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CV75: szacowane stezenie Zalacznik — cze$¢ 2/2

B.71 TESTY DZIALANIA UCZULAJACEGO NA SKORE IN VITRO DOTYCZACE
KLUCZOWEGO ZDARZENIA AKTYWACJI KOMOREK DENDRYTYCZNYCH W
MECHANIZMIE WYWOLYWANIA SKUTKOW SZKODLIWYCH W ZAKRESIE
DZIALANIA UCZULAJACEGO NA SKORE

WPROWADZENIE OGOLNE

Metoda badawcza oparta na kluczowym zdarzeniu aktywacji komérek dendrytycznych

1. Substancja dzialajaca uczulajaco na skore oznacza substancje, ktora wywoluje reakcje
alergiczna w nastepstwie kontaktu ze skoéra, zgodnie z definicjg okreslona przez Globalny
Zharmonizowany System Klasyfikacji 1 Oznakowania Chemikaliow ONZ (ONZ GHS) (1)
oraz w rozporzadzeniu Unii Europejskiej (WE) nr 1272/2008 w sprawie klasyfikacji,
oznakowania 1 pakowania substancji 1 mieszanin (CLP)'. Panuje ogo6lna zgoda co do
kluczowych zdarzen biologicznych stanowigcych podstawe dziatania uczulajgcego na
skére. Istniejaca wiedz¢ dotyczaca mechanizmoéw chemicznych 1 biologicznych
powigzanych z dzialaniem uczulajagcym na skor¢ podsumowano w formie mechanizmu
wywoltywania skutkow szkodliwych w ramach programu OECD dotyczacego mechanizmu
wywotywania skutkéw szkodliwych (2), poczawszy od molekularnego zdarzenia
inicjujacego poprzez zdarzenia posrednie az do skutku szkodliwego, tj. alergicznego
kontaktowego zapalenia skory. Na przyktad molekularnym zdarzeniem inicjujacym (tj.
pierwszym kluczowym zdarzeniem) jest wigzanie kowalencyjne substancji elektrofilowych
z centrami nukleofilowymi w biatkach skory. Drugie kluczowe zdarzenie w tym
mechanizmie wywotywania skutkow szkodliwych nastgpuje w keratynocytach i obejmuje
reakcje zapalne oraz zmiany w ekspresji gendéw powigzane ze specyficznymi
mechanizmami sygnalizacji komorkowej, takimi jak mechanizmy zalezne od elementu
odpowiedzi antyoksydacyjnej/elektrofilowej (ARE). Trzecim kluczowym zdarzeniem jest
aktywacja komérek dendrytycznych, na ogél oceniana na podstawie ekspresji
specyficznych markerow powierzchniowych komorki, chemokinow 1 cytokinow.
Czwartym kluczowym zdarzeniem jest aktywacja i proliferacja limfocytow T, ktora jest

! Rozporzagdzenie Parlamentu Europejskiego iRady (WE) nr 1272/2008 zdnia 16 grudnia 2008 1. w sprawie
klasyfikacji, oznakowania i pakowania substancji i mieszanin, zmieniajace iuchylajgce dyrektywy 67/548/EWG
1 1999/45/WE oraz zmieniajace rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006, Dz.U. L 353 z31.12.2008, s. 1.
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oceniana posrednio w ramach testu lokalnych weztow chlonnych przeprowadzonego na
myszach (LLNA) (3).

2. Niniejsza metoda badawcza jest rOwnowazna metodzie opisane] w dotyczacej badan
wytyczne] OECD nr 442E (2017). Opisano w niej testy in vitro, ktére dotycza
mechanizmow opisanych na podstawie kluczowego zdarzenia aktywacjt komoérek
dendrytycznych w mechanizmie wywotywania skutkow szkodliwych w zakresie dziatania
uczulajacego na skore (2). Metoda badawcza uwzglednia badania, ktore nalezy stosowac
do wsparcia rozroznienia substancji dzialajagcych uczulajagco na skore 1 substancji
niewykazujacych takiego dziatania zgodnie z GHS ONZ i rozporzadzeniem CLP.

W niniejszej metodzie badawczej opisano nastgpujace badania:
- badanie aktywacji ludzkich linii komérkowych (h-CLAT);
- badanie aktywacji lini1 komorkowej U937 (U-SENS™)
- test genu reporterowego Interleukiny 8 (test IL-8 Luc).

3. Badania uwzglednione w niniejszej metodzie badawczej 1 odpowiedniej wytycznej OECD
dotyczacej badan moga ro6zni¢ si¢ w zalezno$ci od procedury wykorzystywanej do
generowania danych i odczytow pomiardw, lecz moga by¢ stosowane bez rozréznienia na
potrzeby spelnienia wymogoéw poszczegdlnych panstw w zakresie wynikéw badan nad
kluczowym zdarzeniem aktywacji komorek dendrytycznych w mechanizmie wywolywania
skutkow szkodliwych w zakresie dziatania uczulajacego na skore, przy jednoczesnym
wykorzystaniu wzajemnej akceptacji danych OECD.

Kontekst i zasady badan prowadzonych z wykorzystaniem metody badawczej opartej na
kluczowym zdarzeniu

4. Ocena dziatania uczulajacego na skore obejmuje na og6ét wykorzystanie zwierzat
laboratoryjnych. W przypadku klasycznych metod, w ktorych wykorzystuje si¢ $winki
morskie, tj. testu maksymalizacji na $winkach morskich (Magnussona-Kligmana) (test
GPMT) oraz testu Buehlera (metody badawczej B.6) (4), ocenia si¢ zaréwno faze
indukcyjna, jak 1 fazy wywotania dzialania uczulajgcego na skorg. Przeprowadzany na
myszach test lokalnych weztow chtonnych (LLNA) (metoda badawcza B.42) (3) oraz jego
dwie nieradioaktywne modyfikacje, LLNA: DA (metoda badawcza B.50) (5) i LLNA:
BrdU-ELISA (metoda badawcza B.51) (6), w ramach ktorych ocenia si¢ wylacznie reakcje
indukcyjna, takze zyskaly akceptacje, poniewaz zapewniaja one przewage nad testami
prowadzonymi na §winkach morskich pod wzglgdem dobrostanu zwierzat 1 obicktywnego
pomiaru fazy indukcyjnej dzialania uczulajacego na skorg.
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5. Niedawno przyjeto, oparte na analizie mechanistycznej, metody badawcze in chemico 1 in
vitro dotyczace pierwszego kluczowego zdarzenia (metoda badawcza B.59; bezposrednie
oznaczanie reaktywnos$ci peptydow (7)) 1 drugiego kluczowego zdarzenia (metoda
badawcza B.60; metoda badawcza z wykorzystaniem lucyferazy ARE-Nrf2 (8)) w
mechanizmie wywotywania skutkoéw szkodliwych w zakresie dzialania uczulajgcego na
skore jako metody ulatwiajace ocene zagrozenia dzialaniem uczulajgcym na skore
substancji chemicznych.

6. Badania opisane w niniejszej metodzie badawczej pozwalaja okresli¢ ilo§ciowo zmiang
ekspresji markera powierzchniowego (markeréw powierzchniowych) komorki zwigzanego
z procesem aktywacji monocytéw 1 komodrek dendrytycznych po narazeniu na dzialanie
czynnikow uczulajacych (np. CD54, CD86) albo zmiany ekspresji IL-8 — cytokiny
zwigzanej z aktywacja komorek dendrytycznych. Zgloszono, ze substancje dziatajace
uczulajgco na skore wywotuja ekspresje markerow blony komoérkowej, takich jak CD40,
CD54, CD80, CD83 1 CD86 dodatkowo oprocz indukeji prozapalnych cytokin, takich jak
IL-1B 1 TNF-q, 1 szeregu chemokinéw, takich jak IL-8 (CXCL8) 1 CCL3 (9)(10)(11)(12),
zwigzanych z aktywacja komorek dendrytycznych (2).

7. Poniewaz aktywacja komorek dendrytycznych stanowi jednak tylko jedno kluczowe
zdarzenie inicjujagce mechanizm wywotywania skutkéw szkodliwych w zakresie dziatania
uczulajacego na skore (2)(13), informacje wygenerowane przy uzyciu samych tylko
markerow badan aktywacji komoérek dendrytycznych mogg nie by¢é wystarczajace do tego,
aby stwierdzi¢ wystepowanie lub brak wystepowania potencjalnego dziatania uczulajacego
na skorg substancji chemicznych. Dlatego tez proponuje si¢, aby dane wygenerowane przy
zastosowaniu testow opisanych w niniejszej metodzie badawczej stosowaé do wsparcia
rozréznienia substancji dziatajacych uczulajaco na skore (tj. nalezacych do kategorii 1 wg
GHS ONZ / rozporzadzenia CLP) i substancji niewykazujacych takiego dziatania w
przypadku ich wykorzystania w ramach zintegrowanych podej$¢ do badan i oceny (IATA),
wraz z innymi istotnymi informacjami uzupehiajacymi, np. pochodzacymi z testow in
vitro, odnoszacymi si¢ do innych kluczowych zdarzen inicjujacych mechanizm
wywotywania skutkéw szkodliwych w zakresie dzialania uczulajacego na skorg, jak
rowniez pochodzacymi z metod niebadawczych, w tym danych z podejs¢ przekrojowych z
zastosowaniem analogicznych substancji chemicznych (13). Przyklady wykorzystania
danych wygenerowanych w tych badaniach w ramach zdefiniowanego podejscia, tj.
podejscia ujednoliconego zaréwno pod katem zbioru wykorzystywanych zrédet informacii,
jak i procedury stosowanej w odniesieniu do danych w celu uzyskania prognoz, zostaty
opublikowane (13) i moga zosta¢ wykorzystane jako uzyteczne elementy w ramach IATA.

8. Badan opisanych w niniejszej metodzie badawczej nie mozna stosowaé samodzielnie w
celu dalszego klasyfikowania substancji dzialajacych uczulajgco na skore do podkategorii
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1A 1 1B, zgodnie z GHS ONZ / rozporzadzeniem CLP przez organy realizujace podzial na
te dwie kategorie, ani w celu przewidzenia ich sity dzialania na potrzeby podjecia decyzji
dotyczacych oceny bezpieczenstwa. Jednakze w zaleznosci od ram regulacyjnych do
zaklasyfikowania substancji chemicznej do kategorii 1 wg GHS ONZ / rozporzadzenia
CLP mozna wykorzysta¢ same wyniki dodatnie wygenerowane przy zastosowaniu tych
metod.

Termin ,,badana substancja chemiczna” jest uzywany w niniejszej metodzie badawcze] w
odniesieniu do substancji bedacej przedmiotem badania! i nie jest powigzany z
mozliwos$cia zastosowania badan do badania substancji jednosktadnikowych, substancji
wiclosktadnikowych lub mieszanin. Aktualnie dostgpne sa ograniczone informacje na
temat mozliwo$ci zastosowania badan do substancji wielosktadnikowych / mieszanin
(14)(15). Z technicznego punktu widzenia badania moga jednak mie¢ zastosowanie do
badania zar6wno substancji wielosktadnikowych, jak 1 mieszanin. Przed zastosowaniem
niniejszej metody badawczej z uzyciem mieszaniny w celu zgromadzenia danych na
potrzeby zalozonego celu regulacyjnego nalezy jednak zastanowié¢ si¢ nad tym, czy
zastosowanie niniejszej metody moze doprowadzi¢ do uzyskania wynikéw odpowiednich z
punktu widzenia tego celu, a jezeli tak — dlaczego?®. Przeprowadzenie takiej analizy nie jest
konieczne, jezeli ustanowiono wymog regulacyjny dotyczacy badania danej mieszaniny.
Ponadto podczas badania substancji wielosktadnikowych lub mieszanin nalezy rozwazy¢
mozliwe zakldcenie obserwowanych reakcji przez sktadniki cytotoksyczne.

1 'W czerwcu 2013 r. na posiedzeniu wspolnym OECD uzgodniono, ze — w przypadkach, w ktorych bedzie to

mozliwe — wnowych, zaktualizowanych wytycznych dotyczacych badan nalezy bardziej konsekwentnie
stosowac termin ,,badana substancja chemiczna” w odniesieniu do substancji bedacej przedmiotem badania.

2 To zdanie zaproponowano iuzgodniono podczas posiedzenia grupy roboczej krajowych koordynatoréw
programu wytycznych dotyczacych badan w kwietniu 2014 r.
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Dodatek 1

BADANIE DZIALANIA UCZULAJACEGO NA SKORE IN VITRO: BADANIE
AKTYWACJI LUDZKICH LINIT KOMORKOWYCH (H-CLAT)

ZALOZENIA WSTEPNE 1 OGRANICZENIA

1.

Badanie h-CLAT pozwala okresli¢ ilo§ciowo zmian¢ ekspresji  markerow
powierzchniowych komorek zwigzanych z procesem aktywacji monocytéw i komorek
dendrytycznych (tj. CD86 1 CD54) w ludzkiej biataczkowej linii monocytarnej THP-1 po
narazeniu na dziatanie czynnikdéw uczulajacych (1)(2). Pomiary poziomdéw ekspresji
markerow powierzchniowych komoérek CD86 1 CD54 wykorzystuje si¢ po6zniej do
wsparcia rozroznienia substancji dzialajacych wuczulajaco na skérg 1 substancji
niewykazujacych takiego dziatania.

Badanie h-CLAT oceniono w ramach badania walidacyjnego koordynowanego przez
laboratorium referencyjne Unii Europejskiej ds. metod alternatywnych wobec testow na
zwierzgtach (EURL ECVAM) i pdzniejszej niezaleznej wzajemnej oceny przeprowadzonej
przez Naukowy Komitet Doradczy EURL ECVAM (ESAC). Uwzgledniajac wszystkie
dostepne dowody 1 wkiad ze strony organdéw regulacyjnych i zainteresowanych stron,
EURL ECVAM (3) zalecito stosowanie badania h-CLAT w ramach IATA do wsparcia
rozréznienia substancji dziatajacych uczulajagco 1 substancji niewykazujacych takiego
dziatania na potrzeby klasyfikacji 1 oznakowania pod wzglgdem zagrozen. Przyklady
wykorzystania danych z badania h-CLAT w potaczeniu z innymi informacjami sa opisane
w literaturze (4)(5)(6)(7)(8)(9)(10)(11).

. Udowodniono, ze badanie h-CLAT mozna przeprowadza¢ réwniez w laboratoriach

posiadajacych do$wiadczenie w zakresie technik zwigzanych z kulturg komoérkowa i
analizg przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Poziom odtwarzalno$ci prognoz, ktorego
mozna oczekiwaé od tego badania, ma wartos¢ rzedu 80 % wewnatrz laboratoriow 1
pomi¢dzy nimi (3)(12). Wyniki uzyskane w badaniu walidacyjnym (13) 1 innych
opublikowanych badaniach (14) ogoélnie wskazujg na to, ze — w poréwnaniu z wynikami
LLNA - dokladno$¢ rozrézniania substancji dziatajacych uczulajaco na skore (tj.
nalezacych do kategorii 1 wg GHS ONZ / rozporzadzenia CLP) 1 substancji
niewykazujacych takiego dziatania wynosi 85 % (N = 142) przy czuloéci na poziomie
93 % (94/101) oraz swoistosci na poziomie 66 % (27/41) (na podstawie ponownej analizy
wykonanej przez EURL ECVAM (12) przy uwzglednieniu wszystkich istniejacych
danych, ale nie uwzgledniajgc ujemnych wynikéw substancji chemicznych, ktérych log
Kow wynosi powyzej 3,5 zgodnie z opisem z pkt 4). Prawdopodobienstwo wystapienia
prognoz fatszywie ujemnych przy zastosowaniu metody h-CLAT jest wicksze w
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przypadku substancji chemicznych wykazujacych niska lub srednig sitg dziatania
uczulajacego na skore (tj. nalezacych do podkategorii 1B wg GHS ONZ / rozporzadzenia
CLP) niz w przypadku substancji wykazujacych wysoka sit¢ dziatania uczulajacego na
skore (tj. nalezacych do podkategorii 1A wg GHS ONZ / rozporzadzenia CLP) (4)(13)(15).
Wszystkie te informacje tacznie wskazuja na uzyteczno$¢ metody h-CLAT w
identyfikowaniu zagrozen zwiazanych z dziataniem uczulajacym na skore. Przedstawione
tutaj warto$ci dokladnosci h-CLAT jako samodzielnego badania sg jednak wylacznie
orientacyjne, poniewaz badanie to nalezy rozpatrywa¢ w polaczeniu z innymi zrodtami
informacji w kontek$cie IATA i zgodnie z przepisami pkt 7 1 8 wprowadzenia ogdlnego.
Co wigcej, przy ocenie metod niewymagajacych wykorzystania zwierzat pod katem
dziatania uczulajacego na skore nalezy pamieta¢, ze LLNA, jak rowniez inne badania
przeprowadzane na zwierz¢tach, moga nie w pelni odzwierciedlaé sytuacj¢ w odniesieniu
do ludzi.

. Na podstawie obecnie dostepnych danych wykazano, ze metoda h-CLAT ma zastosowanie
do badanych substancji chemicznych obejmujacych szereg organicznych grup
funkcyjnych, mechanizméw reagowania, sit dzialania uczulajacego na skore (jak okreslono
w badaniach in vivo) oraz wlasciwosci fizykochemicznych (3)(14)(15). Metoda h-CLAT
ma zastosowanie do badanych substancji chemicznych, ktore sg rozpuszczalne lub tworza
stabilna dyspersje (tj. koloid lub zawiesing, w ktorych badana substancja chemiczna nie
osadza si¢ ani nie oddziela od rozpuszczalnika/nosnika w rézne fazy) w odpowiednim
rozpuszczalniku/nosniku (zob. pkt 14). Badane substancje chemiczne o log Kow powyzej
3,5 majg tendencje¢ do generowania wynikéw falszywie ujemnych (14). Dlatego nie
powinno si¢ uwzglednia¢ wynikow ujemnych badanych substancji chemicznych, ktérych
log Kow jest wyzszy od 3,5. Wyniki dodatnie badanych substancji chemicznych, ktorych
log Kow jest wyzszy od 3,5, mozna jednak dalej wykorzystywac¢ do wsparcia identyfikacji
badanej substancji chemicznej jako substancji dziatajacej uczulajaco na skoére. Ponadto z
powodu ograniczonej wydolno$ci metabolicznej zastosowanych linii komoérkowych (16)
oraz warunkéw doswiadczalnych prohapteny (tj. substancje wymagajace aktywacji
enzymatyczne] np. przez enzymy P450) oraz prehapteny (tj. substancje aktywowane przez
utlenianie), w szczegdlnosci te o niskim tempie utleniania, réwniez moga dawaé wyniki
ujemne w h-CLAT (15). Fluorescencyjne badane substancje chemiczne mozna oceni¢ za
pomocag badania h-CLAT (17), jednak badane substancje chemiczne o wysokiej
fluorescencji emitujace fale tej samej dlugosci co izotiocyjanian fluoresceiny (FITC) lub
jodek propidyny beda zakltdcaé detekcje przy uzyciu cytometrii przeplywowej, co
uniemozliwia ich prawidlowg ocen¢ z wykorzystaniem przeciwcial skoniugowanych z
FITC lub jodku propidyny. W takim przypadku mozna uzy¢ odpowiednio innych
przeciwcial znakowanych fluorochromem lub innych markeréw cytotoksycznoscei, o ile
mozna wykazaé, ze pozwalajg one uzyska¢ wyniki podobne do wynikéw otrzymywanych
w przypadku przeciwcial znakowanych FITC (zob. pkt24) lub jodku propidyny (zob.
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pkt 18), np. poprzez badanie substancji stuzgcych do wykazania biegto$ci wymienionych w
dodatku 1-2. W $wietle powyzszego wyniki ujemne nalezy interpretowaé w kontekscie
zdefiniowanych ograniczen i w potaczeniu z innymi zrdédtami informacji w ramach IATA.
W przypadkach, w ktérych mozna przedstawi¢ dowody na brak mozliwosci zastosowania
metody h-CLAT w odniesieniu do innych konkretnych kategorii badanych substancji
chemicznych, nie nalezy jej stosowa¢ w odniesieniu do tych konkretnych kategorii.

5. Jak opisano powyzej, metoda h-CLAT wspiera rozréznienie substancji dzialajacych
uczulajagco na skore i substancji niewykazujacych takiego dziatania. Moze ona jednak
réwniez potencjalnie wptyna¢ na oceng sity dzialania uczulajacego (4)(5)(9), gdy stosuje
si¢ ja w ramach podej$¢ zintegrowanych takich jak IATA. Wymagane jest jednak
przeprowadzenie dalszych prac, najlepiej na podstawie danych dotyczacych ludzi, aby
ustali¢, w jaki sposob wyniki badania h-CLAT mogg potencjalnie wptyna¢ na oceng sity
dziatania.

6. Definicje znajdujg si¢ w dodatku 1.1.

ZASADA BADANIA

7. Metoda h-CLAT jest testem in vitro, ktory pozwala okresli¢ ilo§ciowo zmiany ekspresji
markera powierzchniowego komorki (tj. CD86 1 CD54) w ludzkiej linii komérkowe)
biataczki monocytarnej, tj. komérkach THP-1, po 24 godzinach narazenia na dzialanie
badanej substancji chemicznej. Te czasteczki powierzchniowe sa typowymi markerami
aktywacji monocytarnej THP-1 1 moga imitowaé aktywacj¢ komorek dendrytycznych,
ktora odgrywa kluczowa role w uczulaniu limfocytow T. Zmiany ekspresji markera
powierzchniowego mierzy si¢ za pomoca cytometrii przeptywowe] po wybarwieniu
komorek przeciwciatami znakowanymi fluorochromem. Jednocze$nie przeprowadza si¢
roOwniez pomiar cytotoksyczno$ci, aby ocenié, czy podwyzszona ekspresja markera
powierzchniowego zachodzi przy stezeniach nizszych niz stezenia cytotoksyczne.
Wzgledna intensywno$¢ fluorescencji markeréw powierzchniowych w poréwnaniu z
kontrola z rozpuszczalnikiem/no$nikiem wylicza si¢ 1 wykorzystuyje w modelu
prognozowania (zob. pkt26), aby wesprze¢ rozréznienie substancji dziatajacych
uczulajaco 1 substancji niewykazujacych takiego dziatania.

WYKAZANIE BIEGLOSCI

8. Przed przystapieniem do rutynowego stosowania badania opisanego w niniejszym dodatku
do metody badawczej B.71 laboratoria powinny wykaza¢ swoja bieglo$¢ techniczng z
zastosowaniem dziesigciu substancji stuzacych do wykazania bieglo$ci wymienionych w
dodatku 1.2. Ponadto uzytkownicy badania powinni prowadzi¢ baz¢ danych historycznych
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wygenerowanych podczas kontroli reaktywnos$ci (zob. pkt 11) oraz kontroli dodatnich 1
kontroli z rozpuszczalnikiem/no$nikiem (zob. pkt 20-22), a takze wykorzystywa¢ te dane
do potwierdzenia zachowania odtwarzalno$ci badania w swoim laboratorium w miarg
uptywu czasu.

PROCEDURA

9.

Podstawe niniejszego badania stanowi protokét nr 158 bazy danych na temat metod
alternatywnych wobec testow na zwierz¢tach (DB-ALM) dotyczacy h-CLAT (18), ktory
reprezentuje protokét wykorzystany w badaniu walidacyjnym koordynowanym przez
EURL ECVAM. Zaleca sig, aby ten protokdt byt stosowany przy wdrazaniu i stosowaniu
metody h-CLAT w laboratorium. Ponizej opisano gtowne elementy i procedury metody h-
CLAT, ktore skladaja si¢ z dwoch krokow: testu ustalajgcego dawke 1 pomiaru ekspresji
CD86/CD54.

Przygotowanie komorek

10. Do badania metoda h-CLAT nalezy wykorzysta¢ ludzka bialaczkowsq linie¢ monocytarng

11.

THP-1. Zaleca si¢ pozyskiwanie komorek (TIB-202™) z banku komoérek posiadajacego
niezbedne uprawnienia, takiego jak np. zbidr kultur typu amerykanskiego.

Komoérki THP-1 hoduje si¢ w temperaturze 37 °C, w obecnosci 5 % COz 1 w wilgotnym
srodowisku, w podtozu RPMI-1640 z dodatkiem 10 % bydlecej surowicy ptodowej, 0,05
mM 2-merkaptoetanolu, 100 jednostek/ml penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny. Mozna
zrezygnowaé z uzycia penicyliny i streptomycyny w podtozu. W takim przypadku
uzytkownicy powinni jednak zweryfikowaé, czy brak antybiotyku w podlozu nie bedzie
miat wptywu na wyniki, np. poprzez badanie substancji stuzgcych do wykazania biegtosci
wymienionych w dodatku 1.2. W kazdym przypadku, aby zminimalizowaé ryzyko
zanieczyszczenia, nalezy przestrzega¢ dobrych praktyk w zakresie kultury komdrkowe;,
niezaleznie od tego, czy w podiozu do hodowli kultury komoérkowej znajduja sie
antybiotyki, czy tez nie. Komorki THP-1 wysiewa sie regularnie co 2-3 dni w gestosci
0d 0,1 do 0,2 x 10° komoérek/ml. Powinny one byé utrzymywane w gestosci od 0,1 do 1,0
x 10° komérek/ml. Przed wykorzystaniem komorek do badan nalezy je zakwalifikowad,
przeprowadzajac kontrole reaktywnosci. Kontrole reaktywnos$ci komorek nalezy
przeprowadzi¢, wykorzystujac do tego celu kontrole dodatnie, tj. 2,4-dinitrochlorobenzen
(DNCB) (nr CAS 97-00-7, czystos¢ > 99 %) i siarczan niklu (NiSO4) (nr CAS 10101-97-0,
czystos¢ > 99 %), oraz kontrole ujemna, tj. kwas mlekowy (nr CAS 50-21-5, czysto§¢ >
85 %), dwa tygodnie po rozmrozeniu. Zaréwno 2,4-dinitrochlorobenzen, jak 1 NiSOg4
powinny wywolaé reakcje dodatnia markera powierzchniowego komorki CD86, jak
rowniez CD54, a kwas mlekowy powinien wywota¢ reakcj¢ ujemng markera
powierzchniowego komorki CD86, jak réwniez CD54. W tesScie nalezy wykorzystaé
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wylacznie te komorki, ktore pomyslnie przeszty kontrole reaktywnosci. Komorki mozna
rozmnaza¢ do dwoch miesigcy po rozmrozeniu. Liczba pasazy nie powinna przekraczad
30. Kontrolg reaktywnos$ci nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z procedurami opisanymi w
pkt 20-24.

12. Komérki THP-1 wysiewa sie do badan w gestoéci 0,1 x 10° komérek/ml albo 0,2 x 10°
komorek/ml i dokonuje ich wstegpnej hodowli w kolbach z kulturami przez odpowiednio 72
godziny lub 48 godzin. Wazne jest, aby zaggszczenie komorek w kolbie z kulturami tuz po
okresie hodowli wstepnej bylo jak najbardziej spojne w kazdym z doswiadczen (stosujac
jeden z dwodch wyzej wymienionych warunkéw wstepnej hodowli kultur), poniewaz
zageszezenie komorek w kolbie z kulturami tuz po okresie hodowli wstgpnej mogloby
wptyna¢ na ekspresje CD86/CD54 wywotang przez alergeny (19). W dniu badania
komorki pobrane z kolby z kulturami zawiesza si¢ ponownie w $§wiezym poditozu w
gestoéci 2 x 10° komérek/ml. Nastepnie komoérki umieszcza sie w dotkach 24-dotkowe;j
ptytki ptaskodennej po 500 ul (1 x 10° komoérek/dotek) lub w dotkach 96-dotkowej plytki
ptaskodennej po 80 pl (1,6 x 10° komérek/dotek).

Test ustalajacy dawke

13. Test ustalajgcy dawke przeprowadza sig, aby okreslic CV75, czyli stezenie badanej
substancji chemicznej, dzigki ktoéremu zywotno$¢ komorek (CV) wynosi 75% w
poréwnaniu z kontrola z rozpuszczalnikiem/nosnikiem. Wartos¢ CV75 wykorzystuje si¢
do okreslenia stezenia badanych substancji chemicznych dla pomiaru ekspres;ji
CD86/CD54 (zob. pkt 20-24).

Przygotowanie badanych substancji chemicznych i substancji kontrolnych

14. Badane substancje chemiczne oraz substancje kontrolne przygotowuje si¢ w dniu badania.
W metodzie h-CLAT badane substancje chemiczne sg rozpuszczane lub tworza stabilne
dyspersje (zob. réwniez pkt4) w soli fizjologicznej lub podlozu (pierwsze warianty
rozpuszczalnika/nos$nika) lub w sulfotlenku dimetylu (DMSO, czysto$¢ > 99 %) (drugi
wariant rozpuszczalnika/no$nika), jezeli badana substancja chemiczna nie jest
rozpuszczalna lub nie tworzy stabilnej dyspersji w dwoch rozpuszczalnikach/no$nikach
wymienionych jako pierwsze, do stezen konicowych wynoszacych 100 mg/ml (soli
fizjologicznej lub podioza) lub 500 mg/ml (sulfotlenku dimetylu). Dopuszcza si¢
mozliwo$¢ stosowania innych rozpuszczalnikéw/nosnikéw niz te opisane powyzej pod
warunkiem przedstawienia wystarczajacego uzasadnienia naukowego. Nalezy uwzglednié
stabilno$¢ badanej substancji chemicznej w koncowym rozpuszczalniku/no$niku.

15. Na poczatku przygotowuje si¢ roztwory podstawowe badanych substancji chemicznych o
stezeniach wynoszacych 100 mg/ml (w soli fizjologicznej lub podtozu) lub 500 mg/ml (w
sulfotlenku dimetylu), a nastgpnie rozciencza zgodnie z nast¢pujacymi krokami:
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- jezeli rozpuszczalnikiem/nosnikiem jest sol fizjologiczna lub podloze: przygotowuje si¢
osiem roztworéw podstawowych (osiem stezen) przez dwukrotne rozcienczenie w
postgpie geometrycznym przy uzyciu odpowiedniego rozpuszczalnika/nosnika. Nastepnie
otrzymane roztwory podstawowe rozciencza si¢ 50-krotnie w podtozu (roztwory robocze).
W przypadku gdy najwyzsze stgzenie koncowe na ptytce wynoszace 1 000 pg/ml nie jest
toksyczne, najwyzsze st¢zenie nalezy wyznaczy¢ ponownie poprzez przeprowadzenie
nowego badania cytotoksycznos$ci. Koncowe stezenie na ptytce nie powinno przekracza¢ 5
000 pg/ml dla badanych substancji chemicznych, ktoére zostaly rozpuszczone w soli
fizjologicznej lub podtozu lub utworzyly w nich stabilng dyspersje;

- jezeli rozpuszczalnikiem/nosnikiem jest sulfotlenek dimetylu: przygotowuje si¢ osiem
roztworéw podstawowych (osiem stezen) przez dwukrotne rozcienczenie w postepie
geometrycznym przy uzyciu odpowiedniego rozpuszczalnika/no$nika. Nastepnie
otrzymane roztwory podstawowe rozciencza si¢ 250-krotnic w podlozu (roztwory
robocze). Koncowe stezenie na plytce nie powinno przekraczaé 1 000 pg/ml, nawet jezeli
stezenie to nie jest toksyczne.

Roztwory robocze ostatecznie wykorzystuje si¢ do narazenia na dzialanie substancji
chemicznej poprzez dodanie do zawiesiny komdrkowej THP-1 na plytce (zob. réwniez
pkt 17) roztworu roboczego w objetosci rownej objetosci tej zawiesiny, aby osiggnac
dodatkowe dwukrotne rozcienczenie (zazwyczaj koncowy zakres stezen na plytce wynosi
7,81-1 000 pg/ml).

16. W ramach kontroli z rozpuszczalnikiem/no$nikiem w metodzie h-CLAT stosuje sig
podloze (w przypadku badanych substancji chemicznych rozpuszczonych w podiozu albo
soli fizjologicznej lub tworzacych w nich stabilng dyspersje (zob. pkt 4)) lub w sulfotlenek
dimetylu (w przypadku badanych substancji chemicznych rozpuszczonych w sulfotlenku
dimetylu lub tworzacych w nim stabilng dyspersje) badane w pojedynczym stezeniu
koncowym na ptytce wynoszacym 0,2 %. Podlega takiemu samemu rozcienczeniu jakie
opisano dla roztworow roboczych w pkt 15.

Podawanie badanych substancji chemicznych i substancji kontrolnych

17. Podloze lub roztwory robocze opisane w pkt 15 1 16 miesza si¢ w stosunku 1:1 (obj.) z
zawiesinami komoérkowymi przygotowanymi w 24-dotkowej lub 96-dotkowej plytce
ptaskodennej (zob. pkt 12). Ptytki poddane powyzszym procesom nast¢pnie inkubuje si¢
przez 24 + 0,5 godziny w temperaturze 37 °C w obecnosci 5 % COs. Nalezy dotozy¢
staraf, aby nie dopusci¢ do odparowania lotnych badanych substancji chemicznych i aby
zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu miedzy dotkami przez badane substancje
chemiczne, np. szczelnie zaklejajac plytke przed rozpocz¢ciem inkubacji  z
wykorzystaniem badanych substancji chemicznych (20).
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Barwienie jodkiem propidyny

18. Po uptywie 24 godzin +0,5 godziny narazenia komodrki przenosi si¢ do probowki i zbiera
poprzez odwirowanie. Supernatanty odrzuca si¢, a pozostate komodrki zawiesza si¢
ponownie w 200 pl (w przypadku ptytki 96-dotkowej) lub 600 nl (w przypadku plytki 24-
dotkowej) roztworu chlorku sodu buforowanego fosforanami zawierajacego 0,1 %
albuminy surowicy bydlecej (roztwor buforowy do wybarwiania). 200 pl zawiesiny
komorkowe] przenosi si¢ do dotkoéw 96-dotkowej plytki okraglodennej (w przypadku
ptytki 96-dotkowej) lub probowki Eppendorfa (w przypadku plytki 24-dotkowej) i
dwukrotnie przemywa si¢ w 200 pl (w przypadku plytki 96-dotkowej) lub 600 pl (w
przypadku ptytki 24-dotkowej) roztworu buforowego do wybarwiania. Pozniej komorki
zawiesza si¢ ponownie w roztworze buforowym do wybarwiania (np. w 400 pl) i dodaje
roztwor jodku propidyny (np. 20 pl) (przyktadowe stezenie koficowe jodku propidyny
wynosi 0,625 pg/ml). Mozna wykorzysta¢ inne markery cytotoksyczno$ci, takie jak 7-
aminoaktynomycyna D (7-AAD), biekit trypanu lub innego rodzaju markery, jezeli mozna
wykazaé, ze alternatywne barwniki pozwalaja uzyska¢ wyniki podobne do wynikow
otrzymywanych w przypadku wykorzystania jodku propidyny, np. poprzez badanie
substancji stuzacych do wykazania biegtosci wymienionych w dodatku 1.2.

Pomiar cytotoksycznosci z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej i oszacowanie wartosci CV75
19. Wchianianie jodku propidyny analizuje si¢ za pomocg cytometrii przeptywowej z kanalem
akwizycji FL-3. Lacznie pozyskuje si¢ 10 000 zywych komorek (nieoznaczonych jodkiem
propidyny). Zywotno$é komoérek mozna obliczyé za pomoca ponizszego rdéwnania,
korzystajac z programu do analizy cytometrycznej. Przy niskiej Zzywotnosci komorek
nalezy pozyska¢ do 30 000 komorek, wsrdd ktérych znajdujg sie martwe komorki.
Ewentualnie dane mozna pozyskaé w ciggu jednej minuty od rozpoczecia analizy.

Number of living cells

X 100

Cell viability = Total Number of aquired cells

Warto$§¢ CV75 (zob. pkt 13), tj. stezenie wykazujace przezywalno$¢ komoérek THP-1 na
poziomie 75 % (cytotoksyczno$¢ na poziomie 25 %), oblicza si¢ metodg interpolacji
logarytmiczno-liniowej za pomoca nastepujacego roéwnania:

(75—c)xLog(b)—(75—a)xLog(d)
a—c

Log CV75 =

gdzie:
a oznacza minimalng warto$¢ zywotnos$ci komorek powyzej 75 %;
¢ oznacza maksymalng warto$¢ zywotnosci komdrek ponizej 75 %;

b i d oznaczajg stezenia, przy ktorych warto$¢ zywotnosci komoérek wynosi odpowiednio a
ic.
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Do okreslania CV75 mozna stosowa¢ inne podej$cia pod warunkiem wykazania braku
wplywu na wyniki (np. poprzez badanie substancji stuzacych do wykazania bieglosci).

Pomiar ekspresji CD86/CD54

Przygotowanie badanych substancji chemicznych i substancji kontrolnych
20. Odpowiedni rozpuszczalnik/nosnik (sél fizjologiczna, podloze lub sulfotlenek dimetylu;
zob. pkt14) jest uzywany do rozpuszczania badanych substancji chemicznych lub
tworzenia ich stabilnych zawiesin. Badane substancje chemiczne najpierw rozciencza si¢
do stezenia odpowiadajacego 100-krotnosci (w przypadku soli fizjologicznej lub podtoza)
lub 500-krotnosci (w przypadku sulfotlenku dimetylu) 1,2 X CV75 okreslonego w tescie
ustalajgcym dawke (zob. pkt 19). Jezeli nie mozna okresli¢ wartosci CV75 (4j. jezeli w
tescie ustalajgcym dawke nie mozna zaobserwowac¢ wystarczajgcej cytotoksycznosci), jako
stezenia poczatkowego nalezy uzy¢ najwyzszego rozpuszczalnego stezenia lub stezenia
stabilnej zawiesiny badanej substancji chemicznej przygotowanej z uzyciem kazdego
rozpuszczalnika/nosnika. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze koncowe stezenie na plytce nie
powinno przekracza¢ 5 000 pg/ml (w przypadku soli fizjologicznej lub podtoza) lub 1 000
ug/ml (w przypadku sulfotlenku dimetylu). Nastepnie przy pomocy odpowiedniego
rozpuszczalnika/nosnika  sporzadza  si¢ 1,2-krotne  rozciefczenia ~w  postgpie
geometrycznym, aby uzyskac roztwory podstawowe (osiem stezen wynoszacych od 100 x
1,2 x CV75 do 100 x 0,335 x CV75 (w przypadku soli fizjologicznej lub podtoza) lub
od 500 x 1,2 x CV75 do 500 x 0,335 x CV75 (w przypadku sulfotlenku dimetylu)), ktore
zostang poddane badaniu metodg h-CLAT (przyktad schematu dawkowania mozna znalez¢
w protokole DB-ALM nr 158). Nastepnie roztwory podstawowe rozciencza si¢ 50-krotnie
(w przypadku soli fizjologicznej lub podtoza) lub 250-krotnie (w przypadku sulfotlenku
dimetylu) w podlozu (roztwory robocze). Te roztwory robocze ostatecznie wykorzystuje
si¢ do narazenia na dziatanie substancji chemicznej, stosujac dodatkowy koncowy
dwukrotny wspoétczynnik rozcienczenia na plytce. W przypadku gdy wyniki nie spetniaja
opisanych w pkt 29 i1 30 kryteriow dopuszczalnosci dotyczacych zywotno$ci komorek,
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mozna powtdrzy¢ test ustalajgcy dawke, aby wyznaczy¢ doktadniejsza warto§¢ CV75.
Nalezy zauwazy¢, ze do pomiaru ekspresji CD86/CD54 uzyte moga by¢ jedynie phytki 24-
dotkowe.

21. Kontrolg z rozpuszczalnikiem/no$nikiem przygotowuje si¢ w sposob opisany w pkt 16.
2,4-dinitrochlorobenzen jest stosowany jako kontrola dodatnia w metodzie h-CLAT (zob.
pkt 11), w ktoérej roztwory podstawowe przygotowuje sie¢ w sulfotleneku dimetylu i
rozciencza w taki sposob, jak opisano w pkt20 dla roztworéw podstawowych. 2.4-
dinitrochlorobenzen nalezy stosowa¢ jako kontrole dodatnia do pomiaru ekspresji
CD86/CD54 w koncowym, pojedynczym stezeniu na plytce (zwykle 4,0 ng/ml). Aby
uzyska¢ na ptytce stezenie 2,4-dinitrochlorobenzenu wynoszace 4,0 pg/ml, przygotowuje
sie roztwor podstawowy 2,4-dinitrochlorobenzenu w sulfotleneku dimetylu o stezeniu 2
mg/ml, a nastepnie rozciencza si¢ go 250-krotnie w podilozu do roztworu roboczego o
stezeniu 8 pg/ml. Ewentualnie jako stezenie kontroli dodatniej mozna uzy¢ CV75 2,4-
dinitrochlorobenzenu, ktore jest okreslane w kazdej placéwce badawczej. Mozna stosowac
inne odpowiednie kontrole dodatnie, jezeli dostepne sg dane historyczne pozwalajace na
uzyskanie poréwnywalnych kryteriow dopuszczalnosci analizy. W przypadku kontroli
dodatnich koncowe pojedyncze stgzenie na plytce nie powinno przekraczaé 5 000 pg/ml
(w przypadku soli fizjologicznej lub podtoza) lub 1 000 pg/ml (w przypadku sulfotlenku
dimetylu). Kryteria dopuszczalno$ci analizy sa takie same jak kryteria opisane w
odniesieniu do badanej substancji chemicznej (zob. pkt29) z wyjatkiem ostatniego
kryterium dopuszczalnos$ci, poniewaz kontrole dodatniag bada si¢ przy pojedynczym
stezeniu.

