha fi
hdan it-trattament ikollhom 12-il imfaqqas. Jekk ma jkunx hemm bizzejjed imfaqqsa biex
jimtlew ir-repliki kollha, ara i 1-akbar numru possibbli ta’ repliki jkollhom 12-il imfaqqas
biex jibdew il-fazi F1.

[I-bajd li ma jkunx ghadu faqqas sad-doppju tal-jum medjan tal-kontroll jitqies mhux
vijabbli u jintrema. In-numru ta’ mfaqqgsa jigi registrat u s-success tat-tifqis (il-kapacita ta’
tifqis) jigi kkalkolat f’kull replika.

Gimghat tat-Test 7-11 (F1)

Is-sopravivenza ta’ hut larvali tigi verifikata u registrata kuljum fir-repliki kollha. Fil-Jum
43 tat-Test, in-numru ta’ hut 1i jkun ghadu haj f’kull replika jigi registrat kif ukoll in-numru
tinizjali ta’ mfaqqsa mqieghda fir-replika (normalment tnax). Dan jippermetti ghall-kalkolu
tas-sopravivenza percentwali mit-tifqis sal-istadju subadult.

Gimghat tat-Test (F1)

Fil-Jiem 78-85 tat-Test, jittieched kampjun zghir mill-pinna tad-denb ta’ kull huta biex jigi
determinat is-sess genotipiku tal-individwu (jigifieri qtugh tal-pinna) ghall-hut kollu. Din 1-
informazzjoni tintuza biex jigu stabbiliti l-pari tat-tghammir.

Fi zmien tliet ijiem wara li jigi determinat is-sess genotipiku ta’ kull huta, jigu stabbiliti
b’mod aleatorju 12-il par tat-tghammir ghal kull trattament u 24 par ghal kull kontroll. Zewg
hutiet XX u XY minn kull replika jintghazlu b’mod aleatorju u mbaghad jigu raggruppati
skont 1s-sess, u mbaghad jintghazlu b’mod aleatorju biex jistabbilixxu par tat-tghammir
(gigifieri par XX-XY). Tal-anqgas jigu stabbiliti 12-il replika ghal kull trattament kimiku u
tal-anqas 24 replika ghall-kontroll b’par tat-tghammir wiehed ghal kull replika. Jekk replika
ma jkollhiex zewg hutiet XX jew zewg hutiet XY disponibbli ghar-raggruppament, ghandu
jinkiseb il-hut bil-genotip tal-generu xieraq minn repliki ohra fi hdan it-trattament.

Il-hut 1i jifdal (massimu ta’ tmien hutiet ghal kull replika) jingatel bl-ewtanazja u jittiched
kampjun tieghu ghad-diversi punti ta’ tmiem subadulti. Id-data tad-dmy (XX jew XY) ghall-
kampjuni subadulti kollha tinzamm biex jigi zgurat li d-data tal-punti ta’ tmiem kollha tkun
tista’ tigi relatata mas-sess genetiku ta’ kull huta individwali.

Gimghat tat-Test 13-14 (F1)
L-esponiment ikompli hekk kif il-pari ta’ tghammir ta’ subadulti jizviluppaw f’adulti. Fil-
Jum 98 tat-Test (jigifieri I-jum qabel ma jinbeda I-gbir tal-bajd), 1l-bajd jitnehha kemm mill-
akkwarji kif ukoll min-nisa.

Gimghat tat-Test 15-17 (F1)

II-bajd riprodott jingabar ta’ kuljum ghal 21 jum konsekuttiv f’kull replika, u jigi vvalutat
ghall-fekondita u ghall-fertilita.
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Gimgha 18 tat-Test (ripetizzjoni tal-Gimgha 4 tat-Test) (F1 u F2)

Fil-Jum 120 tat-Test, il-gbir tal-bajd isir f’kull tank ta’ repliki filghodu. 1l-bajd migbur jigi
vvalutat u l-bajd fertilizzat (filamenti mnehhija) minn kull wiehed mill-pari tat-tghammir
jigi raggruppat skont it-trattament, jitgassam b’mod sistematiku fil-kompartimenti ta’
inkubazzjoni tal-bajd b’20 bajda fertilizzata ghal kull inkubatur. L-inkubaturi jistghu
jitgieghdu f“tankijiet inkubaturi” separati stabbiliti ghal kull trattament jew fit-tank ta’
repliki 1i mat-tifqis se jkun fih il-larva mfaqqsa. Idealment l-embrijuni jingabru f’jum
wiehed; madankollu, jekk ma jkunx hemm bizzejjed embrijuni, l-embrijuni jistghu jingabru
fuq jumejn. Jekk jingabru wara jumejn, l-embrijuni kollha fi hdan it-trattamenti li jkunu
ngabru fl-ewwel jum jigu raggruppati ma’ dawk migbura fit-tieni jum. Imbaghad, I-
embrijuni raggruppati totali ghal kull trattament jigu distribwiti b’'mod aleatorju f’kull
wiehed mill-inkubaturi ta’ repliki 20 embrijun ghal kull inkubatur. Nota: Jekk trattament
wiched ikun jehtieg it-tieni jum ta’ gbir, it-trattamenti kollha (inkluzi 1-kontrolli) iridu
jsegwu din il-pro¢edura. Jekk wara t-tieni jum tal-gbir ikun hemm numri inadegwati ta’
embrijuni fi hdan trattament biex jitghabbew 20 embrijun ghal kull inkubatur, nagqqas in-
numru ta’ embrijuni mghobbija fi hdan dak it-trattament specifiku ghal 15-il embrijun ghal
kull inkubatur. Jekk ma jkunx hemm bizzejjed embrijuni biex jitghabbew 15 ghal kull
inkubatur, naqqgas in-numru ta’ inkubaturi ta’ repliki sakemm ikun hemm bizzejjed
embrijuni ghal 15 ghal kull inkubatur.

Fil-Jum 121 tat-Test (jew fil-Jum 122 tat-Test, biex tizgura li 1-F2 bdiet sew), il-pari tat-
tghammir tal-F1 jinqatlu bl-ewtanazja u jigu analizzati ghall-punti ta’ tmiem tal-adulti. Jekk
ikun hemm bzonn, il-pari tat-tghammir F1 jistghu jinzammu ghal jum/jumejn addizzjonali
biex terga’ tinbeda 1-F2.

Gimghat tat-Test 19-20 (F2)

Jum sa jumejn qabel il-bidu anticipat tat-tifqis, waqqaf jew naqqas l-agitazzjoni tal-bajd tal-
inkubazzjoni biex thaffef it-tifqis. Jekk it-test jigi terminat bit-tlestija tat-tifqis tal-F2, kull
jum l-imfaqqsa jinghaddu u jintremew. (L-embrijuni li ma jkunux ghadhom faqqsu wara
zmien twil ta’ inkubazzjoni, definit bhala d-doppju tal-jum medjan tal-kontroll tat-tifqis,
Jitgiesu mhux vijabbli).
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Appendici 10
ANALIZI STATISTIKA

It-tipi ta’ data bijologika generata fl-MEOGRT mhumiex uni¢i ghalih u hlief ghad-data
dwar il-patologija, gew zviluppati hatha metodologiji statisti¢i xierga biex tigi analizzata
data simili skont il-karatteristi¢i tad-data inkluzi n-normalita, l-omogenita tal-varjanza, jekk
id-disinn tal-istudju jistax jigi soggett ghall-ittestjar tal-ipotezi jew ghall-analizi tar-
rigressjoni, ghal testijiet parametrici kontra testijiet mhux parametrici, e¢¢. Bhala prin¢ipju
generali, l-analizijiet statisti¢i suggeriti jsegwu r-rakkomandazzjonijiet tal-OECD ghad-data
dwar l-ekotossic¢ita (OECD 2006) u fil-Figura 2 hi pprovduta flowchart tad-de¢izjonijiet
ghall-analizi tad-data tal-MEOGRT.

Hu supponut 11 spiss, is-settijiet ta’ data juru risponsi monotoni¢i. Barra minn hekk,
ghandha tigi kkunsidrata 1-kwistjoni ta’ uzu ta’ test statistiku b’denb wiehed kontra test
statistiku b’zewgt idnub. Sakemm ma jkunx hemm ragunament bijologiku 1i jaghmel test
b’denb wiehed inadatt, hu suggerit li jintuzaw testijiet b’denb wiehed. Filwaqt li t-tagsima li
gejja tirrakkomanda ¢éerti testijiet statistici, jekk jigu zviluppati metodi statisti¢i aktar xierqa
u/jew b’sahhithom ghall-applikazzjoni ghad-data specifika generata fl-MEOGRT, dawk it-
testijiet statisti¢i jintuzaw biex jingranaw dawk il-vantaggi.

Id-data tal-MEOGRT ghandha tigi analizzata b’mod separat ghal kull sess genotipiku.
Hemm zZewg strategiji biex tigi analizzata d-data mill-hut b’sess imdawwar (irgiel XX jew
nisa XY). 1) Ti¢censura d-data kollha minn hut b’sess imdawwar fit-test kollu hlief il-
prevalenza tat-tidwir tas-sess f'kull replika. 2) Thalli d-data mil-hut kollu b’sess imdawwar
fis-sett ta’ data u tanalizza fuq il-bazi tal-genotip.

Data tal-istopatologija

Id-data tal-istopatologija tigi rapportata bhala punteggi tas-severita li jigu evalwati bl-uzu
ta’ procedura statistika zviluppata gdida, Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices
(RSCABS), (Green et al., 2014). L-aggustament Rao-Scott izomm l-informazzjoni dwar ir-
replika tat-test; il-procedura by Slices tinkorpora l-aspettattiva bijologika li I-punteggi tas-
severita ghandhom tendenza 1i jizdiedu aktar ma jizdiedu l-kon¢entrazzjonijiet tat-
trattament. Ghal kull djanjozi, 1-ezitu tal-RSCABS jispecifika liema trattamenti ghandhom
prevalenza oghla tal-patologija mill-kontrolli u 1-livell ta’ severita asso¢jat.

Data dwar il-fekondita

L-analizijiet ghad-data dwar il-fekonditd jikkonsistu f’test ta’ tendenza rigressiva ta’
Jonckheere-Terpstra jew ta’ Williams biex jigu determinati l-effetti tat-trattament, dment li
d-data tkun konsistenti ma’ rispons monotonu ghall-kon¢entrazzjoni. B’test ta’ tendenza ta’
rigressjoni, kull tqabbil isir fil-livell ta’ sinifikat ta’ 0,05 u ma jsir ebda aggustament ghan-
numru ta’ paraguni. Id-data hi mistennija tkun konsistenti ma’ rispons monotonu ghall-
koncentrazzjoni, izda din tista’ tigi verifikata jew bi spezzjoni vizwali tad-data jew bil-bini
ta’ kuntrasti lineari u kwadrati¢i tal-medji tat-trattament wara trasformazzjoni tal-ordni tal-
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klassifikazzjonijiet tad-data. Hlief jekk il-kuntrast kwadratiku jkun sinifikanti u 1-kuntrast
lineari ma jkunx sinifikanti, 1sir it-test ta’ tendenza. Inkella, jintuza t-test ta’ Dunnett biex
jigu determinati l-effetti tat-trattament jekk id-data tigi distribwita b’mod normali b’varjanzi
omogeni. Jekk dawk ir-rekwiziti ma jigux issodisfati, jintuza t-test ta’ Dunn b’aggustament
ta’ Bonferonni-Holm. It-testijiet indikati kollha jsiru b’mod indipendenti minn kwalunkwe
test generali F jew ta’ Kruskal-Wallis Aktar dettalji huma pprovduti OECD 2006.

Jistghu jintuzaw metodi alternattivi, bhal mudell lineari generalizzat b’erruri ta’ Poisson
ghall-ghadd tal-bajd (b’ebda transformazzjoni), jekk dawn ikunu statistikament gustifikati
(Cameron u Trividi, 2013). Hu rakkomandat parir statistiku jekk jintuza approc¢ alternattiv.

Ghadd tal-Bajd ta’ Kuljum fi hdan Generazzjoni Wahda

Il-mudell ANOVA jinghata b’Y=Zmien*Zmien+Trattament + *Trattament +
Zmien*Trattament + *7mien*Trattament, b’effetti aleatorji tar-
Replika(Generazzjoni* Trattament), u Zmien*Replika(Trattament), biex ikun jista’ jkun
hemm komponenti ta’ varjanza mhux indaqs taz-zewg tipi fost il-generazzjonijiet.
Hawnhekk Zmien tirreferi ghall-frekwenza tal-ghadd tal-bajd (ez., Jum jew Gimgha). Din hi
analizi b’kejlijiet ripetuti, bil-korrelazzjonijiet bejn l-osservazzjonijiet fl-istess repliki li
jirrapprezentaw in-natura ta’ kejlijiet ripetuti tad-data.

L-effetti ewlenin tat-trattament jigu ttestjati bl-uzu tat-test ta’ Dunnett (jew Dunnett-Hsu), li
jaggusta ghan-numru ta’ paraguni. L-aggustamenti ghall-effett ewlieni tal-generazzjoni jew
tal-hin huma mehtiega, peress li b’dawn iz-zewg fatturi, ma hemm ebda livell ta’ “kontroll”
u kull par ta’ livelli hu paragun ta’ interess possibbli. Ghal dawn iz-zewg effetti ewlenin,
jekk it-test-F ghall-effett ewlieni jkun sinifikanti fil-livell 0,05, il-paraguni bejn il-pari fil-
livelli ta’ dak il-fattur ikunu jistghu jigu ttestjati fil-livell ta’ 0,05 minghajr aggustament
ulterjuri.

II-mudell jinkludi interazzjonijiet ta’ zewg u ta’ tliet fatturi, biex effett ewlieni ghal,
perezempju, zmien, ma jkunx jista’ jkun sinifikanti, anki jekk iz-Zmien ikollu impatt
sinifikanti fuq ir-rizultati. B’hekk, jekk interazzjoni ta’ zewg jew ta’ tliet fatturi li tinvolvi z-
zmien tkun sinifikanti fil-livell ta’ 0,05, wiehed jista’ jaccetta 1-paraguni tal-livelli tal-hin
fil-livell ta’ sinifikat ta’ 0,05 minghajr aggustament ulterjuri.

Imbaghad ikun imiss it-testijiet-F ghas-sinifikat tat-trattament fi hdan iz-Zmien, l-hekk
imsejha slices fit-tabella ta” ANOVA. Jekk, perezempju, is-slice ghat-trattament fi hdan F1
u z-zmien 12, ikun sinifikanti fil-livell ta’ 0,05, il-paraguni bejn il-pari ghat-trattament fi
hdan F1 u z-zmien 12 jistghu jigu accettati fil-livell ta’ 0,05 minghajr aggustament ulterjuri.
Japplikaw dikjarazzjonijiet simili ghal testijiet ghaz-zmien fi hdan I-F1 u t-trattament u
ghall-generazzjoni fi hdan Zmien u trattament.

Finalment, ghall-paraguni li ma jaqghux taht xi wahda mill-kategoriji msemmija hawn fuq,
il-paraguni ghandhom ikunu aggustati bl-uzu tal-aggustamenti ta’ Bonferroni-Holm ghall-
valuri-p. Informazzjoni ulterjuri dwar l-analizijiet tat-tali mudelli tista’ tinstab f"Hocking
(1985) u f'Hochberg u Tamhane (1987).
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Inkella, id-data mhux processata tigi registrata u pprezentata fir-rapport tal-istudju bhala 1-
fekondita (numru ta’ bajd) ghal kull replika ghal kull jum. Ghandha tigi kkalkolata 1-medja
tar-repliki tad-data mhux processata u mbaghad ghandha tigi applikata trasformazzjoni bl-
gherq kwadrat. ANOVA fdirezzjoni wahda dwar il-medji tar-repliki trasformati ghandha
tigi kkalkolata segwita mill-kuntrasti ta’ Dunnett. Jista’ jkun siewi wkoll 11 ssir spezzjoni
vizwali tad-data dwar il-fekondita ta’ kull trattament u/jew replika bi scatterplot li turi d-
data maz-zmien. Din tippermetti li ssir valutazzjoni informali tal-effetti potenzjali maz-
Zmien.

1d-data bijologika l-ohra kollha

L-analizjiet statistici huma bbazati fuq is-suppozizzjoni sottostanti 1i bl-ghazla tad-doza
xierqa, 1d-data tkun monotonika. B’ hekk, id-data tigi supponuta monotonika u tigi evalwata
b’mod formali ghall-monotoni¢ita bl-uzu ta’ kuntrasti lineari u kwadrati¢i. Jekk id-data tkun
monotonika, hu rakkomandat 11 jsir test ta’ tendenzi tal-medjani tar-repliki ta’ Jonckheere-
Terpstra (kif rakkomandat £ OECD 2006). Jekk il-kuntrast kwadratiku jkun sinifikanti u 1-
kuntrast lineari ma jkunx, id-data titqies mhux monotonika.

Jekk 1d-data ma tkunx monotonika, b’mod partikolari minhabba r-rispons imnaqqas tal-
oghla trattament jew tal-oghla zewg trattamenti, ghandha tinghata kunsiderazzjoni li¢-
¢ensura tas-sett ta’ data biex l-analizi ssir minghajr dawk it-trattamenti. Din id-dec¢izjoni
jkollha ssir b’gudizzju professjonali u bid-data disponibbli kollha, spe¢jalment id-data li
tindika tossicita ¢ara f’dawk il-livelli ta’ trattament.

Ghall-piz u ghat-tul, ma hi rakkomandata ebda trasformazzjoni ghalkemm din kultant tista’
tkun necessarja. Madankollu, trasformazzjoni tal-log hi rakkomandata ghad-data dwar il-
vitellogenina; trasformazzjoni bl-gherq kwadrat hi rakkomandata ghad-data dwar 1-SSC
(papilli tal-pinen anali); trasformazzjoni bl-gherq kwadrat arcsine hi rakkomandata ghad-
data dwar 1it-tifqis ta’ proporzjon, ghas-sopravivenza peréentwali, ghall-proporzjon tas-sess,
u ghall-per¢entwal tal-bajd fertili. 1z-zmien sat-tifqis u Z-zmien sal-ewwel riproduzzjoni
ghandhom jigu trattati bhala data taz-zmien sa avveniment, bl-embrijuni individwali 1i ma
jfaqgsux fil-perjodu definit jew bir-repliki li qatt ma jirriproducu li jigu trattati bhala data
“right-censored”. Iz-zmien sat-tifqis ghandu jigi kkalkolat mill-jum medjan tat-tifqis ta’ kull
replika. Dawn il-punti ta’ tmiem ghandhom jigu analizzati bl-uzu tal-mudell ta’ periklu
proporzjonali ta’ Cox b’effetti mhallta.

Id-data bijologika minn kampjuni ta’ adulti jkollha kejl wiched ghal kull replika, jigifieri,
jkun hemm huta XX wahda u huta XY wahda ghal kull akkwarju tar-repliki. Ghaldagstant,
hu rakkomandat li ssir ANOVA f’riezzjoni wahda fuq il-medji tar-repliki. Jekk jigu
ssodisfati s-suppozizzjonijiet tal-ANOVA (normalita u omogenita tal-varjanza kif valutati
fuq ir-residwi tal-ANOVA bit-test ta” Sapiro-Wilks u bit-test ta’ Levene, rispettivament), il-
kuntrasti ta’ Dunnett ghandhom jintuzaw biex jigu determinati trattamenti li kienu differenti
mill-kontroll. Min-naha 1-ohra, jekk is-suppozizzjonijiet tal-ANOVA ma jigux issodisfati,
ghandu jsir test ta’ Dunn biex jigi determinat liema trattamenti kienu differenti mill-kontroll.
Hi rakkomandata pro¢edura simili ghal data 1i tkun fil-forma ta’ percentwali (fertilita, tifqis
u sopravivenza).

