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Anexa — Partea 2/2

B.71 TESTELE IN VITRO PRIVIND SENSIBILIZAREA CUTANATA, CARE
ABORDEAZA EVENIMENTUL IMPORTANT PRIVIND ACTIVAREA CELULELOR
DENDRITICE ASUPRA PARCURSULUI RASPUNSURILOR ADVERSE (ADVERSE
OUTCOME PATHWAY - AOP) PENTRU SENSIBILIZAREA CUTANATA

INTRODUCERE GENERALA

Metoda de testare bazata pe evenimentul important privind activarea celulelor dendritice

1. O substantd sensibilizantd pentru piele inseamna o substantd care conduce la o reactie
alergica in urma contactului cu pielea, astfel cum este definit in Sistemul global armonizat
de clasificare s1 etichetare a substantelor chimice al Organizatier Natiunilor Unite (GHS al
ONU) (1) st in Regulamentul (CE) nr. 1272/2008 al Parlamentului European si al
Consiliului privind clasificarea, etichetarea si ambalarea substantelor si1 a amestecurilor
(CLP)'. Existd un acord general cu privire la principalele evenimentele biologice care stau
la baza sensibilizarii cutanate. Cunostintele existente cu privire la mecanismele biologice
si chimice asociate cu sensibilizarea cutanata au fost sintetizate sub forma unui parcurs al
raspunsurilor adverse (AOP) in cadrul programului OCDE AOP (2), incepand cu
evenimentul declansator molecular, prin evenimentele intermediare, pana la efectele
adverse, si anume dermatita alergici de contact. In acest caz, evenimentul declansator
molecular (mai exact, primul eveniment important) este reprezentat de legarea covalenta a
substantelor electrofile de centrele nucleofile din proteinele din piele. Al doilea eveniment
important In acest AOP se desfasoara in cheratinocite si include raspunsuri inflamatorii,
precum si modificari ale expresiei genice asociate cu parcursurile de semnalizare de
celule specifice, precum parcursurile care depind de elemente de rdspuns
antioxidant/electrofil (ERA). Al treilea eveniment important este activarea celulelor
dendritice (CD), de reguld evaluate prin exprimarea markerilor celulari de suprafata
specifici, chemochine si citocine. Al patrulea eveniment important este activarea si
proliferarea celulard T, care este evaluatd in mod indirect in testul local asupra
ganglionilor limfatici murini (LLNA) (3).

! Regulamentul (CE) nr. 1272/2008 al Parlamentului European si al Consiliului din 16 decembrie 2008 privind

clasificarea, etichetarca si ambalarea substantelor si a amestecurilor, de modificare si de abrogare a
Directivelor 67/548/CEE si 1999/45/CE, precum si de modificare a Regulamentului (CE) nr. 1907/2000,
JO L 353/1,31.12.2008
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2. Accastd metodd de testare (MT) este echivalentd cu Orientarca OCDE (TG) privind
testarea nr. 442E (2017). Aceasta descrie teste in vitro care abordeazd mecanismele
descrise in cadrul evenimentului important privind activarea celulelor dendritice ale AOP
pentru sensibilizarea cutanatd (2). MT cuprinde teste care urmeaza sa fie utilizate pentru
sustinerea diferentierii intre substantele sensibilizante pentru piele si cele nesensibilizante
in conformitate cu GHS al ONU si Regulamentul CLP.

Testele descrise in prezenta MT sunt:

- Testul de activare a liniilor celulare umane (h-CLAT)
- Testul U937 de activare a liniilor celulare (U-SENS ™)
- Testul Interleuk-8 Reporter Gene Assay (testul IL-8 Luc)

3. Testele incluse In aceastd metodd de testare si in Orientarea TG corespunzidtoare a OCDE
pot fi diferite in ceea ce priveste procedura utilizatd pentru a genera datele s1 valorile
masurate, dar pot fi utilizate in mod nediscriminatoriu pentru a aborda cerintele tarilor
pentru rezultatele testelor privind evenimentul cheie cu privire la activarea celulelor
dendritice ale AOP pentru sensibilizarea cutanatd, beneficiind in acelasi timp de acceptarea
reciproca a datelor a OCDE.

Context si principii ale testelor incluse in metoda de testare bazati pe evenimentul important

4. Evaluarea sensibilizarii cutanate a implicat, de reguld, utilizarea de animale de laborator.
Metodele clasice care utilizeazd cobai, testul de maximizare pe cobai (GPMT) al lui
Magnusson si Kligman si testul Buehler (MT B.6) (4) evalueaza atat fazele de inductie, cat
st cele de reactie de hipersensibilitate a sensibilizarii cutanate. Testele pe murini, LLNA
(MT B.42) (3) si cele doua variante ale sale care nu sunt radioactive, LLNA: DA (MT
B.50) (5) si LLNA: BrdU-ELISA (MT B.51) (6), toate evalueazd exclusiv raspunsul de
inductie si, de asemenea, au fost acceptate, intrucat acestea oferd un avantaj fata de testele
pe cobai din punctul de vedere al bundstarii animalelor, aldturi de o masurare obiectivd a
fazei de inductie a sensibilizarii cutanate.

5. Au fost adoptate metode de testare in chemico si in vitro recente, care sunt bazate pe
mecanicd si care abordeazd primul eveniment important [(MT B.59; Testul reactivitatii
directe a peptidelor (7)] si al doilea eveniment important [(MT B.60; metoda de testare
ARE-Nrf2 ale luciferazei (8)] al sensibilizarii cutanate AOP, pentru a contribui la
evaluarea potentialului de pericol de sensibilizare cutanatd pe care il prezintd substantele
chimice.

6. Incercarile descrise in prezenta metoda de testare masoard fie modificarea in exprimarea
markerului (markerilor) celular(i) de suprafatd asociat (asociati) procesului de activare a
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monocitelor si a CD in urma expunerii la substante sensibilizante (de exemplu: CD54,
CD86), fie modificarile In exprimarea IL-8, o citocind asociatd cu activarea CD. Au fost
raportate substante sensibilizante pentru piele pentru a induce exprimarea markerilor cu
membrana celulard, precum CD40, CD54, CD80, CD83 si CD86, in plus fatd de inducerea
citocinelor proinflamatorii, precum IL-1f si TNF-a, precum si a mai multor chemochine,
inclusiv IL-8 (CXCL8) si CCL3 (9) (10) (11) (12), asociate cu activarea CD (2).

Ins3, intrucat activarea CD reprezinti doar un singur eveniment important al AOP privind
sensibilizarea cutanatd (2) (13), este posibil ca informatiile obtinute in urma testelor care
masoard doar markerii activarii CD sa nu fie suficiente pentru a concluziona cu privire la
prezenta sau absenta potentialului de sensibilizare cutanatd al substantelor chimice. Prin
urmare, datele obtinute in urma testelor descrise in cadrul acesteir metode de testare sunt
propuse pentru sustinerea diferentierii dintre substantele sensibilizante pentru piele (mai
exact, categoria 1 din GHS al ONU/Regulamentul CLP) si substantele nesensibilizante
atunci cand sunt utilizate in cadrul strategiilor integrate pentru testare si evaluare (IATA),
impreund cu alte informatii suplimentare relevante, de exemplu, cele rezultate din teste in
vitro care abordeaza alte evenimente importante ale AOP privind sensibilizarea cutanata,
precum si metode care nu implicd testarea, inclusiv extrapoldri ale datelor referitoare la
substante chimice analoage (13). Exemple de utilizare de date generate in urma acestor
teste In cadrul abordarilor definite, mai exact, al abordarilor standardizate atit in legatura
cu setul de surse informationale utilizate, cat si in cadrul procedurii aplicate datelor pentru
obtinerea de previziuni, au fost publicate (13) si pot fi folosite ca elemente utile in cadrul
IATA.

Testele descrise in prezenta metoda de testare nu pot fi folosite pe cont propriu, nici pentru
a subclasifica substantele sensibilizante pentru piele in subcategoriile 1A si 1B, astfel cum
sunt definite in GHS al ONU/Regulamentul CLP, pentru autoritatile care pun in aplicare
aceste doud subcategorii optionale, s1 nici pentru a prevedea potenta pentru deciziile in
materie de evaluare a sigurantei. Cu toate acestea, in functie de cadrul de reglementare,
rezultatele pozitive obtinute cu aceste metode pot fi utilizate in mod independent pentru a
clasifica o substanta chimica in categoria 1 din GHS al ONU/Regulamentul CLP.

Termenul ,,substantd chimica de testat” este utilizat in aceastd metoda de testare pentru a se
referi la ceea ce este supus testirii! si nu are legiturd cu aplicabilitatea testelor la testarea

! In iunie 2013, reuniunea comuni a OCDE a convenit c¢i, acolo unde este posibil, ar trebui aplicatd o

utilizare mai consecventd a termenului ,substantd chimici de testat” care descrie ceea ce este testat in
orientdrile OCDE noi si actualizate privind testele.
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substantelor monocomponente si a substantelor si/sau amestecurilor multicomponente. In
prezent sunt disponibile informatii limitate privind aplicabilitatea testelor la
substante/amestecuri multicomponente (14) (15). Cu toate acestea, testele sunt aplicabile
din punct de vedere tehnic pentru testarea substantelor si amestecurilor multicomponente.
Cu toate acestea, inainte de utilizarea acestei metode de testare pe un amestec pentru a
genera date pentru un obiectiv de reglementare specific, se ia in considerare daca si, in caz
afirmativ, din ce cauzi aceasta poate oferi rezultate adecvate in scopul respectiv!. Astfel de
consideratii nu sunt necesare atunci cand existd o cerintd normativd pentru testarea
amestecului. In plus, atunci cAnd se testeazi substante sau amestecuri multicomponente, se
1a In considerare posibila interferentd a componentelor citotoxice cu raspunsurile
observate.

1 Aceasti tezd a fost propusi si convenitd in cadrul reuniunii WNT din aprilie 2014
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Apendicele 1

SENSIBILIZAREA CUTANATA IN VITRO: TESTUL DE ACTIVARE A LINIILOR
CELULARE UMANE (H-CLAT)

CONSIDERATII PRELIMINARE SI LIMITARI

1. Testul h-CLAT cuantificad modificarile produse la nivelul exprimarii markerilor celulari de
suprafatd asociati cu procesul de activare a monocitelor si celulelor dendritice (CD) (s1
anume, CD86 si CD54), la nivelul linie1 celulare monocitice umane THP-1 afectate de
leucemie in urma expunerii la substante sensibilizante (1)(2). Nivelurile de exprimare
masurate ale markerilor celulari de suprafatd CD86 si CD54 sunt apoi utilizate pentru
sustinerea diferentierii intre substantele sensibilizante pentru piele si cele nesensibilizante.

2. Testul h-CLAT a fost evaluat intr-un laborator de referintd al Uniunii Europene pentru
metode alternative la testarea pe animale (EURL ECVAM) - un studiu de validare
coordonat si o evaluare inter pares independentd ulterioard desfasuratd de citre Comitetul
stiintific consultativ al EURL ECVAM (ESAC). Avand in vedere toate dovezile
disponibile si contributiile autoritdtilor de reglementare si ale partilor interesate, testul h-
CLAT a fost recomandat de EURL ECVAM (3) pentru a fi utilizat in cadrul unei IATA in
vederea sprijinirii diferentierii intre substantele sensibilizante si cele nesensibilizante 1n
scopul clasificarii si etichetarii pericolelor. Exemple privind utilizarea datelor h-CLAT in
combinatie cu alte informatii sunt prezentate in referintele
bibliografice (4)(5)(6)(7)(8)(9)(10)(11).

3. Testul h-CLAT s-a dovedit a fi transferabil citre laboratoare cu experientd in tehnici de
culturd celulard si analiza citometriei de flux. Nivelul de reproductibilitate in estimari,
care poate fi preconizat in urma testdrii, este de ordinul a 80 % 1n cadrul aceluiasi
laborator si intre laboratoare (3) (12). Rezultatele generate st incluse in studiul de validare
(13), precum s1 in alte studii publicate (14), indica, in general, faptul ca, in comparatie cu
rezultatele LLNA, precizia de deosebire a substantelor sensibilizante pentru piele (s1
anume, categoria 1 din GHS al ONU/Regulamentul CLP) de cele nesensibilizante este de
85 % (N = 142) cu o sensibilitate de 93 % (94/101) s1 o specificitate de 66 % (27/41) (pe
baza unei analize repetate efectuate de EURL ECVAM (12), avind in vedere toate datele
existente si neluand in calcul rezultatele negative pentru substantele chimice cu o valoare
a Log Kow mai mare de 3,5, astfel cum este descris la alineatul (4). Existd o probabilitate
mai mare ca estimdrile negative false realizate prin testul h-CLAT sd vizeze substante
chimice care prezintd un nivel scazut pana la moderat de potentd de sensibilizare cutanata
(st anume, subcategoria 1B din GHS al ONU/Regulamentul CLP) si nu substante chimice
care prezintd un nivel ridicat de potenta de sensibilizare cutanata (si anume, subcategoria
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1A din GHS al ONU/Regulamentul CLP) (4) (13) (15). Coroborate, aceste informati
indicd utilitatea metodei h-CLAT 1in ceea ce priveste contribuirea la identificarea
pericolelor de sensibilizare cutanatd. Cu toate acestea, valorile de precizie furnizate in
prezentul document pentru testul h-CLAT ca test independent sunt doar orientative,
intrucat testul ar trebui luat In considerare in combinatie cu alte surse de informatii in
contextul unei IATA si 1n conformitate cu dispozitiile de la alineatele (7) si (8) din
Introducerea generala. In plus, la evaluarea metodelor care nu se bazeazi pe animale
pentru sensibilizarea cutanatd, ar trebui retinut faptul ca este posibil ca testul LLNA si alte
teste pe animale sa nu reflecte pe deplin situatia oamenilor.

4. Pe baza datelor disponibile, metoda h-CLAT s-a dovedit a fi aplicabild substantelor
chimice de testat care acoperd o varietate de grupe organice functionale, mecanisme de
reactie, potentd de sensibilizare cutanata (astfel cum a fost stabilit in cadrul studiilor in
vivo), precum si proprietati fizico-chimice (3) (14) (15). Metoda h-CLAT se aplica
substantelor chimice de testat solubile sau care formeaza dispersii stabile (s1 anume, un
coloid sau o suspensie in care substanta chimica de testat nu se sedimenteazad sau se
separd de solvent/vehicul in diferite faze) intr-un solvent/vehicul adecvat [a se vedea
alineatul (14)]. Substantele chimice de testat cu un Log Kow mai mare de 3,5 tind sa
produca rezultate negative false (14). Prin urmare, nu ar trebui sa fie luate in considerare
rezultatele negative obtinute in cazul substantelor chimice de testat avind o valoare Log
Kow mai mare de 3,5. Cu toate acestea, rezultatele pozitive obtinute In cazul substantelor
chimice de testat avand o valoare Log Kow mai mare de 3,5 ar putea fi totusi utilizate
pentru a sprijini identificarea substantei chimice de testat ca substantd sensibilizanta
pentru piele. In plus, din cauza capacititii metabolice limitate a liniei celulare utilizate
(16), cat s1 din cauza conditiilor experimentale, prohaptenele (s1 anume, substantele care
necesitd activare enzimaticd, de exemplu prin intermediul enzimelor P 450) si
prehaptenele (si anume, substante activate prin autooxidare), in special cele cu o ratd de
oxidare lentd, pot furniza, de asemenea, rezultate negative la testul h-CLAT (15).
Substantele chimice de testat fluorescente pot fi analizate prin testul h-CLAT (17); cu
toate acestea, substantele chimice de testat fluorescente puternice care emit la aceeasi
lungime de unda ca si izotiocianatul de fluoresceind (FITC) sau iodura de propidiu (PI)
vor interfera cu detectia prin citometria de flux si, astfel, nu pot fi evaluate in mod corect
folosind anticorpi conjugati cu FITC sau Pl Intr-un astfel de caz, se pot folosi alti
anticorpi marcati cu fluorocrom sau alti markeri de citotoxicitate, cu conditia sa se poata
demonstra ca acestea ofera rezultate similare celor generate de anticorpii marcati cu FITC
[a se vedea alineatul (24)] sau PI [a se vedea alineatul (18)], de exemplu prin testarea
substantelor de verificare din apendicele 1-2. Avand in vedere cele de mai sus, rezultatele
negative ar trebui interpretate in contextul limitarilor mentionate si impreund cu alte surse
de informatii in cadrul TATA. In cazul in care existd dovezi care demonstreazi lipsa de
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aplicabilitate a metodei h-CLAT la alte categorii specifice de substante chimice de testat,
acestea nu ar trebui utilizate pentru respectivele categorii specifice.

5. Conform descrierii de mai sus, metoda h-CLAT sustine diferentierea intre substantele

sensibilizante pentru piele si cele nesensibilizante. Insi aceasta poate si contribuie, de
asemenea, la evaluarea potentei de sensibilizare (4)(5)(9) atunci cand este utilizatd in
abordari integrate precum IATA. Cu toate acestea, s¢ impun studii suplimentare, de
preferintd pe baza datelor cu privire la oameni, pentru a determina in ce mod ar putea
rezultatele h-CLAT sd fundamenteze evaluarea potentei.

6. Definitiile sunt prevazute in apendicele 1.1.

PRINCIPIUL TESTULUI

7.

Metoda h-CLAT reprezintd un test in vitro care cuantificd modificarile expresiei
markerului celular de suprafatd (si anume, CD86 si CD54) pe o linie celulard monocitica
umana afectatd de leucemie, celule THP-1, Tn urma expunerii timp de 24 de ore la
substanta chimicd de testat. Aceste molecule de suprafatd constituie markeri tipici de
activare THP-1 monociticd si pot imita activarea DC, care joacd un rol esential in
pregatirea de celule de tip T. Modificérile expresiei markerului de suprafatd se masoara
prin citometria de flux in urma colorarii celulelor cu anticorpi marcati cu fluorocrom. De
asemenea, masurarea citotoxicitatii este efectuatd in acelasi timp cu scopul de a se evalua
daci se produce o reglare in sus a expresiei markerului de suprafata in cazul concentratiilor
subcitotoxice. Intensitatea relativd a fluorescentel markerilor de suprafatd, in comparatie cu
martorul tratat cu solvent/vehicul, se calculeaza si se utilizeazd Tn modelul predictiv [a se
vedea alineatul (26)], pentru a sustine diferentierea intre substante sensibilizante si
nesensibilizante

DEMONSTRAREA PERFORMANTEI

8.

Inainte de a introduce testul descris in prezentul apendice la metoda de testare B.71 pentru
utilizare de rutina, laboratoarele ar trebui sd demonstreze performantele tehnice utilizdnd
cele zece substante de verificare mentionate in apendicele 1.2. In plus, utilizatorii testului
ar trebui sd Intretind o baza de date istorica incluzénd date generate in urma verificarilor de
reactivitate [a se vedea alineatul (11)] si a martorilor pozitivi si a celor tratati cu
solventi/vehicule [a se vedea alineatele (20)-(22)] si sd utilizeze aceste date pentru a
confirma faptul cd reproductibilitatea testului in laboratorul lor este mentinutd in timp.

PROCEDURA
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Acest test este bazat pe protocolul nr. 158 (18) h-CLAT DataBase service on ALternative
Methods to animal experimentation (DB-ALM), care reprezintd protocolul utilizat pentru
studiul de validare coordonat de EURL ECVAM. Se recomandai utilizarea acestui protocol
atunci cand se pune n aplicare si se utilizeaza metoda h-CLAT in laborator. Componentele
si procedurile principale pentru metoda h-CLAT sunt descrise in continuare, in doua etape:
testul de determinare a dozei si mdsurarea expresiei CD86/CD54.

Pregatirea celulelor

10. Linia celulard monociticd umand afectatd de leucemie, si anume THP-1, ar trebui si fie

11

12.

utilizatd pentru desfasurarea metoder h-CLAT. Se recomanda ca celulele (TIB-202™) sa
fie obtinute de la o bancd de celule calificatd, cum ar fi American Type Culture Collection.

. Celulele THP-1 sunt cultivate la 37 °C 1n atmosferd de 5 % CO: s1 de umiditate, in mediu

RPMI-1640 completat cu 10 % ser fetal bovin (FBS), 0,05 mM 2-mercaptoetanol, 100 de
unitdti/ml de penicilina 1 100 ug/ml de streptomicina. Poate fi evitata utilizarea penicilinel
si a streptomicinei in mediul de culturi. Ins3, intr-un astfel de caz, utilizatorii ar trebui si
verifice daca absenta antibioticelor din mediul de culturd nu are niciun impact asupra
rezultatelor, de exemplu prin testarea substantelor de verificare enumerate 1in
apendicele 1.2. In orice caz, pentru a reduce la minimum riscul de contaminare, bunele
practici de cultura celulara ar trebui sa fie urmate independent de prezenta sau absenta
antibioticelor in mediul de cultura celulard. Celulele THP-1 sunt insaméntate Tn mod
obisnuit la 2-3 zile la densitatea de 0,1-0,2 x 10° celule/ml. Acestea ar trebui si fie
mentinute la densititi cuprinse intre 0,1 si 1,0 x 10° celule/ml. Inainte de a le utiliza pentru
testare, celulele ar trebui sa fie calificate prin efectuarea unui control de reactivitate.
Controlul de reactivitate ar trebui sa fie efectuat asupra celulelor folosindu-se martori
pozitivi, 2,4-dinitroclorbenzen (DNCB) (CAS nr. 97-00-7, puritate > 99 %) si sulfat de
nichel (NiSOs) (CAS nr. 10101-97-0, puritate > 99 %) si martorul negativ, acidul lactic
(AL) (CAS nr. 50-21-5, puritate > 85 %), la doud saptdmani dupa decongelare. Atat
DNCB, cat s1 NiSO4 ar trebui sd genereze un raspuns pozitiv al markerilor celulari de
suprafatd CD86 si CD54, iar AL ar trebui sd genereze un raspuns negativ al markerilor
celulari de suprafatd CD86 si CD54. Sunt utilizate pentru analizd numai celulele pentru
care verificarea de reactivitate a fost efectuatd cu succes. Celulele pot fi reproduse pana la
doua luni dupa decongelare. Numarul de trecere nu ar trebui sa depédseasca 30. Verificarea
de reactivitate ar trebui sa fie efectuatd conform procedurilor descrise la punctele 20-24.

In scopul testirii, celulele THP-1 sunt insamantate la o densitate de 0,1 x 10° celule/ml sau
de 0,2 x 10° celule/ml si cultivate in prealabil in baloane de culturi timp de 72 de ore sau,
respectiv, 48 de ore. Este important ca densitatea celulara din balonul de cultura, imediat
dupd perioada de cultivare prealabild, sd fie cdt mai consecventd posibil in fiecare
experiment (aplicdndu-se una dintre cele doua conditii de cultivare prealabild descrise mai
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sus), deoarece densitatea celulara din balonul de culturd, imediat dupa cultivarea
prealabila, ar putea afecta expresia CD86/CD54 indusi de alergeni (19). In ziua testarii,
celulele recoltate din balonul de culturd sunt suspendate din nou in mediu de cultura
proaspit, la 2 x 10° celule/ml. Apoi, celulele sunt distribuite pe o tavd cu fund plat cu
24 de godeuri de 500 ul (1 x 10° celule/godeu) sau pe o tavi cu fund plat cu 96 de godeuri
de 80 ul (1,6 x 10° celule/godeu).

Testul de determinare a dozei

13. Se efectueaza un test de determinare a dozei pentru determinarea CV75, care este

concentratia substantei chimice de testat, in urma cédruia sa se ajungd la o viabilitate
celulard (VC) de 75 % in comparatie cu martorul tratat cu solvent/vehicul. Valoarea CV75
este utilizatd pentru a determina concentratia substantelor chimice de testat pentru
masurarea expresiei CD86/CDS54 [a se vedea alineatele (20)-(24)].

Pregatirea substantelor chimice de testat si a substantelor martor

14. Substantele chimice de testat si substantele martor se pregatesc in ziua testdrii. Pentru

15.

metoda h-CLAT, substantele chimice de testat sunt dizolvate sau dispersate in mod stabil
[a se vedea, de asemenea, alineatul (4)] in solutie salind sau in mediu ca prime optiuni de
solvent/vehicul sau in dimetil sulfoxid (DMSO, puritate >99 %) ca a doua optiune de
solvent/vehicul dacd substanta chimica de testat nu este solubild sau nu formeaza dispersii
stabile in cei doi solventi/vehicule anterioare, in concentratii finale de 100 mg/ml (in
solutie salind sau in mediu) sau de 500 mg/ml (in DMSO). Se pot utiliza si alti
solventi/vehicule decat cele descrise mai sus in cazul in care se prezintd o justificare
stiintificd suficientd. Ar trebui s se tind seama de stabilitatea substantei chimice de testat
in solventul/vehiculul final.

Pornind de la solutiile mama ale substantelor de testat de 100 mg/ml (in solutie salina sau
medie) sau de 500 mg/ml (in DMSO), ar trebui sd fie parcurse urmadtoarele etape de
diluare:

Pentru solutia salind sau mediu ca solvent/vehicul: Se prepard opt solutii mama (opt
concentratii) cu ajutorul unor dilutii in serie duble utilizdnd solventul/vehiculul aferent.
Aceste solutii mama sunt apoi diluate in continuare de 50 de ori In mediu de culturd
(solutii de lucru). In cazul in care concentratia finali in partea superioar, in tava de 1 000
pg/ml, nu este toxicd, concentratia maxima ar trebui si fie determinata din nou prin
efectuarea unui nou test de citotoxicitate. Concentratia finala in placa nu ar trebui sa
depaseasca 5 000 pg/ml in cazul substantelor chimice de testat dizolvate sau dispersate in
mod stabil in solutie salind sau in mediu salin.

In cazul DMSO ca solvent/vehicul: Se prepard opt solutii mami (opt concentratii) cu
ajutorul unor dilutii in serie duble utilizdnd solventul/vehiculul aferent. Aceste solutii
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mama sunt apoi diluate In continuare de 250 de ori in mediu de cultura (solutii de lucru).
Concentratia finald in pldct nu ar trebui sd depdseascd 1 000 pg/ml, chiar daca aceasta
concentratie nu este toxica.

Solutiile de lucru sunt utilizate, in cele din urmd, pentru expunere prin addugarea unui
volum egal de solutie de lucru la volumul suspensiei celulare THP-1 din placa (a se vedea,
de asemenea, punctul 17) pentru a obtine incd o diluare dubld (de reguld, plaja finald de
concentratii de pe placa este de 7,81-1 000 pg/ml).

16. Martorul tratat cu solvent/vehicul utilizat in metoda h-CLAT este mediu de cultura [pentru
substantele chimice de testat solubilizate sau dispersate in mod stabil (a se vedea punctul 4
fie in mediu, fie in solutie salind) sau DMSO (pentru substante chimice de testat
solubilizate sau dispersate in mod stabil in DMSO) testat la o singurd concentratie finala in
placa de 0,2 %. Acesta este supus aceluiasi proces de dilutie descris pentru solutiile de
lucru de la punctul 15.

Aplicarea substantelor chimice de testat si a substantelor martor

17. Mediul de cultura sau solutiile de lucru descrise la punctele 15 si 16 sunt amestecate 1: 1
(v/v) cu suspensiile de celule preparate pe placa cu fund plat de 24 sau 96 de godeuri (a se
vedea punctul 12). Placile tratate sunt apoi incubate timp de 24 + 0,5 ore la 37 °C in solutie
cu 5% COz. Ar trebui sa se acorde o atentie deosebitd pentru a se evita evaporarca
substantelor chimice de testat volatile si contaminarea incrucisatd intre godeuri a
substantelor chimice de testat, de exemplu, prin acoperirea etansd a placilor inainte de
Incubatia cu substantele chimice de testat (20).

Colorarea cu iodura de propidiu (IP)

18. Dupa 24 + 0,5 ore de expunere, celulele sunt transferate In eprubete de esantioane si
colectate prin centrifugare. Se indeparteazd supernatantele si se suspenda din nou celulele
ramase in 200 pl (in cazul placii cu 96 de godeuri) sau in 600 pl (in cazul placii cu 24 de
godeuri) de solutie salind tamponatd cu fosfat continand 0,1 % albumind din ser bovin
(solutie tampon de colorare). Se transferd 200 pl de suspensie celulard pe o placa cu fund
rotund de 96 de godeuri (in cazul placii cu 96 de godeuri) sau in micro-eprubeta (in cazul
unei placi cu 24 de godeuri) si se spald de doua ori intr-o cantitate de 200 ul (in cazul
placii cu 96 de godeuri) sau de 600 pl (in cazul placii cu 24 de godeuri) de solutie tampon
de colorare. In cele din urma, celulele sunt suspendate din nou in solutie tampon de
colorare (de exemplu, 400 pl) si se adauga solutie IP (de exemplu, 20 pl) (spre exemplu,
concentratia finala a IP este de 0,625 pg/ml). Se pot utiliza alti markeri de citotoxicitate,
cum ar fi 7-aminoactinomicina D (7-AAD), albastru de tripan sau altii, in cazul in care se
poate demonstra cd actiunile de colorare alterative genereazd rezultate similare, de
exemplu, prin testarea substantelor de verificare din apendicele 1.2.
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Masurarea citotoxicitdtii prin citometria de flux si estimarea valorii CV75
19. Absorbtia IP este analizatd utilizand citometria de flux la canalul de acumulare FL-3. Sunt
acumulate in total 10 000 de celule vii (IP negativa). Viabilitatea celulara poate fi calculata
folosind urmatoarea ecuatie prin programul de analiza citometrica. Atunci cand viabilitatea
celulard este scazuta, trebuie sa se acumuleze pana la 30 000 de celule, inclusiv celule
moarte. In mod alternativ, pot fi acumulate date timp de un minut dupi initierea analizei.

Numirul de celule vii

Viabilitatea celulara = - x 100
Numarul total de celule acumulate

Valoarea CV75 (a se vedea punctul 13), adica o concentratie care indicd o ratd de 75 % a
THP-1 de supravietuire a celulelor (25 % citotoxicitate), este calculata prin interpolare log-
lineara folosind urmatoarea ecuatie:

(75-c)xLog(b)—(75-a)xLog(d)
a—c

Log CV75 =

Unde:
a reprezinta valoarea minima a viabilitatii celulare peste 75 %
c reprezintd valoarea maxima a viabilitati celulare sub 75 %

b si d sunt concentratii care aratd valoarea viabilitatii celulare a si, respectiv, ¢

100 5
afe B ¢
.- \
BN T \
=
m
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Doza de testare

Se pot utiliza alte abordari pentru derivarea valorii CV75, cu conditia sd se demonstreze cd acest
lucru nu are niciun impact asupra rezultatelor (de exemplu, prin testarea substantelor de
verificare).

Masurarea expresiei CD86/CD54

Pregatirea substantelor chimice de testat si a substantelor martor
20. Solventul/vehiculul corespunzator (solutie salind, medie sau DMSO; a se vedea
punctul 14) este utilizat pentru a dizolva sau a dispersa In mod stabil substantele chimice
de testat. Substantele chimice de testat sunt diluate mai intdi la concentratia
corespunzatoare valorii de 100 de ori (pentru solutia salind sau mediu) sau de 500 de ori
(pentru DMSO) din 1,2 x CV75, determinate in festul de determinare a dozei (a se vedea
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punctul 19). In cazul in care valoarea CV75 nu poate fi determinati (si anume, dacd nu se
observd un grad suficient de citotoxicitate in testul de determinare a dozei), ar trebui
utilizatd ca s1 concentratie initiald cea mai mare concentratie solubild sau dispersatd in mod
stabil a substantei chimice de testat preparata mpreund cu fiecare solvent/vehicul.
Concentratia finala in placd nu ar trebui sa depaseasca valoarea de 5 000 pg/ml (in cazul
solutiei saline sau al mediului) sau de 1 000 pg/ml (in cazul DMSO). Apoi sunt efectuate
dilutii in serie de 1,2 ori folosind solventul/vehiculul aferent pentru a obtine solutiile mama
[opt concentratii cuprinse Intre 100x1,2 x CV75 si 100x0,335 x CV75 (in cazul solutiet
saline sau al mediului) sau intre 500x1,2 x CV75 s1 500x0,335 x CV75 (in cazul DMSO)]
pentru a fi testate prin metoda h-CLAT (a se vedea protocolul DB-ALM nr. 158 pentru un
exemplu al schemei de dozare). Solutiile mama sunt apoi diluate in continuare de S0 de ori
(in cazul solutiei saline sau al mediului) sau de 250 de ori (in cazul DMSO) in mediul de
culturd (solutiile de lucru). Aceste solutii de lucru sunt utilizate, in cele din urma, pentru
expunerea la un alt factor final de diluare dubld in placi. In cazul in care rezultatele nu
indeplinesc criteriille de acceptare descrise la punctele 29 si 30 cu privire la viabilitatea
celulara, testul de determinare a dozei poate fi repetat pentru a determina o valoare CV75
mai exacta. Este de precizat faptul cd pot fi utilizate doar placi cu 24 de godeuri pentru
masurarea expresiei CD86/CD54.

21. Martorul tratat cu solvent/vehicul este preparat astfel cum este descris la punctul 16.
Martorul pozitiv utilizat in metoda h-CLAT este DNCB (a se vedea punctul 11), pentru
care solutiile mama sunt preparate in DMSO si diluate astfel cum este descris in cazul
solutiilor mama de la punctul 20. DNCB ar trebui utilizat ca martor pozitiv pentru
mdsurarea expresiei CD86/CD54 la o concentratie unica finald in placa (de regula,
4,0 pg/ml). Pentru a obtine o concentratiec de 4,0 pg/ml a DNCB in placa, se prepard o
solutie mama de 2 mg/ml de DNCB, care este apoi diluata in continuare de 250 de or1 in
mediu de culturd pani la o solutie de lucru de 8 pg/ml. In mod alternativ, valoarea CV75 a
DNCB, care este determinatd in fiecare instalatie de testare, ar putea fi utilizatd, de
asemenea, ca o concentratie a martorului pozitiv. Ar putea fi utilizati si alti martori pozitivi
adecvati in cazul in care sunt disponibile date anterioare pentru a obtine criterii
comparabile de acceptare a testelor. In cazul martorilor pozitivi, concentratia finald unici
in placa nu ar trebui sa depaseascd valoarea de 5 000 pg/ml (in cazul solutiei saline sau al
mediulul) sau de 1 000 pg/ml (in cazul DMSO). Criteriile de acceptare a testelor sunt
aceleasi cu cele descrise pentru substanta chimicd testatd (a se vedea punctul 29), cu
exceptia ultimului criteriu de acceptare, deoarece martorul pozitiv este testat intr-o singura
concentratie.

Aplicarea substantelor chimice de testat si a substantelor martor
22 Pentru fiecare substantd chimicd de testat si substantd martor este necesar un singur
experiment pentru a obtine o predictie. Fiecare experiment consta in cel putin doud testari
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independente pentru masurarea expresiei CD86/CD54 (a se vedea punctele 26-28). Fiecare
test independent este efectuat intr-o altd zi sau 1n aceeasi zi, cu conditia ca pentru fiecare
test: a) sd se prepare solutii mama si solutii de lucru ale substantelor chimice de testat si ale
solutiilor de anticorpi independente si proaspete si b) sa se utilizeze celule recoltate Tn mod
independent (de exemplu, se colecteaza celule din flacoane de culturda diferite); insa
celulele pot proveni din aceeasi trecere. Substantele chimice de testat si substantele martor
preparate ca solutii de lucru (500 pl) sunt amestecate cu 500 pl de celule suspendate (1 x
10° celule) la un raport de 1:1, iar celulele sunt incubate timp de 24 = 0,5 ore, conform
descrierii de la punctele 20 si 21. In cadrul fiecirui test, o singurd replica pentru fiecare
concentratie a substantei chimice de testat si a substantei martor este suficienta, deoarece
se obtine o predictie din cel putin doud teste independente.

Colorarea si analiza celulelor

23.

24.

Dupa 24 + 0,5 ore de expunere, celulele sunt transferate din placa de 24 de godeuri in
eprubete pentru probe, colectate prin centrifugare si apoi spalate de doud ori cu 1 ml de
solutie tampon de colorare (daca este necesar, se pot lua masuri suplimentare de spalare).
Dupd spalare, celulele sunt blocate cu 600 ul de solutie de blocare [solutie tampon de
colorare care contine globulind 0,01 % (g/v) (fractia Cohn fractiune II, III, umana;
SIGMA, #G2388-10G sau echivalentul)] si incubate la 4°C timp de 15 minute. Dupa
blocare, celulele sunt impartite in trei parti alicote de 180 pl pe o placa de 96 de godeuri cu
fund rotund sau Tn micro-eprubeta.

Dupai centrifugare, celulele sunt colorate cu 50 pul de solutie de anticorpi anti-CD86, anti-
CD54 sau de soarece IgGl (izotip) etichetata FITC la 4 °C timp de 30 de minute.
Anticorpii descrisi in protocolul DB-ALM nr. 158 al testului h-CLAT (18) ar trebui sa fie
utilizati prin diluarea in proportie de 3:25 v/v [pentru CD86 (BD-PharMingen, #555657,
Clone: Fun-1)] sau de 3:50 v/v [pentru CD54 (DAKO, #F7143; Clone: 6,5B5) si IgGl
(DAKO, #X0927)] cu solutie tampon de colorare. Acesti factori de dilutie a anticorpilor au
fost definiti de catre dezvoltatorii de teste ca fiind cei care asigurd cel mai bun raport
semnal/zgomot. Pe baza experientei dezvoltatorilor de teste, intensitatea fluorescentei
anticorpilor este, de obicei, consecventd intre diferite loturi. Cu toate acestea, utilizatorii ar
putea avea in vedere titrarea anticorpilor in conditiile din laboratorul propriu pentru a
defini cele mai bune concentratii de utilizare. Se pot utiliza si alfi anticorpi anti-CD86
marcati cu fluorocrom si/sau anti-CD54 in cazul in care se poate demonstra cd acestia
genereaza rezultate similare cu cele ale anticorpilor conjugati FITC, de exemplu prin
testarea substantelor de verificare din apendicele 1.2. Trebuie remarcat faptul ca
modificarea clonel sau a furnizorului anticorpilor descrisi in protocolul h-CLAT DB-ALM
nr. 158 (18) poate afecta rezultatele. Dupa ce sunt spalate de doud sau de mai multe ori In
150 pl de solutie-tampon de colorare, celulele sunt resuspendate in solutie-tampon de
colorare (de exemplu, 400 ul) si se adaugd solutie IP (de exemplu, 20 pl pentru a obtine o
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concentratie finala de 0,625 pg/ml) sau o altd solutie a markerului de citotoxicitate (a se
vedea punctul 18). Nivelurile de expresie ale CD86 s1 CD54 si viabilitatea celulara sunt
analizate folosind citometria de flux.

DATE SI RAPORTARE

Evaluarea datelor

25. Expresia CD86 si CD54 este analizata utilizand citometria de flux la canalul de acumulare
FL-1. Pe baza intensitdtit medii geometrice a fluorescentel (MFI), intensitatea relativd a
fluorescentel (RFI) a CD86 s1 CD54 pentru celule si celule tratate chimic cu martor (ctrl)
pozitiv se calculeaza conform ecuatiei urmdtoare:

RFI = MFI celule tratate cu substanta chimica—MFI celule cu martor izotip tratate cu substanta chimica
" MFI celule ctrl tratate cu solvent sau vehicul—MFI celule ctrl izotip tratate cu solvent sau vehicul

x 100

Viabilitatea celulard de la celulele cu martor izotip (ctrl) (care sunt colorate cu anticorpi
IgG1 (izotip) de soarece) este calculatd, de asemenea, conform ecuatiel descrise la
punctul 19.