Podawanie badanych substancji chemicznych i substancji kontrolnych

22. W odniesieniu do kazdej badanej substancji chemicznej i substancji kontrolnej nalezy
przeprowadzi¢ jedno do$wiadczenie, aby uzyskac prognoze. Kazde doswiadczenie sktada
si¢ co najmniej z dwoch niezaleznych analiz pomiaru ekspresji CD86/CD54 (zob. pkt 26—
28). Kazda z niezaleznych analiz przeprowadza si¢ innego dnia lub tego samego dnia, pod
warunkiem ze na potrzeby kazdej analizy: a) przygotowuje si¢ niezalezne, Swieze roztwory
podstawowe 1 robocze badanej substancji chemicznej oraz roztwory przeciwcial, a takze b)
uzywa si¢ niezaleznie zebranych komoérek (tj. komodrki zbiera si¢ z innych kolb z
kulturami); komoérki moga jednak pochodzi¢ z tego samego pasazu. Badana substancja
chemiczna i substancje kontrolne przygotowane jako roztwory robocze (500 pl) miesza si¢
z 500 pl zawiesiny komorkowej (1 x 10° komérek) w stosunku 1:1, a komérki inkubuje sie
przez 24 £ 0,5 godziny, jak opisano w pkt 20 1 21. W kazdej analizie wystarczajgce bedzie
przeprowadzenie jednej kontrproby w odniesieniu do kazdego stezenia badanej substancji
chemicznej 1 substancji kontrolnej, poniewaz prognoze uzyskuje si¢ z co najmniej dwoch
niezaleznych analiz.
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Wybarwianie komorek i analiza

23. Po uptywie 24 godzin +0,5 godziny narazenia komorki sg przenoszone z plytki 24-
dotkowej do probdwek, zbierane poprzez odwirowanie, a nast¢gpnic dwukrotnie
przemywane w 1 ml roztworu buforowego do wybarwiania (w razie potrzeby mozna
wykona¢ dodatkowe kroki zwigzane z przemywaniem). Po przemyciu komorki blokuje sig
w 600 pl roztworu blokujacego (roztworu buforowego do wybarwiania zawierajacego
0,01 % (w/v) globuliny (ludzka II, III frakcja Cohna; SIGMA, #G2388-10G lub
rownowazna)) i inkubuje w temperaturze 4 °C przez 15 minut. Po zablokowaniu komorki
dzieli si¢ na trzy podwielokrotnosci po 180 pul i umieszcza si¢ je w dotkach 96-dotkowe;j
plytki okragtodennej lub w probowce Eppendorfa.

24.Po odwirowaniu komorki wybarwia si¢ za pomoca 50 ul przeciwcial anty-CD86, anty-
CD54 lub mysich przeciwciat IgGl (izotyp) znakowanych FITC w temperaturze 4 °C
przez 30 minut. Nalezy uzy¢ przeciwcial opisanych w protokole nr 158 DB-ALM
dotyczacym h-CLAT (18), rozcienczajac w stosunku objetosciowym 3:25 (w przypadku
CD86 (BD-PharMingen, #555657; klon: Fun-1)) lub w stosunku objetosciowym 3:50 (w
przypadku CD54 (DAKO, #F7143; klon: 6.5B5) 1 IgG1 (DAKO, #X0927)) w roztworze
buforowym do wybarwiania. Naukowcy opracowujgcy opisywane badanie wskazali
powyzsze wspolczynniki rozcienczenia przeciwciat jako dajace najlepszy stosunek sygnatu
do szumu. Z doswiadczenia naukowcdw opracowujacych badanie wynika, ze intensywno$¢
fluorescencji przeciwcial jest zwykle stata w roznych partiach. Uzytkownicy moga jednak
rozwazy¢ miareczkowanie przeciwcial w warunkach wlasnego laboratorium, aby okresli¢
stezenia, ktore sg najbardziej stosowne dla danego zastosowania. Mozna wykorzysta¢ inne
przeciwciala anty-CD86 lub anty-CD54 znakowane fluorochromem, jezeli mozna
wykaza¢, ze pozwalaja one uzyska¢ wyniki podobne do wynikéw otrzymywanych w
przypadku wykorzystania przeciwcial skoniugowanych z FITC, np. poprzez badanie
substancji stuzacych do wykazania bieglosci wymienionych w dodatku 1.2. Nalezy
zaznaczy¢, ze zmiana klona lub dostawcy przeciwcial opisanych w protokole nr 158 DB-
ALM dotyczacym h-CLAT (18) moze wplyna¢ na wyniki. Po co najmniej dwukrotnym
przemyciu komoérek w 150 pl roztworu buforowego do wybarwiania zawiesza si¢ je
ponownie w roztworze buforowym do wybarwiania (np. w 400 ul) 1 dodaje si¢ roztwor
jodku propidyny (np. 20 ul, aby uzyskaé stezenie koncowe wynoszace 0,625 pg/ml) lub
roztwor innego markera cytotoksycznosci (zob. pkt 18). Poziomy ekspresji CD86 1 CD54
oraz zywotno$¢ komorek analizuje si¢ przy wykorzystaniu cytometrii przeptywowej.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC

Ocena danych
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25. Ekspresj¢ markeréw CD86 1 CD54 analizuje si¢ za pomocg cytometrii przeplywowej z
kanatem pomiarowym FL-1. Na podstawie $redniej geometrycznej intensywnosci
fluorescencji (MFI) oblicza wzgledna intensywnos$¢ fluorescencji (RFI) CD86 1 CD54 w
odniesieniu do komorek kontroli dodatniej 1 komoérek poddanych dzialaniu substancji
chemicznej, korzystajac z ponizszego rOwnania:

RFI = MFI komoérki poddanej dzi i b ji chemi j — MFI komérek z kontroli izotypowych poddanych dziatani; b. ji chemi 2y

MFI komérek kontrolnych poddanych dziataniu rozpuszczalnika/nosnika — MFI komérek z kontroli izotypowych poddanych dziataniu rozpuszczalnia fnos$nika 100

Zywotnoé¢ komérek kontroli izotypowej (ktore barwi sic mysimi przeciwciatami IgG1
(izotyp)) rowniez oblicza si¢ zgodnie z rGwnaniem opisanym w pkt 19.

Model prognozowania

26. Na potrzeby pomtiaru ekspresji CD86/CD54 kazda badang substancje chemiczng poddaje
si¢ badaniu w co najmniej dwoch niezaleznych analizach, aby uzyskaé¢ pojedyncza
prognoz¢ (DODATNIA lub UJEMNA). Prognoz¢ h-CLAT uznaje si¢ za DODATNIA,
jezeli co najmniej jeden z przedstawionych ponizej] warunkéw zostanie spetniony w dwoch
niezaleznych analizach na dwie lub w co najmniej dwoéch niezaleznych analizach na trzy —
w przeciwnym wypadku prognoze h-CLAT uznaje si¢ za UIEMNA (rys. 1):

- wzgledna intensywnos$¢ fluorescencji CD86 jest rowna lub wigksza niz 150 % dla kazdego
badanego stezenia (dla ktorego zywotno$¢ komorek > 50 %);

- wzgledna intensywnos$¢ fluorescencji CD54 jest rowna lub wigksza niz 200 % dla kazdego
badanego stgzenia (dla ktorego zywotnos¢ komorek > 50 %).

27. W zwiazku z powyzszym jezeli obie pierwsze analizy dadzg wynik dodatni dla CD86 lub
obie dadzg wynik dodatni dla CD54, prognoz¢ h-CLAT uwaza si¢ za DODATNIA 1 nie
trzeba przeprowadzaé trzeciej analizy. Analogicznie — jezeli pierwsze dwie analizy dadza
wynik ujemny dla obu markeréw, prognoze h-CLAT uwaza si¢ za UJEMNA (przy
nalezytym uwzglednieniu przepisow pkt 30) bez koniecznosci przeprowadzania trzeciej
analizy. Jezeli jednak wyniki dwéch pierwszych analiz nie sa zbiezne w odniesieniu do co
najmniej jednego markera (CD54 lub CDS86), nalezy przeprowadzi¢ trzecig analizeg, a
prognoza koncowa bedzie oparta na wigkszo$ci wynikoéw z trzech osobnych analiz (tj. 2 z
3). W tym wzgledzie nalezy zaznaczy¢, ze jezeli przeprowadzono dwie niezalezne analizy
1 jedna jest dodatnia tylko w odniesieniu do CD86 (zwana dalej D1), a druga jest dodatnia
tylko w odniesieniu do CD54 (zwana dalej D2), konieczne jest przeprowadzenie trzeciej
analizy. Jezeli trzecia analiza jest uyjemna w odniesieniu do obu markeréw (zwana dalej U),
prognoze h-CLAT uwaza si¢ za UJEMNA. Jezeli jednak trzecia analiza jest dodatnia dla
jednego z markeréw (D1 lub D7) lub dla obu markerow (zwana dalej D12), prognoze h-
CLAT uwaza si¢ za DODATNIA.

Rys. 1: Model prognozowania wykorzystywany w metodzie h-CLAT. Prognozg h-CLAT nalezy
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rozpatrywac w ramach IATA i zgodnie z przepisami pkt 7 i 8§ wprowadzenia ogdlnego.

R
Dwie pierysze Dwie pierwsze
analizy analizy

_7_'

— _—..l._ = — -...l._ A 4
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D12iD1i U
D12iD:zi U
DiiD1iU
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D1: analiza dodatnia tylko w odniesieniu do CD86; D2: analiza dodatnia tylko w odniesieniu do CD54; Di2: analiza
dodatnia w odniesieniu do CD86 1 CD54; U: analiza niedodatnia ani w odniesieniu do CD86, ani w odniesieniu do
CD54.

*W ramkach przedstawiono odpowiednie kombinacje wynikéw dwoch pierwszych analiz niezaleznie od kolejnosci, w
jakiej mozna je uzyskac.

#W ramkach przedstawiono odpowiednie kombinacje wynikow trzech analiz, na podstawie wynikow uzyskanych w

dwoch pierwszych analizach, przedstawionych w ramce powyzej, nie odzwierciedlajac jednak kolejnosci, w jakiej
mozna je uzyskac.

28. W odniesieniu do badanych substancji chemicznych, w przypadku ktoérych przewiduje si¢
wynik DODATNI wzgledem h-CLAT, opcjonalnie mozna okres$li¢ dwie warto$ci stezenia
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efektywnego (EC), EC150 dla CD86 1 EC200 dla CD54, tj. stezenia, przy ktorym badane
substancje chemiczne indukujg wzgledna intensywnos¢ fluorescencji wynoszaca 150
lub 200. Te warto$ci stezenia efektywnego moga potencjalnie wpltynaé na oceng sity
dziatania uczulajacego (9), gdy stosuje si¢ je w kontekScie podej$¢ zintegrowanych takich
jak IATA (4)(5)(6)(7)(8). Mozna je obliczy¢, korzystajac z ponizszych rownan:

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

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

gdzie:
Aconc 0znacza najnizsze stgzenie wyrazone w pg/ml przy RFI >150 (CD86) lub 200 (CD54),

Beone Oznacza najwyzsze stezenie wyrazone w pg/ml przy RFI <150 (CD86) lub 200
(CD54),

Arrr oznacza wzgledng intensywnos¢ fluorescencji dla najnizszego stezenia przy RFI >150
(CD86) lub 200 (CD54),

Brrroznacza wzgledna intensywnos$¢ fluorescencji dla najwyzszego stezenia przy RFI <150
(CD86) lub 200 (CD54).

Aby uzyska¢ doktadniejsze wartosci EC150 1 EC200, konieczne moze by¢ przeprowadzenie
trzech niezaleznych analiz dotyczacych pomiaru ekspresji CD86/CD54. Nastepnie
ostateczne warto$ci EC150 oraz EC200 okresla si¢ jako warto§¢ mediany EC wyliczanych
na podstawie trzech niezaleznych analiz. W przypadku gdy tylko dwie z trzech niezaleznych
analiz spelniaja kryteria uznania za wyniki dodatnie (zob. pkt 26-27), przyjmuje si¢ wyzsza
z wyliczonych wartosci EC150 lub EC200.

Kryteria dopuszczalnosci

29.

Podczas stosowania metody h-CLAT (22)(27) spetnione musza zosta¢ nastepujace kryteria
dopuszczalnosci:

zywotno$¢ komoérek w podlozu oraz kontrolach z rozpuszczalnikiem/no$nikiem powinna
by¢ wyzsza niz 90 %;

w przypadku kontroli z rozpuszczalnikiem/no$nikiem wartosci RFI zarowno w
odniesieniu do CD86, jak i CD54 nie powinny przekraczaé kryteriow uzyskania wyniku
dodatniego (CD86 — RFI 2150 % 1 CD54 — RFI >200 %). Wartosci RFI kontroli z
nosnikiem/rozpuszczalnikiem oblicza sig, korzystajac ze wzoru przedstawionego w pkt 25
(,,MFT substancji chemicznej” nalezy zastapi¢ ,,MFI no$nika/rozpuszczalnika”, a ,,MFI
nos$nika/rozpuszczalnika” nalezy zastapi¢ ,,MFI kontroli (podtoza)”);

stosunek MFI zar6wno CDS86, jak 1 CD54 do kontroli izotypowej zardéwno w podtozu, jak
1 w kontroli z rozpuszczalnikiem/nosnikiem powinien wynosi¢ >105 %;
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- w kontroli dodatniej (DNCB) warto$ci RFI zarowno CD8&6, jak i CD54 powinny spetniaé
kryteria uzyskania wyniku dodatniego (CD86 — RFI >150 % 1 CD54 — RFI >200), a
zywotnos$¢ komoérek powinna by¢ wigksza niz 50 %;

- jezeli chodzi o badang substancj¢ chemiczng, Zywotno§¢ komorek powinna by¢ wyzsza
niz 50 % w przypadku co najmniej czterech stezen badanych w kazdej analizie.

30. Wyniki ujemne dopuszcza si¢ wylacznie w przypadku badanych substancji chemicznych
charakteryzujacych si¢ zywotno$cia komorek nizsza niz 90 % przy najwyzszym badanym
stezeniu (t]. 1,2 x CV75 zgodnie ze schematem dotyczacym serii rozcienczen w postepie
geometrycznym opisanym w pkt 20). Jezeli zywotnos¢ komorek przy stezeniu 1,2 x CV75
réwna si¢ lub przekracza 90 %, wynik ujemny nalezy odrzuci¢. W takim przypadku zaleca
si¢ podjecie proby udoskonalenia dobrania dawki poprzez ponowne okreslenie warto$ci
CV75. Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku stosowania jako maksymalnego st¢zenia badane;j
substancji chemicznej st¢zenia 5 000 ug/ml w soli fizjologicznej (lub podtozu, lub innych
rozpuszczalnikach/nos$nikach), stezenia 1 000 pg/ml w sulfotlenku dimetylu lub
najwyzszego stezenia rozpuszczalnego, wynik ujemny dopuszcza si¢ nawet wowczas, gdy
zywotno$¢ komorek przekracza 90 %.

Sprawozdanie z badania

31. Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nast¢pujgce informacje:

Badana substancja chemiczna

Substancja jednosktadnikowa

- dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) IUPAC lub CAS,
numer(-y) CAS, kod SMILES lub InChl, wzor strukturalny lub inne identyfikatory;

- wyglad fizyczny, log Kow, rozpuszczalno$¢ w wodzie, rozpuszczalnos¢ w sulfotlenku
dimetylu, masa czasteczkowa i1 dodatkowe istotne wlasciwosci fizykochemiczne, w
dostgpnym zakresie;

- czysto$¢, nazwa chemiczna zanieczyszczen w stosownych przypadkach 1 jesli jest to
praktycznie wykonalne itp.;

- postgpowanie z dang substancjg przed rozpoczg¢ciem badan, w stosownych przypadkach
(np. podgrzewanie, mielenie);

- badane stezenie(-a);
- warunki przechowywania 1 stabilno$¢, w dostgpnym zakresie;

- uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika/no$nika w odniesieniu do kazdej badanej substancji
chemiczne;.
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Substancja wielosktadnikowa, UVCB i mieszanina

opisana w miar¢ mozliwosci np. poprzez podanie nazwy chemicznej (zob. powyzej),
czystosci, przedstawienie informacji dotyczacych wystepowania iloSciowego oraz
wskazanie istotnych wlasciwosci fizykochemicznych skiadnikéw (zob. powyzej), w
dostgpnym zakresie;

- wyglad fizyczny, rozpuszczalno$§¢ w wodzie, rozpuszczalno$¢ w sulfotlenku dimetylu 1
dodatkowe istotne wtasciwosci fizykochemiczne, w dostgpnym zakresie;

- masa czasteczkowa lub pozorna masa czasteczkowa w przypadku mieszanin lub
polimeréw o znanym sktadzie lub inne informacje istotne dla przebiegu badania;

- postgpowanie z dang substancjg przed rozpoczeciem badan, w stosownych przypadkach
(np. podgrzewanie, mielenie);

- badane stgzenie(-a);
- warunki przechowywania i stabilnos¢, w dostgpnym zakresie;
- uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika/nosnika w odniesieniu do kazdej badanej substancji

chemiczne;.

Kontrole

Kontrola dodatnia

- dane 1identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) IUPAC lub CAS,
numer(-y) CAS, kod SMILES lub InChl, wzor strukturalny lub inne identyfikatory;

- wyglad fizyczny, log Kow, rozpuszczalno$¢ w wodzie, rozpuszczalnos¢ w sulfotlenku
dimetylu, masa czasteczkowa i1 dodatkowe istotne wlasciwosci fizykochemiczne, w
dostepnym zakresie 1 w stosownych przypadkach;

- czysto$¢, nazwa chemiczna zanieczyszczen w stosownych przypadkach i1 jesli jest to
praktycznie wykonalne itp.;

- postgpowanie z dang substancja przed rozpoczeciem badan, w stosownych przypadkach
(np. podgrzewanie, mielenie);

- badane stezenie(-a);
- warunki przechowywania i stabilnos$¢, w dostgpnym zakresie;
- odniesienie do wynikow historycznych kontroli dodatnich wykazujacych odpowiednie

kryteria dopuszczalno$ci analizy, w stosownych przypadkach.

Kontrola ujemna oraz kontrola z rozpuszczalnikiem/no$nikiem
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dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) IUPAC lub CAS,
numer(-y) CAS, kod SMILES lub InChl, wzdr strukturalny lub inne identyfikatory;

czysto$¢, nazwa chemiczna zanieczyszczen w stosownych przypadkach i jesli jest to
praktycznie wykonalne itp.;

wyglad fizyczny, masa czasteczkowa 1 dodatkowe istotne wlasciwos$ci fizykochemiczne w
przypadku stosowania innego rozpuszczalnika/nos$nika kontrolnego niz te opisane w
wytycznej dotyczacej badan, w dostepnym zakresie;

warunki przechowywania i stabilnos$¢, w dostepnym zakresie;

uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika/nosnika w odniesieniu do kazdej badanej substancji
chemiczne;.

Warunki badania

nazwa i adres sponsora i placowki przeprowadzajacej badanie oraz dane kierownika
badan;

opis zastosowanego badania;

zastosowana linia komorkowa, warunki jej przechowywania oraz zrodlto (np. placowka, z
ktorej jg otrzymano);

zastosowana cytometria przeplywowa (np. model), w tym informacje na temat

zastosowanych ustawien przyrzadu, globuliny, przeciwcial i markera cytotoksycznos$ci;

procedura stosowana w celu wykazania bieglosci laboratorium w  zakresie
przeprowadzania badania poprzez badanie substancji stuzgcych do wykazania biegto$ci
lub procedura stosowana do wykazania odtwarzalnosci badania w czasie, np. dane
historyczne dotyczace kontroli lub dane historyczne dotyczace kontroli reaktywnosci.

Kryteria dopuszczalnosci badania

wartosci dotyczace zywotnosci komoérek, MFI oraz RFI uzyskane za pomocg kontroli z
rozpuszczalnikiem/no$nikiem w porownaniu z zakresami dopuszczalnosci;

wartosci dotyczace zywotnosci komorek oraz RFI uzyskane za pomoca kontroli dodatnie;j
w poréwnaniu z zakresami dopuszczalnosci;

zywotno$¢ komorek przy wszystkich badanych stgzeniach badanej substancji chemiczne;.

Procedura badawcza

liczba zastosowanych analiz;

stosowane stezenia badanej substancji chemicznej, procedura podawania badanej
substancji chemicznej i czas narazenia (jezeli sg one inne niz zalecane);
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- czas narazenia na dzialanie substancji chemicznej (jezeli jest inny niz zalecany);
- opis zastosowanych kryteriow oceny i podejmowania decyzji;

- opis wszelkich modyfikacji procedury badawcze;.

Wyniki

- tabelaryczne zestawienie danych, w tym wartosci CV75 (w stosownych przypadkach),
poszczegoOlnych wartosci geometrycznej MFI, RFI i Zzywotnosci komorek, warto$ci
ECI50/EC200 (w stosownych przypadkach), uzyskanych w odniesieniu do badanej
substancji chemicznej oraz kontroli dodatniej w kazdej analizie oraz wskazanie oceny
badanej substancji chemicznej wedtug modelu prognozowania;

- w stosownych przypadkach opis wszelkich innych istotnych obserwacji.

Omowienie wynikow
- omoéwienie wynikow uzyskanych za pomoca metody h-CLAT;

- uwzglednienie wynikéw zastosowania badania w kontekscie IATA, jezeli sg dostepne inne
odpowiednie informacje.

Whioski
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Dodatek 1.1

DEFINICJE

Dokladnosé: stopien zgodno$ci pomiedzy wynikami badania a przyjetymi wartoSciami
odniesienia. Jest to miara efektywnosci badania i jeden z aspektow jej istotnosci. Pojecia
tego czesto uzywa sie zamiennie z pojeciem ,,zgodno$¢” na oznaczenie odsetka
prawidlowych wynikéw uzyskiwanych przy przeprowadzeniu badania (21).

Mechanizm wywolywania skutkéw szkodliwych: sekwencja zdarzen, poczawszy od
struktury chemicznej docelowe] substancji chemicznej lub grupy podobnych substancji
chemicznych poprzez molekularne zdarzenie inicjujace az do pozadanego wyniku in vivo
(22).

Substancja chemiczna: substancja lub mieszanina.

CV75: szacowane stezenie, przy ktorym zywotno§¢ komorek wynosi 75 %.
EC150: stgzenia, przy ktorych wartosci RFI w ekspresji CD86 wynosza 150.
EC200: stezenia, przy ktorych wartosci RFI w ekspresji CD54 wynosza 200.

Cytometria przeplywowa: technika cytometryczna, w ktérej komérki zawieszone w cieczy
przeptywaja jedna po drugiej przez zogniskowana wigzke wzbudzajacego $Swiatla, ktore
rozprasza si¢ wedthug wzorcOw charakterystycznych dla komorek i ich sktadnikéw; komorki
czesto oznacza si¢ znacznikami fluorescencyjnymi, dzigki czemu $wiatto jest najpierw
absorbowane, a nastepnie emitowane w zmienionych czgstotliwosciach.

Zagrozenie: nieodlaczna wlasciwo$¢ czynnika lub sytuacja, ktéra moze potencjalnie
doprowadzi¢ do niekorzystnych skutkéw w przypadku narazenia organizmu, systemu lub
(sub)populacji na taki czynnik.

IATA (zintegrowane podejScie do badan i oceny): usystematyzowane podejScie
stosowane w odniesieniu do identyfikacji zagrozen (potencjal), charakterystyki zagrozen
(sita oddzialywania) lub oceny bezpieczenstwa (potencjal / sila oddziatywania oraz
narazenie) substancji chemicznej lub grupy substancji chemicznych; w ramach tego
podejscia w sposob strategiczny integruje si¢ 1 wazy wszystkie istotne dane, ktore moga
wptyngé na podjecie decyzji regulacyjnej dotyczacej potencjalnego zagrozenia, ryzyka lub
koniecznosci podjecia dalszych ukierunkowanych, a przez to minimalnych badan.

Kontrola podloza: kontrpréba niepoddana dzialaniu badanej substancji chemicznej
zawierajgca wszystkie skladniki ukladu badawczego. Probka ta jest przetwarzana razem z
probkami poddanymi dzialaniu badanej substancji chemicznej oraz z innymi prébkami
kontrolnymi w celu okre$lenia, czy rozpuszczalnik/no$nik wchodzi w reakcj¢ z uktadem
badawczym.
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Mieszanina: mieszanina lub roztwor, ktore sktadaja sie z co najmniej dwoch substancji.

Substancja jednoskladnikowa: substancja, zdefiniowana za pomoca jej sktadu
ilosciowego, w ktérej jeden gtdéwny skladnik wystgpuje w stezeniu co najmniej 80 % (w/w).

Substancja wieloskladnikowa: substancja, zdefiniowana za pomoca jej skladu
ilosciowego, w ktorej wigcej niz jeden glowny sktadnik wystepuje w stezeniu >10 % (w/w)
1 <80 % (w/w). Substancja wieloskladnikowa powstaje w wyniku procesu wytwarzania.
Réznica migdzy mieszaning a substancjg wieloskladnikowa polega na tym, Ze mieszanine
uzyskuje sie poprzez zmieszanie przynajmniej dwoch substancji, miedzy ktérymi nie
zachodzi reakcja chemiczna. Substancja wieloskladnikowa powstaje w wyniku reakcji
chemiczne;.

Kontrola dodatnia: kontrproba zawierajgca wszystkie sktadniki uktadu badawczego,
poddana dziataniu substancji chemicznej, o ktérej wiadomo, ze wywotuje reakcje dodatnia.
Aby zapewni¢ mozliwos¢ oceny zmiennosci reakcji w kontroli dodatniej w czasie, stopien
reakcji dodatniej nie powinien by¢ nadmierny.

Prehapteny: substancje chemiczne, ktore staja si¢ czynnikami uczulajagcymi po
transformacji abiotycznej.

Prohapteny: substancje chemiczne, ktére wymagaja aktywacji enzymatycznej do
uwolnienia swojego potencjalnego dziatania uczulajacego na skore.

Wzgledna intensywnos$¢ fluorescencji (RFI): wartosci wzgledne $redniej geometrycznej
intensywnos$ci fluorescencji (MFI) w komoérkach poddanych dziataniu substancji
chemicznej w  porownaniu z MFI w  komorkach poddanych  dziataniu
rozpuszczalnika/no$nika.

Istotno$¢: opis powigzania badania z oczekiwanym skutkiem oraz czy jest ono znaczace i
uzyteczne z punktu widzenia okreslonego celu. Jest to zakres, w jakim badanie pozwala
prawidtowo zmierzy¢ lub przewidzie¢ biologiczny oczekiwany skutek. Istotnos¢ obejmuje
uwzglednienie doktadnos$ci (zgodnosci) badania (21).

Wiarygodnos¢: miary zakresu, w jakim badanie moze zostaé przeprowadzone w sposob
odtwarzalny w jednym laboratorium i pomig¢dzy laboratoriami na przestrzeni czasu w
przypadku jego przeprowadzania przy uzyciu tego samego protokolu. Ocenia si¢ ja,
obliczajagc  odtwarzalno$¢ wewnatrz- 1 mi¢dzylaboratoryjng oraz powtarzalnosé
wewnatrzlaboratoryjng (21).

Analiza: analiza obejmuje jednoczesne badanie jednej badanej substancji chemicznej lub
wigkszej liczby takich substancji w kontroli z rozpuszczalnikiem/no$nikiem 1 kontroli
dodatnie;j.

Czulosé: odsetek wszystkich substancji chemicznych dajacych wynik dodatni / aktywnych
substancji chemicznych prawidlowo sklasyfikowanych za pomoca danego badania. Jest to
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miara doktadno$ci badania, ktéra daje wyniki definitywne i1 stanowi istotny parametr w
ocenie istotnosci badania (21).

Roztwér buforowy do wybarwiania: roztwor chlorku sodu buforowany fosforanami
zawierajacy 0,1 % albuminy surowicy bydlece;.

Kontrola z rozpuszczalnikiem/no$nikiem: probka niepoddana dzialaniu badanej
substancji, zawierajaca wszystkie skladniki ukladu badawczego z wyjatkiem badanej
substancji chemicznej, ale z uwzglednieniem stosowanego rozpuszczalnika/nosnika.
Wykorzystywana jest do okreslenia wyjsciowej reakcji dla probek poddanych dziataniu
badanej substancji chemicznej rozpuszczonej lub stabilnie rozproszonej w tym samym
rozpuszczalniku/nosniku. W przypadku badania z jednoczesng kontrola podloza probka ta
wykazuje rowniez, czy rozpuszczalnik/nosnik wchodzi w reakcje z uktadem badawczym.

Swoistos¢: odsetek wszystkich substancji chemicznych dajgcych wynik ujemny /
nieaktywnych substancji chemicznych prawidlowo sklasyfikowanych za pomoca badania.
Jest to miara doktadnosci badania, ktora daje wyniki definitywne i stanowi istotny parametr
w ocenie istotno$ci badania (21).

Substancja: pierwiastek chemiczny i jego zwiazki w stanie naturalnym lub uzyskane w
wyniku dowolnego procesu produkcyjnego, w tym wszelkie dodatki konieczne do
zachowania jego trwato$ci 1 wszelkie zanieczyszczenia powstale w wyniku zastosowanego
procesu, z wylaczeniem ewentualnych rozpuszczalnikéw, ktére mozna oddzieli¢ bez
wplywu na stabilno$¢ substancji i bez zmiany jej sktadu.

Badana substancja chemiczna: dowolna substancja lub mieszanina badana za pomoca
niniejszej metody.

Globalnie Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow
Organizacji Narodéw Zjednoczonych (GHS ONZ): system, w ramach ktérego proponuje
si¢ klasyfikacje substancji chemicznych (substancji i mieszanin) wedlug znormalizowanych
rodzajow 1 poziomoéw zagrozen fizycznych, zdrowotnych i §rodowiskowych oraz omawia
si¢ odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak: piktogramy, hasla ostrzegawcze,
zwroty wskazujace rodzaj zagrozenia, zwroty wskazujace $rodki ostroznosci i1 karty
charakterystyki substancji 1 produktéw niebezpiecznych, aby przekazac¢ informacje na temat
ich szkodliwego dziatania w celu zapewnienia ochrony ludzi (w tym pracownikow,
robotnikéw, przewoznikéw, konsumentdéw i1 ratownikdw) i Srodowiska (23).

UVCB: substancje o nieznanym lub zmiennym skladzie, zlozone produkty reakcji lub
materiaty biologiczne.

Wazne badanie: badanie, ktére uznano za wystarczajaco istotne i wiarygodne dla danego
celu i ktore opiera si¢ na uzasadnionych naukowo podstawach. Badanie nie moze zosta¢
uznane za wazne w sensie absolutnym, ale tylko w odniesieniu do okre§lonego celu (21).
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Dodatek 1.2

SUBSTANCJE SEUZACE DO WYKAZANIA BIEGLOSCI

Przed przystapieniem do rutynowego stosowania badania opisanego w niniejszym dodatku
do metody badawczej B.71 laboratoria powinny wykaza¢ swoja bieglo$¢ techniczng,
prawidtowo okreslajac prognoze h-CLAT dla 10 substancji wskazanych w tabeli 1 oraz
okreslajac wartosci CV75, EC150 1 EC200, ktore mieszczg si¢ w odpowiednim zakresie
odniesienia, dla co najmniej 8 z 10 substancji stuzacych do wykazania bieglosci. Substancje
stuzace do wykazania bieglosci wybrano w taki sposob, aby odzwierciedli¢ zakres reakcji
na zagrozenia zwigzane z dzialaniem uczulajagcym na skorg¢. Przy wyborze substancji
kierowano si¢ réwniez nastepujacymi kryteriami: dostgpnoscig handlowg tych substanciji,
dostepnoscia wysokiej jakosci danych referencyjnych z badan in vivo oraz dostgpnoscia
wysokiej jako$ci danych in vitro uzyskanych w wyniku zastosowania metody h-CLAT. W
odniesieniu do metody h-CLAT mozna znalez¢ rowniez opublikowane dane referencyjne

(3)(14).

Tabela 1: Substancje zalecane do wykazania bieglosci technicznej w odniesieniu do metody h-CLAT

‘Wynik badania h- | Wynik badania h-
Zakres
Substancje shuz d Stan Prognoza in | odniesienia (1N (1N
ubstancje stuzace €0 | nymer CAS an gnoz dla CD86 dla CD54
wykazania bieglosci skupienia vivo CVisSw C . Bere Byl
Jml? (Zakres odniesienia [ (Zakres odniesienia
- EC150 w pg/ml)* | EC200 w pg/ml)?
Czynnik
. uczulajacy 5 Dodatni Dodatni
2 4-dinitrochlorobenzen 97-00-7 Staly (wyjatkowo 2-12 (0,5-10) (0,5-15)
silny)
Czynnik . .
4-fenylenodiamina 106-50-3 | Staly | uczulajacy 5-95 e Ujemny
! (<40) >15)
(silny)
Czynnik
- - uczulajacy Dodatni Dodatni
Siarczan niklu 10101-97-0 Staly (W stopniu 30-500 (<100) (10-100)
umiarkowanym)
Czynnik
) - 20, uczulajacy Ujemny Dodatni
2-merkaptobenzotiazol 149-30-4 Staly (w stopniu 30400 >10) (10-140)
umiarkowanym)
Czynnik . .
R(+)-limonen 5989-27-5 | Ciekly | uczulajacy >20 Ujemny Dodatni
>3 (<250)
(staby)
Czynnik . .
Tmidazolidynylomocznik | 39236-46-9 | Staly | uczulajacy | 25-100 Dodatni Dodatni
(20-90) (20-75)
(staby)
. Brak dziatania Ujemny Ujemny
Izopropanol 67-63-0 Ciekly uczulajacego >5 000 (>5 000) (>5 000)
. . Brak dziatania Ujemny Ujemny
Glicerol 56-81-5 Ciekly uezulajacego >5 000 (>5 000) (>5 000)
. Brak dzialania - Ujemny Ujemny
Kwas mlekowy 50-21-5 Ciekly uezulajacego 1 500-5 000 (>5 000) (>5 000)
. Brak dziatania Ujemny Ujemny
Kwas 4-aminobenzoesowy | 150-13-0 Staly uczulajacego >1 000 1 000) 1 000)
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Skroty: Nr CAS = numer w rejestrze Chemical Abstracts Service.

! Prognoza zagrozenia (i sily dzialania) in vivo jest oparta na danych z badania LLNA (3)(14). Site dzialania in vivo okresla

si¢ na podstawie kryteriow zaproponowanych przez ECETOC (24).

2 Na podstawie historycznych wartosci zaobserwowanych (13)(25).

3 Dotychczas wigkszos¢ wynikow otrzymywanych dla tego markera byla ujemna, dlatego w wigkszosci przypadkow

oczekuje si¢ wyniku ujemnego. Przedstawiony zakres okreslono na podstawie kilku wynikéw dodatnich zaobserwowanych
w przeszlosci. W przypadku uzyskania wyniku dodatniego warto$¢ EC powinna miesci¢ sie w zglaszanym zakresie
odniesienia.
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Dodatek 2

BADANIE DZIALANIA UCZULAJACEGO NA SKORE IN VITRO: BADANIE
AKTYWACJI LINII KOMORKOWEJ U937 (U-SENS™)

ZALOZENIA WSTEPNE 1 OGRANICZENIA

1.

Badanie U-SENS™  pozwala okreslic ilosciowo zmian¢ ekspresji —markera
powierzchniowego komoérek zwigzanego z procesem aktywacji monocytéw 1 komorek
dendrytycznych (tj. CD86) w ludzkiej linii komorkowej chtoniaka histiocytarnego U937 po
narazeniu na dziatanie czynnikow uczulajacych (1). Pomiary pozioméw ekspresji markera
powierzchniowego komoérek CD86 w linii komoérkowej U937 wykorzystuje si¢ pézniej do
wsparcia rozroznienia substancji dzialajacych wuczulajgco na skore 1 substancji
niewykazujacych takiego dziatania.

Badanie U-SENS™ oceniono w ramach badania walidacyjnego (2) koordynowanego przez
L’Oreal 1 pdzniejszej niezaleznej wzajemnej oceny przeprowadzonej przez Naukowy
Komitet Doradczy (ESAC) dzialajacy przy laboratorium referencyjnym Unii Europejskie;j
ds. metod alternatywnych wobec testow na zwierzetach (EURL ECVAM) (3).
Uwzgledniajac wszystkie dostgpne dowody 1 wklad ze strony organdéw regulacyjnych i1
zainteresowanych stron, EURL ECVAM (4) zalecito stosowanie badania U-SENS™ w
ramach TATA do wsparcia rozréznienia substancji dziatajacych uczulajaco i substancji
niewykazujacych takiego dziatania na potrzeby klasyfikacji i oznakowania pod wzgledem
zagrozen. W swoich wytycznych dotyczacych zgtaszania usystematyzowanych podejs$¢ do
integracji danych oraz poszczeg6lnych zrédet informacji na temat dziatania uczulajacego
na skérge wykorzystywanych w ramach IATA OECD omawia szereg studiow przypadku,
opisujac roézne strategie badan oraz modele prognozowania. Jedno z wielu zdefiniowanych
podej$¢ opiera si¢ na tescie U-SENS (5). Przyktady wykorzystania danych z badania U-
SENS™ w polgczeniu z innymi informacjami, w tym z danymi historycznymi oraz
istniejacymi waznymi danymi dotyczacymi ludzi (6), sg takze zamieszczone w innych
pozycjach literatury (4)(5)(7).

Udowodniono, ze badanie U-SENS™ mozna przeprowadza¢ réwniez w laboratoriach
posiadajacych do$wiadczenie w zakresie kultury komoérkowej 1 analizy przy uzyciu
cytometrii przeptywowej. Poziom odtwarzalno$ci prognoz, ktorego mozna oczekiwa¢ od
tego badania, ma warto$¢ rzedu 90 % 1 84 % odpowiednio wewnatrz laboratoriow i
pomi¢dzy nimi (8). Wyniki uzyskane w badaniu walidacyjnym (8) 1 innych
opublikowanych badaniach (1) ogo6lnie wskazujg na to, ze — w poroéwnaniu z wynikami
LLNA - dokladno$¢ rozrézniania substancji dziatajacych uczulajagco na skére (ij.
nalezacych do kategorii 1 wg GHS ONZ / rozporzadzenia CLP) i substancji
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niewykazujacych takiego dziatania wynosi 86 % (N = 166) przy czulo$ci na poziomie
91 % (118/129) oraz swoisto$ci na poziomie 65 % (24/37). W poréwnaniu z wynikami
badan przeprowadzonych na ludziach doktadno$¢ rozrézniania substancji dzialajacych
uczulajaco na skoére (tj. nalezacych do kategorii 1 wg GHS ONZ / rozporzadzenia CLP) i
substancji niewykazujacych takiego dzialania wynosi 77 % (N = 101) przy czulosci na
poziomie 100 % (58/58) oraz swoistosci na poziomie 47 % (20/43). Prawdopodobienistwo
wystapienia prognoz falszywie ujemnych przy zastosowaniu badania U-SENS™ (w
poréwnaniu do LLNA) jest wicksze w przypadku substancji chemicznych wykazujgcych
niska lub $rednia site dziatania uczulajacego na skére (tj. nalezacych do podkategorii 1B
wg GHS ONZ / rozporzadzenia CLP) niz w przypadku substancji wykazujacych wysoka
site dziatania uczulajacego na skore (tj. nalezacych do podkategorii 1A wg GHS ONZ /
rozporzadzenia CLP) (1)(8)(9). Wszystkie te informacje tacznie wskazuja na uzyteczno$¢
badania U-SENS™ w identyfikowaniu zagrozen zwigzanych z dziataniem uczulajgcym na
skore. Przedstawione tutaj wartos$ci doktadnosci U-SENS™ jako samodzielnego badania sa
jednak wylacznie orientacyjne, poniewaz badanie to nalezy rozpatrywaé w potaczeniu z
innymi zrodlami informacji w kontekscie IATA 1 zgodnie z przepisami pkt7 1 8
wprowadzenia ogdlnego. Co wigcej, przy ocenie metod niewymagajacych wykorzystania
zwierzat pod katem dziatania uczulajacego na skore nalezy pamigtaé, ze LLNA, jak
rowniez inne badania przeprowadzane na zwierzgtach, moga nie w pelni odzwierciedla¢
sytuacje w odniesieniu do ludzi.

. Na podstawie obecnie dostepnych danych wykazano, ze badanie U-SENS™ ma
zastosowanie do badanych substancji chemicznych (w tym do sktadnikow kosmetycznych,
np. konserwantow, srodkéw powierzchniowo czynnych, substancji czynnych, barwnikow)
obejmujacych szereg organicznych grup funkcyjnych, wtasciwosci fizykochemicznych, sit
dziatania uczulajacego na skorg (jak okre§lono w badaniach in vivo) oraz spektrum
mechanizmoéw reagowania, o ktoérych wiadomo, ze majg zwigzek z dzialaniem
uczulajacym na skore (np. akceptor Michaela, powstawanie zasady Schiffa, przeno$nik
grup acylowych, dwuczasteczkowa substytucja nukleofilowa [Sn2] lub aromatyczna
substytucja nukleofilowa [SnxAr]) (1)(8)(9)(10). Badante U-SENS™ ma zastosowanie do
badanych substancji chemicznych, ktore sa rozpuszczalne lub tworza stabilng dyspersje (tj.
koloid lub zawiesing, w ktérych badana substancja chemiczna nie osadza si¢ ani nie
oddziela od  rozpuszczalnika/no$nika ~w  roézne fazy) w  odpowiednim
rozpuszczalniku/nosniku (zob. pkt 13). W badaniu U-SENS™ w sposob prawidlowy
przewidziano substancje chemiczne zglaszane w zbiorze danych jako prehapteny (tj.
substancje aktywowane przez utlenianie) lub prohapteny (tj. substancje wymagajgce
aktywacji enzymatycznej, np. przez enzymy P450) (1)(10). Stosowanie substancji
powodujacych przerwanie btony komorkowej moze doprowadzi¢ do uzyskania wynikow
fatszywie dodatnich z powodu niespecyficznego wzrostu ekspresji CD86 — 3 na7
wynikéw falszywie dodatnich wzgledem klasyfikacji odniesienia in vivo spowodowane
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byto stosowaniem S$rodkéw powierzchniowo czynnych (1). Do wynikéw dodatnich
uzyskanych przy zastosowaniu $rodkéw powierzchniowo czynnych jako takich nalezy
podchodzi¢ z ostroznoscia, natomiast wyniki ujemne uzyskane przy zastosowaniu $rodkow
powierzchniowo czynnych mozna dalej wykorzystywa¢ do wsparcia identyfikacji badane]
substancji chemicznej jako substancji niewykazujacej dziatania uczulajacego na skore.
Fluorescencyjne badane substancje chemiczne mozna oceni¢ za pomocg badania U-
SENS™ (1), jednak badane substancje chemiczne o wysokiej fluorescencji emitujace fale
tej samej dlugosci co izotiocyjanian fluoresceiny (FITC) lub jodek propidyny beda
zaktocaé detekcje przy uzyciu cytometrii przeplywowej, co uniemozliwia ich prawidtowa
ocen¢ z wykorzystaniem przeciwcial skoniugowanych z FITC (potencjalny wynik
fatlszywie ujemny) lub jodku propidyny (brak mozliwos$ci pomiaru zywotnosci). W takim
przypadku mozna uzy¢ odpowiednio innych przeciwciatl znakowanych fluorochromem lub
innych markeréw cytotoksycznosci, o ile mozna wykazaé, ze pozwalaja one uzyskaé
wyniki podobne do wynikéw otrzymywanych w przypadku przeciwcial znakowanych
FITC lub jodku propidyny (zob. pkt 18), np. poprzez badanie substancji sluzacych do
wykazania bieglosci wymienionych w dodatku 2.2. W S$Swietle powyzszego wyniki
dodatnie uzyskane przy zastosowaniu $rodkéw powierzchniowo czynnych oraz wyniki
ujemne uzyskane przy zastosowaniu badanych substancji chemicznych o wysokie]
fluorescencji nalezy interpretowaé w kontekscie zdefiniowanych ograniczen i w potgczeniu
z innymi zrédlami informacji w ramach IATA. W przypadkach, w ktorych mozna
przedstawi¢ dowody na brak mozliwosci zastosowania badania U-SENS™ w odniesieniu
do innych konkretnych kategorii badanych substancji chemicznych, nie nalezy jej
stosowa¢ w odniesieniu do tych konkretnych kategorii.