565



D060575/02

Id-data bijologika minn kampjuni ta’ subadulti ghandha minn kejl sa tmien kejlijiet ghal
kull replika, jigifieri, jista’ jkun hemm numru varjabbli ta’ individwi li jikkontribwixu ghall-
medja ta’ repliki ghal kull sess genotipiku. Ghaldaqstant, hu rakkomandat 1i jintuza mudell
tall-ANOVA b’effetti mhallta segwit minn kuntrasti ta’ Dunnett, jekk jigu ssodisfati s-
suppozizzjonijiet dwar in-normalita u l-omogenita tal-varjanza (fuq ir-residwi tal-ANOVA
b’effetti mhallta). Jekk is-suppozizzjonijiet tal-ANOVA ma jigux issodisfati, ghandu jsir
test ta’ Dunn biex jigi determinat liema trattamenti kienu differenti mill-kontroll.

Figura 2: Flow chart ghall-pro¢eduri statisti¢i rakkomandati ghall-analizi tad-data tal-MEOGRT.
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C.53 L-ASSAGG TAT-TKABBIR U TAL-IZVILUPP TAL-ANFIBJI LARVALI (LADGA)

INTRODUZZJONI

1.

Dan il-metodu ta’ ttestjar hu ekwivalenti ghal-linja gwida tat-test 241 (2015) tal-OECD. Il-
htiega ta’ zvilupp u ta’ validazzjoni ta’ assagg li kapaéi jidentifika u jikkaratterizza 1-
konsegwenzi avversi tal-esponiment ghal sustanzi kimici tossié¢i fl-anfibji gejja mit-thassib
11 1-livelli ambjentali tas-sustanzi kimi¢i jistghu jikkagunaw effetti avversi kemm fuq il-
bniedem kif ukoll fuq l-organizmi selvaggi. Il-linja gwida tat-test tal-OECD tal-Assagg tat-
Tkabbir u tal-Izvilupp tal-Anfibji Larvali (LAGDA) tiddeskrivi test tat-tossicita bi speci
anfibja li jqis it-tkabbir u l-izvilupp mill-fertilizzazzjoni sal-perjodu bikri meta 1-hut ikun
ghadu zghir. Hu assagg (tipikament ta’ 16-il gimgha) li jivvaluta l-izvilupp bikri, il-
metamorfosi, 1s-sopravivenza, it-tkabbir u l-maturazzjoni riproduttiva parzjali. Jippermetti
wkoll il-kejl ta’ sensiela ta’ punti ta’ tmiem ohra li jippermetti li ssir evalwazzjoni
djanjostika ta’ sustanzi kimici interferenti endokrinali (EDCs) suspettati jew ta’ tipi ohra
ta’ tossikanti ghall-izvilupp u ghar-riproduzzjoni. [lI-metodu deskritt f’dan il-metodu ta’
ttestjar hu derivat mill-hidma ta’ validazzjoni fuq iz-zring Afrikan bil-qawgba (Xenopus
laevis) mill-U.S. Environmental Protection Agency (U.S. EPA) b’hidma ta’ sostenn fil-
Gappun (1). Ghalkemm l-ispeéi anfibja tista’ tigi adattata ghal protokoll tat-test tat-tkabbir
u tal-1zvilupp bil-hila 1i jiddetermina s-sess genetiku li hi komponent importanti, il-metodi
specifici u l-punti ta’ tmiem osservazzjonali spjegati f’dan il-metodu ta’ ttestjar huma
applikabbli ghall-Xenopus laevis biss.

. II-LAGDA jservi bhala test ta’ livell oghla b’anfibju ghall-gbir ta’ informazzjoni aktar

komprensiva dwar ir-rispons ghall-kon¢entrazzjoni dwar 1-effetti avversi xierqa ghall-uzu
fl-identifikazzjoni u fil-karatterizzazzjoni tal-perikli, u f’valutazzjoni tar-riskju ekologiku.
L-assagg joqghod fil-Livell 4 tal-Qafas Kuncettwali tal-OECD ghall-Ittestjar u ghall-
Valutazzjoni tal-Interferenti Endokrinali, fejn 1-assaggi in vivo jipprovdi data dwar l-effetti
avversi fuq il-punti ta’ tmiem endokrinali rilevanti (2). Id-disinn generali tal-esperiment
jinvolvi l-esponiment tal-embrijuni ta’ X. laevis fl-istadju 8-10 ta’ Nieuwkoop u Faber
(NF) (3) ghal minimu ta’ erba’ konéentrazzjonijiet differenti tas-sustanza kimika tat-test
(generalment imqgassma f’intervalli mhux anqas minn nofs logaritmi¢i) u kontroll(i) sa 10
gimghat wara z-zmien medjan sal-istadju 62 tal-NF fil-kontroll, b’subkampjun interim
wiched fl-istadju 62 tal-NF (< 45 wara I-fertilizzazzjoni; normalment madwar 45 jum
(dpf). Hemm erba’ repliki f'kull konéentrazzjoni tat-test bi tmien repliki ghall-kontroll. 11-
punti ta’ tmiem evalwati matul 1-esponiment (fis-subkampjun interim u fil-kampjun finali
mat-tlestija tat-test) jinkludu dawk indikattivi ta’ tossi¢ita generalizzata: il-mortalita, 1-
imgiba anormali, u d-determinazzjonijiet tat-tkabbir (it-tul u 1-piz) kif ukoll il-punti ta’
tmiem imfassla biex jikkaratterizzaw modalitajiet ta’ azzjoni specifi¢i dwar it-tossicita
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endokrinali mmirati lejn il-processi fizjologi¢i medjati bl-estrogenu, bl-androgenu jew bit-
tirojde. I1-metodu jixhet enfasi primarja fuq l-effetti potenzjali rilevanti ghall-popolazzjoni
(igifieri l-impatti avversi fuq is-sopravivenza, l-izvilupp, it-tkabbir u l-izvilupp
riproduttiv) ghall-kalkolu ta’ Koncentrazzjoni Bla Effett Osservat (NOEC) jew
Koncentrazzjoni b’Effett 1i tikkawza tibdil ta’ x % (Ecx) fil-punt ta’ tmiem imkejjel.
Ghalkemm ta’ min jinnota li l-approc¢¢i tal-ECx rarament ikunu xierqa ghal studji kbar ta’
dan 1it-tip fejn iz-zieda tan-numru tal-koncentrazzjonijiet tat-test biex tkun tista’ tigi
determinata I-ECx mixtieqa tista’ tkun imprattika. Ta’ min jinnota li I-metodu ma jkoprix
il-fazi riproduttiva nfisha. Id-definizzjonijiet uzati f"dan il-metodu ta’ ttestjar jinghataw fl-
Appendic¢i 1.

KUNSIDERAZZJONUIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

3. Minhabba n-numru limitat ta’ sustanzi kimici ttestjati u ta’ laboratorji involuti fil-
validazzjoni ta’ dan l-assagg kemxejn kumpless, spe¢jalment minhabba li r-riproducibbilta
interlaboratorja mhix dokumentata b’data sperimentali s’issa, hu anti¢ipat 1i la jkun hemm
numru suffi¢jenti ta’ studji disponibbli biex jigi Zgurat l-impatt ta’ dan id-disinn il-gdid tal-
istudju, il-linja gwida tat-test 241 tal-OECD se tigi riezaminata u, jekk ikun hemm bzonn,
riveduta, fid-dawl tal-esperjenza miksuba. [I-LAGDA hu assagg importanti biex jigu
indirizzati 1-kontributuri importanti ghat-tnaqqis fil-popolazzjoni anfibja bl-evalwazzjoni
tal-effetti mill-esponiment ghal sustanzi kimic¢i matul 1-istadju larvali sensittiv, fejn 1-effetti
fuq is-sopravivenza u l-izvilupp, inkluz l-izvilupp normali tal-organi riproduttivi, jistghu
jaffettwaw il-popolazzjonijiet b’mod avvers.

4. It-test hu mfassal biex jindividwa effett(i) api¢i li jirrizultaw kemm minn mekkanizmi
endokrinali kif ukoll minn dawk mhux endokrinali, u jinkludi punti ta’ tmiem djanjostici li
huma parzjalment specifi¢ci ghal modalitajiet endokrinali ewlenin. Ta’ min jinnota li
sakemm gie zviluppat 1I-LAGDA, ma kien jezisti ebda assagg validat 1i jservi din il-
funzjoni ghall-anfibji.

5. Qabel ma jinbeda l-assagg, importanti 1i wiched ikollu informazzjoni dwar il-proprjetajiet
fizikokimic¢i tas-sustanza kimika tat-test, b’mod partikolari biex ikunu jistghu jigu prodotti
soluzzjonijiet kimiéi stabbli. Hu nec¢essarju wkoll li jkun hemm metodu analitiku sensittiv
b’mod adegwat ghall-verifika tal-konc¢entrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test. Fuq
durata ta’ bejn wiched u ichor 16-il gimgha, l-assagg jehtieg numru totali ta’ 480 annimal,
jigifieri embrijuni X. laevis (jew 640 embrijun, jekk jintuza kontroll b’solvent) biex tigi
zgurata sahha sufficjenti tat-test ghall-evalwazzjoni tal-punti ta’ tmiem rilevanti ghall-
popolazzjoni bhat-tkabbir, l-izvilupp u I-maturazzjoni riproduttiva.

6. Qabel l-uzu tal-metodu ta’ ttestjar ghall-ittestjar regolatorju ta’ tahlita, ghandu jigi
kkunsidrat jekk hux se jipprovdi rizultati ac¢ettabbli ghall-iskop regolatorju mahsub. Barra

568



D060575/02

minn hekk, dan l-assagg ma jevalwax il-fekondita direttament, u allura jaf ma jkun
applikabbli ghall-uzu fi stadju aktar avvanzat mil-Livell 4 tal-Qafas Kun¢ettwali tal-OECD
ghall-Ittestjar u ghall-Valutazzjoni tal-Interferenti Endokrinali.

BAZI XJENTIFIKA GHALL-METODU TA’ TTESTJAR

7. Hafna mill-fehim kurrenti taghha dwar il-bijologija anfibja nkiseb bl-uzu tal-ispeé¢i mudell
tal-laboratorju X. laevis. Din l-ispeéi tista’ tigi kolturata bhala rutina fil-laboratorju, I-
ovulazzjoni tista’ tigi indotta bl-uzu ta’ gonadotropina korjonika umana (hCG) u 1-
istokkijiet tal-annimali huma disponibbli minnufih minghand nissiela kummer¢jali.

8. Bhall-vertebrati kollha, ir-riproduzzjoni fl-anfibji hi taht il-kontroll tal-assi ipotalamiku
pitwitarju gonadali (HPG) (4). L-estrogeni u l-androgeni huma medjaturi ta’ din is-sistema
endokrinali, u jidderiegu 1-izvilupp u 1-fizjologija ta’ tessuti sesswalment dimorfi¢i. Hemm
tliet fazijiet distinti fic-Ciklu tal-hajja tal-anfibji meta dan l-ass ikun partikolarment attiv:
(1) differenzazzjoni gonadali matul l-izvilupp tal-larva, (2) l-izvilupp ta’ karatteristici
sesswali sekondarji u maturazzjoni gonadali matul il-fazi li fiha [-anfibji jkunu ghandhom
ged jikbru u (3) ir-riproduzzjoni funzjonali tal-adulti. Kull wahda minn dawn it-tliet twieqi
tal-izvilupp aktarx li tkun suxxettibbli ghal perturbazzjoni endokrinali minn certi sustanzi
kimici bhal estrogeni u androgeni, u finalment twassal ghal telfien tal-idoneita riproduttiva
mill-organizmi.

9. Il-gonadi jibdew bl-izvilupp fl-istadju 43 tal-NF, meta jizviluppa x-xifer gentali
bipotenzjali ghall-ewwel darba. Id-differenzazzjoni tal-gonadi tibda fl-istadju 52 tal-NF
meta ¢-celloli germinali primordjali jimigraw fit-tessut medullari (irgiel) jew jibqghu fir-
regjun kortikali (nisa) tal-gonadi tal-izvilupp (3). Dan il-process ta’ differenzazzjoni
sesswali tal-gonadi &ie rrapportat ghall-ewwel darba bhala suxxettibbli ghal alterazzjoi
kimika f’Xenopus fil-hamsinijiet (5) (6). L-esponiment tal-imriezeb ghall-estradjol matul
dan il-perjodu ta’ differenzazzjoni gonadali jirrizulta f’tibdil tas-sess tal-irgiel li, meta jsiru
adulti, 1siru nisa kompletament funzjonali (7) (8). It-tibdil tas-sess funzjonali tan-nisa
f’irgiel hu possibbli wkoll u gie rapportat wara l-impjantazzjoni tat-tessut tat-testikoli flI-
imriezeb (9). Madankollu, ghalkemm l-esponiment ghal inibitur tal-aromatazi jikkawza
tidwir tas-sess funzjonali wkoll £ X. tropicalis (10), dan ma ntweriex li jsehh £*X. laevis.
Storikament, l-effetti tossi¢i fuq id-differenzazzjoni gonadali gew ivvalutati b’ezami
istologiku tal-gonadi fil-metamorfosi u t-tibdil tas-sess seta’ jigi determinat b’analizi tal-
proporzjonijiet tas-sess biss. Sa ftit taz-zmien ilu, ma kien hemm ebda mezz biex jigi
determinat b’mod dirett is-sess genetiku ta’ Xenopus. Madankollu, stabbiliment ricenti ta’
markaturi marbuta mas-sess f'X. laevis jaghmilha possibbli li jigi determinat is-sess
genetiku u jippermetti ghall-identifikazzjoni diretta ta’ annimali li jbiddlu s-sess (11).
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Fl-irgiel, 1-izvilupp tal-hut li jkun ghadu qed jikber jipproc¢edi hekk kif il-livelli ta’
testosteron fid-demm jizdiedu b’mod korrispondenti ghall-izvilupp ta’ karatteristici
sesswali sekondarji kif ukoll ghall-izvilupp tat-testikoli. Fin-nisa, l-estradjol jigi prodott
mill-ovarji u jirrizulta fid-dehra tal-vitellogenina (VTG) fil-plazma, f’oociti vitellogenici
fl-ovarju u fl-izvilupp ta’ ovidotti (12). L-ovidotti huma karatteristi¢i sesswali sekondarji
tan-nisa li jiffunzjonaw fil-maturazzjoni tal-oociti matul ir-riproduzzjoni. Il-kisjiet tal-geli
jigu applikati man-naha ta’ barra tal-oocCiti hekk kif jghaddu mill-ovidott u jingabru fil-
borza tal-ovarju, lesti ghall-fertilizzazzjoni. L-izvilupp tal-ovidotti jidher li hu regolat mill-
estrogeni hekk kif l-izvilupp jikkorrelata mal-livelli ta’ estradjol fid-demm £°X. laevis (13)
u £°X. tropicalis (12). Gie rrapportat l-izvilupp ta’ ovidotti fl-irgiel wara l-esponiment ghal
komposti tal-poliklorobifenili (14) u ghal 4-terz-ottilfenol (15).

PRINCIPJU TAT-TEST

11.

Id-disinn tat-test jinvolvi l-esponiment tal-embrijuni ta’ X. laevis fl-istadju 8-10 tal-NF
permezz tar-rotta mal-ilma ghal erba’ koncentrazzjonijiet differenti tas-sustanza kimika tat-
test kif ukoll ghall-kontroll(i) sa 10 gimghat wara z-zmien medjan sal-istadju 62 tal-NF fil-
kontroll, b’subkampjun interim wiehed fl-istadju 62 tal-NF. Filwaqt li jista’ jkun possibbli
wkoll li sustanzi kimi¢i ferm idrofobi¢i jinghataw mal-ghalf, s’issa ftit li xejn kien hemm
esperjenza bl-uzu ta’ din ir-rotta ta’ esponiment f’dan l-assagg. Hemm erba’ repliki f’kull
koncentrazzjoni tat-test bi tmien repliki ghal kull kontroll uzat. Il-punti ta’ tmiem evalwati
matul l-esponiment jinkludu dawk li jindikaw tossicitd generalizzata (jigifieri 1-mortalita, 1-
imgiba anormali u d-determinazzjonijiet tat-tkabbir (tul u piz)), kif ukoll il-punti ta’ tmiem
imfassla biex jikkaratterizzaw modalitajiet ta’ azzjoni specifiCi tat-tossi¢itd endokrinali
mmirati lejn processi fizjologi¢i medjati bl-estrogenu, bl-androgenu jew bit-tirojde
(jigifieri istopatologija tat-tirojde, istopatologija tal-gonadi u tal-kanal tal-gonadi, zvilupp
anormali, vitellogenina tal-plazma  (fakultattiva), u  proporzjonijiet tas-sess
genotipiku/fenotipiku).

KRITERJI TA’ VALIDITA TAT-TEST

12.

Japplikaw 1l-kriterji 1i gejjin ghall-validita tat-test:
Il-konc¢entrazzjoni tal-ossigenu dissolt ghandha tkun > 40 % tal-valur tas-saturazzjoni tal-
arja matul it-test;

It-temperatura tal-ilma ghandha tkun fil-medda ta’ 21 + 1 °C u d-differenzjali bejn ir-
repliki u bejn it-trattamenti ma ghandhomx jagbzu 1-1,0 °C;

I1-pH tas-soluzzjoni tat-test ghandha tinzamm bejn 6,5 u 8,5, u d-differenzjali bejn ir-
repliki u bejn it-trattamenti ma ghandhiex tagbez iz-0,5;
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- Ghandha tkun disponibbli evidenza li turi li I-konéentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-
test fis-soluzzjoni jkunu nzammu b’mod sodisfacenti fi hdan + 20 % tal-valuri medji
mkejla;

- Il-mortalita tul il-perjodu ta’ esponiment ghandha tkun ta’ <20 % f’kull replika fil-
kontrolli;

- vijabbilta ta’ > 70 % fis-suggetti riprodotti maghzula biex jinbeda I-istudju;
- Iz-Zmien medjan ghall-istadju 62 tal-NF tal-kontrolli ghandu jkun ta’ <45 jum.
- Il-piz medju tal-organizmi tat-test fl-istadju 62 tal-NF u fit-terminazzjoni tal-assagg fil-

kontrolli u fil-kontrolli b’solvent (jekk uzati) ghandu jilhaq il-1,0£02u11,5+3 g,
rispettivament.

13. Filwaqt li mhuwiex kriterju ta’ validita, hu rakkomandat li jkun hemm disponibbli ghall-
analizi tal-anqas tliet livelli ta’ trattament bi tliet repliki mhux kompromessi. Mortalita
ecCessiva, li tikkomprometti trattament, hi definita bhala > 4 mortalitajiet (> 20 %) 2
repliki jew aktar 1i ma jistghux jigu spjegati minn errur tekniku. Tal-anqas tliet livelli ta’
trattament minghajr tossicita ¢ara ovvja ghandhom ikunu disponibbli ghall-analizi. Sinjali
ta’ tossicita Cara jistghu jinkludu, izda mhumiex limitati ghal, zamma fil-wi¢¢, tluq fil-
qiegh tat-tank, ghawm invertit jew irregolari, nugqas ta’ attivita ta’ tlugh fil-wic¢, u nuqqas
ta’ rispons ghal stimoli, anormalitajiet morfologi¢i (ez. deformitajiet fl-estremitajiet),
lezjonijiet emorragi¢i, u edema addominali.

14. F’kaz ta’ devjazzjoni mill-kriterji ta’ validita tat-test, ghandhom jigu kkunsidrati 1-
konsegwenzi b’rabta mal-affidabbilta tar-rizultati tat-test u dawn id-devjazzjonijiet u 1-
kunsiderazzjonijiet ghandhom jigu inkluzi fir-rapport tat-test.