Model predictiv

26. Pentru masurarea expresiei CD86/CDS54, fiecare substantd chimicd de testat este testata
prin cel putin doud teste independente pentru a se obtine o singurd estimare (POZITIV sau
NEGATIV). O estimare h-CLAT este considerati POZITIVA daci este indeplinitd cel
putin una dintre urmadtoarele conditii in cadrul deruldrii a 2 sau a cel putin 2 din 3 teste
independente; in caz contrar, estimarea h-CLAT este considerati NEGATIVA (figura 1):

- Valoarea RFI a CD86 este mai mare sau egald cu 150 % la orice concentratie testata (cu
viabilitate celulara > 50 %);

- Valoarea RFI a CD54 este mai mare sau egald cu 200 % la orice concentratie testata (cu
viabilitate celulard > 50 %).

27. Pe baza celor de mai sus, daca primele doua teste genereaza rezultate pozitive pentru CD 86
si/sau rezultate pozitive pentru CD54, estimarea h-CLAT este considerati a fi POZITIVA
si nu este necesard derularea unui al treilea test. In mod similar, in cazul in care primele
doud teste sunt negative pentru ambii markeri, estimarea h-CLAT este consideratd a fi
NEGATIVA (tinind seama in mod corespunzitor de dispozitiile de la punctul 30), firi a fi
necesard derularea unui al treilea test. Insd, daci rezultatele primelor doud teste nu sunt
concordante pentru cel putin unul dintre markeri (CD54 sau CD86), este necesara
derularea unui al treilea test, iar estimarea finala va fi bazata pe rezultatul majoritar al celor
trei teste individuale (si anume, doud din trei). In acest sens, ar trebui remarcat faptul ca,
dacd sunt derulate doud teste independente, iar unul este pozitiv doar pentru CD86
(denumit in continuare ,,P1”) si celalalt este pozitiv doar pentru CD54 (denumit in
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continuare ,,P2”), este necesard derularea unui al treilea test. In cazul in care acest al treilea
test este negativ pentru ambii markeri (denumiti in continuare ,,N), estimarea h-CLAT
este consideratd ca fiind NEGATIVA. Pe de alti parte, in cazul in care al treilea test este
pozitiv pentru oricare dintre markeri (P; sau P2) sau pentru ambii markeri (denumit in
continuare ,,P12”), estimarea h-CLAT este considerata POZITIVA.

Figura 1: Model predictiv utilizat in metoda h-CLAT. O estimare h-CLAT ar trebui sa fie analizata in
cadrul unei IATA si in conformitate cu dispozitiile de la punctele 7 si 8 din Introducerea generala.

Primele Primele
doud teste doua teste
I
v Y
P12 & P12 * N&N P12 &N *
P11 & P:1 P. &N
P12 & P> P>&N
P1 & P:1 P &P:
P; & P2 l
Al treilea test
v v v v
Al treilea test Al treilea test P.&P1&P. |f{ P.&N&N |H
nu este necesar nu este necesar P1&P1& P2 P1&N&N
P.&P:&P: P&N&N
P12 & P12 &N P1&P:&N
P12 &P1 &N
P> & P& N
P1&P1 &N
P&P, &N
v v v v
POZITIV NEGATIV POZITIV NEGATIV

P1: test cu estimare pozitivd doar pentru CD86; P2; test cu estimare pozitivd doar pentru CD54; P1a: test cu estimare
pozitiva pentru CD86 si CD54; N: test cu estimare pozitiva pentru CD86 sau CD54.

* Casetele prezintd combinatiile relevante ale rezultatelor obtinute in cadrul primelor doua teste, independent de ordinea
in care acestea ar putea fi obtinute.
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#Casetele prezintd combinatiile relevante ale rezultatelor obtinute in cadrul cele trei teste, pe baza rezultatelor obtinute
in cadrul primelor doud teste prezentate In caseta de mai sus, insd nu reflectd ordinea in care acestea ar putea fi obtinute.

Pentru substantele chimice de testat estimate ca fiind POZITIVE cu testul h-CLAT, ar
putea fi determinate optional doua valori ale concentratiilor efectivd (CE), CE150 pentru
CD86 si CE200 pentru CD54, si anume concentratia la care substantele chimice de testat
au indus o valoare RFI de 150 sau 200. Aceste valori CE ar putea contribui la evaluarea
potentei de sensibilizare (9) atunci cand sunt utilizate in abordari integrate precum
IATA (4) (5) (6) (7) (8). Acestea sunt calculate pe baza ecuatiilor urmatoare:

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

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

unde
Aconc €ste concentratia cea mai scazutd in pg/ml cu RFI > 150 (CD86) sau 200 (CD54)
Beonc €ste concentratia cea mai ridicata in pg/ml cu RFI < 150 (CD86) sau 200 (CD54)

Arrr este valoarea RFT la concentratia cea mai scazutd cu RFI > 150 (CD86) sau 200
(CD54)

Brrr este valoarea RFI la concentratia cea mai ridicatd cu RFI > 150 (CD86) sau 200
(CD54)

Cu scopul de a deriva cu o precizie mai mare valorile CE150 s1 CE200, se pot solicita trei
teste independente pentru mdasurarea expresiei CD86/CD54. Valorile finale ale CE150 si
CE200 sunt determinate apoi ca valoarea mediand a valorilor CE calculate in cadrul celor
trei teste independente. Atunci cdnd numai doud din trei teste independente indeplinesc
criteriile de pozitivitate (a se vedea punctele 26-27), se adopta valoarea cea mai mare CE150
sau CE200 dintre cele doua valori calculate.

Criterii de acceptare

29.

Atunci cand este utilizatd metoda h-CLAT (22) (27), trebuie sa fie indeplinite urmatoarele
criteril de acceptare.

Viabilitatea celulara a mediului s1 a martorilor tratati cu solventi/vehicule ar trebui sa fie
mai mare de 90 %.

La martorul tratat cu solvent/vehicul, valorile RFI ale CD86 s1 CD54 nu ar trebui sa fie
peste criteriile pozitive (RFI 2150 % pentru CD86 si RFI > 200 % pentru CD54). Valorile
RFI ale martorului tratat cu solvent/vehicul se calculeaza cu ajutorul formulei descrise la
punctul 25 [,,valoarea IMF a substantei chimice” ar trebui sa fie inlocuitd cu ,,valoarea
IMF a solventului/vehiculului”, iar ,,valoarea IMF a solventului/vehiculului” ar trebui sa
fie inlocuita cu ,,valoarea IMF a martorului (mediului)”].
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- in cazul martorilor pentru mediu si a celor tratati cu solvent/vehicul, raportul IMF al CD86
s1 CD54 pe martor izotop ar trebui sa fie > 105 %.

- In cazul martorului pozitiv (DNCB), valorile RFI pentru CD86 si CD54 ar trebui si
respecte criteriile pozitive (RFI > 150 pentru CD86 si RFI > 200 pentru CD54) si
viabilitatea celulard ar trebui sa fie mai mare de 50 %.

- Pentru substanta chimica de testat, viabilitatea celulard ar trebui sa fie peste 50 % in cel
putin patru concentratii verificate in cadrul fiecarui test.

30. Rezultatele negative sunt acceptabile numai pentru substantele chimice de testat care
prezintd o viabilitate celulard mai micad de 90 % la cea mail mare concentratie testatd (si
anume, 1,2 x CV75 conform schemei de dilutie in serie descrise la punctul 20). in cazul in
care viabilitatea celulard la 1,2 x CV75 este mai mare sau egald cu 90 %, rezultatul negativ
ar trebui si fie eliminat. Intr-un astfel de caz, se recomandi si se incerce reluarea
procesului de selectie a dozei prin repetarea testului pentru determinarea CV75. Ar trebui
remarcat faptul ca, atunci cand se utilizeaza 5 000 pg/ml in solutie salind (sau mediu ori
alti solventi/vehicule), 1 000 ug/ml in DMSO sau concentratia solubild maxima ca si
concentratie de testare maxima a unei substante chimice de testat, un rezultat negativ este
acceptabil chiar daca viabilitatea celulard este mai mare de 90 %.

Raportul testului

31. Raportul testului ar trebui sé includd urmatoarele informatii:
Substanta chimica de testat

Substanta monocomponenta

- Identificarea chimicad, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS, numarul
(numerele) SMILES sau codul InChl, formula structurald si/sau alti identificatori;

- Aspectul fizic, Log Kow, solubilitatea in apa, solubilitatea DMSO, masa moleculari si alte
proprietati fizico-chimice relevante, daca exista;

- Puritatea, identitatea chimicd a impuritatilor, dupa caz si daca este fezabil din punct de
vedere practic etc.;

- Tratamentul nainte de efectuarea testului, daca este cazul (de exemplu, incilzire,
macinare);

- Concentratia (concentratiile) testata(e);
- Conditiile de depozitare si stabilitatea, daca exista,

- Justificarea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare substantd chimica de testat.
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Substanta multicomponentd, UVCB si amestec

Caracterizarea, daci este posibil, de exemplu prin identitatea chimica (a se vedea mai sus),
puritatea, aparifia cantitativd si proprietatile fizico-chimice relevante (a se vedea mai sus)
ale componentelor, daca exista;

Aspectul fizic, solubilitatea in apa, solubilitatea DMSO si alte proprietati fizico-chimice
relevante, daca exista;

Masa moleculara sau masa moleculara aparentd in cazul amestecurilor/polimerilor cu
compozitii cunoscute sau alte informatii relevante pentru efectuarea studiulu;

Tratamentul inainte de efectuarea testului, daca este cazul (de exemplu, iIncalzire,
macinare);

Concentratia (concentratiile) testata(e);
Conditiile de depozitare si stabilitatea, daca existd;

Justificarea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare substanta chimica de testat.

Martori

Martor pozitiv

Identificarea chimica, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS, numarul
(numerele) SMILES sau codul InChl, formula structurala si/sau alti identificatort;

Aspectul fizic, Log Kow, solubilitatea in apa, solubilitatea DMSO, masa moleculara si alte
proprietati fizico-chimice relevante, dac exista si daca este cazul;

Puritatea, identitatea chimicd a impuritétilor, dupa caz si dacd este fezabil din punct de
vedere practic etc.;

Tratamentul inainte de efectuarea testului, dacd este cazul (de exemplu, incélzire,
mdcinare);

Concentratia (concentratiile) testata(e);
Conditiile de depozitare si stabilitatea, dacd exista;
Trimitere la rezultatele anterioare ale martorilor pozitivi care demonstreaza criterii

adecvate de acceptare a testelor, daca este cazul.

Martor negativ si tratat cu solvent/vehicul

Identificarea chimica, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS, numarul
(numerele) SMILES sau codul InChl, formula structurald si/sau alti identificatori;
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Puritatea, identitatea chimicd a impuritatilor, dupa caz si dacd este fezabil din punct de
vedere practic etc.;

Aspectul fizic, masa moleculara si alte proprietati fizico-chimice relevante 1n cazul in care
sunt utilizati alti martori tratati cu solvent/vehicul decéit cei mentionati in Ghidul pentru
teste si daca acestia exista;

Conditiile de depozitare si stabilitatea, daci exista;

Justificarea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare substanta chimica de testat.

Conditii de testare

Numele s1 adresa sponsorului, ale instalatiei de testare si ale directorului de studiu;
Descrierea testului utilizat:

Linia celulara utilizata, conditiile de depozitare si sursa acesteia (de exemplu, instalatia de
la au fost obtinute acestea);

Citometria de flux utilizatd (de exemplu, modelul), inclusiv reglajele instrumentelor,
globulina, anticorpii si markerul de citotoxicitate utilizat;

Procedura utilizata pentru a demonstra capabilitatea laboratorului de a efectua testul prin
testarea unor substante de verificare si procedura utilizata pentru a demonstra performanta
reproductibild a testului in timp, de exemplu, datele anterioare privind martorii si/sau
datele anterioare privind verificarile asupra reactivitatii.

Criterii de acceptare a testului

Viabilitatea celulara, valorile IMF si RFI obtinute cu martorul solventului/vehiculului in
comparatie cu intervalele de acceptare;

Viabilitatea celulard si valorile RFI obtinute cu martorul pozitiv in comparatie cu
intervalele de acceptare;

Viabilitatea celulard a tuturor concentratiilor testate ale substantei chimice de testat.

Procedura de testare

Numiarul de teste utilizate;

Concentratiile substantei chimice de testat, timpul de aplicare si de expunere utilizat (daca
acestea diferd de cele recomandate)

Durata expunerii (daca este diferitd de cea recomandati);
Descrierea criteriilor de evaluare si de decizie utilizate;

Descrierea oricdror modificari ale procedurii de testare.
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Rezultate

- Prezentarea tabelara a datelor, inclusiv a valorilor CV75 (daca este cazul), a valorilor IMF
geometrice individuale, a valorilor RFI, a valorilor de viabilitate celulara, a valorilor
CE150/CE200 (dacd este cazul) obtinute pentru substanta chimicd de testat si pentru
martorul pozitiv in cadrul fiecarui test, precum si o indicatie privind clasificarea substantei
chimice de testat In functie de modelul predictiv;

- O descriere a oricaror alte observatii relevante, daca este cazul.

Discutarea rezultatelor

- Discutarea rezultatelor obtinute cu ajutorul metodei h-CLAT;

- Analiza rezultatelor testului Tn contextul unei IATA in cazul in care sunt disponibile alte
informatii relevante.

Concluzii

494



D060575/02

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

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

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

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

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

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

(6) Bauch C, Kolle SN, Ramirez T, Fabian E, Mehling A, Teubner W, van
Ravenzwaay B, Landsiedel R. (2012). Putting the parts together: combining
in vitro methods to test for skin sensitizing potencials. Regul Toxicol
Parmacol. 63, 489-504.

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

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

495



D060575/02

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

(10) Strickland J, Zang Q, Kleinstreuer N, Paris M, Lehmann DM, Choksi N,
Matheson J, Jacobs A, Lowit A, Allen D, Casey W. (2016). Integrated
decision strategies for skin sensitization hazard. J Appl Toxicol. DOI
10.1002/jat.328]1.

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

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

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

(14) Takenouchi O, Miyazawa M, Saito K, Ashikaga T, Sakaguchi H. (2013).
Predictive performance of the human Cell Line Activation Test (h-CLAT)
for lipophilic with high octanol-water partition coefficients. J. Toxicol. Sci.
38, 599-609.

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

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

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

496



D060575/02

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

(18) DB-ALM (INVITTOX) (2014). Protocol 158: human Cell Line Activation
Test (h-CLAT), 23pp. Material accesibil la adresa: http://ecvam-
dbalm.jre.ec.europa.eu/

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

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

(21) OCDE (2005). Guidance Document No 34 on The Validation and
International Acceptance of New or Updated Test Methods for Hazard
Assessment. OECD Series on Testing and Assessment. Organizatia pentru
Cooperare si Dezvoltare Economica, Paris, Franta, 2005, 96 pp.

(22) OCDE (2012). The Adverse Outcome Pathway for Skin Sensitisation
Initiated by Covalent Binding to Proteins. Part 1: Scientific Evidence. Series
on Testing and Assessment No 168. Publicatie disponibild la adresa:

http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/?cote=E
NV/IM/MONOQ0I2)10/PART1 &docLanguage=En

(23) Organizatia Natiunilor Unite ONU (2013). Sistemul global armonizat de
clasificare si etichetare a substantelor chimice (GHS). A cincea editie
revizuitd. New York & Geneva: United Nations Publications. ISBN: 978-92-
1-117006-1. Publicatie disponibild la adresa:
http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs_rev05/05files_e.html

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

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

497



D060575/02

Apendicele 1.1

DEFINITII

Precizie: Gradul de concordanta intre rezultatele testului si valorile de referintd acceptate.
Aceasta mésoard performanta testului si unul dintre aspectele relevantei acestuia. Termenul
este adesea utilizat in mod interschimbabil, iar concordanta inseamna proportia de rezultate
corecte ale unui test (21).

AOP (parcursul raspunsurilor adverse): o scrie de evenimente din structura chimica a
unel substante chimice tintd sau un grup de substante chimice similare, de la evenimentul
molecular declangator pana la un raspuns in vivo de interes (22).

Substanta chimici: O substantd sau un amestec.

CV7S: Concentratia estimata care indica o viabilitate celulard de 75 %.
EC150: concentratiile care indica valorile RFI de 150 in expresia CD86
EC200: concentratiile care indica valorile RFI de 200 in expresia CD54

Citometria de flux: o tehnica citometrica prin care celulele au fost suspendate intr-un flux
fluid una cate una, printr-o focalizare a luminii care excitd si care este difuzatd in modele
caracteristice asupra celulelor si a componentelor acestora; celulele sunt etichetate frecvent
cu markeri fluorescenti, astfel incat lumina sd fie absorbitd mai intadi si apoi emisd la
frecvente modificate.

Pericol: Proprietate intrinsecd a unui agent sau a unei situatii care are potentialul de a
produce efecte adverse atunci cand un organism, un sistem sau o (sub)populatie este expusa
la agentul respectiv.

IATA (Strategie integrati pentru testare si evaluare): O abordare structuratd utilizata
pentru 1dentificarea pericolelor (potential), caracterizarea pericolelor (potenta) si/sau
evaluarea sigurantei (potential/potenta si expunere) pentru o substantd chimica sau un grup
de substante chimice, care se integreaza in mod strategic si masoara toate datele relevante
pentru a furniza informatii cu privire la decizii de reglementare In ceea ce priveste
potentialele pericole si/sau riscuri si/sau necesitatea unor teste suplimentare specifice si, prin
urmare, minime.

Martor pentru mediu: O proba replica netratatd care contine toate componentele unui
sistem de testare. Aceastd probd este analizatd Tmpreund cu probele tratate cu substanta
chimicad de testat si cu alte probe martor pentru a determina dacd solventul/vehiculul
interactioneaza cu sistemul de testare.

Amestec: un amestec sau o solutie compus/a din doua sau mai multe substante.
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Substantd monocomponenta: O substanta definitd prin compozitia sa cantitativa, in care
un singur component principal este prezent in proportie de cel putin 80 % (g/g).

Substantd multicomponenti: O substantd definita prin compozitia sa cantitativa, in care
mai mult de un singur component principal este prezent intr-o concentratic > 10 % (g/g) s1
<de 80 % (g/g). O substantd multicomponentd este rezultatul unui proces de fabricatie.
Diferenta dintre un amestec si 0 substantd multicomponenta este faptul ca un amestec este
obtinut prin combinarea a doud sau mai multe substante chimice fard o reactie chimicd. O
substantd multicomponentd este rezultatul unei reactii chimice.

Martor pozitiv: O replica ce contine toate componentele sistemului de testare si care a fost
tratatd cu o substantd cunoscutd pentru faptul cd provoacd o reactie pozitivd. Pentru a
asigura posibilitatea evaludrii variabilitdtii in timp a reactiei martorului pozitiv,
amplitudinea reactiei severe nu trebuie sa fie excesiv de mare.

Prehaptene: substante chimice care devin sensibilizante prin transformdri abiotice

Prohaptene: substante chimice care necesitd activare enzimaticd pentru a exercita
potentialul de sensibilizare cutanata

Intensitatea relativi a fluorescentei (RFI): Valorile relative ale intensititii medii a
fluorescenter (MFI) la celulele tratate chimic comparativ cu MFI din celulele tratate cu
solvent/vehicul.

Relevanta: Descrierea relatiei dintre test si efectul de interes si dacd aceasta este relevanta
si utila pentru un anumit scop. Aceasta reprezintd mésura in care testul masoara sau prezice
in mod corect efectul biologic de interes. Relevanta include analiza preciziei (a
concordantei) unui test (21).

Fiabilitate: Masuri ale faptului ca un test poate fi efectuat in mod reproductibil, in acelasi
laborator si in laboratoare diferite in timp, atunci cdnd este efectuat utilizand acelasi

.....

intre laboratoare si a repetabilitdtii in acelasi laborator (21).

Test: Un test este compus din unul sau mai multe substante chimice de testat, care sunt
testate concomitent cu un martor solvent/vehicul si un martor pozitiv.

Sensibilitate: Proportia tuturor substantelor chimice pozitive/active clasificate in mod
corect In urma testului. Aceasta permite masurarea preciziei in cazul unui test care
genereaza rezultate clasificabile in categorii s1 constituie un aspect important in evaluarea
relevantei unui test (21).

Solutie tampon de colorare: O solutie salina tamponata cu fosfat contindnd o cantitate de
0,1 % albumina din ser bovin.

Martor solvent/vehicul: O proba netratatd care contine toate componentele unui sistem de
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testare, cu exceptia celor ale substantei chimice de testat, dar incluzand solventul/vehiculul
utilizat. Acesta este utilizat pentru a stabili reactia de bazd pentru probele tratate cu
substanta chimica de testat dizolvata sau dispersata stabil in acelasi solvent/vehicul. Atunci
cand este testatd concomitent cu un martor de mediu, aceastd probd indicd, de asemenea,
daca solventul/vehiculul interactioneaza cu sistemul testat.

Specificitate: Proportia tuturor substantelor chimice negative/inactive clasificate in mod
corect in urma testului. Aceasta permite masurarea preciziei In cazul unui test care
genereazd rezultate clasificabile in categorii si constituie un aspect important in evaluarea
relevantei unui test (21).

Substanti: un element chimic s1 compusii sai in stare naturald sau obtinuti prin orice proces
de productie, inclusiv orice aditiv necesar pentru a-1 pastra stabilitatea si orice impuritate
care deriva din procesul utilizat, insd excluzand orice solvent care poate fi separat fard a
afecta stabilitatea substantei sau fara a-1 schimba compozitia.

Substanta chimica de testat: orice substanta sau amestec testat(a) in cadrul acestei metode.

Sistemul global armonizat de clasificare si etichetare a substantelor chimice al
Organizatiei Natiunilor Unite (GHS al ONU): Un sistem care propune clasificarea
substantelor chimice (substante s1 amestecuri) in functie de tipuri s1 niveluri standardizate de
pericole fizice, pericole pentru sanatate si pericole pentru mediu si care se refera la elemente
de comunicare corespunzdtoare, precum pictograme, cuvinte de avertizare, declaratii cu
privire la pericole, declaratii de securitate si fise tehnice de sigurantd pentru a transmite
informatii privind efectele adverse ale acestora in scopul protejarii populatiei (inclusiv
angajatorii, lucratorii, transportatorii, consumatorii §i cei care se ocupa de serviciile de
urgentd) si a mediului (23).

UVCB: Substante cu compozitie necunoscuta sau variabild, produsi de reactie complexa sau
materiale biologice.

Test valabil: Un test considerat a avea suficientd relevantd si fiabilitate pentru un scop
specific si care se bazeaza pe principii solide din punct de vedere stiintific. Un test nu este
niciodata valabil Intr-un sens absolut, ci doar 1n legitura cu un scop definit (21).
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Apendicele 1.2

SUBSTANTE DE VERIFICARE

Inainte de utilizarea de rutind a testului descris in prezentul apendice la metoda de testare
B.71, laboratoarele ar trebui sa demonstreze performantele tehnice prin obtinerea in mod
corect a estimdrii h-CLAT pentru cele 10 substante de verificare recomandate in tabelul 1 s1
prin obtinerea de valori pentru CV75, EC150 si EC200 care sa se incadreze in plaja de
valori de referintd corespunzatoare pentru cel putin 8 dintre cele 10 substante de verificare.
Substantele de verificare au fost selectate pentru a reprezenta intervalul de reactii pentru
pericolele sensibilizdrii cutanate. Alte criterii de selectie au fost ca substantele sa fie
disponibile in comert si sa fie disponibile date de referinta in vivo de 1nalta calitate, precum
s1 date in vitro de 1nalta calitate generate cu metoda h-CLAT. De asemenea, sunt disponibile
date de referintad publicate pentru metoda h-CLAT (3) (14).

Tabelul 1: Substante recomandate pentru a demonstra performantele tehnice prin metoda h-CLAT

Rezultate h-CLAT | Rezultate h-CLAT
CV75 pentru CD86 pentru CD54
Substante de verificare NR CAS St&}ri: Estm}ar:: in Inter‘valvtle (In‘tervval de (In‘teruval de
’ fizica vivo referinta in | referinti pentru referinta pentru
pg/ml? EC150 EC200
in pg/ml)? in pg/ml)?
2,4-dinitroclorbenzen 97-00-7 Solid Seéilggrﬁ;m t 2-12 (I(D)OSZ _1;1(\)]) (I(D)OSZ _1;1;])
4-fenilendiamina 106-503 | Solid S‘(’;Slltzﬁ;zca)m 5-95 P(Zl(t)l)v I?f%astg
Sulfat de nichel 10101-97-0 |  Solid Si’gf;ggggm 30-500 lgglzg(l)‘)’ (lfg_zigz)’)
2-Mercaptobenzotiazol 149-30-4 Solid Se(:rrrllsolzzlrlzgnt 30-400 I\(Ii%?)t)l;] (ll)g-zﬁg)
R(+)-Limonen 5989275 | Lichid | SPUAR | 20 T 550,
Imidazolidinil uree 39236-46-9 | Solid Sen(sslgll;)zam 25-100 (P;‘Z)Z_lgtt)v) (P;‘Z)ZI;ISV)
L Non- Negativ Negativ
Tzopropanol 67-63-0 | Lichid | % >5000 N sg()()()) (>5g000)

L Lo Non- Negativ Negativ
Glicerina 56-81-5 Lichid sensibilizant >5000 (>5 000) (>5 000)

. . Lo Non- Negativ Negativ
Acid lactic 50-21-5 Lichid sensibilizant 1500-5000 (>5 000) (>5 000)

. . . . Non- Negativ Negativ
Acid 4-aminobenzoic 150-13-0 Solid sensibilizant >1000 >1 000) >1 000)
Abrevieri: NR CAS = Numadr de inregistrare al Chemical Abstracts Service
1 Pericolul si estimarea (potenta) in vivo se bazeaza pe date LLNA (3) (14). Potenta in vivo este derivata pe baza criteriilor

propuse de ECETOC (24).

2 Pe baza valorilor istorice observate (13) (25).
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3 Din punct de vedere istoric, au fost obtinute preponderent rezultate negative pentru acest marker si, prin urmare, este  de

agteptat, cel mai probabil, un rezultat negativ. Intervalul furnizat a fost stabilit pe baza celor cateva rezultate pozitive istorice
observate. In cazul in care se obtine un rezultat pozitiv, valoarea CE ar trebui si se incadreze in intervalul de referinta raportat.
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Apendicele 2

SENSIBILIZAREA CUTANATA IN VITRO: TESTUL U937 DE ACTIVARE A LINIEI
CELULARE (U-SENS™)

CONSIDERATII PRELIMINARE SI LIMITARI

1. Testul U-SENS™ cuantificd modificarea produsa la nivelul exprimdrii unui marker celular
de suprafata asociat cu procesul de activare a monocitelor si celulelor dendritice (CD) (s1
anume, CD86), la nivelul liniei celulare umane U937 afectate de limfomul histiocitar in
urma expunerii la substante sensibilizante (1). Nivelurile de exprimare masurate ale
markerului celular de suprafata CD86 de la nivelul liniei celulare U937 sunt apoi utilizate
pentru sustinerea diferentierii intre sensibilizantele si nesensibilizantele pentru piele.

2. Testul U-SENS™ ja fost evaluat in cadrul unui studiu de validare (2) coordonat de L’Oreal
si ulterior supus unei evaludri independente inter pares efectuate de Comitetul Consultativ
Stiintific (ESAC) al laboratorului de referintd al Uniunii Europene pentru metode
alternative la testarea pe animale (European Union Reference Laboratory for Alternatives
to Animal Testing - EURL ECVAM) (3). Avand in vedere toate dovezile disponibile si
contributiile autoritatilor de reglementare si ale partilor interesate, U-SENS™ a fost
recomandat de EURL ECVAM (4) pentru a fi utilizat in cadrul unei TATA in vederea
sprijinirii diferentierii ntre substantele sensibilizante si cele nesensibilizante in scopul
clasificarii si etichetarii pericolelor. in documentul siu de orientare privind raportarea
abordarilor structurate ale integrarii datelor si ale surselor de informatii individuale
utilizate in cadrul IATA pentru sensibilizarea pielii, OCDE abordeazd in prezent o serie de
studii de caz care descriu diferite strategii de testare si modele de predictie. Una dintre
diferitele abordari definite este bazati pe testul U-SENS (5). In literatura de specialitate (4)
(5) (7) sunt prezentate, de asemenea, exemple de utilizare a datelor U-SENS™, in
combinatie cu alte informatii, inclusiv date istorice g1 actuale valabile despre oameni (6).

3. Testul U-SENS™ s-a dovedit a fi transferabil citre laboratoare cu experientd in tehnici de
cultura celulard si analiza citometriei de flux. Nivelul de reproductibilitate in estimari, care
poate fi preconizat In urma testarii, este de ordinul a 90 % si 84 % in acelasi laborator si
intre laboratoare (8). Rezultatele generate s1 incluse in studiul de validare (8), precum si in
alte studii publicate (1), indica, in general, faptul ca, in comparatie cu rezultatele LLNA,
precizia de deosebire a sensibilizantelor pentru piele (si anume, categoria 1 din GHS al
ONU/Regulamentul CLP) de substantele nesensibilizante este de 86 % (N = 166) cu o
sensibilitate de 91 % (118/129) si o specificitate de 65 % (24/37). In comparatie cu
rezultatele umane, precizia de deosebire a sensibilizantelor pentru piele (si anume,
categoria 1 din GHS al ONU/Regulamentul CLP) de substantele nesensibilizante este de
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77 % (N = 101) cu o sensibilitate de 100 % (58/58) si o specificitate de 47 % (20/43).
Existd o probabilitate mai mare ca estimdrile negative false realizate prin U-SENS™,
comparativ cu LLNA, si vizeze substante chimice care prezintd un nivel scazut pand la
moderat de potentd de sensibilizare cutanatd (s1 anume, subcategoria 1B din GHS al
ONU/Regulamentul CLP) si nu substante chimice care prezintd un nivel ridicat de potenta
de sensibilizare cutanata (si anume, subcategoria 1A din GHS al ONU/Regulamentul CLP)
(1) (8) (9). Coroborate, aceste informatii indicd utilitatea testului U-SENS™ in ceea ce
priveste contribuirea la identificarea pericolelor de sensibilizare cutanati. Cu toate acestea,
valorile de precizie furnizate in prezentul document pentru U-SENS™ ca test independent
sunt doar orientative, intrucat testul ar trebui luat in considerare In combinatie cu alte surse
de informatii in contextul unei IATA si In conformitate cu dispozitiile de la alineatele (7)
si (8) din Introducerea generald. In plus, la evaluareca metodelor care nu se bazeazi pe
animale pentru sensibilizarea cutanatd, ar trebui retinut faptul cd este posibil ca testul
LLNA si alte teste pe animale sa nu reflecte pe deplin situatia oamenilor.

Pe baza datelor disponibile in prezent, testul U-SENS ™ s-a dovedit a fi aplicabil
substantelor chimice de testat (inclusiv ingrediente cosmetice, de exemplu, conservanti,
surfactanti, agenti activi, coloranti) care acoperd o varietate de grupe functionale organice,
de proprietati fizico-chimice, de grade de potentd de sensibilizare cutanata (determinate in
studii in vivo), precum si spectrul de mecanisme de reactie cunoscute a fi asociate cu
sensibilizarea cutanata (si anume, acceptorul Michael, formarea bazei Schiff, agentul de
transfer pe baza acrilica, reactia de substitutie nucleofilda bimoleculara [SN2] sau reactia de
substitutie nucleofild aromatica [SNAr]) (1) (8) (9) (10). Testul U-SENS™ se aplica
substantelor chimice de testat care sunt solubile sau care formeazad dispersii stabile (si
anume, un coloid sau o suspensie in care substanta chimica de testat nu se sedimenteaza
sau se separa de solvent/vehicul in diferite faze) intr-un solvent/vehicul adecvat [a se vedea
alineatul (13)]. Substantele chimice din setul de date, careu au fost raportate ca fiind
prehaptene (s1 anume, substante activate prin oxidare) sau prohaptene (si anume, substante
care necesitd activare enzimaticd, de exemplu prin intermediul enzimelor P450), au fost
corect estimate prin testul U-SENS™ (1) (10). Substantele care perturbd membrana pot
conduce la rezultate fals pozitive datoritd unei cresteri nespecifice a expresier CD86,
intrucat 3 din 7 rezultate fals pozitive aferente clasificarii de referintd in vivo au fost
surfactanti (1). Ca atare, rezultatele pozitive obtinute cu surfactanti ar trebui sa fie luate in
considerare cu prudenta, iar rezultatele negative cu surfactanti ar putea fi totusi utilizate
pentru a sprijini identificarea substantei chimice de testat ca nefiind nesensibilizanta.
Substantele chimice de testat fluorescente pot fi analizate prin testul U-SENS™ (1); cu
toate acestea, substantele chimice de testat fluorescente puternice care emit la aceeasi
lungime de unda ca si izotiocianatul de fluoresceind (FITC) sau iodura de propidiu (PI) vor
interfera cu detectia prin citometria de flux si, astfel, nu pot fi evaluate in mod corect
folosind anticorpi conjugati cu FITC (rezultate potential fals pozitive) sau PI (viabilitatea

504



D060575/02

nu este misurabili). Intr-un astfel de caz, se pot folosi alti anticorpi marcati cu fluorocrom
sau alti markeri de citotoxicitate, cu conditia sa se poatd demonstra cd acestea ofera
rezultate similare celor generate de anticorpii marcati cu FITC sau PI [a se vedea
alineatul (18)], de exemplu prin testarea substantelor de verificare din apendicele 2.2.
Avand in vedere cele de mai sus, rezultatele pozitive obtinute cu surfactanti si rezultatele
negative obtinute cu substantele chimice de testat fluorescente puternic ar trebui
interpretate in contextul limitarilor mentionate si Impreund cu alte surse de informatii in
cadrul JATA. In cazul in care existi dovezi care demonstreazi lipsa de aplicabilitate a
testului U-SENS™ Ja alte categorii specifice de substante chimice de testat, acestea nu ar
trebui utilizate pentru respectivele categorii specifice.

5. Conform descrierii de mai sus, testul U-SENS™ sustine diferentierea intre sensibilizantele
si nesensibilizantele pentru piele. Insd acesta poate contribui, de asemenea, la evaluarea
potentei de sensibilizare atunci cind este utilizat in abordari integrate precum IATA. Cu
toate acestea, se impun studii suplimentare, de preferintd pe baza datelor cu privire la
oameni, pentru a determina in ce mod ar putea rezultatele U-SENS™ sa fundamenteze
evaluarea potentei.

6. Definitiile sunt prevazute n apendicele 2.1.

PRINCIPIUL TESTULUI

7. Testul U-SENS™ reprezintd un test in vitro care cuantifica modificdrile expresiei
markerului celular de suprafata la nivelul unei linii celulare umane, celule U937, afectate
de limfomul histiocitar in urma expunerii timp de 4543 ore la substanta chimica de testat.
Markerul de suprafatd CD86 este un marker tipic de activare U937. CD86 este cunoscut ca
fiind o moleculd co-stimulatorie care poate si imite activarea monociticd, jucand un rol
esential in pregatirea de celule de tip T. Modificarile expresiei markerului celular de
suprafata CD86 se masoara prin citometria de flux in urma colorarii celulelor cu anticorpi
etichetati cu izotiocianat de fluoresceind (FITC). De asemenea, masurarea citotoxicitatii
este efectuatd (de exemplu, utilizdnd PI) in acelasi timp cu scopul de a se evalua daca se
produce o reglare in sus a expresiei markerului celular de suprafatdi CD86 in cazul
concentratiilor subcitotoxice. Indicele de simulare (IS) al markerului celular de suprafata
CD86, in comparatie cu martorul tratat cu solvent/vehicul, se calculeaza si se utilizeaza in
modelul predictiv (a se vedea punctul 19), pentru a sustine diferentierea intre sensibilizante
s1 nesensibilizante.

DEMONSTRAREA PERFORMANTEI
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Inainte de utilizarea de rutini a testului descris in prezentul apendice pentru metoda de
testare B.71, laboratoarele ar trebui sd demonstreze performantele tehnice, utilizind cele
10 substante de verificare enumerate In apendicele 2.2, in conformitate cu bunele practici
privind metodele in vitro (11) . In plus, utilizatorii testelor ar trebui s mentini o bazi de
date istorice generate in urma verificdrilor de reactivitate (a se vedea punctul 11) si cu
martori pozitivi si tratati cu solvent/vehicul (a se vedea punctele 15-16) si sa utilizeze
aceste date pentru a confirma faptul ca reproductibilitatea testului in laboratorul propriu
este asiguratd in timp.

PROCEDURA

9.

Acest test se bazeaza pe protocolul nr. 183 al U-SENS™ DataBase service on ALternative
Methods to animal experimentation (DB-ALM) (12). Procedurile standard de operare
(PSO) ar trebui sd fie utilizate la punerea in aplicare si utilizarea testului U-SENS™ 1in
laborator. Se poate utiliza un sistem automat de derulare a testului U-SENS ™ daca se
poate demonstra cd acesta generecaza rezultate similare, de exemplu, prin testarea
substantelor de verificare din apendicele 2.2. Componentele si procedurile principale
pentru testul U-SENS™ sunt descrise in continuare.

Pregitirea celulelor

10. Linia celulard umana afectatd de limfomul histiocitic, si anume U937 (13), ar trebui sa fie

11.

utilizatd pentru efectuarea testului U-SENS™., Celulele (clona CRL1593.2) ar trebui sa fie
obtinute de la o banca de celule calificata, cum ar fi American Type Culture Collection.

Celulele U937 sunt cultivate la 37 °C in atmosfera de 5 % COz si de umiditate, In mediu
RPMI-1640 completat cu 10 % ser fetal de vitel (SFV), 2 mM L-glutamind, 100 de
unitdti/ml de penicilind s1 100 pg/ml de streptomicind (mediu complet). Celulele U937 sunt
trecute, de reguld, la 2-3 zile la densitatea de 1,5 sau 3 x 10° celule/ml. Densitatea celulara
nu ar trebui si depiseascd 2 x 10° celule/ml, iar viabilitatea celulari misuratd prin
excluderea albastrului de tripan ar trebui sa fie > 90 % (nu se aplicd la prima trecere dupa
decongelare). Inainte de a le utiliza pentru testare, fiecare lot de celule, SFV sau anticorpi
ar trebui sd fie calificat prin efectuarea unui control de reactivitate. Verificarea de
reactivitate a celulelor ar trebui sd fie efectuat folosind martorul pozitiv, acidul picril-
sulfonic (acid 2,4,6-trinitrobenzensulfonic: TNBS) (CASRN 2508-19-2, puritate de
> 99 %) si acidul lactic ca martor negativ (AL) (CASRN 50-21-5, puritate de > 85 %),
dupd cel putin o sdptdména de la decongelare. Pentru verificarea de reactivitate, ar trebui
sd fie testate sase concentratii finale pentru fiecare dintre cei doi martor1 (TNBS: 1, 12.5,
25, 50, 75, 100ug/ml si AL: 1, 10, 20, 50, 100, 200pg/ml). TNBS solubilizat in mediu
complet ar trebui sd produca o reactie a CD86 pozitiva si legatd de concentratie (de
exemplu, in cazul In care o concentratie pozitiva, CD86 S.I. > 150, este urmatd de o

506



12.

D060575/02

concentrare cu o valoare a CD86 S.I crescutd) s1 AL solubilizat in mediu complet ar trebui
sd producd o reactic negativd a CD86 (a se vedea punctul 21). Ar trebui utilizat pentru
analizd numai lotul de celule pentru care verificareca de reactivitate a fost efectuatd cu
succes de doud ori. Celulele pot fi reproduse pina la sapte sdptdmani dupd decongelare.
Numarul de trecere nu ar trebui sa depaseasca 21. Verificarea de reactivitate ar trebui sa fie
efectuata conform procedurilor descrise la punctele 18-22.