5. Jak opisano powyzej, badaniec U-SENS™ wspiera rozroznienie substancji dziatajacych
uczulajaco na skore i substancji niewykazujgcych takiego dziatania. Moze ono jednak
roOwniez potencjalnie wplyng¢ na ocene sity dzialania uczulajacego, gdy stosuje si¢ je w
ramach podejs¢ zintegrowanych takich jak IATA. Wymagane jest jednak przeprowadzenie
dalszych prac, najlepiej na podstawie danych dotyczacych ludzi, aby ustali¢, w jaki sposéb
wyniki badania U-SENS™ mogg potencjalnie wptyna¢ na oceng sity dziatania.

6. Definicje znajduja si¢ w dodatku 2.1.

ZASADA BADANIA

7. Badanie U-SENS™ jest testem in vitro, ktory pozwala okresli¢ ilosciowo zmiany ekspresji
markera powierzchniowego komoérki CD86 w ludzkiej linii komorkowej chloniaka
histiocytarnego, tj. komorkach U937, po 45 + 3 godzinach narazenia na dzialanie badanej
substancji chemicznej. Marker powierzchniowy CD86 jest jednym z typowych markerow
aktywacji U937. Wiadomo, ze CD86 jest czasteczka kostymulujaca, ktora moze
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nasladowa¢ aktywacje monocytow, ktora odgrywa kluczowa role¢ w uczulaniu limfocytow
T. Zmiany ekspresji markera powierzchniowego CD86 mierzy si¢ za pomocg cytometrii
przeptywowej, zwykle korzystajac =z przeciwcial znakowanych izotiocyjanianem
fluoresceiny (FITC). Jednocze$nie przeprowadza si¢ rowniez pomiar cytotoksycznosci (np.
z wykorzystaniem jodku propidyny), aby oceni¢, czy podwyzszona ekspresja markera
powierzchniowego komdrki CD86 zachodzi przy stezeniach nizszych niz steZenia
cytotoksyczne. Wskaznik stymulacji (S.1.) markera powierzchniowego komorki CD86 w
poréwnaniu z kontrola z rozpuszczalnikiem/no$nikiem wylicza si¢ 1 wykorzystuje w
modelu prognozowania (zob. pkt 19), aby wesprze¢ rozroznienie substancji dzialajacych
uczulajaco i substancji niewykazujacych takiego dziatania.

WYKAZANIE BIEGLOSCI

8. Przed przystapieniem do rutynowego stosowania badania opisanego w niniejszym dodatku
do metody badawczej B.71 laboratoria powinny wykaza¢ swoja bieglo$¢ techniczng z
zastosowaniem dziesigciu substancji sluzacych do wykazania bieglosci wymienionych w
dodatku 2.2 zgodnie z dobrymi praktykami w zakresie metody in vitro (11). Ponadto
uzytkownicy badania powinni prowadzi¢ baz¢ danych historycznych wygenerowanych
podczas kontroli reaktywno$ci (zob. pkt 11) oraz kontroli dodatnich 1 kontroli z
rozpuszczalnikiem/no$nikiem (zob. pkt 15-16), a takze wykorzystywaé te dane do
potwierdzenia zachowania odtwarzalno$ci badania w swoim laboratorium w miar¢ uptywu
czasu.

PROCEDURA

9. Podstawe¢ niniejszego badania stanowi protokét nr 183 bazy danych na temat metod
alternatywnych wobec testow na zwierzetach (DB-ALM) dotyczacy U-SENS™ (12). Ze
standardowych procedur operacyjnych nalezy korzysta¢ przy wdrazaniu i wykonywaniu
badania U-SENS™ w laboratorium. Badanie U-SENS™ mozna przeprowadzié,
korzystajac z zautomatyzowanego systemu, jezeli mozna wykazaé, ze pozwala on uzyskad
podobne wyniki, np. poprzez badanie substancji stuzacych do wykazania bieglosci
wymienionych w dodatku 2.2. Ponizej opisano gléwne elementy i1 procedury badania U-
SENS™,

Przygotowanie komorek

10. Do badania U-SENS™ nalezy wykorzysta¢ ludzka linie komorkowa chioniaka
histiocytarnego — U937 (13). Komérki (klon CRL1593.2) nalezy pozyska¢ z banku
komoérek posiadajacego niezbedne uprawnienia, takiego jak np. zbidr kultur typu
amerykanskiego.
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11. Komorki U937 hoduje si¢ w temperaturze 37 °C, w obecnosci 5 % COz2 1 w wilgotnym
srodowisku, w podtozu RPMI-1640 z dodatkiem 10 % cielgcej surowicy plodowej, 2 mM
L-glutaminy, 100 jednostek/ml penicyliny 1 100 pg/ml streptomycyny (kompletne
podtoze). Pasaz komoérek U937 odbywa si¢ regularnie co 2—3 dni w gestosci odpowiednio
1,5 lub 3 x 10° komérek/ml. Zageszczenie komorek nie powinno przekraczaé 2 x 10°
komoérek/ml, a zZywotno$¢ komorek mierzona poprzez wykluczenie komorek
wybarwionych blekitem trypanu powinna wynosi¢ > 90 % (metody tej nie nalezy stosowac
przy pierwszym pasazu nast¢pujacym po rozmrozeniu). Przed wykorzystaniem komorek
do badan kazdg partic komorek, plodowej surowicy cielgcej lub przeciwciat nalezy
zakwalifikowa¢ do badan, przeprowadzajac kontrole reaktywnos$ci. Kontrole reaktywnos$ci
komorek nalezy przeprowadzi¢, wykorzystujagc do tego celu kontrole dodatnia, tj. kwas
pikrylosulfonowy (kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy, TNBS) (nr CAS 2508-19-2, >
99 % czystosci), oraz kontrolg ujemna, tj. kwas mlekowy (LA) (nr CAS 50-21-5, > 85 %
czystosci), co najmniej tydzien po rozmrozeniu. Podczas kontroli reaktywnosci nalezy
zbada¢é szes$¢ stgzen koncowych w kazdej z 2 kontroli (TNBS: 1; 12,5; 25; 50; 75; 100
ug/ml, oraz LA: 1; 10; 20; 50; 100; 200 pg/ml). Rozpuszczenie TNBS w kompletnym
podtozu powinno wywotla¢ reakcje dodatnig CD86, ktéra powinna by¢ powigzana ze
stezeniem (np. gdy po uzyskaniu stezenia dodatniego (wskaznik stymulacji CD86 >150)
nastepuje stezenie charakteryzujace si¢ wzrastajgcg warto$cia wskaznika stymulacji
CD86), a rozpuszczenie kwasu mlekowego w kompletnym podtozu powinno wywotaé
reakcje ujemng CD86 (zob. pkt21). Do analizy nalezy wykorzystaé jedynie partig
komorek, ktora dwukrotnie przeszia kontrole reaktywnosci. Komoérki mozna rozmnazaé do
siedmiu tygodni po rozmrozeniu. Liczba pasazy nie powinna przekracza¢ 21. Kontrole
reaktywnosci nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z procedurami opisanymi w pkt 18-22.

12. Komérki U937 wysiewa sie do badan w gestoéci 3 x 10° komorek/ml albo 6 x 10°
komorek/ml 1 dokonuje ich wstepnej hodowli w kolbach z kulturami odpowiednio przez 2
dni lub 1 dzien. Mozna zastosowa¢ inne warunki hodowli wstgpnej niz warunki opisane
powyzej, jezeli przedstawione zostanie wystarczajace uzasadnienie naukowe oraz jezeli
mozna wykazaé, ze pozwalaja one uzyska¢ podobne wyniki, np. poprzez badanie
substancji stuzacych do wykazania bieglosci wymienionych w dodatku 2.2, W dniu
badania komorki pobrane z kolby z kulturami zawiesza si¢ ponownie w swiezym podtozu
w gestosci 5 x 10° komoérek/ml. Nastepnie komorki umieszcza sie w dotkach 96-dotkowej
ptytki ptaskodennej w objetosci po 100 pl (koficowe zageszczenie komorek — 0,5 x 10°
komorek/dotek).

Przygotowanie badanych substancji chemicznych i substancji kontrolnych

13. Oceng rozpuszczalnosci przeprowadza si¢ przed badaniem. W tym celu badane substancje
chemiczne s3 rozpuszczane lub tworza stabilne dyspersje o stezeniu 50 mg/ml w
kompletnym podiozu (pierwszy wariant rozpuszczalnika) lub w sulfotlenku dimetylu
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(DMSO, czystos¢ 299 %) (drugi wariant rozpuszczalnika/no$nika), jezeli badana
substancja chemiczna nie rozpuszcza si¢ w rozpuszczalniku/no$niku kompletnego podtoza.
Na potrzeby badania badang substancj¢ chemiczng rozpuszcza si¢ do uzyskania stgzenia
koncowego wynoszacego 0,4 mg/ml w kompletnym podiozu, jezeli substancja chemiczna
jest rozpuszczalna w danym rozpuszczalniku/nos$niku. Jezeli substancja chemiczna jest
rozpuszczalna jedynie w sulfotlenku dimetylu, rozpuszcza si¢ ja w stezeniu 50 mg/ml.
Mozna uzy¢ innych rozpuszczalnikow/no$nikéw niz te opisane powyzej pod warunkiem
przedstawienia wystarczajacego uzasadnienia naukowego. Nalezy uwzglednié stabilno$é
badanej substancji chemicznej w koncowym rozpuszczalniku/nos$niku.

Badane substancje chemiczne oraz substancje kontrolne przygotowuje si¢ w dniu badania.
Z uwagi na nieprzeprowadzanie testu ustalajacego dawke na potrzeby pierwszej analizy
nalezy przeprowadzi¢ badania 6 ste¢zen koncowych (1, 10, 20, 50, 100 i 200 ug/ml) w
odpowiednim rozpuszczalniku/no$niku albo w kompletnym podtozu, albo w 0,4 %
sulfotlenku dimetylu w podtozu. Na potrzeby kolejnych analiz, przy uzyciu odpowiedniego
rozpuszczalnika/nosnika, przygotowuje si¢ roztwory badanych substancji chemicznych —
co najmniej 4 roztwory robocze (tj. w co najmniej 4 stezeniach), zaczynajac od st¢zenia
0,4 mg/ml w kompletnym podlozu lub stezenia 50 mg/ml w sulfotlenku dimetylu.
Roztwory robocze ostatecznie wykorzystuje si¢ w celu poddania dziataniu substancji
chemiczne) poprzez dodanie zawiesiny komorkowej linii U937 (zob. pkt 11 powyzej) w
objetosci roéwnej objetosci roztworu roboczego na plytce, aby osiggna¢ dalsze dwukrotne
rozcienczenie (12). Doboru stezen (co najmniej 4 st¢zen), ktore majg zostaé wykorzystane
na potrzeby kolejnej analizy, dokonuje sie¢ w oparciu o poszczegdlne wyniki wszystkich
poprzednich analiz (8). Uzytkowe stezenia koncowe: 1; 2; 3; 4; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 20; 25;
30; 35; 40; 45; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 120; 140; 160; 180 1 200 pug/ml. Maksymalne
stezenie koncowe wynosi 200 pg/ml. W przypadku zaobserwowania warto$ci dodatnie;j
CDS86 przy stgzeniu 1 pg/ml ocenie poddaje si¢ stgzenie 0,1 pg/ml, aby ustali¢ stgzenie
badanej substancji chemicznej, ktore nie wywoluje przekroczenia przez CD86 progu
uzyskania wyniku dodatniego. Jezeli zaobserwowano dodatnia zalezno$¢ stgzenie-
odpowiedz w odniesieniu do CD86, na potrzeby kazdej analizy wylicza si¢ wartos¢ EC150
(stezenie, przy ktérym substancja chemiczna osigga prog uzyskania wyniku dodatniego dla
CD86 wynoszacy 150 %, zob. pkt 19). W przypadku gdy badana substancja chemiczna
wywotuje reakcje dodatniag CD86 niepowigzang ze stezeniem, obliczenie warto$ci EC150
moze nie by¢ istotne, jak opisano w protokole nr 183 DB-ALM dotyczacym U-SENS™
(12). Na potrzeby kazdej analizy — gdy tylko jest to mozliwe — wylicza si¢ wartos¢ CV70
(stezenie, przy ktorym substancja chemiczna osigga prég cytotoksyczno$ci wynoszacy
70 %, zob. pkt 19) (12). Aby zbada¢ wptyw wzrostu ekspresji CD86 na zaleznos$¢ stezenie-
odpowiedz, sposrdd stgzen uzytkowych nalezy wybra¢ dowolne stezenia, ktorych warto$ci
sa rownomiernie roztozone miedzy ECI150 (lub najwyzszym ujemnym stezeniem
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niecytotoksycznym CD86) a CV70 (lub najwyzszym dopuszczalnym stezeniem, tj. 200
ug/ml). W kazdej analizie nalezy zbadaé co najmniej 4 stgzenia, przy czym w celu
zapewnienia poréwnywalno$ci co najmniej 2 stezenia powinny by¢ takie same jak w
poprzedniej analizie / poprzednich analizach.

15. W ramach kontroli z rozpuszczalnikiem/no$nikiem w badaniu U-SENS™ stosuje si¢
kompletne podloze (w przypadku badanych substancji chemicznych rozpuszczonych lub
tworzacych stabilne dyspersje) (zob. pkt 4) lub sulfotlenek dimetylu w stezeniu 0,4 % w
kompletnym podtozu (w przypadku badanych substancji chemicznych rozpuszczonych lub
tworzacych stabilne dyspersje w sulfotlenku dimetylu).

16. W ramach kontroli dodatniej w badaniu U-SENS™ (zob. pkt 11) stosuje si¢ TNBS,
przygotowany w kompletnym podtozu. TNBS nalezy stosowa¢ jako kontrolg dodatnig na
potrzeby pomiaru ckspresji CD86 w koncowym pojedynczym st¢zeniu na ptytce (50
ng/ml) pozwalajacym uzyskaé zywotno$¢ komoérek na poziomie > 70 %. W celu uzyskania
na plytce stezenia TNBS wynoszacego 50 pg/ml przygotowuje si¢ 1-molowy (tj. o steZeniu
293 mg/ml) roztwér podstawowy TNBS w kompletnym podtozu, ktéry nastepnie
rozciencza si¢ 2 930-krotnie w kompletnym podtozu do uzyskania roztworu roboczego o
stezeniu 100 pg/ml. Kwas mlekowy (LA, nr CAS 50-21-5) powinien by¢ stosowany jako
kontrola ujemna w stezeniu 200 ug/ml, rozpuszczony w kompletnym podtozu (z roztworu
podstawowego o stezeniu 0,4 mg/ml). W kazdej plytce z kazdej analizy przygotowuje si¢
po trzy kontrpréby: kontroli niepoddanej dzialaniu substancji chemicznej z kompletnym
podtozem, kontroli z rozpuszczalnikiem/no$nikiem oraz kontroli ujemnej i dodatniej (12).
Mozna stosowa¢ inne odpowiednie kontrole dodatnie, jezeli dostgpne sa dane historyczne
pozwalajace na uzyskanie poréwnywalnych kryteriow dopuszczalnosci analizy. Kryteria
dopuszczalno$ci analizy sg takie same jak kryteria opisane w odniesieniu do badanej
substancji chemicznej (zob. pkt 12).

Podawanie badanych substancji chemicznych i substancji kontrolnych

17. Kontrole z rozpuszczalnikiem/nosnikiem lub roztwory robocze opisane w pkt 14-16
miesza si¢ w stosunku 1:1 (obj.) z zawiesinami komérkowymi przygotowanymi w dotkach
96-dotkowej ptytki ptaskodennej (zob. pkt 12). Nastepnie plytki poddane dziataniu
substancji inkubuje si¢ przez 45 + 3 godziny w temperaturze 37 °C w obecnosci 5 % COx.
Przed inkubacja ptytki uszczelnia si¢ polprzepuszczalng membrang, aby nie dopusci¢ do
odparowania lotnych badanych substancji chemicznych i aby zapobiec zanieczyszczeniu
krzyzowemu mi¢dzy komorkami poddanymi dziataniu badanych substancji chemicznych
(12).

Wybarwianie komérek
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18. Po narazeniu na dziatanie substancji chemicznej przez 45 godzin + 3 godziny komorki
przenosi si¢ na mikroptytke z dnem w ksztalcie litery V i zbiera si¢ przez odwirowanie.
Interferencj¢ rozpuszczalnosci definiuje si¢ jako krysztaty lub krople obserwowane pod
mikroskopem w po uplywie 45 + 3 godzin po poddaniu dziataniu substancji (przed
wybarwieniem komorek). Supernatanty odrzuca si¢, a pozostate komoérki przemywa si¢ raz
w 100 pl silnie schlodzonego roztworu chlorku sodu buforowanego fosforanami (PBS)
zawierajacego 5 % cielecej surowicy ptodowej (roztwor buforowy do wybarwiania). Po
odwirowaniu komorki ponownie zawiesza si¢ w 100 pl roztworu buforowego do
wybarwiania i wybarwia si¢ za pomoca 5 pl (np. 0,25 pg) przeciwciat anty-CD86 lub
mysich przeciwciat IgG1 (izotyp) znakowanych FITC w temperaturze 4 °C przez 30 minut,
chronionych przed §wiatlem. Nalezy wykorzysta¢ przeciwciata opisane w protokole nr 183
DB-ALM dotyczacym U-SENS™ (12) (w odniesieniu do CD86: BD-PharMingen #555657
klon: Fun-1 lub Caltag/Invitrogen # MHCDS8601 klon: BU63; oraz w odniesieniu do I1gG1:
BD-PharMingen #555748 lub Caltag/Invitrogen # GM4992). Z doswiadczenia naukowcow
opracowujacych badanie wynika, ze intensywnos¢ fluorescencji przeciwciat jest zwykle
stala w réznych partiach. Do testu mozna wykorzysta¢ inne klony lub przeciwciata od
innego dostawcy, ktoére pomyslnie przeszty kontrole reaktywnosci (zob. pkt 11).
Uzytkownicy mogg jednak rozwazy¢ miareczkowanie przeciwcial w warunkach wlasnego
laboratorium, aby okreSli¢ stezenie, ktore jest najbardziej stosowne dla danego
zastosowania. Mozna wykorzysta¢ inny system detekcji, np. przeciwciata anty-CD86
znakowane fluorochromem, jezeli mozna wykazaé, ze pozwala on uzyskaé¢ wyniki
podobne do wynikéw otrzymywanych w przypadku wykorzystania przeciwciat
skoniugowanych z FITC, np. poprzez badanie substancji stuzgcych do wykazania bieglosci
wymienionych w dodatku 2.2. Po dwukrotnym przemyciu w 100 pl roztworu buforowego
do wybarwiania 1 jednokrotnym przemyciu w 100 pl silnie schtodzonego PBS komérki
zawiesza si¢ ponownie w silnie schlodzonym PBS (np. w 125 pul w przypadku probek
analizowanych rgcznie probowka po probowce lub w 50 ul przy uzyciu ptytki do
autosamplera) 1 dodaje si¢ roztwor jodku propidyny (stezenie kohcowe wynoszace 3
ug/ml). Mozna wykorzysta¢ inne markery cytotoksyczno$ci, takie jak 7-
aminoaktynomycyna D (7-AAD) lub bilekit trypanu, jezeli mozna wykazaé, ze
alternatywne barwniki pozwalajg uzyska¢ wyniki podobne do wynikow otrzymywanych w
przypadku wykorzystania jodku propidyny, np. poprzez badanie substancji sluzacych do
wykazania bieglosci wymienionych w dodatku 2.2.

Analiza przy uzyciu cytometrii przeplywowej
19. Poziom ekspresji CD86 1 zywotno$¢ komorek analizuje si¢ przy pomocy cytometrii
przeptywowej. Komorki przedstawia si¢ na wykresie punktowym uwzgledniajagcym
parametry wielkosci (FSC) i ziarnisto$ci (SSC) w skali logarytmicznej, aby wyraznie
okresli¢ populacje w pierwszej bramce R1 i wyeliminowaé pozostatosci komoérkowe. Na
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kazdy dotek w bramce R1 pozyskuje si¢ docelowo tacznie 10 000 komoérek. Komérki z tej
samej bramki R1 przedstawia si¢ na wykresie punktowym uwzgledniajgcym parametry
FL3 lub FL4 / SSC. Komoérki zywotne wyznacza si¢ poprzez umieszczenie drugiej bramki
R2, ktéra pozwala wyodrebni¢ populacje komoérek niewybarwionych jodkiem propidyny
(kanat FL3 lub FL4). Zywotno$¢ komérek mozna obliczy¢ za pomoca ponizszego
roéwnania, korzystajac z programu do analizy cytometrycznej. Przy niskiej zywotnosci
komoérek mozna pozyska¢ do 20 000 komorek, wsrdod ktéorych znajduja sie¢ martwe
komorki. Ewentualnie dane mozna pozyskaé w ciggu jednej minuty od rozpocze¢cia
analizy.

liczba 7 ch komorek
zba zywy 100

y tno$¢ komorek = X
yWOIRost komore taczna liczba pozyskanych komérek

Nastegpnie mierzy si¢ odsetek tych zywych komoérek FL1-dodatnich w bramce R2 (wewnatrz
bramki R1). Ekspresj¢ CD86 na powierzchni komorek analizuje si¢ na wykresie
punktowym w uktadzie wspotrzednych FL1 / SSC w bramce zawierajacej komérki zywotne
(R2).

W przypadku dotkéw zawierajacych kompletne podioze / IgG1 znacznik analizy ustawia sig¢
blisko gléwnej populacji, tak aby w kontrolach z kompletnym podlozem przeciwciata IgG1
znajdowaty si¢ w strefie docelowej wynoszacej 0,6—0,9 %.

Interferencje barw definiuje si¢ jako przesunigcie wykresu punktowego IgG1 znakowanego
FITC ($rednia geometryczna wskaznika symulacji IgG1 FL1 =150 %).

Indeks stymulacji (S.1.) CD86 komorek kontrolnych (niepoddanych dziataniu substancji lub
zawieszonych w sulfotlenku dimetylu o stezeniu 0,4 %) 1 komérek poddanych dziataniu
substancji chemicznej oblicza si¢ wedtug nastepujacego rownania:

% komérek CD86™ poddanych dziataniu substancji chemicznej — % komérek 1gG1*poddanych dziataniu substancji chemicznej
= bed

s-1.= % komérek CD86* w kontroli — % komérek IgG1* w kontroli 100

% komorek IgG1™ w kontroli niepoddanej dziataniu substancji chemicznej: oznacza odsetek
komérek IgG1l FL1-dodatnich wyznaczonych za pomoca znacznika analizy (dopuszczalny
zakres: >0,6 % 1 <1,5 %, zob. pkt22) w komorkach Zywotnych niepoddanych dziataniu
substancji chemiczne;.

% komorek IgG17/CD86" kontrolnych / poddanych dzialaniu substancji chemicznej:

oznacza odsetek komorek IgG1/CD86 FL1-dodatnich, mierzony bez przesuwania znacznika
analizy, w zywych komorkach kontrolnych / poddanych dziataniu substancji chemiczne;.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC

Ocena danych
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20. W ramach badania U-SENS™ oblicza si¢ nastgpujace parametry: warto§¢ CV70, tj.
stezenie, przy ktorym przezywalno§é komérek linii U937 wynosi 70 % (cytotoksycznosé
na poziomie 30 %), 1 wartos¢ ECI150, tj. stezenie, przy ktérym badane substancje
chemiczne wywotlaty indeks stymulacji CD86 (S.1.) wynoszacy 150 %.

Do obliczenia warto$§ci CV70 stosuje sie interpolacje logarytmiczno-liniowg wedhug
nastgpujacego rownania:

CV70=Cl1+[(VI-70)/(V1-V2)*(C2-Cl)]

gdzie:

V1 oznacza minimalng warto$¢ zywotnosci komoérek powyzej 70 %;
V2 oznacza maksymalng wartos¢ zywotnosci komorek powyzej 70 %;

C1 1 C2 oznaczajg stezenia wskazujace odpowiednio warto$¢ zywotnosci komoérek V1i V2.

r
"Zywotnos¢ w ujeciu procentowym {$rednia)
vl R
I R
V2 ®.,
Dawka
5 * (ug/ml)
Cl Cvi0 C2

Mozna stosowa¢ inne podej$cia do okreslania wartosci CV70 pod warunkiem wykazania
braku wptywu na wyniki (np. poprzez badanie substancji stuzacych do wykazania
bieglosci).

Do obliczenia warto$ci EC150 stosuje si¢ interpolacje logarytmiczno-liniowa wedlug
nastepujgcego rownania:

EC150=C1+[(150-S.I1.1)/(S.1.2 - S.I.1) * (C2 - C1)]
gdzie:

C1 oznacza najwyzsze stezenie wyrazone w ug/ml przy wskazniku stymulacji CD86
wynoszacym < 150 % (S.I. 1);

C2 oznacza najnizsze st¢zenic wyrazone w ug/ml przy wskazniku stymulacji CD86
wynoszacym >150 % (S.1. 2).
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CD86-1zG1S1.

s12 "
150 -

511 o
" I
|

Dawka

£ * (ue/ml)
Cl1 EC150 C2

Wartosci EC150 1 CV70 oblicza si¢

- na potrzeby kazdej analizy: poszczegdlne wartosci EC150 i CV70 wykorzystuje si¢ jako
narzedzia do badania wplywu wzrostu ekspresji CD86 na zaleznos$¢ stezenie-odpowiedz
(zob. pkt 14);

- na podstawie $redniej zywotnos$ci okresla si¢ ogdlng wartos¢ CV70 (12);

- na podstawie $rednich wartosci wskaznika stymulacji CD86 okresla si¢ ogdlng wartosé
EC150 dla badanej substancji chemicznej, w odniesieniu do ktérej przewiduje si¢
uzyskanie wyniku DODATNIEGO w badaniu U-SENS™ (zob. pkt 21) (12).

Model prognozowania

21. Na potrzeby pomiaru ekspresji CD86 kazda badang substancj¢ chemiczng bada si¢ w co
najmniej czterech stezeniach i w co najmniej dwdch niezaleznych analizach (wykonanych
innego dnia) w celu uzyskania pojedynczej prognozy (UJEMNEJ lub DODATNIEJ).

- Pojedynczy wynik analizy przeprowadzonej w ramach badania U-SENS™ uznaje si¢ za
ujemny (zwany dalej ,,U”), jezeli wskaznik stymulacji CD86 wynosi mniej niz 150 % we
wszystkich stezeniach niecytotoksycznych (zywotno$¢ komorek >70 %) i jezeli nie
zaobserwowano zadnych zaklocen (cytotoksyczno$é, rozpuszczalno§¢: zob. pkt 18 lub
barwa: zob. pkt 19 niezaleznie od wartosci stezen niecytotoksycznych, przy ktorych
wykryto zaktocenia). We wszystkich innych przypadkach: gdy zaobserwowano wskaznik
stymulacji CD86 wigkszy lub rowny 150 % lub zaklécenia, pojedynczy wynik analizy U-
SENS™ uznaje si¢ za dodatni (zwany dalej ,,D”).

- Prognoze badania U-SENS™ uwaza si¢ za UIEMNA, jezeli wyniki co najmniej dwoch
niezaleznych analiz sg ujemne (U) (rys.l). Jezeli obie pierwsze analizy dalty wyniki
ujemne (U), prognoz¢ badania U-SENS™ uznaje si¢ na UIEMNA 1 nie ma potrzeby
przeprowadzania trzeciej analizy.

- Prognoz¢ U-SENS ™ uwaza si¢ za DODATNIA, jezeli wyniki co najmniej dwéch
niezaleznych analiz sa dodatnie (D) (rys.1). Jezeli obie pierwsze analizy daly wyniki
dodatnie (D), prognoz¢ badania U-SENS™ uznaje si¢ na DODATNIA i nie ma potrzeby
przeprowadzania trzeciej analizy.
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- Z uwagi na nieprzeprowadzanie testu ustalajacego dawke wyjatek stanowi sytuacja, w
ktorej w pierwszej analizie wskaznik stymulacji CD86 jest wyzszy lub rowny 150 %
jedynie przy najwyzszym stezeniu niecytotoksycznym. Analiz¢ uznaje si¢ wowczas za
NIEJEDNOZNACZNA (N), a dodatkowe stgzenia (pomigdzy najwyzszym stezeniem
niecytotoksycznym a najnizszym stgzeniem cytotoksycznym — zob. pkt 20) nalezy zbadaé
w ramach dodatkowych analiz. Jezeli wynik analizy uznano za niejednoznaczny, nalezy
przeprowadzi¢ co najmniej 2 dodatkowe analizy, a czwartg analiz¢ nalezy przeprowadzié¢
w przypadku, gdy analizy druga i trzecia nie sa ze soba zbiezne (tj. gdy niezaleznie
uzyskano wyniki U lub D) (rys. 1). Wyniki dalszych analiz zostang uznane za dodatnie
nawet wowczas, gdy tylko jedno stezenie niecytotoksyczne CD86 pozwala uzyska¢ wynik
rowny lub wyzszy niz 150 %, poniewaz ustalanie st¢zen dostosowano do konkretnej
badanej substancji chemicznej. O prognozie koncowe] przesadzi wigkszos¢ wynikdéw
trzech lub czterech osobnych analiz (). dwie z trzech lub dwie z czterech) (rys. 1).

Rys. 1: Model prognozowania wykorzystywany w badaniu U-SENS™, Prognoz¢ U-SENS™ nalezy

rozpatrywa¢ w ramach [ATA oraz zgodnie z przepisami pkt 4 1 przepisami pkt 7, 8 1 9 wprowadzenia
ogblnego.
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U: analiza, w ktorej nie zaobserwowano wyniku dodatniego w odniesieniu do CD86 ani zadnych zaklocen;
D: analiza, w ktorej zaobserwowano wynik dodatni w odniesieniu do CD86 lub zaktdcenia,

N: wynik niejednoznaczny. Pierwsza analiza, ktérej wynik uznano za niejednoznaczny, gdy w odniesieniu do
CD86 zaobserwowano wynik dodatni przy najwyzszym stezeniu niecytotoksycznym;

#: pojedynczy wynik niejednoznaczny (N) przypisany tylko do pierwszej analizy automatycznie pociaga za soba
konieczno$¢ przeprowadzenia trzeciej analizy, aby uzyskaé wigkszo$¢ wynikéw dodatnich (D) lub ujemnych (U)

w co najmniej dwoch z trzech niezaleznych analiz;

$: w polach przedstawiono odpowiednie kombinacje wynikéw trzech analiz na podstawie wynikéw uzyskanych
w dwoch pierwszych analizach przedstawionych w ramce powyzej;

o

: w polach przedstawiono odpowiednie kombinacje wynikow czterech analiz na podstawie wynikéw
uzyskanych w trzech pierwszych analizach przedstawionych w ramce powyze;j.

Kryteria dopuszczalnosci

22. Podczas wykonywania badania U-SENS™ spelnione musza zosta¢ nastepujgce kryteria
dopuszczalnosci (12):
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- pod koniec 45 £ 3-godzinnego okresu narazenia na dzialanie substancji chemicznej
srednia zywotno$¢ komorek linii U937 niepoddanych dziataniu substancji chemicznej w
trzech kontrprobach musiala wynosi¢ >90% 1 nie dopuszcza si¢ mozliwosci
zaobserwowania zniesienia ekspresji CD86. Podstawowa ekspresja CD86 w komorkach

linii U937 niepoddanych dziataniu substancji chemicznej musiata zawiera¢ si¢ w zakresie
od =2 % do <25 %;

- w przypadku stosowania sulfotlenku dimetylu jako rozpuszczalnika zasadnosé
przeprowadzenia kontroli z nosnikiem zawierajacej sulfotlenck dimetylu ocenia sig,
obliczajac warto$¢ wskaznika stymulacji sulfotlenku dimetylu w poréwnaniu z komoérkami
niepoddanymi dzialaniu substancji chemicznej, a $rednia zywotno$¢ komorek w trzech
kontrprébach musi wynosi¢ >90 %. kontrola z no$nikiem zawierajaca sulfotlenek dimetylu
jest wlasciwa, jezeli $rednia warto$§¢ wskaznika stymulacji CD86 w trzech kontrprébach
tej] kontroli byla mniejsza niz 250 % sredniej wartosci wskaznika stymulacji CD86
komorek linii U937 niepoddanych dziataniu substancji chemicznej w trzech kontrpréobach;

- analizy uznaje si¢ za wazne, jezeli co naymniej dwie z trzech wartosci IgG1 komorek linii
U937 niepoddanych dzialaniu substancji chemicznej mieszczg si¢ w przedziale od >0,6 %
do <1,5 %;

- rownolegle badang kontrole ujemna (kwas mlekowy) uwaza si¢ za wazna, jezeli w co
najmniej dwoch z trzech kontrprob uzyskano wyniki ujemne (wskaznik stymulacji CD86
<150 %) 1 nie odnotowano cytotoksycznosci (zywotnos¢ komorek >70 %);

- kontrole dodatnig (TNBS) uznano za wazng, jezeli w co najmniej dwoch z trzech
kontrprob uzyskano wyniki dodatnie (wskaznik stymulacji CD86 >150%) 1 nie
odnotowano cytotoksycznosci (zywotnos¢ komorek >70 %).

Sprawozdanie z badania

23. Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastgpujace informacje:

Badana substancja chemiczna

Substancja jednosktadnikowa

- dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) TUPAC lub CAS,
numer(-y) CAS, kod SMILES lub InChl, wzér strukturalny lub inne identyfikatory;

- wyglad fizyczny, rozpuszczalno$¢ w kompletnym podiozu, rozpuszczalnos¢ w sulfotlenku
dimetylu, masa czgsteczkowa 1 dodatkowe istotne wlasciwosci fizykochemiczne, w
dostepnym zakresie;

- czysto$¢, nazwa chemiczna zanieczyszczen w stosownych przypadkach i jedli jest to
praktycznie wykonalne itp.;
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- postgpowanic z dang substancjg przed rozpoczgciem badan, w stosownych przypadkach
(np. podgrzewanie, mielenie);

- badane stezenie(-a);
- warunki przechowywania i stabilno$¢, w dostgpnym zakresie;
- uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika/nosnika w odniesieniu do kazdej badanej substancji

chemicznej.

Substancja wielosktadnikowa, UVCB i mieszanina:

- opisana w miar¢ mozliwosci np. poprzez podanie nazwy chemicznej (zob. powyzej),
czystosci, przedstawienie informacji dotyczacych wystepowania iloSciowego oraz
wskazanie istotnych wilasciwosci fizykochemicznych skladnikow (zob. powyzej), w
dostepnym zakresie;

- wyglad fizyczny, rozpuszczalno$¢ w kompletnym podlozu, rozpuszczalnos¢ w sulfotlenku
dimetylu i dodatkowe istotne wlasciwosci fizykochemiczne, w dostgpnym zakresie;

- masa czasteczkowa lub pozorna masa czasteczkowa w przypadku mieszanin lub
polimeréw o znanym skladzie lub inne informacje istotne dla przebiegu badania;

- postgpowanie z dang substancja przed rozpoczeciem badan, w stosownych przypadkach
(np. podgrzewanie, mielenie);

- badane stgzenie(-a);
- warunki przechowywania 1 stabilno$¢, w dostgpnym zakresie;
- uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika/no$nika w odniesieniu do kazdej badanej substancji

chemiczne;.

Kontrole

Kontrola dodatnia

- dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) ITUPAC Ilub CAS,
numer(-y) CAS, kod SMILES lub InChl, wzor strukturalny lub inne identyfikatory;

- wyglad fizyczny, rozpuszczalno$¢ w sulfotlenku dimetylu, masa czgsteczkowa 1
dodatkowe istotne wlasciwosci fizykochemiczne, w dostepnym zakresie 1 w stosownych
przypadkach;

- czystos¢, nazwa chemiczna zanieczyszczen w stosownych przypadkach i jesli jest to
praktycznie wykonalne itp.;
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postgpowanie z dang substancjg przed rozpoczgciem badan, w stosownych przypadkach
(np. podgrzewanie, mielenie);

badane stgzenie(-a);
warunki przechowywania 1 stabilnos$¢, w dostgpnym zakresie;
odniesienie do wynikéw historycznych kontroli dodatnich wykazujacych odpowiednie

kryteria dopuszczalnos$ci analizy, w stosownych przypadkach.

Kontrola ujemna oraz kontrola z rozpuszczalnikiem/no$nikiem

dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) IUPAC lub CAS,
numer(-y) CAS, kod SMILES lub InChl, wzor strukturalny lub inne identyfikatory;

czysto$¢, nazwa chemiczna zanieczyszczen w stosownych przypadkach i jesli jest to
praktycznie wykonalne 1tp.;

wyglad fizyczny, masa czasteczkowa i dodatkowe istotne wlasciwosci fizykochemiczne w
przypadku stosowania innego rozpuszczalnika/nosnika kontrolnego niz te opisane w
wytycznej dotyczacej badan, w dostepnym zakresie;

warunki przechowywania i stabilno$¢, w dostepnym zakresie;

uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika/no$nika w odniesieniu do kazdej badanej substancji
chemicznej.

Warunki badania

nazwa i adres sponsora i placowki przeprowadzajacej badanie oraz dane kierownika
badan;

opis zastosowanego badania;

zastosowana linia komérkowa, warunki jej przechowywania oraz zroédto (np. placéwka, z
ktérej jg otrzymano);

zastosowana cytometria przeplywowa (np. model), w tym informacje na temat

zastosowanych ustawien przyrzadu, przeciwcial i markera cytotoksycznosci;

procedura stosowana w celu wykazania bieglosci laboratorium w  zakresie
przeprowadzania badania poprzez badanie substancji sluzacych do wykazania bieglosci
lub procedura stosowana do wykazania odtwarzalno$ci badania w czasie, np. dane
historyczne dotyczace kontroli lub dane historyczne dotyczace kontroli reaktywnosci.

Kryteria dopuszczalnosci badania
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wartosci dotyczace zywotnosci komorek oraz wskaznika stymulacji CD86 uzyskane za
pomoca kontroli z rozpuszczalnikiem/no$nikiem w pordwnaniu z zakresami
dopuszczalno$ci;

wartosci dotyczace zywotnosci komorek oraz wskaznika stymulacji uzyskane za pomoca
kontroli dodatniej w poréwnaniu z zakresami dopuszczalnosci;

zywotnos$¢ komorek przy wszystkich badanych stg¢zeniach badanej substancji chemiczne;.

Procedura badawcza

Wyniki

liczba zastosowanych analiz;

stosowane stezenia badanej substancji chemicznej, procedura podawania badanej
substancji chemicznej 1 czas narazenia (jezeli sa one inne niz zalecane);

czas narazenia na dziatanie substancji chemiczne;;
opis zastosowanych kryteriow oceny 1 podejmowania decyzji;

opis wszelkich modyfikacji procedury badawcze;.

tabelaryczne zestawienie danych, w tym wartosci CV70 (w stosownych przypadkach),
wskaznika stymulacji, warto$ci zywotno$ci komorek, wartosci EC150 (w stosownych
przypadkach), uzyskanych w odniesieniu do badanej substancji chemicznej oraz kontroli
dodatniej w kazdej analizie oraz wskazanie oceny badanej substancji chemicznej wedtug
modelu prognozowania;

w stosownych przypadkach opis wszelkich innych istotnych obserwaciji.

Omowienie wynikow

omowienie wynikéw uzyskanych za pomocg badania U-SENS™;

uwzglednienie wynikdéw zastosowania badania w kontekscie IATA, jezeli sg dostepne inne
odpowiednie informacje.

Whioski
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Dodatek 2.1

DEFINICJE

Dokladnosé: stopien zgodno$ci pomiedzy wynikami badania a przyjetymi wartoSciami
odniesienia. Jest to miara efektywnosci badania i1 jeden z aspektow jej istotnoSci. Pojecia
tego czesto uzywa sie zamiennie z pojeciem ,,zgodno$¢” na oznaczenie odsetka
prawidlowych wynikéw uzyskiwanych przy przeprowadzeniu badania (14).

Mechanizm wywolywania skutkéw szkodliwych: sekwencja zdarzen, poczawszy od
struktury chemicznej docelowe] substancji chemicznej lub grupy podobnych substancji
chemicznych poprzez molekularne zdarzenie inicjujace az do pozadanego wyniku in vivo

(15).

Zalezno$¢ stezenie-odpowiedZ w odniesieniu do CD86: zalezno$¢ od stezenia (lub
zalezno$¢ stezenie-odpowiedz) wystepuje wowcezas, gdy po uzyskaniu stezenia dodatniego
(wskaznik stymulacji CD86 >150) nastepuje stezenie charakteryzujace si¢ wzrastajaca
wartos$cig wskaznika stymulacji CD86.

Substancja chemiczna: substancja lub mieszanina.
CV70:szacowane stezenie, przy ktorym zywotno$¢ komorek wynosi 70 %.

Zniesienie: zniesienie ma miejsce, gdy: (i) skorygowana warto$¢ odsetka komorek CD86"
w kontrprobie stanowiacej probe kontrolng niepoddawang dzialaniu substancji nr 3 jest
mniejsza niz 50 % $redniej skorygowanej warto$ci odsetka komérek CD86" w kontrprobach
stanowigcych probe kontrolng niepoddawang dziataniu substancji nrl 1 2; oraz (i1)
skorygowana warto$¢ odsetka komoérek CD86" w kontrprobie stanowigcej kontrole ujemng
nr3 jest mniejsza niz 50 % $redniej skorygowanej wartosci odsetka komorek CD86" w
kontrprébach stanowiacych kontrolg ujemng nr 1 1 2.

EC150: szacowane ste¢zenia, przy ktoérych wskaznik stymulacji ekspresji CD86 wynosi
150 %.