DESKRIZZJONI TAL-METODI

Apparat
15. Taghmir normali tal-laboratorju u spe¢jalment dan 1i ge;j:
(a) apparat ghall-kontroll tat-temperatura (ez., hiters jew berrieda aggustabli sa 21 £ 1
*C);
(b) termometru;
(¢)  mikroskopju ta’ dissezzjoni binokulari u ghodod tad-dissezzjoni;

(d) kamera digitali b’rizoluzzjoni minima ta’ 4 megapixels u b’mikrofunzjoni (jekk
mehtiega),

()  mizien analitiku 1i kapaci jkejjel sa 0,001 mg jew 1 pg;
(f) apparat li jkejjel 1-ossigenu dissolt u apparat i jkejjel il-pH;
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(g) apparat li jkejjel 1-intensita tad-dawl 1i kapaci jkejjel f'unitajiet lux;

L-ilma

Sors u kwalita

16.

17.

Jista’ jintuza kwalukwe ilma ta’ dilwizzjoni li jkun disponibbli lokalment (ez. ilma tan-
nixxiegha jew ilma tal-vit iffiltrat bil-faham) u jippermetti tkabbir u zvilupp normali ta’ X.
laevis, u ghandha tkun disponibbli evidenza ta’ tkabbir normali f’dan 1-ilma. Peress li I-
kwalita tal-ilma lokali tista’ tvarja b’mod sostanzjali bejn zona u ohra, ghandha tigi
analizzata 1-kwalita tal-ilma, b’mod partikolari jekk ma jkunx hemm disponibbli data
storika dwar 1-uzu tal-ilma ghat-trobbija tal-larva tal-anfibji. Il-kejl tal-metalli tqal (ez. Cu,
Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), l-anjoni u l-katjoni kbar (ez. Ca?’, Mg?", Na*, K', CI', SO4%), il-
pesticidi, il-karbonju organiku totali u s-solidi sospizi ghandu jsir qabel ma jibda I-ittestjar
u/jew, perezempju, kull sitt xhur meta I-ilma tad-dilwizzjoni jkun maghruf li jkun
relattivament kostanti fil-kwalita. Certi karatteristi¢i kimi¢i tal-ilma ta’ dilwizzjoni
accettabbli huma elenkati fl-Appendici 2.

Koncentrazzjoni ta’ jodur fl-ilma tat-test

Biex il-glandola tat-tirojde tissintetizza l-ormoni tat-tirojde biex issostni 1-metamorfosi
normali, irid jitqieghed ghad-dispozizzjoni bizzejjed jodur ghal-larva permezz ta’ tahlita
ta’ sorsi milwiema u djeteti¢i. Bhalissa, ma hemm ebda linja gwida derivata empirikament
ghall-konc¢entrazzjonijiet minimi tal-jodur fl-ikel jew fl-ilma biex jigi zgurat zvilupp
xieraq. Madankollu, id-disponibbilta tal-jodur tista’ taffettwa r-risponsivita tas-sistema tat-
tirojde ghal agenti attivi fit-tirojde u hi maghrufa 1i timmodula l-attivita tal-bazi tal-
glandola tat-tirojde, u jisthoqqilha attenzjoni meta jigu interpretati r-rizultati mill-
istopatologija tat-tirojde. Fuq il-bazi tal-hidma prec¢edenti, intwera li 1-assagg irnexxa meta
l-kon¢entrazzjonijiet tal-jodur (I') fl-ilma ta’ dilwizzjoni jvarjaw bejn 0,5 u 10 pg/l.
Idealment, il-kon¢entrazzjoni minima tal-jodur fl-ilma ta’ dilwizzjoni matul it-test ghandha
tkun ta’ 0,5 pg/l (mizjud bhala melh tas-sodju jew tal-potassju). Jekk l-ilma tat-test jigi
rikostitwit minn 1lma dejonizzat, 1l-jodju ghandu jizdied b’konc¢entrazzjoni minima ta’ 0,5
ng/l. Il-koncentrazzjonijiet imkejla tal-jodur mill-ilma tat-test (jigifieri l-ilma ta’
dilwizzjoni) u s-supplimentazzjoni tal-ilma tat-test ma’ jodju jew ma’ mluh ohra (jekk
jintuzaw) ghandhom jigu rapportati. Il-kontenut ta’ jodju jista’ jitkejjel fl-ikel ukoll
minbarra fl-ilma tat-test.

Sistema ta’ esponiment

18.

It-test gie zviluppat bl-uzu ta’ sistema dilwitur bi fluss kontinwu. Il-komponenti tas-
sistema ghandu jkollhom komponenti li jmissu mal-ilma tal-hgieg, tal-azzar inossidabbli
u/jew ta’ materjali kimikament inerti ohra. It-tankijiet ta’ esponiment ghandhom ikunu
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akkwarji tal-hgieg jew tal-azzar inossidabbli u I-volum utilizzabbli tat-tank ghandu jkun
bejn 4,0 u 10,0 1 (fond minimu tal-ilma ta’ 10 sa 15-i1 cm). Is-sistema ghandha tkun tiflah
ghall-konéentrazzjonijiet tal-esponiment kollha, ghal kontroll, u ghal kontroll b’solvent,
jekk ikun hemm bzonn, b’erba’ repliki ghal kull trattament u tmienja fil-kontrolli. Ir-rata
tal-fluss ghal kull tank ghandha tkun kostanti wara li jinghata kont kemm liz-Zamma tal-
kundizzjonijiet bijologici kif ukoll lill-esponiment kimiku. Hu rakkomandat li r-rati tal-
fluss ghandhom ikunu xierqa (eZ. tal-anqas 5 tibdiliet tat-tank kuljum) biex jigi evitat
tnaqqis fil-konéentrazzjoni ta’ sustanza kimika minhabba metabolizmu kemm mill-
organizmi tat-test kif ukoll mill-mikroorganizmi akwat¢i fl-akkwarji jew fir-rotot abijotic¢i
ta’ degradazzjoni (idrolizi, fotolizi) jew dissipazzjoni (volatilizzazzjoni, sorbiment). It-
tankijiet tat-trattament ghandhom jigu assenjati ghal gharrieda ghal pozizzjoni fis-sistema
ta’ esponiment biex jitnaqqsu l-effetti pozizzjonali potenzjali, inkluzi ¢aqligiet Zghar fit-
temperatura, l-intensita tad-dawl, ec¢. Aktar informazzjoni dwar kif jigu stabbiliti sistemi
ta’ esponiment bi fluss kontinwu tista’ tinkiseb mill-Gwida Standard tal-ASTM ghat-
Twettiq ta’ Testijiet tat-Tossic¢itd Akuta fuq Materjali tat-Test b’Hut, b’Makroinvertebrati,
u b’Anfibji (16).

Twassil tas-sustanza kimika: thejjija tas-soluzzjonijiet tat-test

19.

20.

Biex isiru s-soluzzjonijiet tat-test fis-sistema ta’ esponiment, is-soluzzjoni ewlenija tas-
sustanza kimika tat-test ghandha tigi dozata fis-sistema ta’ esponiment b’pompa xierqa jew
b’apparat ichor. Ir-rata ta’ fluss tas-soluzzjoni ewlenija ghandha tigi kalibrata skont
konferma analitika tas-soluzzjonijiet tat-test qabel it-tnedija tal-esponiment, u tigi
verifikata volumetrikament kull ¢ertu zmien matul it-test. Il-volum tas-soluzzjoni tat-test
f’kull kompartiment ghandu jiggedded tal-anqas hames darbiet kull jum.

Il-metodu uzat biex is-sustanza kimika tat-test tiddahhal fis-sistema jista’ jvarja skont il-
proprjetajiet fizikokimi¢i taghha. Ghaldaqstant, qabel it-test ghandha tinkiseb
informazzjoni bazi dwar is-sustanza kimika li tkun rilevanti ghad-determinazzjoni tat-
testabbilta taghha. Informazzjoni utli dwar il-proprjetajiet specifici ghas-sustanza kimika
tat-test tinkludi 1-formula strutturali, il-piz molekulari, il-purita, l-istabbilta fl-ilma u fid-
dawl, 1l-pKa u 1-Kow, 1s-solubbilta fl-ilma (idealment fil-medium tat-test) u l-pressjoni tal-
fwar kif ukoll ir-rizultati ta’ test ghal bijodegradabbilta immedjata (metodu ta’ ttestjar C.4
(17) jew C.29 (18)). Is-solubbilta u I-pressjoni tal-fwar jistghu jintuzaw biex jikkalkolaw
il-kostant tal-ligi ta’ Henry, li se jindika jekk it-telf minhabba l-evaporazzjoni tas-sustanza
kimika tat-test jistax isehh. It-twettiq ta’ dan it-test minghajr 1-informazzjoni elenkata
hawn fuq ghandu jigi kkunsidrat bir-reqqa peress i d-disinn tal-istudju se jkun jiddependi
mill-proprjetajiet fizikokimici tas-sustanza kimika tat-test u, minghajr dawn ir-rizultati tat-
test ghad-data jaf ikun difficli li jigi interpretat jew ikun insinifikanti. Ghandu jkun hemm
metodu analitiku affidabbli disponibbli ghall-kwantifikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test
fis-soluzzjonijiet tat-test, b’akkuratezza maghrufa u rapportata kif ukoll b’limitu ta’
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detezzjoni. Sustanzi kimi¢i tat-test solubbli fl-ilma jistghu jigu dissolti f’alikwoti tal-1lma
ta’ dilwizzjoni f’konéentrazzjoni li tippermetti t-twassil bil-konéentrazzjoni tat-test fil-mira
f’sistema bi fluss kontinwu. Sustanzi kimi¢i li huma likwidi jew solidi f’temperatura
ambejntali u moderatament solubbli fl-ilma jistghu jkunu jehtiegu saturaturi
likwidu:likwidu jew likwidu:solidu (ez. kolonna tas-suf tal-hgieg) (19). Filwaqt li jista’
jkun possibbli wkoll li sustanzi kimi¢i tat-test idrofobi¢i hafna jinghataw mal-ghalf, ftit li
xejn kien hemm esperjenza bl-uzu ta’ dik ir-rotta ta’ esponiment f’dan l-assagg.

Is-soluzzjonijiet tat-test tal-koncentrazzjonijiet maghzula jithejjew billi tigi dilwita
soluzzjoni ewlenija. Is-soluzzjoni ewlenija preferibbilment ghandha tithejja billi
sempliciment tithallat jew tithawwad is-sustanza kimika tat-test fl-ilma ta’ dilwizzjoni
b’mezzi mekkani¢i (ez. bit-thawwid jew bl-ultrasonikazzjoni). Jistghu jintuzaw
kolonni/sistemi ta’ saturazzjoni jew metodi ta’ dozagg passiv (20) biex tinkiseb soluzzjoni
ewlenija kkoncentrata kif xieraq. Il-preferenza hi li tintuza sistema tat-test hielsa minn
kosolvent; madankollu, sustanzi kimi¢i tat-test differenti ser ikollhom proprjetajiet
fizikokimi¢i varji 11 aktarx li jkunu jehtiegu approcéci differenti ghat-thejjija tal-ilma tal-
esponiment tas-sustanza kimika. Ghandu jittiched kull sforz biex jigu evitati solventi jew
trasportaturi ghaliex: (1) ¢erti solventi nfushom jistghu jirrizultaw f’tossicita u/jew
f’risponsi mhux mixtieqa jew mhux mistennija, (2) l-ittestjar ta’ sustanzi kimici f’livell
oghla mis-solubbilta fl-ilma taghhom (hekk kif spiss jista’ jsehh bl-uzu tas-solventi) jista’
jirrizulta f’determinazzjonijiet imprecizi tal-koncentrazzjonijiet effettivi, (3) l-uzu ta’
solventi f’testijiet aktar fit-tul jista’ jirrizulta fi grad sinifikanti ta’ “biofilming” assoc¢jata
ma’ attivita mikrobika li tista’ thalli impatt fuq il-kundizzjonijiet ambejntali kif ukoll fuq
il-hila 1i jinzammu I-kon¢entrazzjonijiet tal-esponiment u (4) l-assenza ta’ data storika i
turi li s-solvent ma jinfluwenzax l-ezitu tal-istudju, I-uzu ta’ solventi jehtieg trattament ta’
kontroll b’solvent li ghandu implikazzjonijiet sinifikanti fuq il-benessri tal-annimali peress
li jkunu mehtiega annimali addizzjonali biex isir it-test. Ghal sustanzi kimi¢i li diffi¢li
tittestjahom, solvent jista’ jintuza bhala l-ahhar rikors, u ghandu jigi kkonsultat id-
Dokument ta’ Gwida tal-OECD dwar I-Ittestjar tat-Tossi¢ita Akkwatika ta’ Sustanzi u ta’
Tahlitiet Difficli (21) biex jigi determinat l-ahjar metodu. L-ghazla tas-solvent se tigi
determinata mill-proprjetajiet kimi¢i tas-sustanza kimika tat-test u mid-disponibbilta ta’
data storika tal-kontroll dwar is-solvent. Fin-nuqqas ta’ data storika, l-adegwatezza ta’
solvent ghandha tigi determinata qabel ma jsir 1-istudju definittiv. F’kaz li 1-uzu ta’ solvent
ma jkunx evitabbli, u ssehh attivita mikrobika (biofilming), hu rakkomandat li jinZamm
rekord/li jigi rapportat dwar il-biofilming ghal kull tank (tal-anqas kull gimgha) matul it-
test shih. Idealment, il-koncentrazzjoni tas-solvent ghandha tinzamm kostanti fil-kontroll
b’solvent u fit-trattamenti kollha tat-test. Jekk il-konc¢entrazzjoni tas-solvent ma tinzammx
kostanti, ghandha tintuza l-oghla konéentrazzjoni tas-solvent fit-trattament tat-test fil-
kontroll b’solvent. F’kazijiet li fihom jintuza trasportatur tas-solvent, il-konéentrazzjonijiet
massimi tas-solvent ma ghandhomx jagbzu 1-100 pl/l jew il-100 mg/l (21), u hu
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rakkomandat li l-kon¢entrazzjoni b’solvent tinzamm ghall-anqas livell possibbli (ez. < 20
ul/l) biex jigu evitati effetti potenzjali tas-solvent fuq il-punti ta’ tmiem imkejla (22).

L-annimali tat-test

Specijiet tat-test
22. L-ispeci tat-test hi X. laevis ghaliex din: (1) tigi kolturata bhala rutina f’laboratorji madwar
1d-dinja, (2) tinkiseb fac¢ilment minghand fornituri kummercéjali u (3) is-sess genetiku
taghha jista’ jigi determinat.

Tghammir u indukrar tal-adulti

23. Kura u tghammir xierqa ta’ X. laevis huma deskritti minn linja gwida standardizzata (23).
L-abitazzjon1 u l-kura ta’ X. laevis huma deskritti wkoll minn Read (24). Biex jigi
pprovokat it-tghammir, tlieta sa hames pari nisa u rgiel adulti jigu injettati b’mod
intraperitoneali b’gonadotropina korjonika umana (hCG). Ezemplari nisa u rgiel jigu
injettati b’ez., bejn wiched u iehor 800-1000 IU u 500-800 IU, rispettivament, ta’ hCG
dissolta £°0,6-0,9 % soluzzjoni salina (Jew is-soluzzjoni taz-zringijiet ta’ Ringer, salina
isotonika ghall-uzu bl-anfibji;
www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR html ). Il-volumi tal-
injezzjoni ghandhom ikunu madwar pl/g piz tal-gisem (~1000 pl). Wara, il-pari ghat-
tghammir jinzammu f’tankijiet kbar, mhux disturbati u f’kundizzjonijiet static¢i biex tigi
promossa l-amplessi. Il-qiegh ta’ kull tank tat-tghammir ghandu jkollu giegh falz ta’ xibka
tal-azzar inossidabbli (ez. fethiet ta’ 1,25 cm) li tippermetti biex il-bajd jaga’ f’qiegh it-
tank. Iz-Zringijiet injettati b’hCG aktar tard waranofsinhar normalment jiddepozitaw hafna
mill-bajd taghhom sa nofs I-ghodwa tal-ghada. Wara li tinheles u tigi fertilizzata kwantita
sufficjenti ta’ bajd, 1-adulti ghandhom jitnehhew mit-tankijiet tat-tghammir. Imbaghad il-
bajd jingabar u r-riti tal-geli jitnehhew bi trattament tac-Cisteina-L (23). Ghandha tithejja
soluzzjoni ta’ 2 % ¢Cisteina-L u 1-pH ghandha tigi aggustata ghal 8,1 b’1 M NaOH. Din is-
soluzzjoni ta’ 21 °C tizdied ma’ flask Erlenmeyer ta’ 500 ml li jkun fih il-bajd minn
riproduzzjoni wahda u tithawwad gentilment ghal minuta jew Zewg minuti u mbaghad
titlahlah sew 6-8 darbiet b’ilma tal-koltura ta’ 21 °C. Imbaghad il-bajd jigi trasferit £’ dixx
kristallizzanti u jigi determinat li jkun > 70 % vijabbli b’anormalitajiet minimi £ embrijuni
li jesibixxu divizjoni ta¢-celloli.

DISINN TAT-TEST

Koncentrazzjonijiet tat-test

24. Hu rakkomandat 1i tal-anqas jintuzaw erba’ koncentrazzjonijiet kimici u kontrolli xierqa
(inkluzi kontrolli b’solvent, jekk ikun hemm bzonn). Generalment tkun rakkomandata
separazzjoni tal-konéentrazzjoni (fattur ta’ spazjar) li ma tagbizx it-3,2.
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25. Ghall-finijiet ta’ dan it-test, ir-rizultati mill-istudji ezistenti fuq l-anfibji ghandhom
jintuzaw sa fejn possibbli fid-determinazzjoni tal-oghla konc¢entrazzjoni tat-test biex jigu
evitati koncentrazzjonijiet li jkunu tossi¢i wisq. Informazzjoni minn, perezempju,
relazzjonijiet kwantitattivi bejn 1-istruttura u l-attivita, read across u data minn studji
ezistenti fuq l-anfibji bhall-Assagg ta’ Metamorfosi tal-Anfibji, il-metodu ta’ ttestjar C.38
(25) u 1-Assagg tat-Teratogenesi tal-Embrijuni taz-Zringijiet - Xenopus (23) u/jew testijiet
fuq hut bhall-metodi ta’ ttestjar C.48, C.41 u C.49 (26) (27) (28) jistghu jikkontribwixxu
ghall-issettjar ta’ din il-konéentrazzjoni. Qabel ma jsir il-LAGDA jista’ jsir esperiment ta’
sejbien tal-medda. Hu rakkomandat li l-esponiment tas-sejbien tal-medda tinbeda fi hdan
24 siegha mill-fertilizzazzjoni u tkompli ghal 7-14-il jum (jew aktar, jekk ikun hemm
bzonn) u l-koncentrazzjonijiet tat-test jigu ssettjati b’tali mod li l-intervalli bejn il-
koné¢entrazzjonijiet tat-test ma jkunux akbar minn fattur ta’ 10. Ir-rizultati tal-esperiment
ta’ sejbien tal-medda ghandhom iservu biex tigi ssettjata 1-oghla konéentrazzjoni tat-test
fil-LAGDA. Kun af li jekk ikun intuza solvent, 1-adegwatezza tas-solvent (jigifieri jekk
ikollux impatt fuq l-ezitu tal-istudju) tista’ tigi determinata bhala parti mill-istudju ta’
sejbien tal-medda.