In scopul testirii, celulele U937 sunt insimantate la o densitate de 3 x 10° celule/ml sau de
6 x 10° celule/ml si cultivate in prealabil in baloane de culturd pentru doui sau, respectiv, o
z1. Ar putea f1 utilizate alte conditii de cultivare prealabila decat cele descrise mai sus daca
este asiguratd o argumentare stiintifica suficientd si dacd se poate demonstra ca aceasta
genereaza rezultate similare, de exemplu, prin testarea substantelor de verificare din
apendicele 2.2. In ziua testrii, celulele recoltate din balonul de cultura sunt suspendate din
nou in mediu de culturd proaspit, la 5 x 10° celule/ml. Apoi, celulele sunt distribuite pe o
placd de 96 de godeuri de 100 pl cu fund plat (densitate celulard finald de 0,5 x 10°
celule/godeu).

Pregitirea substantelor chimice de testat si a substantelor martor

13.

14.

Evaluarea solubilitatii este efectuati nainte de testare. In acest scop, substantele chimice
de testat se dizolvd sau se disperseaza in mod stabil la o concentratie de 50 mg/ml in mediu
complet ca prima optiune de solvent sau in dimetilsulfoxid (DMSO, puritate de > 99 %) ca
al doilea solvent/vehicul dacd substanta chimicd de testat nu este solubild 1n
solventul/vehiculul ca mediu complet. Pentru testare, substanta chimicd de testat este
dizolvata intr-o concentratie finald de 0,4 mg/ml in mediu complet dacd substanta chimica
este solubild in acest solvent/vehicul. Dacad substanta chimicd este solubild numai in
DMSO, aceasta se dizolvd la o concentratie de 50 mg/ml. Se pot utiliza si alfi
solventi/vehicule decéat cele descrise mai sus in cazul in care se prezintd o justificare
stiintificd suficientd. Ar trebui si se tind seama de stabilitatea substantei chimice de testat
in solventul/vehiculul final.

Substantele chimice de testat si substantele martor se pregatesc In ziua testdrii. Deoarece
nu este efectuat un test de determinare a dozelor, prima datd ar trebui sa fie testate sase
concentratii finale (1, 10, 20, 50, 100 s1 200 pg/ml) in solventul/vehiculul corespunzator,
fie in mediu complet, fie in mediu de 0,4 % DMSO. Pentru testele ulterioare, Incepand cu o
cantitate de 0,4 mg/ml intr-un mediu complet sau 50 mg/ml in DMSO, se prepara solutii de
substante chimice de testat, cel putin patru solutit de lucru (s1 anume, cel putin patru
concentratii) folosind solvent/vehicul corespunzator. Solutiile de lucru sunt, in final,
utilizate pentru tratare prin addugarea unui volum egal de suspensie celulard U937 (a se
vedea punctul 11 de mai sus) la volumul de solutie de lucru din placa pentru a obtine o
dilutie suplimentarda dublad (12). Concentratiile (cel putin patru concentratii) pentru orice
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test ulterior sunt alese pe baza rezultatelor individuale ale tuturor testelor anterioare (8).
Concentratiile finale utilizabile sunt de 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 s1 200 pg/ml. Concentratia finald maxima
este de 200 ug/ml. In cazul In care se observa o valoare pozitivi a CD86 la 1 pg/ml, se
evalueaza o cantitate de 0,1 pg/ml pentru a se afla concentratia substantei chimice de testat
care nu induce CD86 deasupra pragului pozitiv. Pentru fiecare test, EC150 (concentratia la
care o substanta chimicd atinge pragul pozitiv al CD86 de 150 %, a se vedea punctul 19) se
calculeazi dacd se observi o reactie sub forma unei concentratii pozitive de tip CD86. In
cazul in care substanta chimicd de testat induce o reactie pozitivi a CD86 nelegatd de
concentratie, calcularea EC150 ar putea sa nu fie relevanta, astfel cum este descris In
protocolul DB-ALM nr. 183 privind U-SENS ™ (12). Pentru fiecare test, CV70
(concentratia la care o substantd chimica atinge pragul de citotoxicitate de 70 %, a se vedea
punctul 19) se calculeaza ori de cate ori este posibil (12). Pentru a analiza efectul reactiei
concentratiel in urma cresterii CD86, orice concentratii dintre concentratiile utilizabile ar
trebui alese ca fiind repartizate in mod egal intre valoarea EC150 (sau cea mai mare
concentratie necitotoxicd negativa CD86) s1 CV70 (sau cea mai mare concentratie admisa,
si anume, 200 pg/ml). Ar trebui sd fie testate minimum patru concentratii pe test si sa
existe cel putin doua concentratii comune cu testul (testele) anterior (anterioare) pentru
comparatie.

15. Martorul tratat cu solvent/vehicul si utilizat in testul U-SENS ™ este un mediu complet
(pentru substante chimice de testat solubilizate sau dispersate in mod stabil) (a se vedea
punctul 4) sau o solutie de 0,4 % DMSO in mediu complet (pentru substante chimice de
testat solubilizate sau dispersate in mod stabil in DMSO).

16. Martorul pozitiv utilizat in testul U-SENS ™ este TNBS (a se vedea punctul 11), preparat
in mediu complet. TNBS ar trebui utilizat ca martor pozitiv pentru masurarea expresiei
CD86 la o concentratie unicd finald in placd (50 pg/ml) determinand o viabilitate celulara
de > 70 %. Pentru a obtine o concentratie de 50 pg/ml de TNBS in placa, se prepard o
solutie mama de 1 M (s1 anume, 293 mg/ml) de TNBS in mediu complet, care este apoi
diluata de 2 930 de ori in mediu complet pana la o solutie de lucru de 100 pg/ml. Acidul
lactic (AL, CAS 50-21-5) ar trebui utilizat ca martor negativ in cantitate de 200 pg/ml
solubilizat in mediu complet (dintr-o solutic mami de 0,4 mg/ml). In fiecare placi din
cadrul fiecdrui test sunt preparate trei replici de martor netratat in mediu complet, martor
tratat cu solvent/vehicul, precum si martori negativi si pozitivi (12). Ar putea fi utilizati s1
altt martor1 pozitivi adecvati in cazul in care sunt disponibile date anterioare pentru a
obtine criterii comparabile de acceptare a testelor. Criteriile de acceptare a testului sunt
aceleasi cu cele descrise pentru substanta chimica de testat (a se vedea punctul 12).

Aplicarea substantelor chimice de testat si a substantelor martor

508



D060575/02

17. Martorul tratat cu solvent/vehicul sau solutiile de lucru descrise la punctele 14-16 sunt
amestecate 1:1 (v/v) cu suspensiile de celule preparate pe placa cu fund plat de 96 de
godeuri (a se vedea punctul 12). Placile tratate sunt apoi incubate timp de 45 +3 ore la
37 °C in solutie cu 5 % COz. Inainte de incubatie, plicile sunt inchise etans cu membrani
semipermeabild pentru a se evita evaporarea substantelor chimice de testat volatile si
contaminarea incrucisata intre celulele tratate cu substante chimice de testat (12).

Colorarea celulelor

18. Dupa 45+3 ore de expunere, celulele sunt transferate intr-o placad de microtitrare in forma
de V si colectate prin centrifugare. Interferenta in solubilitate este definitd ca fiind cristale
sau picdturi observate la microscop la 4543 ore dupa tratament (inainte de colorarea
celulelor). Se indeparteaza supernatantele, iar restul celulelor sunt spalate o singura data cu
o solutie salind cu tampon de fosfat (PBS) de 100 pl rece ca gheata continand 5 % ser fetal
de vitel (solutie tampon de colorare). Dupa centrifugare, celulele sunt resuspendate in
100 pl de solutie tampon de colorare si colorate cu 5 pl (de exemplu, 0,25 ng) de anticorpi
ant1-CD86 etichetati FITC sau IgG1 (izotip) de soarece la 4 °C timp de 30 de minute,
departe de lumind. Ar trebui s se utilizeze anticorpii descrisi in Protocolul DB-ALM nr.
183 al U-SENS ™ (pentru CD86: clona BD-PharMingen #555657: Fun-1 sau clona
Caltag/Invitrogen # MHCD8601: BU63; s1 pentru IgG1l: BD-PharMingen #555748 sau
Caltag/Invitrogen # GM4992). Pe baza experientei dezvoltatorilor de teste, intensitatea
fluorescentei anticorpilor este, de obicei, consecventd intre diferite loturi. Pentru test ar
putea fi utilizate alte clone sau alt furnizor de anticorpi pentru care a fost efectuatd cu
succes verificarea de reactivitate (a se vedea punctul 11). Cu toate acestea, utilizatorii ar
putea avea in vedere titrarea anticorpilor in conditiile din laboratorul propriu pentru a
defini cea mai bund concentratie de utilizare. Se poate utiliza si un alt sistem de detectie,
de exemplu, anticorpi anti-CD86 marcati cu fluorocrom in cazul in care se poate demonstra
cd acestia genereaza rezultate similare cu cele ale anticorpilor conjugati FITC, de exemplu
prin testarea substantelor de verificare din apendicele 2.2. Dupa spélare de doud ori in
100 pl de solutie tampon de colorare si o datd in 100 pl PBS rece ca gheata, celulele sunt
resuspendate in PBS rece ca gheata (de exemplu, 125 ul pentru probe analizate manual
eprubetd cu eprubetd sau 50 pl utilizdnd o placa cu auto-esantionare) si se adaugd solutie
IP (concentratie finald de 3 pg/ml). Se pot utiliza alti markeri de citotoxicitate, cum ar fi
7-aminoactinomicina D (7-AAD) sau albastru de tripan, in cazul in care se poate
demonstra cd actiunile de colorare alternative genereazd rezultate similare cu IP, de
exemplu, prin testarea substantelor de verificare din apendicele 2.2.

Analiza prin citometria de flux

19. Nivelurile de expresie ale CD86 si viabilitatea celulard sunt analizate folosind citometria
de flux. Celulele sunt afisate in interiorul unui segment cu puncte avand o dimensiune

509



D060575/02

(FSC) si o granularitate (SSC) stabilite la scara logaritmica pentru a identifica in mod clar
populatia dintr-un prim grup R1 si a elimina resturile. Pentru fiecare godeu se impune un
numar total vizat de 10 000 de celule in grupul (gate) R1. Celulele din acelasi grup R1 sunt
afisate pe un segment cu puncte FL3 sau FL4/SSC. Celulele viabile sunt delimitate prin
plasarea unui al doilea grup R2 care selecteaza populatia de celule negative de iodura de
propidiu (canalul FL3 sau FL4). Viabilitatea celulara poate fi calculata folosind urmatoarea
ecuatie prin programul de analizd citometricd. Atunci cand viabilitatea celulard este
scizutd, ar putea fi acumulate pand la 20 000 de celule, inclusiv celule moarte. In mod
alternativ, pot fi acumulate date timp de un minut dupa initierea analizei.
Numarul de celule vii

Viabilitatea celulara = - x 100
Numarul total de celule acumulate

Apoi se masoard procentul de celule pozitive FL1 se masoard intre aceste celule viabile
grupate sub R2 (in cadrul R1). Exprimarea CD86 la suprafata celulei este analizatd pe un
segment cu puncte FL1/SSC care formeaza un grup de celule viabile (R2).

Pentru godeurile cu mediu complet/IgG1, markerul de analizd este stabilit in apropierea
populatiel principale, astfel incdt martorii tratati cu mediu complet sa aiba IgGl in
intervalul-tinta 0,6-0,9 %.

Interferenta culorii este definita ca o schimbare a segmentului cu puncte etichetat cu FITC
IgG1 (media geometrica IgG1 FL1 S.I. > 150 %).

Indicele de stimulare (S.1.) al CD86 pentru celulele martorilor (netratate sau in solutie de
0,4 % DMSO) si celulele tratate chimic se calculeazd conform ecuatiei urmatoare:

% din D86 celule tratate—% din IgG1tcelule tratate
% din CD86% celule martori—% din IgG1* celule martori

S.I.= 100

% din celulele netratate ale martorilor IgG1": denumit drept procent din celulele IgG1
pozitive FL1 definite cu markerul de analiza (interval acceptat de > 0,6 % s1 < 1,5 %, a se
vedea punctul 22) in celulele viabile netratate.

% din celulele tratate/ale martorilor IgG17/CD86": denumit drept procent din celulele IgG1
pozitive FL1/CD86 mésurate fard deplasarea markerului de analiza intre celulele viabile ale
martorilor/tratate.

DATE SI RAPORTARE

Evaluarea datelor

20.In testul U-SENS ™ se calculeazd urmdtorii parametri: valoarea CV70, adici o
concentratie care indicd 70 % din supravietuirea celulelor U937 (30 % citotoxicitate) s1
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valoarea EC150, si anume, concentratia la care substantele chimice de testat au indus un
indice de stimulare (S.1.) de 150 % pentru CD86.

CV70 se calculeaza prin interpolare logliniara folosind urméatoarea ecuatie:
CV70=Cl1+[(V1-70)/(V1-V2)*(C2-Cl)]
Unde:

V1 reprezinta valoarea minima a viabilitatii celulare peste 70 %
V2 reprezinta valoarea maxima a viabilitdti celulare sub 70 %

C1 s1 C2 sunt concentratii care aratd valoarea viabilitatii celulare V1 si, respectiv, V2

% vibiltate (m=d@)
1

w ..,

-

“n | e,
]
i
v * Dozd (g/ml)

€l ¢V ¢

Se pot utiliza alte abordari pentru derivarea valorii CV70, cu conditia sd se demonstreze ca
acest lucru nu are niciun impact asupra rezultatelor (de exemplu, prin testarea substantelor
de verificare).

EC150 se calculeaza prin interpolare logliniard folosind urmatoarea ecuatie:

EC150=C1 +[(150 = S.1.1) /(S.2 - S.L1) * (C2 — C1)]

Unde:
C2 este cea mal mare concentratie Tn pg/ml cu S.I. al CD86 <150 % (S.I. 1)
C2 este cea mai redusa concentratie in pg/ml cu S.I. al CD86 > 150 % (S.1. 2).

CDCi-IG1 21
’

:n a

* " Dozs L
€1 meio ¢ 00 e

Se calculeaza valorile EC150 1 CV70
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- pentru fiecare test: valorile EC150 s1 CV70 individuale sunt utilizate ca instrumente de
investigare a efectului reactiel concentratiei generate de cresterea CD86 (a se vedea
punctul 14),

- valoarea totala a CV70 este determinata pe baza valorilor viabilitatii medii (12),

- valoarea totald a EC150 este determinata pe baza valorii medii a S.I. al valorilor CD86
pentru substanta chimica de testat previzuti ca fiind POZITIVA in urma testului U-SENS
™ (a se vedea punctul 21) (12).

Model predictiv

21. Pentru masurarea expresiei CD86, fiecare substantd chimica de testat este testatda in cel
putin patru concentratii si prin cel putin doud teste independente (efectuate in zile diferite)
pentru a se obtine o singura estimare (NEGATIV sau POZITIV).

- Concluzia individuald a unui test U-SENS ™ este consideratd negativd (denumitd in
continuare ,,N”) daca S.I. al CD86 este mai mic de 150 % la toate concentratiile care nu
sunt citotoxice (viabilitate celularda >70 %) si dacd nu se observd interferente
(citotoxicitate, solubilitate: a se vedea punctul 18 sau culoarea: a se vedea punctul 19
indiferent de concentratiile care nu sunt citotoxice la care este detectati interferenta). In
toate celelalte cazuri: atunci cand S.1. al CD86 este mai mare sau egal cu 150 % si/sau se
observa interferente, concluzia individuald a unui test U-SENS ™ este consideratd
pozitiva (denumitd in continuare ,,P”).

- O estimare in urma unui test U-SENS™ este considerati NEGATIVA daci cel putin doui
teste independente sunt negative (N) (figura 1). Daca primele doud teste sunt ambele
negative (N), estimarea U-SENS™ este considerati NEGATIVA si nu trebuie si fie
efectuat un al treilea test.

- O estimare in urma unui test U-SENS™ este considerati POZITIVA daci cel putin doui
teste independente sunt pozitive (P) (figura 1). Dacd primele doud teste sunt ambele
pozitive (P), estimarea U-SENS™ este consideratd POZITIVA si nu trebuie si fie efectuat
un al treilea test.

- Deoarece nu este efectuatd o analizd pentru determinarea dozelor, existd o exceptie in
cazul in care, in cadrul primului test, S.I. al CD86 este mai mare sau egal cu 150 % doar la
cea mai mare concentratie care nu este citotoxica. Atunci testul este considerat a fi
NECONCLUDENT (NC) si ar trebui sa se testeze concentratii suplimentare (intre cea mai
mare concentratie fara citotoxicitate si cea mai scazuta concentratia cu citotoxicitate - a se
vedea punctul 20) in cadrul unor teste suplimentare. in cazul in care un test este identificat
ca fiind NC, ar trebui sa fie efectuate cel putin inca doua teste, precum si un al patrulea test
in cazul in care al doilea si al treilea test nu sunt concordante (N si/sau P independent)
(figura 1). Testele efectuate in continuare vor fi considerate pozitive chiar dacd numai in
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cazul unei concentratii care nu este citotoxicd este generatd o valoare a CD86 egala cu sau
peste 150 %, deoarece valoarea concentratiei a fost ajustatd pentru substanta chimica de
testat specificd. Estimarea finald va fi bazata pe rezultatul majoritar al celor trei sau patru
teste individuale (si anume: doua din trei sau doua din patru) (figura 1).

Figura 1: Model predictiv utilizat in testul U-SENS™, O estimare U-SENS™ ar trebui s fie analizata in
cadrul unei IATA si in conformitate cu dispozitiile de la punctul 4 i de la punctele 7, 8 si 9 din
Introducerea generala.

Primele Primele
doud teste doua teste

NC&P
P&P N &N NC&N

N&P
P&N

A4

Al treilea test

A 4

\ 4 A 4
Al treilea Al treilea test NC&P&P S| NC&N&N | S NC&N&P S
test nu este nu este N&P&P N&P&N NC&P&N
P&N&P P&N&N
necesar necesar \
. v Al patrulea
Al patrulea Al patrulea /\
o o
test nu este test nu este NC& N&P &P NC&N&P&N
necesar necesar NC&P&N&P NC&P&N&N
VL v A A Y \ 4
POZITIV NEGATIV POZITIV NEGATIV POZITIV NEGATIV

N: Test fard o valoare pozitiva a CD86 sau observarea unei interferente;
P: Test cu o valoare pozitivd a CD86 si/sau cu observarea unei (unor) interferente;

NC: Neconcludent. Primul test fard concluzii atunci cand valoarea CD86 este pozitivd numai la cea mai mare
concentratie necitotoxica;
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#: O concluzie individuala de tipul Neconcludent (NC), care este atribuita numai primului test efectuat determind
in mod automat necesitatea efectuarii unui al treilea test pentru a ajunge la o majoritate a concluziilor de tip
Pozitiv (P) sau Negativ (N) in cadrul a cel putin doud din trei teste independente.

$: Casetele prezinta combinatiile relevante ale rezultatelor obtinute in cadrul cele trei teste, pe baza rezultatelor
obtinute in cadrul primelor douad teste prezentate in caseta de mai sus.

°: Casetele prezintd combinatiile relevante ale rezultatelor obtinute in cadrul cele patru teste, pe baza rezultatelor
obtinute in cadrul primelor trei teste prezentate in caseta de mai sus.

Criterii de acceptare

22. Atunci cand este utilizat testul U-SENS™ (12), ar trebui sa fie indeplinite urmatoarele
criterii de acceptare.

- La sfarsitul perioadei de expunere de 45+3 ore, viabilitatea medie a celulelor U937
netratate triple trebuia sd fie > 90 % si nu se observa nicio deviere a expresiei CD86.

Expresia de baza a valorii CD86 a celulelor U937 netratate a trebuit sd fie cuprinsd intre
>2%51<25%.

- In cazul in care DMSO este utilizat ca solvent, valabilitatea martorului tratat cu vehicul
DMSO este evaluata prin calcularea unui S.I. al DMSO in raport cu celulele netratate, 1ar
viabilitatea medie a celulelor triple a trebuit sa fie > 90 %. Martorul tratat cu vehicul
DMSO este valabil dacd valoarea medie a S.I. triplu al CD86 a fost sub 250 % din
valoarea medie a S.I. al valorii CD86 a celulelor U937 netratate.

- Testele sunt considerate valabile dacd cel putin doua din trei valori IgG1 ale celulelor
U937 netratate s-au incadrat intre > 0,6 % s1 < 1,5 %.

- Martorul negativ testat in paralel (acidul lactic) este considerat valabil daca cel putin doud
din cele trei replici au fost negative (CD86 S.1. < 150 %) si fara citotoxicitate (viabilitate
celulard > 70 %).

- Martorul pozitiv (TNBS) a fost considerat valabil daca cel putin doua din cele trei replici
au fost pozitive (CD86 S.I. < 150 %) si fara citotoxicitate (viabilitate celulard > 70 %).

Raportul testului

23. Raportul testului ar trebui sa includa urmatoarele informatii:

Substanta chimica de testat

Substanta monocomponenta

- Identificarea chimica, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS, numarul
(numerele) SMILES sau codul InChl, formula structurald si/sau alti identificatorti;

- aspectul fizic, solubilitate In mediu complet, solubilitate in DMSO, masa moleculard si
alte proprietati fizico-chimice relevante, daca existé;
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- Puritatea, identitatea chimicd a impuritatilor, dupa caz si daca este fezabil din punct de
vedere practic etc.;

- Tratamentul inainte de efectuarea testului, dacd este cazul (de exemplu, incilzire,
macinare);

- Concentratia (concentratiile) testata(e);
- Conditiile de depozitare si stabilitatea, daca exista;

- Justificarea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare substantd chimica de testat.

Substanta multicomponentd, UVCB si amestec:

- Caracterizarea, daca este posibil, de exemplu prin identitatea chimica (a se vedea mai sus),
puritatea, aparitia cantitativa si proprietatile fizico-chimice relevante (a se vedea mai sus)
ale componentelor, daca exista;

- aspectul fizic, solubilitate in mediu complet, solubilitate in DMSO si alte proprietati
fizico-chimice relevante, daca exista;

- Masa moleculard sau masa moleculard aparentd in cazul amestecurilor/polimerilor cu
compozitii cunoscute sau alte informatii relevante pentru efectuarea studiulu;

- Tratamentul Tnainte de efectuarea testului, dacd este cazul (de exemplu, incélzire,
macinare);

- Concentratia (concentratiile) testata(e);
- Conditiile de depozitare si stabilitatea, daca exista,

- Justificarea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare substanta chimica de testat.

Martori

Martor pozitiv

- Identificarea chimicd, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS, numarul
(numerele) SMILES sau codul InChl, formula structurald si/sau alti identificatori;

- aspectul fizic, solubilitatea DMSO, masa moleculard si alte proprietati fizico-chimice
relevante, in masura in care este posibil si dacd este cazul,

- Puritatea, identitatea chimicd a impuritétilor, dupa caz si dacd este fezabil din punct de
vedere practic etc.;

- Tratamentul Tnainte de efectuarea testului, dacd este cazul (de exemplu, incilzire,
mdcinare);

- Concentratia (concentratiile) testata(e);
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Conditiile de depozitare si stabilitatea, daca exista;
Trimitere la rezultatele anterioare ale martorilor pozitivi care demonstreaza criterii

adecvate de acceptare a testelor, daca este cazul.

Martor negativ si tratat cu solvent/vehicul

Identificarea chimica, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS, numarul
(numerele) SMILES sau codul InChl, formula structurala si/sau alti identificatort;

Puritatea, identitatea chimicd a impuritdtilor, dupa caz si dacd este fezabil din punct de
vedere practic etc.;

Aspectul fizic, masa moleculara si alte proprietati fizico-chimice relevante in cazul in care
sunt utilizati alti martori tratati cu solvent/vehicul decat cei mentionati in Ghidul pentru
teste si daca acestia exista;

Conditiile de depozitare si stabilitatea, daca exista;

Justificarea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare substanta chimica de testat.

Conditii de testare

Numele si adresa sponsorului, ale instalatiei de testare si ale directorului de studiu;
descrierea testului utilizat;

Linia celulara utilizata, conditiile de depozitare si sursa acesteia (de exemplu, instalatia de
la au fost obtinute acestea);

citometria de flux utilizatd (de exemplu, modelul), inclusiv reglajele instrumentelor,
anticorpii s1 markerul de citotoxicitate utilizat;

Procedura utilizatda pentru a demonstra capabilitatea laboratorului de a efectua testul prin
testarea unor substante de verificare si procedura utilizata pentru a demonstra performanta
reproductibild a testului in timp, de exemplu, datele anterioare privind martorii si/sau
datele anterioare privind verificarile asupra reactivitatii.

Criterii de acceptare a testului

viabilitatea celulara valorile S.1. ale CD86 obtinute cu martorul tratat cu solvent/vehicul in
comparatie cu intervalele de acceptare;

viabilitatea celulard si valorile S.I. obtinute cu martorul pozitiv in comparatie cu
intervalele de acceptare;

Viabilitatea celulard a tuturor concentratiilor testate ale substantei chimice de testat.

Procedura de testare
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- Numiarul de teste utilizate;

- Concentratiile substantei chimice de testat, timpul de aplicare si de expunere utilizat (daca
acestea diferd de cele recomandate)

- Durata expunerii;
- Descrierea criteriilor de evaluare si de decizie utilizate;

- Descrierea oricaror modificdri ale procedurii de testare.

Rezultate

- Prezentarea tabelara a datelor, inclusiv a valorilor CV70 (daca este cazul), a valorilor de
viabilitate celulara, a valorilor CE150 (daca este cazul) obtinute pentru substanta chimica
de testat si pentru martorul pozitiv In cadrul fiecdrui test, precum si o indicatie privind
clasificarea substantei chimice de testat in functie de modelul predictiv;

- O descriere a oricdror alte observatii relevante, dacd este cazul.

Discutarea rezultatelor

- Discutarea rezultatelor obtinute in urma testulur U-SENS™;

- Analiza rezultatelor testului in contextul unei IATA 1n cazul in care sunt disponibile alte
informatii relevante.

Concluzii
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Apendicele 2.1

DEFINITII

Precizie: Gradul de concordanta intre rezultatele testului si valorile de referintd acceptate.
Aceasta mésoard performanta testului si unul dintre aspectele relevantei acestuia. Termenul
este adesea utilizat In mod interschimbabil, iar concordanta inseamna proportia de rezultate
corecte ale unui test (14).

AOQOP (parcursul raspunsurilor adverse): o serie de evenimente din structura chimica a
unel substante chimice tintd sau un grup de substante chimice similare, de la evenimentul
molecular declangator pana la un raspuns in vivo de interes (15).

Reactia concentratiei CD86: Exista o dependentd de concentratie (sau o reactie a
concentratiel) atunci cand o concentratie pozitivda (CD86 S.I. > 150) este urmatd de o
concentratie cu o valoare S.I. a CD86 in crestere.

Substanta chimica: O substantd sau un amestec.
CV70: Concentratia estimata care indica o viabilitate celulara de 70%.

Deviere: O deviere este definitd prin urmdtoarele situatii: i) valoarea % corectati a CD86" a
celei de a treia replici a martorului netratat este mai mica decat 50 % din media valorii %
corectate a CD86" a primei si celei de a doua replici ale martorului netratat; si ii) valoarea %
corectatd a CD86" a celei de a treia replici a martorului negativ este mai micd decét 50 %
din media valorii % corectate a CD86+ a primei si celei de a doua replici ale martorului
negativ.

EC150: concentratiile estimate care aratd S.I. de 150 % al expresiei CD86.

Citometria de flux: o tehnica citometrica prin care celulele au fost suspendate intr-un flux
fluid una cate una, printr-o focalizare a luminii care excitd si care este difuzatd in modele
caracteristice asupra celulelor si a componentelor acestora; celulele sunt etichetate frecvent
cu markeri fluorescenti, astfel incat lumina sd fie absorbitd mai intdi si apoi emisd la
frecvente modificate.

Pericol: Proprietate intrinsecd a unui agent sau a unei situatii care are potentialul de a
produce efecte adverse atunci cand un organism, un sistem sau o (sub)populatie este expusa
la agentul respectiv.

IATA (Strategie integrati pentru testare si evaluare): O abordare structuratd utilizata
pentru identificarea pericolelor (potential), caracterizarea pericolelor (potenta) si/sau
evaluarea sigurantei (potential/potenta si expunere) pentru o substantd chimica sau un grup
de substante chimice, care se integreaza in mod strategic si masoara toate datele relevante
pentru a furniza informatii cu privire la decizii de reglementare In ceea ce priveste
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potentialele pericole si/sau riscuri si/sau necesitatea unor teste suplimentare specifice si, prin
urmare, minime.

Amestec: un amestec sau o solutie compus/a din doua sau mai multe substante.

Substantid monocomponenti: O substantd definitd prin compozitia sa cantitativa, in care
un singur component principal este prezent in proportie de cel putin 80 % (g/g).

Substantd multicomponenti: O substantd definita prin compozitia sa cantitativa, in care
mai mult de un singur component principal este prezent intr-o concentratie > 10 % (g/g) si
<de 80 % (g/g). O substantd multicomponentd este rezultatul unui proces de fabricatie.
Diferenta dintre un amestec s1 0 substantd multicomponenta este faptul ca un amestec este
obtinut prin combinarea a doud sau mai multe substante chimice fard o reactie chimica. O
substantd multicomponenta este rezultatul unei reactii chimice.

Martor pozitiv: O replica ce contine toate componentele sistemului de testare si care a fost
tratatd cu o substantd cunoscutd pentru faptul cd provoacd o reactie pozitivd. Pentru a
asigura posibilitatea evaluarii variabilitatii 1n timp a reactiei martorului pozitiv,
amplitudinea reactiei severe nu trebuie sa fie excesiv de mare.

Prehaptene: substante chimice care devin sensibilizante prin transformadri abiotice, de
exemplu, prin oxidare.

Prohaptene: substante chimice care necesitd activare enzimaticd pentru a exercita
potentialul de sensibilizare cutanata.

Relevanta: Descrierea relatiei dintre test si efectul de interes si daca aceasta este relevanta
si utila pentru un anumit scop. Aceasta reprezintd masura in care testul masoara sau prezice
in mod corect efectul biologic de interes. Relevanta include analiza preciziei (a
concordantei) unui test (14).

Fiabilitate: Masuri ale faptului cd un test poate fi efectuat in mod reproductibil, in acelasi
laborator s1 in laboratoare diferite in timp, atunci cind este efectuat utilizdnd acelasi

.....

intre laboratoare si a repetabilitdtii in acelasi laborator (14).

Test: Un test este compus din unul sau mai multe substante chimice de testat, care sunt
testate concomitent cu un martor solvent/vehicul si un martor pozitiv.

Sensibilitate: Proportia tuturor substantelor chimice pozitive/active clasificate in mod
corect In urma testului. Aceasta permite masurarea preciziei in cazul unui test care
genercazd rezultate clasificabile in categorii si constituie un aspect important in evaluarea
relevantei unui test (14).

S.L.: Indice de stimulare. Valorile relative ale intensitatii medii a fluorescentei la celulele
tratate chimic comparativ cu celulele tratate cu solvent/vehicul.
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Martor solvent/vehicul: O proba netratatd care contine toate componentele unui sistem de
testare, cu exceptia celor ale substantei chimice de testat, dar incluzand solventul/vehiculul
utilizat. Acesta este utilizat pentru a stabili reactia de bazd pentru probele tratate cu
substanta chimica de testat dizolvata sau dispersata stabil 1n acelasi solvent/vehicul. Atunci
cand este testatd concomitent cu un martor de mediu, aceastd probd indicd, de asemenea,
daca solventul/vehiculul interactioneaza cu sistemul testat.

Specificitate: Proportia tuturor substantelor chimice negative/inactive clasificate in mod
corect In urma testului. Aceasta permite masurarea preciziei In cazul unui test care
genereazd rezultate clasificabile in categorii s1 constituie un aspect important in evaluarea
relevantei unui test (14).

Solutie tampon de colorare: O solutie salind tamponata cu fosfat contindnd o cantitate de
5% ser fetal de vitel.

Substanta: un element chimic i compusii sdi in stare naturala sau obtinuti prin orice proces
de productie, inclusiv orice aditiv necesar pentru a-i pastra stabilitatea si orice impuritate
care deriva din procesul utilizat, insd excluzand orice solvent care poate fi separat fira a
afecta stabilitatea substantei sau fard a-1 schimba compozitia.

Substanta chimica de testat: orice substantd sau amestec testat(a) in cadrul acestui test.

Sistemul global armonizat de clasificare si etichetare a substantelor chimice al
Organizatiei Natiunilor Unite (GHS al ONU): Un sistem care propune clasificarea
substantelor chimice (substante si amestecuri) pe tipuri si niveluri standardizate de pericole
fizice, pentru sdndtate s1 pentru mediu, si care vizeazd eclemente de comunicare
corespunzitoare, de exemplu pictograme, cuvinte de semnalizare, fraze de pericol, fraze de
precautie si fise cu date de securitate, pentru a transmite informatii privind efectele adverse
ale acestora, in scopul protejarii populatiei (inclusiv a angajatorilor, a lucrdtorilor, a
transportatorilor, a consumatorilor si a serviciilor de urgentd) si a mediului (16).

UVCB: Substante cu compozitie necunoscuta sau variabild, produsi de reactie complexa sau
materiale biologice.

Test valabil: Un test considerat a avea suficientd relevantd si fiabilitate pentru un scop
specific si care se bazeaza pe principii solide din punct de vedere stiintific. Un test nu este
niciodata valabil Intr-un sens absolut, ci doar in legatura cu un scop definit (14).
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Apendicele 2.2

SUBSTANTE DE VERIFICARE

fnainte de utilizarea de rutind a testului descris in prezentul apendice la metoda de testare
B.71, laboratoarele ar trebui sa demonstreze performantele tehnice prin obtinerea in mod
corect a estimarii U-SENS™ pentru cele 10 substante de verificare recomandate in tabelul 1
sl prin obtinerea de valori pentru CV70 si EC150 care sa se Incadreze in plaja de valori de
referintd corespunzitoare pentru cel putin 8 dintre cele 10 substante de verificare.
Substantele de verificare au fost selectate pentru a reprezenta intervalul de reactii pentru
pericolele sensibilizdrii cutanate. Alte criterii de selectie au fost ca substantele sa fie
disponibile 1n comert si s fie disponibile date de referinta in vivo de 1nalta calitate, precum
si date in vitro de inaltd calitate generate cu testul U-SENS™. De asemeneca, sunt
disponibile date de referintd publicate pentru testul U-SENS™ (1) (8).

Tabelul 1: Substante recomandate pentru a demonstra performantele tehnice cu testul U-SENS™

U- U-SENS™| [J-SENS™
SENS™
. . CV70 |Interval de
Substante de Stare (Estimare in .
. ’ NR CAS . o . 1 Solvent/ (Interval de| referinta
verificare fizica Vivo . S ’
Vehicul | referinta pentru
in pg/ml?> | EC150 in
pg/ml?
. e . Sensibilizant Mediu Pozitiv
4-fenilendiamina 106-50-3 Solid (puternic) complet? <30 (< 10)
. . . Sensibilizant Mediu Pozitiv
Acid picril-sulfonic 2508-19-2 | Lichid (puternic) complet >50 (< 50)
.. . Sensibilizant Pozitiv
Maleat de dietil 141-05-9 Lichid (moderat) DMSO 10-100 (< 20)
. . Sensibilizant Mediu Pozitiv
Rezorcinol 108-46-3 Solid (moderat) complet >100 (< 50)
. . . Sensibilizant Pozitiv
Alcool cinamic 104-54-1 Solid (slab) DMSO >100 (10-100)
. . Sensibilizant Pozitiv
4-alilanisol 140-67-0 Lichid (slab) DMSO >100 (<200)
. . Non- Negativ
Zaharina 81-07-2 Solid sensibilizant DMSO >200 (> 200)
D o Non- Mediu Negativ
Glicerind 56-81-5 Lichid sensibilizant complet >200 (> 200)
. . o Non- Mediu Negativ
Acid lactic 50-21-5 Lichid sensibilizant complet >200 > 200)
. . . Non- Negativ
Acid salicilic 69-72-7 Solid sensibilizant DMSO >200 (> 200)

Abrevieri: NR CAS = Numdr de fnregistrare al Chemical Abstracts Service

1 Pericolul si estimarea (potenta) in vivo se bazeaza pe date LLNA (1) (8). Potenta in vivo este derivata pe baza criteriilor
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propuse de ECETOC (17).

2 Pe baza valorilor istorice observate (1) (8).

3 Mediu complet: Mediu RPMI-1640 completat cu 10 % ser fetal de vitel, 2 mM L-glutamina, 100 unitati/ml penicilina si

100 pg/ml de streptomicina (8).
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Apendicele 3

SENSIBILIZARE CUTANATA IN VITRO: TESTUL IL-8§ LUC

CONSIDERATII PRELIMINARE SI LIMITARI

1. Spre deosebire de testele care analizeaza expresia markerilor celulari de suprafata, testul
IL8-Luc cuantificd modificarile expresiei IL-8, o citocind asociatd activarii celulelor
dendritice (CD). In linia celulard raportoare de tip IL-8 derivatd din THP-1 (THP-GS,
determinatd pornind de la linia celulara monociticd acuta la om afectatd de leucemie
THP-1), expresia IL-8 se masoard in urma expunerii la substante sensibilizante (1).
Expresia luciferazei este utilizatd apoi pentru a contribui la diferentierea Intre
sensibilizantele si nesensibilizantele pentru piele.

2. Testul IL-8 Luc a fost evaluat in cadrul unui studiu de validare (2) realizat de Centrul
Japonez pentru Validarea Metodelor Alternative (Japanese Centre for the Validation of
Alternative Methods - JaCVAM), Ministerul economiei, comertului si industriei (METTI)
si Societatea Japoneza pentru Metode Alternative la Testarea pe Animale (JSAAE) si,
ulterior, supus unei evaludri inter pares independente desfasurate sub auspiciile
JaCVAM (3) si ale Ministerului Sanatatii, Muncii si Bunastarii (MHLW) cu sprijinul
International Cooperation on Alternative Test Methods ( ICATM). Avand in vedere
toate dovezile disponibile si contributiile autorititilor de reglementare si ale partilor
interesate, testul IL-8 Luc este considerat util in cadrul unei IATA pentru a diferentia
substantele sensibilizante de cele nesensibilizante in scopul clasificdrii si etichetarii
pericolelor. Exemple privind utilizarea datelor din cadrul testului IL-8 Luc in combinatie
cu alte informatii sunt prezentate in referinte bibliografice (4) (5) (6).