Cytometria przeplywowa: technika cytometryczna, w ktorej komorki zawieszone w cieczy
przeplywaja jedna po drugiej przez zogniskowana wigzke wzbudzajacego Swiatla, ktore
rozprasza si¢ wedtug wzorcoOw charakterystycznych dla komérek i ich sktadnikdéw; komorki
czesto oznacza si¢ znacznikami fluorescencyjnymi, dzigki czemu $wiatlo jest najpierw
absorbowane, a nastgpnie emitowane w zmienionych czestotliwosciach.

Zagrozenie: nieodlgczna wlasciwos¢ czynnika lub sytuacja, ktéra moze potencjalnie
doprowadzi¢ do nickorzystnych skutkéw w przypadku narazenia organizmu, systemu lub
(sub)populacji na taki czynnik.

IATA (zintegrowane podejscie do badan i oceny): usystematyzowane podejscie
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stosowane w odniesieniu do identyfikacji zagrozen (potencjal), charakterystyki zagrozen
(sita oddzialywania) lub oceny bezpieczenstwa (potencjal / sita oddzialywania oraz
narazenie) substancji chemicznej lub grupy substancji chemicznych; w ramach tego
podejscia w sposob strategiczny integruje si¢ i wazy wszystkie istotne dane, ktére moga
wplynaé na podjecie decyzji regulacyjnej dotyczacej potencjalnego zagrozenia, ryzyka lub
konieczno$ci podjecia dalszych ukierunkowanych, a przez to minimalnych badan.

Mieszanina: mieszanina lub roztwor, ktore sktadajg si¢ z co najmniej dwoch substanc;i.

Substancja jednoskladnikowa: substancja, zdefiniowana za pomoca jej sktadu
ilosciowego, w ktorej jeden gldwny sktadnik wystepuje w stezeniu co najmniej 80 % (w/w).

Substancja wieloskladnikowa: substancja, zdefiniowana za pomoca jej skladu
ilosciowego, w ktorej wigcej niz jeden gtéwny sktadnik wystepuje w stezeniu >10 % (w/w)
1 <80 % (w/w). Substancja wielosktadnikowa powstaje w wyniku procesu wytwarzania.
Réznica migdzy mieszaning a substancja wiclosktadnikowg polega na tym, Zze mieszaning
uzyskuje si¢ poprzez zmieszanie przynajmniej dwoch substancji, miedzy ktorymi nie
zachodzi reakcja chemiczna. Substancja wieloskladnikowa powstaje w wyniku reakcji
chemiczne;.

Kontrola dodatnia: kontrproba zawierajaca wszystkie sktadniki uktadu badawczego,
poddana dziataniu substancji chemicznej, o ktdrej wiadomo, ze wywoluje reakcje dodatnig.
Aby zapewni¢ mozliwos¢ oceny zmiennosci reakcji w kontroli dodatniej w czasie, stopien
reakcji dodatniej nie powinien by¢ nadmierny.

Prehapteny: substancje chemiczne, ktore staja si¢ czynnikami uczulajacymi po
transformacji abiotycznej, np. poprzez utlenianie.

Prohapteny: substancje chemiczne, ktére wymagaja aktywacji enzymatycznej do
uwolnienia swojego potencjalnego dziatania uczulajacego na skore.

Istotno$¢: opis powigzania badania z oczekiwanym skutkiem oraz czy jest ono znaczace 1
uzyteczne z punktu widzenia okreslonego celu. Jest to zakres, w jakim badanie pozwala
prawidtowo zmierzy¢ lub przewidzie¢ biologiczny oczekiwany skutek. Istotno$¢ obejmuje
uwzglednienie doktadnos$ci (zgodnoéci) badania (14).

Wiarygodnos$é: miary zakresu, w jakim badanie moze zosta¢ przeprowadzone w sposob
odtwarzalny w jednym laboratorium i pomi¢dzy laboratoriami na przestrzeni czasu w
przypadku jego przeprowadzania przy uzyciu tego samego protokotu. Ocenia si¢ ja,
obliczajagc  odtwarzalno$¢ wewnatrz- 1 mi¢dzylaboratoryjng oraz powtarzalnosé
wewnatrzlaboratoryjng (14).

Analiza: analiza obejmuje jednoczesne badanie jednej badanej substancji chemicznej lub
wigkszej liczby takich substancji w kontroli z rozpuszczalnikiem/no$nikiem i kontroli
dodatnie;j.
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Czulo$é: odsetek wszystkich substancji chemicznych dajacych wynik dodatni / aktywnych
substancji chemicznych prawidlowo sklasyfikowanych za pomoca danego badania. Jest to
miara doktadnosci badania, ktéra daje wyniki definitywne 1 stanowi istotny parametr w
ocenie istotnosci badania (14).

S.I.: wskaznik stymulacji. Wartosci wzgledne S$redniej geometrycznej intensywnosci
fluorescencji w komorkach poddanych dziataniu substancji chemicznej w pordéwnaniu z
komorkami poddanymi dziataniu rozpuszcezalnika.

Kontrola z rozpuszczalnikiem/no$nikiem: probka niepoddana dziataniu badanej
substancji, zawierajaca wszystkie skladniki ukladu badawczego z wyjatkiem badanej
substancji chemicznej, ale z uwzglednieniem stosowanego rozpuszczalnika/nosnika.
Wykorzystywana jest do okreslenia wyjsciowej reakcji dla probek poddanych dziataniu
badanej substancji chemiczne] rozpuszczonej lub stabilnie rozproszonej w tym samym
rozpuszczalniku/nosniku. W przypadku badania z jednoczesng kontrolg podloza préobka ta
wykazuje rowniez, czy rozpuszczalnik/no$nik wchodzi w reakcj¢ z uktadem badawczym.

Swoistos¢: odsetek wszystkich substancji chemicznych dajagcych wynik ujemny /
nieaktywnych substancji chemicznych prawidlowo sklasyfikowanych za pomocg badania.
Jest to miara doktadnosci badania, ktora daje wyniki definitywne i stanowi istotny parametr
w ocenie istotnosci badania (14).

Roztwor buforowy do wybarwiania: roztwor chlorku sodu buforowany fosforanami
zawierajacy 5 % cielecej surowicy ptodowe;.

Substancja: pierwiastek chemiczny i jego zwiazki w stanie naturalnym lub uzyskane w
wyniku dowolnego procesu produkcyjnego, w tym wszelkie dodatki konieczne do
zachowania jego trwato$ci 1 wszelkie zanieczyszczenia powstale w wyniku zastosowanego
procesu, z wylaczeniem ewentualnych rozpuszczalnikéw, ktére mozna oddzieli¢ bez
wptywu na stabilno$¢ substancji i bez zmiany jej sktadu.

Badana substancja chemiczna: dowolna substancja lub mieszanina badana za pomoca
niniejszego badania.

Globalnie Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow
Organizacji Narodéw Zjednoczonych (GHS ONZ): system, w ramach ktérego proponuje
si¢ klasytikacje substancji chemicznych (substancji 1 mieszanin) wedtug znormalizowanych
rodzajow i pozioméw zagrozen fizycznych, zdrowotnych i srodowiskowych oraz omawia
si¢ odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak: piktogramy, hasla ostrzegawcze,
zwroty wskazujace rodzaj zagrozenia, zwroty wskazujace Srodki ostroznosci 1 karty
charakterystyki substancji 1 produktéw niebezpiecznych, aby przekaza¢ informacje na temat
ich szkodliwego dzialania w celu zapewnienia ochrony ludzi (w tym pracownikow,
robotnikoéw, przewoznikdéw, konsumentow i ratownikow) 1 srodowiska (16).

UVCB: substancje o nieznanym lub zmiennym skladzie, ztozone produkty reakcji lub
materiaty biologiczne.
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Wazne badanie: badanie, ktére uznano za wystarczajaco istotne i wiarygodne dla danego
celu i ktore opiera si¢ na uzasadnionych naukowo podstawach. Badanie nie moze zostac
uznane za wazne w sensie absolutnym, ale tylko w odniesieniu do okre§lonego celu (14).
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Dodatek 2.2

SUBSTANCJE SEUZACE DO WYKAZANIA BIEGLOSCI

Przed przystapieniem do rutynowego stosowania badania opisanego w niniejszym dodatku
do metody badawczej B.71 laboratoria powinny wykaza¢ swoja bieglo$¢ techniczng,
prawidtowo okreslajac prognoze U-SENS™ dla 10 substancji wskazanych w tabeli 1 oraz
okreslajgc warto$ci CV70 1 EC150, ktére mieszcza si¢ w odpowiednim zakresie odniesienia,
dla co najmniej 8 z 10 substancji stuzgcych do wykazania biegltosci. Substancje stuzace do
wykazania biegloSci wybrano w taki sposob, aby odzwierciedli¢ zakres reakcji na
zagrozenia zwigzane z dziataniem uczulajagcym na skorg. Przy wyborze substancji
kierowano si¢ réwniez nastepujacymi kryteriami: dostgpnoscig handlowg tych substancii,
dostepnoscia wysokiej jakosci danych referencyjnych z badan in vivo oraz dostgpnoscia
wysokiej jakosci danych in vitro uzyskanych w wyniku zastosowania badania U-SENS™.
W odniesieniu do badania U-SENS™ mozna znalez¢ rdéwniez opublikowane dane

referencyjne (1)(8).
Tabela 1: Substancje zalecane do wykazania bieglosci technicznej w odniesieniu do badania U-SENS™
U-SENS™ | U-SENS™ | U-SENS™
Substancje stuzace do Numer CAS Stan Prognoza in| Rozpuszcza Zakres Zakres
wykazania bieglo$ci " skupienia vivol Inik/ odniesienia | odniesienia
nosnik CV70 w EC150
ng/ml* w ug/ml*
Czynnik .
4-fenylenodiamina 106-50-3 Staty uczulajagcy Komplgr;e <30 Dodatni
(silny) podtoze (£10)
Czynnik .
Kwas pikrylosulfonowy | 2508-19-2 Ciekly | uczulajacy Komple.tne >50 D(;datm
(silny) podioze (50)
Czynnik
uczulajagcy .
Maleinian dietylu 141-05-9 | Ciekly | (wstopniu | Sthotenek 14 140 Dodatmi
umiarkowan dimetylu (220)
ym)
Czynnik
uczulajagcy .
: Kompletne Dodatni
Rezorcynol 108-46-3 Stat W stopniu . >100
yn Y u(miarkgwan podioze (<50)
ym)
Czynnik .
Alkohol cynamonowy 104-54-1 Staty uczulajacy sullfotlenek >100 Dodatni
(slaby) dimetylu (10-100)
Czynnik .
4-allilamizol 140-67-0 Ciekly | uczulajacy sul.fotlenek >100 Dodatni
(staby) dimetylu (<200)
Brak .
C sulfotlenek Ujemny
Sacharyna 81-07-2 Stat dzialania . >200
yn y e (>200)
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Brak ;
Glicerol 56-81-5 | Ciekly | dzialania | <OMPIEE | p0q Ulemnny
) podtoze (>200)
uczulajgcego
Brak ;
. . . Kompletne Ujemny
Kwas mlekowy 50-21-5 Ciekly dzmlgma podioze >200 (>200)
uczulajgcego
Brak ;
Kwas salicylowy 69-72-7 Staly dzialania 51(111;;)121:: riflk >200 [(Jizr(r)lg)y
uczulajgcego Y

Skroty: Nr CAS = numer w rejestrze Chemical Abstracts Service.

! Prognoza zagrozenia (i sily dziatania) in vivo jest oparta na danych z badania LLNA (1)(8). Sil¢ dzialania in vivo
okresla si¢ na podstawie kryteriow zaproponowanych przez ECETOC (17).

2 Na podstawie historycznych warto$ci zaobserwowanych (1)(8).

3 Kompletne podloze: podloze RPMI-1640 z dodatkiem 10 % cielecej surowicy plodowej, 2 mM L-glutaminy, 100
jednostek/ml penicyliny 1 100 pg/ml streptomycyny (8).
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Dodatek 3

BADANIE DZIALANIA UCZULAJACEGO NA SKORE IN VITRO: TEST IL-8 LUC

ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

1.

W przeciwienstwie do analiz, ktére majg na celu zbadanie ekspresji markerow
powierzchniowych komorki, test IL-8-Luc pozwala okresli¢ iloSciowo zmiany ekspresji
IL-8 — cytokiny zwigzanej z aktywacja komorek dendrytycznych. Ekspresje IL-8 w linii
komorek reporterowych IL-8 wywodzacej si¢ z THP-1 (THP-GS, ustanowionej z ludzkie)
linii komorkowej ostrej bialaczki monocytarnej THP-1) mierzy si¢ po narazeniu na
dziatanie czynnikéw uczulajacych (1). Nastgpnie ekspresj¢ lucyferazy wykorzystuje si¢ do
utatwienia rozroznienia substancji dziatajagcych uczulajaco na skorg 1 substancji
niewykazujacych takiego dziatania.

Test IL-8 Luc oceniono w ramach badania walidacyjnego (2) przeprowadzonego przez
Japonskie Centrum Walidacji Metod Alternatywnych (JaCVAM), Ministerstwo
Gospodarki, Handlu i Przemystu (METI) i Japonskic Towarzystwo ds. Metod
Alternatywnych wobec Eksperymentéw na Zwierzetach (JSAAE), a nast¢gpnie poddano
niezaleznej wzajemnej ocenie (3) pod auspicjami JaCVAM i Ministerstwa Zdrowia, Pracy
1 Opieki Spotecznej (MHLW) przy wsparciu miedzynarodowej wspélpracy w zakresie
alternatywnych metod badan (ICATM). Biorgc pod uwage wszystkie dostepne dowody
oraz wkiad ze strony organow regulacyjnych i zainteresowanych stron, mozna stwierdzi¢,
ze test IL-8 Luc jest przydatnym narzedziem w ramach TATA, pozwalajacym rozrdznié
substancje dzialajace uczulajaco na skore i substancje niewykazujace takiego dziatania na
potrzeby klasyfikacji i oznakowania pod wzglegdem zagrozen. Przyklady wykorzystania
danych z testu IL-8 Luc w polaczeniu z innymi informacjami sg opisane w literaturze

(4)(5)(6).

. Udowodniono, ze test IL-8 Luc mozna przeprowadza¢ réwniez w laboratoriach

posiadajacych doswiadczenie w zakresie kultury komorkowej 1 pomiaru lucyferazy.
Odtwarzalno$¢ wynikow w badaniu poréwnawczym wewnatrz- i mi¢dzylaboratoryjnym
wynosita odpowiednio 87,7% 1 87,5% (2). Z danych uzyskanych w badaniu
walidacyjnym (2) i innych opublikowanych pracach (1)(6) wynika, ze — w poréwnaniu z
LLNA — w tescie IL-8 Luc wynik dodatni lub ujemny przypisano 118 spos$rdd 143
substancji  chemicznych, a 25 substancjom chemicznym przypisano wynik
niejednoznaczny, przy czym dokladno$¢ testu IL-8 Luc w rozréznianiu substancji
dziatajacych wuczulajagco na skore (nalezacych do kategorii 1 wg GHS ONZ /
rozporzadzenia CLP) 1 substancji niewykazujacych takiego dzialania (nalezgcych do
kategorii wg GHS ONZ / rozporzadzenia CLP) wynosi 86 % (101/118) przy czuto$ci na
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poziomie 96 % (92/96) i swoistosci na poziomie 41 % (9/22). Wylaczajac substancje
znajdujace si¢ poza dziedzing zastosowania opisana ponizej (pkt5), w tescie IL-8 Luc
wynik dodatni lub ujemny przypisano 113 sposrdéd 136 substancji chemicznych, a 23
substancjom chemicznym przypisano wynik niejednoznaczny, przy czym doktadnosé testu
IL-8 Luc wynosi 89 % (101/113) przy czulosci na poziomie 96 % (92/96) i swoisto$ci na
poziomie 53 % (9/17). Wykorzystujac dane dotyczace ludzi przytoczone przez Urbisch et
al. (7), w tescie IL-8 Luc wynik dodatni lub ujemny przypisano 76 sposroéd 90 substancji
chemicznych, a 14 substancjom chemicznym przypisano wynik niejednoznaczny, przy
czym doktadno$¢ testu wynosi 80 % (61/76), czuto$¢ — 93 % (54/58), a swoistos¢ — 39 %
(7/18). Wylaczajac substancje znajdujace si¢ poza dziedzing zastosowania, w tescie 1L-8
Luc wynik dodatni lub ujemny przypisano 71 sposrdd 84 substancji chemicznych, a 13
substancjom chemicznym przypisano wynik niejednoznaczny, przy czym doktadno$¢ testu
wynosi 86 % (61/71) przy czuto$ci na poziomie 93 % (54/58) i swoisto$ci na poziomie
54 % (7/13). Prawdopodobienstwo wystapienia prognoz falszywie ujemnych przy
zastosowaniu testu IL-8 Luc jest wigksze w przypadku substancji chemicznych
wykazujacych niskg/$rednig sile dziatania uczulajacego na skore (tj. nalezgcych do
podkategorii 1B wg GHS ONZ / rozporzadzenia CLP) niz w przypadku substancji
wykazujacych wysoka site dzialania uczulajacego (tj. nalezgcych do podkategorii 1A wg
GHS ONZ / rozporzadzenia CLP) (6). Lacznie informacje te lgcznie wspierajg role, jaka
test IL-8 Luc odgrywa w identyfikacji zagrozen zwigzanych z dzialaniem uczulajacym na
skore. Doktadnos$¢ testu 1L-8 Luc podana jako doktadno$¢ samodzielnego badania ma
wylacznie charakter orientacyjny, poniewaz test nalezy rozpatrywa¢ w polaczeniu z innymi
zrodtami informacji w kontekscie IATA oraz zgodnie z przepisami pkt 7 i 8 wprowadzenia
ogo6lnego. Co wigcej, przy ocenie badan niewymagajacych wykorzystania zwierzat pod
katem dziatania uczulajacego na skére nalezy pamigtaé, ze LLNA, jak roéwniez inne
badania przeprowadzane na zwierze¢tach, moga nie w petni odzwierciedla¢ sytuacje w
odniesieniu do ludzi.

. Na podstawie obecnie dostepnych danych wykazano, ze test IL-8 Luc ma zastosowanie do
badanych substancji chemicznych obejmujacych szereg organicznych grup funkcyjnych,
mechanizmow reagowania, sil dziatania uczulajacego na skore (jak okreslono w badaniach
in vivo) oraz wlasciwosci fizykochemicznych (2)(6).

. Mimo ze w tescie IL-8 Luc jako rozpuszczalnik wykorzystuje si¢ X-VIVOTM 15, przy
uzyciu tego testu poprawnie oceniono substancje chemiczne, ktorych log Kow wynosi >
3,5, oraz te, ktérych rozpuszczalno§¢ w wodzie wynosi okoto 100 pg/ml, zgodnie z
obliczeniami przy uzyciu EPI Suite™, a jego skuteczno$¢ w wykrywaniu substancji
dziatajacych uczulajaco stabo rozpuszczalnych w wodzie jest lepsza niz w przypadku testu
IL-8 Luc, w ktérym jako rozpuszczalnik wykorzystuje si¢ sulfotlenck dimetylu (2). Wyniki
ujemne uzyskane w odniesieniu do badanych substancji chemicznych, ktére nie
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rozpuszczaja si¢ w stezeniu 20 mg/ml, moga jednak dawa¢ wyniki falszywie ujemne,
poniewaz substancje te nie rozpuszczaja sic w X-VIVO™ 15, Dlatego tez nie nalezy braé
pod uwage wynikéw ujemnych uzyskanych w odniesieniu do tych substancji chemicznych.
Wysoki odsetek wynikow fatszywie ujemnych w przypadku bezwodnikéw zaobserwowano
w badaniu walidacyjnym. Ponadto z powodu ograniczonej wydolno$ci metabolicznej linii
komorkowej (8) 1 warunkow doswiadczalnych prohapteny (substancje wymagajace
aktywacji metabolicznej) i prehapteny (substancje aktywowane przez utlenianie przy
uzyciu powietrza) moga dawa¢ w przedmiotowym tescie wyniki ujemne. Chociaz wyniki
ujemne uzyskane w odniesieniu do substancji, ktore mogg by¢ pre-/prohaptenami, nalezy
jednak interpretowa¢ z pewna doza ostroznosci, w tescie IL-8 Luc prawidlowo oceniono
jednak 11 sposrod 11 prehaptendow, 6/6 prohaptendw i 6/8 pre-/prohaptendéw znajdujacych
si¢ w zestawie danych testu IL-8 Luc (2). Na podstawie najnowszego kompleksowego
przegladu trzech badan niewymagajacych wykorzystania zwierzat (DPRA, KeratinoSens™
1 h-CLAT) przeprowadzonych w celu wykrycia pre- 1 prohaptendéw (9) oraz w oparciu o
fakt, ze komorki THP-G8 wykorzystywane w te$cie IL-8 Luc sa linig komoérkowa
wywodzacg si¢ z THP-1, ktéra wykorzystuje si¢ w badaniu h-CLAT, mozna stwierdzi¢, ze
test IL-8 Luc — w polaczeniu z innymi badaniami — moze réwniez przyczyni¢ si¢ do
zwigkszenia czuto$ci badan niewymagajacych wykorzystania zwierzat pod wzgledem
wykrywania pre- i prohaptenéw. Dotychczas badane $rodki powierzchniowo czynne daty
wyniki (falszywie) dodatnie niezaleznie od ich rodzaju (np. kationowe, anionowe lub
niejonowe). Ponadto substancje chemiczne zakldcajace dzialanie lucyferazy moga
zaktoca¢ jej aktywno$é/pomiar, powodujac inhibicje¢ pozorng lub zwigkszong
luminescencj¢ (10). Na przyktad z dostepnych informacji wynika, ze stezenia fitoestrogenu
wyzsze niz 1 uM zakldcaja sygnaly luminescencyjne w innych badaniach gendéw
reporterowych opartych na lucyferazie z powodu nadaktywacji lucyferazowego genu
reporterowego. W rezultacie nalezy ostroznie bada¢ ekspresj¢ lucyferazy uzyskang przy
wysokich stezeniach fitoestrogenéw lub zwiazkéw, co do ktérych przypuszcza sig, ze
wywotuja one — podobnie jak fitoestrogeny — aktywacje lucyferazowego genu
reporterowego (11). W zwigzku z powyzszym $rodki powierzchniowo czynne, bezwodniki
oraz substancje chemiczne zakldcajace funkcjonowanie dzialania lucyferazy znajduja sie
poza dziedzing zastosowania niniejszego testu. W przypadkach, w ktéorych mozna
przedstawi¢ dowody na brak mozliwosci zastosowania testu IL-8 Luc w odniesieniu do
innych konkretnych kategorii badanych substancji chemicznych, testu nie nalezy stosowac
w odniesieniu do tych konkretnych kategorii.

. Jak opisano powyzej, test IL-8 Luc wspiera rozroznienie substancji dzialajacych
uczulajaco na skore i1 substancji niewykazujacych takiego dziatania. Wymagane jest jednak
przeprowadzenie dalszych prac, najlepiej na podstawie danych dotyczacych ludzi, aby
ustali¢, w jaki sposob wyniki IL-8 Luc moga potencjalnie wplynaé na oceng sity dziatania,
jezeli sa rozpatrywane w potaczeniu z innymi zrdédtami informacji.
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Definicje znajduja si¢ w dodatku 3.1.

ZASADA BADANIA

8.

10.

W tescie IL-8 Luc wykorzystuje si¢ ludzka lini¢ komoérkowsq bialaczki monocytarnej THP-
1, ktérg otrzymano ze zbioru kultur typu amerykanskiego (Manassas, Wirginia, Stany
Zjednoczone). Wydziat dermatologii szkoly medycznej Uniwersytetu Tokohu,
wykorzystujac te lini¢ komorkowa, ustanowit lini¢ komodrek reporterowych IL-8
wywodzaca si¢ z THP-1 — THP-GS, ktoéra zawiera geny stabilnej lucyferazy
pomaranczowej (SLO) 1 stabilnej lucyferazy czerwonej (SLR), kontrolowane odpowiednio
przez promotory IL-8 oraz dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) (1).
Pozwala to na dokonanie ilo$ciowego pomiaru indukcji genu lucyferazy przy wykryciu
luminescencji z powszechnie stosowanych substratow lucyferazy generujagcych $wiatto
jako wskaznika aktywnos$ci IL-8 i GAPDH w komorkach, ktore zostaly narazone na
dziatanie substancji dziatajacych uczulajaco.

System testu uwzgledniajacego dwie barwy zawiera lucyferaz¢ emitujaca Swiatto
pomaranczowe (SLO; Amaks. = 580 nm) (12) na potrzeby ekspresji genéw promotora IL-
8, a takze lucyferaz¢ emitujaca $wiatlo czerwone (SLR; Amaks. = 630 nm) (13) na
potrzeby ekspresji gendw promotora kontroli wewnetrznej — GAPDH. Te dwie lucyferazy
emituja ré6zne barwy w reakcji z d-lucyferyng $wietlika, a ich luminescencje mierzy si¢
jednoczesnie w reakcji jednoetapowej, wykorzystujac filtr optyczny do oddzielenia emisji
od mieszaniny testowej (14) (dodatek 3.2).

Komoérki THP-G8 poddaje si¢ dziataniu substancji chemicznej przez 16 godzin, po czym
mierzy si¢ aktywno$¢ lucyferazy SLO (SLO-LA) odzwierciedlajaca aktywno$¢ promotora
IL-8 oraz aktywno$¢ lucyferazy SLR (SLR-LA) odzwierciedlajaca aktywnos$¢ promotora
GAPDH. Aby utatwi¢ zrozumienie skrotow, SLO-LA 1 SLR-LA wyznaczono odpowiednio
jako ILSLA i GAPLA. W tabeli 1 przedstawiono opis poj¢¢ zwigzanych z aktywnoscia
lucyferazy w tescie IL-8 Luc. Zmierzone warto$ci wykorzystuje sie do obliczenia:
znormalizowane] IL8LA (nIL8LA), ktéra jest stosunkiem IL8LA do GAPLA; indukcji
nIL8LA (Ind-IL8LA), ktéra jest stosunkiem $rednich arytmetycznych czterokrotnie
mierzonych warto$ci nIlL8LA komoérek THP-G8 poddanych dziataniu substancji
chemicznej oraz wartosci nIL8LA komodrek THP-GS8 niepoddanych dziataniu substancji
chemiczne); oraz inhibicji GAPLA (Inh-GAPLA), ktora jest stosunkiem srednich
arytmetycznych czterokrotnie mierzonych warto$ci GAPLA komérek THP-G8 poddanych
dziataniu substancji chemicznej i warto§ci GAPLA komoérek THP-G8 niepoddanych
dziataniu substancji chemicznej, a takze jako wskaznik cytotoksycznosci.

Tabela 1: Opis pojg¢ zwigzanych z aktywnos$cig lucyferazy w tescie IL-8 Luc
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Skrot Definicja

GAPLA Aktywnos$¢ lucyferazy SLR odzwierciedlajaca aktywno$¢ promotora
GAPDH

ILSLA Aktywnos¢ lucyferazy SLO odzwierciedlajaca aktywno$¢ promotora IL-
8

nlL8LA ILSLA/GAPLA

Ind-IL8LA nlL8LA komoérek THP-G8 poddanych dziataniu substancji chemicznych
/ nIL8LA komorek niepoddanych dziataniu substancji chemicznych

Inh-GAPLA  GAPLA komoérek THP-G8 poddanych dziataniu  substancji
chemicznych / GAPLA komorek niepoddanych dziataniu substancji
chemicznych

CVo05 Najnizsze stgzenie substancji chemicznej, w ktérym Inh-GAPLA
przyjmuje warto$¢ <0,05.

11. Aby usprawnié proces walidacji zmienionych testow in vitro lucyferazy IL-8 podobnych
do testu IL-8 Luc 1 aby umozliwi¢ terminowe modyfikowanie wytycznej OECD nr 442E
dotyczacej badan, mozna skorzysta¢ z dostgpnych standardow wykonywania badan (15).
Wzajemne uznawanie danych OECD bedzie mozliwe wylacznie w przypadku badan
zweryfikowanych zgodnie ze standardem wykonywania badan, jezeli badania te poddano
przegladowi 1 wigczono do wytycznej OECD nr 442E dotyczacej badan (16).

WYKAZANIE BIEGLOSCI

12. Przed przystapieniem do rutynowego stosowania badania opisanego w niniejszym dodatku
do metody badawczej B.71 laboratoria powinny wykaza¢ swoja bieglto$¢ techniczng z
zastosowaniem dziesigciu substancji stuzacych do wykazania bieglo$ci wymienionych w
dodatku 3.3 zgodnie z dobrymi praktykami w zakresie metody in vitro (17). Ponadto
uzytkownicy badania powinni prowadzi¢ baz¢ danych historycznych wygenerowanych
podczas kontroli reaktywnos$ci (zob. pkt 15) oraz kontroli dodatnich 1 kontroli z
rozpuszczalnikiem/no$nikiem (zob. pkt21-24), a takze wykorzystywa¢ te dane do
potwierdzenia zachowania odtwarzalnosci badania w swoim laboratorium w miar¢ uptywu
czasu.

PROCEDURA

13. Standardowa procedura operacyjna dotyczaca testu IL-8 Luc jest dostgpna i nalezy z nigj
korzysta¢ podczas przeprowadzania badania (18). Laboratoria, ktore chca przeprowadzi¢
badanie, moga otrzymac rekombinowang lini¢ komorkowa THP-G8 w laboratorium GPC
Co. Ltd. w Tottori w Japonii, podpisujagc, w zgodzie z warunkami wzoru OECD,
porozumienie o transferze materialu. W ponizszych punktach opisano najistotniejsze
elementy 1 procedury zwigzane z testem.
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Przygotowanie komorek

14.

15.

16.

Do przeprowadzenia testu IL-8 Luc (zob. pkt 8 i 13) nalezy wykorzysta¢ lini¢ komérkowa
THP-G8 pochodzaca z laboratoritum GPC Co. Ltd. w Tottori w Japonii. Po odebraniu
komorki rozmnaza si¢ (2—4 pasazy) 1 przechowuje zamrozone jako jednorodny zbidr.
Komorki pochodzace z tego zbioru mozna rozmnaza¢ do osiggni¢cia maksymalnie 12
pasazy lub przez maksimum 6 tygodni. RPMI-1640 jest podtozem wykorzystywanym do
rozmnazania, zawierajacym 10 % bydlecej surowicy plodowej (FBS), roztwor
antybiotyczny/przeciwgrzybiczy (100 U/ml penicyliny G, 100 pg/ml streptomycyny 1 0,25
ug/ml amfoterycyny B w 0,85 % soli fizjologicznej) (np. GIBCO o numerze kat. 15240-
062), 0,15 ug/ml puromycyny (np. nr CAS 58-58-2) oraz 300 pg/ml G418 (np. nr CAS
108321-42-2).

Przed wykorzystaniem komérek do badan nalezy je zakwalifikowaé, przeprowadzajac
kontrole reaktywnos$ci. Kontrolg t¢ nalezy przeprowadzi¢ w terminie 1-2 tygodni lub 2—4
pasazy po rozmrozeniu, stosujac kontrol¢ dodatnig, tj. bromek 4-nitrobenzylu (4-NBB) (nr
CAS 100-11-8, czystos¢ > 99 %), oraz kontrol¢ ujemna, tj. kwas mlekowy (LA) (nr CAS
50-21-5, czystos$¢ > 85 %). Bromek 4-nitrobenzylu powinien wywotac¢ reakcje dodatnig na
Ind-IL8LA (>1,4), natomiast kwas mlekowy powinien wywola¢ reakcje ujemng na Ind-
ILSLA (<1,4). W teScie nalezy wykorzysta¢ wylacznie te komorki, ktore pomyslnie
przeszty kontrole reaktywnosci. Kontrole reaktywnosci nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z
procedurami opisanymi w pkt 22-24.

Komérki THP-G8 wysiewa si¢ do badan w gestosci 2—5 x 10° komérek/ml i dokonuje ich
wstepnej hodowli w kolbach z kulturami przez 48-96 godzin. W dniu badania komorki
pobrane z kolb z kulturami przemywa si¢ w podtozu RPMI-1640 zawierajacym 10 % FBS
bez antybiotykOw, a nastgpnie zawiesza si¢ je ponownie w podtozu RPMI-1640 o
zawarto$ci 10 % FBS bez antybiotykéw w gestosci 1 X 10° komorek/ml. Nastepnie
komoérki umieszcza si¢ w dotkach 96-dotkowej czarnej plytki ptaskodennej (np. Costar o
numerze kat. 3603) w objetosci po 50 ul (5 x 10* komérek/ml).

Przygotowanie badanej substancji chemicznej i substancji kontrolnych

17.

Badang substancj¢ chemiczng oraz substancje kontrolne przygotowuje si¢ w dniu badania.
Na potrzeby testu IL-8 Luc badane substancje chemiczne rozpuszcza sie w X-VIVO™ 15,
dostepnym na rynku podlozu pozbawionym surowicy (Lonza, 04-418Q), do stezenia
koncowego wynoszacego 20 mg/ml. W probowce do mikrowirowki do 20 mg badanej
substancji chemicznej (bez wzgledu na rozpuszczalno$é tej substancji chemicznej) dodaje
sie X-VIVO™ 15 az do uzyskania objetosci 1 ml, a nastgpnie przez 30 min energicznie
wiruje 1 wstrzgsa na wirniku przy maksymalnej predkosci wynoszacej 8 obr./min w
temperaturze otoczenia wynoszacej ok.20°C. W przypadku gdy state substancje
chemiczne wcigz sg nierozpuszczalne, probowke dodatkowo poddaje sie dzialaniu
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ultradzwickéw do momentu catkowitego rozpuszczenia substancji chemicznej lub
utworzenia jej stabilne; dyspersji. W przypadku badanych substancji chemicznych
rozpuszczalnych w X-VIVO™ 15 roztwér rozciencza sic picciokrotnie za pomoca X-
VIVO™ 15 i wykorzystuje jako roztwor podstawowy X-VIVO™ 15 badanej substancji
chemicznej (4 mg/ml). W  przypadku badanych substancji  chemicznych
nierozpuszczalnych w X-VIVO™ 15 mieszanine ponownie wiruje sie przez co najmniej 30
minut, a nastepnie odwirowuje z predkoscig 15 000 obr./min. (=20 000 g) przez 5 min;
powstaly supernatant wykorzystuje si¢ jako roztwér podstawowy X-VIVO™ 15 badanej
substancji chemicznej. W przypadku zastosowania innych rozpuszczalnikéw, takich jak
sulfotlenek dimetylu, woda lub podloze, nalezy przedstawi¢ uzasadnienie naukowe. W
dodatku 3.5 szczeg6towo opisano procedure rozpuszczania substancji chemicznych.
Roztwory X-VIVO™ 15 opisane w pkt 18-23 miesza si¢ w stosunku 1:1 (obj.) z
zawiesinami komdrkowymi przygotowanymi w dotkach 96-dotkowej czarnej plytki
ptaskodennej (zob. pkt 16).

Celem pierwszej analizy testowe] jest okreslenie st¢zenia cytotoksycznego oraz zbadanie
potencjatu dziatania uczulajacego na skoére substancji chemicznych. Przy pomocy X-
VIVO™ 15 tworzy sie seric rozciehczen w postepie geometrycznym roztwordw
podstawowych X-VIVO™ 15 badanych substancji chemicznych, stosujac wspolczynnik
rozcienczenia wynoszacy 2 (zob. dodatek 3.5) 1 wykorzystujac do tego celu blok 96-
dotkowy (np. Costar o numerze kat. EW-01729-03). Nastgpnie do 50 pl zawiesiny
komorkowej znajdujacej sie w dotkach 96-dotkowej czarnej ptytki ptaskodennej dodaje sie
rozcienczony roztwoér w objetoSci 50 pl/dotek. Dlatego tez w przypadku badanych
substancji chemicznych rozpuszczalnych w X-VIVO™ 15 stezenia koncowe tych
substancji wynosza 0,002-2 mg/ml (dodatek 3.5). W przypadku badanych substancji
chemicznych, ktore nie rozpuszczaja sie w X-VIVO ™ 15 w stezeniu 20 mg/ml, okresla sie
jedynie wspétczynniki rozcienczenia wynoszace 2-2'°, chociaz rzeczywiste stezenia
koncowe badanych substancji chemicznych pozostaja niepewne i zaleza od stezenia
roztworu nasyconego substancji chemicznych w roztworze podstawowym X-VIVO ™ 15

W kolejnych analizach testowych (tj. w drugiej, trzeciej 1 czwartej kontrprobie) roztwor
podstawowy X-VIVO™ 15 tworzy sie w stezeniu czterokrotnie wyzszym niZ steZenie,
przy ktérym zywotnos$¢ komoérek wynosi 05 (CVO0S5; najnizsze stezenie, przy ktdorym Inh-
GAPLA przyjmuje wartos¢ < 0,05) w pierwszym doswiadczeniu. Jezeli najwyzsze st¢zenie
Inh-GAPLA nie spadnie ponizej 0,05 w pierwszej analizie, roztwér podstawowy X-
VIVO™ 15 tworzy si¢ w najwyzszym stezeniu uzytym w pierwszej analizie. Stezenie
CVO05 oblicza sie, dzielac stezenie roztworu podstawowego uzyskanego podczas pierwszej
analizy przez wspotczynnik rozcienczenia CVO05 (X) (wspotczynnik rozcienczenia CV05
(X); wspoétezynnik rozcienczenia wymagany do rozcieficzenia roztworu podstawowego do
CVO05) (zob. dodatek 3.5). W przypadku badanych substancji nierozpuszczalnych w X-
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VIVO w stezeniu 20 mg/ml wartos¢ CVO05 okresla sig, mnozac stezenie roztworu
podstawowego przez 1/X. Jezeli chodzi o analizy 2—4, przygotowuje si¢ drugi roztwor
podstawowy w postaci 4 x CV50 (dodatek 3.5).

Serie rozcienczen w postgpie geometrycznym drugich roztworéow podstawowych X-
VIVO™ 15 tworzy sie, stosujac wspolczynnik rozcienczenia wynoszacy 1,5 i
wykorzystujac do tego celu blok 96-dotkowy. Nastgpnie do 50 ul zawiesiny komorkowe;j
znajdujace] si¢ w dotkach 96-dotkowej czarnej plytki plaskodennej dodaje sig
rozcienczony roztwor w objetosci 50 pl/dotek. Kazde stezenie badanej substancji
chemicznej nalezy bada¢ w czterech dolkach. Probki miesza si¢ wowczas za pomocag
wytrzasarki do ptytek i inkubuje przez 16 godzin w temperaturze 37 °C i w obecnosci 5 %
COy, po czym mierzy si¢ aktywnos$¢ lucyferazy w sposob opisany ponize;.

Kontrola z rozpuszczalnikiem jest mieszaning X-VIVO™ 15 w objetosci 50 pl/dotek i
zawiesiny komoérkowej w RPMI-1640 zawierajacej 10 % bydlecej surowicy ptodowe] w
objetosci 50 pl/dotek.

Zalecang kontrolg dodatnig jest bromek 4-nitrobenzylu. W 1,5-mililitrowej probowce do
mikromiareczkowania przygotowuje si¢ 20 mg bromku 4-nitrobenzylu, a nast¢pnie dodaje
sie X-VIVO™ 15 do uzyskania objetosci 1 ml. Probéwke umieszcza sie w wirniku, gdzie
jej zawarto$¢ jest energicznie mieszana 1 wstrzgsana z maksymalng predkoScig 8 obr./min
przez co najmniej 30 min. Po odwirowywaniu przy 20 000 g przez 5 minut supernatant
rozciencza sie czterokrotnie w X-VIVO™ 15, a nastepnie 500 ul rozciehczonego
supernatantu przenosi si¢ do dotka bloku 96-dotkowego. Rozcienczony supernatant
rozciencza sie dalej w X-VIVO™ 15, stosujac wspotezynniki rozcieficzenia 2 i 4, po czym
50 ul tego roztworu dodaje si¢ do 50 pl zawiesiny komoérkowej THP-GS8 znajdujacej sie w
dotkach 96-dotkowej czarnej ptytki plaskodennej (dodatek 3.6). Kazde stezenie kontroli
dodatniej nalezy bada¢ w czterech dotkach. Ptytke wstrzasa si¢ za pomocag wytrzasarki do
ptytek i inkubuje w inkubatorze CO2 (37 °C, 5 % CO2) przez 16 godzin, po czym mierzy
si¢ aktywnos$¢ lucyferazy w sposob opisany w pkt 29.

Zaleca si¢ stosowanie kwasu mlekowego jako kontroli ujemnej. W 1,5-mililitrowe)
probowce do mikromiareczkowania przygotowuje si¢ 20 mg kwasu mlekowego, a
nastepnie dodaje sic X-VIVO™ 15 do uzyskania objetoéci 1 ml (20 mg/ml). Roztwor
kwasu mlekowego o stezeniu 20 mg/ml rozcieficza si¢ picciokrotnie w X-VIVO™ 15 (4
mg/ml); 500 pl tego roztworu kwasu mlekowego o stezeniu 4 mg/ml przenosi si¢ do dotka
bloku 96-dotkowego. Roztwér ten rozciencza sie dwukrotnie w X-VIVO™ 15, a nastepnie
ponownie rozciencza si¢ dwukrotnie, by uzyskac roztwory o stezeniach 2 mg/ml oraz 1
mg/ml. 50 pl tych trzech roztworéw oraz kontrole z no$nikiem (X-VIVO™ 15) dodaje sie
do 50 ul zawiesiny komérkowej THP-GS8 znajdujacej si¢ w dotkach 96-dotkowej czarnej
ptytki ptaskodennej. Kazde stgzenie kontroli ujemnej bada si¢ w czterech dotkach. Phytke
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wstrzgsa si¢ za pomoca wytrzgsarki do ptytek 1 inkubuje w inkubatorze CO2 (37 °C, 5 %
CO») przez 16 godzin, po czym mierzy si¢ aktywnos$¢ lucyferazy w sposdb opisany w
pkt 29.

Mozna stosowa¢ inne odpowiednie kontrole dodatnie lub ujemne, jezeli dostgpne sa dane
historyczne pozwalajace na uzyskanie pordwnywalnych kryteriow dopuszczalnos$ci
analizy.

Nalezy dotozyé staran, aby nie dopusci¢ do odparowania lotnych badanych substancji
chemicznych i aby zapobiec =zanieczyszczeniu krzyzowemu miedzy dotkami
zawierajagcymi badane substancje chemiczne, np. szczelnie zaklejajac plytke przed
rozpoczgciem inkubaciji z wykorzystaniem badanych substancji chemicznych.