Repliki fi hdan gruppi ta’ trattament u kontrolli

26. Ghandhom jintuzaw minimu ta’ erba’ tankijiet ta’ repliki ghal kull konéentrazzjoni tat-test
u minimu ta’ tmien repliki ghall-kontrolli (u l-kontroll b’solvent, jekk ikun hemm bzonn)
(jigifieri n-numru ta’ repliki fil-kontroll u fi kwalunkwe kontroll b’solvent ghandu jkun id-
doppju tan-numru ta’ repliki ta’ kull grupp tat-trattament, biex tigi zgurata sahha statistika
xierqa). Kull replika ma ghandux ikun fiha aktar minn 20 annimal. In-numru minimu ta’
annimali processati jkun ta’ 15 (5 ghas-subkampjun tal-istadju 62tal-NF u 10 hutiet li
ghadhom ged jikbru). Madankollu, annimali addizzjonali jizdiedu f’kull replika biex titqies
1l-possibbilta ta’ mortalita filwagqt li jinzamm in-numru kritiku ta’ 15.

PROCEDURA

Harsa generali lejn l-assagg
27. L-assagg jitnieda b’embrijuni riprodotti godda (sadju 8-10 ta’ NF) u jkompli tul 1-izvilupp
tal-hut li jkun ghadu qed jikber. L-annimali jigu ezaminati ta’ kuljum ghall-mortalita u
ghal kwalunkwe sinjal ta’ mgiba anormali. Fl-istadju 62 ta’ NF, jingabar subkampjun ta’
larva (sa hames annimali ghal kull replika) u jigu ezaminati diversi punti ta’ tmiem
(Tabella 1). Wara li I-annimali jkollha jkunu lahqu l-istadju 66 ta’ NF, jigifieri t-tlestija tal-
metamorfosi (jew wara 70 jum mit-tnedija tal-assagg, skont liem jigi l-ewwel), 1sir qtil
aleatorju (izda minghajr subkampjunar) biex in-numru ta’ annimali jitnaqqgas (10 ghal kull
tank) (ara l-paragrafu 43), u l-annimali li jifdal jkomplu bl-esponiment sa 10 gimghat wara
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z-zmien medjan sal-istadju 62 ta’ NF fil-kontroll. Fit-terminazzjoni tat-test (kampjunar tal-
hut li jkun ghadu qed jikber) isiru kejlijiet addizzjonali (Tabella 1).

Kundizzjonijiet ta’ esponiment

28.

29.

Sommarju shih tal-parametri tat-test jista’ jinstab fl-Appendi¢i 3. Matul il-perjodu ta’
esponiment, 1-ossigenu dissolt, it-temperatura, u I-pH tas-soluzzjonijiet tat-test ghandhom
jitkejlu ta’ kuljum. Il-konduttivita, 1-alkalinita, u l-ebusija jitkejlu darba fix-xahar. Ghat-
temperatura tal-ilma tas-soluzzjonijiet tat-test, id-differenzjali bejn ir-repliki u bejn it-
trattamenti (fi hdan jum) ma ghandhomx jagbzu 1-1,0 °C. Barra minn hekk, ghall-pH tas-
soluzzjonijiet tat-test, id-differenzjali bejn ir-repliki u bejn it-trattamenti ma ghandhiex
tagbez iz-0,5.

It-tankijiet ta’ esponiment jistghu jingibdu b’sifun fuq bazi ta’ kuljum biex jitnehhew ikel
mhux mikul u prodotti tal-iskart, b’attenzjoni biex tigi evitata kontaminazzjoni kro¢jata tat-
tankijiet. Ghandha tinghata attenzjoni biex jigu mminimizzati l-istress u t-trawma ghall-
annimali, spe¢jalment matul 1ié-¢aqliq, it-tindif tal-akkwarji, u I-manipolazzjoni.
Kundizzjonijiet/attivitajiet ta’ stress ghandhom jigu evitati bhal storbju qawwi u/jew bla

Id-durata tal-esponiment ghas-sustanza kimika tat-test

30.

L-esponiment jitnieda b’embrijuni riprodotti godda (stadju 8-10 ta’ NF) u jitkompla sa
ghaxar gimghat wara z-zmien medjan ghall-istadju 62 ta’ NF (< 45 jum mit-tnedija tal-
assagg) fil-grupp tal-kontroll. Generalment, id-durata tal-LAGDA hi ta’ 16-il gimgha
(massimu ta’ 17-il gimgha).

Tnedija tal-assagg

31.

Ghandu jkun intwera minn qabel i 1-annimali genituri uzati ghall-assagg jipproducu wlied
li jistghu jitgassmu skont is-sess genetiku (Appendi¢i 5). Wara r-riproduzzjont bejn 1-
adulti, l-embrijuni jingabru, u jigu trattati b’c¢isteina biex titnehha r-rita tal-geli u jigu
skrinjati ghall-vijabbiltd (23). It-trattament bic¢-Cisteina jippermetti li l-embrijuni jigu
mmaniggjati matul l-iskrinjar minghajr ma jehlu mas-superfi¢ji. L-iskrinjar isehh taht
mikroskopju tad-dissezzjoni bl-uzu ta’ kontagocé¢i tal-ghajnejn ta’ daqs xieraq biex
jitnehhew embrijuni mhux vijabbli. Idealment ghat-test tintuza riproduzzjoni wahda li
tirrizulta f’vijabbiltd ta’ aktar minn 70 %. Embrijuni fl-istadju 8-10 ta’ NF jitqassmu
b’mod aleatorju f’tankijiet tat-trattament bl-esponiment li jkun fihom volum xieraq ta’ ilma
ta’ dilwizzjoni sakemm kull tank ikun fih 20 embrijun. L-embrijuni ghandhom jigu
mmaniggjati b’attenzjoni matul dan it-trasferiment biex jitnaqqas kemm jista’ jkun l-istress
marbut mal-immaniggjar u jigi evitat milli jweggghu. 96 siegha wara l-fertilizzazzjoni, 1-
imriezeb ghandhom ikunu telghu fil-kolonna tal-ilma u bdew jagbdu mal-gnub tat-tank.
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Regim tal-ghalf

32. L-ghalf u r-rata tal-ghalf jinbidlu matul l-istadji differenti tal-hajja ta’ X. laevis u huma
aspett importanti hafna tal-protokoll tal-LAGDA. Taghlif ec¢essiv matul il-fazi tal-larva
tipikament jirrizulta f'in¢idenzi akbar u f’severita akbar tal-iskoljozi (I-Appendi¢i 8) u
ghandu jigi evitat. Ghall-kuntrarju, taghlif inadegwat matul il-fazi tal-larva jirrizulta f’rati
ta’ zvilupp varjabbli hafna fost il-kontrolli li potenzjalment jikkoprometti s-sahha statistika
jew ihawwad ir-rizultati tat-test. L-Appendi¢i 4 jipprovdi dieta ghal-larva u ghall-hut li
jkun ghadu ged jikber u regimi tat-taghlif rakkomandati ghal X. laevis f’kundizzjonijiet bi
fluss kontinwu, izda alternattivi huma permissibbli dment 1i 1-organizmi tat-test jikbru u
jizviluppaw b’mod sodisfacenti. Importanti 1i jigi nnotat li jekk ikunu qged jitkejlu 1-punti
ta’ tmiem specifi¢i ghall-endokrina, 1-ghalf ghandu jkun hieles minn sustanzi attivi fl-
endokrina bhall-grixa tas-sojja.

Taghlif tal-larva

33.Id-dieta rakkomandata tal-larva tikkonsisti f’taghlif tal-bidu ghat-troti, f’diski tal-alga
Spirulina u fi krisps tal-hut ahmar (ez. TetraFin® flakes, Tetra, il-Germanja) imhallta
flimkien f’ilma tal-koltura (jew tad-dilwizzjoni). Din it-tahlita tinghata tliet darbiet kuljum
matul 1l-gimgha u darba kuljum fi tmiem il-gimgha. L-imriezeb jitghalfu wkoll gamblu tal-
ilma mielah, Artemia spp., nauplii li jkollhom 24 siegha, darbtejn kuljum matul il-gimgha
u darba kuljum fi tmiem il-gimgha bl-ewwel jum 1i jahbat il-jum 8 ta’ wara I-
fertilizzazzjoni. It-taghlif tal-larva, 1i ghandu jkun konsistenti f’kull recipjent tat-test,
ghandu jippermetti tkabbir u zvilupp xierga ghall-annimali tat-test biex jigu zgurati
riproducibbilta u trasferibbilta tar-rizultati tal-assagg: (1) iz-zmien medjan ghall-istadju 62
ta’ NF fil-kontrolli ghandu jkun < 45 jum u hu rakkomandat (2) piz medju fi hdan 1,0 £ 0,2
g fl-istadju 62 ta’ NF fil-kontrolli.

Taghlif taz-zringijiet li jkunu ghadhom ged jikbru

34. Ladarba titlesta l-metamorfosi, ir-regim tat-taghlif jikkonsisti f’ikel taz-Zringijiet premium
sinking, ez., Sinking Frog Food -3/32 (Xenopus Express, FL, 1-Istati Uniti) (Appendici 4).
Ghaz-zghar taz-zringijiet (hut fi stadju bikri li jkun ghadu qged jikber), il-gerbub jinghadda
ghal hin gsair f"mithan tal-kafé, fi blender jew jitkisser b’mehriez u b’lida biex jitnagqas
1d-dags taghhom. Ladarba I-hut li jkun ghadu ged jikber isir kbir bizzejjed biex jikkonsma
gerbub shih, it-thin jew it-tkissir ma jibgax necessarju. L-annimali ghandhom jintemghu
darba kull jum. It-taghlif tal-hut li jkun ghadu qed jikber ghandu jippermetti tkabbir u
zvilupp xierqa tal-organizmi: hu rakkomandat piz medju fi hdan 11,5 + 3 g fil-hut tal-
kontroll li jkun ghadu qed jikber fit-terminazzjoni tal-assagg.

Kimika analitika

578



D060575/02

35. Qabel it-tnedija tal-assagg, ghandhom jigu stabbiliti I-istabbilta tas-sustanza kimika tat-test
(ez. 1s-solubbilta, id-degradabbilta, u I-volatilitd) u I-metodi analiti¢i kollha, ez. bl-uzu tal-
informazzjoni jew tal-gharfien ezistenti. Meta d-dozagg isir permezz tal-ilma ta’
dilwizzjoni, hu rakkomandat li s-soluzzjonijiet tat-test minn kull kon¢entrazzjoni tat-tank
ta’ replika jigu analizzati qabel it-tnedija tat-test biex tigi verifikata l-prestazzjoni tas-
sistema. Matul il-perjodu ta’ esponiment, il-kon¢entrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test
jigu determinati f’intervalli xierqa, idealment kull gimgha ghal tal-anqas replika wahda
f’kull grupp tat-trattament, b’rotazzjoni bejn ir-repliki tal-istess grupp tat-trattament kull
gimgha. Hu rrakkomandat li r-rizultati jkunu bbazati fuq il-konéentrazzjonijiet imkejla.
Madankollu, jekk matul it-test il-kon¢entrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fis-soluzzjoni
tkun inzammet b’mod sodisfacenti bejn + 20 % tal-konc¢entrazzjoni nominali, ir-rizultati
jkunu jistghu jigu bbazati fuq valuri nominali jew valuri mkejla. Barra minn hekk, il-
koeffi¢jent ta’ varjazzjoni (CV) tal-koncentrazzjonijiet tat-test imkejla tul il-perjodu shih
tat-test fi hdan trattament ghandu jinzamm ghal 20 % jew anqas f’kull konéentrazzjoni.
Meta l-kon¢entrazzjonijiet imkejla ma jibqghux fi hdan 80-120 % tal-koncentrazzjoni
nominali (perezempju meta jigu testjati sustanzi kimi¢i ferm bijodegradabbli jew
assorbenti), il-konc¢entrazzjonijiet tal-effetti ghandhom jigu determinati u espressi b’rabta
mal-kon¢entrazzjoni medja aritmetika ghat-testijiet bi fluss kontinwu.

36. Ir-rati ta’ fluss tal-ilma ta’ dilwizzjoni u tas-soluzzjoni ewlenija ghandhom jigu verifikati
f’intervalli xierqa (ez. tliet darbiet fil-gimgha) matul id-durata kollha tal-esponiment. Fil-
kaz ta’ sustanzi kimi¢i li ma jistghux jigu individwati fil-koncentrazzjonijiet nominali
kollha jew f’uhud minnhom (ez. minhabba degradazzjoni jew assorbiment rapidi fir-
recipjenti tat-test, jew b’akkumulazzjoni kimika mmarkata fl-igsma tal-annimali esposti),
hu rakkomandat i r-rata ta’ tigdid tas-soluzzjoni tat-test f’kull kompartiment tigi adattata
biex il-kon¢entrazzjonijiet tat-test jinzammu kostanti kemm jista’ jkun.

Osservazzjonijiet u kejlijiet tal-punti ta’ tmiem

37. ll-punti ta’ tmiem evalwati matul 1-esponiment huma dawk indikativi tat-tossi¢ita inkluzi 1-
mortalitd, imgiba anormali bhal sinjali klini¢i ta’ mard u/jew tossicitajiet generali, u d-
determinazzjonijiet tat-tkabbir (tul u piz), kif ukoll il-punti ta’ tmiem tal-patologija li
jistghu jirrispondu ghal modalitajiet ta’ azzjoni tat-tossicita generali kif ukoll endokrinali
mmirati lejn perkorsi medjati bl-estrogenu, bl-androgenu jew bit-tirojde. Barra minn hekk,
il-koncentrazzjoni tal-VTG fil-plazma tista’ titkejjel b’mod fakultattiv fit-terminazzjoni
tal-assagg. Il-kejl tal-VTG jista’ jkun siewi fil-fehim tar-rizultati tal-istudju fil-kuntest tal-
mekkanizmi endokrinali ghall-EDCs suspettati. Il-punti ta’ tmiem u t-tempestivita tal-
kejlijiet huma migbura fil-qosor fit-Tabella 1.

Tabella 1: Harsa generali lejn il-punti ta’ tmiem tal-LAGDA
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Terminazzjoni tat-

Kampjunar Interim Test
Punti ta’ Tmiem* Kuljum (Kampjunar tal- |(Kampjunar tal-hut
larva) li jkun ghadu qed
jikber)
Mortalita u anormalitajiet X
Zmien ghall-istadju 62 ta’ NF X
Isto(pato)logija (glandola tat-tirojde) X
Morfometrika (tkabbir fil-piz u fit-tul) X X
Indi¢i somatiku tal-fwied (LSI) X
Proporzjonijiet tas-sess X
genetiku/fenotipiku
Istopatologija (gonadi, kanali X
riproduttivi, kilwa u fwied)
Vitellogenina (VTG) (fakultattiva) X

* [1-punti ta’ tmiem kollha jigu analizzati statistikament

1l-mortalita u l-osservazzjonijiet ta’ kuljum

38.

39.

It-tankijiet tat-test kollha ghandhom jigu verifikati kuljum ghal annimali mejtin u I-
mortalitajiet ghandhom jigu registrati ghal kull tank. L-annimali mejtin ghandhom
jitnehhew mit-tank tat-test malli jigu osservati. L-istadju tal-izvilupp tal-annimali mejtin
ghandu jigi kategorizzat bhala qabel l-istadju 68 ta’ NF (emergenza ta’ qabel l-estremita ta’
quddiem), l-istadju 58-62 ta’ NF, l-istadju 63-66 ta’ NF (bejn l-istadju 62 ta’ NF u I-
assorbiment tad-denb shih), jew wara l-istadju 66 ta’ NF (wara I-larva). Rati tal-mortalita li
jagbzu 1-20 % jistghu jindikaw kundizzjonijiet tat-test mhux xierqga jew effetti tossic¢i ¢ari
tas-sustanza kimika tat-test. L-annimali ghandhom tendenza li jkunu sensittivi aktar ghal
avvenimenti tal-mortalita indotti mhux bil-kimika matul l-ewwel ftit jiem tal-izvilupp wara
l-avveniment ta’ riproduzzjoni u matul il-climax metamorfika. Mortalita bhal din tista’
tkun apparenti mid-data tal-kontroll.

Barra minn hekk, ghandha tigi registrata kwalunkwe osservazzjoni ta’ mgiba anormali, ta’
malformazzjonijiet vizibbli ¢ari (ez. skoljozi), jew ta’ lezjonijiet. L-osservazzjonijiet ta’
skoljozi ghandhom jinghaddu (in¢idenza) u jigu gradati skont is-severitd (ez. mhux
rimarkabbli — NR, minima — 1, moderata — 2, severa — 3; Appendici 8). Ghandhom
jittiechdu sforzi biex jigi zgurat li 1-prevalenza ta’ skoljozi moderata u severa tkun limitata
(ez. anqas minn 10 % fil-kontrolli) matul l-istudju kollu, ghalkemm prevalenza akbar ta’
anormalitajiet fil-kontroll mhux bilfors tkun raguni ghat-twaqqif tat-test. Imgiba normali
ghal annimali larvali hi kkaratterizzata minn sospensjoni fil-kolonna tal-ilma bid-denb
mgholli ’1 fuq fuq ir-ras, tahbit ritmiku regolari tal-pinna tad-denb, tlugh perjodiku fil-
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wic¢, operkulazzjoni, u risponsivita ghall-istimoli. Imgiba anormali tinkludi, perezempju,
meta jibqghu fil-wi¢¢, mimdudin £’ qiegh it-tank, jghowmu b’lura jew b’mod irregolari, ma
tantx 1kunu attivi fil-wi¢¢, u ma jkunux risponsivi ghall-istimoli. Ghall-annimali
postmetamorfoc¢i, minbarra l-imgibiet anormali ta’ hawn fuq, ghandhom jigu registrati
differenzi kbar fil-konsum tal-ikel bejn it-trattamenti. Sfigurazzjonijiet u lezjonijiet kbar
jistghu jinkludi anormalitajiet morfologici (ez. deformitajiet tal-estremitajiet), lezjonijiet
emorragici, edema addominali, infezzjonijiet batterjali jew fungali, fost hafna ohrajn. L-
okkorrenzi ta’ lezjonijiet fuq ras il-hut li jkun ghadu qed jikber, ezatt wara l-imnicher,
jistghu jkunu indikazzjonijiet ta’ livelli insuffi¢jenti ta’ umdita. Dawn il-kalkoli huma
kwalitattivi u ghandhom jitqiesu l-istess bhal sinjali klini¢i ta” mard/stress u jsiru f’paragun
mal-annimali tal-kontroll. Jekk ir-rata ta’ okkorrenza tkun akbar fit-tankijiet esposti milli
fil-kontrolli, f*dak il-kaz din ghandha titqies bhala evidenza ta’ tossicita ¢ara.

Subkampjunar tal-larva

Spjegazzjoni tas-subkampjunar tal-larva:

40. L-imriezeb 1i jilhqu l-istadju 62 ta’ NF ghandhom jitnehhew mit-tankijiet u jigu

41.

kampjunati jew inkella jigu mcaqlaqa ghall-parti 1i jmiss tal-esponiment f’tank gdid, jew
inkella jigu separati fizikament mill-imriezeb 1i jifdal fl-istess tank b’divizur. L-imriezeb
jigu verifikati ta’ kuljum, u jigi registrat il-jum tal-istudju li fih marzebb jilhaq I-istadju 62
ta” NF. Il-karatteristika definittiva ghall-uzu f’din il-valutazzjoni hi 1-forma tar-ras.
Ladarba r-ras tickien b’tali mod li bejn wiehed u ichor tkun wiesgha daqgs il-korp tal-
marzeb u l-estremitd ta’ quddiem fil-livell tan-nofs tal-qalb, dak I-individwu jinghadd
bhala li jkun lahaq I-istadju 62 ta’ NF.