3. Testul IL-8 Luc s-a dovedit a fi transmisibil la laboratoare cu experientd in cultura
celulelor si misurarea luciferazei. In cadrul aceluiasi laborator si intre laboratoare ratele de
reproductibilitate au fost de 87,7 % si, respectiv, 87,5 % (2). Datele generate in cadrul
studiului de validare (2) si alte lucrari publicate (1) (6) aratd ca, In comparatie cu LLNA,
prin testul IL-8 Luc un numér de 118 din 143 de substante chimice au fost estimate ca fiind
pozitive sau negative, iar 25 de substante chimice au fost estimate ca fiind neconcludente;
precizia testului IL-8 Luc privind distinctia intre sensibilizantele pentru piele (categoria 1
din GHS al ONU/Regulamentul CLP) si nesensibilizantele pentru piele (neincadrate intr-o
categorie din GHS al ONU/Regulamentului CLP) este de 86 % (101/118) cu o sensibilitate
de 96 % (92/96) si o specificitate de 41 % (9/22). Cu exceptia substantelor din afara
domeniului de aplicabilitate descris mai jos (punctul 5), un numir de 113 din 136 de
substante chimice au fost estimate ca fiind pozitive sau negative prin testul IL-8 Luc, iar 23
de substante chimice au fost estimate ca fiind neconcludente; precizia testului IL-8 Luc
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este de 89 % (101/113), sensibilitatea de 96 % (92/96) si specificitatea de 53 % (9/17).
Folosind datele despre oameni citate in Urbisch et al. (7), prin testul IL-8 Luc un numar de
76 din 90 de substante chimice au fost estimate ca fiind pozitive sau negative, iar
14 substante chimice au fost estimate ca fiind neconcludente; precizia este de 80 %
(61/76), sensibilitatea de 93 % (54/58) si specificitatea de 39 % (7/18). Cu exceptia
substantelor din afara domeniului de aplicabilitate, un numar de 71 din 84 de substante
chimice au fost estimate ca fiind pozitive sau negative prin testul IL-8 Luc, iar 13 de
substante chimice au fost estimate ca fiind neconcludente; precizia este de 86 % (61/71)
sensibilitatea de 93 % (54/58) si specificitatea de 54 % (7/13). Exista o probabilitate mai
mare s apard estimari negative false Tn urma testului IL-8 Luc In cazul substantelor
chimice care prezintd un nivel scdzut/moderat de potentd de sensibilizare cutanatd
(subcategoria 1A din GHS al ONU/Regulamentul CLP) (6). Impreuni, informatiile sprijina
rolul testului IL-8 Luc in ceea ce priveste identificarea pericolelor de sensibilizare a pielii.
Valoarea preciziel furnizate pentru testul IL-8 Luc ca si test independent este doar
orientativa, Intrucat testul ar trebui luat in considerare in combinatie cu alte surse de
informatii in contextul unei IATA si in conformitate cu dispozitiile de la alineatele (7) si
(8) din Introducerea generala. in plus, la evaluarea testelor care nu se bazeazi pe animale
pentru sensibilizarea cutanatd, ar trebui retinut faptul ca este posibil ca testul LLNA si alte
teste pe animale sa nu reflecte pe deplin situatia oamenilor.

Pe baza datelor disponibile, testul 1L-8 Luc s-a dovedit a fi aplicabil substantelor chimice
de testat care acoperd o varietate de grupe organice functionale, mecanisme de reactie,
potentd de sensibilizare cutanatd (astfel cum a fost stabilit in cadrul studiilor in vivo),
precum si proprietiti fizico-chimice (2) (6).

Desi testul IL-8 Luc utilizeazi X-VIVO™ 15 ca si solvent, prin acesta au fost evaluate in
mod corect substantele chimice avand Log Kow >3,5, precum s1 cele avand o solubilitate in
api de aproximativ 100 pg/ml, astfel cum a fost calculati prin EPI Suite™ iar performanta
acestuia de a detecta sensibilizantele cu o solubilitate mai scazutd in apa este mai buna
decat a testului IL-8 Luc in care se utilizeazd dimetilsulfoxid (DMSO) ca s1 solvent (2).
Insa rezultatele negative obtinute in cazul substantelor chimice de testat care nu se dizolva
in 20 mg/ml pot produce rezultate negative false din cauza incapacititii acestora de a se
dizolva in X-VIVO™ 15. Prin urmare, nu ar trebui si se ia in considerare rezultatele
negative in cazul acestor substante chimice. In cadrul studiului de validare a fost observata
o rati ridicati de rezultate negative false in cazul anhidridelor. In plus, din cauza
capacitafii metabolice limitate a liniei celulare (8) si a conditiilor experimentale, este
posibil ca prohaptenele (substante care necesitd activare metabolicd) si prehaptenele
(substante activate prin oxidare cu aer) sa genereze rezultate negative in cadrul testului. Cu
toate acestea, desi rezultatele negative pentru prehaptene/prohaptene ar trebui sd fie
interpretate cu prudentd, prin testul IL-8 Luc 11 din 11 prehaptene, 6/6 prohaptene si
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6/8 prehaptene/prohaptene au fost estimate corect in cadrul setului de date pentru IL-8 Luc
(2). Pe baza revizuirii cuprinzitoare efectuate recent asupra a trei teste care nu se bazeaza
pe animale (DPRA, KeratinoSens™ gi h-CLAT) pentru a detecta prehaptene s1
prohaptene (9) si pe baza faptului ca celulele THP-GS8 utilizate in testul IL-8 Luc constituie
o linie celulard derivata din THP-1 care este utilizatd in testul h-CLAT, testul IL-8 Luc
animale pentru a detecta prehaptene si prohaptene in combinatia cu alte teste. Surfactantii
testati pand la acest moment au generat rezultate pozitive (false) indiferent de tipul lor (de
exemplu, cationic, anionic sau on-ionic). In cele din urma, substantele chimice care
interfereaza cu luciferaza pot avea efecte asupra activitatii/masurarii acesteia, cauzand o
inhibitie aparentd sau o crestere a luminiscentei (10). De exemplu, concentratiile de
fitoestrogen mai mari de 1 pM au fost raportate a interfera cu semnalele de luminiscenta
ale altor teste asupra genei raportoare bazate pe luciferaza din cauza supraactivarii genei
raportoare pentru luciferazi. In consecinti, trebuic si se examineze cu atentie expresia
luciferazeir obtinutd la concentrafii ridicate de fitoestrogeni sau compusi, care este
suspectatd de a produce o activare similard fitoestrogenilor a genei raportoare pentru
luciferaza (11). Pe baza consideratiilor de mai sus, surfactantii, anhidridele si substantele
chimice care interfereaza cu luciferaza sunt in afara domeniului de aplicabilitate al acestui
test. In cazul in care exista dovezi care demonstreazi lipsa de aplicabilitate a testului IL-8
Luc la alte categorii specifice de substante chimice de testat, testul nu ar trebui utilizat
pentru respectivele categorii specifice.

6. Conform descrierii de mai sus, testul IL-8 Luc sustine diferentierea intre sensibilizantele si
nesensibilizantele pentru piele. Sunt necesare studii suplimentare, de preferat pe baza
datelor umane, pentru a stabili daca rezultatele testului IL-8 Luc pot contribui la evaluarea
potentei atunci cand sunt analizate impreuna cu alte surse de informatii.

7. Definitiile sunt prevazute in apendicele 3.1.

PRINCIPIUL TESTULUI

8. Testul IL-8 Luc utilizeaza o linie celulard monocitica umana afectatd de leucemie THP-1
obtinutd de la American Type Culture Collection (Manassas, VA, SUA). Utilizand aceasta
linie celulard, Departamentul de Dermatologie din cadrul Universitatii School of Medicine
din Tohoku a stabilit o linie celulara raportoare IL-8 derivatd din THP-1, denumitd THP-
G8, care poartd gene de luciferaza Stable Luciferase Orange (SLO) si Stable Luciferase
Red (SLR) sub controlul promotorilor IL-8 si, respectiv, ai gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenazei (GAPDH) (1). Acest lucru permite masurarea cantitativa a inductiei genei
luciferaza prin detectarea luminiscentei separat de lumina bine stabilitd care produce
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substraturi de luciferazd ca indicator al activitatii IL-8 s1 GAPDH la celule in urma
expuneril la substante chimice sensibilizante.

9. Sistemul de testare cu doud culori cuprinde o luciferazd care emite culoarea portocalie
(SLO; Amax = 580 nm) (12) pentru expresia genicd a promotorului I1L-8 si o luciferaza
care emite culoarea rosie (SLR; Amax = 630 nm) (13) pentru expresia genicd a
promotorului martorului intern, GAPDH. Cele doua luciferaze care emit culori diferite la
reactia cu firefly d-luciferin si luminiscenta lor se masoara simultan in cadrul unei reactii

intr-o singurd etapa prin detasarea emisiilor de amestecul de testare cu ajutorul unui filtru
optic (14) (apendicele 3.2).

10. Celulele THP-GS sunt tratate timp de 16 ore cu substanta chimica de testat, dupa care se
masoara activitatea luciferazei SLO (SLOA-LA), care reflectd activitatea promotorului IL-
8 si activitatea luciferazei SLR (SLR-LA), care reflectd activitatea promotorului GAPDH.
Pentru a facilita intelegerea abrevierilor, SLO-LA s1 SLR-LA sunt desemnate ca fiind
IL8LA s1, respectiv, GAPLA. Tabelul 1 prezinta o descriere a termenilor asociati activittii
luciferazei in cadrul testului IL-8 Luc. Valorile masurate sunt utilizate pentru a calcula
valoarea IL8LA normalizatd (nIL8LA), care este raportul dintre ILSLA si GAPLA;
inductia nIL8LA (Ind-IL8LA), care este raportul dintre mediile aritmetice ale valorilor
masurate de patru ori ale nILSLA ale celulelor THP-GS8 tratate cu o substanta chimica de
testat si ale valorilor nIL8LA ale celulelor THP-G8 netratate; si inhibitia GAPLA (Inh-
GAPLA), care este raportul dintre mediile aritmetice ale valorilor masurate de patru ori ale
GAPLA ale celulelor THP-G8 tratate cu o substantd chimica de testat si ale valorilor
GAPLA ale celulelor THP-GS8 netratate, utilizat ca indicator pentru citotoxicitate.

Tabelul 1: Descrierea termenilor asociati activitatii luciferazei in testul IL-8 Luc

Abrevieri Definitie

GAPLA Activitatea luciferazei SLR care reflectd activitatea promotorului
GAPDH

ILSLA Activitatea luciferazei SLO care reflecta activitatea promotorului 1L-8

nlL8LA ILSLA/GAPLA

Ind-IL8LA nlL8LA a celulelor THP-GS8 tratate cu substante chimice/nIL8LA a
celulelor netratate

Inh-GAPLA  GAPLA a celulelor THP-GS8 tratate cu substante chimice/GAPLA a
celulelor netratate

CVo0s Concentratia cea mai scdzutd a substantei chimice la care Inh-GAPLA
devine < (,05.

11. Existd standarde de performanta (PS) (15) pentru a facilita validarea testelor in vitro 1L-8
ale luciferazei modificate, care sunt similare cu testul IL-8 Luc, si a permite modificarea
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promptd a Ghidului 442E al OCDE privind testele pentru includerea acestora. Sistemul de
acceptare reciprocd a datelor (MAD) al OCDE va fi garantat doar pentru testele validate in
conformitate cu PS, 1n cazul in care aceste teste au fost revizuite si incluse in Ghidul 442E
al OCDE privind testele (16).

DEMONSTRAREA PERFORMANTEI

12. Inainte de utilizarea de rutini a testului descris in prezentul apendice pentru metoda de

testare B.71, laboratoarele ar trebui sd demonstreze performantele tehnice, utilizand
cele 10 substante de verificare enumerate in apendicele 3.3, in conformitate cu bunele
practici privind metodele in vitro (17) . In plus, utilizatorii testelor ar trebui si mentini o
baza de date istorice generate in urma verificarilor de reactivitate (a se vedea punctul 15) s1
cu martori pozitivi si tratati cu solvent/vehicul (a se vedea punctele 21-24) si s utilizeze
aceste date pentru a confirma faptul cad reproductibilitatea testului in laboratorul propriu
este asigurata in timp.

PROCEDURA

13.

Existd procedura standard de operare (PSO) in cazul testului IL-8 Luc, care ar trebui
utilizata la efectuarea testului (18). Laboratoarele care doresc sa efectueze testul pot obtine
linia celulard recombinantda THP-G8 de la laboratorul GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japonia,
la semnarea unui acord de transfer de material (ATM) in conformitate cu conditiile
modelului OCDE. In paragrafele urmitoare sunt descrise componentele si procedurile
principale ale testului.

Pregatirea celulelor
14. Linia celulard THP-G8 de la GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japonia ar trebui sa fie utilizata

15.

pentru efectuarea testului IL-8 Luc (a se vedea punctele 8 si 13). La primire, celulele sunt
multiplicate (2-4 pasaje) si pastrate Inghetate ca stoc omogen. Celulele din acest stoc pot fi
multiplicate pand la maximum 12 treceri sau maximum 6 saptdmani. Mediul utilizat pentru
multiplicare este mediul de culturd RPMI-1640 care contine 10 % ser fetal bovin (FBS),
solutie antibioticd/antimicoticd (100 U/ml de penicilind G, 100ug/ml de streptomicind si
0,25pg/ml de amfotericind B in 0,85 % solutie salind) (de exemplu, GIBCO Cat#15240-
062), 0,15pg/ml Puromycin (de exemplu, CAS:58-58-2) si 300 pg/ml G418 (de exemplu,
CAS:108321-42-2).

Inainte de a fi utilizate pentru testare, celulele ar trebui si fie calificate prin efectuarea unei
verificdri de reactivitate. Aceastd verificare ar trebui efectuatd la 1-2 saptdmani sau dupa
2-4 de pasaje de la decongelare, cu ajutorul martorului pozitiv, bromura 4-nitrobenzil
(4-NBB), (CAS:100-11-8, cu puritate > 99 %) si al martorului negativ, acidul lactic (AL)
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(CAS:50-21-5, cu o puritate > 85 %). 4-NBB ar trebui sa producd un raspuns pozitiv la
Ind-IL8LA (> 1,4), iar AL ar trebui sd produca un raspuns negativ la Ind-IL8LA (< 1,4).
Sunt utilizate pentru test numai celulele pentru care verificarea de reactivitate a fost
efectuatd cu succes. Verificarea ar trebui sd fie efectuatd conform procedurilor descrise la
punctele 22-24.

In scopul testirii, celulele THP-G8 sunt insimantate la o densitate de 5 x 10° celule/ml si
cultivate in prealabil in baloane de culturd timp de 48-96 de ore. In ziua testului, celule
recoltate din balonul de culturd sunt spédlate cu RPMI-1640 continand 10 % FBS fara
antibiotice, si apoi resuspendate in RPMI-1640 continand 10 % FBS fara antibiotice la 1 x
10° celule/ml. Apoi, celulele sunt distribuite pe o placd de 96 de godeuri cu fund plat de
culoare neagri (de exemplu, Costar Cat#3603) de 50 pl (5 x 10* celule/godeun).

Pregatirea substantei chimice de testat si a substantelor martor

17.

18.

Substanta chimica de testat si substantele martor se pregatesc in ziua testdrii. Pentru testul
IL-8 Luc, substantele chimice de testat se dizolvd in X-VIVO™ 15, un mediu fird ser
disponibil in comert (Lonza, 04-418Q), pand la concentratia finald de 20 mg/ml. X-
VIVO™ 15 se adaugi la 20 mg de substantii chimica de testat (indiferent de solubilitatea
substantei chimice) intr-o eprubetd de microcentrifugare si se aduce la un volum de 1 ml,
apoi se roteste viguros si se agitd pe un rotor la o viteza maxima de 8 rpm timp de 30 de
minute la o temperaturd ambiantd de aproximativ 20 °C. Apoi, dacad substantele chimice
solide sunt inca solide, eprubeta este supusa procesului sonic pand cand substanta chimica
este dizolvatd complet sau dispersatd Tn mod stabil. Pentru substantele chimice de testat
solubile din X-VIVO™ 15, solutia este diluati cu un factor de 5 cu X-VIVO™ 15 si
utilizati ca solutie mami X-VIVO™ 15 a substantei chimice de testat (4 mg/ml). In cazul
substantelor chimice de testat care nu sunt solubile in X-VIVO™ 15, amestecul este rotit
din nou timp de cel putin 30 de minute, apoi centrifugat la 15 000 rpm (= 20 000g) timp de
5 minute; supernatantul rezultat este utilizat ca solutie mami X-VIVO™ 15 a substantei
chimice de testat. Utilizarea altor solventi, cum ar fi DMSO, apd, sau mediu de cultura, ar
trebui sd fie justificata stiintific. Procedura detaliatd pentru dizolvarea substantelor chimice
este prezentatd in apendicele 3.5. Solutiile X-VIVO™ 15 descrise la punctele 18-23 sunt
amestecate 1:1 (v/v) cu suspensiile de celule preparate pe o placd de 96 de godeuri cu fund
plat de culoare neagra (a se vedea punctul 16).

Primul test are drept scop determinarea concentratiei citotoxice i examinarea potentialului
de sensibilizare cutanati al substantelor chimice. Folosind X-VIVO™ 15, dilutiile in serie
ale solutiilor mama X-VIVO™ 15 ale substantelor chimice de testat sunt efectuate la
factorul doi de dilutie (a se vedea apendicele 3.5) folosind un bloc de analiza cu 96 de
godeuri (de exemplu: Costar Cat#¥EW-01729-03). in continuare, se adaugi 50 ul de solutie
diluata in fiecare godeu la 50 pl de suspensie celulard pe o placd de 96 de godeuri cu fund
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plat de culoare neagra. Astfel, pentru substantele chimice de testat care sunt solubile in
X-VIVO™ 15, concentratiile finale ale substantelor chimice de testat variaza intre 0,002 si
2 mg/ml (apendicele 3.5). Pentru substantele chimice de testat care nu sunt solubile in
X-VIVO™ 15 la 20 mg/ml, se determini numai factorii de diluare care se incadreazi intre
2 si 21° desi concentratiile finale reale ale substantelor chimice de testat rimén incerte si
depind de concentratia saturatd a substantelor chimice de testat din solutia mama
X-VIVO™ 15.

In cadrul testelor ulterioare (si anume, a doua, a treia si a patra replicd), solutia mama X-
VIVO™ 15 este produsi la o concentratie de patru ori mai mare decit concentratia de
viabilitate celulard 05 (CV0S5; cea mai scdzuta concentratie la care Inh-GAPLA devine
<0,05) 1n primul experiment. Dacid Inh-GAPLA nu scade sub 0,05 la concentratia cea mai
mare in cadrul primului test, solutia mama X-VIVO™ 15 este preparati la cea mai ridicati
concentratie a primului test. Concentratia CV05 se calculeazd impartind concentratia
solutiei mama din primul test la factorul de diluare pentru CV05 (X) [factorul de dilutie
CV05 (X); factorul de dilutie necesar pentru diluarea solutiei mama la CV05) (a se vedea
apendicele 3.5). In cazul substantelor de testat care nu sunt solubile in X-VIVO la
20 mg/ml, CVO0S5 este determinatd prin concentratia solutiei mama x 1/X. Pentru testele
2-4, este preparata a doua solutie mama ca 4 x CV50 (apendicele 3.5).

Dilutiile in serie ale solutiilor mami de gradul doi X-VIVO™ 15 sunt realizate cu un
factor de diluare de 1,5 utilizdnd un bloc de analizd cu 96 de godeuri. In continuare, se
adaugd 50 pl de solutie diluatd in fiecare godeu la 50 ul de suspensie celulard in godeurile
unei placi de 96 de godeuri cu fund plat de culoare neagra. Fiecare concentratie a fiecarei
substante chimice de testat ar trebui sa fie testatd in patru godeuri. Esantioanele sunt apoi
amestecate pe un agitator cu placa si incubate timp de 16 ore la 37 °C si in solutie de 5 %
COz, dupa care se masoara activitatea luciferazei conform descrierii de mai jos.

Martorul tratat cu solvent este amestecul de 50 upl/godeu de X-VIVO™ 15 si de
50 pl/godeu de suspensie celulard in RPMI-1640 continand 10 % FBS.

Martorul pozitiv recomandat este 4-NBB. Intr-o eprubeti de microcentrifugare se prepari
20 mg de 4-NBB, la care se adaugi X-VIVO™ 15 pani la 1 ml. Eprubeta se roteste
viguros si se agitd pe un rotor la o vitezd maxima de 8 rpm timp de 30 de minute. Dupa
centrifugare la 20 000 g timp de 5 minute, supernatantul este diluat cu un factor de 4 in
X-VIVO™ 15 i o cantitate de 500 pl de supernatant diluat se transferd intr-un godeu din
blocul de analizd cu 96 de godeuri. Supernatantul diluat este diluat in continuare in
X-VIVO™ 15 la factori de 2 si 4 si se adaugd 50 pl de solutie la 50 pl de suspensie
celulara THP-G8 in godeurile unei placi cu 96 de godeuri cu fund plat de culoare neagra
(apendicele 3.6). Fiecare concentratie a martorului pozitiv ar trebui sa fie testatd in patru
godeuri. Placa se agitd pentru un agitator cu placd si se incubeaza intr-un incubator cu COz
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timp de 16 ore (37 °C, 5 % CO2), dupa care se masoard activitatea luciferazei conform
descrierii de la punctul 29.

Martorul negativ recomandat este AL. Se prepard 20 mg de AL intr-o eprubetd de
microcentrifugare de 1,5 ml, la care se adaugid X-VIVO™ 15 pani la 1 ml (20 mg/ml). Se
dilueaza 20 mg/ml de solutie AL cu un factor de 5 in X-VIVO™ 15 (4 mg/ml); 500 pl din
aceastd solutiec AL de 4 mg/ml AL se transfera intr-un godeu dintr-un bloc de analiza cu 96
de godeuri. Aceasti solutie este diluatd cu un factor de 2 in X-VIVO™ 15 i apoi diluati
din nou cu un factor de 2 pentru a produce solutii de 2 mg/ml si 1 mg/ml. 50 ul din aceste
trei solutii si martorul tratat cu vehicul (X-VIVO™ 15) se adaugi la 50 ul de suspensie
celulara THP-G8 in godeurile unei placi de 96 de godeuri cu fund plat de culoare neagra.
Fiecare concentratie a martorului negativ este testatd in patru godeuri. Placa se agita pentru
un agitator cu placa si se incubeaza intr-un incubator cu CO; timp de 16 ore (37 °C, 5 %
CO»), dupa care se misoara activitatea luciferazei conform descrierii de la punctul 29.

Ar putea fi utilizati s1 altt martori pozitivi sau negativi adecvati in cazul in care sunt
disponibile date anterioare pentru a obtine criterii comparabile de acceptare a testelor.

Ar trebui sd se acorde o atentie deosebitd pentru a se evita evaporarea substantelor chimice
de testat volatile si contaminarea incrucisata intre godeuri a substantelor chimice de testat,
de exemplu, prin acoperirea etansa a placilor inainte de incubatia cu substantele chimice de
testat.

Substantele chimice de testat si martorul tratat cu solvent necesita efectuarea a 2-4 teste
pentru obtinerea unei estimdri pozitive sau negative (a se vedea tabelul 2). Fiecare test
independent este efectuat intr-o altd zi cu solutii mami X-VIVO™ 15 proaspete ale
substantelor chimice de testat si1 celule recoltate in mod independent. Celulele pot proveni
din cadrul aceleiasi treceri.

Masuratori de activitate ale luciferazei

27.

28.

Luminiscenta este masuratd cu ajutorul unui luminometru cu o microplaca de 96 de
godeuri dotat cu filtre optice, de exemplu, Phelios (ATTO, Tokyo, Japonia), Tristan 941
(Berthold, Bad Wildbad, Germania) si serta ARVO (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).
Luminometrul  trebuie calibrat pentru fiecare test pentru a se asigura
reproductibilitatea (19). Pentru aceasta calibrare sunt disponibile luciferaze recombinante
de culoarea portocalie si rosie.

Se transfera 100 pl de reactiv preincalzit Tripluc® Luciferase (Tripluc) prevazut pentru
test in fiecare godeu al placii care contine suspensia celulard tratata cu sau fard substanta
chimica. Placa se agita timp de 10 minute la o temperaturd ambianta de aproximativ 20 °C.
Placa se plaseaza in luminometru pentru masurarea activitatii luciferazei. Bioluminiscenta
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se masoard timp de 3 secunde fiecare in absenta (FO) si prezenta (F1) filtrului optic. Ar
trebui sa se furnizeze o justificare pentru utilizarea de valori alternative, de exemplu, In
functie de modelul de luminometru utilizat.

Parametrii pentru fiecare concentratie sunt calculati de la valorile masurate, de exemplu,
IL8LA, GAPLA, nIL8LA, Ind-ILSLA, Inh-GAPLA, media £SD a IL8LA, media +SD a
GAPLA, media +SD a nlL8LA, media +SD a Ind-IL8LA, media +SD a Inh-GAPLA s1
intervalul de incredere de 95 % al Ind-IL8LA. Definitiile parametrilor utilizati in prezentul
punct sunt prevazute in apendicele I s1, respectiv, IV.

Inainte de masurare, diferentierea culorilor in cadrul testelor de raportare a mai multor
culori este realizatd, In general, cu ajutorul detectoarelor (luminometrul si cititorul placii)
prevazute cu filtre optice, precum filtrele de tip ,,sharp-cut” (cu trecere lunga sau cu trecere
scurtd) sau filtrele ,trece banda”. Coeficientii de transmitere ai filtrelor pentru fiecare
culoare a semnalului bioluminiscentei ar trebui calibrati Tnainte de testare, conform
apendicelui 3.2.

DATE SI RAPORTARE

Evaluarea datelor

31.

Criteriile pentru o decizie pozitivd/negativa impun ca 1n cadrul fiecarui test:

o estimare a unui test [L-8 Luc sa fie apreciata ca fiind pozitiva daca o substantd chimica
de testat are o valoare Ind-IL8LA > 1,4 si limita inferioard a intervalului de incredere de
95 % al Ind-IL8LA > 1.0

o estimare a unui test [L-8 Luc sa fie apreciata ca fiind negativa dacd o substantd chimica
de testat are o valoare Ind-IL8LA < 1,4 si limita inferioard a intervalului de incredere de
95 % al Ind-IL8LA < 1,0

Model predictiv

32.

Substantele chimice de testat care genereaza doud rezultate pozitive la testele 1, 2, 3 sau 4
sunt identificate ca fiind pozitive, iar cele care genereaza trei rezultate negative la testele 1,
2, 3 sau 4 sunt identificate si presupuse ca fiind negative (tabelul 2). intre presupusele
substante chimice negative, substantele chimice care sunt dizolvate la cantitatea de
20 mg/ml de X-VOVO™ 15 sunt estimate ca fiind negative, iar substantele chimice care
nu sunt dizolvate la 20 mg/ml de X-VOVO™ 15 nu ar trebui si fie luate in considerare
(figura 1).

Tabelul 2: Criterii de identificare a rezultatelor pozitive si a celor presupuse drept negative

testul 1 testul 2 testul 3 testul 4 Estimare finala
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Pozitiv Pozitiv - - Pozitiv
Negativ Pozitiv - Pozitiv
Negativ Pozitiv Pozitiv

Negativ Presupus negativ
Negativ Pozitiv Pozitiv - Pozitiv
Negativ Pozitiv Pozitiv

Negativ Presupus negativ
Negativ Pozitiv Pozitiv Pozitiv

Negativ Presupus negativ

Negativ - Presupus negativ

Figura 1: Model predictiv pentru estimarea finald

' R Solubile Ia .
Pozitiv Negativ
Substante J 20 mg/ml 5 \

chimice Presupus ( b
negativ Nuar
- trebui sa fie
Insolubile la R
20 me/ml luate in
considerare

Criterii de acceptare

33. Atunci cand se utilizeaza testul IL-8, ar trebui sd fie indeplinite urmétoarele criterii de
acceptare:

- Ind-IL8LA trebuie sd fie peste 5,0 cel putin intr-o concentratie a martorului pozitiv,
4-NBB, in cadrul fiecdrui test.

- Ind-IL8LA ar trebui sa fie sub 1,4 in orice concentratie a martorului negativ, acidul lactic,
in cadrul fiecarui test.

- Datele provenind din placile pentru care valoarea GAPLA din godeurile cu martor cu
celule si Tripluc, dar fara substante chimice, este mai mica decat valoarea echivalenta a de
cinci ori valoarea godeului contindnd doar mediul de testare (50 pl/godeu de RPMI-1640
contindnd 10 % FBS si 50 pl/godeu X-VIVO™ 15) ar trebui si fie respinse.
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- Datele provenind din placile pentru care valoarea Inh-GAPLA a tuturor concentratiilor
substantelor chimice de testat sau martor este mai mica de 0,05 ar trebui si fie respinse. In
acest caz, primul test ar trebui repetat astfel incat cea mai mare concentratic finald a
testului repetat sd fie cea mai scazuta concentratie finald a testului anterior.

Raportul testului

34. Raportul testului ar trebui sd includd urmatoarele informatii:

Substantele chimice de testat

Substantd monocomponenta:

- Identificarea chimicd, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS, numarul
(numerele) SMILES sau codul InChl, formula structurald si/sau alti identificatort;

- Aspectul fizic, solubilitatea In apd, masa moleculara si alte proprietati fizico-chimice
relevante, daca exista;

- Puritatea, identitatea chimicd a impuritdtilor, dupa caz si daca este fezabil din punct de
vedere practic etc.;

- Tratamentul inainte de efectuarea testului, dacd este cazul (de exemplu, incilzire,
mdcinare);

- Solubilitatea in X-VIVO™ 15. in cazul substantelor chimice insolubile in X-VIVO™ 15,
daca este respectata precipitarea sau flotatia dupa centrifugare;

- Concentratia (concentratiile) testata(e);
- Conditiile de depozitare si stabilitatea, dacd exista;
- Justificarea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare substantd chimicd de testat daca

nu a fost utilizat X VIVO™ 15.

Substanta multicomponentd, UVCB si amestec:

i - . o < Worin i . D v i <u

Caracterizarea, daci este posibil, de exemplu prin identitatea chimica (a se vedea mai sus),

puritatea, aparitia cantitativa si proprietatile fizico-chimice relevante (a se vedea mai sus)
ale componentelor, daca exista;

- Aspectul fizic, solubilitatea in apa si alte proprietati fizico-chimice relevante, daca exista;

- Masa moleculard sau masa moleculard aparentd in cazul amestecurilor/polimerilor cu
compozitii cunoscute sau alte informatii relevante pentru efectuarea studiulu;

- Tratamentul Tnainte de efectuarca testului, dacd este cazul (de exemplu, incilzire,
macinare);
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- Solubilitatea in X-VIVO™ 15. in cazul substantelor chimice insolubile in X-VIVO™ 15,
daca este respectata precipitarea sau flotatia dupa centrifugare;

- Concentratia (concentratiile) testata(e);
- Conditiile de depozitare si stabilitatea, daca exista.
- Justificarea alegerii solventului/vehiculului pentru fiecare substanta chimica de testat daca

nu a fost utilizat X VIVO™ 15.

Martori

Martor pozitiv:

- Identificarea chimicd, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS, numaérul
(numerele) SMILES sau codul InChl, formula structurald si/sau alti identificatort;

- aspectul fizic, solubilitatea In apd, masa moleculard si alte proprietdti fizico-chimice
relevante, dacd exista si dacd este cazul;

- puritatea, identitatea chimicd a impuritatilor, dupa caz si daca este fezabil din punct de
vedere practic etc.;

- Tratamentul inainte de efectuarea testului, dacd este cazul (de exemplu, incilzire,
mdcinare);

- Concentratia (concentratiile) testata(e);
- Conditiile de depozitare si stabilitatea, dacd exista,
- Trimitere la rezultatele anterioare ale martorilor pozitivi care demonstreaza criterii

adecvate de acceptare, daca este cazul.

Martor negativ:

- Identificarea chimicd, precum denumirea (denumirile) IUPAC sau CAS, numarul
(numerele) CAS si/sau alti identificatort;

- puritatea, identitatea chimica a impuritatilor, dupa caz si dacd este fezabil din punct de
vedere practic etc.;

- aspectul fizic, masa moleculard si alte proprietiti fizico-chimice relevante in cazul in care
sunt utilizati alti martori negativi decét cei mentionati in Ghidul pentru teste si daca acestia
exista;

- Condztiile de depozitare si stabilitatea, daca exista;

- Justificarea alegerii solventului pentru fiecare substanta chimica de testat.
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Conditii de testare

Numele si adresa sponsorului, ale instalatiei de testare si ale directorului de studiu;
descrierea testului utilizat;

linia celulara utilizata, conditiile de depozitare si sursa acesteia (de exemplu, instalatia de
la a fost obtinuta aceasta);

numadrul lotului si originea FBC, denumirea furnizorului, numarul lotului de pe placa de 96
de godeuri cu fund plat de culoare neagra si numarul lotului reactivului Tripluc;

numarul de trecere si densitatea celulara utilizate pentru testare;

metoda utilizatd pentru numararea celulelor pentru nsamantare inainte de testare si
mdsurile luate pentru a asigura distributia omogena a numarului de celule;

luminometrul utilizat (de exemplu, modelul), inclusiv reglajele aparatului, substratul de
luciferaza utilizat, precum si demonstrarea madsurdtorilor corespunzitoare ale
luminiscentei pe baza testului de control descris la apendicele 3.2;

procedura utilizata pentru a demonstra performantele de laborator la efectuarea testului (de
exemplu, prin testarea unor substante de verificare) sau pentru a demonstra performanta
reproductibild a testului in timp.

Procedura de testare

numadrul de replici si teste efectuate;

concentratiile substantei chimice de testat, procedura de aplicare si timpul de expunere
utilizate (In cazul 1n care acestea diferd de cele recomandate);

Descrierea criteriilor de evaluare si de decizie utilizate;
descrierea criteriilor de acceptare a studiului utilizate;

Descrierea oricaror modificari ale procedurii de testare.

Rezultate

masuratorile ILSLA s1 GAPLA;
calculele pentru nIL8LA, Ind-IL8LA si1 Inh-GAPLA,;
intervalul de incredere de 95 % al Ind-ILSLA;

un grafic care descrie curbele de raspuns in functie de dozd pentru inductia activitatii
luciferazei si viabilitate;

O descriere a oricaror alte observatii relevante, daca este cazul.
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Discutarea rezultatelor

- Discutarea rezultatelor obtinute cu ajutorul testului IL-8 Luc;

- Analiza rezultatelor testului In contextul unei IATA in cazul in care sunt disponibile alte
informatii relevante.

Concluzii
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Apendicele 3.1

DEFINITII

Precizie: Gradul de concordanta intre rezultatele testului si valorile de referinta acceptate.
Aceasta masoard performanta testului s1 unul dintre aspectele relevantei acestuia. Termenul
este adesea utilizat in mod interschimbabil, iar concordanta inseamna proportia de rezultate
corecte ale unui test (16).

AOP (parcursul raspunsurilor adverse): o serie de evenimente din structura chimica a
unet substante chimice tintd sau un grup de substante chimice similare, de la evenimentul
molecular declangator pana la un raspuns in vivo de interes (20).

Substanta chimici: O substantd sau un amestec.

CV05: Viabilitatea celulard 05, s1 anume concentratia minima la care substantele chimice
prezintd o valoare Inh-GAPLA mai mica de 0,05.

FInSLO-LA: Abrevierea utilizata in raportul de validare si in publicatiile anterioare privind
testul IL-8 Luc referitor la Ind-ILSLA. Pentru definitie, a se vedea Ind-IL8LA.

GAPLA: Activitatea luciferazei Stable Luciferase Red (SLR) (A max = 630 nm),
reglementatd de promotorul GAPDH, care demonstreaza viabilitatea celulara si numarul de
celule viabile.

Pericol: Proprietate intrinsecd a unui agent sau a unei situatii care are potentialul de a
produce efecte adverse atunci cdnd un organism, un sistem sau o (sub)populatie este expusa
la agentul respectiv.

TATA (Strategie integrati pentru testare si evaluare): O abordare structuratd utilizatd
pentru 1dentificarea pericolelor (potential), caracterizarea pericolelor (potenta) si/sau
evaluarea sigurantei (potential/potenta si expunere) pentru o substantd chimica sau un grup
de substante chimice, care se integreaza in mod strategic si masoara toate datele relevante
pentru a furniza informatii cu privire la decizii de reglementare in ceea ce priveste
potentialele pericole si/sau riscurl si/sau necesitatea unor teste suplimentare specifice si, prin
urmare, minime.

II-SLR-LA: Abrevierea utilizata in raportul de validare si in publicatiile anterioare privind
testul IL-8 Luc referitor la Inh-GAPLA. Pentru definitie, a se vedea Inh-GAPLA.

IL-8 (Interleukin-8): O citokina derivata din celulele endoteliale, fibroblaste, cheratinocite,
macrofage si monocite care cauzeaza chemotaxia neutrofilelor si a si a limfocitelor T.

IL8LA: Activitate luciferazei Stable Luciferase Orange (SLO) (Amax = 580 nm),
reglementatd de promotorul IL-8.
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Ind-IL8LA: Inductia in multipli a IL8LA. Se obtine prin impartirea valorii nIL8LA a
celulelor THP-GS tratate cu substante chimice la valoarea celulelor THP-G8 nestimulate si
reprezinta inductia activitdtii promotorului 1L-8 prin intermediul substantelor chimice.

Inh-GAPLA: Inhibarea GAPLA. Se obtine prin mpartirea valorit GAPLA a celulelor
THP-GS tratate cu substante chimice la valoarea celulelor THP-GS8 netratate si reprezinta
citotoxicitatea substantelor chimice.

Prag minim de inductie (PMI): concentratia cea mai scdzuta la care o substantd chimica
indeplineste criteriile pozitive

Amestec: un amestec sau o solutie compus/a din doud sau mai multe substante.

Substantid monocomponenti: O substantd definitd prin compozitia sa cantitativa, in care
un singur component principal este prezent in proportie de cel putin 80 % (g/g).

Substantd multicomponenti: O substantd definitd prin compozitia sa cantitativa, In care
existd mai multe componente principale intr-o concentratie > 10 % (g/g) s1 <80 % (g/g). O
substanta multicomponenta este rezultatul unui proces de fabricatie. Diferenta dintre un
amestec s1 o substantd multicomponentd este faptul cd un amestec este obtinut prin
combinarea a doud sau mai multe substante chimice fard o reactie chimicd. O substantd
multicomponenta este rezultatul unei reactii chimice.

nIL8LA: Activitatea luciferazei SLO care reflecta activitatea promotorului IL-8 (ILSLA),
normalizatd prin activitatea luciferazei SLR care reflectd activitatea promotorului GAPDH
(GALPA) . Aceasta reprezintd o activitate a promotorului IL-8 dupa analizarea viabilitatii
celulare sau a numarului de celule.

nSLO-LA: Abrevierea utilizatd in raportul de validare si in publicatiile anterioare privind
testul IL-8 Luc referitor la nIL8LA. Pentru definitie, a se vedea nIL8LA.

Martor pozitiv: O replica ce contine toate componentele sistemului de testare si care a fost
tratatd cu o substantd cunoscutd pentru faptul cd provoacd o reactie pozitiva. Pentru a
asigura posibilitatea evaluarii variabilitdtii in timp a reactielr martorului pozitiv,
amplitudinea reactiei severe nu trebuie sa fie excesiv de mare.

Prehaptene: Substante chimice care devin sensibilizante prin transformari abiotice.

Prohaptene: Substante chimice care necesitd activare enzimaticd pentru a exercita
potentialul de sensibilizare cutanata.

Relevanta: Descrierea relatiei dintre test si efectul de interes si daca aceasta este relevanta
si utild pentru un anumit scop. Aceasta reprezintd mdsura in care testul masoara sau prezice
in mod corect efectul biologic de interes. Relevanta include analiza preciziei (a
concordantei) unui test (16).

Fiabilitate: Masuri ale faptului ca un test poate fi efectuat in mod reproductibil, in acelasi
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laborator si in laboratoare diferite Tn timp, atunci cand este efectuat utilizdnd acelasi
protocol. Aceasta se evalueazd prin calcularea reproductibilitdtii in acelasi laborator sau
intre laboratoare si a repetabilitdtii in acelasi laborator (16).

Test: Un test este compus din unul sau mai multe substante chimice de testat, care sunt
testate concomitent cu un martor solvent/vehicul si un martor pozitiv.

Sensibilitate: Proportia tuturor substantelor chimice pozitive/active clasificate in mod
corect In urma testului. Aceasta permite masurarea preciziei in cazul unui test care
genereazd rezultate clasificabile in categorii si constituie un aspect important in evaluarea
relevantei unui test (16).

SLO-LA: Abrevierea utilizatd in raportul de validare si in publicatiile anterioare privind
testul IL-8 Luc referitor la ILSLA. Pentru definitie, a se vedea ILSLA.

SLR-LA: Abrevierea utilizata in raportul de validare si In publicatiile anterioare privind
testul IL-8 Luc referitor la GAPLA. Pentru definitie, a se vedea GAPLA.