Uzyskanie prognozy dodatniej lub wujemnej w odniesieniu badanych substancji
chemicznych oraz kontroli z rozpuszczalnikiem wymaga przeprowadzenia 2—4 analiz (zob.
tabela 2). Kazda analiz¢ przeprowadza si¢ innego dnia, uzywajac Swiezego roztworu
podstawowego X-VIVO™ 15 badanych substancji chemicznych oraz wykorzystujac
niezaleznie pobrane komorki. Komdérki moga pochodzié z tego samego pasazu.

Pomiary aktywnosci lucyferazy

27.

28.

29.

Luminescencj¢ mierzy si¢ przy zuzyciu 96-dotkowego luminometru mikroptytkowego
wyposazonego w filtry optyczne, np. Phelios (ATTO, Tokio, Japonia), Tristan 941
(Berthold, Bad Wildbad, Niemcy) oraz seria ARVO (PerkinElmer, Waltham,
Massachusetts, Stany Zjednoczone). Aby zapewni¢ odtwarzalnos$¢, luminometr musi by¢
wykalibrowany na potrzeby kazdego badania (19). Na potrzeby tej kalibracji dostgpne sa
rekombinowane lucyferazy emitujace $wiatlo pomaranczowe i czerwone.

100ul podgrzanego odczynnika do testu lucyferazy Tripluc® (Tripluc) przenosi sie do
kazdego dolka na ptytce, ktory zawiera zawiesing komorkowa poddang dzialaniu
substancji chemicznej lub niepoddang takiemu dziataniu. Plytke wstrzasa si¢ przez 10
minut w temperaturze otoczenia wynoszacej ok. 20 °C. Umieszcza si¢ ja w luminometrze,
by zmierzy¢ aktywno$¢ lucyferazy. Bioluminescencj¢ mierzy si¢ kazdorazowo przez 3
sekundy zaréwno z zastosowaniem filtra optycznego (F1), jak 1 bez niego (F0). W
przypadku zastosowania innych ustawien, np. z uwagi na korzystanie z innego modelu
luminometru, nalezy przedstawic¢ stosowne uzasadnienie.

Parametry kazdego stgzenia obliczane sg na podstawie zmierzonych wartosci, np. ILSLA,
GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, $redniego odchylenia standardowego (+SD)
IL8LA, $redniego £SD GAPLA, Sredniego £SD nlIL8LA, $redniego £SD Ind-ILSLA,
sredniego +SD Inh-GAPLA oraz 95-procentowego przedzialu ufnosci Ind-ILSLA.
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Definicje parametréw uzytych w niniejszym punkcie znajduja si¢ odpowiednio w
dodatkach I oraz 1V.

30. Przed pomiarem rozrdéznienie kolorystyczne w testach reporterowych, w ktoérych stosuje
si¢ kilka barw, uzyskuje si¢ zazwyczaj przy uzyciu detektoréw (luminometru oraz czytnika
plytek) wyposazonych w filtry optyczne, takie jak filtry typu sharp-cut (dtugoprzepustowe
lub krotkoprzepustowe) lub filtry srodkowoprzepustowe. Zgodnie z dodatkiem 3.2
wspotczynniki transmisji filtréw kazdego koloru sygnatu bioluminescencji nalezy
wykalibrowa¢ przed badaniem.

DANE I SPRAWOZDAWCZOSC

Ocena danych

31. Zgodnie z kryteriami podejmowania decyzji stwierdzajgcej wynik dodatni/ujemny wymaga
si¢, aby w kazdej analizie:

- prognozg dotyczacg testu IL-8 Luc uzna¢ za dodatnig, jezeli Ind-IL8LA badanej substancji
chemicznej wynosi >1,4 oraz gdy dolna warto§¢ graniczna 95-procentowego przedziatu
ufnosci Ind-IL8LA wynosi >1,0;

- prognozg dotyczaca testu IL-8 Luc uzna¢ za ujemna, jezeli Ind-IL8LA badanej substancji
chemicznej wynosi <1,4 lub gdy dolna warto$¢ graniczna 95-procentowego przedziatu
ufnosci Ind-IL8LA wynosi <1,0.

Model prognozowania

32. Uznaje si¢, ze badane substancje chemiczne, w odniesieniu do ktérych uzyskano wyniki
dodatnie w dwoch analizach spo$rdd analiz pierwszej, drugiej, trzeciej lub czwartej,
uzyskujg wynik dodatni, natomiast substancje, w odniesieniu do ktoérych uzyskano wyniki
ujemne w trzech analizach sposréd analiz pierwszej, drugiej, trzeciej lub czwarte],
uzyskuja wynik przypuszczalnie ujemny (tabela 2). Sposrod substancji chemicznych, w
odniesieniu do ktorych przypuszcza sig, Ze uzyskaja wynik ujemny, substancjom
chemicznym, ktére rozpuscily sie w X-VOVO™ 15 w stezeniu 20 mg/ml, przyznaje si¢
wynik ujemny, natomiast substancji chemicznych, ktére nie rozpuscity sie w X-VOVO™
15 w stezeniu 20 mg/ml, nie nalezy bra¢ pod uwage (rys. 1).

Tabela 2: Kryteria identyfikacji wyniku dodatniego i przypuszczalnie ujemnego

Analiza 1 Analiza 2 Analiza 3 Analiza 4 Prognoza
koncowa
Dodatni Dodatni - - Dodatni
Ujemny Dodatni - Dodatni
Ujemny Dodatni Dodatni
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Ujemny Przypuszczalnie
ujemny
Ujemny Dodatni Dodatni - Dodatni
Ujemny Dodatni Dodatni
Ujemny Przypuszczalnie
ujemny
Ujemny Dodatni Dodatni Dodatni
Ujemny Przypuszczalnie
ujemny
Ujemny - Przypuszczalnie
ujemny
Rys. 1: Model prognozowania oceny koncowej
3
Dodatni N
Substancje L J Rozpuszczalne w 20

) Ujemn
chemiczne _ mg/ml J y
Przypuszczalnie

ujemny [ h

J

Nierozpuszczalne w Nie nalezy bra¢
20 mg/ml pod uwage

J

Kryteria dopuszczalnosci

33. Podczas wykonywania testu IL-8 Luc spelnione musza zostaé nastepujace kryteria
dopuszczalnosci:

- w kazdej analizie warto$¢ Ind-IL8LA powinna wynosi¢ powyzej 5,0 w co najmniej
jednym stezeniu kontroli dodatniej, tj. bromku 4-nitrobenzylu;

- w kazdej analizie warto$¢ Ind-IL8LA powinna wynosi¢ ponizej 1,4 w dowolnym stezeniu
kontroli ujemne;, tj. kwasie mlekowym;

- nalezy odrzuci¢ dane z ptytek, w przypadku ktorych wartos¢ GAPLA dotkow kontrolnych
zawierajacych komorki 1 Triplue, lecz niezawierajgcych substancji chemicznych, jest
mniejsza niz pigciokrotno§é wartosci GAPLA dotkéw zawierajgcych jedynie podioze do
badan (RPMI-1640 zawierajace 10 % bydlecej surowicy plodowej w objetosci 50 pl/dotek
i X-VIVO™ 15 w objetosci 50 pl/dotek);
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- nalezy odrzuci¢ dane z plytek, w przypadku ktorych wartos¢ Inh-GAPLA wszystkich
stezen badanych lub kontrolnych substancji chemicznych jest mniejsza niz 0,05. W tym
przypadku nalezy powtorzy¢ pierwsze badanie, tak aby najwyzsze st¢zenie koncowe
powtdrzonego badania bylo najnizszym stezeniem koncowym poprzedniego badania.

Sprawozdanie z badania

34. Sprawozdanie z badania powinno zawieraé nastepujace informacje:

Badane substancje chemiczne

Substancja jednosktadnikowa:

- dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) IUPAC Ilub CAS,
numer(-y) CAS, kod SMILES lub InChl, wzor strukturalny lub inne identyfikatory;

- wyglad fizyczny, rozpuszczalno$¢ w wodzie, masa czasteczkowa i dodatkowe istotne
wiasciwosci fizykochemiczne, w dostepnym zakresie;

- czysto$¢, nazwa chemiczna zanieczyszczen w stosownych przypadkach 1 jesli jest to
praktycznie wykonalne itp.;

- postgpowanie z dang substancjg przed rozpoczeciem badan, w stosownych przypadkach
(np. podgrzewanie, mielenie);

- rozpuszczalno$¢ w  X-VIVO™ 15, w przypadku substancji chemicznych
nierozpuszczalnych w X-VIVO™ 15 — czy po odwirowaniu mozna zaobserwowaé
stracanie lub flotacje;

- badane stgzenie(-a);
- warunki przechowywania 1 stabilnos¢, w dostgpnym zakresie;
- uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika/no$nika w odniesieniu do kazdej badanej substancji

chemicznej, jesli nie wykorzystano X-VIVO™ 15.

Substancja wielosktadnikowa, UVCB i mieszanina:

- opisana w miar¢ mozliwosci np. poprzez podanie nazwy chemicznej (zob. powyzej),
czystosci, przedstawienie informacji dotyczacych wystepowania iloSciowego oraz
wskazanie istotnych wilasciwosci fizykochemicznych skladnikow (zob. powyzej), w
dostepnym zakresie;

- wyglad fizyczny, rozpuszczalno§¢ w wodzie 1 dodatkowe istotne wlasciwosci
fizykochemiczne, w dostepnym zakresie;

- masa czasteczkowa lub pozorna masa czgsteczkowa w przypadku mieszanin lub
polimeroéw o znanym sktadzie lub inne informacje istotne dla przebiegu badania;
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- postgpowanic z dang substancjg przed rozpoczgciem badan, w stosownych przypadkach
(np. podgrzewanie, mielenie);

- rozpuszczalnoé¢ w  X-VIVO™ 15, w przypadku substancji chemicznych
nierozpuszczalnych w X-VIVO™ 15 — czy po odwirowaniu mozna zaobserwowaé
stragcanie lub flotacje;

- badane stgzenie(-a);
- warunki przechowywania 1 stabilno$¢, w dostgpnym zakresie;
- uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika/no$nika w odniesieniu do kazdej badanej substancji

chemiczne;j, jesli nie wykorzystano X-VIVO™ 15.

Kontrole

Kontrola dodatnia:

- dane 1identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) ITUPAC lub CAS,
numer(-y) CAS, kod SMILES lub InChl, wzor strukturalny lub inne identyfikatory;

- wyglad fizyczny, rozpuszczalno$¢ w wodzie, masa czgsteczkowa i dodatkowe istotne
wlasciwosci fizykochemiczne, w dostgpnym zakresie 1 w stosownych przypadkach;

- czysto$¢, nazwa chemiczna zanieczyszczen w stosownych przypadkach 1 jesli jest to
praktycznie wykonalne itp.;

- postepowanie z dang substancjg przed rozpoczgciem badan, w stosownych przypadkach
(np. podgrzewanie, mielenie);

- badane stezenie(-a);
- warunki przechowywania i stabilno$¢, w dostgpnym zakresie;
- odniesienie do wynikow historycznych kontroli dodatnich wykazujacych odpowiednie

kryteria dopuszczalnosci, w stosownych przypadkach.

Kontrola ujemna:

- dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa(-y) IUPAC lub CAS,
numer(-y) CAS lub inne identyfikatory;

- czysto$¢, nazwa chemiczna zanieczyszczen w stosownych przypadkach 1 jesli jest to
praktycznie wykonalne itp.;

- wyglad fizyczny, masa czasteczkowa i dodatkowe istotne wlasciwosci fizykochemiczne w
przypadku stosowania innych kontroli ujemnych niz te opisane w wytycznej dotyczacej
badan, w dostepnym zakresie;
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warunki przechowywania i stabilno$¢, w dostepnym zakresie;

uzasadnieniec wyboru rozpuszczalnika w odniesieniu do kazdej badanej substancji
chemicznej.

Warunki badania

nazwa i adres sponsora i placowki przeprowadzajacej badanie oraz dane kierownika
badan;

opis zastosowanego badania;

zastosowana linia komorkowa, warunki jej przechowywania oraz zrédlo (np. placowka, z
ktorej jg otrzymano);

numer partii 1 pochodzenie bydlgcej surowicy plodowej, nazwa dostawcy, numer partii 96-
dotkowej czarnej ptytki ptaskodennej oraz numer partii odczynnika Tripluc;

liczba pasazy i1 gestos¢ komorek wykorzystanych do badan;

metoda zliczania komorek zastosowana do posiewania przed badaniem i srodki podjete w
celu zapewnienia jednorodnego rozmieszczenia liczby komorek;

zastosowany luminometr (np. model), w tym ustawienia przyrzadu, wykorzystany substrat
lucyferazy oraz wykazanie odpowiednich pomiaréw luminescencji w oparciu o badanie
kontrolne opisane w dodatku 3.2;

procedura stosowana w celu wykazania biegloSci laboratorium w  zakresie
przeprowadzania badania (np. poprzez badanie substancji stuzacych do wykazania
bieglosci) lub do wykazania odtwarzalno$ci badania w czasie.

Procedura badawcza

Wyniki

liczba zastosowanych kontrprob 1 wykonanych analiz;

stosowane stezenia badanej substancji chemicznej, procedura podawania badanej
substancji chemicznej i czas narazenia (jezeli s3 one inne niz zalecane);

opis zastosowanych kryteriow oceny 1 podejmowania decyzji;
opis zastosowanych kryteriéw dopuszczalnosci badania;

opis wszelkich modyfikacji procedury badawcze;.

pomiary wartosci ILSLA 1 GAPLA;
obliczenia dotyczace nIL8LA, Ind-IL8LA i Inh-GAPLA;
95-procentowy przedziat ufnosci Ind-IL8LA;
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- wykres przedstawiajagcy krzywe dawka-efekt w odniesieniu do indukcji aktywnosci
lucyferazy i zywotno$ci;

- w stosownych przypadkach opis wszelkich innych istotnych obserwacji.
Omowienie wynikow
- omodwienie wynikdéw uzyskanych za pomocg testu IL-8 Luc;

- uwzglednienie wynikow testu w kontekscie IATA, jezeli sa dostepne inne odpowiednie
informacje.

Whiosek
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Dodatek 3.1

DEFINICJE

Dokladnos$¢: stopien zgodno$ci pomigdzy wynikami badania a przyjetymi wartoSciami
odniesienia. Jest to miara efektywnosci badania i jeden z aspektow jej istotnosci. Pojecia
tego czesto uzywa sie zamiennie z pojeciem ,,zgodno$¢” na oznaczenie odsetka
prawidtowych wynikow uzyskiwanych przy przeprowadzeniu badania (16).

Mechanizm wywolywania skutkéw szkodliwych: sekwencja zdarzen, poczawszy od
struktury chemiczne] docelowej substancji chemicznej lub grupy podobnych substancji
chemicznych poprzez molekularne zdarzenie inicjujace az do pozadanego wyniku in vivo
(20).

Substancja chemiczna: substancja lub mieszanina.

CV0S: zywotno$¢ komorek 05, tj. minimalne stezenie, przy ktérym substancje chemiczne
wykazuja warto$¢ Inh-GAPLA ponizej 0,05.

FInSLO-LA: skrot stosowany w sprawozdaniu z walidacji i we wczesniejszych
publikacjach dotyczacych testu IL-8 Luc w odniesieniu do Ind-IL8LA. Definicja — zob. Ind-
IL8LA.

GAPLA: aktywno$¢ stabilnej lucyferazy czerwonej (SLR) (Amaks. = 630 nm), regulowana
przez promotor GAPDH oraz wykazujaca zywotno$¢ komorek i liczbg komoérek Zywotnych.

Zagrozenie: nicodlagczna wilasciwos¢ czynnika lub sytuacja, ktéra moze potencjalnie
doprowadzi¢ do niekorzystnych skutkéw w przypadku narazenia organizmu, systemu lub
(sub)populacji na taki czynnik.

IATA (zintegrowane podejscie do badan i oceny): usystematyzowane podejscie
stosowane w odniesieniu do identyfikacji zagrozen (potencjal), charakterystyki zagrozen
(sita oddzialywania) lub oceny bezpieczenstwa (potencjal / sita oddzialtywania oraz
narazenie) substancji chemicznej lub grupy substancji chemicznych; w ramach tego
podejécia w sposéb strategiczny integruje si¢ i wazy wszystkie istotne dane, ktore moga
wplynaé na podjecie decyzji regulacyjnej dotyczacej potencjalnego zagrozenia, ryzyka lub
koniecznosci podjecia dalszych ukierunkowanych, a przez to minimalnych badan.

II-SLR-LA: skrét stosowany w sprawozdaniu z walidacji 1 we wcze$niejszych publikacjach
dotyczacych testu IL-8 Luc w odniesieniu do Inh-GAPLA. Definicja — zob. Inh-GAPLA.

IL-8 (Interleukina-8): cytokina pozyskana z komorek srédbtonka, fibroblastow,
keratynocytow, makrofagéw 1 monocytow, ktora powoduje chemotaksje neutrofili i
limfocytow T.

IL8LA: aktywno$¢ stabilnej lucyferazy pomaranczowej (SLO) (Amaks. = 580 nm),
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regulowana przez promotor 1L-8.

Ind-IL8LA: krotno$¢ indukcji IL8LA. Warto$¢ t¢ uzyskuje sie, dzielac wartos¢ nIL8LA
komorek THP-G8 poddanych dzialaniu substancji chemicznych przez warto§¢ nil8LA
niestymulowanych komoérek THP-GS; wartos¢ Ind-IL8LA odzwierciedla indukcje
aktywno$ci promotora IL-8 przy pomocy substancji chemicznych.

Inh-GAPLA: inhibicja GAPLA. Warto$¢ te uzyskuje si¢, dzielac warto§¢ GAPLA komorek
THP-G8 poddanych dziataniu substancji chemicznych przez wartos¢ GAPLA komorek
THP-G8 niepoddanych dziataniu substancji chemicznych; Inh-GAPLA odzwierciedla
cytotoksycznos$¢ substancji chemicznych.

Minimalny prég indukeji: najnizsze stezenie, przy ktérym substancja chemiczna speinia
kryteria uzyskania wyniku dodatniego.

Mieszanina: mieszanina lub roztwor, ktore sktadajg sie z co najmniej dwoch substanci.

Substancja jednoskladnikowa: substancja, zdefiniowana za pomoca jej skladu
ilosciowego, w ktérej jeden gtdéwny skladnik wystgpuje w stezeniu co najmniej 80 % (w/w).

Substancja wieloskladnikowa: substancja, zdefiniowana za pomoca jej skladu
ilosciowego, w ktorej wigcej niz jeden glowny sktadnik wystepuje w stezeniu >10 % (w/w)
1 <80 % (w/w). Substancja wielosktadnikowa powstaje w wyniku procesu wytwarzania.
Roéznica miedzy mieszaning a substancja wielosktadnikowa polega na tym, Ze mieszaning
uzyskuje si¢ poprzez zmieszanie przynajmniej dwdch substancji, miedzy ktérymi nie
zachodzi reakcja chemiczna. Substancja wieloskladnikowa powstaje w wyniku reakcji
chemiczne;.

nlL8LA: aktywno$¢ lucyferazy SLO odzwierciedlajgca aktywno$§¢ promotora IL-8
(IL8LA), znormalizowana przez aktywnos¢ lucyferazy SLR odzwierciedlajaca aktywno$¢
promotora GAPDH (GALPA). Warto$¢ nILSLA odzwierciedla aktywno$¢ promotora IL-8
po uwzglednieniu Zywotnosci komoérek lub ich liczby.

nSLO-LA: skrot stosowany w sprawozdaniu z walidacji 1 we wczes$niejszych publikacjach
dotyczacych testu [L-8 Luc w odniesieniu do nIL8LA. Definicja — zob. nIL8LA.

Kontrola dodatnia: kontrproba zawierajgca wszystkie sktadniki uktadu badawczego,
poddana dziataniu substancji chemicznej, o ktérej wiadomo, ze wywotuje reakcje dodatnig.
Aby zapewni¢ mozliwo$¢ oceny zmiennos$ci reakcji w kontroli dodatniej w czasie, stopien
reakcji dodatniej nie powinien by¢ nadmierny.

Prehapteny: substancje chemiczne, ktore staja si¢ czynnikami uczulajagcymi po
transformacji abiotyczne;j.

Prohapteny: substancje chemiczne, ktére wymagajg aktywacji enzymatycznej do
uwolnienia swojego potencjalnego dziatania uczulajacego na skore.
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Istotnos$é: opis powigzania badania z oczekiwanym skutkiem oraz czy jest ono znaczace 1
uzyteczne z punktu widzenia okreslonego celu. Jest to zakres, w jakim badanie pozwala
prawidtowo zmierzy¢ lub przewidzie¢ biologiczny oczekiwany skutek. istotno$¢ obejmuje
uwzglednienie doktadnos$ci (zgodnosci) badania (16).

Wiarygodno$¢: miary zakresu, w jakim badanie moze zosta¢ przeprowadzone w sposob
odtwarzalny w jednym laboratorium i pomigdzy laboratoriami na przestrzeni czasu w
przypadku jego przeprowadzania przy uzyciu tego samego protokotu. Ocenia si¢ ja,
obliczajac  odtwarzalno$¢ wewnatrz- 1 mi¢dzylaboratoryjng oraz powtarzalnosé
wewnatrzlaboratoryjng (16).

Analiza: analiza obejmuje jednoczesne badanie jednej badanej substancji chemicznej lub
wigkszej liczby takich substancji w kontroli z rozpuszczalnikiem/nosnikiem 1 kontroli
dodatniej.

Czulo$¢: odsetek wszystkich substancji chemicznych dajacych wynik dodatni / aktywnych
substancji chemicznych prawidlowo sklasyfikowanych za pomoca danego badania. Jest to
miara doktadnosci badania, ktéra daje wyniki definitywne i stanowi istotny parametr w
ocenie istotnosci badania (16).

SLO-LA: skrot stosowany w sprawozdaniu z walidacji i we wczesniejszych publikacjach
dotyczacych testu I[L-8 Luc w odniesieniu do IL8LA. Definicja — zob. ILSLA.

SLR-LA: skrét stosowany w sprawozdaniu z walidacji 1 we wczesniejszych publikacjach
dotyczacych testu IL-8 Luc w odniesieniu do GAPLA. Definicja — zob. GAPLA.

Kontrola z rozpuszczalnikiem/no$nikiem: probka niepoddana dziataniu badanej
substancji, zawierajgca wszystkie sktadniki uktadu badawczego z wyjatkiem badanej
substancji chemicznej, ale z uwzglednieniem stosowanego rozpuszczalnika/nos$nika.
Wykorzystywana jest do okreslenia wyjsciowej reakcji dla probek poddanych dziataniu
badanej substancji chemicznej rozpuszczonej lub stabilnie rozproszonej w tym samym
rozpuszczalniku/no$niku. W przypadku badania z jednoczesng kontrola podloza probka ta
wykazuje rowniez, czy rozpuszczalnik/no$nik wchodzi w reakcj¢ z ukladem badawczym.

Swoistos¢: odsetek wszystkich substancji chemicznych dajacych wynik ujemny /
nieaktywnych substancji chemicznych prawidlowo sklasyfikowanych za pomoca badania.
Jest to miara doktadnosci badania, ktora daje wyniki definitywne 1 stanowi istotny parametr
w ocenie istotnosci badania (16).

Substancja: pierwiastki chemiczne i ich zwigzki w stanie naturalnym lub uzyskane w
wyniku dowolnego procesu produkcyjnego, w tym wszelkie dodatki konieczne do
zachowania trwatosci produktu i wszelkie zanieczyszczenia powstate w  wyniku
zastosowanego procesu, z wylaczeniem wszelkich rozpuszczalnikow, ktore mozna oddzieli¢
bez wplywu na stabilnos$¢ substancji 1 bez zmiany jej sktadu.

Srodek powierzchniowo czynny: zwany takze surfaktantem, jest to substancja, np.
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detergent, ktéra moze zmniejsza¢ napigcie powierzchniowe cieczy, umozliwiajac tym
samym jej pienienie lub przenikanie w ciala stale; substancja ta jest takze zwana $rodkiem
zwilzajacym. (TG437)

Badana substancja chemiczna: dowolna substancja lub mieszanina badana za pomoca
niniejsze) metody.

THP-GS8: linia komorek reporterowych IL-8 wykorzystana w teécie IL-8 Luc. Ludzka linig¢
komoérkowg THP-1 typu makrofagowego poddano transfekcji przy uzyciu gendéw lucyferazy
SLO i SLR pod kontrolg odpowiednio promotorow IL-8 1 GAPDH.

Globalnie Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliéw
Organizacji Narodow Zjednoczonych (GHS ONZ): system, w ramach ktoérego proponuje
si¢ klasyfikacj¢ substancji chemicznych (substancji i mieszanin) wedtug znormalizowanych
rodzajow 1 poziomoéw zagrozen fizycznych, zdrowotnych 1 Srodowiskowych oraz omawia
si¢ odpowiednie elementy komunikacyjne, takie jak: piktogramy, hasla ostrzegawcze,
zwroty wskazujgce rodzaj zagrozenia, zwroty wskazujace Srodki ostroznosci i karty
charakterystyki substancji 1 produktéw niebezpiecznych, aby przekazaé informacje na temat
ich szkodliwego dziatlania w celu zapewnienia ochrony ludzi (w tym pracownikow,
robotnikow, przewoznikéw, konsumentow i ratownikow) i srodowiska (21).

UVCB: substancje o nieznanym lub zmiennym skladzie, ztoZzone produkty reakcji lub
materiaty biologiczne.

Wazna metoda badawcza: badanie, ktére uznano za wystarczajaco istotne 1 wiarygodne
dla danego celu i1 ktére opiera si¢ na uzasadnionych naukowo podstawach. Badanie nie
moze zosta¢ uznane za wazne w sensie absolutnym, ale tylko w odniesieniu do okre§lonego
celu.
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Dodatek 3.2

ZASADA  POMIARU AKTYWNOSCI LUCYFERAZY I OKRESLANIA
WSPOLCZYNNIKOW TRANSMISJI FILTRA OPTYCZNEGO W ODNIESIENIU DO
SLO ISLR

Uktad do testowania przy uzyciu wielu reporterow — Tripluc — mozna stosowaé z
luminometrem mikroplytkowym posiadajacym system detekcji wielu barw, ktory
mozna wyposazy¢ w filtr optyczny (np. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO
(PerkinElmer), Tristar LB941 (Berthold)). Filtrem optycznym stosowanym w
pomiarach jest filtr dlugo- lub krétkoprzepustowy przepuszczajacy czestotliwosci 600—
620 nm lub filtr sSrodkowoprzepustowy przepuszczajacy czestotliwosci 600—700 nm.

Pomiar lucyferaz emitujacych dwie barwy za pomoca filtra optycznego

W niniejszym przyktadzie zastosowano filtr Phelios AB-2350 (ATTO). Przedmiotowy
luminometr wyposazony jest w filtr dlugoprzepustowy przepuszczajacy czestotliwose
600 nm (R60 HOYA Co.), zwany dalej ,.filtrem dlugoprzepustowym 600 nm” (filtr 1),
do rozdzielania luminescencji SLO (Amaks. = 580 nm) 1 SLR (Amaks. = 630 nm).

Aby wyznaczy¢ wspotczynniki transmisji filtra dlugoprzepustowego 600 nm, najpierw
— korzystajac z oczyszczonych enzymow lucyferazy SLO 1 SLR — nalezy: (i) zmierzy¢
intensywno$¢ bioluminescencji SLO 1 SLR bez filtra (FO), (i1) zmierzy¢ intensywnos¢
bioluminescencji SLO i SLR, ktore przeszty przez filtr dlugoprzepustowy 600 nm (filtr
1), oraz (ii1) obliczy¢ wspotczynniki transmisji filtra dlugoprzepustowego 600 nm w
odniesieniu do SLO i SLR wymienionych ponize;j.

Wspolczynniki transmisji Skrot Definicja
SLO Wspotczynniki KOR60 Wspotczynnik transmisji
transmisji filtra 1 filtra dla SLO
SLR Wspdtczynniki KRRr60 Wspdlczynnik transmisji
transmisji filtra 1 filtra dla SLR

Jezeli intensywno$¢ SLO i SLR w badanej probee okreslono odpowiednio jako O i R,
(1) intensywnos$¢ $wiatla bez filtra (tylko optycznego) FO i (i1) intensywno$¢ $wiatta
przechodzacego przez filtr dlugoprzepustowy 600 nm (filtr 1) F1 opisuje si¢ w sposob
okreslony ponizej:
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FO=0+R
F1 =xOre0 X O + «Rreo x R

Wzory te mozna wyrazi¢ nastepujgco:

<F0> ( 1 1 ><O>
F1 KOpso  KRpeo/ \R

Wowecezas za pomoca obliczonych czynnikow przepuszczalnosci (kOreo 1 KRRreo) oraz
zmierzonych wartoéci dla FO 1 F1 mozna obliczy¢ wartosci O 1 R w nastepujacy
Sposob:

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

Materialy i metody wyznaczania eczynnika przepuszczalnoSci
1) Odczynniki
Pojedyncze oczyszczone enzymy lucyferazy:

liofilizowany oczyszczony enzym SLO
liofilizowany oczyszczony enzym SLR

(ktore dla celow walidacji pozyskano z GPC Lab. Co. Ltd. w Tottori w Japonii razem
z linig komorkowa THP-GS).

Odczynnik testowy:
odczynnik testowy lucyferazy Tripluc® (np. z TOYOBO Cat#MRA-301).

Podltoze: do testu lucyferazy (30 ml, przechowywane w temperaturze 2—8 °C).

Stezenie
) Steze Wymagana
Odczynnik . kofcowe w |
nie ilos¢

podtozu
RPMI-1640 | - - 27 ml
Bydleca
surowica - 10 % 3 ml
ptodowa
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2) Przygotowanie roztworu enzymu

Liofilizowany oczyszczony enzym lucyferazy nalezy rozpusci¢ w probowce, dodajac
200 pl Tris/HCI lub HEPES/HCI o stezeniu 10-100 mM (pH 7,5-8,0) zawierajacego
10 % (w/v) glicerolu, podzieli¢ roztwdr enzymu na podwielokrotnosci 10 ul w
jednorazowych proboéwkach o pojemnosci 1,5 ml i przechowywac je w zamrazarce w
temperaturze -80 °C. Zamrozony roztwor enzymu nadaje si¢ do uzycia przez okres do 6
miesiecy. Podczas korzystania z roztworu nalezy doda¢ 1 ml podloza do testu
lucyferazy (RPMI-1640 zawierajacego 10 % bydlecej surowicy ptodowej) do kazdej
probowki zawierajacej roztwory enzymu (rozcienczony roztwor enzymu), a probowki
nalezy przechowywac¢ na lodzie, by zapobiec dezaktywacji enzymow.

3) Pomiar bioluminescencji

Rozmrozié¢ odczynnik do testu lucyferazy Tripluc® (Tripluc) i przechowywaé w
temperaturze pokojowej w tazni wodnej albo w temperaturze otoczenia. Luminometr
nalezy wilaczy¢ 30 minut przed rozpoczgciem pomiaru, aby umozliwic stabilizacje
fotopowielacza. 100 pl rozcienczonego roztworu enzymu nalezy przenies¢ do dotkow
96-dotkowej czarnej ptytki (ptaskodennej) (probka referencyjna SLO do #B1, #B2,
#B3, probka referencyjna SLR do #D1, #D2, #D3). Nastepnie za pomocg pipety nalezy
przenies¢ 100 pl podgrzanego odczynnika Tripluc do kazdego dotka plytki
zawierajgcego rozcienczony roztwor enzymu. Ptytke nalezy wytrzasa¢ przez 10 minut
w temperaturze pokojowej (okoto 25 °C) w wytrzasarce do ptytek. Jezeli w dotkach
pojawig si¢ pecherzyki powietrza, nalezy je usunaé. Plytke nalezy umiesci¢ w
luminometrze, aby dokona¢ pomiaru aktywnosci lucyferazy. Bioluminescencj¢ mierzy
si¢ kazdorazowo przez 3 sekundy zardwno z zastosowaniem filtra optycznego (F1), jak
1 bez niego (F0).

Wspotczynnik transmis;ji filtra optycznego obliczono w nastepujacy sposob:

wspotezynnik transmisji (SLO (kOre0)) = (#B1 z F1 + #B2 z F1 + #B3 z F1) / (#B1 z
FO + #B2 z FO + #B3 z F0)

Wspotezynnik transmisji (SLR (kRreo))= (#D1 z F1 + #D2 z F1 + #D3 z F1) / (#D1 z
FO + #D2 z FO+ #D3 z F0)

Obliczone wspotczynniki przepuszczalnosci wykorzystuje si¢ do wszystkich pomiarow
wykonywanych przy pomocy tego samego luminometru.

Kontrola jakoSci sprzetu

Nalezy stosowa¢ procedury opisane w protokole IL-8 Luc (18).
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Dodatek 3.3

SUBSTANCJE SEUZACE DO WYKAZANIA BIEGLOSCI

Przed przystapieniem do rutynowego stosowania badania opisanego w niniejszym dodatku
do metody badawczej B.71 laboratoria powinny wykaza¢ swoja bieglos¢ techniczng,
prawidtowo okreslajac prognoze testu IL-8 Luc dla 10 substancji wskazanych w tabeli 1
oraz okre$lajac warto$ci, ktore mieszcza si¢ w odpowiednim zakresie odniesienia, dla co
najmniej 8 z 10 substancji shuzacych do wykazania biegloSci (wybranych w celu
przedstawienia zakresu reakcji na zagrozenia zwigzane z dzialaniem uczulajacym na skorg).
Przy wyborze substancji kierowano si¢ réwniez nastgpujacymi kryteriami: dostgpnoscia
handlowg tych substancji, dostepnoscig wysokiej jakosci danych referencyjnych z badan in
vivo oraz dost¢pnoscig wysokiej jakosci danych in vitro uzyskanych w wyniku zastosowania
testu IL-8 Luc. W odniesieniu do testu IL-8 Luc mozna znalez¢ réwniez opublikowane dane

referencyjne (6)(1).
Tabela 1: Substancje zalecane do wykazania bieglosci technicznej w odniesieniu do testu IL-8 Luc
Prognoza
. dotyczac
. . Rozpu§zczalnos aIL-8 Zakres odniesienia
Substancje sluzace Nr Stan ¢w Prosnoza in Luc? (ug/ml)?
do wykazania skupieni X-VIVOI1S przy & 1 = -y
. .- CAS - vivo Minimaln
bieglosci a stezeniu 20 y prég
4
mg/ml CVo05 indukcji®
IL-8 Luc
Czynnik
2.4- 97- Nierozpuszczaln uczulajacy . B B
dinitrochlorobenzen  00-7 Staty y (wyjatkowo Dodatni 2,339 0,5-2.3
silny)
50- Czynnik
Formaldehyd 00-0 Ciekly Rozpuszczalny uczulajacy Dodatni 9-30 4-9
(silny)
Czynnik
2- . uczulajacy
merkaptobenzotiazo ;3_94 Staty Nierozpuszczaln (W stopniu Dodatni  250-290 60-250
1 y umiarkowanym
)
Czynnik
107- uczulajacy
Etyleneodiamina 15-3 Ciekty Rozpuszczalny (W stopniu Dodatni  500-700 0,1-0,4
umiarkowanym
)
Dimetakrylan . Czynnik
glikolu 0T Ciekly  Nerozpuszezaln o iacy  Dodatni  >2000  0,04-0,1
90-5 y
etylenowego (staby)
G . Czynnik
4-allilamizol 140- opgy  Nierozpuszezaln - o acy Dodatni 2000 0,01-0,07
(Estragol) 67-0 y
(staby)
Siarczan 3810 Brak dzialania .
strepiomycyny 7420 Staty Rozpuszczalny uczulajacego Ujemny >2 000 >2 000
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. 56- . Brak dzialania .
Glicerol 81-5 Ciekly Rozpuszczalny uczulajacego Ujemny >2 000 >2 000
67- . Brak dzialania .
Izopropanol 63-0 Ciekly Rozpuszczalny uczulajacego Ujemny >2 000 >2 000

Skroty: Nr CAS = numer w rejestrze Chemical Abstracts Service.
! Site dziatania in vivo okredla sie na podstawie kryteridw zaproponowanych przez ECETOC (19).
2Na podstawie historycznych wartoéci zaobserwowanych (1)(6).

3 Warto$¢ CVO05 i minimalny prog indukcji 1L.-8 Luc obliczono, wykorzystujac warto$é rozpuszezalnosci w wodzie
okreslong przy uzyciu EPI Suite™.

4 CV05: minimalne stezenie, przy ktérym substancje chemiczne wykazujg warto$¢ Inh-GAPLA ponizej 0,05.
5 Minimalny prog indukcji: najnizsze stezenie, przy ktorym substancja chemiczna spetnia kryteria uzyskania wyniku
dodatniego.
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Dodatek 3.4

WSKAZNIKI I KRYTERIA OCENY
nILSLA (nSLO-LA)

Dokonuje si¢ pomiaru okre§lonego kolejnego powtdrzenia j (j = 1-4) okreslonego kolejnego
stezenia i (1 = 0-11) odpowiednio dla ILS8LA (SLO-LA) oraz GAPLA (SLR-LA).
Znormalizowang IL8LA, zwana nIL8LA (nSLO-LA), okresla si¢ nastepujaco:

Jest to podstawowa jednostka miary w niniejszym tescie.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

Podstawowa miar¢ w nini¢jszym tescie stanowi wzrost krotnosci usrednionego nIL8LA
(nSLO-LA) dla powtorzenia okreslonego kolejnego stezenia i w pordéwnaniu z usrednionym
nlL8LA (nSLO-LA) przy st¢zeniu wynoszacym 0, Ind-IL8LA. Stosunek ten wyraza si¢ za
pomoca nast¢pujacego wzoru:

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

Laboratorium wiodgce zaproponowato, aby wartos¢ 1,4 odpowiadata dodatniemu wynikowi
badanej substancji chemicznej. Warto$¢ t¢ okreslono przez zbadanie danych historycznych z
laboratorium wiodgcego. Nastepnie zespol ds. zarzadzania danymi wykorzystywal te
warto$¢ na wszystkich etapach badania walidacyjnego. Poczatkowy wynik, Ind-IL8LA, jest
stosunkiem 2 §rednich arytmetycznych, jak pokazano w réwnaniu.

95-procentowy przedzial ufnosci (95 % CI)

Na podstawie tego wskaznika mozna oszacowaé 95-procentowy przedziat ufnosci (95 %
CI), aby pokaza¢ pokazuje precyzje tego pomiaru poczatkowego wyniku. Dolna granica 95-
procentowego przedzialu ufnosci wynoszaca >1 wskazuje na to, ze wartos¢ nILSLA przy
okreslonym kolejnym stezeniu i jest znacznie wigksza niz w kontroli z rozpuszczalnikiem.
Istnieje kilka sposobow opracowania 95-procentowego przedzialu ufnosci. W niniejszym
badaniu wykorzystano metode znang jako twierdzenie Fiellera. 95-procentowy przedzial
ufno$ci uzyskuje sig, korzystajac z nastepujacego wzoru:

—B — vB? —4AC —B + vB? —4AC
2A ’ 2A ’

gdzie:
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2
sd3 sdy;
ng = 4‘,

_ =2 .2 _ o= =2 .2
A = X5 —tho7500) X o B=-2XxXXy, C=¥§{ —thorsv) X o
yl

)_(0 = (1/110) X Z] nIL8LA0] , Sd% = {1/(110 - 1)} X Z](HILSLAOJ - )_(0)2,
nyi = 4, §; = (1/ny;) x 3;(nlL8LAy), sd% = {1/(ny; — 1)} x ;(nIL8LA; — 7;)".

ty475,) Wynosi 97,5 percentyla centralnego rozktadu t przy stopniu swobody v, gdzie

v= (2425 /() /0= 1 (22) - )

ng nyi ngy

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Inh-GAPLA jest stosunkiem usrednionego GAPLA (SLR-LA) dla powtorzenia okreslonego
kolejnego stezenia i do stezenia w kontroli z rozpuszczalnikiem, a warto§¢ t¢ wyraza si¢

Jjako:
Inh — GAPLA; = {(1/4) X ; GAPLA;;}/{(1/4) X ¥; GAPLA,;}.

Poniewaz GAPLA jest mianownikiem nlIL8LA, bardzo mata warto$¢ powoduje duze
zroznicowanie nIL8LA. Dlatego tez wartosci Ind-IL8LA przy bardzo matej wartosci Inh-

GAPLA (ponizej 0,05) mozna uzna¢ za mato precyzyjne.
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Dodatek 3.5

SCHEMAT METOD ROZPUSZCZANIA SUBSTANCJI CHEMICZNYCH W TESCIE IL-8
LUC

a) W przypadku substancji chemicznych rozpuszczanych w X-VIVO™ 15 w stezeniu 20
mg/ml
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Jezeli substancja chemiczna jest
rozpuszczalna w X-VIVOTM 15 (analiza 1) Rozcieficzye p'e°'°k’°t"'e

20 mg/ml ] Roztwor podstawowy
O Wspdtczynnik rozcieficzenia wynoszacy 2 (4 mg/mi)

HHHHHHHHHHHM

1mg/m O 4mg/m O
O[] $========s=s=ss=s===s======== ng/ml O

Dodac do zawiesiny komorkowej w 96-dotkowej ptytce (50pul:50ul)

HHHHHHHHHHHH

0,5 mg/ml O 2 mg/ml O
1 mg/ml

L0

Ustali¢ najwyzsze stezenie wystepujace w nastepujacych doswiadczeniach

CVO05; najnizsze stezenie, przy ktdrym Inh-GAPLA
przyjmuje wartos¢ <0,05 (stezenie roztworu
| podstawowego x 1/wspé’fczvnnilk rozcienczenia (X})

Inh-GAPLA

Stezenie koricowe w doswiadczeniach 2., 3.1 4.