L-ghan hu li jittiehed kampjun ta’ hames imriezeb fl-istadju 62 ta’ NF ghal kull tank ta’
replika. Dan ghandu jsir b’mod ghalkollox aleatorju, izda deciz a priori. Ezempju ipotetiku
ta’ tank ta’ replika hu pprovdut fil-Figura 1. Jekk ikun hemm 20 marzebb li jibqghu hajjin
f’tank partikolari meta l-ewwel individwu jilhaq l-istadju 62 ta’ NF, ghandhom jinghazlu
hames numri ghal gharrieda minn 1-20. Il-marzebb #1 hu l-ewwel individwu li jlhaq 1-
istadju 62 ta’ NF u I-marzebb #20 hu l-ahhar individwu f’tank li jilhaq 1-istadju 62 ta’ NF.
Bl-istess mod, jekk ikun hemm 18-il larva 1i jibqghu hajjin f’tank, ghandhom jintghazlu
hames numri ghal gharrieda minn 1-18. Dan ghandu jsir ghal kull tank ta’ replika meta 1-
ewwel individwu fit-test jilhaq l-istadju 62 ta’ NF. Jekk ikun hemm mortalitajiet matul 1-
ewwel kampjunar tal-istadju 62 ta’ NF, il-kampjuni li jifdal iridu jergghu jintghazlu b’mod
aleatorju fuq il-bazi ta’ kemm-il larva jkun fadal fl-istadju <62 ta’ NF u kemm-il kampjun
iehor ikun mehtieg biex jintlahaq total ta’ hames kampjuni minn dik ir-replika. Fil-jum li
fih marzebb jilhaq l-istadju 62 ta’ NF, isir riferiment ghac-cart tal-kampjunar imhejjija biex
jigi determinat jekk dak l-individwu jigix kampjunat jew fizikament separat mill-imriezeb
li jifdal ghall-esponiment issoktat. Fl-ezempju pprovdut (Figura 1), l-ewwel individwu li
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jilhaq l-istadju 62 ta’ NF (jigifieri 1-kaxxa #1) jigi separat fizikament mill-larva 1-ohra,
jibga’ jigi espost u jigi registrat I-jum tal-istudju li fih dak l-individwu jkun lahaq I-istadju
62 ta’ NF. Imbaghad, 1-individwi #2 u #3 jigu trattati bl-istess mod bhal #1 u mbaghad 1-
individwu #4 jigi kampjunat ghat-tkabbir u ghall-istologija tat-tirojde (skont dan 1-
ezempju). Din il-procedura tkompli sakemm 1-20 individwu jissicheb mal-bqgija tal-
individwi ta’ wara l-istadju 62 ta’ NF jew inkella jigi kampjunat. Il-pro¢edura ghal
gharrieda uzata trid taghti lil kull organizmu tat-test probabbilta ndaqs 1i jinghazel. Dan
jista’ jinkiseb billi jintuza kwalunkwe metodu ta’ randomizzazzjoni, izda jehtieg ukoll li
kull marzebb jigi nnettjat £xi punt matul il-perjodu ta’ subkampjunar tal-istadju 62 ta’ NF.

Figura 1: EZzempju ipotetiku ta’ regim ta’ kampjunar tal-istadju 62 ta’ NF ghal tank ta’ replika wiched.

Zmien

Tank ta’ replika wahda — ebda mortalita
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12113(14|15|16 17|18 | 19| 20

Larva individwali

Subkampjun

42. Ghas-subkampjunar tal-larva, il-punti ta’ tmiem miksuba huma: (1) iz-zmien ghall-istadju
62 ta’ NF (jigifieri n-numru ta’ jiem bejn il-fertilizzazzjoni u l-istadju 62 ta’ NF), (2) I-
anormalitajiet esterni, (3) il-morfometrika (ez. il-piz u t-tul) u (4) l-istologija tat-tirojde.

ll-gtil bl-ewtanazja tal-imriezeb

43. Is-subkampjun ta’ mriezeb tal-istadju 62 ta’ NF (5 individwi ghal kull replika) ghandu jigi
ewtanizzat b’immersjoni ghal 30 minuta ffammonti xierqa (ez. 500 ml) ta’ soluzzjoni
anestetika (ez. soluzzjoni ta’ 0,3 % MS-222, sulfonat tal-metan trikaina, CAS.886-86-2).
Is-soluzzjoni ta’ MS-222 ghandha tigi baferjata b’bikarbonat tas-sodju ghal pH ta’ bejn
wiehed u iehor 7,0 ghaliex is-soluzzjoni mhux baferrjata ta> MS-222 hi a¢iduza u irritanti
ghall-gilda taz-zringijiet u tirrizulta f’assorbiment batut u ghal stress addizzjonali Zejjed

ghall-organizmi.

44 Bl-uzu ta’ kopp bil-malji, marzebb jitnehha mill-kompartiment sperimentali u jigi
trasportat (jitqieghed) fis-soluzzjoni tal-ewtanazja. L-annimal jigi ewtanizzat kif xieraq u
jkun lest ghan-nekroskopija meta ma jkunx risponsiv ghal stimoli esterni bhall-gris tal-
estremita ta’ wara b’par forcipi.

Morfometrika (il-piz u t-tul)

45. 1l-kejlyjiet tal-piz imxarrab (1-eqreb mg) u t-tul mill-imnieher sal-bokka (SVL) (1-eqreb 0,1
mm) ghal kull marzebb ghandhom isiru ezatt wara li ma jibqax risponsiv b’anestetiku
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(Figura 2a). Jista’ jintuza softwer ta’ analizi tal-immaginijiet biex jitkejjel I-SVL minn
ritratt. L-imriezeb ghandhom jigu xxottati b’taptip qabel l-uzin biex jitnehha I-ilma
aderenti zejjed. Wara li jittichdu 1-kejlijiet tal-qies tal-gisem (piz u SVL), kwalunkwe
anormalita morfologika ¢ara u/jew sinjal kliniku ta’ tossicita bhal skoljozi (ara 1-Appendi¢i
8), ghandhom jigu registrati jew innotati t-tbengil u l-emorragiji, u hi rakkomandata
dokumentazzjoni digitali. Kun af li t-tbengil hu emorragiji zghar homor jew vjola fil-
kapillari tal-gilda.

II-Gbir u [-Fissazzjoni tat-Tessuti

46. Ghas-subkampjun tal-larva, il-glandoli tat-tirojde jigu vvalutati ghall-istologija. It-torso
inferjuri wara l-estremitajiet ta’ quddiem jitnehha u jintrema. Il-karkassa mirquma tigi
fissata f’fissattiv ta’ Davidson. Il-volum tal-fissattiv fil-kontenitur ghandu jkun tal-anqas
10 darbiet daqgs il-volum approssimat tat-tessuti. Ghandha tinkiseb agitazzjoni jew
¢irkolazzjoni xierqa tal-fissattiv biex it-tessuti ta’ interess jigu fissati b’mod adegwat. It-
tessuti kollha jibqghu f’fissattiv ta’ Davidson ghal tal-anqas 48 siegha, izda mhux ghal
aktar minn 96 siegha, meta jitlahalhu f’ilma dejonizzat u jinhaznu 10 % formalina
baferjata newtrali (1) (29).

Istologija tat-tirojde
47.Kull subkampjun tal-larva (tessuti fissati) jigi valutat istologikament ghall-glandoli tat-
tirojde, jigifieri djanjozi u gradazzjoni tas-severita (29) (30).

Figura 2: Il-punti ta’ riferiment ghall-kejl tat-tul mill-imnicher sal-bokka ghal-LAGDA fl-Istadju 62 ta’
NF (a) u ghaz-zringijiet li jkunu ghadhom qed jikbru (b). Il-karatteristici definittivi tal-istadju 62 ta’ NF
(a): ir-ras tkun l-istess wisgha tal-gisem, it-tul tal-nerv olfattiv ikun igsar mid-dijametru tal-bulb olfattiv
(perspettiva dorsali), u l-estremitajiet ta’ quddiem ikunu fil-livell tal-qalb (perspettiva ventrali). Stampi
adattati minn Nieuwkoop u Faber (1994).
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a. Subkampjunar tal-larva (stadju 62 ta’ NF) b. Kampjunar taz-zringijiet li
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Tmiem l-esponiment tal-larva

48. Fid-dawl tan-numru inizjali ta’ mriezeb, hu mistenni li aktarx li jkun hemm percentwal
zghir ta’ individwi li ma jizviluppawx normalment u ma jlestux il-metamorfozi (stadju 66
ta’ NF) f"ammont ragonevoli ta’ zmien. ll-porzjon tal-larva tal-esponiment ma ghandux
jagbez is-70 jum. Kwalunkwe marzebb li jifdal fi tmiem dan il-perjodu ghandu jigi
ewtanizzat (ara l-para. 43), jitkejlu l-piz imxarrab u 1-SVL tieghu, jitgassam fl-istadju
skont Nieuwkoop u Faber, 1994, u ghandha tittiched nota ta’ kwalunkwe anormalita fI-
izvilupp.

Qtil wara l-istadju 66 ta’ NF

49. Ghaxar individwi ghal kull tank ghandhom ikomplu mill-istadju 66 ta’ NF (risorbiment
tad-denb shih) sat-terminazzjoni tal-esponiment. Ghaldagstant, wara 11 l-annimali kollha
jilhaqu l-istadju 66 ta’ NF jew wara 70 jum (skont liema jsehh 1-ewwel), ghandu jsir il-qtil.
Wara l-istadju 66 ta’ NF l-annimali 11 ma jkunux ser ikomplu l-esponiment ghandhom
jintghazlu b’mod aleatorju.

50. L-annimali li ma jintghazlux ghall-esponiment issoktat jigu ewtanizzati (ara l-para. 43).
Ghal kull annimali isiru l-kejlijiet tal-istadju tal-izvilupp, tal-piz imxarrab u tal-SVL
(Figura 2b) u nekroskopija grossa. Is-sess fenotipiku (fuq il-bazi tal-morfologija tal-
gonadi) jigi notat bhala femminili, maskili, jew indeterminat.

Kampjunar taz-Zringijiet li Jkunu Ghadhom Qed Jikbru

Spjegazzjoni tal-kampjunar taz-zringijiet li jkunu ghadhom ged jikbru
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51. L-annimali 11 jifdal ikomplu bl-esponiment sa 10 gimghat wara z-zmien medjan sal-istadju
62 ta’ NF fil-kontroll bl-ilma ta’ dilwizzjoni (u/jew il-kontroll b’solvent jekk rilevanti).
Wara tmiem il-perjodu ta’ esponiment, l-annimali li jifdal (massimu ta’ 10 zringijiet ghal
kull replika) jigu ewtanizzati, u d-diversi punti ta’ tmiem jitkejlu jew inkella jigu evalwati
u registrati: (1) il-morfometrika (piz u tul), (2) il-proporzjonijiet tas-sess
fenotipiku/genotipiku, il-piz tal-fwied (Indi¢i Somatiku tal-Fwied), (4) l-istopatologija
(gonadi, kanali riproduttivi, fwied u kilwa) u, mhux bilfors, (5) il-VTG fil-plazma.

ll-gtil bl-ewtanazja tal-imriezeb

52. ll-kampjuni ta’ zringijiet postmetamorfi¢i li jkunu ghadhom qed jikbru jigu ewtanizzati
b’injezzjoni intraperitoneali ta’ anestetiku, ez. 10 % MS-222 f’soluzzjoni baferjata tal-
fosfat xierqa. Iz-zringijiet jistghu jigu kampjunati wara li ma jibqghux risponsivi
(normalment madwar 2 min wara l-injezzjoni, jekk jituza 10 % MS-222 f’dozagg ta’ 0,01
ml ghal kull g zring). Filwaqt li z-zringijiet li jkunu ghadhom qed jikbru jistghu jitghaddsu
f’koné¢entrazzjoni oghla ta’ anestetiku (MS-222), l-esperjenza wriet 1i dawn jichdu aktar
zmien biex jigu anestetizzati bl-uzu ta’ dan il-metodu u d-durata jaf ma tkunx adegwata
biex tippermetti ghall-kampjunar. L-injezzjoni tipprovdi ewtanazja effi¢jenti u velo¢i qabel
il-kampjunar. Il-kampjunar ma ghandux jinbeda sakemm jigi kkonfermat in-nuqqas ta’
risponsivita taz-zringijiet biex jigi zgurat li l-annimali jkunu mejtin. Jekk iz-Zringijiet
ikunu ged juru sinjali ta’ tbatija konsiderevoli (serji hafna u mewt jistghu jitbassru b’mod
affidabbli) u jitqiesu moribundi, l-annimali ghandhom jigu anestetizzati u ewtanizzati u
trattati bhala mortalita ghall-analizi tad-dara. Meta zring jigi ewtanizzat minhabba
morbidita, dan ghandu jigi notat u rapportat. Skont meta z-zring jigi ewtanizzat matul I-
istudju, iz-zring jista’ jinzamm ghall-analizi tal-istopatologija (iffissar taz-zring ghall-
istopatologija possibbli).

Morfometrika (il-piz u t-tul)
53. Il-kejlijiet tal-piz imxarrab u tal-SVL (Figura 2b) huma identi¢i ghal dawk spjegati ghas-
subkampjunar tal-larva.

VTG fil-plazma (fakultattiva)
54.11-VTG hi bijomarkatur accettat b’mod generali li jirrizulta mill-esponiment ghal sustanzi
kimi¢i estrogenici. Ghal-LAGDA, il-VTG fil-plazma tista’ titkejjel, izda mhux bilfors, fi
hdan kampjuni ta’ zringijiet 1i jkunu ghadhom qed jikbru (din tista’ tkun partikolarment
rilevanti jekk is-sustanza kimika tat-test tkun suspettata li tkun estrogenu).

55. L-estremitajiet ta’ wara taz-zringijiet li jkunu ghadhom ged jikbru jinqatghu u d-demm
jingabar b’kapillari eparinizzata (ghalkemm jistghu jkunu xierqga metodi alternattivi ghall-
gbir tad-demm, bhat-titqib kardijaku). Id-demm jinheles f’tubu tal-mikrocentrifugu (ez.
volum ta’ 1,5 ml) u jigi Centrifugat biex tinkiseb il-plazma. Il-kampjuni tal-plazma
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ghandhom jinhaznu f’-70 °C jew anqas sad-determinazzjoni tal-VTG. Il-koncentrazzjoni
tal-VTG fil-plazma tista’ titkejjel b’metodu ta’ assagg ta’ immunoassorbiment enzimatiku
(ELISA) (Appendi¢i 6), jew b’metodu alternattiv bhall-ispettrometrija tal-massa (31).
Antikorpi specifici tal-ispecijiet huma preferuti minhabba sensittivita akbar.

Determinazzjoni tas-sess genetiku

56. Is-sess genetiku ta’ kull zring li jkun ghadu qed jikber jigi vvalutat fuq il-bazi tal-markaturi
zviluppati minn Yoshimoto et al. (11). Biex jigi determinat is-sess genetiku, porzjon (jew
bi¢¢a shiha) ta’ estremita wahda ta’ wara (jew kwalunkwe tessut iehor) imnehhi matul id-
dissezzjoni jingabar u jinhazen f’tubu tal-mikroéentrifugazzjoni (kampjuni tat-tessut miz-
zringijiet jistghu jinkisbu minn kwalunkwe tessut). It-tessut jista’ jinhazen f'-20°C jew
angas sal-izolament tal-a¢idu nuklejku deossiribozi (DNA). L-izolament tad-DNA mit-
tessuti jista’ jsir b’kits kummer¢jalment disponibbli u l-analizi ghall-prezenza jew ghall-
assenza tal-markatur issir b’metodu ta’ reazzjoni katina bil-polimerazi (PCR) Appendici
5). Generalment, il-konkordanza bejn is-sess istologiku u 1-genotip fost l-annimali tal-
kontroll fil-punt ta’ zmien tal-kampjuanr taz-zringijiet li jkunu ghadhom ged jikbru fil-
gruppi tal-kontroll tkun ta’ aktar minn 95 %.

1l-gbir u l-fissazzjoni tat-tessuti ghall-istopatologija

57. 1l-gonadi, il-kanali riproduttivi, il-kliew1 u 1-fwied jingabru ghall-analizi istologika matul
il-kampjunar finali. Tinfetah il-kavita tal-addome, u I-fwied jigi dissezzjonat u jintizen.
Imbaghad, l-organi digestivi (ez. l-istonku, l-intestini) jitnehhew bir-reqqa mill-addome
inferjuri biex jinkixfu I-gonadi, il-kliewi u I-kanali riproduttivi. Ghandha tigi nnotata
kwalunkwe anormalita morfologika gross fil-gonadi. Finalment, l-estremitajiet ta’ wara
ghandhom jitnehhew jekk ma jkunux tnehhew qgabel ghall-gbir tad-demm. Il-fwied migbur
u l-karkassa bil-gonadi mhallija in situ ghandhom jitqieghdu f’fissattiv ta’ Davidson
minnufih. Il-volum tal-fissattiv fil-kontenitur ghandu jkun tal-anqas 10 darbiet dags il-
volum approssimat tat-tessuti. It-tessuti kollha jibqghu f’fissattiv ta’ Davidson ghal tal-
anqas 48 siegha, izda mhux ghal aktar minn 96 siegha, meta jitlahalhu f’ilma dejonizzat u
jinhaznu 10 % formalina baferjata newtrali (1) (29).

Istopatologija
58. Kull kampjun ta’ zringijiet zghar 1i jkunu ghadhom ged jikbru jigi evalwat istologikament
ghall-patologija fil-gonadi, fil-kanali riproduttivi, fil-kliewi u fit-tessut tal-fwied, jigifieri
djanjozi u gradazzjoni tas-severitd (32). Il-fenotip tal-gonadi jinkiseb minn din 1-
evalwazzjoni wkoll (ez. l-ovarju, it-testikoli, I-intersess), u flimkien mal-kejlijiet
individwali tas-sess genetiku, dawn l-osservazzjonijiet jistghu jintuzaw biex jigu kkalkolati
l-proporzjonijiet tas-sess fenotipiku/genotipiku.

RAPPORTAR TAD-DATA
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Analizi statistika

59.II-LAGDA jiggenera tliet forom ta’ data li jridu jigu analizzati statistikament: (1) data
kontinwa kwantitattiva (piz, SVL, LSI, VTQG), (2) id-data dwar iz-zmien sal-avveniment
ghar-rati ta’ zvilupp (jigifieri jiem sal-istadju 62 ta’ NF mit-tnedija tal-assagg) u (3) id-
data ordinali fil-forma ta’ punteggi tas-severita jew tal-istadji tal-izvilupp mill-
evalwazzjonijiet tal-istopatologija.

60. Hu rakkomandat 1i d-disinn tat-test u 1-ghazla tat-test statistiku jippermettu sahha adegwata
li jigu individwati tibdiliet ta’ importanza bijologika fpunti ta’ tmiem fejn trid tigi
rapportata NOEC jew ECx. Idealment, [-analizijiet statisti¢i tad-data (generalment, replika
tfisser bazi) ghandhom isegwu l-proceduri deskritti fid-dokument dwar 1-Approcéi
Kurrenti fl-Analizi Statistika tad-Data dwar l-Ekotossi¢ita: Gwida ghall-Applikazzjoni
(33). L-Appendi¢i 7 ta’ dan il-metodu ta’ ttestjar jipprovdi s-sigra tad-de¢izjonijiet tal-
analizi statistika u gwida rakkomandati ghat-trattament tad-data u fl-ghazla tal-aktar test
jew mudell statistiku xieraq li ghandu jintuza fil-LAGDA.

61. Id-data mill-kampjunar taz-zringijiet li jkunu ghadhom qed jikbru (ez., tkabbir, LSI)
ghandha tigi analizzata ghal kull sess genotipiku b’mod separat peress li s-sess genotipiku
jigu determinat ghaz-zringijiet kollha.