Martor solvent/vehicul: O proba netratata care contine toate componentele unui sistem de
testare, cu exceptia celor ale substantei chimice de testat, dar incluzand solventul/vehiculul
utilizat. Acesta este utilizat pentru a stabili reactia de baza pentru probele tratate cu
substanta chimica de testat dizolvata sau dispersatd stabil n acelasi solvent/vehicul. Atunci
cand este testatd concomitent cu un martor de mediu, aceastd proba indicid, de asemenea,
daca solventul/vehiculul interactioneaza cu sistemul testat.

Specificitate: Proportia tuturor substantelor chimice negative/inactive clasificate in mod
corect In urma testului. Aceasta permite mdasurarea preciziei In cazul unui test care
genereaza rezultate clasificabile in categorii si constituie un aspect important in evaluarea
relevantel unui test (16).

Substanta: Un element chimic si compusii acestuia in stare naturald sau obtinut prin orice
proces de productie, inclusiv orice aditiv necesar pentru a mentine stabilitatea produsului g1
orice impuritate rezultatd din procesul utilizat, dar cu exceptia oricdrui solvent care poate fi
separat fard a influenta stabilitatea substantei sau fara a schimba compozitia acesteia.

Surfactant: Numit si agent tensioactiv, aceasta este o substanta, cum ar fi un detergent, care
poate sa reduca tensiunea la suprafata a unui lichid si, astfel, sa 1i permita acesteia spumarea
sau penetrarea solidelor; este cunoscut, de asemenea, ca agent de umectare. (TG437)

Substanta chimica de testat: orice substanta sau amestec testat(d) in cadrul acestei metode.

THP-GS8: O linie celulard raportoare 1L-8 utilizatd in cadrul testului IL-8 Luc. Linia
celulard THP-1 similard macrofagului uman a fost transfectatd in genele pentru luciferaza
SLO si SLR sub controlul promotorilor IL-8 si, respectiv, GAPDH.

Sistemul global armonizat de clasificare si etichetare a substantelor chimice al
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Organizatiei Natiunilor Unite (GHS al ONU): Un sistem care propune clasificarea
substantelor chimice (substante s1 amestecuri) in functie de tipuri i niveluri standardizate de
pericole fizice, pericole pentru sandtate si pericole pentru mediu si care se referd la elemente
de comunicare corespunzdtoare, precum pictograme, cuvinte de avertizare, declaratii cu
privire la pericole, declaratii de securitate si fise tehnice de sigurantd pentru a transmite
informatii privind efectele adverse ale acestora in scopul protejarii populatiei (inclusiv
angajatorii, lucratorii, transportatorii, consumatorii $i cei care se ocupa de serviciile de
urgentd) si a mediului (21).

UVCB: Substante cu compozitie necunoscuta sau variabild, produsi de reactie complexa sau
materiale biologice.

Metoda de testare valabild: Un test considerat a avea suficientd relevantd si fiabilitate
pentru un scop specific si care se bazeaza pe principii solide din punct de vedere stiintific.
Un test nu este niciodata valabil intr-un sens absolut, ci doar in legatura cu un scop definit.
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Apendicele 3.2

PRINCIPIUL MASURARII ACTIVITATII LUCIFERAZEI SI AL DETERMINARII
COEFICIENTILOR DE TRANSMISIE AI FILTRULUI OPTIC PENTRU SLO SI SLR

Se poate utiliza MultiReporter Assay System - Tripluc - cu un luminometru de tip
microplacd prevazut cu un sistem de detectare a mai multor culori, care poate fi montat
la un filtru optic [de exemplu, Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar
LB941 (Berthold)]. Filtrul optic utilizat pentru masurare este un filtru de 600-620 nm
cu trecere lunga sau scurta, sau un filtru de 600-700 nm de tip band pass.

Masurarea luciferazelor in doua culori cu un filtru optic.

Acesta este un exemplu folosind filtrul Phelios AB-2350 (ATTO). Acest luminometru
este prevazut cu un filtru de 600 nm cu trecere lunga (R60 HOYA Co., de 600 nm LP,

filtrul nr. 1) pentru scindarea luminiscentei SLO (Amax = 580 nm) st SRL (Amax =
630 nm).

Pentru a determina coeficientii de transmitere ai filtrului LP de 600 nm, folosind
enzime purificate pentru luciferaza SLO si SLR, masurati mai intai i) intensitatea
intensitdtii bioluminiscente1 SLO si SLR fard filru (FO) s1 11) intensitatea
bioluminiscentei SLO si SLR care a trecut prin filtrul LP de 600 nm (filtrul 1) si ii1)
calculati coeficientii de transmitere ai filtrului LP de 600 nm pentru SLO s1 SLR care
sunt mentionati In continuare.

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

Atunci cand intensitatea SLO si SLR 1n esantion este definitd ca O si, respectiv, R, 1)
intensitatea luminii fard filtru (complet optic) FO si 11) intensitatea luminii care
transmite prin filtrul LP de 600 nm (filtrul 1) F1 sunt descrise mai jos.

FO=O+R
F1=xkOreso x O + kRreo x R

Aceste formule ar putea fi reformulate, dupa cum urmeaza:

<F0> ( 1 1 ><O>
F1 KOpso  KRpgo/ \R
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Apoi, folosind factorii de transmitantd calculati (kOreo 1 kRreo) s1 avand valorile FO si
F1 masurate, puteti calcula valoarea O si R, dupa cum urmeaza:

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

Materiale si metode pentru determinarea factorului de transmitanta
(1) Reactivi
Enzime simple purificate luciferaze:

Enzima SLO purificata liofilizata
Enzima SLR purificata liofilizata

(care, pentru activitatea de validare, au fost obtinute de la laboratorul LMP Lab. Co.
Ltd., Tottori, Japonia cu linia celularda THP-GS)

Reactiv pentru testare:

Reactivul pentru testare Tripluc® Luciferase (spre exemplu, de la TOYOBO
Cat#MRA-301)

Mediu: pentru testul luciferazei (30 ml, stocat la 2-8 °C)

| Concentratie )
reacti Cantitate
Concentr. | finala in
vului ) necesara
mediu
RPMI-1640 | - - 27 ml
FBS - 10 % 3ml

(2) Prepararea solutiei enzimatice

Se dizolva o enzima luciferaza purificatd lipofilizatd in eprubetd, addugand 200 pl de
10 ~ 100 mM Tris/HCI sau Hepes/HCI (pH 7,5 ~ 8,0), se completeaza cu glicerol in
proportie de 10 % (g/v), se imparte solutia enzimei in alicote de 10 pl in eprubete de
unicd folosintd de 1,5ml si se depoziteazd iIntr-un congelator la -80 °C. Solutia
enzimaticd inghetatd poate fi utilizata timp de maxim sase luni. La utilizare, se adauga
1 ml de mediu pentru testul luciferazei (RPMI-1640 cu 10 % FBS) in fiecare eprubeta
care contine solutiile enzimatice (solutie enzimatica diluatd) si se pastreaza pe gheatad
pentru a preveni dezactivarea.

(3) Masurarea bioluminiscentei

Reactivul pentru testare Tripluc® Luciferase (Tripluc) se decongeleazi si se pistreazi la
temperatura camerei, fie intr-o baie de apd, fie la temperatura ambiantd. Se activeaza
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luminometrul cu 30 de minute inainte de inceperea masurdtorii pentru a permite
stabilizarea fotomultiplicatorului. Se transferd 100 pl de solutie enzimatica diluata pe o
placa cu 96 de godeuri de culoare neagrd (cu fund plat) (esantion de referinta SLO
pentru #B1, #B2 s1 #B3 s1 esantionul de referintd SLR pentru #D1, #D2, #D3). Se
transferd apoi 100 pl de Tripluc preincélzit in fiecare godeu al placii care contine
solutia enzimaticd diluata, folosind o pipetd. Se agitd placa timp de 10 minute la
temperatura camerei (aproximativ 25 °C) folosind un agitator pentru placa. Daca apar
bule in solutiile din godeuri acestea sunt eliminate. Se asaza placa in luminometru
pentru a masura activitatea luciferazei. Bioluminiscenta se masoara timp de 3 secunde
fiecare in absenta (FO) s1 prezenta (F1) filtrului optic.

Coeficientul de transmisie al filtrului optic a fost calculat dupa cum urmeaza:

Coeficientul de transmisie [SLO (kOreo0)] = (#B1 al F1+ #B2 al F1+ #B3 al F1) / (#B1
al FO+ #B2 al FO+ #B3 al F0)

Coeficientul de transmisie [SLR (kRreo)] = (#D1 al F1+ #D2 al F1+ #D3 al F1) / (#D1
al FO+ #D2 al FO+ #D3 al F0)

Factorii de transmitantd calculati se utilizeazd pentru toate masuratorile efectuate
folosind acelasi luminometru.

Controlul calitatii echipamentului

Ar trebui sa fie utilizate procedurile descrise in protocolul 1L-8 Luc (18).
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Apendicele 3.3

SUBSTANTE DE VERIFICARE

Inainte de utilizarea de rutini a testului descris in prezentul apendice la metoda de testare
B.71, laboratoarele ar trebui sd demonstreze performantele tehnice prin obtinerea estimarii
in urma testului IL-8 Luc pentru cele zece substante de verificare recomandate in tabelul 1 si
prin obtinerea de valori care sa se Incadreze in plaja de valori de referintd corespunzatoare
pentru cel putin opt dintre cele zece substante de verificare (selectate pentru a reprezenta
intervalul de raspunsuri pentru pericolele de sensibilizare cutanatd). Alte criterii de selectie
au fost ca substantele sa fie disponibile in comert si sa fie disponibile date de referintd in
vivo de inalta calitate, precum si date in vifro de Tnalta calitate generate cu testul IL-8 Luc.
De asemenea, sunt disponibile date de referinta publicate pentru testul IL-8 Luc (6) (1).

Tabelul 1: Substante recomandate pentru demonstrarea performantelor tehnice cu testul IL-8 Luc

Solubilitate Estimarea Interval de referinta
in Estimarea IL-8 Luc? (ug/ml)3
Substante de verificare Nr. CAS  Stare X-VIVO15 s 1 .1
la in vivo CV05¢ IL-8 L;lc
20 mg/ml hi
2 4-dinitroclorbenzen  97-00-7  Solid  Insolubil  Scrsibilizant o p i 93309 0523
(Extrem)
Formaldehida 50-00-0 Lichid  Solubil ~ Sensibilizant iy 9-30 49
(Puternic)
J-mercaptobenzotiazol  149-30-4  Solid  Insolubil  SorsiPiiZant p i 950200 60-250
(Moderat)
Etilendiamind 107-153  Lichid  Solubil ~ Sersibilizant —p i 500700 0,1-0.4
(Moderat)
Etilen glicol dimetacrilat ~ 97-90-5  Lichid  Insolubil Sen(sé‘fég)zam Pozitiv >2000  0,04-0,1
4-alilanisol (Estragol) 140-67-0  Lichid  Insolubil Sen(séll’ég)zam Pozitiv >2000  0,01-0,07
Streptomicina sulfat 381074 glid  Solubil Non- Negativ  >2000  >2000
0 sensibilizant
Glicerini 56-81-5  Lichid  Solubil Non- Negativ. ~ >2000  >2000
sensibilizant
Izopropanol 67-63-0  Lichid  Solubil Non- Negativ ~ >2000  >2000
sensibilizant

Abrevieri: Nr. CAS = Numar de inregistrare al Chemical Abstracts Service

! Potenta in vivo este derivatd pe baza criteriilor propuse de ECETOC (19).

2 Pe baza valorilor anterioare observate (1) (6).

3 Valorile CV05 si IL-8 Luc MIT au fost calculate folosind solubilitatea in ap3 datd de EPI Suite TM.

4 CV05: concentratia minim3 la care substantele chimice prezintd o valoare Inh-GAPLA mai mici de 0,05.

> MIT: concentratiile cele mai scizute la care o substanti chimica indeplineste criteriile pozitive.
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Apendicele 3.4

INDICI SI CRITERII DE APRECIERE
nIL8LA (nSLO-LA)

Repetarea j-th (j = 1-4) a concentratiei 1-th (i = 0-11) se méasoara pentru ILSLA (SLO-LA)
s1, respectiv, GAPLA (SLR-LA). Valoarea ILSLA normalizata, denumitd nIL8LA (nSLO-
LA) si definita ca:

Aceasta este unitatea de masurd de baza in cadrul acestui test.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

Cresterea in multipli a mediei nILSLA (nSLO-LA) pentru repetitia la concentratia i-th, in
comparatie cu aceasta la concentratia 0, Ind-IL8LA, reprezinta principala masurd a acestui
test. Acest coeficient este scris prin urmatoarea formula:

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

Laboratorul principal a propus ca o valoare de 1,4 sa corespunda unui rezultat pozitiv pentru
substanta chimicd testatd. Aceastd valoare este bazata pe examinarea datelor istorice ale
laboratorului principal. Echipa de gestionare a datelor a utilizat apoi aceasta valoare in toate
etapele studiului de validare. Rezultatul principal, Ind-IL8LA, constituie raportul dintre
doud medii aritmetice, astfel cum se aratd in ecuatie.

Interval de incredere de 95 % (CI 95 %)

Intervalul de incredere de 95 % (CI 95 %), care este bazat pe coeficient, poate fi estimat
pentru a indica precizia masurdrii acestui rezultat principal. Limita inferioard a CI de 95 % >
1 indica faptul ca valoarea nILSLA cu o concentratie i-th este semnificativ mai mare decat
cea cu martor tratat cu solvent. Existd mai multe modalitati de a construi CI de 95 %. In
acest studiu am utilizat metoda cunoscutd drept teorema lui Fieller. Aceasta teorema privind
mtervalul de incredere de 95 % este obtinutd din urméatoarea formula:

—B —VB? —4AC —B+ VB% —4AC

2A 2A
Unde
sd? Sdz-
A= i%—tg_975(\,) Xn—o, B=-2 X)_(X}_C C=}_712—tg_975(v)><n—yl,andno =4,
0 yi
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Xo = (1/n) x ¥;nIL8LAy;, sdf = {1/(ny — 1)} X ¥;(nIL8LAy; — 20)2,
ny =4, §; = (1/ny;) x ¥;(nIL8LAy), sdy; = {1/(ny; — 1)} x ¥;(nILBLA;; — yi)z.

to075(,) este 97,5 percentile din distributia t centrald cu y grade de libertate, unde

(254 ) ) -+ () 10}

ng nyi ng

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Valoarea Inh-GAPLA reprezintd un coeficient al mediei GAPLA (SLR-LA) pentru
repetarea concentratiei i-th in comparatie cu cea cu martor tratat cu solvent, iar aceasta este
scrisad prin

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

Intrucat valoarea GAPLA este numitorul nIL8LA, o valoare extrem de micd determind o
variatie mare a valorii nILSLA. Prin urmare, valorile Ind-IL8LA avand o valoare extrem de
micd a Inh-GAPLA (sub 0,05) ar putea fi considerate a reprezenta un nivel scazut de
precizie.
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Apendicele 3.5

SCHEMA METODELOR DE DIZOLVARE A SUBSTANTELOR CHIMICE PENTRU
TESTUL IL-8 LUC.

(a) Pentru substantele chimice dizolvate in X-VIVO™ 15 la 20 mg/ml
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Daca substanta chimica este solubila in X-

VIVOTM 15 (primul test) Un factor de dilutie de 5
20 mg/ml Solutie mama

Un factor de dilutie de 2 (4 mg/ml)

w_w_uawwwww$

1mg/mi 4 mg/mi
_________________________ 2 mg/ml

1 Se adaugd 1s suspensiacelulard pe o placd de 95 de godeuri (50 pk: 50ui)

I—H—H—H—H—H—II—II—II—H—II—H—I

05 mg/mi 2 mg/mi
------------------------- 1mg/mi

Se stabileste cea mai mare concentratie a urméatoarelor experimente

€V05; concentratia minima la care Inh-GAPLA devine
— < 0,05 [concentratia solutiei mama x 1/factor de
dilutie (X)]

—

Concentratia finald in al doilea, altreilea sial patrulea experiment
Lmg/mi 4 mg/ml
g m e ————— 85 mg/mi 2 mg/mi

testul 2, 3sau 4 U — U

4x CVO5 (4x concentratia solutiei
Un factor de dilutie de 1,5 mama x 1/X)

e b e b e b e b e bl

Adaas I3 celulele de pe o placd de 95 de godeuri (50ut:5CpuI)

Martor X-vivo™ 15

2xCV05

|
(R O A T g
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(b) Pentru substantele chimice insolubile in X-VIVOTM 15 la 20 mg/ml

————

Daca substanta chimica este insolubila in X- ]
‘ Se roteste 5i

VIVOTM 15 (primul test) 20 mg/n,” centrifugheani supernatantul

x1 i o
A dilution factor of 2 (Sohutie mam)

EHHHHHHHHHH

x1/1024 x1/2
x1/512 x1M1 28 x1/32 x1/8 x1/2

Se adaugd la suspensiacelulard pe o placi de 95 de godeuri{SOpl:5CpT)

e b e e b e e b e e b

x1/2048 x1/512 x1/128 x1/32 x1/8 x1/2 i itie finald
0 x1/11024 x1/256 x1/64 x1/16 x1/4 Dilutie finala

N —

CV05; concentratia minima la care Inh-GAPLA devine
< 0,05 [concentratia solutiei mama x 1/factor de

P dilutie (X)]
|

Cancentratia finald in 3l doilea, altreiles sial patrules experiment
x1/2048 €« -==b-- x1/8 x1/2

0 x1/1024 x1/16 x1/4

1/X

testul 2, 3saud U — U

G 4x CVO5 (4x concentratia solutiei
Un factor de dilutie de 1,5 mama x 1/X)

e e e b e e e e e

Adacs Ia celulele de pe o placd de 95 de gad=uri {SOpl:5CpT)

l 2xCV05
b bl b b b el bl e b bl

.

Inh-GAPLA
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Apendicele 3.6

SCHEMA METODEI DE DIZOLVARE A 4-NBB PENTRU MARTORUL POZITIV AL
TESTULUI IL-8 LUC.

Martorul pozitiv: 4-NBB {insolubil in X-VivO™ 15 O

Un factor de dilutie de 4

— | —

Se roteste si se

centrifugheazé supernatantul
20 mg/miC] g p . x1/40

Dilutie la un factor de 2 _]
<——

x1/160 x1/800 x1/401
Martor X-VIVO™ 15

Adaos la celulele de pe o placa de
l 96 de godeuri (50ul:50ul)

Martor X-VIVO™ 15

x1/3200 x1/1600 x1/81

29
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(9) In partea C, se adauga urmitoarele capitole:

»C.52 STUDIU EXTINS ASUPRA REPRODUCERII PE DURATA UNEI GENERATI
PENTRU SPECIA MEDAKA (MEDAKA EXTENDED ONE GENERATION
REPRODUCTION TEST -MEOGRT)

INTRODUCERE

1. Aceastd metoda de testare este echivalentd cu Orientarea OCDE privind testarea (TG)
nr. 240 (2015). Studiul extins asupra reproducerii pe durata unei generatii pentru specia
medaka (MEOGRT) descrie o metodd de testare cuprinzitoare bazatd pe expunerea de
pesti, de-a lungul mai multor generatii, pentru a furniza date relevante pentru evaluarea
riscurilor ecologice si a riscurilor legate de substantele chimice, inclusiv substante
chimice suspectate de a provoca tulburari ale sistemului endocrin (EDC). Expunerea in
testul MEOGRT continud pana la ecloziune (timp de doud saptdmani dupa fertilizare, sdf)
in cea de a doua generatie (F2). Ar fi necesare investigatii suplimentare pentru a justifica
utilitatea extinderii generatiei F2 dincolo de momentul ecloziunii; in acest moment, nu
existd suficiente informatii pentru a asigura conditiile sau criteriile relevante care sd
garanteze extinderea generatiei F2. Insd aceasti metodi de testare poate fi actualizati pe
masurd ce sunt luate In considerare informatii si date noi. De exemplu, orientarile privind
extinderea generatiei F2 prin reproducere pot fi utile in anumite circumstante (de exemplu
substantele chimice cu potential ridicat de bioconcentrare sau cu indicatii privind efecte
transgenerationale la alti taxoni). Aceasta metodd de testare poate fi utilizatd pentru a
evalua efectele cronice potentiale ale substantelor chimice, inclusiv ale substantelor
chimice care pot provoca tulburiri ale sistemului endocrin, asupra pestilor. Metoda pune
accent, in principal, pe efectele potentiale relevante asupra populatiei (si anume, efecte
adverse asupra supravietuirii, dezvoltarii, cresterii si reproducerii) pentru calcularea unei
concentratii fard efect observat (CFEO) sau a unei concentratii efective (CEx), desi ar
trebui remarcat faptul c¢a abordarile CEx sunt rareori adecvate pentru studii ample de acest
tip, unde este posibil sa nu fie practicd o crestere a numarului de concentratii de testare
pentru a permite determinarea CEx dorite, ceea ce poate cauza, de asemenea, probleme
semnificative de bunistare a animalelor din cauza numarului mare de animale utilizate.
Pentru substantele chimice care nu necesita o evaluare de-a lungul ,,mai multor generatii”
sau substantele chimice care nu sunt substante chimice care pot provoca tulburdri ale
sistemului endocrin, ar putea fi mai adecvate alte metode de testare (1). Specia japoneza
medaka este specia potrivitd pentru a fi utilizata in cadrul acestei metode de testare, avand
in vedere ciclul de viata scurt al acesteia si posibilitatea de a-1 determina sexul genetic (2),
aceasta fiind consideratd a fi o componenta esentiald in cadrul acestei metode de testare.
Metodele specifice si punctele finale de observatie detaliate in prezenta metoda sunt
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aplicabile numai pentru specia japonezd medaka. Alte specii de pesti mici (de exemplu,
pestele-zebrd) pot fi adaptate la un protocol de testare similar.

2. Accastd metodd de testare madsoarda mai multe puncte finale biologice. Se acordd o

importantd deosebitd efectelor negative potentiale asupra parametrilor relevanti pentru
populatie, inclusiv supravietuirea, dezvoltarea bruti, cresterea si reproducerea. in al doilea
rand, pentru a furniza informatii mecaniciste si pentru a asigura o legaturd intre rezultatele
altor tipuri de studii in teren si in laborator, in cazul in care existd dovezi a posteriori
pentru o substantad chimica care declanseaza o activitate potential provocatoare de tulburdri
ale sistemului endocrin (de exemplu, o activitate androgenicd sau estrogenica 1n cadrul
altor teste si analize), se obtin alte informatii utile prin masurarea valorii mRNA a
vitelogeninei (vtg) (sau a proteinel vitelogenina, VTG), a caracteristicilor sexuale
secundare fenotipice (SSC) aferente sexulul genetic, precum si evaluarea histopatologiei.
Ar trebui remarcat faptul cd, in cazul in care o substantd chimicd de testat sau metabolitii
sdi nu sunt suspectati de a fi EDC, este posibil sd nu fie necesard mdsurarea acestor puncte
finale secundare si ar putea fi adecvate mai putine studii cu utilizare intensiva a resurselor
si animalelor (1). Definitiile utilizate Tn cadrul acestei metode de testare sunt prezentate in
apendicele 1.

CONSIDERATII PRELIMINARE SI LIMITARI

3.

Din cauza numarului limitat de substante chimice testate si al laboratoarelor implicate in
procesul de validare a acestui test destul de complex, se prevede ca, atunci cand un numar
suficient de studii sunt disponibile pentru a confirma impactul acestur nou model de studiu,
metoda de testare va fi analizatd si, dacd este necesar, va fi revizuitd in contextul
experientei dobandite. Datele pot fi utilizate la nivelul 5 din Cadrul conceptual al OCDE
pentru testarea si evaluarea perturbatorilor endocrini (3). Metoda de testare incepe prin
expunerea pestilor adulti (generatia FO) la substanta chimicd de testat in faza de
reproducere. Expunerea continud in etapa de dezvoltare si reproducere la generatia F1 si de
eclozare la generatia F2; astfel, testul permite evaluarea atit a parcursului endocrin
structural, cat si a celui activational. O abordare bazatad pe forta probanta a datelor poate fi
aplicata atunci cand se interpreteaza punctele finale aferente sistemului endocrin.

Testul ar trebui sd includd un numiar adecvat de persoane pentru a asigura o putere
suficientd de evaluare a punctelor finale relevante ale reproducerii (a se vedea
apendicele 3), asigurandu-se in acelasi timp faptul cd numarul de animale utilizate
constituie minimul necesar din motive de bunastare a animalelor. Avand in vedere numarul
mare de animale utilizate pentru testare, este important sa se analizeze cu atentie
necesitatea efectudrii testului in raport cu datele existente care ar putea contine deja
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informatii relevante privind multe dintre punctele finale din MEOGRT. in acest sens, se
poate obtine asistentd in contextul Cadrului OCDE privind testele de toxicitate la pesti (1).

Metoda de testare a fost conceputd in principal pentru a distinge efectele unei singure
substante. Insi, daci se impune efectuarea unui test asupra unui amestec, ar trebui luat in
considerare dacd acesta va oferi rezultate acceptabile pentru scopul de reglementare
prevazut.

Inainte de inceperea testului, este important si existe informatii cu privire la proprietitile
fizico-chimice ale substantei chimice de testat, in special pentru a permite adoptarea de
solutii chimice stabile. De asemenea, este necesar s existe o metoda analitica suficient de
sensibild pentru verificarea concentratiilor substantelor chimice de testat.

PRINCIPIUL TESTULUI

7.

Testul incepe prin expunerea masculilor si femelelor mature din punct de vedere sexual
(cel putin 12 sdf) in perechi de reproducere, timp de 3 sdptdmani, iar in aceastd perioada
substanta chimica de testat este distribuita in organismul generatiei parentale (F0) conform
comportamentului sdu toxicocinetic. Cat mai aproape posibil de prima zi a celei de a patra
siptimani, se colecteazi oud pentru a incepe generatia F1. In perioada de crestere a
generatielr F1 (in total 15 sdptdmani), se analizeazd capacitatea de eclozare si
supravietuirea. In plus, pestii sunt inclusi in esantion la 9-10 sdf pentru punctele finale de
dezvoltare si se analizeaza perioada de depunere a icrelor timp de trei sdptdmani, de la 12
la 14 sdf. O generatie F2 incepe dupd a treia sdptaméana de la evaluarea reproducerii,
aceasta fiind crescutd pana la incheierea procesului de ecloziune.

CRITERIILE DE VALIDITATE A TESTULUI

8.

Se aplica urmatoarele criterii de valabilitate a testului:

concentratia oxigenului dizolvat ar trebui sa fie, pe parcursul testarii, > 60 % din valoarea
saturatiei aerului,

Temperatura medie a apei pe intreaga duratd a studiului ar trebui sa fie cuprinsa intre
24 °C 51 26 °C. Abaterile scurte de la medie in acvarii individuale nu ar trebui sd fie mai
mari de 2 °C;

Fecunditatea medie a martorilor in fiecare dintre generatii (FO s1 F1) ar trebui sa fie mai
mare de 20 de oud per pereche pe zi. Fertilitatea tuturor oualor produse in timpul analizei
ar trebui sa fie mai mare de 80 %. In plus, 16 dintre cele 24 de perechi de reproducere
martor recomandate (> 65 %) ar trebui sa produca mai mult de 20 de oua pe pereche pe zi;
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- capacitatea de eclozare la martori ar trebui s fie > 80 % (medie) (pentru fiecare dintre
generatiile F1 s1 F2);

- rata de supravietuire dupd eclozare, pana la 3 sdf si dupd 3 sdf, pand in etapa finald pentru
generatia F1 (si anume, 15 sdf) ar trebui sa fie > 80 % (medie) si, respectiv, > 90 %
(medie), la martori (F1);

- trebuie sd existe dovezi care sa demonstreze mentinerea satisfacitoare a concentratiilor
substantei utilizate in test in intervalul de £+ 20 % din valorile medii masurate.

In ceea ce priveste temperatura apei, desi nu este un criteriu de validitate, duplicatele in
cadrul unui tratament nu ar trebui sa fie diferite unele fatd de altele din punct de vedere
statistic, iar grupurile de tratament din cadrul testului nu ar trebui sa fie diferite unele fata de
altele din punct de vedere statistic (pe baza masuratorilor de temperatura zilnice si excluzand
abaterile de scurta duratd).

9. Desi se poate observa o scadere a reproducerii la grupurile cu expunere mai mare, ar trebui
sd existe reproducere suficientd in cel putin al treilea cel mai mare grup si in toate
grupurile mai mici de FO pentru a umple incubatoarele de eclozare. in plus, ar trebui si
existe o ratd adecvatd de supravietuire a embrionilor in al treilea cel mai mare grup de
expunere $i in grupurile mai mici de expunere din F1 pentru a permite evaluarea punctelor
finale la esantionarea subadultilor (a se vedea punctele 36 si 38 si apendicele 9). In plus, ar
trebui sd existe cel putin un nivel minim de supravietuire dupa eclozare (~ 20 %) in cel de
al doilea cel mai mare grup de expunere din F1. Acestea nu sunt criterii de validitate, ca
atare, ci recomandari pentru a permite calcularea valorilor CFEO sigure.

10. Daca se observa o abatere de la criteriile de validitate a testului, consecintele ar trebui sa
fie luate in considerare in raport cu fiabilitatea rezultatelor testului, iar aceste abateri si
consideratii ar trebui sa fie incluse in raportul testului.

DESCRIEREA METODEI

Aparatura

11. Echipamentul obisnuit de laborator si, in special, urmatoarele:

(a)  aparat de masurare a oxigenului s1 pH-metru;
(b)  echipament pentru determinarea duritatii si alcalinitatii apei;

(c) aparatura adecvatd pentru controlul temperaturii, de preferat cu monitorizare
continua;

(d) rezervoare din material chimic inert si de capacitate adaptatd la valorile recomandate
de Incarcare si densitate a populatiei (a se vedea apendicele 3);

(e)  balanta cu precizie adecvata (mai exact, precizie de = 0,5 mg).
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Orice tip de apd 1n care specia de testat supravietuieste si creste o perioada indelungaté in
mod corespunzator poate fi utilizatd ca apd in scopul testdrii. Apa ar trebui sd prezinte o
calitate constantd pe durata testului. Pentru a obtine certitudinea ca apa de dilutie nu
influenteazd in mod necorespunzator rezultatele testelor (de exemplu, prin complexare cu
substanta chimicd de testat) sau nu afecteazd negativ comportamentul pestilor
reproducitori, ar trebui prelevate periodic probe pentru analizi. In cazul in care se cunoaste
calitatea relativ constantd a apei de dilutie, ar trebui s se mésoare, de exemplu la sase luni,
continutul in metale grele (de exemplu, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd si Ni), anioni s1 cationi
principali (de exemplu, Ca*’, Mg?', Na*, K", CI', SO4%), pesticide, carbon organic total si
materii solide in suspensie. Unele caracteristici chimice ale unei ape de dilutie acceptabile
sunt prezentate in apendicele 2. pH-ul apei ar trebui sd fie cuprins in intervalul 6,5-8.5, dar
pe durata unui anumit test, acesta ar trebui sa se incadreze intr-un interval de + 0,5 unitati.

Sistemul de expunere

13.

Nu se specificd modelul si materialele utilizate pentru sistemul de expunere. Pentru
construirea sistemului de testare ar trebui sd se utilizeze sticld, otel inoxidabil sau alt
material inert din punct de vedere chimic care nu a fost contaminat in cadrul testelor
anterioare. in scopurile acestui test, un sistem de expunere adecvat poate fi compus
dintr-un sistem cu flux continuu (4)(5)(6 )(7)(8)(9)(10)(11)(12)(13).

Solutii de testat

14.

15.

Solutia mama a substantei chimice de testat ar trebui sd fie introdusd In sistemul de
expunere printr-o pompd corespunzatoare. Debitul solutiei mama ar trebui sa fie calibrat in
conformitate cu confirmarea analitica a solutiilor de testat inainte de inceperea expunerii 1
verificat din punct de vedere volumetric in mod regulat, pe durata testului. Solutia de testat
din fiecare camerd este reinnoitd In mod corespunzitor (de exemplu, minimum cinci
reinnoiri de volum/zi pana la 16 reinnoire/zi sau un debit de maxim 20 ml/min flux), in
functie de stabilitatea substantei chimice de testat si de calitatea apei.

Solutiile de testat din concentratiile alese se prepard prin diluarea unei solutii mama.
Solutiile mamad ar trebui sd se prepare, de preferintd, pur si simplu prin amestecarea sau
agitarea substantei chimice de testat in apa de dilutie prin mijloace mecanice (de exemplu,
agitare si/sau ultrasonificare). Pentru obtinerea unei solutii mama cu o concentratie
corespunzatoare se pot folosi coloane/sisteme de saturare sau metode de dozare
pasiva (14). Ar trebui sa se depund toate eforturile pentru evitarea solventilor sau a
purtatorilor deoarece: (1) anumiti solventi pot avea ca rezultat toxicitatea si/sau raspunsuri
nedorite sau neasteptate, (2) testarea substantelor chimice peste solubilitatea lor in apa
(astfel cum se poate intdmpla frecvent prin utilizarea solventilor) poate duce la determindri
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inexacte ale concentratiilor efective, (3) utilizarea solventilor in teste pe termen mai lung
poate conduce la un grad semnificativ de ,,biofilmare” asociat cu activitatea microbiana,
ceea ce ar putea avea un impact asupra conditiilor de mediu si a capacitatii de a mentine
concentratiile de expunere si (4) in absenta unor date istorice care si demonstreze ca
solventul nu influenteaza rezultatul studiului, utilizarea solventilor necesita un tratament al
martorului tratat cu solvent care are implicatii asupra bunastarii animalelor, intrucét sunt
necesare animale suplimentare pentru efectuarea testului. In cazul substantelor chimice
care sunt dificil de testat, ar putea fi utilizat un solvent, In ultimd instantd, s1 ar trebui
consultat documentul de orientare nr. 23 al OCDE privind testarea toxicitatii acvatice a
substantelor g1 amestecurilor dificile (15) pentru a determina cea mai bund metoda.
Alegerea solventului va fi determinatd de proprietatile chimice ale substantei chimice de
testat si de disponibilitatea datelor istorice privind utilizarea solventului. In cazul in care se
utilizeaza solventi purtatori, ar trebui sd se evalueze martori solventi adecvati, in plus fatd
de martorii non-solventi (negativi) (doar apa de dilutie). In cazul in care utilizarea unui
solvent este inevitabild si se produce activitatea microbiand (bio-filmare), se recomanda
inregistrarea/raportarea bio-filmarii pe rezervor (cel putin sdptdméanal) pe durata testului.
In mod ideal, concentratia solventului ar trebui si fie mentinutid constantd in martorul
solvent si in toate tratamentele pentru testare. In cazul in care concentratia solventului nu
este mentinuta constantd, in martorul solvent ar trebui utilizatd cea mai mare concentratie
in cadrul tratamentului pentru testare. In cazurile in care se utilizeazi solvent purtitor,
concentratiile maxime ale solventilor nu ar trebui sd depaseasca 100 pl/l sau 100 mg/1 (15)
si se recomandd sd se mentind concentratia solventului la un nivel cat mai scdzut posibil
(de exemplu, <20 pl/l) pentru a se evita efectul potential al solventului asupra punctelor
finale masurate (16).

Animalele de testare

Selectarea si pastrarea pestelui

16. Specia testatd este medaka japoneza Oryzias latipes, datoritd ciclului sau de viata scurt si
la un protocol de testare similar, metodele specifice si punctele finale de observatie
detaliate in prezenta metoda de testare sunt aplicabile numai pentru medaka japoneza (a se
vedea punctul 1). Medaka este indusa cu usurintd pentru a se inmulti in captivitate; exista
metode publicate pentru cultura sa (17) (18) (19), precum si date din cadrul testelor
referitoare la mortalitatea pe termen scurt, la primele stadii de viatd si intregul ciclu de
viatd (5) (6) (8) (9) (20). Tot1 pestii sunt expusi la lumind timp de 16 ore si 8 ore la
intuneric. Pestii vor fi hraniti cu creveti in saramura vii, specia Artemia spp., larve nauplius
care pot fi suplimentate cu hrand sub forma de fulgi din comert, dacd este necesar. Hrana
sub formd de fulgi din comert ar trebui analizatd In mod regulat pentru identificarea
contaminantilor.
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Atéta timp cat se respectd practici de crestere adecvate, nu este necesar niciun protocol
specific de culturda. De exemplu, pestii medaka pot fi crescuti in bazine de 2 1 cu 240 pesti
larvari pentru fiecare bazin pana la 4 sdf, apoi acestia pot fi crescuti in bazine de 21 cu
10 pesti per bazin pana la 8 sdf, dupa care sunt transferati in perechi de reproductie in
bazine de 2 1.

Aclimatarea si selectia pestilor

18.

19.

20.

Pestii pentru testare ar trebui si fie selectati dintr-un singur stoc de laborator care a fost
aclimatat timp de cel putin doud sdaptamani Inainte de test in conditii de calitate a apei si de
iluminare similare celor utilizate In cadrul testului (Nota: Aceasta perioada de aclimatare
nu este o perioadd de expunere prealabila in situ). Se recomanda sa se obtind pesti pentru
testare dintr-o culturd internd, deoarece transportul pestilor adulti este stresant si poate
afecta reproducerea fiabila. Pestii ar trebui hraniti cu creveti in saramurd vii, larve
nauplius, de doud ori pe zi in perioada de detinere si in faza de expunere, hrana fiind
suplimentatd de un tip de hrand sub forma de fulgi disponibild in comert, daca este necesar.
Pentru a inifia acest test si a asigura o replicare adecvatd, se considerd ca sunt necesare
minim 42 de perechi de reproductie (54 de perechi de reproductie in cazul in care este
necesar un martor solvent din cauza lipsei unor date istorice care si sustind utilizarea
exclusivd a martorului solvent). In plus, fiecare pereche de reproductie din generatia FO ar
trebui sa fie verificatd pentru a fi XX-XY (si anume, o relatie complementara normala de
cromozomi sexuali la fiecare sex) pentru a evita o posibild includere a masculilor spontani
XX (a se vedea punctul 39).

In faza de aclimatare, ar trebui si se inregistreze mortalitatea la pestii de cultura si si se
aplice urmadtoarele criterii dupd o perioadd de instalare de 48 de ore:

Mortalitatea mai mare de 10 % la populatia de culturd in perioada de sapte zile dinaintea
transferului in sistemul de testare: se respinge intregul lot;

Mortalitatea intre 5 % s1 10 % la populatia de culturd in perioada de sapte zile dinaintea
transferului in sistemul de testare: se asigura aclimatarea pentru sapte zile in plus fata de
perioada de aclimatare de doud saptamani; daca mortalitatea este peste 5% in a doua
perioada de sapte zile, se respinge intregul lot;

Mortalitatea sub 5 % la populatia de culturd in perioada de sapte zile premergatoare
transferului in sistemul de testare: se accepta lotul.

Pestii nu ar trebui sa beneficieze de tratament pentru boli in perioada de doud saptdmani de
aclimatare dinaintea testului si in perioada de expunere, iar tratarea bolilor ar trebui sa fie
complet evitatd, dacd este posibil. Pestii cu semne clinice de boald nu ar trebui utilizati in
cadrul studiului. Ar trebui sd fie pastratd o evidentd a observatiilor si a oricaror tratamente
profilactice si terapeutice in perioada de cultura premergatoare testului.
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21. Faza de expunere ar trebui sd fie initiatd cu pesti adulti avind sexul genetic stabilit, care
sunt dismorfici sexual, din rezerva laboratorului de animale mature din punct de vedere
reproductiv si crescute la o temperaturd de 25 £2 °C. Pestii ar trebui identificati ca
reproducatori dovediti (si anume, sd fi produs progenituri viabile) in saptaméina
premergatoare expunerii. Pentru intregul grup de pesti utilizat in cadrul testului, intervalul
greutdtilor individuale pe sexe la inceputul testului ar trebui mentinut in limitele de += 20 %
din media aritmetica a greutatii la acelasi sex. Un subesantion de pesti ar trebui cantarit
inainte de test pentru a estima greutatea medie. Pestele selectionat ar trebui si fie de cel
putin 12 sdf, avind o greutate de > 300 mg in cazul femelelor si de > 250 mg in cazul
masculilor.