1mg/ml 4 mg/ml
OEF ____________ 0,5 mg/ml 2 mg/ml ]

Analiza 2,3 lub 4 ]

rozcienczyé :|

s 4 x CV05 (4x stezenie roztworu
kontrola z X-VIVO ™ 15 Wspotezynnik rozuenczema
wynoszacy 1,5] podstawowego x 1/X)

MHHHHHHHHHH&

Doda¢ do komodrek w 96-dotkowej ptytce (50ul:50pl)

2 x CVO5

e e e e b e e b b b ™
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b) W przypadku substancji chemicznych nierozpuszczalnych w X-VIVO™ 15 w stezeniu 20
mg/ml
—_—
Wirowac i v
20 mg/ml odwirowat |

AlilutionHactor@® 2 [

S HRN TR TR TR TR TRTRTESTIN]L {

x1/10240 x1/2560 x1/640 x1/160 x1/40 x10
od x1/5120 x1/1280 x1/320 x1/80 x1/20

l Doda¢ do zawiesiny komérkowej w 96-dotkowe] ptytce (50pl : S0pl)

b b e e e e b e e e e

Jezeli substancja chemiczna jest nierozpuszczalna

| w X-VIVOTM 15 (analiza 1) .
x1[ upernatant

(roztwor podstawowy)

x1/20480 x1/5120 x1/1280] x1/3200 x1/801 x1/20 L
o x1/10240  x1/2560 x1/640 x1/160 x1/40 Ostateczne rozciericzenie
<., T —— ,
T, ; Najnizsze stezenie, przy ktérym Inh-GAPLA
5 \ przyjmuje wartos¢ <0,05 (stezenie roztworu
Ko
jo

:', / podstawowego x 1/wspdtczynnik rozcienczenia (X))
0‘.05\ 1

Stezenie koricowe w doswiadczeniach 2., 3. 4.

x1/204801 €e--=-L__ x1/800  x1/20
00 x1/10240 L x1/160 x1/40
1/x0

Analiza2,31lub 4

I'OZCIenCZYC

4 x CVO5 (4x stezenie roztworu |

™
kontrola z X-VIVO 15 Wspdtczynnik rozaenczenla podstawowego X 1/X)

wynoszacy 1,5 D

MHHHHHHHHHH&

Doda¢ do komorek w 96-dotkowej ptytce (50l : 50ul)

e e ) e e b ) e e e
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Dodatek 3.6

SCHEMAT METOD ROZPUSZCZANIA BROMKU 4-NITROBENZYLU NA POTRZEBY
KONTROLI DODATNIEJ W TESCIE IL-8 LUC

Kontrola dodatnia: bromek 4-nitrobenzylu (nierozpuszczalny w X-VIVO™ 15)

Rozcienczy¢ czterokrotne

] ——)

Wirowac i
odwirowa¢ Supernatant x1/4
20 mg/ml = x1

Dwukrotne rozciericzenie

€‘c-——
rontrola zX.viva™ “Vie x1i8 X4

15
Dodaédo komérek w dotkach

l 96-dotkowej ptytki (S0ul : 50ul)

kontrola z X-vivo™™ x1/32  x1/16  x1/8
15

59,
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9) w czesci C dodaje sie nastepujace rozdziaty:

»,C.52 ROZSZERZONE BADANIE ROZRODCZOSCI JEDNEGO POKOLENIA
RYZANKI JAPONSKIEJ (MEOGRT)

WPROWADZENIE

1.

Niniejsza metoda badawcza jest rownowazna metodzie opisanej w dotyczacej badan
wytyczne] OECD nr 240 (2015). Rozszerzone badanie jednego pokolenia ryzanki
japonskiej (ang. Medaka Extended One Generation Test, MEOGRT) opisuje kompleksowsa
metode badawcza, ktora polega na poddawaniu ryb dziataniu substancji chemicznych na
przestrzeni kilku pokolen celem uzyskania danych istotnych z punktu widzenia oceny
zagrozenia ekologicznego oraz oceny ryzyka stwarzanego przez substancje chemiczne, w
tym substancje chemiczne, co do ktérych podejrzewa sig, ze moga zaburzad
funkcjonowanie uktadu hormonalnego (EDC). Narazenie w badaniu MEOGRT trwa do
czasu wylegu (ktory ma miejsce dwa tygodnie po zaptodnieniu) w drugim pokoleniu (F2).
Aby uzasadni¢ przydatno$¢ przedtuzenia pokolenia F2 poza faze wylegu, konieczne
bylyby dodatkowe badania; w chwili obecnej nie ma wystarczajacych informacji, aby
zapewni¢ odpowiednie warunki lub kryteria uzasadniajace przedtuzenie pokolenia F2.
Ninigjsza metoda badawcza moze by¢ jednak aktualizowana w miar¢ uwzgl¢dniania
nowych informacji i danych. Na przyklad wytyczne dotyczace przedtuzenia pokolenia F2
poprzez rozmnazanie moga by¢ potencjalnie uzyteczne w pewnych okoliczno$ciach (np. w
przypadku substancji chemicznych charakteryzujacych si¢ wysokim potencjatem
biokoncentracji lub w odniesieniu do ktoérych istniejg wskazania dotyczace wystepowania
skutkéw migdzypokoleniowych w innych taksonach). Niniejsza metod¢ badawcza mozna
stosowac, aby oceni¢ potencjalny wplyw dlugoterminowy substancji chemicznych na ryby,
w tym substancji chemicznych potencjalnie zaburzajacych funkcjonowanie uktadu
hormonalnego. W metodzie tej gtowny nacisk kladzie si¢ na potencjalne skutki istotne dla
populacji (takie jak niekorzystny wpltyw na przezywalno$é, rozwoj, wzrost i rozrodczosé),
aby obliczy¢ najwyzsze stezenie, przy ktorym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian,
(NOEC) lub stezenie efektywne (ECx), chociaz nalezy zauwazy¢, ze metody obliczania
ECx rzadko s3a odpowiedniec w przypadku duzych badan tego rodzaju, w ktérych
zwigkszenie liczby badanych stezen w celu umozliwienia okreslenia pozadanego ECx
moze by¢ niepraktyczne, co moze réwniez powodowal powazne obawy zwigzane z
dobrostanem zwierzat ze wzgledu na duza liczbe wykorzystywanych zwierzat. W
przypadku substancji chemicznych niewymagajacych oceny na przestrzeni wielu pokolen
lub substancji chemicznych, ktore nie sg substancjami chemicznymi potencjalnie
zaburzajacymi funkcjonowanie ukladu hormonalnego, bardziej odpowiednie moga by¢
jednak inne metody badawcze (1). Ryzanka japonska jest odpowiednim gatunkiem do
wykorzystania w niniejszej metodzie badawczej ze wzgledu na jej krotki cykl Zycia i
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mozliwo$¢ okreslenia jej plci genetycznej (2), co stanowi bardzo istotny element w
niniejszej metodzie badawczej. Konkretne metody 1 punkty koncowe obserwacji
wyszczegolnione w niniejszej metodzie badawczej majg zastosowanie wyltacznie do
ryzanki japonskiej. Inne gatunki malych ryb (jak np. danio prggowany) mozna
przystosowa¢ do podobnego protokotu badan.

2. Niniejsza metoda badawcza stuzy do pomiaru kilku biologicznych punktow koncowych.
Glowny nacisk ktadzie si¢ na potencjalny niekorzystny wpltyw na parametry istotne dla
populacji, w tym przezywalno$¢, rozwo0j makroskopowy, wzrost i rozrodczo$¢. W
nastepnej kolejnosci — w celu dostarczenia informacji mechanistycznych oraz
przedstawienia powigzania mi¢dzy wynikami innych rodzajéw badan terenowych 1
laboratoryjnych — w przypadku gdy istnieja dowody a posteriori na to, ze substancja
chemiczna moze wykazywac dziatanie zaburzajace funkcjonowanie uktadu hormonalnego
(np. dziatanie androgenne lub estrogenne w innych badaniach i testach), uzyskuje si¢ inne
uzyteczne informacje, dokonujac pomiaru mRNA witellogeniny (vtg) (lub biatka
witellogeniny, VTG), fenotypowych drugorzedowych cech plciowych (SSC) w odniesieniu
do plci genetycznej oraz przeprowadza si¢ oceng histopatologiczng. Nalezy zauwazy¢, ze
jezeli w przypadku badanej substancji chemicznej lub jej metabolitéw nie zachodzi
podejrzenie dzialania zaburzajacego funkcjonowanie uktadu hormonalnego, woéwczas
pomiar tych drugorzednych punktéw koncowych moze nie by¢ konieczny, a bardziej
odpowiednie moga okaza¢ si¢ badania, w ktérych wykorzystuje si¢ mniej zasobow i
zwierzat (1). Definicje stosowane w niniejszej metodzie badawczej przedstawiono w
dodatku 1.

ZALOZENIA WSTEPNE 1 OGRANICZENIA

3. Ze wzgledu na ograniczona liczbe badanych substancji chemicznych 1 laboratoriow
zaangazowanych w walidacje tego dos¢ ztozonego testu przewiduje sig¢, ze gdy dostgpna
liczba badan bedzie wystarczajaca do ustalenia wplywu tego nowego projektu badania,
wowczas metoda badawcza zostanie poddana przegladowi 1 w razie potrzeby zmieniona w
swietle zdobytych do$wiadczen. Dane te mozna wykorzystaé na poziomie 5 ram
koncepcyjnych OECD w zakresie badania 1 oceny substancji zaburzajacych
funkcjonowanie uktadu hormonalnego (3). Metoda badawcza rozpoczyna si¢ od narazenia
dorostych ryb (pokolenie F0) na dziatanie badanej substancji chemicznej na etapie
rozmnazania. Narazenie jest kontynuowane na etapach rozwoju i rozmnazania pokolenia
F1 oraz wylegu pokolenia F2; w ten sposéb test pozwala na ocene zaréwno strukturalnych,
jak 1 aktywacyjnych szlakow hormonalnych. Podczas interpretacji punktoéw koncowych
zwigzanych z uktadem hormonalnym mozna przyjac¢ podejscie oparte na wadze dowoddow.
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W badaniu nalezy uwzgledni¢ odpowiednig liczbe osobnikow, aby zapewnié wystarczajaca
podstawe do oceny punktéw koncowych istotnych z perspektywy rozmnazania (zob.
dodatek 3), przy jednoczesnym zapewnieniu, ze liczba wykorzystywanych zwierzat
stanowi minimum wymagane ze wzgledow zwiazanych z dobrostanem zwierzat. Ze
wzgledu na duza liczbe zwierzat uzytych do badania wazne jest, by starannie rozwazyc
potrzebe przeprowadzenia badania w odniesieniu do istniejacych danych, ktére moga juz
zawierac istotne informacje na temat wielu punktéw koncowych w badaniu MEOGRT. Do
pewnego stopnia pomocne w tym zakresie mogg by¢ ramy OECD dotyczace badan
toksycznosci u ryb (1).

Przedmiotowg metod¢ badawcza opracowano przede wszystkim w celu rozpoznania
skutkow dziatania pojedynczej substancji. Jezeli jednak wymagane jest przeprowadzenie
badania mieszaniny, wowczas nalezy rozwazy¢, czy przyniesie ono zadowalajace wyniki
w odniesieniu do zamierzonego celu regulacyjnego.

Wazne jest, aby przed rozpoczeciem badania posiada¢ informacje o wilasciwosciach
fizykochemicznych badanej substancji chemicznej, w szczegdlnosci aby mozliwe bylo
tworzenie stabilnych roztworéw chemicznych. Nalezy réwniez posiada¢ odpowiednio
czulg metode analityczng na potrzeby weryfikacji stezen badanych substancji
chemicznych.

ZASADA BADANIA

7.

Badanie rozpoczyna si¢ od narazenia dojrzatych ptciowo samcoéw 1 samic (co najmniej 12
tygodni po zaplodnieniu) w parach hodowlanych przez okres 3 tygodni, w ktorym to czasie
badania substancja chemiczna jest rozprowadzana w organizmie pokolenia rodzicielskiego
(FO) zgodnie z jego zachowaniem toksykokinetycznym. Jaja zbiera si¢ w czasie mozliwie
najblizszym pierwszego dnia czwartego tygodnia na potrzeby rozpoczecia hodowli
pokolenia F1. Podczas hodowli pokolenia F1 (tacznie 15 tygodni) ocenia si¢ jego
wylegowos¢ 1 przezywalnos$¢. Ponadto w 9-10 tygodniu po zaptodnieniu pobiera sie¢
probki ryb na potrzeby okres§lenia rozwojowych punktoéw koncowych, a tarto ocenia sig¢
przez trzy tygodnie w okresie od 12 do 14 tygodnia po zaptodnieniu. Hodowla pokolenia
F2 rozpoczyna sig¢ po trzecim tygodniu od oceny rozmnazania i trwa az do zakonczenia

wylegu.

KRYTERIA WAZNOSCI BADANIA

8.

Zastosowanie maja nastepujace kryteria waznos$ci badania:

stezenie tlenu rozpuszczonego powinno wynosi¢ >60 % wartos$ci nasycenia powietrzem w
trakcie badania;
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- $rednia temperatura wody w calym okresie trwania badania powinna wynosi¢ 24-26 °C.
Kroétkotrwale odchylenia temperatury poszczegdlnych akwaridow od $redniej nie powinny
przekraczac 2 °C;

- $redni potencjat reprodukcyjny prob kontrolnych w kazdym pokoleniu (FO 1 F1) powinien
by¢ wigkszy niz 20 jaj na pare dziennie. Plodno$¢ wszystkich jaj ztozonych podczas oceny
powinna wynosi¢ powyzej 80 %. Ponadto 16 sposrod zalecanych 24 par hodowlanych w
probie kontrolnej (> 65 %) powinno sktada¢ wiecej niz 20 jaj na par¢ dziennie;

- wylegowos¢ jaj w prébach kontrolnych (w kazdej z pokolenia F1 i F2) powinna wynosi¢
(Srednio) > 80 %;

- przezywalnos¢ po wylegu do 3 tygodni po zaptodnieniu i od 3 tygodni po zaptodnieniu do
zakonczenia badania w przypadku pokolenia F1 (tj. 15 tygodni po zaptodnieniu) w
probach kontrolnych (F1) powinna wynosi¢ odpowiednio > 80 % (Srednio) 1> 90 %
($rednio);

- powinny by¢ dostepne dowody pozwalajace wykazaé, ze stgzenia badanej substancji
chemicznej w roztworze utrzymano w granicach + 20 % $rednich wartosci pomiarowych.

Jezeli chodzi o temperatur¢ wody — mimo ze nie stanowi ona kryterium wazno$ci —
kontrproby uzyte w ramach zabiegu, jak roéwniez grupy poddane zabiegowi w badaniu nie
powinny statystycznie rozni¢ si¢ migdzy soba (pod wzgledem codziennych pomiarow
temperatury i z wytaczeniem krotkotrwatych odchylen).

9. Chociaz w grupach o wyzszym stopniu narazenia mozna zaobserwowaé spadek
rozrodczosci, rozrodczo$¢ w grupie co najmniej trzeciej pod wzgledem stopnia narazenia 1
wszystkich grupach o nizszym stopniu w pokoleniu FO powinna by¢ wystarczajaca do
wypeknienia inkubatoréow wylegowych. Ponadto przezywalno$¢ embriondow w grupie
trzeciej pod wzgledem stopnia narazenia i w grupach o nizszym stopniu narazenia w
pokoleniu F1 powinna by¢ wystarczajaca do umozliwienia oceny punktu koncowego przy
pobieraniu probek osobnikéw nie w petni dojrzatych (zob. pkt 36 1 38 oraz dodatek 9). Co
wigcej, w grupie drugiej pod wzgledem stopnia narazenia w pokoleniu F1 przezywalnos¢
po wylegu powinna by¢ co najmniej na poziomie minimalnym (~20 %). Kryteria te jako
takie nie stanowig kryteriow waznosci, lecz sg zaleceniami, ktére umozliwiaja obliczenie
wiarygodnej wartosci NOEC.

10. W przypadku zaobserwowania odchylenia od kryteribow waznos$ci badania skutki tych
odchylen nalezy przeanalizowa¢ w odniesieniu do wiarygodno$ci wynikéw badania, a w
sprawozdaniu z badania nalezy uwzgledni¢ zardwno takie odchylenia, jak i dotyczace ich
uwagi.

OPIS METODY
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Aparatura

11. Zwykty sprzet laboratoryjny, w szczegdlnosci:

a) mierniki tlenu i pehametry;
b)sprzet do oznaczania twardos$ci i zasadowosci wody;
¢) odpowiednia aparatura do pomiaru temperatury, zalecane jest state monitorowanie;

d)zbiorniki wykonane z chemicznie oboj¢tnego materialu o odpowiedniej objetosci w
zalezno$ci od zalecanego obcigzenia i obsady (zob. dodatek 3);

e) waga o odpowiedniej doktadnosci (tj. doktadnosci do 0,5 mg).

Woda

12. Jako wod¢ do badah mozna stosowac kazda wodeg, w ktorej badane gatunki wykazuja
odpowiednia dlugoterminowa przezywalnos¢ i wzrost. Jej jakos¢ w okresie trwania
badania powinna by¢ stata. Aby upewni¢ si¢, ze woda rozcienczajgca nie bedzie wptywata
zbytnio na wyniki badania (np. wchodzac w reakcje z badana substancja chemiczng) lub
nie bedzie miata niekorzystnego wplywu na stado macierzyste, nalezy okresowo pobierac
probki wody do analizy. Jezeli wiadomo, Zze woda rozcienczajgca ma wzglednie stalg
jakos¢, nalezy oznaczaé, np. co sze$¢ miesigcy, zawartos¢ metali cigzkich (np. Cu, Pb, Zn,
Hg, Cd i Ni), glownych anionéw i kationow (np. Ca?’, Mg?*, Na', K', CI', SO+%),
pestycyddw, zawarto$¢ calkowitego wegla organicznego i zawiesing ogdlng. Niektore
wiasciwosci chemiczne dopuszczalne] wody rozcienczajacej wymieniono w dodatku 2.
Warto$¢ pH wody powinna miesci¢ si¢ w zakresie 6,5-8,5, lecz w trakcie danego badania
powinna mies$ci¢ si¢ w zakresie =0,5 jednostki pH.

Uklad narazenia

13. Nie sprecyzowano projektu uktadu narazenia ani materiatow wykorzystywanych w tym
uktadzie. Do konstrukcji uktadu badawczego nalezy uzy¢ szkla, stali nierdzewnej lub
innego chemicznie obojetnego materialu, ktoéry nie zostal zanieczyszczony podczas
wcezesniejszych badan. Na potrzeby niniejszego badania dobrze dopasowany uktad
narazenia moze sktada¢ si¢ z uktadu przeptywowego (4)(5)(6)(7)(8)(ON10)(11)(12)(13).

Roztwory do badan

14. Roztwor podstawowy badanej substancji chemicznej nalezy wprowadzi¢ do uktadu
narazenia, uzywajac odpowiedniej pompy. Przed rozpoczeciem narazenia nalezy
przeprowadzi¢ kalibracj¢ nat¢zenia przeptywu roztworu podstawowego zgodnie z
analitycznym potwierdzeniem roztworow do badan, a podczas badania nalezy je okresowo
sprawdzaé objetosciowo. Roztwdr do badan w kazdej komorze jest odpowiednio czgsto
wymieniany (np. minimalnie 5 wymian objetosci na dzien do 16 wymian objgtosci na
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dzien lub do natg¢zenia przeptywu wynoszacego 20 ml/min) w zaleznos$ci od stabilnosci
badanej substancji chemicznej i jako$ci wody.

Roztwory do badan o wybranych st¢zeniach przygotowuje si¢ przez rozcienczenie
roztworu podstawowego. Zaleca si¢ przygotowanie roztworu podstawowego przez zwykle
wymieszanie lub zbeltanie badanej substancji chemicznej w wodzie rozcienczajacej w
spos6b mechaniczny (np. za pomocg mieszadta lub ultradzwickow). Do uzyskania
odpowiednio st¢zonego roztworu podstawowego mozna wykorzysta¢ kolumny/uktady
nasyceniowe lub metody pasywnego dawkowania (14). Nalezy dotozy¢ wszelkich staran,
aby unikna¢ wykorzystania rozpuszczalnikéw lub nos$nikow, poniewaz: 1) niektore
rozpuszczalniki same moga powodowac toksycznos¢ lub niepozadane albo nicoczekiwane
reakcje, 2) badanie substancji chemicznych, ktérych rozpuszczalno$s¢ w wodzie zostaje
przekroczona (co czesto ma miejsce w wyniku stosowania rozpuszczalnikéw), moze
skutkowa¢  niedoktadnym  okreSleniem  stezen  efektywnych, 3) stosowanie
rozpuszczalnikow w przypadku badan dlugoterminowych moze skutkowaé znacznym
rozrostem biofilmu zwigzanym z aktywno$cig mikroorganizméw, co moze wplynaé na
warunki §rodowiskowe, a takze na zdolnos$¢ do utrzymania st¢zenia podczas narazenia oraz
4) w przypadku braku danych historycznych, ktore potwierdzityby brak wplywu
rozpuszczalnika na wynik badania, uzycie rozpuszczalnikébw wymaga przeprowadzenia
zabiegu z proba kontrolng z rozpuszczalnikiem, co ma konsekwencje dla dobrostanu
zwierzat, poniewaz przeprowadzenie badania wymaga uzycia dodatkowych zwierzat. W
przypadku substancji chemicznych, ktérych badanie nastr¢cza trudnosci, rozpuszczalnik
mozna zastosowaé tylko w ostatecznosci, a w celu wyboru najlepszej metody nalezy
zapozna¢ si¢ z wytyczng OECD nr 23 dotyczacg badania toksycznosci wodnej trudnych
substancji 1 mieszanin (Guidance Document on aquatic toxicity testing of difficult
substances and mixtures) (15). Wyboér rozpuszczalnika bedzie uwarunkowany
whasciwosciami chemicznymi badanej substancji chemicznej i1 dostepnoscia danych
historycznych dotyczacych wykorzystania tego rozpuszczalnika. Jezeli zastosowane
zostang no$niki rozpuszczalnikowe, oprécz prob kontrolnych bez rozpuszczalnika
(ujemnych; z samg woda rozcienczajacg) nalezy rowniez oceni¢ odpowiednie proby
kontrolne z rozpuszczalnikiem. W przypadku gdy nie mozna uniknaé¢ uzycia
rozpuszczalnika, a wystepuje aktywnos$¢ mikroorganizmoéow (biofilm), zaleca sig
rejestrowanie biofilmu na zbiornik (co najmniej raz w tygodniu) podczas calego badania.
Najlepiej bytoby, gdyby stezenie rozpuszczalnika byto utrzymywane na statym poziomie w
probie kontrolnej z rozpuszczalnikiem 1 we wszystkich zabiegach. Jezeli stezenie
rozpuszczalnika nie jest utrzymywane na stalym poziomie, do proby kontrolnej z
rozpuszczalnikiem nalezy uzy¢ jego najwyzszego stgzenia w probie badanej poddanej
dziataniu substancji. W przypadkach gdy uzywane s3a noéniki rozpuszczalnikowe,
maksymalne stgzenia rozpuszczalnika nie powinny przekracza¢ 100 ul/l lub 100 mg/1 (15),
przy czym zaleca si¢, aby stezenie rozpuszczalnika pozostawato jak najnizsze (np. < 20
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wl/l), aby unikna¢ potencjalnego wptywu rozpuszczalnika na mierzone punkty koncowe

(16).
Zwierzeta uzyte do badania

Wybor i utrzymywanie ryb

16. Badanym gatunkiem jest ryzanka japonska, Oryzias latipes, z powodu krotkiego cyklu
rozwojowego 1 mozliwosci okre$lenia plci genetycznej. Mimo ze inne gatunki matych ryb
mozna przystosowa¢ do podobnego protokotu badania, konkretne metody i1 punkty
koncowe obserwacji wyszczegdlnione w niniejszej metodzie badawczej maja zastosowanie
wylacznie do ryzanki japonskiej (zob. pkt 1). Ryzanka japonska tatwo rozmnaza si¢ w
niewoli; dostgpne sg publikacje na temat jej hodowli (17)(18)(19) oraz dane z badan nad
krétkoterminowg upadkowoscia, wezesnym etapem zycia 1 pelnym cyklem rozwojowym
(5)(6)(8)(9)(20). Fotoperiod dla wszystkich ryb utrzymuje si¢ w stosunku 16 godzin
swiatta do 8 godzin bez dostepu Swiatta. Ryby bedg karmione zywymi larwami solowca,
Artemia spp., ktére w razie potrzeby mozna uzupetnia¢ dostepnym na rynku pokarmem w
ptatkach. Dostepny na rynku pokarm w platkach nalezy regularnie analizowa¢ pod katem
obecnosci zanieczyszczen.

17. 0 ile przestrzegane sa praktyki gospodarskie, nie wymaga si¢ konkretnego protokotu
hodowlanego. Przyktadowo ryzanke japonska mozna hodowa¢ w zbiornikach o
pojemnosci 2 1 po 240 ryb w fazie larwalnej do 4 tygodnia po zaptodnieniu, a nastgpnie
mozna jg hodowaé¢ w zbiornikach o pojemnosci 2 1 po 10 ryb do 8 tygodnia po
zaptodnieniu, kiedy to ryby laczy si¢ w pary hodowlane w zbiornikach o pojemnosci 2 1.

Aklimatyzacja i wybor ryb
18. Badane ryby nalezy wybra¢ z jednego laboratoryjnego stada, ktore przez co najmniej dwa
tygodnie przed badaniem bylo aklimatyzowane w warunkach jakosci wody i o$wietlenia
zblizonych do stosowanych w badaniu (uwaga: ten okres aklimatyzacji nie jest okresem
poprzedzajacym narazenie in situ). Zaleca si¢ pozyskiwanie ryb do badan z hodowli
wewnatrzlaboratoryjnej, poniewaz wysytka dorostych ryb jest stresujgca i moze wptynaé
na wiarygodno$¢ tarta. Ryby nalezy karmi¢ larwami solowca dwa razy dziennie przez caty
okres utrzymywania i na etapie narazenia, w razie potrzeby dokarmiajac je dostgpnym na
rynku pokarmem w ptatkach. Uznaje si¢, ze — aby zapewni¢ odpowiednie kontrproby — do
rozpoczecia niniejszego badania niezbedne sa co najmniej 42 pary hodowlane (54 pary
hodowlane, jezeli wymagane jest przeprowadzenie proby kontrolnej z rozpuszczalnikiem,
czgsciowo z powodu braku danych historycznych na poparcie uzycia wylacznie proby
kontrolnej z rozpuszczalnikiem). Ponadto nalezy sprawdzi¢, czy kazda z par hodowlanych
z pokolenia FO posiada chromosomy XX-XY (tj. zwyczajny zestaw chromosomow plci w
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przypadku kazdej plci), aby unikng¢ mozliwosci uwzglednienia protogynicznych samcow
z chromosomami XX (zob. pkt 39).

19. Na etapie aklimatyzacji nalezy odnotowywaé $miertelno$¢ ryb hodowlanych, a po 48-
godzinnym okresie adaptacji stosuje si¢ nast¢gpujace kryteria:

- $miertelnos¢ przekracza 10 % populacji hodowli w ciagu siedmiu dni poprzedzajacych
przeniesienie do uktadu badawczego: nalezy odrzuci¢ calg partie;

- $miertelno$¢ na poziomie 5—10 % populacji hodowli w ciggu siedmiu dni poprzedzajacych
przeniesienie do uktadu badawczego: aklimatyzacja przez siedem dodatkowych dni po 2-
tygodniowym okresie aklimatyzacji; jezeli Smiertelnos¢ przekroczy 5 % w ciagu tych
siedmiu dni, nalezy odrzuci¢ calg partig;

- $miertelnos$¢ ponizej 5 % populacji w ciggu siedmiu dni poprzedzajacych przeniesienie do
uktadu badawczego: nalezy zaakceptowac partie.

20. Ryb nie nalezy leczyé na zadng chorob¢ w 2-tygodniowym okresie aklimatyzacji
poprzedzajacym badanie ani w okresie narazenia i nalezy zupetnie unikaé leczenia choréb,
o ile jest to mozliwe. Ryb przejawiajacych kliniczne objawy choroby nie nalezy
wykorzystywa¢ do badan. W okresie hodowlanym poprzedzajacym badanie nalezy
prowadzi¢ rejestr obserwacji oraz zabiegéw medycznych o charakterze prewencyjnym 1
postepowan terapeutycznych.

21. Etap narazenia rozpoczyna si¢ z wykorzystaniem dorostych ryb wykazujacych dymorfizm
ptciowy z laboratoryjnego zrodla zwierzat dojrzatych plciowo, u ktérych rozpoznano pleé
genetyczng, hodowanych w temperaturze 25 = 2°C. W tygodniu poprzedzajacym
narazenie ryby nalezy zidentyfikowa¢ jako potwierdzone samce i samice rozptodowe (tj.
takie, ktére wydaly zywe potomstwo). W odniesieniu do calej grupy ryb wykorzystanych
w badaniu zakres poszczegdlnych mas z podzialem na pte¢ na poczatku badania nalezy
utrzymaé w zakresie £ 20 % S$redniej arytmetycznej masy dla tej samej pici. Przed
rozpoczeciem badania nalezy zwazy¢ podprobke ryb w celu oszacowania Sredniej masy.
Wybrane ryby powinny by¢ w wieku przynajmniej 12 tygodni po zaplodnieniu, co oznacza
mas¢ > 300 mg w przypadku samic i > 250 mg w przypadku samcow.

PROJEKT BADANIA

Badane st¢zenia

22. Zaleca si¢ wykorzystanie pigciu stezen substancji chemicznej oraz probe kontrolna (proby
kontrolne). Przy wyborze zakresu badanych stezen nalezy wzia¢ pod uwage wszystkie
zrodla informacji, w tym ilosciowe zalezno$ci struktura-aktywno$¢ (QSAR), podejscia
przekrojowe z zastosowaniem analogicznych substancji, wyniki badan na rybach, takich
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jak testy $miertelnosci ostrej (zob. rozdziat C.1 niniejszego zatacznika), krdtkoterminowy
test rozrodczoSci ryb (zob. rozdziat C.48 nini¢jszego zalacznika) oraz inne metody
badawcze, np. opisane w rozdziatach C.15, C.37, C.41, C.47 lub C.49 niniejszego
zatacznika (21)(22)(23)(24)(25)(26), o ile sa dostepne, lub jezeli to konieczne, informacje
z badania ustalajgcego zakres stezen, mozliwie z uwzglednieniem etapu rozmnazania. W
razie potrzeby badanie ustalajace zakres stezen mozna przeprowadzi¢ w warunkach
podobnych do tych, w ktorych przeprowadza si¢ badanie ostateczne (pod wzgledem
jakosci wody, uktadu badawczego, wprowadzania zwierzat). W przypadku gdy konieczne
jest uzycie rozpuszczalnika i nie sa dostepne zadne dane historyczne, mozna
przeprowadzi¢ badanie ustalajace zakres stezen w celu okreSlenia stosownosci
rozpuszczalnika. Najwyzsze badane stezenie nie powinno przekraczac rozpuszczalnosci w
wodzie, 10 mg/l lub 1/10 LCso po uplywie 96 godzin (27). Najnizsze st¢zenie powinno
by¢ 10-100-krotnie nizsze od najwyzszego st¢zenia. Uzycie pigciu st¢zen w niniejszym
badaniu umozliwia nie tylko pomiar zalezno$ci dawka-odpowiedz, ale rowniez pozwala
okresli¢ najnizsze stgzenie, przy ktorym obserwuje si¢ zmiany (LOEC) 1 najwyzsze
stezenie, przy ktérym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian (NOEC) — warto$ci te sa
niezbedne do oceny ryzyka w niektdrych programach regulacyjnych lub jurysdykcjach. Co
do zasady wspotczynnik rozstawienia stezen nominalnych badanej substancji chemicznej
pomigdzy sasiadujgcymi poziomami zabiegéw wynosi < 3,2.

Kontrproby grup poddanych zabiegowi i prob kontrolnych

23.

24.

Nalezy uzy¢ co najmniej szeSciu komoér badawczych stanowiacych kontrproby na kazde
badane stezenie (zob. dodatek 7). Na etapie rozmnazania (z wyjatkiem pokolenia FO)
struktura kontrprob zostaje podwojona na potrzeby oceny potencjatu reprodukcyjnego, a
kazda kontrpréba zawiera tylko jedna pare hodowlang (zob. pkt 42).

Oprocz badanych stgzen nalezy rowniez wykonaé probe kontrolna z woda rozcienczajaca
oraz — w razie potrzeby — probe kontrolng z rozpuszczalnikiem. W probach kontrolnych
nalezy uzy¢ podwojnej liczby komor stanowiacych kontrpréby, aby zapewni¢ odpowiednia
moc statystyczng (tj. w probach kontrolnych nalezy wykorzysta¢ co najmniej dwanascie
kontrpréb). Na etapie rozmnazania liczbe kontrpréb w probach kontrolnych podwaja sie
(tj. wykorzystuje si¢ minimalnie 24 kontrproby, a kazda z nich zawiera tylko jedna
kojarzong par¢). Po rozmnazaniu kontrproby kontrolne nie powinny zawiera¢ wigcej niz 20
zarodkow (ryb).

PROCEDURA

Rozpoczecie badania

25.

Aktywne rozrodczo doroste ryby wykorzystywane do rozpoczecia pokolenia FO w badaniu
wybiera si¢ wedtug dwoch kryteriow: wieku (zwykle powyzej 12 tygodni po zaplodnieniu,
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ale zaleca si¢ nie pozniej niz 16 tygodni po zaptodnieniu) i masy (powinna wynosi¢ > 300
mg w przypadku samic i > 250 mg w przypadku samcoéw).

Na poczatku badania pary samica-samiec, ktére spetniajg powyzsze warunki, przenosi si¢
jako pojedyncze pary do kazdego ze zbiornikéw kontrproby, tj. do dwunastu kontrpréb w
probach kontrolnych 1 szeSciu kontrprob w grupie poddanej dzialaniu substancji
chemicznej. Zbiornikom tym losowo przypisuje si¢ zabieg (np. T1-T5 1 proba kontrolna) 1
kontrprébe (np. A—L przypisuje si¢ do prob kontrolnych, a A—F przypisuje si¢ do zabiegu),
a nastgpnie umieszcza si¢ je w uktadzie narazenia, zapewniajac odpowiedni przeptyw do
kazdego ze zbiornikow.

Warunki narazenia na dzialanie substancji

27.

28.

Pelne streszczenie parametrow i1 warunkéw badan mozna znalez¢ w dodatku 3. Stosowanie
si¢ do tych specyfikacji powinno pozwoli¢ uzyskaé ryby z proby kontrolnej, ktérych
wartosci punktow koncowych sa podobne do tych wymienionych w dodatku 4.

W trakcie badania nalezy dokonywaé pomiaréw rozpuszczonego tlenu, pH 1 temperatury w
co najmniej jednym naczyniu do badania kazdej grupy poddawanej dziataniu substancji i w
probie kontrolnej. Z wyjatkiem temperatury, pomiardéw tych nalezy dokonywac
przynajmniej raz w tygodniu przez caly okres narazenia. Srednia temperatura wody
powinna wynosi¢ od 24-26 °C przez caly okres trwania badania. Temperature nalezy
mierzy¢ codziennie przez caty okres narazenia. Wartos¢ pH wody powinna mie$ci¢ si¢ w
zakresie 6,5-8.5, lecz w trakcie danego badania powinna miesci¢ si¢ w zakresie = 0,5
jednostki pH. Kontrproby uzyte w ramach zabiegu, jak réwniez grupy poddane zabiegowi
w badaniu nie powinny statystycznie rézni¢ si¢ migedzy soba (pod wzgledem codziennych
pomiaréw temperatury i z wylaczeniem krdotkotrwatych odchylen).

Czas narazenia

29.

W ramach badania ryby zdolne do rozmnazania z pokolenia FO naraza si¢ na dzialanie
substancji przez okres trzech tygodni. W 4 tygodniu, okoto 24. dnia badania, ustanawia si¢
pokolenie F1, za$ pary hodowlane z pokolenia FO usmierca si¢ w sposéb humanitarny 1
odnotowuje si¢ ich mas¢ i dlugos¢ (zob. pkt 34). Nastepnie pokolenie F1 naraza si¢ na
dziatanie substancji przez kolejne 14 tygodni (facznie 15 tygodni w przypadku F1), a
pokolenie F2 naraza si¢ przez dwa tygodnie, do czasu wylegu. Zasadniczo laczny czas
trwania badania wynosi 19 tygodni (tj. do czasu wylegu pokolenia F2). Harmonogramy
badania przedstawiono w tabeli 2, a bardziej szczegbtowe informacje na ten temat mozna
znalez¢ w dodatku 9.

Schemat zywienia
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30. Ryby mozna bez ograniczen karmi¢ solowcami Artemia spp. (24-godzinnymi larwami),

dokarmiajac w razie potrzeby dostgpnym na rynku pokarmem w ptatkach. Dostepny na
rynku pokarm w platkach nalezy regularnie ocenia¢ pod katem obecno$ci zanieczyszczen,
takich jak pestycydy chloroorganiczne, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA), polichlorowane bifenyle (PCB). Nalezy unika¢ pokarméw o podwyzszonej
zawarto$ci zwigzkow endokrynnie czynnych (tj. fitoestrogenoéw), ktore moglyby zakliécic
reakcje w trakcie badania. Niezjedzony pokarm i odchody nalezy usuwa¢ z naczyn
badawczych wedtug potrzeby, np. ostroznie czyszczac dno kazdego zbiornika za pomoca
syfonu. Sciany i dno kazdego zbiornika nalezy réwniez czyscié raz lub dwa razy w
tygodniu (np. skrobiac szpatutkg). Przykladowy schemat Zzywienia mozna znalezé w
dodatku 5. Czestotliwos¢ karmienia zalezy od liczby ryb w kazdej kontrprébie. A zatem
czestotliwos$¢ karmienia zmniejsza si¢, jezeli w kontrprobie wystepuje Smiertelnosc.

Oznaczenie i pomiary analityczne

31.

32.

Przed rozpoczeciem okresu narazenia nalezy upewni¢ si¢, ze system podawania substancji
chemicznej dziata prawidtowo. Nalezy ustali¢ wszystkie potrzebne metody analityczne, w
tym zgromadzi¢ dostateczng wiedz¢ na temat stabilnosci substancji chemicznej w uktadzie
badawczym. W trakcie badania stezenia badanej substancji chemicznej oznacza si¢ w
odpowiednich odstgpach czasu, najlepiej co najmniej raz na tydzien w jednej kontrprobie z
kazdej grupy poddanej zabiegowi, co tydzien zmieniajac kontrpréby w ramach tej samej
grupy poddanej zabiegowi.

W trakcie badania nalezy w odpowiednich odstgpach czasu sprawdza¢ nat¢zenie
przeptywdw rozcienczalnika i roztworu podstawowego (np. co najmniej trzy razy w
tygodniu). Zaleca si¢, aby wyniki byly oparte na mierzonych stgzeniach. Jezeli jednak
stezenie badanej substancji chemicznej w roztworze mozna z powodzeniem utrzymywaé w
zakresie = 20 % $rednich zmierzonych wartosci przez caly okres badania, woéwczas wyniki
mogg opiera¢ si¢ albo na wartosciach nominalnych, albo na warto$ciach zmierzonych. W
przypadku substancji chemicznych, ktére wyraznie odkladaja si¢ w rybach, badane
stezenia moga male¢ wraz ze wzrostem ryb. W takich przypadkach zaleca sig
dostosowanie tempa wymiany roztworu do badan w kazdej komorze w taki sposob, aby
badane stezenia pozostaly mozliwie jak najbardziej state.

Obserwacje i pomiar punktow konicowych

33.

Pomiar punktéw koncowych obejmuje potencjat reprodukcyjny, ptodnos¢, wyleg, wzrost i
przezywalno$¢, ktére to warto§ci wykorzystuje si¢ do oceny mozliwych skutkow na
poziomie populacji. Nalezy rowniez codziennie dokonywaé obserwacji zachowania, a
wszelkie nietypowe zachowania nalezy odnotowywa¢. Inne mechanistyczne punkty
koncowe obejmuja poziom mRNA vig z watroby lub poziom biatka VTG wedtug testu
immunologicznego (28), fenotypowe markery pici, takie jak charakterystyczne brodawki
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ptetwy odbytowej samcow, histologiczng oceng pici gonadalnej i histopatologiczna oceng
nerki, watroby i gonady (zob. wykaz punktow koncowych w tabeli 1). Wszystkie te
konkretne punkty koncowe ocenia si¢ w kontekscie okreslania pici genetycznej jednostki
na podstawie obecnosci lub braku genu dmy, determinujacego ple¢ meska u ryzanki
japonskiej (zob. pkt41l). Ponadto ocenia si¢ rowniez czas do tarla. Co wigcej,
wykorzystujac liczbe brodawek ptetwy odbytowej do okreslenia poszczegélnych ryzanek
japonskich jako fenotypowych samcéw albo samic, mozna obliczy¢ proste fenotypowe
proporcje plci. Od niniejszej metody badawczej nie oczekuje si¢ wykrycia niewielkich
odchylen od przewidywanego stosunku plci, poniewaz wzglednie niewielka liczba ryb
przypadajaca na kontrprobg nie bedzie miata wystarczajacej mocy statystycznej. Ponadto
podczas oceny histopatologicznej bada si¢ gonade 1 przeprowadza si¢ duzo bardziej
zaawansowane analizy na potrzeby oceny fenotypu gonad w konteks$cie plci genetycznej.

34. Podstawowym celem niniejsze] metody badawcze] jest ocena istotnych dla populacii,
potencjalnych skutkéw dziatania badanej substancji chemicznej. Mechanistyczne punkty
koncowe (VTG, SSC 1 niektére histopatologiczne efekty na gonadach) moga rowniez
poméc w okreSleniu, czy ktorys ze skutkow powstaje w wyniku zakldcenia
funkcjonowania uktadu hormonalnego. Wplyw na powyzsze mechanistyczne punkty
koncowe moga jednak mie¢ réwniez toksycznos¢ ogdlnoustrojowa i inne toksycznosci. W
zwigzku z tym szczegdlowej ocenie mozna réwniez podda¢ badanie histopatologiczne
watroby 1 nerek, aby lepiej zrozumie¢ reakcje w mechanistycznych punktach koncowych.
Jezeli jednak te szczegdtowe oceny nie sg przeprowadzane, nalezy mimo to odnotowac i
zglosi¢ powazne nieprawidtlowosci zaobserwowane przypadkowo podczas oceny
histopatologicznej.

Humanitarne usmiercanie ryb

35. Po zakonczeniu narazenia pokolenia FO 1 F1 na dziatanie substancji i przy pobieraniu
podprobek ryb nie w pelni dojrzatych ryby nalezy podda¢ eutanazji, podajac im
odpowiednie ilo$ci roztworu srodka znieczulajagcego (np. metanosulfonioanu trikainy, MS-
222 (nr CAS 886-86-2), 100-500 mg/1) zbuforowanego 300 mg/l NaHCO3 (wodoroweglan
sodu, nr CAS 144-55-8) w celu zmniejszenia podraznienia btony $luzowej. Jezeli ryby
wykazujg oznaki znacznego cierpienia (bardzo powaznego, a ich S$mier¢ mozna
wiarygodnie przewidzie¢) 1 uznaje si¢ je za konajace, zwierzeta nalezy znieczuli¢ 1 poddaé
eutanazji oraz traktowac jako przypadki $miertelne do celow analizy danych. W przypadku
poddania ryby eutanazji z powodu choroby nalezy to odnotowac i zgtosi¢. W zaleznos$ci od
momentu badania, w ktéorym rybe poddaje si¢ eutanazji, zwierz¢ mozna zachowa¢ na
potrzeby analizy histopatologicznej (utrwalajac rybe na potrzeby ewentualnego badania
histopatologicznego).