Kunsiderazzjonijiet ghall-analizi tad-data

Uzu ta’ vepliki u ta’ trattamenti kompromessi

62. Repliki u trattamenti jistghu jsiru kompromessi minhabba mortalita eccessiva minn
tossicita ¢ara, minn mard jew minn errur tekniku. Jekk trattament ikun kompromess minn
marda jew minn errur tekniku, ghandu jkun hemm tliet trattamenti mhux kompromessi bi
tliet repliki mhux kompromessi disponibbli ghall-analizi. Jekk issehh tossi¢ita cara fit-
trattament(i) gholi/gholjin, idealment ikun hemm tal-anqas tliet livelli ta’ trattament bi tliet
repliki mhux kompromessi disponibbli ghall-analizi (konsistenti mal-appro¢¢ tal-
Koncentrazzjoni Massima Tollerata ghal-linji gwida tat-test tal-OECD (34)). Minbarra 1-
mortalita, sinjali ta’ tossicita cara jistghu jinkludu effetti fuq l-imgiba (ez. Zamma fil-wicc,
tluq fil-qiegh tat-tank, ghawm invertit jew irregolari, nuqqas ta’ attivita ta’ tlugh fil-wic¢),
lezjonijiet morfologic¢i (ez. lezjonijiet emorragici, edema addominali) jew inibizzjoni ta’
risponsi normali tat-taghlif meta mqabbla b’mod kwalitattiv ma’ annimali tal-kontroll.

Kontrolli tas-solvent
63. Fit-terminazzjoni tat-test, ghandha ssir evalwazzjoni tal-effetti potenzjali tas-solvent (jekk
jintuza). Dan isir permezz ta’ paragun statistiku tal-grupp ta’ kontroll b’solvent u 1-grupp
ta’ kontroll bl-ilma ta’ dilwizzjoni. L-aktar punti ta’ tmiem relevanti li jridu jigu
kkunsidrati f’din l-analizi huma d-determinanti tat-tkabbir (piz u tul), peress 1i dawn
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jistghu jkunu affettwati permezz ta’ tossi¢itajiet generalizzati. Jekk jinstabu differenzi
statistikament sinifikanti f’”dawn il-punti ta’ tmiem bejn il-gruppi tal-kontroll bl-ilma ta’
dilwizzjoni u tal-kontroll b’solvent, ghandu jintuza l-ahjar gudizzju professjonali biex jigi
determinat jekk il-validita tat-test hix f’riskju. Jekk iz-zewg kontrolli jvarjaw, it-trattamenti
esposti ghas-sustanza kimika ghandhom jitqabblu mal-kontroll b’solvent sakemm ma
jkunx maghruf 1i jkun preferut it-tqabbil mal-kontroll bl-ilma ta’ dilwizzjoni. Jekk ma jkun
hemm ebda differenza statistikament sinifikanti bejn iz-zewg gruppi tal-kontroll, hu
rakkomandat 11 t-trattamenti esposti ghas-sustanza kimika tat-test jitgabblu mar-
raggruppati (gurppi tal-kontroll b’solvent u bl-ilma ta’ dilwizzjoni), sakemm ma jkunx
maghruf 1i t-tqabbil mal-grupp tal-kontroll bl-ilma ta’ dilwizzjoni jew tal-kontroll
b’solvent biss hu preferut.

Rapport tat-test
64. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi dan li gej:

Sustanza kimika tat-test:
- L-ghamla fizika u, fejn rilevanti, il-proprjetajiet fizjokimici;
- Sustanza monokostitwenti:

id-dehra fizika, is-solubbilta fl-ilma, u l-proprjetajiet fizikokimi¢i rilevanti
addizzjonali;

identifikazzjoni kimika, bhall-isem IUPAC jew CAS, numru CAS, kodi¢i SMILES
jew InChi, formula strutturali, puritd, identitd kimika tal-impuritajiet bhala xieraq u
prattikament fattibbli, ec¢. (inkluz il-kontenut tal-karbonju organiku, jekk xieraq).

- Sustanza multikostitwenti, UVCBs u tahlitiet:

ikkaratterizzati sa fejn possibbli mill-identita kimika (ara aktar ’il fuq), l-okkorrenza
kwantitattiva u l-proprjetajiet fizikokimici rilevanti tal-kostitwenti.

Specijiet tat-test:

- L-isem xjentifiku, ir-razza jekk disponibbli, 1s-sors u I-metodu tal-gbir tal-bajd fertilizzat,
u l-immaniggjar sussegwenti.

- L-in¢idenza tal-iskoljozi f’kontrolli stori¢i ghall-koltura ewlenija uzata.

1l-kundizzjonijiet tat-test:
- Il-fotoperjodu/i;

- 1d-disinn tat-test (ez. id-dags tal-kompartiment, il-materjal u l-volum tal-ilma, in-numru ta’
kompartimenti u ta’ repliki tat-test, in-numru ta’ organizmi ghal kull replika);
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[I-metodu ta’ thejjija tas-soluzzjonijiet ewlenin u I-frekwenza tat-tigdid (ghandhom
jinghataw l-agent solubilizzanti u I-kon¢entrazzjoni tieghu, meta jintuzaw);

[I-metodu li jintuza ghad-dozagg tas-sustanza kimika tat-test (ez. pompi, sistemi ta’
dilwizzjoni);

L-effi¢jenza tal-irkupru tal-metodu u l-koncentrazzjonijiet tat-test nominali, il-limitu tal-
kwantifikazzjoni, il-medji tal-valuri mkejla u d-devjazzjonijiet standard taghhom fir-

reCipjenti tat-test u I-metodu li permezz tieghu nkisbu u evidenza 1i 1-kejl jirreferi ghall-
koncéentrazzjonijiet tas-sustanza kimika tat-test f’soluzzjoni vera;

[l-karatteristi¢i tal-ilma ta’ dilwizzjoni: il-pH, 1-ebusija, it-temperatura, il-koncentrazzjoni
tal-ossigenu dissolt, il-livelli tal-kloru residwu (jekk jitkejjel), il-karbonju organiku totali
(jekk jitkejjel), 1l-jodju totali, 1s-solidi sospizi (jekk jitkejlu), is-salinita tal-medium tat-test
(jekk titkejjel) u kwalunkwe kejl ichor li jsir;

[l-konc¢entrazzjonijiet nominali tat-test, il-medji tal-valuri mkejla u d-devjazzjonijiet
standard taghhom;

Il-kwalita tal-ilma fir-re¢ipjenti tat-test, il-pH, it-temperatura (ta’ kuljum) u I-
koncentrazzjoni tal-ossigenu dissolt;

Informazzjoni dettaljata dwar it-taghlif (ez. it-tip ta’ ikel, is-sors, l-ammont moghti u I-
frekwenza).

Ir-rizultati:

Evidenza li I-kontrolli ssodisfaw il-kriterji ta’ validita;

Id-data ghall-kontroll (flimkien mal-kontroll b’solvent meta jintuza) u ghall-gruppi tat-
trattament kif gej: il-mortalita u l-anormalita osservati, 1z-Zmien sal-istadju 62 ta’ NF, il-
valutazzjoni tal-istologija tat-tirojde (kampjun tal-larva biss), it-tkabbir (il-piz u t-tul), LSI
(kampjun ta’ zringijiet 1i jkunu ghadhom qged jikbru biss), il-proporzjonijiet tas-sess
genetiku/fenotipiku (kampjun ta’ Zringijiet 11 jkunu ghadhom ged jikbru biss), ir-rizultati
tal-valutazzjoni tal-istopatologija ghall-gonadi, ghall-kanali riproduttivi, ghall-kilwa u
ghall-fwied (kampjun taz-zringijiet li jkunu ghadhom qed jikbru biss) u 1-VTG fil-plazma
(kampjun taz-zringijiet li jkunu ghadhom qed jikbru biss, jekk issir);

L-approc¢ ghall-analizi statistika u ghat-trattament tad-data (it-testijiet statistic¢i u I-
mudelli uzati);

Il-kon¢entrazzjoni bla effett osservat (NOEC) ghal kull rispons ivvalutat;

II-koncentrazzjoni bl-inqas eftett osservat (LOEC) ghal kull rispons ivvalutat (f’a = 0,05);
L-ECx ghal kull rispons ivvalutat, jekk applikabbli, u l-intervalli ta’ kunfidenza (ez. 95 %)
u graff tal-mudell imdahhal ghall-kalkolu taghha, il-pendil tal-kurva konc¢entrazzjoni
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rispons, 1l-formula tal-mudell ta’ rigressjoni, il-parametri stmati tal-mudell u I-erruri
standard taghhom.

- Kwalunkwe devjazzjoni mill-metodu ta’ ttestjar u devjazzjoni mill-kriterji ta’
acc¢ettazzjoni, u kunsiderazzjonijiet tal-konsegwenzi potenzjali fuq I-ezitu tat-test.

65. Ghar-rizultati tal-kejlijiet tal-punti ta’ tmiem, ghandhom jigu pprezentati I-valuri medji u
d-devjazzjonijiet standard taghhom (kemm fuq bazi ta’ repliki kif ukoll fuq bazi ta’
konéentrazzjoni, jekk possibbli).

66. Iz-zmien medjan sal-istadju 62 ta’ NF fil-kontrolli ghandu jigi kkalkolat u pprezentat bhala
l-medja tal-medjani tar-repliki u d-devjazzjoni standard taghhom. Bl-istess mod, ghat-
trattamenti, medjan tat-trattament ghandu jigi kkalkolat u pprezentat bhala I-medja tal-
medjani tar-repliki u d-devjazzjoni standard taghhom.
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Appendici 1
DEFINIZZJONIJIET

Punt ta’ tmiem apikali: Li jikkaguna effett fil-livell tal-popolazzjoni.

Sustanzi kimi¢i: Sustanza jew tahlita

ELISA: Assagg ta’ Immunoassorbiment Enzimatiku

ECx: (Koncentrazzjoni effettiva ghal effett ta’ x %) hi 1-konc¢entrazzjoni li tikkawza x % ta’
effett fuq l-organizmi tat-test f'perjodu ta’ esponiment partikolari meta mqabbla ma’
kontroll. Perezempju, EC50 hi konc¢entrazzjoni stmata li tikkawza effett fuq il-punt ta’
tmiem l-ittestjar £°50 % ta’ popolazzjoni esposta fuq perjodu ta’ esponiment definit.

dpf: Jiem wara I-fertilizzazzjoni

Test bi fluss kontinwu: Test bi fluss kontinwu ta’ soluzzjonijiet tat-test fis-sistema tat-test
matul id-durata tal-esponiment.

Assi HPG: assi ipotalamika-pitwitarja-gonadali
IUPAC: Unjoni Internazzjonali tal-Kimika Pura u Applikata.

Koncentrazzjoni bl-inqas effett osservat (LOEC) hi l-anqas koncentrazzjoni ttestjata ta’
sustanza kimika tat-test li fiha tigi osservata s-sustanza kimika biex ikollha -effett
statistikament sinifikanti (fp < 0,05) meta mgabbla mal-kontroll. Madankollu, il-
koncentrazzjonijiet tat-test kollha li jkunu oghla mil-LOEC ghandu jkollhom effett dannuz
dags jew ikbar minn dawk osservati fl-LOEC. Meta dawn iz-zewg kundizzjonijiet ma
jkunux jistghu jigu ssodisfati, ghandha tinghata spjegazzjoni shiha dwar kif intghazlet 1-
LOEC (u ghalhekk 1-NOEC). L-Appendici 7 jipprovdu gwida.

Konéentrazzjoni Letali Medjana (L.C50): hi I-koncentrazzjoni ta’ sustanza kimika tat-test
li hi stmata li tkun letali ghal 50 % tal-organizmi tat-test fid-durata tat-test.

Koncentrazzjoni bla effett osservat (NOEC) hi 1-konc¢entrazzjoni tat-test immedjatament
taht I-LOEC, 1i meta mqabbla mal-kontroll, ma jkollha ebda effett statistikament sinifikanti
(p <0,05), f’perjodu ta’ esponiment ddikjarat.

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification.

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahlita 1i tkun qieghda tigi ttestjata
permezz ta’ dan il-Metodu ta’ Ttestjar.

UVCB: Sustanzi kimi¢i b’kompozizzjoni mhux maghrufa jew varjabbli, prodotti jew
materjali bijologici b’reazzjoni kumplessa.
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VTG: Vitellogenina hi prekursur tal-fosfolipoglikoproteina ghall-proteina fl-isfar tal-bajd li
normalment isehh f’nisa sesswalment attivi tal-ispecijiet ovipari kollha.
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XI KARATTERISTICI KIMICI TA’ ILMA TAD-DILWIZZJONI ACCETTABBLI

Sustanza I?O{léentrazzjoni ta’
limitu

Materja partikulata 5 mg/l
Karbonju organiku totali 2 mg/l
Ammonijaka mhux jonizzata 1 pg/l
Kloru residwu 10 pg/l
Pestic¢idi organofosforici totali 50 ng/l
Pestic¢idi organokloru totali flimkien ma’ poliklorobifenili 50 ng/l
Kloru organiku totali 25 ng/l
Aluminju 1 pg/l
Arseniku 1 pg/l
Kromu 1 pg/l
Kobalt 1 pg/l
Ram 1 pg/l
Hadid 1 pg/l
¢omb 1 pg/l
Nikil 1 g/l
Zingu 1 pg/l
Kadmju 100 ng/1
Merkurju 100 ng/l
Fidda 100 ng/l
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Appendiéi 3

KUNDIZZJONIJIET TAT-TEST GHAL-LAGDA

1. Specijiet tat-test
2. Tip ta’ test

3. Temperatura tal-ilma

4. Kwalita tal-illuminazzjoni

5. Fotoperjodu

6. Volum tas-soluzzjoni tat-test u
reCipjent tat-test (tank)

7. Volum tal-iskambji tas-
soluzzjonijiet tat-test

8. Eta tal-organizmi tat-test fil-
bidu

9. In-numru ta’ organizmi ghal
kull replika

10. In-numru ta’ trattamenti

11. In-numru ta’ repliki ghal kull
trattament

12. In-numru ta’ organizmi ghal
kull konéentrazzjoni tat-test

13.1lma ta’ dilwizzjoni

14. Ossigenazzjoni

Xenopus laevis
Bi fluss kontinwu,

It-temperatura nominali hi ta’ 21 °C., It-temperatura medja tul id-durata
tat-test hita’ 21 + 1 °C (id-differenzjali bejn ir-repliki u bejn it-
trattamenti ma ghandhomx jagbzu 1-1,0 °C)

Bozoz fluworexxenti (spettru wiesa”) 600-2000 lux (lumens/m?) fis-
superficje tal-ilma

12-il siegha dawl, 12-il siegha dlam
4-10 1 (fond minimu ta’ 10-15 cm tal-ilma)

Tank tal-hgieg jew tal-azzar inossidabbli

Kostant, f’kunsiderazzjoni kemm taz-zamma tal-kundizzjonijiet
bijologic¢i kif ukoll tal-esponiment ghas-sustanza kimika (ez. tigdid tal-
volum tat-tank ghal hames darbiet kull jum)

Stadju 8-10 ta’ Nieuwkoop u Faber (NF)

20 annimal (embrijuni)/tank (replika) fil-bidu tal-esponiment u 10
annimali (li jkunu ghadhom qed jikbru)/tank (replika) wara I-istadju 66
ta’ NF sat-terminazzjoni tal-esponiment

Minimu ta’ erba’ trattamenti bis-sustanza kimika tat-test flimkien mal-
kontroll(i) xierag/xierqa

Erba’ repliki ghal kull trattament ghas-sustanza kimika tat-test u 8
repliki ghall-kontroll(1)

Minimu ta’ 80 annimal ghal kull trattament ghas-sustanza kimika tat-
test u minimu ta’ 160 repliki ghall-kontroll(1)

Kwalunkwe ilma li jippermetti tkabbir u zvilupp normali ta’ X. laevis
(ez. ilma tan-nixxiegha jew ilma tal-vit iffiltrat bil-faham)

Ebda mehtiega, izda l-ossigenazzjoni tat-tankijiet tista’ tkun necessarja
jekk il-livelli ta’ ossigenu dissolt jongsu anqgas mil-limiti rakkomandati
u z-zidiet fil-fluss tas-soluzzjonijiet tat-test ikunu massimizzati.

15. Ossigenu dissolt tas-soluzzjoni Ossigenu dissolt: > 40 % tal-valur ta’ saturazzjoni tal-arja jew > 3,5
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tat-test
16.11-pH tas-soluzzjoni tat-test
17.L-ebusija u l-alkalinita tas-
soluzzjoni tat-test
18.Regim tal-ghalf

19. Perjodu ta’ esponiment

20.Punti ta’ tmiem bijologici

21.Kriterji ta’ validita tat-test
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mg/]

6,5-8,5 (id-differenzjali bejn ir-repliki u bejn it-trattamenti ma
ghandhomx jagbzu iz-0,5)

10-250 mg CaCOs/1

(Ara l-Anness 4)

Mill-istadju 8-10 ta’ NF sa ghaxar gimghat wara Z-Zzmien medjan sal-
istadju 62 ta’ NF fil-grupp tal-kontroll bl-ilma u/jew b’solvent
(massimu ta’ 17-il gimgha)

[l-mortalita (u dehriet anormali), iZ-Zmien sal-istadju 62 ta’ NF
(kampjun tal-larva), il-valutazzjoni tal-istologija tat-tirojde (kampjun
tal-larva), it-tkabbir (il-piz u t-tul), l-indi¢i somatiku tal-fwied (kampjun
ta’ zringijiet li jkunu ghadhom ged jikbru), il-proporzjonijiet tas-sess
genetiku/fenotipiku (kampjun ta’ Zringijiet li jkunu ghadhom qed
jikbru), l-istopatologija ghall-gonadi, ghall-kanali riproduttivi, ghall-
kilwa u ghall-fwied (kampjun taz-zringijiet li jkunu ghadhom ged
jikbru) u l-vitellogenina fil-plazma (kampjun taz-zringijiet li jkunu
ghadhom ged jikbru, mhux obbligatorja);

L-ossigenu dissolt ghandu jkun ta’ > 40 % tal-valur ta’ saturazzjoni tal-
arja; it-temperatura medja tal-ilma ghandha tkun ta’ 21 + 1 °Cu d-
differenzjali bejn ir-repliki u bejn it-trattamenti ghandhom ikunu < 1,0
°C; il-pH tas-soluzzjoni tat-test ghandha tkun fil-medda ta’ bejn 6,5 u
8,5; 1l-mortalita fil-kontroll ghandha tkun ta’ <20 % f’kull replika, u z-
zmien medju ghall-istadju 62 ta’ NF fil-kontroll ghandu jkun ta’ < 45
jum; il-piz medju tal-organizmi tat-test fl-istadju 62 tal-NF u fit-
terminazzjoni tal-assagg fil-kontrolli u fil-kontrolli b’solvent (jekk
uzati) ghandu jilhaq il-1,0 £ 0,2 u 11,5 + 3 g, rispettivament; l-evidenza
ghandha tkun disponibbli biex jintwera li 1-kon¢entrazzjonijiet tas-
sustanza kimika tat-test fis-soluzzjoni jkunu nzammu b’mod
sodisfacenti bejn + 20 % tal-valuri medji mkejlin.
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Appendici 4
REGIM TAL-GHALF

Ta’ min jinnota 1i ghalkemm dan ir-regim tal-ghalf hu rakkomandat, alternattivi huma
possibbli dment li 1-organizmi tat-test jikbru u jizviluppaw b’rata xierqa.