TIPUL TESTULUI

Concentratii de testare

22. Se recomanda utilizarea a cinci concentratili de substante chimice, plus martor(i). Toate
sursele de informatii ar trebui sd fie luate in considerare atunci cdnd se selecteazd
intervalul concentratiilor de testare, inclusiv relatiile cantitative structurd-activitate
(QSAR), datele extrapolate din teste analoage, rezultatele testelor pe pesti, cum ar fi testele
privind mortalitatea acutd (capitolul C.1 din prezenta anexd), testul de reproducere a
pestilor pe termen scurt (capitolul C.48 din prezenta anexd) si alte metode de testare, de
exemplu, capitolele C.15, C.37, C.41, C.47 sau C.49 din prezenta anexa (21) (22) (23) (24)
(25) (26), daca exista, sau, daca este necesar, dintr-un test de stabilire a intervalului care ar
putea include o fazd de reproducere. Daca este necesar, testul de stabilire a intervalului
poate fi efectuat in conditn (calitatea apei, sistemul de testare, aportul de animale) similare
cu cele utilizate pentru testul definitiv. In cazul in care este necesari utilizarea unui solvent
s1 nu sunt disponibile date istorice, testul de stabilire a intervalului poate fi utilizat pentru
1dentificarea caracterului adecvat al solventului. Concentratia cea mai mare de testare nu ar
trebui sa depaseasca solubilitatea in apa, 10 mg/l sau 1/10 din 96h-L.C50 (27). Concentratia
cea mai scazutd ar trebui sd fie un factor de 10 pana la 100 de ori mai mic decéat cea mai
mare concentratie. Utilizarea a cinci concentratii Tn cadrul acestui test permite nu numai
masurarea relatiilor doza-raspuns, ci st determinarea concentratiei celei mai scizute pentru
care este observat un efect (LOEC) s1 CFEQO, care sunt necesare pentru evaluarea riscurilor
in cadrul anumitor programe sau jurisdictii de reglementare. In general, factorul de
separare dintre concentratii nominale ale substantei chimice de testat intre niveluri de
tratament adiacente este < 3,2.

Duplicate in cadrul grupurilor de tratament si al martorilor

23. Ar trebui sé fie utilizate minim sase camere de testare duplicate pentru fiecare concentratie
de testare (a se vedea apendicele 7). In faza de reproducere (cu exceptia generatiei FO),
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structura de replicare este dublatd pentru evaluarea fecunditatii si fiecare duplicat are doar
o singura pereche de reproductie (a se vedea punctul 42).

Pe langa concentratiile de testat, ar trebui sa fie supuse testarii un martor apa de dilutie si,
dacd este necesar, un martor solvent. Ar trebui sa se utilizeze un numar dublat de camere
duplicate pentru martori pentru a asigura o putere statisticd adecvatd (si anume, pentru
martori ar trebui si fie utilizate cel putin doudsprezece duplicate). In faza de reproducere,
numadrul duplicatelor din martori sunt dublate (si anume, minim 24 de duplicate si fiecare
duplicat are o singuri pereche de reproductie). in urma reproducerii, duplicatele martori ar
trebui sa contind cel mult 20 de embrioni (peste).

PROCEDURA

inceperea testului

25.

26.

Pestele adult activ din punct de vedere reproductiv, care este utilizat pentru inceperea
generatiel FO in cadrul testului, este selectat pe baza a doud criterii: varsta (de obicei
peste 12 sdf, dar se recomanda sa nu se depaseasca 16 sdf) si greutatea (ar trebui sa fie de
> 300 mg in cazul femelelor si de > 250 mg in cazul masculilor).

Perechile femele-masculi care corespund specificatiilor de mai sus sunt mutate ca perechi
individuale in fiecare duplicat din bazin, si anume douasprezece duplicate in martori si
sase duplicate in tratamente chimice la inceputul testului. Acestor bazine 1i se distribuie in
mod aleatoriu un tratament (de exemplu, T1-T5 si martor) si un duplicat (de exemplu, A-L
la martori s1 A-F la tratament), 1ar apoi sunt introduse in sistemul de expunere cu debitul
adecvat pentru fiecare bazin.

Conditii de expunere

27.

28.

Apendicele 3 cuprinde o prezentare completd a parametrilor si conditiilor de testare.
Respectarea acestor specificatii ar trebui sd aibd drept rezultat existenta unor valori ale
punctelor finale la pestii martor similare cu cele enumerate in apendicele 4.

In timpul testului, oxigenul dizolvat, pH-ul si temperatura ar trebui si fie misurate in cel
putin un vas de testare al fiecarui grup de tratament si martor. Ca si cerinte minime, aceste
masuratori, cu exceptia temperaturii, ar trebui efectuate o datd pe saptdmana in perioada de
expunere. Temperatura medie a apei pe intreaga duratd a studiului ar trebui sa fie cuprinsa
intre 24 °C s1 26 °C pe parcursul testarii. Temperatura ar trebui sa fie masurata in fiecare zi
in perioada de expunere. pH-ul apei ar trebui sa fie cuprins in intervalul 6,5-8,5, dar pe
durata unui anumit test, acesta ar trebui sd se Incadreze intr-un interval de £ 0,5 unitati.
Duplicatele in cadrul unui tratament nu ar trebui sa fie diferite unele fata de altele din
punct de vedere statistic, iar grupurile de tratament din cadrul testului nu ar trebui sa fie
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diferite unele fatd de altele din punct de vedere statistic (pe baza masuratorilor de
temperatura zilnice si excluzand abaterile de scurta duratd).

Durata expunerii

29.

Testul expune pesti reproducitori sexual din generatia FO timp de trei siptimani. in
saptdimana 4, aproximativ in ziua de testare 24, se stabileste F1, iar perechile de
reproductie FO sunt eutanasiate, fiind inregistrate greutatea si lungimea (a se vedea punctul
34). Aceasta este urmatd de expunerea generatiel F1 timp de alte 14 saptdmani (in total
15 saptdméni pentru generatia F1) si a generatiei F2 timp de doud sdptdmani pana la
eclozare. Durata totald a testului este de 19 sdptdmani (si anume, pana la eclozarea F2).
Calendarele pentru testare sunt prezentate in tabelul 2 si explicate in detaliu in
apendicele 9.

Regimul de hranire

30.

Pestii pot fi hraniti cu creveti In saramurd Artemia spp. (larve nauplii de 24 de ore) ad
libitum, fiind asigurat un supliment de hrand sub forma de fulgi din comert, dacd este
necesar. Hrana sub forma de fulgi din comert ar trebui analizatd in mod regulat pentru
detectarea contaminantilor precum pesticidele organoclorurate, hidrocarburile aromatice
policiclice (HAP), bifenilii policlorurati (PCB). Ar trebui sd se evite produsele alimentare
cu un nivel ridicat de substante active endocrin (s1 anume fitoestrogeni) care ar putea
compromite raspunsul testului. Hrana neconsumata si materiile fecale ar trebui inldturate
din vasele de testare, dupa caz, de exemplu prin curitarea cu atentie a fundului fiecarui
bazin cu ajutorul unui sifon. Partile laterale si partea inferioara a fiecrui bazin ar trebui, de
asemenea, sa fie curdtate o datd sau de doua ori pe sdptaimana (de exemplu, prin rizuire cu
o spatuld). Un exemplu de program de hranire se gaseste in apendicele 5. Rata de hranire
depinde de numarul de pesti per duplicat. Prin urmare, se reduce rata de hranire daca exista
cazurl de mortalitate intr-un duplicat.

Determinare analitica si masuratori

31.

32.

Inainte de inceperea perioadei de expunere, ar trebui asiguratdi functionarea
corespunzatoare a sistemului de alimentare cu substanta chimica. Ar trebui stabilite toate
metodele analitice necesare, inclusiv cunostinte suficiente privind stabilitatea substantei
chimice 1in cadrul sistemului de testare. In timpul testarii, concentratiile substantei chimice
de testare se determind la intervale adecvate, de preferintd cel putin o datd pe sdptamana,
intr-un duplicat, pentru fiecare grup de tratament, cu rotire intre duplicate din cadrul
aceluiasi grup de tratament in fiecare saptdmana.

In timpul testarii, debitele diluantului si ale solutiei mama ar trebui verificate periodic in
mod corespunzator (de exemplu, cel putin de trei ori pe sdptdmand). Se recomanda ca
rezultatele sd fie bazate pe concentratii masurate. Insd, in cazul in care concentratia
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substanter chimice de testat Tn solutie a fost mentinutd la un nivel satisfacdtor in
intervalul + 20 % din media valorilor masurate pe durata testului, atunci rezultatele pot fi
bazate fic pe valorile nominale, fie pe valorile misurate. in cazul substantelor chimice care
se acumuleaza in pesti iIn mod semnificativ, concentratiile de testare pot scadea pe masura
ce pestii cresc. In astfel de cazuri, se recomandi ca rata de reinnoire a solutiei de testat din
fiecare camera sa fie adaptatd pentru a mentine concentratiile de testare cat mai constant
posibil.

Observatii si puncte finale masurate

33. Punctele finale masurate includ fecunditatea, fertilitatea, eclozarea, cresterea si
supravietuirea pentru evaluarea unor posibile efecte asupra populatiei. De asemenea, ar
trebui sd se emitd zilnic observatil cu privire la comportament, iar orice comportament
neobignuit ar trebui sd fie notat. Alte puncte finale mecanistice includ nivelurile mRNA
hepatice ale vfg sau nivelurile de proteine VIG determinate prin imunodozare ( 28),
markeri fenotipici sexuali, cum ar fi papilele inotitoarelor anale caracteristice masculilor,
evaluarea histologicd a sexului gonadal si evaluarea histopatologica a rinichilor, ficatului si
gonadei (a se vedea lista punctelor finale din tabelul 1). Toate aceste puncte finale
specifice sunt evaluate in contextul determindrii sexului genetic al individului, pe baza
prezentel sau absenteil sexului masculin la specia medaka, ce determina valoarea dmy a
genei (a se vedea punctul 41). In plus, este evaluat timpul necesar pentru reproducere. In
plus, pot fi derivate raporturi sexuale fenotipice simple pe baza informatiilor obtinute din
numdrarea papilelor inotdtoarelor anale pentru ca fiecare peste medaka sa fie identificat ca
fiind fie mascul, fie femela fenotipicd. Nu ar fi de asteptat ca prin aceastd metoda de testare
sd se detecteze abaterile modeste din rata de sex preconizata, deoarece numarul relativ mic
de pesti per duplicat nu va asigura o suficientd putere statisticd. De asemenea, In cursul
evaluarii histopatologice, gonada este evaluata si sunt efectuate analize mult mai pertinente
pentru evaluarea fenotipului gonade1 in contextul sexului genetic.

34. Scopul principal al acestei metode de testare este de a evalua efectele potentiale relevante
asupra populatiei ale unei substante chimice de testat. Punctele finale mecaniciste (VTG,
SSC si anumite efecte histopatologice ale gonadelor) pot, de asemenea, sd contribuie la
determinarea masurii in care orice efect este mediat prin intermediul activititii endocrine.
Tnsd, aceste puncte finale mecanistice pot fi, de asemenea, influentate de probleme
sistemice sau alte tipuri de toxicitate. In consecinti, histopatologia ficatului si a rinichilor
poate fi, de asemenea, evaluatd in detaliu, pentru a contribui la o mai buna intelegere a
oricaror raspunsuri de la nivelul punctelor finale mecaniciste. Insa, chiar daci nu sunt
efectuate aceste evaluari detaliate, anomaliile brute observate incidental in evaluarea
histopatologica ar trebui totusi observate si raportate.

FEutanasierea pestilor
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La finalul expunerii generatiilor FO s1 F1, atunci cand se constituie sub-esantioane de pesti
subadulti, pestii ar trebui s fie eutanasiati cu cantitdti adecvate de solutie anestezica [de
exemplu, metan sulfonat de tricaind, MS-222 (CAS.886-86-2), 100-500 mg/1] cu o solutie
tampon de 300 mg/l NaHCO3 (bicarbonat de sodiu, CAS.144-55-8) pentru a reduce iritatia
membranei mucoase. in cazul in care pestii manifestd semne de suferintd considerabild (se
poate prezice in mod sigur suferinta foarte grava si decesul) si considerati se considera ci
acestia sunt muribunzi, animalele ar trebui anesteziate si eutanasiate si tratate drept
mortalitate Tn scopul analizei datelor. Atunci cand un peste este eutanasiat din cauza
morbidititii, acest aspect ar trebui observat si raportat. In functie de momentul in care
pestele este eutanasiat in timpul studiului, se poate proceda la retinerea pestelui pentru
analiza histopatologica (fixarea pestelui pentru o posibild histopatologie).

Manipularea oudlor i a larvelor de peste

Colectarea oudlor de la perechile de reproductie pentru a propaga urmadtoarea generatie

36.

37.

Colectarea oudlor se face in prima zi (sau in primele doud zile, dacd este necesar) a
saptamanii de testare 4 pentru a trece de la FO la F1 si a saptamanii de testare 18 pentru a
trece de la F1 la F2. Saptamana de testare 18 corespunde pestilor adulti din generatia F1,
15 sdf (saptdméni dupd fertilizare). Este important ca toate icrele sd fie eliminate din
fiecare bazin cu o zi inainte de Inceperea colectarii acestora pentru a asigura faptul ca toate
icrele colectate de la o pereche de reproductie provin de la o singurd depunere de icre. in
urma depunerii icrelor, femelele medaka isi poartd uneori icrele aproape de anus pand cand
acestea pot fi depozitate pe un substrat. In absenta unui substrat in bazin, icrele se gisesc
fie atasate de o femeld, fie pe partea inferioard a bazinului. In functie de locul in care se
afla, icrele sunt fie indepartate cu grija de femeld, fie sifonate de la partea inferioard in
sdptdména de testare 4 a generatiei FO si in sdptiména de testare 18 a generatiel F1. Toate
icrele colectate in cadrul unui tratament sunt adunate la un loc Inainte de a fi distribuite la
camerele de incubare.

Filamentele din oud, care tin oudle depuse laolaltd, ar trebui indepartate. Icrele fertilizate
(maxim 20) sunt colectate de la fiecare pereche de reproductie (1 pereche per duplicat),
sunt adunate la un loc prin tratament si distribuite in mod sistematic in camere de incubare
corespunzatoare (apendicele 6, 7). Cu ajutorul unut microscop de disectie de buna calitate,
se pot vedea semnele fertilizarii/dezvoltare precoce, cum ar fi ridicarea membranei de
fertilizare (corion), diviziunea celulard continud sau formarea blastulei. Camerele de
incubare pot fi introduse in acvarii de tip ,,incubator” montate separat pentru fiecare
tratament (caz in care trebuie sd se masoare parametril de calitate a apei s1 concentratiile
substantei chimice de testat in acestea) sau in acvariul cu duplicate in care vor fi péstrate
larvele eclozate (de exemplu, embrionul eclozat) vor fi limitate. In cazul in care este
necesard o a doua zi de colectare (ziua de testare 23), toate icrele din ambele zile ar trebui
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sd fie grupate si apoi redistribuite in mod sistematic in fiecare dintre duplicatele pentru
tratament.

Cresterea icrelor panad la eclozare

38. Icrele fertilizate sunt agitate Tn mod continuu, de exemplu, In incubatorul de icre prin
intermediul bulelor de aer sau prin balansarea verticald a incubatorului de icre. Mortalitatea
icrelor fertilizate (embrionilor) este verificatd si Inregistratd zilnic. Icrele moarte sunt
scoase din incubatoare (apendicele 9). In a saptea zi dupa fertilizare (zdf), agitarea este
opritd sau redusd astfel incét icrele fertilizate sd se depund pe partea inferioard a
incubatorului. Astfel se promoveazad eclozarea, de reguld in urmatoarea sau urmatoarele
doua zile. Pentru fiecare tratament si martor, sunt numarate larvele (larve tinere; embrioni
eclozati) (baza de duplicate). Ouile fertilizate care nu au eclozat pand in perioada
echivalenta cu dublul zilei mediane a incubatiei din martor (de reguld, 16 sau 18 zdf) se
considera neviabile si sunt eliminate.

39. In fiecare bazin duplicat se transferd douasprezece larve. Larvele din camerele de incubatie
sunt grupate si distribuite in mod sistematic in bazine duplicate (apendicele 7) . Acest lucru
se poate realiza prin selectarea aleatorie a unei larve din rezerva de tratament si prin
addugarea secventiald a unei larve, printr-o extragere nediferentiatd, Intr-un acvariu
duplicat. Fiecare din bazine ar trebui sd contind un numar egal (n = 12) de larve eclozate
(maximum 20 de larve fiecare). Dacd nu existd suficiente larve pentru a umple toate
duplicatele pentru tratament, se recomanda sa se asigure un numar cit mai mare posibil de
duplicate cu 12 larve. Larvele pot fi manipulate in conditii de siguranta cu pipete din sticla
cu diametru mare. Larvele suplimentare sunt eutanasiate cu anestezici. Pe parcursul celor
cateva sdptdmani anterioare formarii perechilor de reproductie, ar trebui sd se Inregistreze
ziua 1n care se observa primul eveniment de reproducere in fiecare duplicat.

Formarea perechilor de reproductie

Taierea inotatoarelor si determinarea sexului genotipic

40. Determinarea sexului genotipic prin tdierea unor parti din inotatoare se realizeazi la 9-10
sdf (si anume, sdptaimana de testare 12-13 pentru generatia F1). Toti pestii dintr-un bazin
sunt anesteziati (folosind metode aprobate, de exemplu, IACUC) si se prelevd o mica
proba de tesut din extremitatea dorsald sau ventrald a Tnotdtoarei caudale a fiecdrui peste
pentru a determina sexul genotipic al exemplarului (29). Pestii dintr-un duplicat pot fi
adapostiti in custi mici, daci este posibil unul in fiecare cusca, in bazinul duplicat. In mod
alternativ, doi pesti pot fi tinuti in fiecare cuscd daca se pot diferentia unul de celilalt. Una
dintre metode este de sd se taie in mod diferentiat inotdtoarea caudala (de exemplu,
extremitatea dorsala fata de cea ventrald) atunci cand se preleva proba de tesut.
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41. Sexul genotipic al speciei medaka este determinat de o gend identificatd si incadrata Intr-un
sir (dmy) care este situatd pe cromozomul Y. Prezenta dmy indicd un exemplar XY,
indiferent de fenotip, iar absenta dmy indicd un exemplar XX, indiferent de fenotip (30);
(31). Acidul dezoxiribonucleic (ADN) din fiecare tdiere a Tnotdtoarei este extrasd, iar
prezenta sau absenta dmy poate fi determinata prin metode de reactie in lant a polimerazei
(PCR) (a se vedea apendicele 9 din capitolul C.41 din prezenta anexd sau apendicele 3 si 4
de la punctul 29).

Stabilirea perechilor de reproductie

42. Informatiile privind sexul genotipic sunt utilizate pentru a stabili perechile de reproductie
XX-XY, indiferent de fenotipul extern care poate fi modificat prin expunerea la o substanta
chimica de testat. In ziua urmitoare celei in care se determini sexul genotipic al fiecirui
peste, se aleg in mod aleatoriu doi pesti XX s1 dot pesti XY provenind din fiecare duplicat
si se stabilesc doud perechi de reproductie XX-XY. In cazul in care un duplicat nu are doi
pestt XX sau doi pesti XY, ar trebui s se obtind pesti adecvati din alte duplicate in cadrul
tratamentului. Prioritatea este de a obtine numarul recomandat de perechi de reproductie
duplicate (12) pentru fiecare tratament si pentru martori (24). Pestii cu anomalii evidente
(probleme ce tin de vezica urinard, deformari ale coloanei vertebrale, variatii de marime
extreme etc.) ar fi exclusi de la stabilirea perechilor de reproductie. In faza de reproducere
pentru F1, fiecare bazin duplicat ar trebui sa contina numai o pereche de reproductie.

Esantionarea subadultilor si evaluarea punctelor finale

Esantionarea pestilor din perechea de non-reproductie

43. Dupa constituirea perechilor de reproductie, pestii neselectati pentru reproducere ulterioara
sunt eutanasiati pentru masurarea punctelor finale ale subadultilor In saptimana de
testare 12-13 (F1). Este extrem de important ca pestii sd fie manipulati Tn asa fel incat
sexul genotipic determinat pentru selectia perechilor de reproductie sd poatd fi inca
depistat la un exemplar. Toate datele colectate sunt analizate in contextul sexului genotipic
al pestelui specific. Fiecare peste este utilizat pentru o varietate de masuritori ale punctelor
finale, inclusiv: determinarea ratelor de supravietuire in cazul pestilor tineri/subadulti
(saptdmanile de testare 7-12/13 (F1), a cresterii in lungime (se poate masura lungimea
standard dacd Tnotdtoarea caudald a fost scurtatd ca urmare a prelevarii de probe pentru
analiza sexului genetic. Lungimea totala poate fi masuratd In cazul in care numai o
portiune a notdtoarei caudale, cea dorsald sau ventrald, este esantionatd pentru dmy,
precum si masa corporald (si anume, masa umeda, uscare prin tamponare), valoarea mRNA
a vtg (sau VTGQ) si papilele anale ale inotatoarelor (a se vedea tabelele 1 si1 2). Este de
precizat ca greutatea si lungimea perechilor de reproductie sunt necesare, de asemenea,
pentru calcularea cresterii medii in cadrul unui grup supus tratamentului.
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Esantionarea tesutului si masurarea vitelogeninei

44 . Ficatul este disecat si ar trebui sa fie pastrat la < —70 °C pana la masurarea mRNA a vig
(sau VTG). Coada pestelui, inclusiv inotdtoarea anald, este pastratd intr-o solutie fixativa
adecvata (de exemplu, Davidson's) sau fotografiata astfel incét papilele inotatoarei anale sa
fie luate in calcul la o data ulterioara. [Daca se doreste, pot fi prelevate alte tesuturi (si
anume, gonada) si pastrate in acest moment.] Concentratia VTG din ficat ar trebui si fie
cuantificata printr-o tehnicd ELISA omoloaga (a se vedea procedurile recomandate pentru
medaka in apendicele 6 din capitolul C.48 din prezenta anexi). In mod alternativ, metodele
pentru cuantificarea valorit mRNA a vtg, si anume, extragerea mRNA a genei v¢g I dintr-o
proba de ficat si cuantificarea numarului copiilor genei veg I (per ng de mRNA total ) prin
reactia PCR cantitativi, au fost stabilite de Agentia SUA pentru protectia mediului (29). In
locul determindrii numarului de copii ale genei vig in grupurile martor si de tratament, o
metodad mai accesibild din punctul de vedere al resurselor s1 mai putin dificild din punct de
vedere tehnic va stabili modificarea relativa (multiplicarea) a expresiei vtg I in grupurile
martor si de tratament.

Caracteristici sexuale secundare
45.n conditii normale, numai pestii medaka masculi care sunt maturi din punct de vedere
sexual sunt prevazuti cu papile care se dezvoltd pe placile unite ale anumitor raze ale
inotdtoarei anale ca o caracteristica sexuala secundara, oferind un posibil marker biologic
pentru efectele perturbatoare ale sistemului endocrin. Metoda de contabilizare a papilelor
inotatoarei anale (numarul de plici unite cu papile) este prezentatd in apendicele 8. De
asemenca, numarul papilelor notatoarei anale per exemplar este utilizat pentru a clasifica
respectivul exemplar ca si mascul sau femeld fenotipic(d) la nivel extern in vederea
calculdrii unui raport al sexului simplu per duplicat. Un peste medaka cu orice numér mai
mare de 0 este definit ca fiind mascul; un peste medaka cu zero papile ale inotitoarei anale

este definit ca fiind femela.

Evaluarea fecundititii si a fertilitatii

46. Fecunditatea si fertilitatea sunt evaluate in sdptdmanile de testare 1-3 la generatia FO si in
saptamanile de testare 15-17 la generatia F1. Ouale sunt colectate zilnic pentru fiecare
pereche de reproductie timp de 21 de zile consecutiv. Oudle sunt usor eliminate de la
femelele prinse in plasd si/sau sifonate de la partea inferioard a acvariului in fiecare
dimineatd. Fecunditatea si fertilitatea sunt inregistrate zilnic pentru fiecare pereche de
reproductie duplicat. Fecunditatea este definitd ca fiind numarul de oud depuse, iar
fertilitatea este definitd din punct de vedere functional ca fiind numarul de oud fertilizate si
viabile in momentul numararii. Numadratoarea ar trebui efectuatd cat mai curand posibil
dupa colectarea oualor.
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47. Fecunditatea duplicatd este inregistratd zilnic ca fiind numarul de oud per pereche de
reproductie care se analizeazd prin procedurile statistice recomandate folosind mediile
duplicate. Fertilitatea duplicatd reprezintd suma numadrului de oud fertile produse de o
pereche de reproductie impartita la suma numarului de oud produse de perechea respectiva.
Din punct de vedere statistic, fertilitatea este analizatd ca procent per duplicat. Capacitatea
de eclozare duplicatd este numarul de larve Tmpartit la numérul de embrioni incércati (de
reguld, 20). Din punct de vedere statistic, capacitatea de eclozare este analizata ca procent
per duplicat.

Esantionarea adultilor si evaluarea punctelor finale

Esantionarea pestilor din perechea de reproductie

48. Dupd sdptamana de testare 17 (si anume, dupa lansarea cu succes a generatiei F2), adultii
F1 sunt eutanasiati si se evalueaza diverse puncte finale (a se vedea tabelele 1 si 2).
Inotitoarea anali este procesati imagistic pentru evaluarea papilelor inotitoarei anale (a se
vedea apendicele 8) si/sau coada, imediat din spatele anusului, este Indepartata si fixata
pentru numararea ulterioard a papilelor. O portiune a Inotatoarei caudale poate fi
esantionatd si arhivata in acest moment pentru verificarea sexului genetic (dmy), daca se
doreste. Dacd este necesar, se poate preleva o proba de tesut pentru a repeta analiza dmy
pentru verificarea sexului genetic al anumitor pesti. Se deschide cavitatea corpului pentru a
permite perfuzarea cu solutii fixative adecvate (de exemplu, Davidson's) inainte de
submersarea intregului corp in solutia fixativa. Insi, in cazul in care se parcurge o etapi
adecvatd de permeabilizare 1nainte de fixare, nu este necesar si se deschidd cavitatea
corpului.

Histopatologie
49. Fiecare peste este evaluat histologic pentru patologie in tesutul gonadal (30); (29). Astfel
cum este mentionat la punctul 33, alte puncte finale mecanistice evaluate in cadrul acestui
test (si anume, VTG, SSC si anumite efecte histopatologice ale gonadelor) pot fi
influentate de toxicititi sistemice sau de alta natura. In consecinta, histopatologia ficatului
si a rinichilor poate fi, de asemenea, evaluatd in detaliu, pentru a contribui la 0 mai buna
intelegere a oriciror raspunsuri de la nivelul punctelor finale mecaniciste. Insi, chiar daci
nu sunt efectuate aceste evaludri detaliate, anomaliile brute observate incidental in
evaluarea histopatologica ar trebui totusi observate si raportate. Ar putea fi avutd in vedere
,citirea de sus in jos” de la cel mai mare grup de tratament (comparativ cu martorul) la un
tratament fard efect, Insd se recomanda consultarea ghidului privind histopatologia (29).
De reguld, toate probele sunt prelucrate/sectionate, dupa care sunt citite de patolog. In
cazul in care se utilizeaza o abordare de ,,citire de sus in jos”, se observa ca procedura Rao-
Scott Cochrane-Armitage by Slices (RSCABS) aplica principiul bazat pe asteptarea
conform careia, pe masura ce cresc nivelurile dozei, va creste, de asemenea, impactul
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biologic (patologia). Prin urmare, se va pierde putere dacd se ia in considerare doar o
singurd dozi, cea mai mare, fird dozele intermediare. in cazul in care nu este necesard o
analiza statisticd pentru a determina dacd doza mare nu produce efecte, atunci aceasta
abordare poate fi acceptabila. Fenotipul gonadei este, de asemenea, derivat din aceasti
evaluare

Alte observatii

50. MEOGRT furnizeaza date care pot fi utilizate (de exemplu, in cadrul unei abordéri bazate
pe forta probantd a datelor) pentru a evalua simultan cel putin doud tipuri generale de
parcursuri ale raspunsurilor adverse (AOP) care culmineaza cu deficienta de reproducere:
(a) parcursuri mediate de sistemul endocrin, implicdnd perturbarea axului hipotalamo-
hipofizo-gonadal (HPG) endocrin; si (b) parcursurile care determina reduceri in ceea ce
priveste supravietuirea, cresterea (lungime si greutate) si reproducerea prin toxicitate
nemediata de sistemul endocrin. Punctele finale masurate, de reguld, in testele de toxicitate
cronicd, cum ar fi testul privind intregul ciclu de viatd si testul privind etapele de viata
timpurii sunt, de asemenea, incluse in acest test si pot fi utilizate pentru a evalua pericolele
prezentate atdt de modurile de actiune toxicd nemediatd de sistemul endocrin, cat g1 de
parcursurile de toxicitate mediati de sistemul endocrin. In timpul testului, ar trebui si se
emitd zilnic observatii cu privire la comportament, iar orice comportament neobisnuit ar
trebui sa fie notat. In plus, orice mortalitate ar trebui si fie inregistrati si ar trebui sa fie
calculata supravietuirea pana la sacrificarea pestilor (sdptdmana 6/7), supravietuirea dupa
sacrificarea la esantionul de subadulti (in 9-10 sdf) si supravietuirea de la momentul
realizarii de perechi pana la prelevarea de probe de la pesti adulti.

Tabelul 1: Prezentarea punctelor finale ale MEOGRT*

Etapa de viata Punct final Generatie
Embrion Eclozare (% si timp pénd la eclozare) F1,F2
(2 sdf)
Exemplare Supravietuire F1
tinere
(4 sdf)
Subadult Supravietuire F1
(9 sau 10 sdf) Crestere
(lungime si greutate)
Vitelogenina
(mRNA sau proteind)

Caracteristici sexuale secundare

(papila Inotétoare anald)
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Procent sex extern

Timp pénd la prima depunere

(lungime si greutate)

Caracteristici sexuale secundare

(papila inotétoare anala)

Histopatologie
(gonada, ficat, rinichi)

Adult Reproducere FO, F1
(12-14 sdf) (fecunditate si fertilitate)

Adult Supravietuire F1

(15 sdf) Crestere

*Aceste puncte finale trebuie sa fie analizate din punct de vedere statistic

CALENDAR

D060575/02

51. Un calendar pentru MEOGRT ilustrat in tabelul 2 arata testul. MEOGRT cuprinde 4
saptdmani de expunere la adultii din FO si 15 sdptamani de expunere la generatia FI1,
precum si perioada de expunere pentru cea de a doua generatie (F2), pand la ecloziune
(2 sdf). Activitatea desfasurata pe parcursul MEOGRT este sintetizatd in apendicele 9.
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Tabelul 2: Calendarele pentru expunere si punctele finale de mésurare pentru MEOGRT.

Calendarul MEOGRT pentru expunere si puncte finale

0 11213]4
1 112134567 ]|8]|9]|10J11|12}13]14|15
F2 1]12

Saptaméanade |1 |23 ]4]|5]|6]7]8]9]10]11]12]13]14]|15]16]|17]18]|19

[Etapa

de viata cheie Embrion Larve Exemplare tinere Subadult Adult

Puncte finale

Fecunditate Fo F o  Modelul experimental cuprinde
. 7 grupuri de duplicate
Fertilitate Fo F
o 5 pentru tratamente cu
Eclozare T T substante chimice de testat
— o 2 pentru tratamente cu martor
Supravietuire T I Fi (4, in cazul n care se utilizeaza
solvent)
Crestere Fo I F

e  Model in cadrul grupului

Vitelogenina 1 o 12 duplicate pentru
reproducere, patologie pentru

peAlseoundar i Fl adulti si SSC (sapt. 10-18)

Histopatologie Fi o 6 duplicate pentru eclozare,

testare

Saptamana de

supravietuire, vtg; si - SSC si

crestere subadulti (sépt. 1-9)
SSC: caracteristici sexuale secundare;
Sépt.: sdptdmani;

Vtg: vitelogenina

RAPORTAREA DATELOR

Analiza statistica

52.

53.

Intrucat sexul genotipic este determinat la toti pestii pentru testare, datele ar trebui sa fie
analizate separat pentru fiecare sex genotipic (si anume, masculi XY si femele XX). In
cazul 1n care acest lucru nu este posibil, puterea statisticd a oricarei analize va fi redusa
considerabil. Analizele statistice ale datelor ar trebui, de preferinta, sa urmeze procedurile
descrise in documentul OCDE intitulat ,,Current Approaches in the Statistical Analysis of
Ecotoxicity Data: A Guidance to Application” (32) (Metode actuale de analiza statistica a
datelor privind ecotoxicitatea: un ghid pentru aplicare) (32). Apendicele 10 oferd orientari
suplimentare pentru analiza statistica.

Modelul testului s1 selectia testelor statistice ar trebui sd permitd existenta unei puteri
adecvate pentru detectarea schimbarilor de importantd biologica in punctele finale in cazul
in care CFEO va fi raportata (32). Este posibil ca raportarea unor concentratii de efect si a
unor parametri relevanti sd depindd de un cadru de reglementare. Ar trebui s se identifice
variatia procentuald la fiecare punct final care este important de detectat sau estimat.
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Modelul testului trebuie adaptat pentru a permite acest lucru. Este posibil sd nu se aplice
aceeasi variatie procentuald la toate punctele finale si sd nu poatd fi conceput un
experiment fezabil care sa indeplineascd aceste criterii pentru toate punctele finale. Prin
urmare, este important ca atentia sa fie Indreptatd asupra punctelor finale pentru
experimentul respectiv in vederea unei proiectiri adecvate a experimentului. In
apendicele 10 este disponibild o diagrama statisticd si orientari pentru a ajuta la tratarea
datelor si la alegerea celui mai adecvat test sau model statistic pentru a fi utilizat. Pot fi
utilizate alte abordari statistice, cu conditia ca acestea sa fie justificate din punct de vedere
stiintific.

54. Va fi necesar ca variatiile sa fie analizate n cadrul fiecarui set de probe duplicat folosind
analiza variantei sau procedurile tabelelor de contingenta, precum si metode adecvate si
suficiente de analiza statisticd pe baza acestel analize. Pentru a realiza o comparatie
multipla intre rezultatele obtinute la concentratii individuale si cele pentru martori, se
recomanda procedura de tip ,,step-down” (de exemplu, testul Jonckheere-Terpstra) pentru
raspunsuri continue. in cazul in care datele nu sunt consecvente cu o relatie concentratie-
raspuns monotond, ar trebui sa se utilizeze testul Dunnett sau Dunn (dupd o transformare
adecvatd a datelor, dacd este necesar).

55. Pentru fecunditate, oudle sunt numarate zilnic, dar pot fi analizate ca numar total de oud
sau ca masurd repetatd. Apendicele 10 prezintd detaliile privind modul in care este analizat
acest punct final. Pentru datele privind histopatologia, care sunt sub forma de punctaje de
gravitate, a fost elaborat un nou test statistic, Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices
(RISCABS) (33).

56. Ar trebui sa fie raportate orice puncte finale observate in tratamentele chimice care sunt
semnificativ diferite de martorii corespunzatori.

Consideratii privind analiza datelor
Utilizarea nivelurilor de tratament compromise

57. O serie de factori sunt luati in considerare atunci cand se stabileste dacd un duplicat sau
intregul tratament demonstreaza toxicitate evidenta, iar acesta ar trebui sa fie exclus de la
analizd. Toxicitatea evidentd este definitd ca >4 cazuri de mortalitate in orice duplicat
intre 3 s1 9 sdf, care nu poate fi explicatd prin eroare tehnicd. Alte semne ale toxicitatil
evidente includ hemoragia, comportamentele anormale, modalitdtile anormale de finot,
anorexia si orice alte semne clinice de boald. In ceea ce priveste semnele subletale de
toxicitate, ar putea fi necesare evaluari calitative care ar trebui Intotdeauna efectuate in
raport cu un grup de martori dintr-un vas cu apa de dilutie (exclusiv apa curati). in cazul in
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care se observa toxicitatea evidentd la tratamentul (tratamentele) de la cel mai inalt nivel,
se recomanda ca tratamentele respective sa fie cenzurate de la analiza.

Martori solvent

58. Utilizarea unui solvent ar trebui avutd in vedere doar ca ultima solutie, dupa epuizarea
tuturor celorlalte optiuni de livrare a substantei chimice. In cazul utilizarii unui solvent, ar
trebui sd se utilizeze concomitent o apa de dilutie. La incheierea testului, ar trebui efectuatd
o evaluare a potentialelor efecte ale solventului. Aceasta se realizeaza printr-o comparatie
statisticd intre grupul de martori solvent si grupul de martori apa de dilutie. Cele mai
relevante puncte finale care trebuie luate in considerare in aceastd analizd sunt factorii
determinanti a1 cresterit (greutate), deoarece acestia pot fi afectati prin toxicititi
generalizate. In cazul in care se detecteazi diferente semnificative din punct de vedere
statistic la aceste puncte finale intre grupul cu martor tratat cu apa de dilutie si grupul cu
martor tratat cu solvent, ar trebui sd se recurgd la cea mai bund apreciere profesionald
pentru a determina dacd validitatea testului este compromisi. In cazul in care cei doi
martori diferd, tratamentele expuse la substanta chimica ar trebui comparate cu martorul
tratat cu solvent, cu exceptia cazului in care se cunoaste faptul cd se prefera o comparatie
cu martorul tratat cu apa de dilutie. In cazul in care nu exista diferente semnificative din
punct de vedere statistic Intre cele doud grupuri cu martori, se recomanda ca tratamentele
expuse la substanta chimicd de testat sd fie comparate cu cele ale grupului (grupul cu
martor tratat cu solvent si grupul cu martor tratat cu apa de dilutie), cu exceptia cazului in
care se cunoaste faptul cd se preferd numai comparatia cu grupul cu martor tratat cu apa de
dilutie sau cu grupul cu martor tratat cu solvent.

Raportul testului

59. Raportul testului ar trebui sd includa urmatoarele:

Substanta chimica de testat: proprietdti de naturd fizica si, daca este relevant, proprietati fizico-
chimice;

- Date de identificare a substantei chimice.
Substantd monocomponenta:
- aspectul fizic, solubilitatea in apa si alte proprietati fizico-chimice relevante;

- datele de identificare chimicd, precum denumirea I[UPAC sau CAS, numarul CAS sau
codul sdu InChl, formula structurald, puritatea, identitatea chimica a impuritatilor, dupa
cum este necesar si fezabil din punct de vedere practic etc. (inclusiv continutul in carbon
organic, daca este necesar).

Substantd multicomponenta, UVCB si amestecuri:
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in masura in care este posibil, caracterizata prin identitatea chimica (a se¢ vedea mai sus),
aparitia cantitativa si proprietatile fizico-chimice relevante ale constituentilor.

Specii de testare:

numele stiintific, susa, daci exista, sursa si metoda de colectare a oualor fertilizate,
precum si manipularea ulterioara.