Postepowanie 7 jajami i rybami w fazie larwalnej
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Pobieranie jaj od par hodowlanych w celu utworzenia nastepnego pokolenia

36.

37.

Pobieranie jaj ma migjsce pierwszego dnia (lub w ciggu pierwszych dwoch dni, jesli to
konieczne) 4 tygodnia badania, aby przejs¢ z pokolenia FO do pokolenia FI, oraz 18
tygodnia badania, aby przejs¢ z pokolenia F1 do pokolenia F2. 18 tydzien badania
odpowiada dorostym rybom w pokoleniu F1, 15 tygodni po zaplodnieniu. Wazne jest
usunigcie wszystkich jaj z kazdego zbiornika na dzieh przed rozpoczeciem pobierania, aby
upewni¢ si¢, ze wszystkie jaja pobrane od pary hodowlanej pochodza z jednego tarta. Po
tarle samice ryzanki japonskiej niekiedy transportuja jaja przyczepione w poblizu kloaki
do czasu, gdy mozliwe bedzie zlozenie ich na podlozu. Jesli w zbiorniku nie ma podioza,
jaja mozna znalez¢ na samicy albo na dnie zbiornika. W zaleznosci od umiejscowienia jaj
nalezy je ostroznie zdja¢ z samicy albo pobra¢ z dna zbiornika przy pomocy syfonu — w 4
tygodniu badania w przypadku pokolenia FO 1 w 18 tygodniu badania w przypadku
pokolenia F1. Przed rozmieszczeniem w komorach inkubacyjnych wszystkie jaja pobrane
w ramach zabiegu nalezy umiesci¢ razem.

Nalezy usuna¢ wstegi otaczajace zlozone jaja, ktore spajaja je ze sobg. Zaptodnione jaja
(do 20) pobiera si¢ od kazdej pary hodowlanej (1 para na kontrprébg), gromadzi si¢ je
wedlug zabiegu 1 systematycznie rozmieszcza w odpowiednich komorach inkubacyjnych
(dodatki 6 1 7). Za pomoca dobrej jako$ci mikroskopu stercoskopowego mozna dostrzec
oznaki wczesnego zaplodnienia/rozwoju, takie jak podniesienie ostony jajowej (chorionu),
trwajacy podzial komoérkowy czy tworzenie si¢ blastuli. Komory inkubacyjne mozna
umie$ci¢ w oddzielnych ,,akwariach inkubacyjnych” utworzonych na potrzeby kazdego
zabiegu (w ktérym to przypadku w akwariach tych nalezy mierzy¢ parametry jakosci wody
1 stezenia badanych substancji chemicznych) lub w akwarium stanowigcym kontrprobe, w
ktorym beda znajdowaé si¢ wyklute larwy (np. eleuteroembriony). W przypadku
koniecznoséci pobrania jaj kolejnego dnia (23. dzien badania) wszystkie jaja zebrane w
ciagu dwoch dni nalezy umiesci¢ razem, a nastgpnie systematycznie rozmiesci¢ w kazdej z
kontrprob poddawanych zabiegowi.

Hodowanie jaj do czasu wylegu

38.

Zaptodnione jaja sg stale wstrzasane, np. w inkubatorze do jaj za pomocg pecherzykow
powietrza lub poprzez wprowadzanie inkubatora jaj w pionowy ruch wahadlowy.
Smiertelno$é zaptodnionych jaj (zarodkéw) sprawdza si¢ i odnotowuje codziennie. Martwe
jaja usuwa si¢ z inkubatorow (dodatek 9). W siédmym dniu po zaptodnieniu wstrzasanie
wstrzymuje si¢ lub ogranicza, aby zaplodnione jaja osiadly na dnie inkubatora. Sprzyja to
wyleganiu, ktore ma miejsce zazwyczaj nastgpnego dnia lub w ciaggu dwoch dni. W
odniesieniu do kazdego zabiegu i kazdej proby kontrolnej nalezy zliczy¢ (w potaczonych
kontrprébach) wyleg (mlode larwy; eleuteroembriony). Zaptodnione jaja, z ktorych miode
nie wykluly si¢ po uplynigciu dwukrotno$ci mediany dnia wylegu w probie kontrolnej
(zazwyczaj 16 lub 18 dnia po zaplodnieniu), uznaje si¢ za niezdolne do zZycia i odrzuca.

541



D060575/02

39. Dwanascie wylegdw przenosi si¢ do kazdego zbiornika z kontrproba. Wyleg z komér

inkubacyjnych taczy si¢ i systematycznie rozmieszcza w zbiornikach z kontrproba
(dodatek 7). Mozna tego dokonaé poprzez losowy dobor wylegu z puli przeznaczonej do
zabiegu 1 pozniejsze losowe dodawanie wylggu do akwarium z kontrprobg. Kazdy zbiornik
powinien zawiera¢ rdwng liczbe (n = 12) wyklutych larw (maksymalnie 20 larw na kazdy
zbiornik). Jezeli liczba osobnikow w wylegu nie jest wystarczajaca, by wypeti¢ wszystkie
kontrpréby poddawane zabiegowi, zaleca sig, aby jak najwigcej kontrprob zawierato 12
osobnikéw z wylegu. Wyleg mozna bezpiecznie przenosi¢ za pomocg szklanych pipet o
duzych otworach. Wszelkie dodatkowe osobniki w wylegu usmierca si¢ w sposéb
humanitarny, podajac S$rodek znieczulajacy. W ciggu kilku tygodni poprzedzajacych
ustanowienie par hodowlanych nalezy odnotowal dzien, w ktérym zaobserwowano
pierwsze tarlo w kazdej kontrprobie.

Ustanawianie par hodowlanych

Znakowanie przez obcinanie pletw i okreslenie plci genetycznej

40. Okreslenie plci genetycznej za pomoca znakowania poprzez obcinanie ptetw wykonuje si¢

41.

w 9-10 tygodniu po zaplodnieniu (tj. 12-13 tydzien badania w przypadku pokolenia F1).
Wszystkie ryby w zbiorniku znieczula si¢ (korzystajac z zatwierdzonych metod, np.
IACUC) 1 z konca ptetwy ogonowej po stronie grzbietowej albo brzusznej od kazdej ryby
pobiera si¢ niewielka probke tkanki w celu okreslenia plci genetycznej osobnika (29).
Ryby z kontrproby mozna trzymaé w matych sadzach, w miar¢ mozliwosci po jednej na
sadze, w zbiorniku z kontrpréba. Ewentualnie w kazdej sadzy mozna trzymaé dwie ryby,
jezeli mozna je od siebie odrozni¢. Jedng z metod rozrdznienia jest przecigcie pletwy
ogonowej (np. na brzegu po stronie grzbietowej lub brzusznej) podczas pobierania probki
tkanki.

Ple¢ genetyczng ryzanki japonskiej okresla si¢ za pomoca zidentyfikowanego i
zsekwencjonowanego genu (dmy), ktory znajduje si¢ na chromosomie Y. Obecno$¢ geny
dmy wskazuje, ze osobnik posiada chromosomy XY niezaleznie od fenotypu, natomiast
brak genu dmy wskazuje, Ze osobnik posiada chromosomy XX niezaleznie od fenotypu
(30); (31). Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) pobierany jest z kazdego odcigtego
fragmentu pletwy, a obecno$¢ genu dmy lub jego brak mozna, korzystajac z metod
fancuchowej reakcji polimerazy (PCR) (zob. dodatek 9 do rozdziatu C.41 niniejszego
zalacznika lub dodatki 3 14 w (29).

Ustanawianie par hodowlanych

42 Informacje na temat plci genetycznej wykorzystuje si¢ do ustalenia par hodowlanych

posiadajacych chromosomy XX-XY niezaleznie od fenotypu zewnetrznego, ktéry moze
zmieni¢ si¢ w wyniku narazenia na dziatanie badanej substancji chemicznej. W dniu
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nastgpujacym po okresleniu plci genetycznej kazdej ryby z kazdej kontrproby losowo
wybiera si¢ dwie ryby posiadajace chromosomy XX i dwie ryby posiadajace chromosomy
XY 1 ustanawia si¢ dwie pary hodowlane posiadajace chromosomy XX-XY. Jezeli
kontrproba nie zawiera dwoch ryb posiadajacych chromosomy XX albo XY, nalezy
pozyska¢ odpowiednia rybe z innych kontrprob w ramach zabiegu. Priorytetem jest, aby w
kazdym zabiegu i w kazdej probie kontrolnej (24) znajdowata si¢ zalecana liczba
kontrprob zawierajagcych pary hodowlane (12). Przy ustanawianiu par hodowlanych
wyklucza si¢ ryby posiadajace oczywiste nieprawidlowosci (problemy z pgcherzem
ptawnym, deformacje kregostupa, ekstremalnie rézniace si¢ pod wzgledem rozmiaru itp.).
Na etapie rozmnazania pokolenia F1 kazdy zbiornik z kontrprobg powinien zawiera¢ tylko
jedna parg hodowlana.

Pobieranie probek od osobnikow nie w pelni dojrzalych i ocena punktow koncowych

Pobieranie probek od ryb niebedgcych parami hodowlanymi

43. Po ustanowieniu par hodowlanych ryby niewybrane do dalszej hodowli u$mierca si¢ w
sposob humanitarny w 12—13 tygodniu badania (pokolenie F1) w celu pomiaru punktéw
koncowych osobnikéw nie w petni dojrzatych. Niezwykle wazne jest przenoszenie ryb w
taki sposob, aby nadal mozna byto okresli¢ pte¢ genetyczng kazdej ryby wybranej do pary
hodowlanej. Wszystkie zebrane dane analizuje si¢ w kontekscie ptci genetycznej danej
ryby. Kazda rybe wykorzystuje si¢ do pomiaru réznych punktéw koncowych, w tym: do
okreslenia wskaznikow przezywalnoéci ryb mtodych / nie w pelni dojrzatych (7-12/13
tydzien badania (pokolenie F1)), wzrostu dtugosci (jezeli ptetwe ogonowa skrdécono w
zwigzku z pobieraniem probek na potrzeby analizy pici genetycznej, mozna zmierzyé
dhugo$¢ standardowa. Dhugos¢ catkowita mozna zmierzy¢, jezeli jako probki pobrano tylko
czes$¢ pletwy ogonowej, po stronie grzbietowej lub brzusznej, na potrzeby okreslenia
obecnosci genu dmy) 1 masy ciala (tj. mokrej masy, osuszone na bibule), vig mRNA
watroby (lub VTG) i1 brodawek pletwy odbytowej (zob. tabele 1 i 2). Nalezy pamigtaé, ze
wartosci mas 1 dtugosci par hodowlanych sg réwniez potrzebne do obliczenia $redniego
wzrostu w grupie poddanej zabiegowi.

Pobieranie probek tkanek i pomiar witellogeniny
44. Watrob¢ wycina si¢ 1 nalezy ja przechowywaé w temperaturze < -70 °C do czasu

wykonania pomiaréw vig mRNA (lub VTG). Ogon ryby, w tym pletwg odbytowa,
przechowuje si¢ w odpowiednim utrwalaczu (np. Davidsona) lub fotografuje w taki
sposéb, aby p6zniej mozna bylo policzy¢ brodawki ptetwy odbytowej. W razie potrzeby w
tym czasie mozna pobiera¢ 1 przechowywac¢ probki innych tkanek (np. gonad). Stgzenie
VTG w watrobie nalezy oznaczy¢ iloSciowo za pomocg homologicznej metody ELISA
(zob. procedury zalecane w odniesieniu do ryzanki japonskiej — w dodatek 6 do rozdziatu

C.48 w niniejszym zalaczniku). Ewentualnie mozna skorzysta¢ z metod oznaczania
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ilosciowego mRNA vtg, tj. ekstrakcji mRNA genu vtg [ z probki watroby oraz oznaczenia
ilosciowego liczby kopii genu vig I (przypadajacych na nanogram catkowitego mRNA)
metoda ilosciowego PCR (29), okre§lonych przez Agencje Ochrony Srodowiska Stanéw
Zjednoczonych. Zamiast okreslania liczby kopii genu vig w grupie kontrolnej i grupie
poddanej zabiegowi mozna zastosowac¢ metode bardziej korzystng pod wzgledem zasobow
1 mniej trudng z technicznego punktu widzenia, jaka jest okredlenie wzgledne)
(wielokrotno$ci) zmiany ekspresji genu vtg I w grupie kontrolnej i grupie poddanej
zabiegowl.

Drugorzedowe cechy plciowe

45.

W normalnych warunkach jedynie dojrzale plciowo samce ryzanki japonskiej majg
brodawki, ktére rozwijaja si¢ jako drugorzedowa cecha plciowa na ptytkach laczacych
niektére promienie pletwy odbytowej, stanowiac potencjalny biomarker zaburzen
funkcjnowania uktadu hormonalnego. Metode liczenia brodawek ptetwy odbytowej (liczby
ptytek taczacych posiadajacych brodawki) przedstawiono w dodatku 8. Liczb¢ brodawek
ptetwy odbytowej przypadajacych na osobnika wykorzystuje si¢ réwniez do klasyfikacji
tego osobnika jako samca lub samicy pod wzgledem fenotypowych cech zewnetrznych do
celow obliczenia prostych proporcji ptci w kontrprobie. Ryzanke japoniska posiadajaca
dowolng liczbe brodawek wiekszg niz O okre§la sie jako samca; ryzanke japonska
pozbawiong brodawek pletwy odbytowej okre$la si¢ jako samice.

Ocena potencjalu reprodukcyjnego i plodnosci

46.

47.

Potencjal reprodukcyjny i ptodnos¢ ocenia si¢ w okresie od 1. do 3. tygodnia badania w
pokoleniu FO oraz w okresie od 15. do 17. tygodnia badania w pokoleniu F1. Jaja pobiera
si¢ od kazdej pary hodowlanej kazdego dnia przez 21 nastepujacych po sobie dni. Kazdego
ranka jaja delikatnie zdejmuje si¢ ze zlapanych samic lub pobiera si¢ przy pomocy syfonu
z dna akwarium. W odniesieniu do kazdej pary hodowlanej w kontrprébie codziennie
odnotowuje si¢ zarowno potencjat reprodukcyjny, jak 1 ptodnos¢. Potencjat reprodukcyjny
okresla si¢ jako liczbe zlozonych jaj, natomiast ptodnos¢ funkcjonalnie okresla si¢ jako
liczbe jaj zaptodnionych i zdolnych do przezycia w momencie liczenia. Liczenie nalezy
przeprowadzi¢ jak najszybciej po zebraniu ja;.

Codziennie odnotowuje si¢ potencjat reprodukcyjny kontrproby, ktory rozumie sie jako
liczbe jaj przypadajacych na par¢ hodowlang i ktéry analizuje si¢ za pomoca zalecanych
procedur statystycznych z wykorzystaniem S$rednich kontrprob. Plodno$¢ kontrproby to
suma liczby zaptodnionych jaj zloZzonych przez par¢ hodowlang podzielona przez sume
liczby jaj ztozonych przez t¢ parg. Statystycznie ptodno$§¢ analizuje si¢ jako stosunek
przypadajacy na kazdg kontrprébg. Wylgegowos¢ kontrproby to liczba osobnikow w wylegu
podzielona przez liczb¢ badanych zarodkéw (zazwyczaj 20). Statystycznie wylegowosé
analizuje si¢ jako stosunek przypadajgcy na kazda kontrprébg.
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Pobieranie probek od osobnikéw dorostych i ocena punktow koncowych

Pobieranie probek od par hodowlanych ryb

48. Po uptywie 17. tygodnia badania (tj. po pomy$lnym utworzeniu pokolenia F2) osobniki
doroste z pokolenia F1 u$mierca si¢ w sposob humanitarny 1 ocenia si¢ rézne punkty
koncowe (zob. tabele 1 i 2). Na potrzeby oceny brodawek pletwy odbytowej tworzy si¢
obraz pletwy odbytowej (zob. dodatek 8) lub na potrzeby pozniejszego liczenia brodawek
ogon odcina si¢ tuz za kloaka i utrwala si¢ go. W razie potrzeby w tym czasie mozna
pobra¢ probki z czesci pletwy ogonowej 1 zachowaé je do celow weryfikacji pici
genetycznej (dmy). W razie potrzeby mozna pobra¢ probke tkanki na potrzeby powtorzenia
badania na obecno$¢ genu dmy, aby zweryfikowac ple¢ genetyczna konkretnych ryb. Przed
zanurzeniem calego ciata w utrwalaczu nalezy otworzy¢ jame ciata, aby umozliwié
perfuzje odpowiednich utrwalaczy (np. Davidsona). Jezeli natomiast przed utrwaleniem
wykonano odpowiednie dzialania majace zapewni¢ przenikalnos¢, nie ma potrzeby
otwierania jamy ciata.

Histopatologia

49.Kazda rybe poddaje si¢ ocenie histologicznej pod katem wystgpowania zmian
patologicznych w tkance gonad (30); (29). Jak wspomniano w pkt 33, toksycznosc¢
ogolnoustrojowa 1 inne toksyczno$ci moga wywieraC wplyw na inne mechanistyczne
punkty koncowe oceniane w niniejszym tescie (tj. VTG, SSC i niektore histopatologiczne
efekty w obrebie gonad). W zwiazku z tym szczegdlowej ocenie mozna rowniez poddad
badanie histopatologiczne watroby 1 nerek, aby lepiej zrozumie¢ reakcje w
mechanistycznych punktach koncowych. Jezeli jednak te szczegbtowe oceny nie sg
przeprowadzane, nalezy mimo to odnotowaé i zglosi¢ powazne nieprawidtowosci
zaobserwowane przypadkowo podczas oceny histopatologicznej. Mozna rozwazy¢
odczytywanie wynikéw w kolejnosci od najwyzszego do najnizszego, tj. zaczynajac od
grupy poddanej zabiegowi, w ktorej zaobserwowano najwigkszy wplyw (w poroOwnaniu z
proba kontrolng), a konczac na grupie poddanej zabiegowi, w ktorej nie odnotowano
zadnego wplywu, cho¢ zaleca si¢ zapoznanie z wytycznymi w zakresie histopatologii (29).
Zwykle wszystkie probki najpierw poddaje si¢ obrdbce/dzieli na skrawki, a nastepnie
odczytuje je patolog. W przypadku stosowania podejScia opartego na odczytywaniu
wynikéw w kolejnosci od najwyzszego do najnizszego nalezy zauwazy¢, ze w procedurze
RSCABS (ang. Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices) wykorzystuje si¢ zalozenie, ze
wraz ze wzrostem poziomow dawek zwickszy si¢ rowniez wpltyw biologiczny (patologia).
A zatem w przypadku analizy wylacznie jednej wysokiej dawki bez zadnych dawek
posrednich straci ona swojg moc. Podejécie to moze by¢ dopuszczalne w przypadku, gdy
analiza statystyczna nie jest konieczna do ustalenia, ze wysoka dawka nie wywiera
zadnego wplywu. Badanie to pozwala réwniez okresli¢ fenotyp gonad.
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Pozostale obserwacje

50. Badanice MEOGRT pozwala uzyska¢ dane, ktére mozna wykorzysta¢ (np. podejécie oparte
na wadze dowodéw) do jednoczesnej oceny co najmniej dwoch ogoélnych rodzajow
mechanizmoéw wywotywania skutkéw szkodliwych (AOP) prowadzacych do uposledzenia
funkeji rozrodczych: a) mechanizmy o podlozu endokrynnym obejmujace zakldcenie
funkcjonowania osi hormonalnej podwzgoérze—przysadka—gonady (HPG); oraz b)
mechanizmy, ktére powoduja obnizenie przezywalno$ci, wzrostu (dlugosci 1 masy) oraz
rozrodczosci poprzez toksyczno$¢ o podtozu innym niz endokrynne. Badanie to obejmuje
roOwniez punkty koncowe, ktore zwykle mierzy si¢ w badaniach przewlekltej toksycznosci,
jak np. badanie pelnego cyklu zycia i badanie wczesnego etapu zycia, ktére to punkty
mozna wykorzysta¢ do oceny zagrozen stwarzanych zardwno przez toksyczne sposoby
dziatania o podtozu endokrynnym, jak i przez mechanizmy toksycznosci o podtozu innym
niz endokrynne. Podczas badania nalezy codziennie obserwowaé zachowanie 1
odnotowywaé wszelkie nietypowe zachowania. Ponadto nalezy odnotowaé kazdy
przypadek Smiertelny i obliczy¢ przezywalnos¢ ryb do momentu eliminacji (6/7 tydzien
badania), przezywalnos¢ po eliminacji na potrzeby pobierania probek od osobnikow nie w
pelni dojrzatych (w 9-10 tygodniu po zaplodnieniu) oraz przezywalnos¢ od momentu
sparowania do momentu pobrania probek od dorostych ryb.

Tabela 1: Przeglad punktow koncowych badania MEOGRT*

Etap zycia Punkt koncowy Pokolenie
Zarodek Wyleg (odsetek 1 czas do wylggu) F1,F2
(2 tygodnie po
zaptodnieniu)
Osobnik miody Przezywalnos$c F1
(4 tygodnie po
zaptodnieniu)
Osobnik nie w Przezywalnosc F1
o
ul o
tygodni po (dtugos¢ i masa)
zaplodnieniu) Witellogenina
(mRNA lub bialtko)

Drugorzedowe cechy plciowe
(brodawki ptetwy odbytowe;j)

Proporcje ptci w ujeciu zewngtrznym

Czas do pierwszego tarla

Osobnik Rozrodczosé FO, F1
dorosty
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(12-14 tygodni

(potencjat reprodukcyjny i ptodnos¢)

Drugorzedowe cechy plciowe
(brodawki pletwy odbytowe;j)

Histopatologia
(gonady, watroba, nerki)

po
zaptodnieniu)
Osobnik Przezywalnos¢ F1
(15 ?;;Ziilr}lli po W’z’r (.)St
zaplodnieniu) (dhugos¢ i masa)

* Te punkty koncowe nalezy podda¢ analizie statystyczne;.

HARMONOGRAM

D060575/02

51. Badanie przedstawiono w harmonogramie badania MEOGRT w tabeli 2. Badanie
MEOGRT obejmuje 4 tygodnie narazenia osobnikoéw dorostych z pokolenia FO i 15
tygodni narazenia pokolenia F1, jak rowniez okres narazenia drugiego pokolenia (F2) az

do wylggu (2 tygodnie po zaplodnieniu). Czynnoséci podejmowane w ramach badania
MEOGRT podsumowano w dodatku 9.
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Tabela 2: Harmonogramy narazenia i pomiaru punktéw koncowych w badaniu MEOGRT

Harmonogram narazenia i punktéw koncowych w badaniu MEOGRT

PokolenieFO | 1]2]3]4
Pokolenie F1 1121345 718|9|10]11]12|13]14|15
Pokolenie F2 1]2
Tydzien 11213]|4]15]6]17]8 10{11]12]13|14]15|16|17]18]19
Etap Zycia Legenda Zarodek Larwa Osobnik mlody Osolznik'nie W | Osobnik dorosty
pelni dojrzaly
Punkty koncowe
Potencjal e  Schemat do$wiadczalny sktada si¢ z
. Fo Fi .
reprodukcyjny 7 grup kontrpréb:
Plodnogé Fo F o 5 wykorzystuje si¢ w ramach
zabiegow z uzyciem badane;j
Wyleg Fi F2 substancji chemicznej
o 2 wykorzystuje si¢ w probie
Przezywalno$é 1D N i kontrolnej poddanej zabiegowi
(4, jezeli stosuje si¢
Warost Fo i I rozpuszczalnik)
Witellogenina IO e  Schemat w ramach grupy
Drugarzedowe o 12 kontrpr(?b Wykorzystqie sig
s ons Iy F do rozmnazania, patologii
osobnika dorostego i SSC (10—
Histopatologia Fi 18 tydz.)

o 6 kontrpréb wykorzystuje si¢
do badania wylegu,
przezywalnosci, Vtg; oraz —

- SSC i wzrostu osobnikow nie
gzg;‘;: 1]2|314|5]|6]7|8]9]|10f[11]12]13[14|15]16]17[18]19 w petni dojrzatych (1-9 tydz,)
SSC: drugorzedowe cechy plciowe; Tydz.:
tygodnie;
Vtg: witellogenina
RAPORTOWANIE DANYCH

Analiza statystyczna

52. Poniewaz ple¢ genetyczng okre$la si¢ w odniesieniu do wszystkich badanych ryb, dane
nalezy analizowa¢ oddzielnie dla kazdej ptci genetycznej (tj. w odniesieniu do samcow
posiadajacych chromosomy XY i samic posiadajacych chromosomy XX). Niezastosowanie

si¢ do tych zasad znacznie zmniejszy moc statystyczna kazdej analizy. Statystyczne

analizy danych najlepiej jest wykonywac¢ zgodnie z procedurami opisanymi w dokumencie
OECD ,,Aktualne podejécie do statystycznej analizy danych ekotoksyczno$ci: wytyczne
stosowania” (Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A
Guidance to Application) (32). Dodatek 10 zawiera dalsze wytyczne dotyczace analizy
statystyczne;.
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53. W przypadku gdy nalezy zarejestrowa¢ NOEC, projekt badania i wybrany test statystyczny
powinny zapewni¢ moc wystarczajacg do wykrycia zmian o znaczeniu biologicznym w
punktach koncowych (32). Zgloszenie odpowiednich stgzen i parametréw efektywnych
moze zaleze¢ od ram regulacyjnych. Nalezy wskaza¢ procentowa zmiang w kazdym
punkcie koncowym, ktory jest wazny pod wzgledem wykrycia lub oszacowania. Schemat
doswiadczalny nalezy dostosowaé w taki sposob, aby bylo to mozliwe. Istnieje mate
prawdopodobienstwo, aby do wszystkich punktow koficowych miala zastosowanie taka
sama zmiana procentowa, i rownie mato prawdopodobne jest, aby mozna bylo zaplanowac
wykonalne do$wiadczenie spetniajace te kryteria dla wszystkich punktow koncowych, w
zwigzku z tym nalezy skupi¢ si¢ na tych punktach koncowych, ktore sa istotne dla danego
do$wiadczenia, planujac do§wiadczenie w odpowiedni sposob. W dodatku 10 dostepne s3
schematy statystyczne i1 wytyczne stanowigce pomoc w opracowywaniu danych oraz
wyborze najodpowiedniejszego badania statystycznego lub modelu do wykorzystania.
Mozna réwniez zastosowaé inne podejscia statystyczne, pod warunkiem Ze sa one
uzasadnione z naukowego punktu widzenia.

54. Konieczna bedzie analiza zmian w obrgbie kazdego zbioru kontrpréb z zastosowaniem
analizy wariancji lub procedur tablicy wielodzielczej oraz wystarczajacych, odpowiednich
metod analizy statystycznej opartych na tej analizie. W odniesieniu do reakcji ciaglych,
aby wielokrotnie porowna¢ wyniki uzyskane przy poszczegolnych stezeniach z wynikami
préb kontrolnych, zaleca si¢ stosowanie procedury regresyjnej (np. testu Jonckheere’a-
Terpstry). Test Dunnetta lub Dunna nalezy stosowa¢ tam, gdzie dane nie sg spojne z
monotoniczng zalezno$cig steZenie-odpowiedz (w razie potrzeby po odpowiedniej
transformacji danych).

55. W kontekscie potencjatu reprodukcyjnego zliczenie jaj odbywa si¢ codziennie, jednak
mozna je analizowa¢ jako catkowite zliczenie jaj lub jako powtarzany pomiar. Informacje
szczegblowe dotyczace analizy tego punktu koncowego znajduja si¢ w dodatku 10. W
odniesieniu do danych histopatologicznych przedstawionych w formie stopni nasilenia

opracowano nowy test statystyczny o nazwie Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices
(RSCABS) (33).

56. Nalezy zglosi¢ wszelkie punkty koncowe zaobserwowane w zabiegach poddawania
dziataniu substancji chemicznych, ktére znacznie rdéznig si¢ od wiasciwych prob
kontrolnych.

Warunki analizy danych

Wykorzystanie zakléconych poziomow zabiegu
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57. Przy ustalaniu, czy kontrproba lub caty zabieg wykazujg wyrazng toksyczno$¢ i powinny
zosta¢ usuni¢te z analizy, nalezy uwzgledni¢ kilka czynnikéw. Widoczng toksycznosé
definiuje si¢ jako $miertelno$¢ wynoszaca >4 w dowolnej kontrprobie miedzy 3 a 9
tygodniem po zaptodnieniu, ktorej nie mozna wytlumaczy¢ bledem technicznym. Inne
oznaki wyraznej toksyczno$ci to krwotok, nietypowe zachowania, nietypowe wzorce
ptywania, brak taknienia i wszelkie inne kliniczne objawy choroby. W przypadku
subletalnych objawow toksycznosci niezbgdne moga by¢ oceny jako$ciowe, ktore nalezy
przeprowadza¢ zawsze w odniesieniu do grupy kontrolnej z woda rozcienczajaca (nalezy
stosowa¢ wylacznie czysta wode). Jezeli widoczna toksyczno$¢ jest ewidentna w
najwyzszym zabiegu lub zabiegach, zaleca si¢ odcigcie ich od analizy.

Kontrole z rozpuszczalnikiem

58. Uzycie rozpuszczalnika nalezy bra¢ pod uwage tylko w ostateczno$ci, po uwzglgdnieniu
wszystkich innych opcji wprowadzenia substancji chemicznej. W przypadku zastosowania
rozpuszczalnika nalezy jednoczes$nie wykonac probe kontrolna z woda rozcienczajaca. Na
zakonczenie badania nalezy przeprowadzi¢ ocen¢ potencjalnego wplywu rozpuszczalnika.
Dokonuje si¢ tego, poréwnujac statystycznie grupe kontrolng z rozpuszczalnikiem 1 grupe
kontrolng z woda rozcienczajaca. Najbardziej wlasciwe punkty koncowe, ktore nalezy
uwzgledni¢ w niniejszej analizie, to wyznaczniki wzrostu (masa), poniewaz moga na nie
wplynaé toksycznosci ogélne. Jezeli w tych punktach koncowych wykryte zostang
statystycznie istotne réznice migdzy grupa kontrolng z woda rozcienczajaca a grupami
kontrolnymi z rozpuszczalnikiem, nalezy odwotaé si¢ do swojej najlepszej wiedzy
fachowej, aby ustali¢, czy stanowia one zagrozenie dla wazno$ci badania. Jezeli dwie
proby kontrolne réznig si¢ od siebie, préby poddawane dzialaniu substancji chemicznej
nalezy poréwnac¢ z prébg kontrolng z rozpuszczalnikiem, chyba ze wiadomo, Ze najlepiej
jest przeprowadzi¢ poréwnanie z proba kontrolna z woda rozcienczajaca. Jezeli migdzy
dwiema grupami kontrolnymi nie wystepuje statystycznie istotna roznica, zaleca sie
pordéwnanie zabiegdbw, w ramach ktorych zwierzeta poddaje si¢ dzialaniu substancji
chemicznej, z pulg zabiegowa (grupami kontrolnymi z rozpuszczalnikiem i z wodg
rozcienczajaca), chyba ze wiadomo, Ze najlepiej jest dokona¢ poréwnania z proba
kontrolng z wodg rozcienczajacg albo z rozpuszczalnikiem.

Sprawozdanie z badania

59. Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastepujace informacje:

Badana substancja chemiczna: witasciwosci fizyczne i —w stosownych przypadkach — wiasciwosci
fizykochemiczne;

- dane identyfikacyjne substancji chemicznej.

Substancja jednosktadnikowa:
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wyglad fizyczny, rozpuszczalno§¢ w wodzie 1 dodatkowe istotne wlasciwosci
fizykochemiczne;

dane identyfikacyjne substancji chemicznej, takie jak: nazwa IUPAC lub CAS, numer
CAS, kod SMILES Iub InChl, wzér strukturalny, czystos¢, nazwa chemiczna
zanieczyszczen w stosownych przypadkach 1 jesli jest to praktycznie wykonalne itp. (w
tym, w stosownych przypadkach, zawarto$¢ wegla organicznego).

Substancja wielosktadnikowa, UVCB 1 mieszaniny:

opisane w miar¢ mozliwosci przez podanie nazwy chemicznej (zob. powyzej),
wystepowania ilosciowego oraz istotnych wlasciwosci fizykochemicznych sktadnikow.

Badany gatunek:

nazwa systematyczna, szczep (jezeli jest dostepny), zrédto 1 metoda pobierania
zaptodnionych jaj 1 dalsze postgpowanie.

Warunki badania:

fotoperiod(-y);

projekt badania (np. rozmiar komory, obj¢to$¢ materiatu i wody, liczba komér
badawczych oraz kontrprdb, liczba osobnikow w wylegu na kontrprébe);

metoda przygotowania roztworow podstawowych i czestotliwo$¢ wymiany (jezeli
zastosowany zostat srodek rozpuszczajacy, nalezy podac jego stezenie);

metoda dawkowania badanej substancji chemicznej (np. pompy, uktady rozcienczajace);

wydajno$¢ odzyskowa metody 1 badane stezenia nominalne, granica oznaczalnosci,
Srednie wartosci pomiarowych oraz ich odchylenia standardowe w naczyniach
badawczych, a takze metoda uzyskania takich wartosci oraz dowody $wiadczace o tym, Ze
pomiary odnoszg sie do stezen badanej substancji chemicznej w rzeczywistym roztworze;

charakterystyka wody rozcieniczajacej: pH, twardo$¢, temperatura, stezenie
rozpuszczonego tlenu, poziom chloru resztkowego (jesli dokonano pomiaru), catkowity
wegiel organiczny (jesli dokonano pomiaru), zawiesina (jesli dokonano pomiaru),
zasolenie $§rodowiska badania (jesli dokonano pomiaru) oraz wszelkie inne wykonane
pomiary;

badane st¢zenia nominalne, §rednie warto$ci pomiarowych oraz ich odchylenia
standardowe;

jako$¢ wody w naczyniach badawczych, pH, temperatura (codziennie) i stezenie
rozpuszczonego tlenu;
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szczegotowe informacje dotyczace karmienia (np. rodzaj pokarmu, jego zrodto, podawana
ilos¢ 1 czestotliwos$¢ podawania).

Wyniki.:

dowody $§wiadczace o tym, Ze proby kontrolne spetniaja ogolne kryteria waznosci;

dane dotyczace proby kontrolnej (oraz proby kontrolnej z rozpuszczalnikiem, jezeli jest
stosowana) oraz grup poddanych zabiegowi, takie jak: wyleg (wylegowos¢ oraz czasu
wylegu) w pokoleniach F1 i F2, przezywalno$¢ po wylegu w pokoleniu F1, wzrost
(dlugo$¢ 1 masa ciata) w pokoleniu F1, pte¢ genetyczna oraz zr6znicowanie pici (np.
drugorzedowe cechy plciowe na podstawie brodawek ptetwy odbytowej 1 histologii gonad)
w pokoleniu F1, pte¢ fenotypowa w pokoleniu F1, drugorzgdowe cechy piciowe
(brodawki ptetwy odbytowej) w pokoleniu F1, mRNA vzg (lub biatko VTG) w pokoleniu
F1, ocena histopatologiczna (gonady, watroba i nerki) w pokoleniu F1 oraz rozrodczosé¢
(potencjat reprodukcyjny i plodno$¢) w pokoleniach FO 1 F1; (zob. tabele 1 12);

metoda analizy statystycznej (analiza regres)i lub analiza wariancji) oraz przetwarzania
danych (zastosowane badania lub modele statystyczne);

stezenie, przy ktorym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian (NOEC) w odniesieniu do
kazdej ocenionej reakcji;

najnizsze st¢zenie, przy ktérym obserwuje si¢ zmiany (LOEC), w odniesieniu do kazdej
ocenionej reakcji (przy p = 0,05); ECx w odniesieniu do kazdej ocenianej reakcji, jezeli
dotyczy, i przedzialy ufnosci (np. 90 % lub 95 %) oraz wykres dopasowanego modelu
wykorzystanego do obliczen, nachylenie krzywej zalezno$ci stgzenie-odpowiedz, wzor
modelu regresji, szacowane parametry modelu i ich bledy standardowe;

wszelkie odchylenia od niniejszej metody badawczej oraz odchylenia od kryteriow

dopuszczalnosci, a takZze rozwazania dotyczace potencjalnych konsekwencji wyniku
badania.

60. W odniesieniu do wynikéw pomiaréw punktow koncowych nalezy przedstawié¢ $rednie

wartos$ci oraz ich odchylenia standardowe (w miare mozliwo$ci zaro6wno na podstawie
kontrproéb, jak i stezen).
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Dodatek 1

DEFINICJE
Substancja chemiczna: substancja lub mieszanina.
ELISA: test immunoenzymatyczny.
Potencjal reprodukcyjny = liczba jaj.
Plodnos$¢ = liczba zywotnych jaj / potencjat reprodukcyjny.

Dlugos¢ ogonowa (FL) oznacza dlugos¢ od czubka otworu ggbowego do konca
srodkowego promienia pletwy ogonowej — parametr ten wykorzystuje si¢ w odniesieniu do
ryb, u ktéorych trudno jest wskaza¢ miejsce, w ktorym konczy sie kregostup
(www fishbase.org).

Wylegowos¢ = wylegi / liczba zarodkoéw zatadowanych do inkubatora.

TACUC: Komitet Instytucjonalny ds. Opieki 1 Wykorzystania Zwierzat (ang. Institutional
Animal Care and Use Committee).

Dlugosé standardowa (SL) oznacza dlugo$¢ ryby mierzona od czubka otworu gebowego
do tylnej krawedzi ostatniego kregu lub do tylnej krawedzi $rodkowobocznej czesci
urostylu. Innymi stowy, w ramach tego pomiaru nie bierze si¢ pod uwage dtugosci pletwy
ogonowej (www.fishbase.org).

Dlugosé calkowita (TL) oznacza dtugo$¢ mierzona od czubka otworu gebowego do czubka
dluzszego plata pletwy ogonowej, zazwyczaj mierzonego po zgi¢ciu platow do linii
srodkowej. Pomiar zdejmuje si¢ wzdluz linii prostej, nie wzdhuiz krzywizny ciata ryby
(www.fishbase.org).
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_______________________ Dlugosé catkowitd oo

Rys. 1: Opis roznych stosowanych dtugosci

ECx: (stezenie efektywne x %) jest steZzeniem majacym x % wplyw na organizmy uzyte do
badan w danym okresie narazenia w porownaniu z proba kontrolna. Na przyktad ECso jest
stezeniem, ktore wedlug szacunkéw ma wplyw na punkt koncowy badania w 50 %
narazonej populacji w okre§lonym okresie narazenia.

Badanie przeplywowe to badanie, w ktorym podczas narazenia trwa ciagly przeptyw
roztworow do badan przez uktad badawczy.

O$ HPG: 0§ podwzgorze—przysadka—gonady.
IUPAC: Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowane].
Wskaznik obcigzenia: mokra masa ryb na objeto$¢ wody.

Najnizsze stezenie, przy ktérym obserwuje si¢ zmiany (LOEC): najmniejsze badane
stezenie badanej substancji chemicznej, przy ktéorym obserwuje si¢ znaczace dziatanie
toksyczne (przy p <0,05) w porédwnaniu z préba kontrolng. Wszystkie badane st¢zenia
powyzej LOEC powinny jednak wywiera¢ szkodliwy skutek réwny skutkom, ktore
zaobserwowano przy LOEC, lub od nich wigkszy. W przypadku gdy oba warunki nie moga
by¢ spelnione, nalezy szczegétowo wyjasni¢, w jaki sposéb wybrano LOEC (a nastgpnie
NOEC). W dodatkach 5 1 6 przedstawiono wytyczne w tym zakresie.

Mediana stezenia $miertelnego (LCso): stczenie badanej substancji chemicznej szacowane
jako stezenie $miertelne dla 50 % organizmow uzytych do badan podczas trwania badania.

Stezenie, przy ktorym nie obserwuje sie szkodliwych zmian (NOEC): badane st¢zenie

bezposrednio ponizej LOEC, ktore nie wywiera statystycznie istotnego wplywu (p <0,05) w
ustalonym okresie narazenia w poroOwnaniu z proba kontrolnag.
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SMILES (ang. Simplified Molecular Input Line Entry Specification): uproszczony sposob
zapisu struktury chemicznej w liniowej formie tekstowe;.

Obsada: liczba ryb na objetos¢ wody.

Badana substancja chemiczna: dowolna substancja lub mieszanina badana za pomoca
niniejsze] metody badawcze).

UVCB: substancje o nieznanym lub zmiennym sktadzie, ztozone produkty reakcji lub
materiaty biologiczne.

VTG: witellogenina to fosfolipidoglikoproteinowy prekursor bialek zottka jajka
wystepujacy zwykle u aktywnych ptciowo samic wszystkich gatunkéw jajorodnych.

TPZ: tygodnie po zaptodnieniu.
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WODY

Dodatek 2
NIEKTORE ~ WEASCIWOSCI ~ CHEMICZNE  DOPUSZCZALNEJ
ROZCIENCZAJACEJ
Substancja Stezenie graniczne
Czastki state 5 mg/l
Calkowity wegiel organiczny 2 mg/l
Amoniak niejonizowany 1 pg/l
Chlor resztkowy 10 pg/l
Catkowita zawarto$¢ pestycydéw fosforoorganicznych 50 ng/l
Catkowita zawarto$¢ pestycydoéw chloroorganicznych oraz
polichlorowanych bifenyli >0 ng/l
Catkowity chlor organiczny 25 ng/l
Glin 1 pg/l
Arsen 1 pg/l
Chrom 1 pg/l
Kobalt 1 pg/l
Miedz 1 pg/l
Zelazo 1 g/l
Olow 1 pg/l
Nikiel 1 pg/l
Cynk 1 pg/l
Kadm 100 ng/1
Rted 100 ng/1
Srebro 100 ng/1
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Dodatek 3

WARUNKI BADANIA WELASCIWE DLA BADANIA MEOGRT

1. Zalecany gatunek RyzZanka japonska (Oryzias latipes)
2. Rodzaj badania W warunkach ciaglego przeplywu
3. Temperatura wody Nominalna temperatura badania wynosi 25 °C. Srednia temperatura w

trakcie badania w kazdym zbiorniku wynosi 24-26 °C.

4. Jakosc¢ oswietlenia Fluorescencyjne zarowki (szerokie spektrum oraz o mocy ~150
lumendow/m?)
(~150 luksow).

16 godzin swiatla, 8 godzin ciemnosci.