Taghlif tal-larva

Thejjija ghad-dieta tal-larva
A. 1:1 (v/v) Ikel tal-Bidu tat-Troti: algi/TetraFin® (jew ekwivalenti) ;
1. Ikel tal-Bidu tat-Troti: hallat 50 g Ikel tal-Bidu tat-Troti (granuli jew trab fini) u 300 ml ilma
filtrat xieraq f’issettjar gholi tal-blender ghal 20 sekonda
2. Tahlita ta’ algi/TetraFin® (jew ekwivalenti): hallat 12-11 g diski tal-alga spirulina u 500 ml
ilma filtrat f’issettjar gholi tal-blender ghal 40 sekonda, hallat 12-il g Tetrafin® (jew
ekwivalenti) ma’ 500 ml ilma filtrat u mbaghad hallathom biex tifforma 1 L ta’ 12-il g/l alga
spirulina u 12-1l g/l Tetrafin®(jew ekwivalenti)

3. Ghaqqgad volumi ndags tal-Ikel tal-Bidu tat-Trodi mhallat u tat-tahlita ta’ algi/Tetrafin®(jew
ekwivalenti)

B. Gamblu tal-ilma mielah:

15-11 ml bajd tal-gamblu tal-ilma mielah jfaqqsu f’litru (1 1) ilma mielah (imhejji biz-zieda ta’
20 ml NaCl ma’ litru (1) ilma dejonizzat). Wara ossigenazzjoni ghal 24 siegha {’temperatura
ambjentali taht dawl kostanti, il-gambli tal-ilma mielah jingabru. Ghal ftit hin, il-gambli tal-
ilma mielah jithallew jissetjiljaw ghal 30 min bit-twaqqif tal-ossigenazzjoni. Cisti li jzommu
fil-wic¢ tal-kannestru jitbattlu u jintremew, u l-gambli jitferrghu gol-filtri xierqa u jingiebu
ghal 30 ml bl-ilma filtrat.

Protokoll tat-Taghlif

It-Tabella 1 tipprovdi referenza rigward it-tip u l-ammont ta’ ghalf uzati matul 1-istadji tal-
larva tal-esponiment. L-annimali ghandhom jintemghu tliet darbiet kull jum mit-Tnejn sal-
Gimgha u darba kull jum fi tmiem il-gimgha.

Tabella 1: Ir-regim tal-ghalf ghal-larva X. laevis f’kundizzjonijiet ta’ fluss kontinwu
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. 1 ml 1ml
Gimgha 2 0,67 ml 24 ml (mill-Jum 16) (mill-Jum 16)
Gimgha 3 1,3ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Gimgha 4 1,5ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Gimgha 5 1,6 ml 4,4 ml 1 ml 1 ml
Gimgha 6 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Gimgha 7 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

Gimghat 8-10 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* J1-Jum O hu definit bhala 1-jum li fih issir 1-injezzjoni tal-hCG.

Tranzizzjoni mid-dieta tal-larva ghal dik ta’ annimali li jkunu ghadhom qed jikbru

Hekk kif il-larva tlesti I-metamorfosi, taghmel tranzizzjoni lejn formulazzjoni ta’ dieta ghal
annimali li jkunu ghadhom qed jikbru spjegata hawn taht. Filwaqt li tkun qed issehh din it-
tranzizzjoni, id-dieta tal-larva ghandha titnaqqas hekk kif jizdied 1-ghalf ghall-annimali li
jkunu ghadhom qed jikbru. Dan jista’ jinkiseb billi jitnaggas b’mod proporzjonat 1-ghalf
ghal-larva filwaqt li jizdied b’mod proporzjonat l-ghalf ghall-annimali li jkunu ghadhom
qed jikbru hekk kif kull grupp ta’ hames imriezeb jagbez l-istadju 62 ta’ NF u joqrob lejn it-
tlestija tal-metamorfosi fl-istadju 66 ta’ NF.

Taghlif tal-annimali li jkunu ghadhom qed jikbru
Dieta ghall-annimali li jkunu ghadhom qged jikbru

Ladarba titlesta I-metamorfosi (stadju 66), ir-regim tat-taghlif jinbidel ghal ikel taz-zringijiet
primjm li jinzel fil-qiegh ta’ 3/32 pulzier (Xenopus Express'™, FL, l-Istati Uniti), jew
ekwivalenti.

Thejjija tal-gerbub imfarrak ghat-tranzizzjoni mil-larva ghall-annimali li jkunu ghadhom ged
Jikbru

Il-gerbub tal-ikel taz-zringijiet li jinzel fil-qiegh jinghadda fil-qosor minn mithan tal-kafe,
minn blender jew minn mehriez u lida biex jitnaqqas id-daqs tal-gerbub b’bejn wiehed u
iehor 1/3. Proéessar twil wisq jirrizulta fi trab u mhuwiex imheggeg.

Protokoll tat-taghlif

It-Tabella 2 tipprovdi referenza rigward it-tip u l-ammont ta’ ghalf uzati matul 1-istadji tal-
annimali i jkunu ghadhom ged jikbru u tal-hajja adulta. L-annimali ghandhom jintemghu
darba kull jum. Ta’ min jinnota li hekk kif l-annimali jimmetamorfizzaw, dawn jibqghu
jir¢ievu porzjon tal-gambli tal-ilma mielah sa > 95 % tal-metamorfosi kompluta tal-
annimali.
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L-annimali ma ghandhomx jinghataw ghalf dakinhar tat-terminazzjoni tat-test biex 1-ghalf
ma jfixkilx il-kejlijiet tal-piz.

Tabella 2: Ir-regim tal-ghalf ghall-X. /aevis li jkunu ghadhom ged jikbru f’kundizzjonijiet ta’ fluss
kontinwu. Ta’ min jinnota li I-annimali mhux metamorfizzati, li jinkludu dawk 1i I-metamorfosi taghhom
tkun giet ittardjata mit-trattament kimiku, ma jistghux jieklu gerbub mhux imfarrak.

Zmien Volum tal-gerbub imfarrak Volum tal-gerbub shih
(Gimghat wara d-data medjana tal- (mg ghal kull zghir taz-zring) [(mg ghal kull zghir taz-zring)
metamorfosi)
Hekk kif l1-annimali jlestu l-metamorfosi 25 0

Gimghat 0-1 25 28
Gimghat 2-3 0 110
Gimghat 4-5 0 165
Gimghat 6-9 0 220

* L-ewwel jum tal-Gimgha 0 hi d-data medjana tal-metamorfosi fl-annimali tal-kontroll.
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Appendiéi 5
DETERMINAZZJONI TAS-SESS GENETIKU (TQASSIM SKONT IS-SESS GENETIKU)

[I-metodu ta’ tqassim skont is-sess genetiku ghal Xenopus laevis hu bbazat fuq Yoshimoto
et al., 2008. Il-pro¢eduri f’dettall dwar il-genotipar jistghu jinkisbu minn din il-
pubblikazzjoni, jekk ikun hemm bZonn. Jistghu jintuzaw metodi alternattivi (ez. qPCR bi
throughput gholi) jekk jitqgiesu xierqa.

Primers ta’ X, laevis
Markatur tad-DM-W
11 quddiem: 5°-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Kontra: 5’-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Kontroll Pozittiv
I quddiem: 5’-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3°

Kontra: 5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3’

Purifikazzjoni tad-DNA

Ippurifika d-DNA mit-tessut tal-muskolu jew tal-gilda bl-uzu ta’, ez., Qiagen DNeasy Blood
and Tissue Kit (kat # 69506) jew prodott simili skont I-istruzzjonijiet tal-kit. I[d-DNA jista’
jigi elwit mill-kolonni dawwara bl-uzu ta’ angas bafer biex jintrendew kampjuni aktar
koncentrati jekk dawn jitqiesu necessarji ghall-PCR. Kun af 11 d-DNA hu pjuttost stabbli, u
allura ghandha tinghata attenzjoni biex tigi evitata kontaminazzjoni kro¢jata li tista’ twassal
ghal karatterizzazzjoni hazina tal-irgiel bhala nisa, jew vici versa.

PCR
Protokoll kampjun li juza JumpStart™ Tag minghand Sigma hu spjegat fit-Tabella 1.

Tabella 1:  Protokoll kampjun li juza JumpStart™ Tag minghand Sigma

II-Master Mix 1x (ul) [Finali]
NFW 11 -
10X Bafer 2,0 -
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MgCl; (25mM) 2,0 2,5 mM
dNTP’s (10mM kull wiched) 0,4 200 uM
Markatur ghall-primer (8 uM) 0,8 0,3 uM
Primer kontra tal-markatur (8 0,8 0,3 uM
uM)
Kontroll ghall-primer (8 uM) 0,8 0,3 uM
Primer kontra tal-kontroll (8 uM) 0,8 0,3 uM
JumpStart™ Taq 0,4 0,05
unitajiet/pl
Mudell tad-DNA 1,0 ~200 pg/ul

D060575/02

Nota: Meta jithejjew Master Mixes, hejji z-Zejda biex jikkumpensaw ghal kwalunkwe telf li jista’
jsehh matul il-pipettar (ezempju: ghandhom jintuzaw 25x ghal 24 reazzjoni biss).

Reazzjoni:

[I-Master Mix 19,0 pl

Mudell

Total

1,0 ul

20,0 pl

Profil Termociklatur:

Stadju 1.
Stadju 2.
Stadju 3.
Stadju 4.
Stadju 5.
Stadju 6.

Stadju 7.

94°C 1 min
94 °C 30 sek
60 °C 30 sek
72°C 1 min
Mur ghall-istadju 2. 35 ¢iklu
72°C 1 min

4°C zomm

Prodotti tal-PCR jistghu jintuzaw minnufih f’gel jew jinhaznu °4 °C.

Elettroforezi tal-Gel Agarozi (3 %)(protokoll kampjun)

S0XTAE

Tris

242¢g
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Acidu acetiku gla¢jali 5,71 ml
Naz (EDTA)-2H203,72 g

Zid 1-ilma ghal 100 ml

IXTAE
H2O 392 ml
50X TAE 8 ml
3:1 Agarozi

3 partijiet agarozi NuSieve™ GTG"

parti (1) elettroendosmozi (EEO) baxxa agarozi Fisher

Metodu

1. THejji gelta’ 3 % billi zzid 1,2 g tahlita ta’ agarozi ma’ 43 ml 1X TAE. Hawwad biex tifred
taghqid kbir.

2. Ixhet it-tahlita tal-agarozi fil-microwave sakemm tinhall ghalkollox (evita t-toghlija). Halliha
tibred ftit.

3. Zid 1,0 pL bromur tal-etidju (10 mg/ml). Hawwad il-flask. Kun af li 1-bromur tal-etidju hu
mutageniku, allura, sa fejn possibbli, ghandhom jintuzaw sustanzi kimi¢i alternattivi ghal dan
l-istadju biex jigu minimizzati r-riskji ghas-sahha tal-haddiema.

4. Ferra’ I-gel f'forma b’moxt. Halli jibred ghalkollox.

5. Zid il-gel fuq l-apparat. Iksi l-gel b’1X TAE.

6. Zid 1 pl 6x kulurant tat-tghabbija ma’ kull 10 pl prodott tal-PCR.

7. Bil-pipetta ixhet kampjuni fil-bwejriet.

8. Haddem b’160 volt kostanti ghal ~20 minuta.

Stampa tal-gel tal-agarozi li turi l-mudelli tal-banda li jindikaw individwi maskili u
femminili hi pprovduta fil-Figura 1.

! F’konformita mal-Artikolu 4.1 tad-Direttiva 2004/37/KE tal-Parlament Ewropew u tal-Kunsill tad-29 ta’
April 2004 dwar il-protezzjoni tal-haddiema minn riskji relatati mal-esposizzjoni ghal kar¢inogeni jew
mutageni fuq il-post tax-xoghol (Sitt Direttiva individwali fis-sens tal-Artikolu 16(1) tad-Direttiva tal-Kunsill
89/391/KEE) (GU L 158, 30.4.2004, p. 50).
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Figura 1: Stampa tal-gel tal-agarozi li turi 1-mudell tal-banda li jindika individwu ragel (3) (banda wahda
~203 bp: DMRT1) u ta’ individwu mara (9) (zewg bandi £°~259 bp: DM-W u 203 bp:DMRT1).

o DM-W
=== TN DMRT1
A O
B
DOKUMENTAZZJONI

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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Appendiéi 6
KEJL TAL-VITELLOGENINA

I1-kejl tal-vitellogenina (VTG) isir bl-uzu ta’ metodu ta’ assagg ta’ immunoassorbiment
enzimatiku (ELISA) li originarjament gie zviluppat ghall-VTG tal-karpjun buras (Parks et
al., 1999). Bhalissa, ma hemm ebda antikorp kummer¢jalment disponibbli ghal X. laevis.
Madankollu, fid-daw] tal-firxa kbira ta’ informazzjoni ghal din il-proteina u d-disponibbilta
tas-servizzi ta’ produzzjoni kummer¢jali kosteffikaci tal-antikorpi, hu ragonevoli li 1-
laboratorji fa¢ilment ikunu jistghu jizviluppaw ELISA biex jaghmlu dan il-kejl (Olmstead et
al., 2009). Barra minn hekk, Olmstead et al. (2009) jipprovdu wkoll deskrizzjoni tal-assagg
kif modifikat ghall-VTG f°X. tropicalis, kif muri hawn taht. Il-metodu juza antikorp
maghmul kontra I-VTG ta’ X. tropicalis, izda hu maghruf ukoll li jahdem ghall-VTG ta’ X.
laevis. Ta’ min jinnota li jistghu jintuzaw ELISAs mhux kompetittivi wkoll, u 1i dawn jista’
jkollhom limiti ta’ detezzjoni inferjuri mill-metodu deskritt hawn taht.

Materjali u reagenti

Serum tal-ewwel antikorp (Ab) preassorbit

Hallat parti (1) serum tal-lel Ab tal-VTG anti-X. tropicalis ma’ 2 partijiet plazma tal-irgiel
tal-kontroll u halli f'RT ghal ~ 75 minuta, itfa’ fuq is-silg ghal 30 min, i¢¢entrifuga > 20K x
G ghal siegha (1) "4 °C, nehhi s-supernatant, I-alikwota, u ahzen £-20 °C.

- It-2n1 Antikorp
Konjugat tal-IgG-HRP tal-Moghoz Kontra I-Fniek (ez., Bio-Rad 172-1019)
- Standard tal-VTG
VTG purifikata ta’ X. laevis fi 3,3 mg/ml.
- TMB (3,3’,5,5" Tetrametil-benzidina) (ez., KPL 50-76-00; jew Sigma T0440)
- Serum Normali tal-Moghoz (NGS) (ez., Chemicon® S26-100ml)

- Pjastri ghall-mikrotitragg tal-polistiren tal-EIA b’96 bwejra (ez., ICN: 76-381-04,
Costar:53590, Fisher:07-200-35)

- form tal-ibridazzjoni ta’ 37 °C (jew inkubatur tal-arja b’ckwilibrazzjoni velo¢i) ghall-
pjastri, banjumarija ghat-tubi

- Taghmir, sustanzi kimi¢i u provvisti komuni ohra tal-laboratorju.
Ricetti
Bafer tal-Kisi (50 mM Bafer tal-Karbonat, pH 9,6):

NaHCOs 1,26 g
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NaxCOs3 0,68 g
ilma 428 ml

10X PBS (0,1 M fosfat, 1,5 M NaCl):
NaH>PO4-H20 0,83 g

NaoHPO47HO 20,1 g

NaCl g
ilma 810 ml
Bafer tal-Hasil (PBST):

10X PBS 100 ml
ilma 900 ml
Aggusta I-pH ghal 7,3 b’1 M HCI, imbaghad zid 0,5 ml Tween-20
Bafer tal-Assagg:
Serum Normali tal-Moghoz (NGS) 3,75 ml
Bafer tal-Hasil 146,25 ml
Gbir tal-kampjuni
Id-demm jingabar b’tubu mikroermatokrit eparinizzat u jitqieghed fuq is-silg. Wara ¢-
¢entrifugazzjoni ghal 3 minuti, it-tubu jinghata puntegg, jinkiser biex jinfetah, u I-plazma
tinheles £°0,6 ml tubi mikrocentrifugi li jkun fihom 0,13 unitajiet ta’ aprotinina lijofilizzata.
(Dawn it-tubi jithejjew minn qabel billi jizdied 1-ammont xieraq ta’ aprotinina, iffrizar u
lijofilizzazzjoni fi speed-vac bi shana baxxa sakemm jinxfu.) Ahzen il-plazma f-80 °C
sakemm tigi analizzata.
Procedura ghal pjastra wahda

Kisi tal-pjastra

Hallat 20 pl VTG purifikata ma’ 22 ml bafer karbonat (3 pg/ml finali). Zid 200 ul ma’ kull
bwejra ta’ pjastra b’96 bwejra. Ghatti 1-pjastra b’rita adeziva tal-issigillar u halliha tinkuba
matul il-lejl £°37 °C ghal saghtejn (jew 4 °C matul il-lejl).

Imblokkar tal-pjastra
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Is-soluzzjoni tal-imlokkar tithejja billi jizdiedu 2 ml Serum Normali tal-Moghoz (NGS) ma’
38 ml bafer tal-karbonat. Nehhi s-soluzzjoni tal-kisi u xxotta bit-thawwid. Zid 350 pl tas-
soluzzjoni tal-imblokkar f’kull bwejra.. Ghatti b’rita adeziva tal-issigillar u inkuba 37 °C
ghal saghtejn (jew "4 °C matul il-lejl).

Thejjija tal-istandards

5,8 pl standard tal-VTG purifikata jithallat ma’ 1,5 ml bafer tal-assagg f’tubu tat-test tal-
hgieg li jintrema tal-borosilikat ta’ 12 x 75 mm. Dan irendi 12 760 ng/ml. Imbaghad issir
dilwizzjoni serjali billi jizdiedu 750 pl tad-dilwizzjoni pre¢edenti ma’ 750 ul bafer tal-
assagg biex jinkisbu konc¢entrazzjonijiet finali ta’ 12 760, 6380, 3190, 1595, 798, 399, 199,
100, u 50 ng/ml.

Thejjija tal-Kampjuni

Ibda b’dilwizzjoni ta’ 1:300 (ez., ghaqqad 1 pl plazma ma’ 299 pl bafer tal-assagg) jew ta’
1:30 tal-plazma fil-bafer tal-assagg. Jekk ikun mistenni ammont kbir ta’ VTG, jistghu jkunu
mehtiega dilwizzjonijiet addizzjonali jew akbar. Ipprova zomm 1l-B/B, fi hdan il-medda tal-
istandards. Ghal kampjuni minghajr VTG apprezzabbli, ez., irgiel u nisa tal-kontroll (1 lkoll
ikunu immaturi), uza d-dilwizzjoni ta’ 1:30. Kampjuni dilwiti anqas minn hekk jistghu juru
effetti matrici mhux mixtieqa.

Barra minn hekk, hu rakkomandat li taghmel kampjun ta’ kontroll pozittiv f’kull pjastra.
Dan jigi minn grupp ta’ plazma li jkun fih livelli indotti hatna ta’ VTG. Il-grupp ghall-
ewwel jigi dilwit PNGS, jigi diviz f*alikwoti u jinhazen °-80 C. Ghal kull pjastra, alikwota
tithalla tinhall, tigi dilwita aktar f’bafer tal-assagg u tintuza b’mod simili ghal kampjun tat-
test.

Inkubazzjoni bl-1el antikorp

L-1lel Ab jithejja billi ssir dilwizzjoni ta’ 1:2000 serum preassorbit tal-lel Ab f’bafer tal-
assagg (ez., 8 ul ghal 16 ml bafer tal-assagg). Ghagqad 300 8 pl tas-soluzzjon tal-lel Ab
ma’ 300 pl tal-kampjun/tal-istandard f’tubu tal-hgieg. It-tubu B, jithejja b’mod simili bi 300
ul bafer tal-assagg u bi 300 pl antikorp. Barra minn hekk, ghandu jithejja tubu NSB bl-uzu
ta’ 600 pl bafer tal-assagg biss, jigifieri ebda Ab. Ghatti t-tubi b’Parafilm u vvortifikahom
bil-galbu biex jithalltu. Inkubahom f’banjumarija ta’ 37 °C ghal siegha (1).