Conditii de testare:

Perioada (perioadele) de expunere la lumina;

Modelul de testare (de exemplu, dimensiunea camerei, volumul materialului si al aper,
numdrul camerelor de testare si al duplicatelor, numarul larvelor pe duplicat);

metoda de preparare a solutiilor mama si frecventa reinnoirii (ar trebui sa se specifice
agentul de solubilizare si concentratia sa, atunci cénd este folosit);

metoda de dozare a substantei chimice de testat (de exemplu, pompe, sisteme de diluare);

eficienta de recuperare a metodei si concentratiile de testare nominale, limita de
cuantificare, mediile valorile masurate s1 abaterile lor standard in vasele de testare s1
metoda prin care acestea au fost obtinute, precum si dovezi ca masuratorile se refera la
concentratiile substantei de testat in solutie reald;

caracteristicile apei de dilutie: pH, duritate, temperatura, concentratia oxigenului dizolvat,
nivelul clorului rezidual (daca a fost masurat), carbonul organic total (daca a fost masurat),
solide in suspensie (daca au fost masurate), salinitatea mediului de testare (daca a fost
mdsuratd) si alte masuratori facute;

concentratiile de testare nominale, mediile valorilor mésurate si deviatiile standard ale
acestora,

calitatea apei din vasele de testare, pH, temperatura (zilnic) si concentratia oxigenului
dizolvat;

informatii detaliate legate de hrana [de exemplu, tipul de alimente, sursa, cantitatea
administrata si frecventa].

Rezultate:

dovezi privind faptul ca martorii au indeplinit criteriile generale de validare;

datele pentru martor (plus martorul tratat cu solvent atunci cand este utilizat) si grupurile
de tratament, dupa cum urmeaza, eclozarea (capacitatea de eclozare si timpul pana la
eclozare) pentru F1 s1 F2, rata de supravietuire dupa eclozare pentru F1, cresterea
(lungimea si greutatea corporald) pentru F1, sexul genotipic si diferentierea sexuald (de
exemplu, caracteristicile sexuale secundare pe baza papilelor inotitoarclor anale si a
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histologiei anale s1 gonadale) pentru F1, sexul fenotipic pentru F1, caracteristicile sexuale
secundare (papilele Inotatoarelor anale) pentru valoarea mRNA a veg (sau proteina VTG)
pentru F1, evaluarea histopatologica (gonada, ficatul si rinichii ) pentru F1 si reproducerea
(fecunditate si fertilitate) pentru FO , F1; (a se vedea tabelele 1 si 2).

- abordarea analizet statistice (analiza regresiei sau analiza variantei) si tratarea datelor
(teste statistice si modele utilizate);

- concentratia fard efect observat (CFEO) pentru fiecare raspuns evaluat;

- concentratia cea mai scazuta pentru care este observat un efect (LOEC) pentru fiecare
raspuns evaluat (la p = 0,05); CEx pentru fiecare raspuns evaluat, dacd este cazul, precum
s intervalele de incredere (de exemplu 90 % sau 95 %) s1 un grafic al modelului ajustat
utilizat pentru calcularea lor, panta curbei concentratie-raspuns, formula modelului de
regresie, parametrii estimati a1 modelului si erorile standard ale acestora.

- Orice abatere de aceastd metoda de testare si abateri de la criteriile de acceptare, precum si
consideratii privind eventualele consecinte asupra rezultatului testului.

60. Pentru rezultatele masurarilor punctelor finale, ar trebui sd fie prezentate valorile medii s1
deviatiile lor standard (in functie de duplicat si concentratie, daca este posibil).
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Apendicele 1

DEFINITII
Substanta chimici: o substantd sau un amestec.
ELISA: test de imunoadsorbtie cu anticorpi marcati enzimatic
Fecunditate = numarul oualor;
Fertilitate = numarul ouilor viabile/fecunditate;
Lungimea cozii (LC): se referd la lungimea cuprinsa intre varful botului si capatul radiilor
de mijloc ale inotdtoarei caudale si este utilizatd la pestii la care este dificil de precizat unde
se termind coloana vertebrala (www.fishbase.org)
Capacitatea de eclozare = larve/numarul de embrioni incarcati intr-un incubator

TACUC: Comitetul pentru ingrijirea si utilizarea animalelor

Lungimea standard (SL) se refera la lungimea unui peste masurat de la varful botului pana
la extremitatea posterioard a ultimei vertebre sau la extremitatea posterioara a liniei laterale
a pedunculului. Cu alte cuvinte, aceastd masurdtoare exclude lungimea inotdtoarei caudale.
(www fishbase.org)

Lungimea totald (LT) se refera la lungimea cuprinsé intre varful botului si varful lobului
mai lung a inotdtoarei caudale, masuratd de reguld cu lobii comprimati de-a lungul liniei
laterale. Acesta este o masurdtoare In linie dreaptd, nu una madsuratd urmand curbura
corpului (www.fishbase.org)
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L S A SO S SR Lungime standard . ______________

_______________________ Lungimea cozii P S R

R S P P S Lungime totald = oo __ |

Figura 1: Descrierea diferitelor lungimi folosite

CEx: (concentratie efectiva pentru un efect x %) reprezintd concentratia care determind o
valoare x % a unui efect asupra organismelor testate intr-un timp de expunere dat in
comparatie cu un martor. De exemplu, o valoare EC50 este concentratia estimata sa produca
un efect asupra unui punct final de testare la 50% dintr-o populatie expusa intr-un timp de
expunere stabilit.

Testul in regim dinamic este un test cu flux continuu de solutii de testare prin sistemul de
testare 1n perioada de expunere.

Axa HPG: axul hipotalamo-hipofizo-gonadal.
IUPAC: Uniunea Internationala de Chimie Pura si Aplicata.
Rata de incircare: greutatea umeda a pestelui per volum de apa.

Concentratia cea mai scazutd pentru care este observat un efect (LOEC) este cea mai
scazutd concentratie testatd a unei substante chimice de testat la care se constatd un efect de
reducere semnificativ din punct de vedere statistic asupra cresterii (la p < 0,05) in
comparatie cu martorul. Insi toate concentratiile de testare mai mari decat LOEC ar trebui
sa aibd un efect nociv egal cu sau mai mare decat cele observate la LOEC. Atunci cand
aceste doud conditii mentionate nu pot fi indeplinite, ar trebui furnizatd o explicatie
completd a modului de alegere a LOEC (51, prin urmare, CFEO). Apendicele 5 si 6 ofera
orientdri in acest sens.

Concentratia letald medie (LC50): este concentratia unei substante chimice de testat care
este considerata letald la 50 % din organismele testate pe durata testului.
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Concentratia fira efect observat (CFEO) este concentratia de testare imediat sub LOEC
care, atunci cind este comparatd cu martorul, nu are niciun efect semnificativ din punct de
vedere statistic (p < 0,05) intr-un timp de expunere stabilit.

SMILES: Specificatie pentru inregistrarea simplificatd a structurii moleculare sub forma de
text liniar.

Densitatea populatiei: numarul de pesti pe unitatea de volum de apa.

Substanta chimica de testat: orice substantd sau amestec testat utilizdnd prezenta metoda
de testare.

UVCB: substante cu compozitie necunoscutd sau variabild, produsi de reactic complexa sau
materiale biologice.

VTG: vitelogenina este o fosfolipoglicoproteind precursoare a proteinelor din vitellus care
in mod normal apare la femelele active din punct de vedere sexual din toate speciile ovipare.

SDF: saptdmani dupa fertilizare
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ANUMITE CARACTERISTICI CHIMICE ALE APEI DE DILUTIE ACCEPTABILE

Substanta Concentratie-limiti
Particule in suspensie 5 mg/l
Carbon organic total 2 mg/l
Amoniac neionizat 1 pg/l
Clor rezidual 10 pg/l
Totalul pesticidelor organofosforoase 50 ng/l
Total pesticide organoclorurate plus bifenili policlorurati 50 ng/l
Total clor organic 25 ng/l
Aluminiu 1 pg/l
Arsen 1 pg/l
Crom 1 pg/l
Cobalt 1 g/l
Cupru 1 pg/l
Fier 1 pg/l
Plumb 1 pg/l
Nichel 1 pg/l
Zinc 1 pg/l
Cadmiu 100 ng/1
Mercur 100 ng/l
Argint 100 ng/1l
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Apendicele 3

CONDITII DE TESTARE PENTRU MEOGRT

—

. Specii recomandate
2. Tipul de testare

3. Temperatura apei

4. Calitatea 1luminatului

6. Rata de Incarcare

7. Volum minim utilizabil in
camera de testare

8. Schimburile de volum ale
solutiilor de testare

9. Varsta organismelor de testare
la initiere

10. Numarul de organisme per
duplicat

11.Numar de tratamente

12. Numarul de duplicate per
tratament

Medaka japoneza (Oryzias latipes)
Continuu 1n regim dinamic

Temperatura nominala de testare este de 25 °C. Temperatura medie pe
durata testului In fiecare bazin este de 24-26 °C.

Becuri fluorescente (spectru larg $i ~150 lumeni/m?)
(~150 lux).

16 h de lumina, 8 h de intuneric

FO: 2 adulti/duplicat; F1: initiatd cu maxim 20 de oud (embrioni)
/duplicat, redusa la 12 embrioni /duplicat la eclozare, apoi 2 adulti
(pereche de reproductie XX-XY) la 9-10 sdf pentru faza de reproducere
1,81 (de exemplu, dimensiunea camerei de testare: 18 x 9 x 15 ¢cm)
Minim 5 reinnoiri de volum/zi pana la maxim 16 reinnoiri de volum/zi
(sau un debit de 20 ml/min)

FO: > 12 sdf, insé se recomandd si nu se depéseasca 16 sdf

FO: 2 pesti (pereche mascul si femeld); F1: Maxim 20 pesti
(oud)/duplicat (produsi din perechi de reproductie FO si F1).

5 tratamente chimice de testare plus martorii (martorul) adecvat
(adecvati)

Minimum 6 duplicate pe tratament pentru o substanta chimici de testat
si minim 12 duplicate pentru martor §i pentru martorul tratat cu solvent,
daca se utilizeaza (numarul de duplicate este dublu in faza de
reproducere In F1)

13. Numdrul de organisme per test Cel putin 84 de pesti in FO §1 504 in F1. (in cazul in care se utilizeaza un

14.Regimul de hranire

martor tratat cu solvent, atunci se utilizeazd 108 pesti in FO 1 648 de
pesti in F1). Unitatea numaratd este cea rezultatd dupd eclozarea
embrionilor.

Pestii sunt hraniti cu creveti de saramurd, Artemia spp., (nauplii de 24 de
ore) ad libitum, hrana fiind suplimentatd de un tip de hrana sub forma de
fulgi disponibild in comert, dacé este necesar (un exemplu de program
de hranire prin care sa se asigure o crestere si o dezvoltare adecvate
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15. Aerarea

16. Apa de dilutie

17. Perioada de expunere

18. Puncte finale biologice

(primare)

19. Criteri1 de validitate a testului

D060575/02

pentru a sprijini o reproducere sigurd se gaseste in apendicele 6).

Nu existd, cu exceptia cazului in care oxigenul dizolvat se apropie de <
60 % din valoarea de saturatie in aer

Apd curatd de suprafatd, din puturi sau reconstituitd sau apé de la robinet
declorizata.

In primul r4nd, 19 siptimani (incubatie de la FO la F2)

Capacitate de eclozare (F1 si F2); rata de supravietuire [F1, de la
eclozare la 4 sdf (sfarsitul etapei larvare/inceputul etapei de pesti tineri),
de la 4 1a 9 (sau 10) sdf (de la Inceputul etapei de pesti tineri la etapa de
subadulfi) si de la 9 1a 15 sdf (de la etapa de subadulti la incheierea
etapei de adulti)]; crestere (F1, lungime si greutate la 9 si 15 sdf);
caracteristici sexuale secundare (F1, papilele inotdtoarelor anale la 9 si
15 sdf); vitelogenina (F1, valoarea mRNA a vtg sau proteina VTG la

15 sdf); sexul fenotipic (F1, prin histologia gonadelor, la 15 sdf);
reproducere (FO si F1, fecunditate si fertilitatea timp de 21 de zile); timp
pana la depunere (F1); si histopatologia (F1, gonada, ficat si rinichi la
15 sdf)

Oxigen dizolvat de > 60 % din valoarea saturatiei aerului; temperatura
medie a apei de 24-26°C pe parcursul testului; reproducerea cu succes a
unui procent de > 65 % dintre femelele din solutiile (solutia) martor;
fecunditatea medie zilnicd > 20 de oud la martor(i); capacitatea de
eclozare > 80 % (in medie) la martori (la fiecare dintre generatiile F1 si
F2); supravietuirea dupa eclozare pand la 3 sdf > 80 % (in medie) si de
la 3 sdf pana la incheiere pentru generatia > 90 % (in medie) la martori
(F1), concentratiile substantei chimice de testat in solutie ar trebui
mentinute in mod satisfacator in intervalul + 20 % din valorile medii
masurate.
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Apendicele 4

ORIENTARI PRIVIND VALORILE TIPICE ALE MARTORILOR

Ar trebui remarcat faptul cd aceste valori ale martorilor se bazeaza pe un numadr limitat de studii
de validare si pot face obiectul unor modificari in lumina experientei viitoare.

Crestere

Sunt efectuate masuratori de greutate s1 de lungime pentru toti pestil esantionati la 9 (sau
10) st la 15 saptdmani dupa fertilizare (sdf). Acest protocol va genera valori preconizate de
greutate umeda, la 9 sdf, de 85-145mg la masculi si 95-150 mg la femele. Valorile
preconizate de greutate, la 15 sdf, sunt de 250-330 mg la masculi si de 280-350 mg la
femele. Desi pot exista abateri semnificative de la aceste intervale pentru fiecare peste,
valorile medii ale greutdti care se afld iIn mod semnificativ in afara acestor intervale, in
special cele mai scdzute, ar sugera probleme legate de hranire, controlul temperaturii,
calitatea apei, boli sau orice combinatie a acestor factori.

Eclozare

Reusita eclozarii la martori este, de reguld, de aproximativ 90 %, insd valorile scdzute
precum 80 % nu sunt rare. Reusita eclozarii sub 75 % poate indica agitarea insuficientd a
oudlor in curs de dezvoltare sau atentia necorespunzitoare la manipularea oudlor, cum ar fi
lipsa elimindrii in timp util a oudlor moarte, ceea ce conduce la o infestare fungica.

Supravietuire

Ratele de supravietuire pana la 3 sdf de la eclozare si dupd 3 sdf sunt, de regula, de 90 %
sau mai mult in cazul martorilor, dar ratele de supravietuire reduse in primele stadii de viata,
de 80 % in cazul martorilor, nu sunt alarmante. Ratele de supravietuire in cazul martorilor
care nu depasesc 80 % ar fi motive de Ingrijorare si pot indica o curdtare insuficientd a
acvariilor, ceea ce determind pierderi de pesti larvari prin imbolndvire sau sufocare din
cauza nivelurilor scazute de oxigen dizolvat. Mortalitatea poate sa apard, de asemenea, ca
urmare a unei vatdmari in timpul curdtdrii bazinului si prin pierderea de pesti larvari in
sistemul de evacuare al bazinului.

Gena vitelogenind

Desi nivelurile absolute ale genei vitelogenine (vig) care sunt exprimate ca si copii/ng din
totalul mRNA, pot varia semnificativ intre laboratoare din cauza procedurilor sau a
aparatelor utilizate, procentul vig ar trebui sa fie de aproximativ 200 de ori mai mare la
femelele din solutia martor fatd de masculii din solutia martor. Nu este neobisnuit ca acest
procent sa fie intre 1000 si 2000; insa procentele mai mici de 200 sunt suspecte si pot indica
probleme legate de contaminarea probelor sau probleme legate de procedura si/sau reactivii
utilizati.
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Cuaracteristici sexuale secundare

Pentru masculi, intervalul normal al caracteristicilor sexuale secundare, definit ca fiind
numdrul total de segmente in radiile papilelor inotatoarelor anale, este de 40-80 de segmente
la 9-10 sdf. Pana la 15 sdf, intervalul pentru masculii din solutia martor ar trebui sa fie in jur
de 80-120 si 0 pentru femelele din solutia martor. Din motive neexplicate, in cazuri rare,
unii masculi nu dezvoltd papile pand la implinirea a 9 sdf dar, Intrucét toti masculii din
solutia martor dezvoltd papile pand la implinirea a 15 sdf, acest lucru se intdmpla, cel mai
probabil, din cauza dezvoltarii intarziate. Prezenta papilelor la femelele din solutia martor
indica prezenta masculilor XX 1n populatie.

Masculii XX

Incidenta normald pe fond a masculilor XX in culturd pare a fi de aproximativ 4 % sau mai
putin la 25 °C, aceasta crescand odatd cu cresterea temperaturii. Ar trebui sa se ia masuri
pentru a se reduce la minim proportia de masculi XX in populatie. Intrucat incidenta
masculilor XX pare sd aibd o componentd geneticd si, prin urmare, este ereditard,
monitorizarea stocul de culturd si asigurarea cd masculii XX nu sunt utilizati pentru a
propaga stocul de cultura reprezinta un mijloc eficient de a reduce incidenta masculilor XX
in populatie.

Activitatea de depunere a oudlor

Activitatea de depunere a oudlor in duplicatele martor ar trebui monitorizatd zilnic inainte
de evaluarea fecunditatii. Perechile din solutia martor pot fi evaluate din punct de vedere
calitativ vizual pentru a obtine dovezi privind activitatea de depunere a icrelor. Pana la
implinirea a 12-14 sdf, majoritatea perechilor din solutia martor ar trebui sa depuna icre.
Numarul redus de perechi de depunere a icrelor pand la mplinirea acestei perioade indica
existenta unor posibile probleme legate de sandtatea, maturitatea sau bunastarea pestilor.

Fecunditate

Pestii metaka sandtosi si bine hraniti depun icre zilnic pana la implinirea perioadei de 12-14
sdf, producand intre 15 si 50 de icre pe zi. In ceea ce priveste productia de icre, 16 din cele
24 perechi de reproducere din solutia martor recomandate (> 65 %) ar trebui sa produca mai
mult de 20 de icre per pereche pe zi, putand ajunge pana la aproximativ 40 de icre pe zi. O
cantitate mai mica decat aceasta poate indica perechi de reproductie imature, malnutrite sau
nesanatoase.

Fertilitate

Procentul de icre fertile pentru perechile de reproducere din solutia martor este, de regula,
situat n intervalul de 90 %, fiind frecvente valorile medii si cele superioare pana la 90 %.
Ratele de fertilitate mai mici de 80 % pentru icrele din solutia martor sunt suspecte si pot
indica fie indivizi nesandtosi, fie conditii de culturd mai putin ideale.

591



D060575/02

592



D060575/02

Apendicele §

UN EXEMPLU DE PROGRAM DE HRANIRE

Un exemplu de program de hranire pentru a asigura o crestere si dezvoltare adecvata in
vederea sustinerii unei reproduceri fiabile este prezentat in tabelul 1. Abaterile de la acest
program de hranire pot fi acceptabile, dar se recomanda ca acestea sa fie testate pentru a se
verifica dacd se respectd conditia de crestere si reproducere acceptabild. Pentru a respecta
programul de hranire sugerat, Inainte de inceperea testului trebuie si se determine greutatea
uscatd a crevetilor in saramura pe volum de dejectii ale crevetilor respectivi. Acest lucru se
poate realiza prin cantarirea unui volum definit de dejectil de creveti in saramurd care au
fost uscate timp de 24 de ore la 60 °C pe un recipient cantarit in prealabil. Pentru a tine
scama de greutatea sarurilor din dejectii, un volum identic de aceeasi solutie salina utilizata
in dejectii ar trebui sa fie, de asemenea, uscat, cantdrit si scazut din greutatea dejectiilor in
saramuri uscate. In mod alternativ, crevetii in saramurd pot fi filtrati si clatiti cu api distilata
inainte de uscare, eliminand astfel necesitatea de a masura greutatea unui ,,corp de sare”.
Aceste informatii sunt utilizate pentru a transforma informatiile din tabel din greutate uscata
de creveti in saramura in volum de dejectii ale crevetilor in saramura utilizate individual ca
hrand pentru pesti. In plus, se recomandi ca pirtile alicote din dejectiile crevetilor in
saramura sa fie cantarite sdptdmanal pentru a se verifica greutatea uscata corecta a crevetilor
in saramura utilizati ca hrana.
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Tabelul 1: Exemplu de program de hranire

Timp (dup3i eclozare) |Crevetiin saramuri (greutate
uscatd in mg/peste/zi)
Ziua 1 0,5
Ziua 2 0,5
Ziua 3 0,6
Ziuva 4 0,7
Ziua 5 0,8
Ziua 6 1,0
Ziva 7 1,3
Ziuva 8 1,7
Ziua 9 2,2
Ziua 10 2,8
Ziva 11 35
Ziuva 12 42
Ziua 13 45
Ziua 14 4.8
Ziua 15 5,2
Zilele 16-21 5,6
Saptamana 4 7,7
Saptamana 5 9,0
Saptdména 6 11,0
Saptamaéna 7 13,5
Saptaméana 8-sacrificare 22,5
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Apendicele 6

EXEMPLE DE CAMERA DE INCUBATIE A ICRELOR

Exemplul A

K

Acest incubator este format dintr-o eprubeta de centrifugd din sticla sectionatd transversal,
care este conectatd printr-un manson din otel inoxidabil si fixatd cu capacul cu filet al
centrifugei. O eprubetd mica din sticld sau din otel inoxidabil este proiectatd prin capac si
este pozitionata in apropierea partii inferioare rotunjite, forméand usor bule de aer pentru a
suspenda icrele si pentru a reduce transmiterea intre icre a infectiilor saprofite fungice,
facilitand totodatd schimbul de substante chimice intre incubator si rezervorul de pastrare.

Exemplul B
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Acest incubator este format dintr-un corp cilindric din sticld (cu diametru de 5 cm si
indltime de 10 cm) si dintr-o plasa metalica din otel inoxidabil (0,25 ¢ si ochiul de plasa
de 32) care este prinsd de partea inferioard a corpului cu un inel PTFE. Incubatoarele sunt
suspendate de la bara de ridicare la bazine si se agita vertical (o amplitudine de aproximativ
5 ¢m) intr-un ciclu corespunzator (aproximativ o data la 4 secunde) pentru icrele de medaka.
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Apendicele 7

SCHEMA GRUPARII SI POPULARII DUPLICATELOR PE PARCURSUL METODEI DE
TESTARE MEOGRT

Figura 1: Gruparea si repopularea duplicatelor pe parcursul metodei MEOGRT. Cifra reprezintd un
tratament sau ' dintr-o solutie martor. Datoritd gruparii, identitatea duplicatelor nu este continua pe
parcursul testului. Este de precizat faptul ca termenul ,icre” se referd la icre viabile, fertilizate
(echivalente cu embrioni).

Puncte finale

| eclozare | supravietuirel | crestere, VTG, SSC reproducere, patologie, SSC eclozare
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Tratamente si duplicare.

Metoda de testare recomanda cinci tratamente cu substante chimice de testat utilizind
material tehnic de calitate si un martor negativ. Numarul duplicatelor per tratament nu
rdmane constant pe parcursul testului MEOGRT, iar numarul duplicatelor in tratamentul cu
solutie martor este dublu fatd de orice tratament cu o substantd chimicd de testat. La
generatia FQ, fiecare tratament cu substante chimice de testat are sase duplicate, iar
tratamentul cu martor negativ are 12 duplicate. Recomanddm in mod insistent sd nu se
foloseasca solventi, iar in caz contrar, in raportul MEOGRT ar trebui sd se prezinte o
jJustificare atdt pentru utilizarea unui solvent, cit si pentru alegerea solventului. De
asemenea, daca se utilizeaza un solvent, sunt necesare doua tipuri de martori: a) un martor
tratat cu solvent si b) un martor negativ. Aceste doud grupuri de martori ar trebui si
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cuprinda fiecare o rezerva completd de duplicate in toate punctele perioadei de desfasurare a
testului MEOGRT. Pe parcursul dezvoltarii organismelor supuse testarii din generatia F1 (s1
F2, pani la eclozare), aceasti structurd de duplicate rimane aceeasi. Insa, in stadiul de adult,
atunci cand se constituie perechile de reproducere in F1, numarul perechilor duplicat de
reproducere pentru fiecare tratament se dubleazd in mod optim; prin urmare, existd maxim
12 perechi de duplicate in cadrul fiecarui tratament cu substante chimice de testat s1 24 de
perechi de duplicate in grupul de martori (si alte 24 de perechi de duplicate in martorul tratat
cu solvent, daca este necesar). Momentul ecloziunii la embrionii depusi de perechile din F1
se determina pe aceeasi structura de duplicate ca si in cazul embrionilor depusi de perechile
din FO, ceea ce Inseamna initial sase duplicate pentru fiecare tratament cu substantd chimica
s1 12 duplicate in grupul (grupurile) cu martori.

598



D060575/02

Apendicele 8

NUMARAREA PAPILELOR INOTATOAREI ANALE

Materiale si reactivi principali

- Microscop de disectie (cu cameri video atasatd optional)

- Fixator [de exemplu, Davidson's (Bouin's nu este recomandat)], daca numardtoarea nu este
efectuatd din imagine

Proceduri

Dupa necropsie, inotatoarea anald ar trebui sa fie procesatd imagistic pentru a permite
numadrarea convenabild a papilele inotatoarelor anale. Chiar daca procesarea imagisticd este
metoda recomandatd, inotatoarea anald poate fi fixata cu fixator Davidson's sau cu un alt
fixator adecvat timp de aproximativ 1 minut. Este important ca Inotatoarca anald sa fie
mentinutd la nivel plan in timpul fixarii pentru a permite numararea mai usoard a papilelor.
Carcasa cu Inotdtoarea anald poate fi pastratd in fixatorul Davidson's sau in alt fixator
adecvat pana la analizd. Se numara placile comune (a se vedea figura 1) cu papile care ies
in afara din marginea posterioara a placii comune.

Figura 1: Papila inotatoarei anale)
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Apendicele 9

CALENDARUL DETALIAT AL MEOGRT
Saptimanile de testare 1-3 (F0)

Pestii reproducdtori din generatia FO, care au indeplinit criteriile de selectie (a se vedea
punctele 16-20) sunt expusi timp de trei saptdmani pentru a permite gametilor si tesuturilor
gonadale in curs de dezvoltare sa fie expuse la substanta chimicd de testat. Fiecare bazin
duplicat gazduieste o singurd pereche de pesti de reproducere (pereche de reproducere cu
femela XX-mascul XY). Ouale depuse sunt colectate, numadrate si evaluate pentru fertilitate
timp de 21 de zile consecutiv, incepand cu ziua de testare 1.

Saptiamana de testare 14 (F0 si F1)

Este preferabil ca icrele (embrionii) fecundate (fecundati) si viabile (viabili) sa fie colectate
intr-o singura zi; insd, in cazul in care nu existd suficienti embrioni, embrionii pot fi
colectati pe parcursul a doua zile. Daca au fost colectati timp de douad zile, toti embrionii din
cadrul tratamentelor care au fost colectati in prima zi sunt grupati cu cei colectati in a doua
z1. Apoi toti embrionii grupati pentru fiecare tratament sunt distribuiti 1n mod aleatoriu in
fiecare dintre incubatoarele duplicate la 20 de embrioni per incubator. Mortalitatea icrelor
fertilizate (embrionilor) este verificatd si inregistratd zilnic. Icrele moarte sunt scoase din
incubatoare (moartea la icrele fertilizate poate fi reprezentatd, in special in stadiile
incipiente, printr-o pierdere semnificativd a transluciditatii si schimbarea coloratiei din
cauza coaguldrii si/sau a precipitdrii proteinelor, rezultand un aspect alb-opac; OCDE 210).

Noti: In cazul in care un singur tratament necesiti o a doua zi de colectare, toate
tratamentele (inclusiv martorii) trebuie si urmeze aceasti proceduri. in cazul in care, dupi
cea de a doua zi de colectare, existd un numadr insuficient de embrioni in cadrul unui
tratament pentru a incdrca 20 de embrioni per incubator, se reduce numdrul de embrioni
incarcati in cadrul respectivului tratamentului specific la 15 embrioni per incubator. Daca nu
existd suficienti embrioni pentru a incarca 15 dintre acestia intr-un incubator, se reduce
numarul de incubatoare duplicate pidna cand existd suficienti embrioni pentru a incéarca
15 dintre acestia intr-un incubator. In plus, in generatia FO ar putea fi adiugate mai multe
perechi de reproducere pentru fiecare tratament si martori pentru a produce mai multe icre
astfel incat sa se ajunga la numarul recomandat de 20 de icre per duplicat.

in ziua de testare 24, perechile de reproducere din FO sunt eutanasiate si se inregistreazi
greutatea si lungimea. Daca este necesar, perechile de reproducere din FO pot fi pastrate
pentru o perioada suplimentara de 1-2 zile pentru reinceperea F1.

Saptiamanile de testare 5-6 (F1)

Cu una pana la doua zile inainte de data anticipatd a Inceperii eclozarii, se opreste sau se
reduce agitarea icrelor aflate In faza de incubatie pentru a accelera eclozarea. Pe masurd ce
embrionii eclozeaza in fiecare zi, larvele sunt grupate prin intermediul tratamentului si
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distribuite Tn mod sistematic in fiecare bazin cu duplicate larvare in cadrul unui anumit
tratament, care contine maxim 12 larve. Acest lucru se realizeaza prin selectarea aleatorie a
larvelor si plasarea unei singure larve in duplicate succesive, in urma unei extrageri
nediscriminatorii, trecand in ordine prin duplicatele de tratament specifice pana cand toate
duplicatele din cadrul tratamentului au 12 icre. In cazul in care nu existi suficiente larve
pentru a umple toate duplicatele, se asigurda faptul ca existd cat mai multe duplicate cu
12 larve pentru a incepe faza F1.

Icrele fertilizate care nu au eclozat pana in perioada echivalentda cu dublul zilei mediane a
incubatiei din martor se considerd neviabile si sunt eliminate. Se inregistreazd numdrul
larvelor si se calculeaza reusita eclozarii (capacitatea de eclozare) la fiecare duplicat.

Saptamanile de testare 7-11 (F1)

Se verificd si se inregistreaza zilnic supravietuirea pestilor larvari in toate duplicatele. in
ziua de testare 43, se inregistreazd numadrul de pesti supravietuitor: din fiecare duplicat,
precum si numadrul initial de larve introduse in duplicat (nominal doudsprezece). Acest lucru
permite calcularea ratei de supravietuire de la eclozare la etapa de subadult.

Saptaimanile de testare (F1)

In ziua de testare 78-85, este prelevatd o proba mici din inotitoarea caudali a fiecirui peste
pentru a determina sexul genotipic al individului (si anume, tdierea inotatoarelor) pentru toti
pestii. Aceste informatii sunt utilizate pentru a stabili perechi de reproducere.

In termen de trei zile de la determinarea sexului genotipic al fiecirui peste, se stabilesc in
mod aleatoriu 12 perechi de reproducere pentru fiecare tratament si 24 de perechi pentru
fiecare martor. Se selecteazd in mod aleatoriu si apoi se grupeaza dupa sex doi pesti XX si
XY din fiecare duplicat, 1ar apoi dintre acestia se selecteaza in mod aleatoriu pesti pentru a
stabili o pereche de reproducere (de exemplu, perechea XX-XY). Se stabilesc minim
12 replici per tratament chimic s1 minim 24 de duplicate pentru martor cu o pereche de
reproducere pentru fiecare duplicat. In cazul in care un duplicat nu are doi pesti XX sau doi
pesti XY disponibili pentru grupare, atunci ar trebui sd se obtind pesti cu genotipul de gen
adecvat din alte duplicate In cadrul tratamentului.

Restul de pesti (maximum 8 pesti per duplicat) sunt eutanasiati s1 supusi prelevarii de probe
pentru diferite puncte finale ale subadultilor. Datele dmy (XX sau XY) pentru toate probele
de subadulti sunt retinute pentru a se asigura ca toate datele privind punctele finale pot fi
asociate cu sexul genetic al fiecdrui peste.

Saptamanile de testare 13-14 (F1)
Expunerea continui pe misurd ce perechile de reproducere subadulte devin adulti. In ziua

de testare 98 (si anume, ziua dinaintea inceperii colectarii icrelor), icrele sunt eliminate atat
din acvarii, cét si din femele.
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Sdptamanile de testare 15-17 (F1)

Icrele eclozate sunt colectate zilnic timp de 21 de zile consecutiv in fiecare duplicat si
evaluate pentru fecunditate si fertilitate.

Saptamana de testare 18 (repetarea saptimanii de testare 4) (F1 si F2)

In ziua de testare 120, se colecteazi icre din fiecare bazin duplicat dimineata. Icrele
colectate sunt evaluate, iar icrele fertilizate (cu filamentele eliminate) de la fiecare pereche
de reproducere sunt grupate pe tratamente si distribuite sistematic in camerele de incubare a
icrelor, fiind introduse 20 de icre fertilizate in fiecare incubator. Incubatoarele pot fi
introduse in ,,bazine incubatoare” separate constituite pentru fiecare tratament sau in bazinul
duplicat care, In momentul eclozarii, va contine larvele eclozate. Este preferabil ca
embrionii sd fie colectati Intr-o singurd zi; insd, dacd nu existd suficienti embrioni, embrionii
pot fi colectati pe parcursul a doud zile. Dacd au fost colectati timp de doud zile, toti
embrionii din cadrul tratamentelor care au fost colectati in prima zi sunt grupati cu cei
colectati in a doua zi. Apoi toti embrionii grupati pentru fiecare tratament sunt distribuiti in
mod aleatoriu 1n fiecare dintre incubatoarele duplicate la 20 de embrioni per incubator.
Noti: In cazul in care un singur tratament necesiti o a doua zi de colectare, toate
tratamentele (inclusiv martorii) trebuie si urmeze aceastd proceduri. In cazul in care, dupa
cea de a doua zi de colectare, existd un numar insuficient de embrioni in cadrul unui
tratament pentru a incdrca 20 de embrioni per incubator, se reduce numarul de embrioni
incarcati 1n cadrul respectivului tratamentului specific la 15 embrioni per incubator. Daca nu
existd suficienti embrioni pentru a Incarca 15 dintre acestia intr-un incubator, se reduce
numdrul de incubatoare duplicate pidnd cind exista suficienti embrioni pentru a incérca
15 dintre acestia intr-un incubator.

In ziua de testare 121 (sau ziua de testare 122, pentru a se asigura un bun inceput pentru F2),
perechile de reproducere F1 sunt eutanasiate si analizate pentru punctele finale la adulti.
Dacd este necesar, perechile de reproducere din F1 pot fi pastrate pentru o perioada
suplimentara de 1-2 zile pentru reinceperea F2.

Saptamanile de testare 19-20 (F2)

Cu una pana la doua zile inainte de data anticipatd a inceperii eclozdrii, se opreste sau se
reduce agitarea icrelor aflate in faza de incubatie pentru a accelera eclozarea. In cazul in
care testul se Incheie prin finalizarea procesului de eclozare la generatia F2, larvele sunt
numadrate si eliminate in fiecare zi. Embrionii care nu au eclozat dupa un timp de incubatie
prelungit, definit ca fiind de perioada echivalentd dublului zilei medii de eclozare in martor,
sunt considerate neviabile).
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Apendicele 10

ANALIZA STATISTICA

Tipurile de date biologice generate in cadrul MEOGRT nu sunt unice si, cu exceptia datelor
privind patologia, au fost elaborate multe metodologii statistice adecvate pentru analiza
corespunzdtoare a datelor similare In functie de caracteristicile datelor, inclusiv
normalitatea, omogenitatea variantei, daca proiectul studiului se preteaza la testarea ipotezei
sau la analiza regresiei, la testele parametrice comparativ cu cele neparametrice etc. Ca si
principiu general, analizele statistice sugerate respectd recomandarile OCDE pentru datele
privind ecotoxicitatea (OCDE 2006), 1ar in figura 2 se poate observa o diagrama decizionala
pentru analiza datelor MEOGRT.

Se presupune ci, de cele mai multe ori, seturile de date vor afisa rispunsuri monotone. In
plus, ar trebui sa fie luatd in considerare problema utilizarii unui test statistic unidirectional,
fatd de un test statistic bidirectional. Cu exceptia cazului in care existd un rationament
biologic care ar indica faptul ca testul unidirectional este inadecvat, se recomanda utilizarea
testelor unidirectionale. Chiar daca urmatoarea sectiune recomanda anumite teste statistice,
daca sunt elaborate metode statistice mai adecvate si/sau mai puternice pentru a fi aplicate
in cazul datelor specifice generate in MEOGRT, aceste teste statistice ar fi utilizate pentru a
valorifica aceste avantaje.

Datele MEOGRT ar trebui analizate separat pentru fiecare sex genotipic. Existd doud
strategii de analiza a datelor de la pestii cu sex inversat (fie masculi XX, fie femele XY). 1)
Se cenzureaza toate datele de la pestii cu sexul inversat pe parcursul intregului test, cu
exceptia prevalentei sexului inversat din fiecare duplicat. 2) Datele de la toti pestii cu sexul
inversat sunt lasate 1n setul de date si analizate pe baza genotipului.

Date privind histopatologia

Datele privind histopatologia sunt raportate ca punctaje de severitate care sunt evaluate cu
ajutorul unei proceduri statistice nou dezvoltate, si anume Rao-Scott Cochrane-Armitage by
Slices (RSCABS), (Green et al., 2014). Ajustarea Rao-Scott retine informatii privind
replicarea testului; procedura by Slices integreazd asteptarea biologicad conform careia
punctajele de severitate tind sd creascd odatd cu cresterea concentratiilor de tratament.
Pentru fiecare diagnostic, datele de iesire RSCABS specifica tratamentele cu o prevalenta
mai mare a patologiei decat martorii si gradul de severitate aferent.

Date privind fecunditatea

Analizele pentru datele privind fecunditatea constau intr-un test de tip ,,step-down”
Jonckheere-Terpstra sau Williams pentru determinarea efectelor tratamentului, cu conditia
ca datele sa fie consecvente cu o relatie concentratie-raspuns monotond. Cu un test de tip
»step-down”, toate comparatiile se realizeazd la nivelul de semnificatie de 0,05 si fard
ajustare pentru numarul comparatiilor realizate. Datele sunt prevazute a fi consecvente cu o
relatie concentratie-raspuns monotond, dar acest lucru poate fi verificat fie prin inspectia
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vizuala a datelor, fie prin construirea de contraste liniare si patratice ale mijloacelor de
tratare, dupa o transformare a datelor prin clasificare. Cu exceptia cazului 1n care contrastul
patratic este semnificativ si contrastul liniar nu este semnificativ, se efectueazd testul
tendintei. In caz contrar, se utilizeaza testul Dunnett pentru determinarea efectelor tratirii
daca datele sunt distribuite in mod normal cu variatii omogene. in cazul in care aceste
cerinte nu sunt indeplinite, se utilizeaza testul Dunn cu o ajustare Bonferonni-Holm. Toate
testele indicate sunt efectuate independent de orice test global F- sau Kruskal-Wallis. Mai
multe detalii sunt furnizate in OCDE 2006.

Pot fi utilizate metode alternative, cum ar fi un model liniar generalizat cu erori Poisson
pentru numdrarea icrelor (fard transformare), daca acestea sunt justificate din punct de
vedere statistic (Cameron s1 Trividi, 2013). Se recomanda un aviz statistic daca se utilizeaza
o metoda alternativa.

Numirarea zilnica a icrelor in cadrul unei generatii unice

Modelul ANOVA este dat de Y = timp*timp + tratament + *tratament + timp*tratament +
*timp*tratament, cu efecte aleatorn ale duplicatului (generare*tratament) s1 timp*duplicat
(tratament), permitind existenta unor componente inegale ale variantei pentru ambele tipuri
de la o generatie la alta. Aici, timpul se referd la frecventa numararii oudlor (de exemplu, zi
sau saptamana). Aceasta este o analizd a masurilor repetate, stabilindu-se corelatii intre
observatii cu privire la aceleasi duplicate, care reprezintd natura masurilor repetate a datelor.