6. Wskaznik obciazenia Pokolenie FQ: 2 osobniki doroste na kontrprobe; pokolenie F1:
poczatkowo przy wykorzystaniu maksymalnie 20 jaj (zarodkow) na
kontrprobe, przy wylggu zmniejszenie do 12 zarodkéw na kontrprobe, a
nast¢pnie w 9-10 tygodniu po zaptodnieniu 2 osobniki doroste (para
hodowlana o zestawie chromosomoéw XX—-XY) na potrzeby etapu
rozmnazania.

7. Minimalna objgtos¢ uzytkowa 1,8 1 (np. wielko§¢ komory badawczej: 18 x 9 x 15 cm).
komory badawczej

8. Wymiana objgtosci roztworéw Minimum 5 wymian objetosci dziennie do 16 wymian objgtosci

do badan dziennie (lub przy natezeniu przeplywu wynoszacym 20 ml/min).
9. Poczatkowy wiek organizmow Pokolenie FO: >12 tygodni po zaptodnieniu, zaleca si¢ jednak nie
uzytych do badan przekraczac 16 tygodnia po zaplodnieniu.
10. Liczba organizmoéow na Pokolenie FO: 2 ryby (para samiec — samica) pokolenie F1:
kontrprobe maksymalnie 20 ryb (jaj) na kontrprobe (pochodzacych od par
hodowlanych z pokolen FO oraz F1).
11. Liczba zabiegow 5 zabiegdéw z uzyciem badangj substancji chemicznej oraz odpowiednie
proby kontrolne.

12. Liczba kontrprob na zabieg ~ Minimum 6 kontrprob na zabieg w odniesieniu do badanej substancji
chemicznej oraz minimum 12 kontrpréb w odniesieniu do proby
kontrolnej 1 proby kontrolnej z rozpuszczalnikiem (liczbe kontrprob
podwaja si¢ na etapie rozmnazania w pokoleniu F1), jezeli je

zastosowano.
13. Liczba organizmoéw na Minimum 84 ryby w przypadku pokolenia FO 1 504 ryby w przypadku
badanie pokolenia F1. (Jezeli zastosowano probe kontrolng z rozpuszcezalnikiem

— minimum 108 ryb w przypadku pokolenia FO 1 648 ryb w przypadku

560



14. Schemat zywienia

15. Napowietrzanie

16. Woda rozcienczajaca

17. Okres narazenia

18. Biologiczne punkty konicowe

(pierwotne)

19. Kryteria waznosci badania
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pokolenia F1). Liczong jednostka sg osobniki, ktore zakonczyly stadium
rozwoju na etapie eleuteroembrionu.

Ryby karmi si¢ bez ograniczen solowcami z gatunku Artemia spp., (24-
godzinnymi larwami), dokarmiajac w razie potrzeby dostgpnym na
rynku pokarmem w platkach (w dodatku 6 mozna znalez¢ przykladowy
schemat Zywienia zapewniajgcy odpowiedni wzrost i 10zwoj
wspomagajace wysoka rozrodczose).

Bez napowietrzania, dopoki zawartos$¢ tlenu rozpuszczonego nie zbliza
si¢ do < 60 % wartosci nasycenia powietrzem.

Czysta woda powierzchniowa, woda ze studni lub regenerowana, lub
odchlorowana woda wodociggowa.

Zasadniczo 19 tygodni (od pokolenia FO do wylegu pokolenia F2).

Wylegowos¢ (pokolenia F1 i F2); przezywalnos¢ (pokolenie F1, od
wylegu do 4 tygodnia po zaplodnieniu (koniec stadium larwalnego /
poczatek stadium mlodocianego), od 4 do 9 (lub 10) tygodnia po
zaptodnieniu (poczgtek stadium mlodocianego do stadium niepeinej
dojrzalosci) oraz od 9 do 15 tygodnia po zaplodnieniu (od stadium
niepelnej dojrzatosci do eutanazji osobnikéw dorostych)); wzrost
(pokolenie F1, dlugos¢ i masa w 91 15 tygodniu po zaplodnieniu);
drugorzedowe cechy plciowe (pokolenie F1, brodawki ptetwy
odbytowej w 91 15 tygodniu po zaptodnieniu); witellogenina (pokolenie
F1, mRNA vig Iub biatko VTG w 15 tygodniu po zaptodnieniu); ple¢
fenotypowa (pokolenie F1, poprzez histologi¢ gonady w 15 tygodniu po
zaptodnieniu); rozrodczo$¢ (pokolenia FO i1 F1, potencjal reprodukeyjny
1 plodnos¢ przez 21 dni); czas do tarta (pokolenie F1); oraz
histopatologia (pokolenie F1, gonada, watroba i nerka w 15 tygodniu po
zaptodnieniu).

Rozpuszczony tlen zapewniajacy warto$¢ nasycenia powietrzem
wynoszaca >60 %; srednia temperatura wody w trakcie badania: 24—
26 °C; pomy$lne rozmnozenie >65 % samic w probach kontrolnych;
sredni dzienny potencjal reprodukcyjny >20 jaj w prébach kontrolnych;
wylegowos¢ jaj powinna wynosié¢ (srednio) >80 % w probach
kontrolnych (w kazdej z pokolenia F1 i F2); przezywalno$¢ po wylegu
do 3 tygodni po zaplodnieniu na poziomie (§rednio) >80 % 1 od 3
tygodni po zaplodnieniu do usmiercenia ($rednio) >90 % w odniesieniu
do pokolenia w probach kontrolnych (pokolenie F1) — st¢zenia badanej
substancji chemicznej w roztworze powinny by¢ utrzymywane w sposob
zadowalajacy w zakresie =20 % $rednich zmierzonych warto$ci.
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Dodatek 4

WYTYCZNE DOTYCZACE TYPOWYCH WARTOSCI KONTROLNYCH

Nalezy zauwazy¢, ze niniejsze warto$ci kontrolne opieraja si¢ na ograniczonej liczbie badan
walidacyjnych 1 mogg ulec zmianie w $wietle dalszych do§wiadczen.

Wzrost

Pomiary masy i dlugosci pobierane sg dla wszystkich ryb, z ktoérych pobrano probki mi¢dzy
9. (lub 10.) a 15. tygodniem po zaplodnieniu. Zgodnie z ta procedura spodziewana mokra
masa w 9. tygodniu po zaplodnieniu w przypadku samcéw wyniesie 85-145 mg, a w
przypadku samic — 95-150 mg. W 15. tygodniu po zaptodnieniu spodziewane masy to 250—
330 mg w przypadku samcow oraz 280-350 mg w przypadku samic. Chociaz w przypadku
poszczeg6lnych ryb moga zaistnie¢ znaczne odchylenia od tych zakresdw, srednie masy w
probie kontrolnej znacznie wychodzace poza te wartoSci, zwlaszcza jezeli sg od nich nizsze,
mogg wskazywaé na problemy z Zywieniem, kontrolg temperatury, jakoscia wody, chorobg¢
lub dowolng kombinacje¢ niniejszych czynnikow.

Wyleg

Skuteczno$¢ wylegu w probach kontrolnych zazwyczaj oscyluje w graniach 90 %, jednak
niskie wartosci na poziomie 80 % nie sg rzadkos$cia. Skuteczno$¢ wylegu ponizej 75 %
moze wskazywac na niewystarczajace wymieszanie rozwijajacych sie jaj lub niedostateczna
ostrozno$¢ w obchodzeniu si¢ z nimi, np. nieterminowe usuwanie martwych jaj prowadzace
do zakazenia grzybiczego.

Przezywalnosé

Wskazniki przezycia do 3. tygodnia po zaptodnieniu od wylegu oraz po 3 tygodniach po
zaplodnieniu zazwyczaj wynosza przynajmniej 90 % w odniesieniu do prob kontrolnych,
niskie wskazniki przezywalnosci na poziomie 80 % we wczesnym stadium rozwoju w
odniesieniu do préb kontrolnych nie sg jednak niepokojace. Wskazniki przezywalnosci w
probach kontrolnych ponizej 80 % mogltyby by¢ powodem do obaw i wskazywac na
niedostateczng dbalo$¢ o czystos¢ akwaridw, mogaca prowadzi¢ do utraty ryb w fazie
larwalne; w wyniku choroby lub uduszenia z powodu niskiego poziomu st¢Zenia
rozpuszczonego tlenu. Smiertelno$é moze byé takze wynikiem uszkodzenia w trakcie
czyszczenia zbiornika oraz utraty ryb w fazie larwalnej w systemie odprowadzania wody ze
zbiornika.

Gen witellogeniny

Chociaz bezwzgledne poziomy genu witellogeniny (vfg), wyrazone w kopiach/ng
catkowitego mRNA, mogg znacznie rdzni¢ si¢ migdzy laboratoriami z powodu stosowanych
procedur lub oprzyrzadowania, stosunek vzg samic w probie kontrolnej do samcéw w probie
kontrolnej powinien by¢ okoto 200 razy wickszy. Nie jest rzadkoscig, ze dany stosunck
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osiaga wartos¢ nawet od 1 000 do 2 000, jednak stosunki ponizej 200 sg podejrzane i moga
wskazywaé na problemy z zanieczyszczeniem probki lub problemy dotyczace procedury lub
zastosowanych odczynnikow.

Drugorzedowe cechy plciowe

Jezeli chodzi o samcéw, zwyczajowy zakres drugorzgdowych cech plciowych, ktory
okreslany jest jako catkowita liczba segmentéw w promieniach brodawki pletwy odbytowej,
wynosi 40-80 segmentow w 9.-10. tygodniu po zaptodnieniu. Do 15. tygodnia po
zaptodnieniu, zakres dotyczacy samcéw w probie kontrolnej powinien oscylowaé w
granicach 80-120, a w przypadku samic w probie kontrolnej warto§¢ powinna wynosic¢
okoto 0. W rzadkich przypadkach, z niewyjasnionych powoddw niektére samce w 9.
tygodniu po zaptodnieniu moga mie¢ niewyksztalcone brodawki, ale poniewaz rozwdj
brodawek u wszystkich samcéw w probie kontrolnej nastepuje do 15. tygodnia po
zaptodnieniu, jest to najprawdopodobniej spowodowane op6znionym rozwojem. Obecnosé
brodawek u samic w probie kontrolnej wskazuje na obecno$¢ samcow XX w populacji.

Samce XX

Zwykle podstawowa czestos¢ wystepowania samcow XX w hodowli w temperaturze 25 °C
wydaje si¢ wynosi¢ okolo 4 % lub mniej, a czgstos¢ wystepowania zwigksza si¢ wraz z
temperaturg. Nalezy podja¢ dzialania majace na celu zminimalizowanie odsetka samcow
XX w populacji. Poniewaz czgsto§¢ wystepowania samcoéw XX wydaje si¢ posiadaé
element genetyczny 1 w zwiazku z tym jest dziedziczna, monitorowanie kultury wyjSciowej
oraz zapewnianie, aby samce XX nie byly wykorzystywane do jej rozmnazania, jest
skutecznym sposobem ograniczania czg¢stosci wystgpowania samcow XX w populacji.

Aktywnosé tarta

Aktywno$¢ tarta w kontrprobach kontrolnych nalezy monitorowa¢ codziennie przed
przeprowadzeniem oceny potencjalu reprodukcyjnego. Pary w prébie kontrolnej mozna
podda¢ ocenie jakosciowe] w sposob wizualny pod wzgledem dowodéw na aktywnos¢ tarla.
Wigkszo$¢ par w prébie kontrolnej powinna sktadaé jaja miedzy 12. a 14. tygodniem po
zaptodnieniu. Niska liczba par skladajacych jaja do tego czasu wskazuje na potencjalne
problemy ze zdrowiem, dojrzatoscig lub dobrostanem ryb.

Potencjal reprodikcyiny

Zdrowa i dobrze odzywiana przez 12-14 tygodni po zaplodnieniu ryzanka japonska
zazwyczaj sklada jaja codziennie, wytwarzajac w ciagu dnia 15-50 jaj. Wytwarzanie jaj w
przypadku 16 z zalecanych 24 par hodowlanych w prébie kontrolnej (>65 %) powinno
dawa¢ wigcej niz 20 jaj na par¢ dziennie i moze sigga¢ nawet okoto 40 jaj dziennie. Warto$§¢
nizsza niz ta moze wskazywac na niedojrzate, niedozywione lub niezdrowe pary tartlowe.

Plodnosé
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Odsetek ptodnych jaj w odniesieniu do par tarfowych w probie kontrolnej miesci sie
zazwyczaj w zakresie 90 %, przy czym wartosci w okolicach 95 % 1 wyzsze nic s3
rzadkosécig. Wspotczynniki ptodnosci wynoszace ponizej 80 % w odniesieniu do jaj w
probie kontrolnej sg podejrzane i mogg wskazywaé albo na niezdrowe osobniki, albo na
warunki hodowli gorsze od idealnych.
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Dodatek 5

PRZYKEADOWY SCHEMAT ZYWIENIA

W tabeli 1 przedstawiono przyktadowy schemat Zywienia zapewniajacy odpowiedni wzrost
i rozw6] w celu wsparcia intensywnego rozmnazania. Odchylenia od tego schematu
zywienia sg dopuszczalne, jednak zaleca si¢ zbadanie ich w celu sprawdzenia, czy mozna
zaobserwowaé akceptowalny rozw6j 1 rozmnazanie. Postgpowanie zgodnie z
proponowanym schematem zywienia wymaga okreslenia suchej masy solowca w objetosci
mulu zawierajacego solowiec przed rozpoczeciem badania. Mozna tego dokona¢, odwazajac
okreslong objeto$¢ mutu zawierajacego solowiec, ktory suszono przez 24 godziny w
temperaturze 60 °C na zwazonej wczesniej szalce. Aby uwzgledni¢ mas¢ soli w mule,
identyczna objetos¢ takiego samego roztworu soli jak ten wykorzystywany w mule nalezy
rowniez wysuszy¢, zwazy¢ i odja¢ od masy wysuszonego mulu zawierajagcego solowiec.
Przed wysuszeniem mozna ewentualnie przefiltrowa¢ 1 wyplukaé solowce woda
destylowang, eliminujac dzigki temu potrzebe wazenia ,,.czystej soli”. Informacje te
wykorzystuje si¢ do przeliczenia informacji zawartych w tabeli z suchej masy solowca do
objetosci mutu zawierajacego solowiec, jaka nalezy karmi¢ kazda rybg¢. Zaleca si¢ ponadto
cotygodniowe wazenie podwielokrotnosci mulu zawierajacego solowiec w celu
sprawdzenia prawidtowej suchej masy podawanego solowca.
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Tabela 1: Przykladowy schemat Zywienia

Czas (po wylegu) Solowiec (mg suchej masy na
rybe na dzien)
Dzien 1 0,5
Dzien 2 0,5
Dzien 3 0,6
Dzien 4 0,7
Dzien 5 0,8
Dzien 6 1,0
Dzien 7 1,3
Dzien 8 1,7
Dzien 9 2,2
Dzien 10 2.8
Dzien 11 3,5
Dzien 12 4,2
Dzien 13 4,5
Dzien 14 4,8
Dzien 15 5,2
Dni 16-21 5,6
Tydzien 4 7,7
Tydzien 5 9,0
Tydzien 6 11,0
Tydzien 7 13,5
Tydzien 8 — uSmiercenie 22.5

566



D060575/02

Dodatek 6

PRZYKLADY KOMORY INKUBACYJNEJ JAJ

Przyktad A

d

Inkubator ten sktada si¢ z probowki do wiréwki z przezroczystego szkla, polaczonej tuleja
ze stali nierdzewnej 1 utrzymywanej w miejscu przez gorng pokrywe sruby wiréwki. Mata
rurka ze szkla lub stali nierdzewnej wystaje poza pokrywe i jest umieszczona blisko
zaokraglonego dna, delikatnie przepuszczajac powietrze, by podtrzymac jaja 1 ograniczy¢
przenoszenie si¢ miedzy jajami zakazen saprofitami, ulatwiajac jednoczesnie wymiang
chemiczng migdzy inkubatorem a zbiornikiem.

Przykiad B
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Inkubator ten sklada si¢ ze szklanego, cylindrycznego korpusu (o $rednicy 5 cm 1 wysoko$ci
10 c¢m) i nierdzewne;j siatki drucianej (0,25 ¢, oczko siatki — 32), ktdra jest przymocowana
do spodu korpusu za pomoca pierscienia PTFE. Inkubatory mocuje si¢ do zbiornikoéw na
prowadnicy 1 potrzgsa pionowo (w amplitudzie okolo 5 cm) w odpowiednim cyklu (okolo
raz na 4 sekundy) dla jaj ryzanki japonskiej.
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SCHEMAT PRZEDSTAWIAJACY EACZENIE I ROZPRZESTRZENIANIE KONTRPROB
METODA BADAWCZA MEOGRT

Rys. 1: Laczenie i rozprzestrzenianie kontrprob metoda badawcza MEOGRT. Rysunek przedstawia
jeden zabieg lub % proby kontrolnej. Z powodu polaczenia, w trakcie badania tozsamos¢ kontrproby
nie jest ciagla. Nalezy zauwazy¢, ze pojgcie ,jaja” odnosi si¢ do zywotnych, zaptodnionych jaj

(rownowaznych z zarodkami).
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Na podstawie metody badawczej zaleca si¢, aby w pieciu zabiegach z uzyciem badanej
substancji chemicznej wykorzystano material czysty technicznie oraz probe¢ kontrolna
ujemng. Liczba kontrprob na zabieg w trakcie MEOGRT jest zmienna, a liczba kontrprob w
grupie kontrolnej stanowi dwukrotno$¢ kazdego zabiegu z uzyciem badanej substancji
chemicznej. W pokoleniu FO kazdy zabieg z uzyciem badanej substancji chemicznej
obejmuje sze$¢ kontrprob, natomiast zabieg w probie kontrolnej ujemnej obejmuje 12
kontrprob. Zdecydowanie odradza si¢ wykorzystywania rozpuszczalnikéw, a w razie ich
uzycia, w sprawozdaniu MEOGRT nalezy zawrze¢ uzasadnienie dotyczace zastosowania
oraz wyboru rozpuszczalnika. Jezeli wykorzystuje si¢ rozpuszczalnik, konieczne sg rowniez
dwa rodzaje préb kontrolnych: a) kontrola z rozpuszczalnikiem, oraz b) kontrolna ujemna.
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Kazda z tych dwoch grup kontrolnych powinna zawiera¢ pelny zestaw kontrprob we
wszystkich punktach harmonogramu MEOGRT. Ta struktura kontrpréb pozostaje
niezmieniona w calym okresie rozwoju organizméw uzytych do badan w pokoleniu F1
(oraz pokoleniu F2, do momentu wylegu). W stadium dorostym, podczas ustanawiania par
hodowlanych w pokoleniu F1, liczba kontrprob z parami hodowlanymi na zabieg powinna
optymalnie zosta¢ podwojona; dlatego istnieje do 12 par kontrprob w kazdym zabiegu z
uzyciem badanej substancji chemicznej oraz 24 pary kontrpréb w grupie kontrolnej (i w
razie potrzeby kolejne 24 pary kontrprob w prébie kontrolnej z rozpuszczalnikiem).
Okreslenia wylegu zarodkéw pochodzacych z tarla par z pokolenia F1 dokonuje si¢ na
podstawie takiej samej struktury kontrprob jak w przypadku zarodkéw pochodzacych z tarta
par z pokolenia FO, tzn. poczatkowo szes¢ kontrpréb na zabieg z uzyciem badanej substancji
chemicznej 1 12 kontrpréb w grupie kontrolnej lub w grupach kontrolnych.
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Dodatek 8

Z1LICZANIE BRODAWEK PLETWY ODBYTOWEJ

Glowne materialy i odczynniki

- Mikroskop stereoskopowy (z dotaczong opcjonalng kamerg)

- Utrwalacz (np. utrwalacz Davidsona (nie zaleca si¢ stosowania utrwalacza Bouina)), jezeli
nie prowadzi si¢ zliczania na podstawie obrazowania

Procedury

Po autopsji nalezy zobrazowa¢ pletwe odbytowa, aby umozliwi¢ wygodne zliczanie jej
brodawek. Chociaz zliczanie na podstawie obrazowania jest zalecana metoda, pletwe
odbytowa mozna utrwali¢ stosujac przez okoto minute utrwalacz Davidsona lub inny
odpowiedni utrwalacz. Istotne jest, aby w trakcie utrwalania pletwe odbytowa trzymaé w
pozycji plaskiej, co ulatwi zliczanie brodawek. Ciala posiadajace pletwe odbytowa mozna
do czasu analizy przechowywa¢ w utrwalaczu Davidsona lub innym odpowiednim
utrwalaczu. Nalezy zliczy¢ liczbe plytek taczacych (zob. rys. 1) zawierajacych brodawki,
ktore wystaja z tylnego obrzeza plytki tgczace;.

Rys. 1: Brodawki ptetwy odbytowe;j

tvtki taczace X ~ .

] X B

_l
o
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Dodatek 9

SZCZEGOLOWY HARMONOGRAM BADANIA MEOGRT
Tygodnie badania 1-3 (F0)

Ryby w okresie tarla z pokolenia FO, ktore spelnity kryteria kwalifikacji (zob. pkt 16-20),
aby umozliwi¢ rozw6j gamet i tkanek gonad, sa przez trzy tygodnie narazane na dziatanie
badanej substancji chemicznej. W kazdym skopiowanym zbiorniku miesci si¢ jedna para
hodowlana ryb (para hodowlana samica XX — samiec XY). Przez 21 kolejnych dni,
poczynajac od 1. dnia badania, zlozone jaja zbiera si¢, liczy i ocenia pod katem plodnosci.

Tydzien badania 4 (pokolenia F0 i F1)

Najlepiej, jezeli zaptodnione 1 Zywotne jaja (zarodki) zbierze si¢ jednego dnia; jezeli jednak
liczba zarodkéw jest niewystarczajaca, nalezy je zebra¢ w ciggu dwoch dni. Jezeli zbierze
si¢ je w ciggu dwoch dni, wszystkie zarodki w ramach zabiegu, ktore zebrano pierwszego
dnia, s3 taczone z zarodkami zebranymi drugiego dnia. Nastepnie wszystkie potaczone
zarodki z kazdego zabiegu losowo rozdziela si¢ do kazdego inkubatora kontrproby po 20
zarodkéw na inkubator. Smiertelno$¢ zaplodnionych jaj (zarodkéw) sprawdza sig¢ i
odnotowuje codziennie. Martwe jaja usuwa si¢ z inkubatoréw ($Smier¢ zaptodnionych jaj
mozna wykryé, w szczegdlnoSci we wcezesnych stadiach, poprzez znaczaca utrate
przezroczystosci 1 zmiang¢ zabarwienia spowodowang koagulacja lub strgcaniem biatek,
przez co jaja staja si¢ biate i nieprzezroczyste; OECD nr 210).

Uwaga: Jezeli pojedynczy zabieg wymaga drugiego dnia zbiorow, wszystkie zabiegi (w tym
préby kontrolne) nalezy poddac tej procedurze. W przypadku gdy po drugim dniu zbioréw
liczba zarodkéw na zabieg jest niewystarczajgca i nie pozwala na rozmieszczenie 20
zarodkdéw na inkubator, nalezy wowczas zmniejszy¢ liczbg zarodkow rozmieszczonych w
ramach tego konkretnego zabiegu do 15 zarodkéw na inkubator. Jezeli nie ma
wystarczajacej liczby zarodkéw, aby rozmies$ci¢ je po 15 na inkubator, nalezy wowczas
zmniejszy¢ liczbe inkubatorow do takiej, przy ktorej wystarczy zarodkéw do
rozmieszczenia po 15 na inkubator. Ponadto w pokoleniu FO mozna doda¢ wigcej par
hodowlanych na zabieg 1 proby kontrolne, aby wytworzy¢ wigcej jaj 1 osiagnaé zalecane 20
jaj na kontrprobe.

W 24. dniu badania pary hodowlane z pokolenia FO u$mierca si¢ w sposob humanitarny 1
odnotowuje si¢ ich mas¢ 1 dlugo$¢. W razie potrzeby pary hodowlane z pokolenia FO mozna
utrzymac przez dodatkowe 1-2 dni, aby ponownie ustanowié pokolenie F1.

Tygodnie badania 5-6 (F1)
Dzien do dwoch dni przed przewidywanym rozpoczgciem wylegu nalezy zaprzestaé
poruszania inkubowanymi jajami lub ograniczy¢ je, aby usprawni¢ wyleg. Z uwagi na fakt,

ze zarodki wykluwaja si¢ kazdego dnia, narybek taczy si¢ wedhug zabiegu i systematycznie
przenosi do kazdego zbiornika zawierajacego kontrprobe z larwami w ramach konkretnego
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zabiegu i w ilo$ci nie wigkszej niz 12 osobnikéw z wylegu. Dokonuje si¢ tego poprzez
losowy wybdr narybku i1 umieszczenie pojedynczych osobnikow w nastgpujacych po sobie
kontrprobach w losowym pobieraniu, przechodzac w ten sposoéb przez poszczegodlne
kontrproby poddane zabiegowi, az do momentu, gdy wszystkie kontrpréby w ramach
zabiegu beda mialy zawieraly 12 osobnikow z wylegu. Jezeli liczba osobnikow w wylegu
nie jest wystarczajaca, by wypelni¢ wszystkie kontrproby, nalezy wéwczas dopilnowaé, aby
jak najwiecej kontrprob posiadato 12 osobnikéw z wylegu w celu ustanowienia pokolenia
F1.

Jaja, z ktérych w czasie bedagcym dwukrotno$ciag mediany dnia wylegu w probie kontrolnej
nie wykluty si¢ mtode, uznaje si¢ za niezdolne do zycia i odrzuca. Liczbg¢ osobnikéw z
wylegu rejestruje sie, a w kazdej kontrprobie wylicza si¢ skuteczno$¢ wylggu
(wylegowosc).

Tygodnie badania 7-11 (F1)

Przezywalno$¢ ryb w fazie larwalnej w przypadku wszystkich kontrpréb sprawdza sie 1
odnotowuje codziennie. W 43. dniu badania odnotowuje si¢ liczbe ryb, ktore przezyly w
kazdej kontrprobie, a takze poczatkowg liczbe narybku umieszczonego w kontrprobie
(nominalnie dwanascie). Pozwala to na obliczenie odsetka przezywalnosci od wylegu do
stadium niepelnej dojrzato$ci.

Tygodnie badania (F1)

W dniach badania 78—85 pobiera si¢ niewielka probke z ptetwy ogonowej kazdej ryby, aby
okresli¢ ple¢ genetyczng osobnika (np. znakowanie przez obcinanie ptetw) w odniesieniu do
wszystkich ryb. Informacje te wykorzystywane sa do ustanawiania par hodowlanych.

W ciggu trzech dni od okre§lenia plci genetycznej, ustanawia si¢ losowo 12 par
hodowlanych na zabieg i 24 pary hodowlane na prébe kontrolng. Z kazdej kontrproby
wybiera si¢ losowo dwie ryby XX i dwie ryby XY 1 laczy wedhlug pici, a nastgpnie ryby
wybiera si¢ losowo w celu ustanowienia pary hodowlanej (np. para XX-XY).
Wykorzystujac jedng pare hodowlang na kontrprobe, ustanawia si¢ co najmniej 12
kontrprob na zabieg oraz 24 kontrpréby w odniesieniu do préby kontrolnej. Jezeli
kontrproba nie zawiera dwoch ryb posiadajacych chromosomy XX albo XY, ktéore mozna
polaczy¢, wodwczas z innych kontrpréb w ramach zabiegu nalezy pozyskaé rybe z
odpowiednim genotypem pici.

Pozostate ryby (maksimum 8 ryb na kontrprébg) usmierca si¢ w sposob humanitarny 1
pobiera si¢ z nich probki pod katem zbadania punktow koncowych osobnikéw nie w pelni
dojrzatych. Dane dmy (XX lub XY) dotyczace wszystkich probek osobnikow nie w peini
dojrzatych zachowuje si¢ w celu zapewnienia, aby wszystkie dane dotyczace punktow
koncowych odnosity si¢ do pici genetycznej kazdej pojedynczej ryby.

Tygodnie badania 13-14 (F1)
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Narazenie kontynuuje si¢, gdy nie w petni dojrzate pary hodowlane przeksztalcajg si¢ w
osobniki doroste. W 98. dniu badania (tj. w dniu przed rozpocz¢ciem zbierania jaj) jaja
usuwa si¢ zarOwno z akwariow, jak i z samic.

Tygodnie badania 15-17 (F1)

Zlozone jaja pobiera si¢ codziennie prze 21 kolejnych dni w kazdej probie 1 ocenia pod
wzgledem potencjalu reprodukcyjnego i1 ptodnosci.

Tydzien badania 18 (powtdrzenie tygodnia badania 4) (F1 i F2)

Rano 120. dnia badania jaja sa zbierane z kazdego zbiornika kontrproby. Zebrane jaja
poddaje si¢ ocenie, a zaptodnione jaja (po usunigciu wiokien) kazdej pary hodowlanej sa
taczone wedlug zabiegu i systematycznie rozdzielane do komor inkubacyjnych z jajami
po 20 =zaptodnionych jaj na inkubator. Inkubatory mozna umie$ci¢ w oddzielnych
»zbiornikach inkubatorow” zaktadanych dla kazdego zabiegu lub w zbiorniku z kontrproba,
w ktorym po wylegu znajda si¢ wyklute larwy. Najlepiej zbiera¢ zarodki jednego dnia;
jezeli jednak nie ma wystarczajacej liczby zarodkow, mozna je zebra¢ w ciggu dwoch dni.
W przypadku gdy sa zbierane w ciggu dwoch dni, wszystkie zarodki poddane dziataniu
substancji, ktore zebrano pierwszego dnia, sg taczone z zarodkami zebranymi drugiego dnia.
Nastgpnie wszystkie polaczone zarodki z kazdego zabiegu losowo rozdziela si¢ do kazdego
inkubatora kontrproby po 20 zarodkéw na inkubator. Uwaga: Jezeli pojedynczy zabieg
wymaga drugiego dnia zbioréw, wszystkie zabiegi (w tym préby kontrolne) nalezy poddaé
tej procedurze. W przypadku gdy po drugim dniu zbierania zarodkow liczba zarodkéw
przypadajacych na zabieg nie jest odpowiednia, aby rozmies$ci¢ je po 20 na inkubator,
nalezy zmniejszy¢ liczbe zarodkéw rozmieszczonych w ramach tego konkretnego zabiegu
do 15 zarodkéw na inkubator. W przypadku gdy nie ma wystarczajacej liczby zarodkdw,
aby rozmiesci¢ je po 15 na inkubator, nalezy zmniejszy¢ liczbe inkubatoréw z kontrpréba
do takiej, przy ktorej liczba zarodkoéw wystarczy do rozmieszczenia po 15 na inkubator.

121. dnia badania (lub 122. dnia badania, aby zapewni¢ prawidtowe rozpoczecie F2), pary
hodowlane F1 humanitarnie si¢ u§mierca i bada pod katem punktow koncowych osobnikow
dorostych. W razie potrzeby pary hodowlane F1 mozna utrzyma¢ przez dodatkowe 1-2 dni,
aby wznowi¢ F2.

Tygodnie badania 19-20 (F2)

Dzien do dwoch dni przed przewidywanym rozpoczeciem wylegu nalezy zaprzesta
poruszania inkubowanymi jajami lub ograniczy¢ je, aby usprawnié¢ wyleg. W przypadku
gdy badanie konczy si¢ wylegiem F2, kazdego dnia mlody narybek liczy si¢ 1 usuwa.
(Zarodki, z ktérych nie wylegl si¢ narybek po przedluzonym czasie inkubacji,
definiowanym jako dwukrotno$¢ mediany dnia wylegu w probie kontrolnej, uznaje si¢ za
niezdolne do zycia).
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Dodatek 10

ANALIZA STATYSTYCZNA

Rodzaje danych biologicznych uzyskanych przy pomocy MEOGRT nie sa dla niego
niepowtarzalne 1, z wyjatkiem danych dotyczacych patologii, opracowano wicle
odpowiednich metod statystycznych w celu wlasciwej analizy podobnych danych w
zaleznoS$ci od ich charakterystyki, w tym normalnosci, jednorodnosci wariancji, tego, czy
projekt badania nadaje si¢ do testowania hipotez lub analizy regresji, testow
parametrycznych i nieparametrycznych itp. Zasadniczo sugerowane analizy statystyczne sg
zgodne z zaleceniami OECD dotyczacymi danych na temat ekotoksycznosci (OECD 2006),
a schemat decyzyjny dotyczacy analizy danych MEOGRT przedstawiono na rys. 2.

Zaktada si¢, ze najczgsciej zbiory danych beda wykazywaty reakcje monotoniczne. Ponadto
nalezy rozwazy¢ kwestie uzycia jednostronnego testu statystycznego w pordéwnaniu z
dwustronnym testem statystycznym. Zaleca si¢ uzycie testu jednostronnego, o ile nie
istnieje uzasadnienie biologiczne, ktore sprawia, ze test jednostronny jest nieodpowiedni.
Chociaz w niniejszej sekcji zaleca si¢ pewne testy statystyczne, jezeli opracowane zostang
bardziej odpowiednie lub silniejsze metody statystyczne do stosowania w odniesieniu do
konkretnych danych uzyskanych przy uzyciu MEOGRT, nalezy uzywaé tych testow
statystycznych w celu wykorzystania tych przewag.

Dane MEOGRT nalezy analizowaé¢ oddzielnie dla kazdej ptci genetycznej. Istnieja dwie
strategie analizy danych dotyczacych ryb o odwroconej piei (albo samcow XX, albo samic
XY). 1) Mozna usung¢ dane dotyczace ryb o odwrdconej plci z calego testu oprocz
czestosci wystepowania odwroconej ptci w kazdej kontrprobie. 2) Mozna zostawi¢ dane
dotyczace wszystkich ryb o odwroconej ptci w zbiorze danych i przeprowadzi¢ analize¢ na
podstawie genotypu.

Dane histopatologiczne

Dane histopatologiczne zglasza si¢ w postaci stopni nasilenia zmian, ocenianych przy
pomocy nowo opracowanej procedury statystycznej, testu Rao-Scotta Cochrane'a-
Armitage’a by Slices (RSCABS) (Green et al., 2014). Poprawka Rao-Scotta zachowuje
informacje dotyczace powtdrzen testu; procedura by Slices uwzglednia przewidywanie
biologiczne, ze stopien nasilenia zmian zazwyczaj ro$nie wraz z rosngcym badanym
stezeniem. Dla kazdej diagnozy wynik RSCABS okresla, ktore zabiegi maja wyzsza
czesto$¢ wystepowania patologii niz proby kontrolne 1 zwigzany z nimi poziom nasilenia.

Dane dotyczace potencjalu reprodukeyjnego

Analizy danych dotyczacych potencjalu reprodukcyjnego obejmuja test regresyjny
Jonckheere’a-Terpstra lub Williamsa, aby okresli¢ efekty poddania dziataniu substancji, pod
warunkiem ze dane sa zgodne z monotoniczng zalezno$cig stezenie-odpowiedz. Przy
pomocy testu regresyjnego dokonuje si¢ wszystkich poréwnan na poziomie istotnosci 0,05,
nie biorac poprawki na liczb¢ poroéwnan. Zaklada si¢ spdjnos¢ danych z monotoniczng
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zaleznoS$cig stezenie-odpowiedz, ale mozna to zweryfikowaé albo przy pomocy kontroli
wzrokowe) danych, albo przy pomocy konstrukcji lintowych 1 kwadratowych kontrastow
Srednich zabiegu po uszeregowaniu danych wedlug kategorii. Test trendu uznaje si¢ za
wykonany, chyba ze kontrast kwadratowy jest istotny, a kontrast liniowy nie. W
pozostatych przypadkach do okreslenia efektow zabiegu uzywa si¢ testu Dunnetta, jezeli
dane maja rozktad normalny o jednorodnej wariancji. Jezeli te wymogi nie sg spetnione,
uzywa si¢ testu Dunna z poprawka Bonferonniego-Holma. Wszystkie wskazane testy
przeprowadza si¢ niezaleznie od dowolnego ogolnego testu F lub testu Kruskala-Wallisa.
Szczegodtowe informacje mozna znalez¢ w OECD 2006.

Mozna wykorzystywa¢ metody alternatywne, takie jak uogélniony model liniowy z btedami
Poissona dla liczby jaj (bez transformaciji), jezeli jest to uzasadnione statystycznie (Cameron
1 Trividi, 2013). W przypadku uzycia metody alternatywnej, zaleca si¢ skorzystanie z
doradztwa statystycznego.

Codzienne zliczanie jaj przy jednym pokoleniu

Model ANOVA wyznacza si¢ nastgpujaco: Y=Czas*Czas + Zabieg + *Zabieg +
Czas*Zabieg + *Czas*Zabieg, przy efektach losowych: Kontrproba (Pokolenie*Zabieg) 1
Czas*Kontrproba (Zabieg), dopuszczajac nierowne komponenty wariancyjne obu rodzajow
u wszystkich pokolen. Czas oznacza tutaj czestotliwo$¢ zliczania jaj (np. dzien lub tydzien).
Jest to analiza polegajagca na powtarzaniu pomiaréw, w ktorej korelacje migdzy
obserwacjami tych samych kontrprob stanowia przyczyn¢ pomiarowo powtarzalnego
charakteru danych.

Efekty gtowne zabiegu sprawdza si¢ przy pomocy testu Dunnetta (lub Dunnetta-Hsu), w
ktérym uwzglednia si¢ liczbe pordwnan. Nalezy uwzgledni¢ efekt gtdéwny pokolenia lub
czasu, poniewaz przy tych dwéch czynnikach nie istnieje poziom kontrolny, a kazda para
poziomow stanowi potencjalnie poszukiwane porownanie. W odniesieniu do tych dwoch
efektow gtownych, w przypadku gdy test F dla efektu gléwnego jest istotny na poziomie
0,05, wtedy porownania tego czynnika w parach na wszystkich poziomach tego czynnika
moga by¢ testowane na poziomie 0,05 bez dodatkowej korekty.

Model obejmuje interakcje dwoch i trzech czynnikow, aby efekt gtowny, np. dla czasu, nie
byt istotny, pomimo istotnego wptywu czasu na wyniki. Dlatego jezeli interakcja dwoch lub
trzech czynnikdw obejmujgca czas jest istotna na poziomie 0,05, wtedy poréwnania ilo$ci
czasu na poziomie istotnosci 0,05 mozna przyja¢ bez dodatkowej korekty.

Nastepne sa testy F istotnosci zabiegu w czasie, tzw. czgsci w tabeli ANOVA. Jezeli na
przyktad cz¢s¢ obejmujaca pokolenie F1 i czas 12 jest istotna na poziomie 0,05, poréwnania
par dla zabiegu obejmujacego pokolenie F1 i czas 12 mozna przyjaé na poziomie istotnosci
0,05 bez dodatkowej korekty. Podobne twierdzenia majg zastosowaniec wzgledem testow
czasu obejmujacych F1 1 zabieg oraz pokolenia w czasie 1 poddanego zabiegowi.

Ponadto w przypadku poréwnan nie nalezacych do zadnej z powyzszych kategorii nalezy
uwzgledni¢ korekte Bonferroniego-Holma dotyczaca wartosci p. Szczegdlowe informacje
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na temat analizy powyzszych modeli znajduja si¢ w Hocking (1985) oraz Hochberg i
Tamhane (1987).

Alternatywnie surowe dane sg odnotowywane i prezentowane w sprawozdaniu z badan jako
potencjal reprodukcyjny (liczba jaj) na kontrprébg na dzien. Nalezy obliczy¢ S$rednig
kontrproby surowych danych, a nastgpnie zastosowa¢ przeksztalcenie pierwiastka
kwadratowego. Jednoczynnikowg ANOVA $rednich kontrprob po przeksztalceniu nalezy
oblicza¢ zgodnie z kontrastami Dunnetta. Pomocna moze si¢ okaza¢ takze kontrola
wzrokowa danych dotyczacych potencjatu reprodukcyjnego przy kazdym zabiegu lub
kontrprébie przy pomocy wykresu punktowego, pokazujacego dane w czasie. Umozliwi to
nieformalng oceng¢ potencjalnych efektéw w czasie.

Wszystkie pozostale dane biologiczne

Analizy statystyczne oparte sg na podstawowym zatozeniu, ze przy odpowiednim doborze
dawki dane be¢dg monotoniczne. Dlatego zaklada si¢, ze dane sg monotoniczne i s3
formalnie badane pod katem monotonicznosci przy uzyciu kontrastow liniowych 1
kwadratowych. W przypadku gdy dane sa monotoniczne, zaleca si¢ przeprowadzenie testu
Jonckheere'a-Terpstra na trendzie median kontrproby (zgodnie z zaleceniami OECD 2006).
Jezeli kontrast kwadratowy jest istotny, a kontrast liniowy nie, dane uznaje si¢ za
niemonotoniczne.

W przypadku gdy dane nie sa monotoniczne, w szczegdlnosci z powodu obnizonej reakcji
jednego lub dwoch zabiegdw o najwyzszych warto$ciach, nalezy rozwazy¢ zredukowanie
zbioru danych tak, aby przeprowadzi¢ analiz¢ bez tych zabiegdw. Decyzj¢ nalezy podjaé,
uwzgledniajac fachowa opini¢ i wszystkie dostepne dane, szczegoélnie te wskazujgce na
widoczng toksycznos¢ na tych poziomach zabiegéw.

W odniesieniu do masy i dlugosci nie zaleca si¢ transformacji, chociaz sporadycznie moga
by¢ one wskazane. Zaleca sie jednak transformacje logarytmiczng danych dotyczacych
witellogeniny; zaleca si¢ transformacj¢ pierwiastka kwadratowego danych dotyczacych SSC
(brodawek ptetwy odbytowej); zaleca si¢ przeksztalcenie pierwiastkowe i arcsin danych
dotyczacych proporcjonalnego wylggu, procentowego przezycia, proporcji pici i procentu
ptodnych jaj. Czas do wylegu i1 czas do pierwszego tarla nalezy traktowad jako dane
dotyczace czasu do wystgpienia wydarzenia, przy czym pojedyncze zarodki, ktére nie
wylegly si¢ w okreslonym czasie, lub kontrproby, w ktoérych nigdy nie doszto do tarta,
traktowane sg jako dane ucigte prawostronnie. Czas do wylegu nalezy oblicza¢ z mediany
dnia wylegu kazdej kontrproby. Powyzsze punkty koncowe nalezy analizowaé przy uzyciu
modelu mieszanego proporcjonalnego hazardu Coxa.
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