Hasil tal-pjastra

Ezatt qabel ma titlesta 1-inkubazzjoni tal-1el Ab, ahsel il-pjastra. Taghmel dan billi thawwad
il-kontenuti u tixxotta bit-taptip fuq karta assorbenti. Imbaghad imla I-bwejriet bi 350 pl
soluzzjoni tal-hasil, tbattal u tixxotta bit-taptip. Pipetta ripetitur b’diversi kanali jew hassiel
tal-pjastri jkunu siewja hawnhekk. L-istadju tal-hasil jigi ripetut darbtejn ohra ghal total ta’
tliet hasliet.

Tghabbija tal-pjastra
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Wara li I-pjastra tkun mahsula, nehhi t-tubi mill-banjumarija u vvortifikahom bil-galbu. Zid
200 pl minn kull kampjun, mill-istandard, mill-B,, u mit-tubu tal-NSB fil-bwejriet duplikati
tal-pjastra. Ghatti 1-pjastra b’rita adeziva tal-issigillar u halliha tinkuba ghal siegha (1) £°37
°C.

Inkubazzjoni bit-2ni antikorp

F1 tmiem l-inkubazzjoni mill-istadju precedenti, il-pjastra ghandha tinhasel tliet darbiet mill-
¢did, bhalma ntqal hawn fuq. It-2ni Ab dilwit jithejja bit-tahlit ta’ 2,5 pl tat-2ni Ab ma’ 50
ml bafer tal-assagg. Zid 200 ul tat-2ni Ab dilwit f'kull bwejra, issigilla bhalma ntqal aktar
il fug, u inkuba ghal siegha (1) £°37 °C.

Zieda tas-substrat

Wara 1i titlesta 1-inkubazzjoni bit-2ni Ab, ahsel il-pjastra tliet darbiet kif deskritt aktar il
fuq. Imbaghad Zid 100 pl substrat tat-TMB f’kull bwejra. Halli r-reazzjoni tipprocedi ghal
10 minuti, idealment protetta minn dawl gawwi. Waqqaf ir-reazzjoni billi zzid 100 pul ta’
acidu fosforiku 1 M. Dan ibiddel il-kulur minn blu ghal isfar intens. Kejjel 1-assorbanza
450 nm billi tuza apparat li jkejjel il-pjastri.

Tkkalkola I-B/Bo

Naqgqas il-valur medju tal-NSB mill-kejlijiet kollha. 11-B/B, ghal kull kampjun u ghall-
istandard jigi kkalkolat bid-divizjoni tal-valur tal-assorbanza (B) bl-assorbanza medja tal-
kampjun tal-Bo.

Ikseb il-kurva standard u ddetermina l-ammonti mhux maghrufa

Iggenera kurva standard bl-ghajouna ta’ xi softwer tal-grafika bil-kompjuter (ez.,
Slidewrite™ jew Sigma Plot®) li jestrapola I-kwantita mill-B/B, ta’ kampjun fuq il-bazi tal-
B/B, tal-istandards. Tipikament, l-ammont jigi plottjat fuq skala tal-log u l-kurva jkollha
forma sigmojde. Madankollu, jista’ jidher lineari meta tintuza medda ristretta ta’ standards.
Ikkoregi l-ammonti tal-kampjun ghall-fattur ta’ dilwizzjoni u rrapporta bhala VTG mg/ml
tal-plazma.

Determinazzjoni tal-limiti minimi ta’ detezzjoni (MDL)

Spiss, b’mod partikolari f’irgiel normali, mhux se jkun ¢ar kif tirrapporta r-rizultati minn
valuri baxxi. F’dawn il-kazijiet, ghandhom jintuzaw il-“Limiti ta’ kunfidenza” ta’ 95 % biex
Jigi determinat jekk il-valur ghandux jigi rapportat bhala zero jew xi numru ichor. Jekk ir-
rizultat tal-kampjun ikun fi hdan l-intervall ta’ kunfidenza tal-istandard zero (B,), ir-rizultat
ghandu jkun rapportat bhala zero. Il-livell minimu ta’ detezzjoni se jkun l-anqas standard li
jkun konsistentement differenti mill-istandard zero; jigifieri, iz-zewg intervalli ta’
kunfidenza ma jidhlux fxulxin. Ghal kwalunkwe rizultat tal-kampjun li jkun fi hdan il-
limitu ta’ kunfidenza tal-livell minimu ta’ detezzjoni, jew oghla, jigi rapportat il-valur
ikkalkolat. Jekk kampjun jaga’ bejn l-istandard Zero u Il-intervalli tal-livell minimu ta’
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detezzjoni, nofs il-livell minimu ta’ detezzjoni ghandu jigi rapportat ghall-valur ta’ dak il-
kampjun.
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Appendici 7

ANALIZI STATISTIKA

Data

[I-LAGDA jiggenera tliet forom ta’ data li jridu jigu analizzati statistikament: (1) Data
kontinwa kwantitattiva, (2) Data dwar iz-zmien sal-avveniment ghar-rati ta’ zvilupp (Zmien
sal-istadju 62 ta’ NF) u (3) Data ordinali fil-forma ta’ punteggi tas-severita jew tal-istadji
tal-izvilupp mill-evalwazzjonijiet tal-istopatologija. Is-sigra dec¢izjonali tal-analizi statistika
rakkomandata ghal-LAGDA hi murija fil-Figura 1. Barra minn hekk, ¢erti annotazzjonijiet
li jaf ikunu mehtiega biex issir analizi statistika ghall-kejlijiet mil-LAGDA huma indikati
hawn taht. Ghas-sigra decizjonali ta’ analizi, ir-rizultati tal-kejlijiet ghall-mortalita, ghat-
tkabbir (piz u tul) u ghall-indi¢i somatiku tal-fwied (LSI) ghandhom jigu analizzati skont il-
fergha “Punti ta’ tmiem ohra”.

kontinwa

Id-data ghall-punti ta’ tmiem kontinwi l-ewwel ghandha tigi verifikata ghall-monotonicita
bit-trasformazzjoni tal-klassifikazzjoni tad-data, bit-tidhil f'mudell ANOVA u bit-tqabbil
tal-kuntrasti lineari u kwadrati¢i. Jekk id-data tkun monotonika, test ta’ tendenza rigressiva
ta’ Jonckheere-Terpstra ghandu jsir fuq il-medjani tar-repliki u ma ghandha tigi applikata
ebda analizi sussegwenti. Alternattiva ghad-data li normalment tigi distribwita b’varjanzi
omogeni hi t-test ta’ tendenza rigressiva ta’ Williams. Jekk id-data ma tkunx monotonika
(kuntrast kwadratiku jkun sinifikanti u lineari ma jkunx sinifikanti), din ghandha tigi
analizzata bl-uzu ta’ mudell ANOVA b’effetti mhallta. Imbaghad id-data ghandha tigi
vvalutata ghan-normalita (idealment bl-uzu tat-test ta’ Shapiro-Wilk jew ta’ Anderson-
Darling) u ghall-omogenita tal-varjanza (1dealment bl-uzu tat-test ta’ Levene). Iz-zewg
testijiet isiru fuq ir-residwi mill-mudell ANOVA b’effetti mhallta. Jista’ jintuza gudizzju
espert minflok dawn it-testijiet formali ghan-normalitda u ghall-omogenita tal-varjanza,
ghalkemm it-testijiet formali huma ppreferuti. Jekk id-data jkollha distribuzzjoni normali
bil-varjanza omogena, is-suppozizzjonijiet ta” ANOVA b’effett imhallat ikunu ssodisfati u
jigi determinat trattament sinifikanti mit-test ta’ Dunnett. Meta tinstab nonnormalita jew
eterogenita tal-varjanza, is-suppozizzjonijiet tat-test ta’ Dunnett ikunu nkisru u titfittex
transform stabbilizzanti normalizzati tal-varjanza. Jekk ma jinstab ebda transform, effett ta’
trattament sinifikanti jigi determinat b’test ta’ Dunn. Kull meta jkun possibbli, ghandu jsir
test b’denb wiehed ghall-kuntrarju ta’ test b’zewgt idnub, izda jkun hemm bzonn ta’
gudizzju espert biex jigi determinat liem hu xieraq ghal punt ta’ tmiem partikolari.

Mortalita

Id-data dwar 1l-mortalitd ghandha tigi analizzata ghall-perjodu ta’ Zmien li jkopri t-test shih
u ghandha tigi espressa bhala proporzjon li jkun miet fi kwalunkwe tank partikolari.
Imriezeb li ma jlestux il-metamorfozi fil-perjodu ta’ zmien partikolari, dawk l-imriezeb li
jkunu fil-koorta tas-subkampjun tal-larva, dawk iz-zringijiet li jkunu ghadhom ged jikbru li
jinqatlu, u kwalunkwe annimal 1i jmut minhabba errur min-naha tal-esperimentatur
ghandhom jigu trattati bhala data censurata u ma jiddahhlux fid-denominatur tal-kalkolu
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percentwali. Qabel kwalunkwe analizi statistika, il-proporzjonijiet tal-mortalita ghandhom
jigu trasformati bl-gherq kwadrat arcsin. Alternattiva hi li jintuza t-test ta’ tendenza
rigressiva ta’ Cochran-Armitage, possibilment b’aggustament ta’ Rao-Scott fil-prezenza ta’
dispersjoni eccessiva.

Piz u tul (data dwar it-tkabbir)

L-irgiel u n-nisa ma jkunux sesswalment dimorfi¢i matul il-metamorfozi u b’hekk id-data
dwar it-tkabbir tas-subkampjunar tal-larva ghandha tigi analizzata b’mod indipendenti mill-
generu. Madankollu, id-data dwar it-tkabbir tal-annimali zghar 1i jkunu ghadhom ged jikbru
ghandha tigi analizzata b’mod separat fuq il-bazi tas-sess genetiku. Trasformazzjoni tal-log
tista” tkun mehtiega ghal dawn il-punti ta’ tmiem peress li n-normalita tal-log tad-data dwar
1d-dags mhix rari.

Indici somatiku tal-fwied (LSI)

Il-pizijiet tal-fwied ghandhom jigu normalizzati bhala proporzjonijiet tal-pizijiet tal-gisem
shih (jigifieri LSI) u jigu analizzati b’mod separat fuq il-bazi tas-sess genetiku.

Zmien ghall-istadju 62 ta’ NF

Id-data dwar iz-zmien ghall-metamorfosi ghandha tigi trattata bhala data dwar iz-Zmien sa
avveniment, bi kwalunkwe mortalita jew individwu li ma jilhagx l-istadju 62 ta’ NF 770
jum li jigu trattati bhala data right-censored (jigifieri 1-valur veru jkun akbar minn 70 jum
1zda l-istudju jintemm gabel ma I-annimal ikun lahaq l-istadju 62 ta’ NF £70 jum). IZ-Zmien
medja sat-tlestija tal-istadju 62 ta’ NF tal-metamorfosi fil-kontrolli tal-ilma ta’ dilwizzjoni
ghandu jintuza biex tigi determinata d-data ta’ terminazzjoni tat-test. Iz-zmien medjan sat-
tlestija tal-metamorfosi jista’ jigi determinat bi stimaturi tal-limitu tal-prodott ta’ Kaplan-
Meier. Dan il-punt ta’ tmiem ghandu jigi analizzat bl-uzu ta’ mudell tal-periklu
proporzjonali ta’ Cox b’effetti mhallta li jqis l-istruttura tar-repliki tal-istudju.

Id-data dwar l-istopatologija (punteggi tas-severita u stadji tal-izvilupp)

Id-data dwar l-istopatologija tkun fil-forma ta’ punteggi tas-severita jew ta’ stadji tal-
izvilupp. Test imsejjah RSCABS (Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices) juza test ta’
tendenza rigressiva ta’ Cochran-Armitage aggustat skont Rao-Scott f’kull livell ta’ severita
f’rispons tal-istopatologija (Green et al., 2014). L-aggustament ta’ Rao-Scott jinkorpora d-
disinn sperimentali tar-recipjent tar-replika fit-test. Il-proc¢edura “by Slices” tinkorpora 1-
aspettattiva bijologika li s-severita tal-effett ghandha tendenza li tizdied hekk kif jizdiedu d-
dozi jew il-koncentrazzjonijiet, filwaqt li jinzammu l-punteggi tas-suggetti individwali u
tinstab is-severita ta’ kwalunkwe effett misjub. Il-procedura RSCABS ma tiddeterminax
biss liema trattamenti jkunu statistikament differenti mill-kontrolli (jigifieri jkollhom
patologija aktar severa mill-kontrolli), izda tiddetermina wkoll f’liema puntegg tas-severita
ssehh id-differenza u b’hekk tipprovdi kuntest ferm mehtieg ghall-analizi. Fil-kaz tal-ghazla
tal-istadji  tal-izvilupp tal-gonadi u tal-kanali riproduttivi, ghandha tigi applikata
manipolazzjoni addizzjonali ghad-data peress 1i suppozizzjoni tal-RSCABS hi 11 s-severita
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tal-effett tizdied mad-doza. L-effett osservat jista’ jdewwem jew ihaffef l-izvilupp.
Ghaldagstant, id-data dwar l-ghazla tal-istadji tal-izvilupp ghandha tigi analizzata kif
rapportata biex tigi individwata accelerazzjoni fl-izvilupp u mbaghad tigi invertita
manwalment gabel ma ssr it-tieni analizi biex jigi individwat dewmien fl-izvilupp.

Figura 1: Sigra decizjonali tal-analizi statistika ghad-data tal-LAGDA.

Tip ta’ data
Zmien sal- Punti ta’ Suééess fit-test
Istopatologija e o
P gl NF62 tmiem ohra tal-Monotonicita @

RSCABS v

Mudell ta’ ANOVA b’effetti
mhallta bl-uzu ta’ replika fi
hdan it-trattament bhala I-
effett aleatorju u t-
trattament bhala I-effett

) Suppozizzjonijiet tas-
Dunnett’s Iva suctess (normalitaur—p| e —p
Test omogenita)

Jonckeere-Terpstra
fuq il-medjani tar-
repliki
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Appendici 8

KUNSIDERAZZJONIJIET GHAT-TRACCAR U GHALL-MINIMIZZAZZJONI TAL-
OKKORRENZA TA’ SKOLJOZI

Skoljozi idjopatika, li normalment tidher bhala “denb mghawweg” f’imriezeb tal-Xenopus
laevis, tista’ tikkomplika 1-osservazzjonijiet morfologic¢i u tal-imgiba fil-popolazzjonijiet tat-
test. Ghandhom jitwettqu sforzi biex tigi minimizzata jew eliminata l-in¢idenza ta’ skoljozi,
kemm fl-istokk kif ukoll fil-kundizzjonijiet tat-test. Fit-test definittiv, hu rakkomandat 1i 1-
prevalenza ta’ skoljozi moderata u severa tkun anqas minn 10 % biex titjieb il-kunfdenza li
t-test ikun jista’ jindividwa effetti fuq l-izvilupp relatati mat-trattament f’larva tal-anfibji i
mill-bgija jkunu f’sahhithom.

Osservazzjonijiet ta’ kuljum matul it-test definittiv ghandhom jirregistraw kemm l-in¢idenza
(ghadd tal-individwi) kif ukoll is-severita tal-iskoljozi, meta tkun prezenti. In-natura tal-
anormalitd ghandha tigi deskritta fir-rigward tal-post (ez., quddiem jew wara I-bokka) u tad-
direzzjoni tal-kurvatura (ez. latreali jew dorsali ghal ventrali). Is-severita tista’ tigi gradata
kif gej:

(NR) Mhux rimarkabbli: ebda kurvatura prezenti
(1) Minima: kurvatura laterali hafifa wara 1-bokka; tidher biss waqt il-mistrich

(2) Moderata: kurvatura laterali wara 1-bokka; vizibbli 1-hin kollu izda ma tinibixxix il-
moviment

(3) Severa: kurvatura laterali quddiem il-bokka; JEW kwalunkwe kurvatura 11 tinibixxi 1-
moviment; JEW kwalunkwe kurvatura dorsali ghal ventrali

[I-Bord Xjentifiku Konsultattiv tal- US EPA FIFRA (FIFRA SAP 2013) irriezamina data
sommarja ghall-iskoljozi fi hmistax-il Assagg tal-Metamorfosi tal-Anfibji b’ X. laevis (stadju
51 sa 60+ ta’ NF) u pprovda rakkomandazzjonijiet generali ghat-tnaqqis tal-prevalenza ta’
din l-anormalita fil-popolazzjonijiet tat-test. Ir-rakkomandazzjonijiet huma rilevanti ghal-
LAGDA anki jekk dan it-test jinkludi perjodu ta’ Zmien tal-izvilupp itwal.

Prestazzjoni Storika tar-Riproduzzjoni

Generalment, adulti fsahhithom ta’ kwalita gholja ghandhom jintuzaw bhala pari tat-
tghammir; l-eliminazzjoni ta’ pari tat-tghammir 1i jipprodu¢u wlied bl-iskoljozi tista’
timminimizza l-okkorrenza taghha maz-zmien. Specifikament, il-minimizzazzjoni tal-uzu
ta’ stokk tat-tnissil maqgbud fis-selvagg tista’ tkun ta’ benefi¢¢ju. Il-perjodu ta’ esponiment
tal-LAGDA jibda b’embrijuni tal-istadju 8 sa 10 ta’ NF, u mhuwiex fattibbli li jigi
determinat sa mill-bidu tat-test jekk Il-individwi partikolari hux se jesibixxu skoljozi.
B’hekk, minbarra t-traccéar tal-in¢idenza ta’ skoljozi fannimali ttestjati, ghandha tigi
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dokumentata l-prestazzjoni storika tal-klac¢¢ (inkluza l-prevalenza tal-iskoljozi fi kwalunkwe
larva li tithalla tizviluppa). Jista’ jkun siewi li tkompli tigi ssorveljata 1-parti ta’ kull klac¢ li
ma tintuzax fi studju partikolari u li dawn l-osservazzjonijiet jigu rapportati (FIFRA SAP
2013).

Kwalita tal-Ilma

Importanti li tigi zgurata kwalita adegwata tal-ilma, kemm fl-istokk tal-laboratorju kif ukoll
matul it-test. Minbarra 1-kriterji tal-kwalita tal-ilma evalwati bhala rutina ghal testijiet tat-
tossi¢ita akkwatika, jista’ jkun utli li jsiru monitoragg u korrezzjoni ghal kwalunkwe
insuffiéjenza ta’ nutrijenti (ez., insuffi¢jenza ta’ vitamina C, ta’ kal¢ju, ta’ fosfru) jew livelli
eccessivi ta’ selenju u ta’ ram, li huma rapportati li jikkawzaw skoljozi sa gradi varji £ Rana
sp. u fi Xenopus sp. imrobbija fil-laboratorju (Marshall et al. 1980; Leibovitz et al. 1992;
Martinez et al. 1992; kif rapportat fil-FIFRA SAP 2013). L-uzu ta’ regimen xieraq tad-dieta
(ara 1-Appendici 4), u t-tindif regolari tat-tank, ser itejbu b’mod generali I-kwalita tal-ilma u
s-sahha tal-ezemplari tat-test.

Dieta

Rakkomandazzjonijiet specifici ghal regimen djetetiku, 1i nstab li mexxew fil-LAGDA,
huma spjegati fl-Appendi¢i 4. Hu rakkomandat 1i s-sorsi tat-taghlif jigu skrinjati ghal tossini
bijologici, ghal erbi¢idi, u ghal pesti¢idi ohra li huma mahrufa li jikkawzaw skoljozi fX.
laevis jew f’annimali akkwati¢i ohra (Schlenk u Jenkins 2013). Perezempju, I-esponiment
ghal c¢erti inibituri tal-kolinesterazi gie assocjat mal-iskoljozi fil-hut (Schultz ef al. 1985) u
zringijiet (Bacchetta et al. 2008).
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