Efectele principale ale tratamentului sunt testate folosind testul Dunnett (sau Dunnett-Hsu),
care se ajusteazd in functie de numarul de comparatii. Se impun ajustari pentru efectul
principal al generatiei sau timpului, deoarece, cu acesti doi factori, nu exista niciun nivel de
,control” si fiecare pereche de niveluri reprezintd o comparatie a interesului posibil. Pentru
aceste doud efecte principale, dacd testul F pentru efectul principal este semnificativ la
nivelul de 0,05, atunci se pot testa comparatii pe perechi intre niveluri ale factorului
respectiv la nivelul de 0,05 féra ajustari suplimentare.

Modelul include interactiuni cu doud si trei factori, astfel incdt, de exemplu, un efect
principal, de pilda pentru timp, sd nu poatd fi semnificativ chiar daca timpul are un impact
semnificativ asupra rezultatelor. Astfel, in cazul in care o interactiune cu doi sau trei factori
care implica timp este semnificativa la nivelul de 0,05, atunci se pot accepta comparatiile
nivelurilor de timp la nivelul de semnificatie de 0,05, fard o ajustare ulterioara.

Urmatoarele sunt testele F pentru semnificatia tratamentului in intervalul de timp, asa-
numitele fragmente din tabelul ANOVA. in cazul in care, fragmentul pentru tratament din
F1 s1 timpul 12 este semnificativ la nivelul de 0,05, atunci comparatiile pe perechi pentru
tratament din cadrul F1 si timpul 12 pot fi acceptate fara ajustari ulterioare. Afirmatii
similare sunt valabile in cazul testelor pentru timp in F1 si tratament, precum si pentru
generatie intr-un interval de timp si tratament.

In cele din urma, pentru comparatii care nu se incadreaza in niciuna dintre categoriile de
mai sus, comparatiile ar trebui realizate folosind ajustarea Bonferroni-Holm la valorile p.
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Informatii suplimentare privind analizele unor astfel de modele se gasesc in Hocking (1985)
s1 in Hochberg si Tamhane (1987).

In mod alternativ, datele brute sunt inregistrate si prezentate in raportul privind studiul ca si
fecunditate (numar de icre) per duplicat pentru fiecare zi. Ar trebui sa se calculeze media
duplicata a datelor brute, dupd care sa se aplice transformarea la rddacina patrata. Ar trebui
sa se calculeze ANOVA unidirectionald pe mediile duplicate transformate, apoi contrastele.
De asemenea, poate fi util sa se inspecteze vizual datele despre fecunditate pentru fiecare
tratament si/sau duplicat cu ajutorul unei diagrame cu puncte care afiseaza date in timp.
Acest lucru va permite o evaluare informald a efectelor potentiale in timp.

Toate celelalte date biologice

Analizele statistice se bazeaza pe ipoteza subiacenta ca, printr-o selectie corectd a dozei,
datele vor fi monotonice. Astfel, se presupune cd datele sunt monotonice si sunt evaluate n
mod formal pentru monotonicitate prin utilizarea unor contraste liniare si patratice. in cazul
in care datele sunt monotonice, se recomanda un test Jonckheere-Terpstra asupra tendintei
mediilor duplicate (astfel cum a fost recomandat in OCDE 2006). In cazul in care contrastul
patratic este semnificativ si contrastul liniar nu este semnificativ, datele sunt considerate a fi
non-monotonice.

in cazul in care datele sunt non-monotonice, in special din cauza raspunsului redus al celui
mai puternic sau al primelor doud cele mai puternice tratamente, ar trebui sd se aibd in
vedere cenzurarea setului de date astfel Incat analiza sd se facd fard aceste tratamente.
Aceastd decizie va trebui luatd pe baza rationamentului profesional si a tuturor datelor
disponibile, in special a celor care indicad toxicitate evidenta la respectivele niveluri de
tratament.

In cazul greutitii si al lungimii, nu se recomanda transformari, desi acestea ar putea fi uneori
necesare. Insd se recomandi o transformare la nivelul log in cazul datelor privind
vitelogenina; pentru datele SSC se recomanda o transformare la nivelul radacinii patrate
(papila inotatoarei anale); se recomandd o transformare a valorii arcsin-rddacind patrata
pentru datele privind proportia eclozarii, procentul de supravietuire, raportul de gen si
procentul icrelor fertile. Timpul pentru eclozare si timpul pentru prima depunere ar trebui sa
fie considerati drept interval pand la datele evenimentelor, iar embrionii individuali
neeclozati in perioada stabilitd sau duplicatele care nu eclozeaza niciodata sunt tratate drept
date cenzurate de drept. Timpul pana la eclozare ar trebui sa fie calculat din ziua mediana a
eclozarii la fiecare duplicat. Aceste puncte finale ar trebut sa fie analizate cu ajutorul unui
model de pericol proportional Cox cu efecte mixte.

Datele biologice provenite de la probele de adulti prezintd o singurd masuratoare per
duplicat, si anume, existd un peste XX s1 un peste XY per acvariu duplicat. Prin urmare, se
recomanda efectuarea unui test ANOVA unidirectional pe mediile duplicate. In cazul in care
sunt indeplinite ipotezele ANOVA (normalitatea si omogenitatea variantei, astfel cum au
fost evaluate pe valorile reziduale ale ANOVA prin testul Shapiro-Wilks si, respectiv,
Levene), ar trebui sd se utilizeze contrastele Dunnett pentru determinarea tratamentelor
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diferite de martor. Pe de alta parte, dacd ipotezele ANOVA nu sunt indeplinite, atunci ar
trebui sd se efectueze un test Dunn pentru a stabili tratamentele care au fost diferite de
martor. Se recomanda o procedurd similard pentru datele care sunt prezentate sub forma de
procente (fertilitate, eclozare g1 supravietuire).

Datele biologice obtinute din probele subadulte prezinta intre 1 si 8 masuratori per duplicat,
s1 anume, pot exista numere variabile de indivizi care contribuie la media duplicatului
pentru fiecare sex genotipic. Prin urmare, se recomanda utilizarea unui model ANOVA cu
efecte mixte si apoi a contrastelor Dunnett in cazul in care au fost adeverite ipotezele de
normalitate si de omogenitate a varianter (pe valorile reziduale ale efectelor mixte
ANOVA). Daca acestea nu s-au adeverit, ar trebui s fie efectuat un test Dunn pentru a
stabili tratamentele care au fost diferite de martor.

Figura 2: Diagrama pentru procedurile statistice recomandate pentru analiza datelor MEOGRT.
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C.53 TESTUL PRIVIND CRESTEREA SI DEZVOLTAREA LARVELOR DE
AMFIBIENI (LAGDA)

INTRODUCERE

1. Aceastd metodd de testare este echivalentd cu Orientarea OCDE privind testarea nr. 241
(2015). Necesitatea de a dezvolta si de a valida un test care poate sd identifice si sa
caracterizeze consecintele adverse ale expunerii la substante chimice toxice la amfibieni
apare ca urmare a preocupdrilor privind faptul cd nivelurile substantelor chimice din
mediu pot cauza efecte adverse atat la oameni, cat si la animale. Orientarea OCDE privind
testarea din Testul cu privire la cresterea si dezvoltarea larvelor de amfibieni (LAGDA)
descrie un test de toxicitate la o specie de amfibieni, care analizeazd cresterea si
dezvoltarea, de la fertilizare la inceputul perioadei juvenile. Este un test (de regula,
16 sdptamani ) care evalueazd dezvoltarea timpurie, metamorfoza, supravietuirea,
cresterea §1 maturizarea partiald a sistemului de reproducere. Aceasta permite, de
asemenea, masurarca unei serii de alte puncte finale, care permite evaluarea prin
diagnosticare a substantelor chimice suspectate de a perturba sistemul endocrin (EDC) sau
a altor tipuri de substante toxice pentru dezvoltare si reproducere. Metoda descrisa in
aceastd metoda de testare constituie rezultatul activitatii de validare cu privire la broasca
africand cu gheare (Xenopus laevis), care a fost desfisurati de Agentia SUA pentru
protectia mediului (U.S. EPA), si al activitatii de sprijin desfasurate in Japonia (1). Desi
alte specii de amfibieni pot fi adaptate la un protocol de testare pentru crestere si
dezvoltare, capacitatea de a determina sexul genetic constituind o componenta importanta,
metodele specifice si punctele finale de observatie detaliate in prezenta metoda de testare
sunt aplicabile numai in cazul Xenopus laevis.

2. LAGDA serveste drept test de nivel superior asupra unui amfibian pentru colectarea de
informatii mai cuprinzatoare despre concentratie-raspuns cu privire la efectele adverse
adecvate pentru a fi utilizate in identificarea si caracterizarea pericolelor, precum si in
evaluarea riscurilor ecologice. Testul se Incadreazd la nivelul 4 din Cadrul conceptual al
OCDE pentru testarea si evaluarea substantelor chimice care perturbd procesele endocrine,
in cazul 1n care testele in vivo furnizeaza, de asemenea, date privind efectele adverse
asupra punctelor finale relevante pentru sistemul endocrin (2). Modelul experimental
general implica expunerea embrionilor X. /aevis din etapele 8-10 din Nieuwkoop si Faber
(NF) (3) la cel putin patru concentratii diferite din substanta chimica de testat (in general,
stabilite cel putin la intervale demi-logaritmice) si martor(i) p&nd la Tmplinirea a
10 saptdmani dupd timpul median in etapa 62 din NF 1n martor, cu o probd secundara
intermediard in etapa 62 din NF [<45 dupa fertilizare; de reguld, in jurul a 45 de zile
(zdf)]. In fiecare concentratic de testare existd patru duplicate cu opt duplicate pentru
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martor. Punctele finale evaluate in timpul expunerii (la proba secundard intermediara si la
proba finald la incheierea testului) includ respectivii indicatori ai toxicitatii generalizate:
mortalitate, comportament anormal si determinari de crestere (lungime si greutate), precum
si puncte finale concepute pentru caracterizarea unor moduri de actiune specifice ale
toxicitdtii endocrine care vizeazd procesele fiziologice mediate de estrogen, androgen sau
tiroidd. Metoda acorda atentie, in primul rand, efectelor potentiale relevante asupra
populatiei (si anume, efectele adverse asupra supravietuirii, dezvoltdrii, cresterii si
dezvoltarii reproductive) pentru calcularea unei concentratii la care nu se observd niciun
efect (NOEC) sau a unei concentratii efective care provoacd o modificare x % (CEx) a
punctului final masurat. Desi ar trebui remarcat faptul cd abordarile CEx sunt rareori
adecvate pentru astfel de studii ample, unde cresterea numarului de concentratii de testare
pentru a permite determinarca CEx doritd ar putea sd nu fie practicd. De asemenea, ar
trebui remarcat faptul cd metoda nu acoperd faza de reproducere in sine. Definitiile
utilizate n cadrul acestei metode de testare sunt prezentate in apendicele 1.

CONSIDERATII PRELIMINARE SI LIMITARI

3. Din cauza numadrului limitat de substante chimice testate si al laboratoarelor implicate in
procesul de validare a acestui test destul de complex, in special reproductibilitatea intre
laboratoare nu este documentata cu date experimentale pand la aceasta data, se prevede cd,
atunci cdnd un numadr suficient de studii sunt disponibile pentru a confirma impactul
acestui nou model de studiu, orientarea 241 a OCDE privind testarea va fi analizata si,
dacd este necesar, va fi revizuita in contextul experientei dobandite. LAGDA este un test
important pentru a aborda potentiali factori care contribuie la declinul populatiei de
amfibieni prin evaluarea efectelor expunerii la substantele chimice in etapa larvard
sensibila, in care efectele asupra supravietuirii §i a dezvoltarii, inclusiv a dezvoltérii
normale a organelor de reproducere, pot afecta negativ populatiile.

4. Testul este conceput pentru a detecta (un) efect(e) apical(e) ca urmare a mecanismelor
endocrine s1 neendocrine si include puncte finale de diagnosticare care sunt partial
specifice principalelor modalitati endocrine. Ar trebui remarcat faptul cd pana la elaborareca
LAGDA nu a existat un test validat care sd serveasca acestei functii pentru amfibieni.

5. Inainte de inceperea testului, este important si existe informatii cu privire la proprietitile
fizico-chimice ale substantei chimice de testat, in special pentru a permite adoptarea de
solutii chimice stabile. De asemenea, este necesar sa existe 0 metoda analitica suficient de
sensibild pentru verificarea concentratiilor substantelor chimice de testat. Pe o durata de
aproximativ 16 sdptamani, testul necesitd un numar total de 480 de animale, si anume
embrioni X. laevis (sau 640 de embrioni, in cazul in care se utilizeaza un martor solvent),
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pentru a asigura o putere suficientd a testului in vederea evaluirii punctelor finale relevante
precum cresterea, dezvoltarea i maturizarea sistemului de reproducere.

6. Inainte de utilizarea metodei de testare pentru testarea unui amestec in scopul
reglementdrii, trebuie luat in considerare dacad aceasta va oferi rezultate acceptabile pentru
procesul de reglementare prevazut. In plus, aceastd testare nu evalueazi fecunditatea in
mod direct, astfel incat aceasta nu poate fi aplicabild pentru a fi utilizata intr-un stadiu mai
avansat decat nivelul 4 din Cadrul conceptual al OCDE pentru testarea si evaluarea
substantelor chimice care perturbd procesele endocrine.

BAZA STIINTIFICA PENTRU METODA DE TESTARE

7. O mare parte din intelegerea noastra actuala privind biologia amfibienilor a fost dobandita
utilizdnd specia model de laborator X. laevis. Aceastd specie poate fi cultivatd in mod
curent in laborator, ovulatia poate fi indusa prin utilizarea gonadotropinei corionice umane
(hCQG), iar stocurile de animale sunt imediat disponibile la crescdtorii de animale din
comert.

8. La fel ca la toate vertebratele, reproducerea la amfibieni este sub controlul axei gonadale
pituitare hipotalamice (HPG) (4). Estrogenii si androgenii sunt mediatori a1 acestui sistem
endocrin, ghidand dezvoltarea g1 fiziologia tesuturilor dimorfice sexual. Existd trei faze
distincte in ciclul de viatd al amfibienilor, cand aceastd axa este deosebit de activa: (1) o
diferentiere gonadala in timpul dezvoltarii larvelor, (2) dezvoltarea caracteristicilor sexuale
secundare si maturizarea gonadald in faza juvenild s1 (3) reproducerea functionald a
adultilor. Fiecare dintre aceste trei ferestre de dezvoltare este susceptibila de perturbare
endocrind din cauza anumitor substante chimice precum estrogenii si androgeni,
conducand in cele din urma la o pierdere a capacitatii de reproducere a organismelor.

9. Gonadele incep sa se dezvolte in etapa 43 din NF, atunci cand se dezvolta pentru prima
datd creasta gonadald bipotentiald. Diferentierea gonadelor incepe in etapa 52 din NF,
atunci cand celulele germinale primare fie migreaza spre tesutul tisular medular (masculi),
fie raman in regiunea corticala (femele) a gonadelor aflate in dezvoltare (3). Acest proces
de diferentiere sexuala a gonadelor a fost raportatd prima data ca fiind susceptibil de a fi
modificat chimic la Xenopus in anii 1950 (5) (6). Expunerea mormolocilor la estradiol in
aceastd perioada de diferentiere a gonadelor duce la inversarea sexului la masculi care,
atunci cand ajung la véarsta adultd, sunt femele complet functionale (7) (8). Inversarea
functionald a sexului femelelor in cel al masculilor este, de asemenea, posibild si a fost
raportatd in urma implantirii de tesut testicular la mormoloci (9). Insi, desi expunerea la
un inhibitor al aromatazei cauzeaza, de asemenea, inversarea functionald a sexului la X
tropicalis (10), nu s-a demonstrat cd aceasta apare la X. laevis. Din punct de vedere istoric,
efectele substantelor toxice asupra diferentierii gonadelor au fost evaluate prin examinarea
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histologica a gonadelor la metamorfoza, iar inversarea sexelor a putut fi determinata doar
prin analizarea ratelor sexuale. Pand de curand, nu a existat niciun mijloc de determinare
directi a sexului genetic la Xenopus. Insi, o stabilire recentd a markerilor legati de sex la
X. laevis permite determinarea sexului genetic si permite identificarea directd a animalelor
cu sexul inversat (11).

10. La masculi, dezvoltarea juvenild apare atunci cdnd cresc nivelurile de testosteron din
sange, ceea ce corespunde dezvoltarii caracteristicilor sexuale secundare, precum si
dezvoltarii testiculelor. La femele, estradiolul este produs de ovare, ducand la aparitia
vitelogeninei (VTG) in plasmd si a ovocitelor vitelogenice in ovar, precum si la
dezvoltarea oviductelor (12). Oviductele reprezintd caracteristici sexuale secundare la
femele, care functioneazd in etapa de maturare a ovocitelor in timpul reproducerii.
Ovocitele sunt acoperite cu un strat gelatinos atunci cand trec prin oviduct si se colecteaza
in ovisac, gata de fertilizare. Dezvoltarea oviductului pare a fi reglata de estrogeni intrucét
dezvoltarea este corelatd cu nivelurile de estradiol din sange la X. laevis (13) si X
tropicalis (12). S-a raportat dezvoltarea oviductului la masculi in urma expunerii la
compusii bifenili policlorurati (14) si 4-terg-octilfenol (15).

PRINCIPIUL TESTULUI

11. Modelul experimental implica expunerea embrionilor X. /aevis din etapele 8-10 din NF, pe
calea apei, la cel putin patru concentratii diferite din substanta chimica de testat si
martor(i) pand la implinirea a 10 sdptdmani dupd timpul median in etapa 62 din NF in
martor, cu o proba secundard intermediard in etapa 62 din NF. Desi poate fi posibila, de
asemenea, dozarea de substante chimice foarte hidrofobe prin intermediul hranei, existd o
experientd redusi in utilizarea acestei cdi de expunere in acest test pand in prezent. In
fiecare concentratie de testare exista patru duplicate cu opt duplicate pentru fiecare martor
utilizat. Punctele finale evaluate in cursul expunerii le includ pe cele care indica toxicitatea
generalizatd [s1 anume, mortalitatea, comportamentul anormal si determindrile privind
cresterea (lungime si greutate)], precum si punctele finale prevazute a caracteriza modurile
de actiune ale toxicitdtii endocrine care vizeazad procesele fiziologice mediate de estrogen,
androgen sau tiroidd (si anume, histopatologia tiroidiana, histopatologia gonadei si a
canalului gonadal, dezvoltarea anormala, vitelogenina din plasma (optional) s1 raportul
sexului genotipic/fenotipic).

CRITERIILE DE VALIDITATE A TESTULUI

12. Se aplica urmatoarele criterii de valabilitate a testului:
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- concentratia oxigenului dizolvat ar trebui sa fie, pe parcursul testarii, > 40% din valoarea
saturatiei aerului;

- temperatura apei ar trebui sa fie in intervalul de 21 + 1 °C, 1ar diferentele intre duplicate s1
diferentele intre tratamente nu ar trebui sa depaseasca 1,0 °C;

- pH-ul solutiei de testat ar trebui sa fie mentinuta intre 6,5 si 8,5, iar diferentele intre
duplicate si diferentele intre tratamente nu ar trebui sa depaseasca 0,5;

- ar trebui sa existe dovezi care sa demonstreze mentinerea satisfacatoare a concentratiilor
substantei utilizate in test in intervalul de + 20 % din valorile medii masurate;

- mortalitatea in perioada de expunere ar trebui sa fie < 20 % 1n fiecare duplicat in martori;
- viabilitate de > 70 % la icrele alese pentru a incepe studiul;
- timpul median pana la etapa 62 din NF al martorilor ar trebui sa fie de <45 de zile.

- Greutatea medie a organismelor de testat in etapa 62 din NF si la incheierea testului la
martori g1 martori tratati cu solvent (daca se utilizeazd) ar trebui sa atingd 1,0 £ 0,2 i,
respectiv, 11,5+3 g.

13. Desi nu este un criteriu de validitate, se recomanda ca cel putin trei niveluri de tratament
cu trei duplicate necompromise sd fie disponibile pentru analizd. Mortalitatea excesiva,
care compromite un tratament, este definitd ca > 4 mortalitati (> 20 %) la 2 sau mai multe
duplicate care nu pot fi explicate prin eroare tehnica. Cel putin trei niveluri de tratament
fard toxicitate evidentd ar trebui sd fie disponibile pentru analizd. Semnele de toxicitate
evidentd pot include, printre altele, plutirea la suprafata, stagnarea pe fundul rezervorului,
inotare inversa sau neregulata, lipsa activitatii la aparitie la suprafata si lipsa de reactie la
stimuli, anomalii morfologice (de exemplu, diformitati ale membrelor), leziuni hemoragice
s1 un edem abdominal.

14. In cazul in care se observa o abatere de la criteriile de validitate a testului, consecintele ar
trebui sa fie luate In considerare in raport cu fiabilitatea rezultatelor testului, iar aceste
abateri si consideratii ar trebui sa fie incluse in raportul testului.

DESCRIEREA METODELOR

Aparatura

15. Echipamentul obisnuit de laborator si, in special, urmétoarele:

(a) aparaturd de control al temperaturii (de exemplu, aparate de incalzire sau aparate de
rdcire ajustabile la 22° + 1 °C);

(b) termometru,

(¢)  un microscop binocular pentru disectie si instrumente de disectie;
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(d) camera digitala cu o rezolutie de cel putin 4 megapixeli si cu functie micro (daca este
necesar);

(e)  balanta analiticd avand o capacitate de masurare pana la 0,001 mg sau 1 pg;
(f)  aparat de masurare a oxigenului dizolvat s1 a pH-ului;

(g) aparat de masurare a intensitatii luminii care poate mésura in lucsi.

Sursa si calitate

16.

17.

Poate fi folositd orice apa de dilutie care este disponibila la nivel local (de exemplu, apa de
izvor sau apa de la robinet filtratd prin filtru de carbune) si care permite cresterea si
dezvoltarea normald a X. /aevis si ar trebui sd existe dovezi privind cresterea normald in
aceastd api. Intrucat calitatea apei locale poate varia in mod semnificativ de la o zoni la
alta, ar trebui efectuatd o analizd a calitatii apei, in special dacd nu sunt disponibile date
istorice privind utilitatea respectivei ape pentru cresterea larvelor de amfibieni. In cazul in
care se cunoaste calitatea relativ constantd a apei de dilutie, ar trebui sd se masoare, inainte
de inceperea testului si/sau, spre exemplu, la sase luni, continutul in metale grele (de
exemplu, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd si Ni), anioni si cationi principali (de exemplu, Ca®', Mg*',
Na‘, K*, CI', SO4*), pesticide, carbon organic total si materii solide in suspensie. Unele
caracteristici chimice ale unei ape de dilutie acceptabile sunt prezentate in apendicele 2.

Concentratia de iodid din apa de testare

Pentru ca glanda tiroida sd sintetizeze hormoni tiroidieni pentru a sustine metamorfoza
normald, ar trebui sa existe o cantitate suficientad de iodid pentru larve printr-o combinatie
de surse apoase si alimentare. In prezent, nu exista orientari stabilite in mod empiric pentru
concentratii de iodid minime in alimente sau in apd pentru a asigura dezvoltarea
corespunzatoare. Cu toate acestea, cantitatile de iodid disponibile pot afecta reactivitatea
sistemului tiroidian la agentii activi asupra tiroidei, un factor de altfel cunoscut ca
influentand activitatea bazald a glandei tiroide, ceea ce trebuie luat in considerare in
momentul interpretarii rezultatelor histopatologiei tiroidei. Pe baza unor lucrari anterioare,
efectuarea cu succes a testului este demonstratd atunci cand concentratiile de 1odid (I") din
apa de dilutie variazi intre 0,5 si 10 pg/l. in mod ideal, concentratia minima de iodid din
apa de dilutie pe parcursul testului ar trebui sd fie de 0,5 pg/l (addugatd sub forma de
clorurd de sodiu sau de potasiu). Dacad apa pentru testare este reconstituitd din apa
deionizata, ar trebui sd se adauge 10d Intr-o concentratic minima de 0,5ug/l. Ar trebui sé se
raporteze concentratiile de iodid masurate din apa de testare (si anume, apa de dilutie) si
suplimentarea apei de testare cu iod sau cu alte saruri (daca se utilizeazd). Continutul de
10d poate fi masurat, de asemenea, in aliment(e), in plus fatd de apa de testare.
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Sistemul de expunere

18.

Testul a fost dezvoltat cu ajutorul unui sistem de diluare in regim dinamic. Componentele
sistemului ar trebui sa aiba componente care intra in contact cu apa confectionate din
sticld, otel inoxidabil si/sau alt material inert din punct de vedere chimic. Bazinele de
expunere ar trebui sa fie acvarii din sticla sau otel inoxidabil, iar volumul utilizabil al
acestora ar trebui sa fie intre 4,0 si 10,0 1 (addncimea minima a apei de 10-15 cm).
Sistemul ar trebui sa poatd sustine toate concentratiile de expunere, un martor i un martor
tratat cu solvent, daca este necesar, cu patru duplicate per tratament si opt In martori.
Debitul fiecarui bazin ar trebui sid fie constant, tindndu-se cont atit de mentinerea
conditiilor biologice, cét si de expunerea la substanta chimica. Se recomanda ca debitele sa
fie adecvate (de exemplu, cel putin 5 inlocuiri pe zi) pentru a evita scdderea concentratiel
chimice din cauza metabolismului atdt a organismelor de testare, cat s1 a
microorganismelor acvatice prezente in acvariile, sau caile abiotice de degradare
(hidroliza, fotolizd) sau disipare (volatilizare, sorbtie). Bazinele de tratament ar trebui sa
fie distribuite in mod aleatoriu intr-o pozitie in cadrul sistemului de expunere pentru a
reduce eventualele efecte de pozitie, inclusiv variatiile usoare ale temperaturii, intensitatii
luminii etc.). Informatii suplimentare privind instalarea sistemelor de expunere in regim
dinamic pot fi obtinute prin intermediul Ghidului standard ASTM pentru efectuarea
testelor de toxicitate acutd pe materiale de testare cu specii de pesti, macronevertebrate si
amfibieni (16).

Livrarea substantei chimice: pregatirea solutiilor de testat

19.

20.

Pentru a prepara solutiile de testat in sistemul de expunere, solutia mama a substantei
chimice de testat ar trebui sd fie dozatd in sistemul de expunere prin intermediul unei
pompe adecvate sau al unui alt aparat. Debitul solutiei mama ar trebui sa fie calibrat in
conformitate cu confirmarea analitica a solutiilor de testat inainte de inceperea expunerii 1
verificat din punct de vedere volumetric in mod regulat, pe durata testului. Solutia de testat
din fiecare camera ar trebui rennoita ca volum de cel putin 5 ori pe zi.

Metoda utilizatd pentru a introduce substanta chimicd de testat in sistem poate varia In
functie de proprietatile sale fizico-chimice. Prin urmare, Tnainte de test, ar trebui sd se
obtind informatii de referintd cu privire la substanta chimica, ce sunt relevantd pentru
determinarea capacitdtii de testare a acesteia. Informatii utile cu privire la proprietitile
specifice substantei chimice de testat includ formula structurald, greutatea moleculara,
puritatea, stabilitatea In apd si la lumind, pKa s1 Kow, solubilitatea in apa (de preferintd in
mediul de testare) si presiunea vaporilor, precum si rezultatele unui test efectuat pentru
biodegradabilitate rapidd [metoda de testare C.4 (17) sau C.29 (18)]. Solubilitatea si
presiunea vaporilor pot fi folosite pentru a calcula constanta legii lui Henry, care va arata
dacd pot sd se producd pierderi din cauza evaporarii substantei chimice de testat.
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Efectuarea acestui test fard informatiile enumerate mai sus ar trebui sd fie analizatd cu
atentie, deoarece proiectul studiului va depinde de proprietitile fizico-chimice ale
substantei chimice de testat si, fard aceste date, rezultatele testelor ar putea fi dificil de
interpretat sau inutile. Ar trebui sa fie disponibild o metoda analitica fiabild de cuantificare
a substantei chimice de testat in solutiile de testare, cu precizia si limita de detectie
cunoscute si raportate. Substantele chimice solubile in apa pot fi dizolvate in alicote de apa
de dilutie la o concentratie care permite livrarea la concentratia de testare vizata in cadrul
unui sistem in regim dinamic. Substantele chimice lichide sau solide la temperatura
camerei $i moderat solubile Tn apd pot necesita saturatori lichid:lichid sau lichid:solid (de
exemplu, coloand din vata de sticla) (19). Desi poate fi posibild, de asemenea, dozarea de
substante chimice foarte hidrofobe prin intermediul hranei, existd o experienta redusa in
utilizarea respectivei cdi de expunere in acest test.

Solutiile de testat din concentratiile alese se prepara prin diluarea unei solutii mama.
Solutia mama ar trebui sa se prepare, de preferintd, prin simpla amestecare sau agitare a
substantel chimice de testat in apa de dilutie prin mijloace mecanice (de exemplu,
amestecarea sau ultrasonificarea). Pentru obfinerea unei solutii mama cu o concentratie
corespunzitoare se pot folosi coloane/sisteme de saturare sau metode de dozare
pasiva (20). Se preferd utilizarea unui sistem de testare fard co-solventi; Insd substante
chimice de testat diferite vor avea proprietati fizico-chimice variate care vor necesita
probabil abordari diferite pentru prepararea apei de expunere la o substantd chimicad. Ar
trebui sa se depund toate eforturile pentru evitarea solventilor sau a purtédtorilor deoarece:
(1) anumiti solventi pot avea ca rezultat toxicitatea si/sau raspunsuri nedorite sau
neasteptate, (2) testarea substantelor chimice peste solubilitatea lor in apa (astfel cum se
poate intampla frecvent prin utilizarea solventilor) poate duce la determinari inexacte ale
concentratiilor efective, (3) utilizarea solventilor in teste pe termen mai lung poate conduce
la un grad semnificativ de ,,biofilmare” asociat cu activitatea microbiand, ceea ce ar putea
avea un impact asupra conditiilor de mediu si a capacitatii de a mentine concentratiile de
expunere s1 (4) in absenta unor date istorice care sd demonstreze cd solventul nu
influenteazd rezultatul studiului, utilizarea solventilor necesitd un tratament al martorului
tratat cu solvent care are implicatii semnificative asupra bundstarii animalelor, Intrucat sunt
necesare animale suplimentare pentru efectuarea testului. In ceea ce priveste substantele
chimice care sunt dificil de testat, ar putea fi utilizat, in ultimi instanta, un solvent si ar
trebui sa se consulte documentul de orientare al OCDE privind testarea toxicitatii acvatice
a substantelor si amestecurilor dificile (21) pentru a determina cea mai bund metoda.
Alegerea solventului va fi determinata de proprietatile chimice ale substantei chimice de
testat si de disponibilitatea datelor istorice despre martor cu privire la solvent. In absenta
datelor istorice, caracterul adecvat al unui solvent ar trebui determinat inainte de efectuarea
studiului definitiv. In cazul in care utilizarea unui solvent este inevitabild si se produce
activitatea microbiand (bio-filmare), se recomanda inregistrarea/raportarea bio-filmarii pe
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rezervor (cel putin saptiménal) pe durata testului. In mod ideal, concentratia solventului ar
trebui sa fie mentinutd constanta in martorul solvent si in toate tratamentele pentru testare.
In cazul in care concentratia solventului nu este mentinutd constant, in martorul solvent ar
trebui utilizatd cea mai mare concentratie in cadrul tratamentului pentru testare. In cazurile
in care se utilizeaza solvent purtdtor, concentratiile maxime ale solventilor nu ar trebui sa
depaseasca 100 pl/l sau 100 mg/l (21) si se recomandd si se mentind concentratia
solventului la un nivel cat mai scdzut posibil (de exemplu, < 20 pl/I) pentru a evita
eventualele efecte ale solventului asupra punctelor finale masurate (22).

Animalele de testare

Specia de testare
22.Specia de testare este X laevis, deoarece aceasta este: (1) cultivatd, de reguld, in
laboratoare din intreaga lume, (2) usor de obtinut prin intermediul furnizorilor comerciali
s1 (3) prezinta posibilitatea de a determina sexul genetic.

Ingrijirea si reproducerea exemplarelor adulte

23. Ingrijirea si reproducerea adecvati a X. laevis sunt descrise intr-o orientare standardizati
(23). Adapostirea si ingrijirea X. laevis sunt descrise, de asemenea, de catre Read (24).
Pentru a induce reproductia, se injecteazd intraperitoneal intre trei si cinci perechi de
femele si masculi adulti cu gonadotropina corionica umana (hCG). Exemplarele femele si
masculi, sunt injectate cu, de exemplu, aproximativ 800-1 000 UI si, respectiv, 500-800 Ul
de hCG dizolvata in solutie salind de 0,6-0,9 % (sau in solutia lui Ringer pentru broaste, o
solutie salina izotonica pentru utilizare la amfibieni;
www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR . html).  Volumul de
injectie ar trebui sa fie de aproximativ 10 pl/g greutate corporald (~ 1 000 pl). Ulterior,
cuplurile reproducitoare induse sunt tinute in bazine de mari dimensiuni, ferite de
perturbdri s1 in conditii statice pentru promovarea amplexusului. Fundul fiecarui bazin de
reproducere ar trebui sd fie prevazut cu un fund fals din plasd din otel inoxidabil (de
exemplu, cu orificit de 1,25 cm), care sd permitd caderea icrelor pe fundul bazinului.
Broastele injectate cu hCG dupd-amiaza tarziu vor depune, de reguld, cea mai mare parte a
icrelor pand la jumatatea diminetii zilei urmatoare. Dupa ce se elibereaza si se fertilizeaza
o cantitate suficienta de icre, adultii ar trebui sa fie indepartati din bazinele de reproducere.
Icrele sunt apoi colectate si straturile gelatinoase sunt eliminate prin tratare cu L-cisteina
(23). Ar trebui sd se prepare o solutie de 2 % L-cisteind, iar pH-ul ar trebui sa fie ajustat la
8,1 cu NaOH de 1 M. Aceasta solutie de 21 °C se adauga intr-un vas Erlenmeyer de 500 ml
care contine icrele de la o singurd depunere si se roteste usor timp de unu sau doud minute,
iar apoi se cliteste bine de 6-8 ori cu apa de culturd la 21 °C. Icrele sunt apoi transferate
intr-un vas de cristalizare si se stabileste viabilitatea de > 70 %, cu anomalii minime la
nivelul embrionilor care prezinta diviziunea celulara.
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TIPUL TESTULUI

Concentratii de testare

24. Se recomanda utilizarea a minimum patru concentratii chimice s1 martori adecvati (inclusiv

25.

martori cu solvent, daca este necesar ). In general, se recomandd o separare a concentratiei
(factor de spatiere) de cel mult 3,2.

in scopul acestui test, rezultatele studiilor existente asupra amfibienilor ar trebui utilizate,
in masura in care este posibil, la determinarea celei mai mari concentratii de testare, astfel
incat sa se evite concentratiile In mod evident toxice. Informatiile, spre exemplu, din relatii
cantitative structurd-activitate, citirile incrucisate si datele provenite de la studiile existente
pe amfibieni, cum ar fi testul metamorfozei la amfibieni, metoda de testare C.38 (25) si
testul teratogenezei la embrionii de broasca - Xenopus (23) si/sau testele efectuate asupra
pestilor, cum ar fi metodele de testare C.48 , C.41 s1 C.49 (26) (27) (28), pot contribui la
stabilirea acestei concentratii. Inainte de a derula testul LADDA, se poate realiza un
experiment pentru stabilirea intervalului. Se recomandd ca expunerea pentru stabilirea
intervalului sa fie initiatd In termen de 24 de ore de la fertilizare si sa fie continuata timp
de 7-14 zile (sau mai mult, dacd este necesar), iar concentratiile de testare sa fie stabilite
astfel incat intervalele dintre concentratiile de testare sd nu fie mai mari decat un factor
de 10. Rezultatele obtinute in urma experimentului de stabilire a intervalului ar trebui sa
serveascd la stabilirea celei mai mari concentratii de testare in cadrul LAGDA. Este de
precizat ca, in cazul in care trebuie si fie utilizat un solvent, ar putea fi stabilit caracterul
adecvat al a solventului (si anume, dacd acesta poate avea un impact asupra rezultatului
studiului) in cadrul studiului de stabilire a intervalului.

Duplicate in cadrul grupurilor de tratament si al martorilor

26.

Ar trebui sa se utilizeze cel putin patru bazine duplicate pentru fiecare concentratic de
testare si cel putin opt duplicate pentru martori (si, martor cu solvent, dacd este necesar)
(de exemplu, numarul de duplicate din martor si orice martor cu solvent ar trebui sa fie de
doud ori mai mare decat numarul de duplicate din fiecare grup supus tratamentului, pentru
a se asigura o putere statistica adecvatd). Fiecare duplicat ar trebui sa contind cel mult 20
de animale. Numdrul minim de animale prelucrate ar fi 15 (5 pentru subesantioanele din
etapa 62 din NF si 10 exemplare juvenile). Ins3, se adaugd animale suplimentare in fiecare
duplicat pentru a se lua in calcul posibilitatea mortalitatii, mentinandu-se in acelasi timp un
numdr critic de 15.

PROCEDURA

Prezentarea testului
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Testul este initiat cu embrioni nou eclozati (etapele 8-10 din NF) si poate continua pana la
dezvoltarea juvenild. Animalele sunt examinate zilnic pentru identificarea mortalitdtii si a
oriciror semne de comportament anormal. In ctapa 62 din NF, se colecteazd un
subesantion de larve (pand la 5 animale per duplicat) si se examineaza diferite puncte
finale (tabelul 1). Dupa ce toate animalele au ajuns in etapa 66 din NF, si anume, la
incheierea metamorfozei (sau dupa 70 de zile de la initierea testului, oricare dintre acestea
survine mai ntdi), se procedeaza in mod aleatoriu la sacrificare (dar fara subesantionare)
pentru a reduce numarul de animale (10 pe bazin) (a se vedea punctul 43), iar animalele
ramase sunt in continuare expuse pana la implinirea a 10 sdptdmani de la timpul median in
etapa 62 din NF din martor. La incheierea testului (esantionarea juvenild), se efectueaza
masuratori suplimentare (tabelul 1).

Conditii de expunere

28.

29.

Apendicele 3 cuprinde o prezentare completi a parametrilor de testare. In perioada de
expunere ar trebui masurate zilnic oxigen dizolvat, temperatura si pH-ul solutiilor de
testare. Conductivitatea, alcalinitatea si duritatea se misoard o dati pe luni. In cazul
temperaturii apei din solutia de testat, diferentele intre duplicate si tratamente (intr-o
singura zi) nu ar trebui sa depaseasca 1,0 °C. De asemenea, in cazul pH-ului solutiilor de
testare, diferentele intre duplicate si tratamente nu ar trebui sd fie mai mari de 0,5.

Bazinele de expunere pot fi sifonate zilnic pentru a indepérta alimentele neconsumate si
deseurile, astfel incat sd se evite contaminarea incrucisatd a bazinelor. Ar trebui sd se
acorde atentie reducerii la minim a stresului si traumei la animale, in special In timpul
deplasarii, al curdtarii acvariului si al manipulérii. Conditiile/activitatile stresante, precum
zgomotul puternic si/sau neincetat, lovirea acvariilor, vibratiile in bazin, ar trebui evitate.

Durata expunerii la substanta chimica de testat

30.

Expunerea este initiatd la embrionii nou eclozati (etapele 8-10 din NF) si se continud pana
la implinirea a zece saptdmani dupa timpul median in etapa 62 din NF ( < 45 de zile de la
initierea testului) in grupul martor. in general, durata LAGDA este de 16 saptimani
(maximum 17 saptamani).

Initierea testului

31.

Pentru animalele parinti utilizate pentru initierea testului ar fi trebuit sd se dovedeasca
anterior cd se poate determina sexul genetic al progeniturilor lor (apendicele 5). Dupa ce
adultii au depus icre, embrionii sunt colectati, tratati cu cisteind pentru a elimina stratul de
gelatina si verificati pentru viabilitate (23). Tratamentul cu cisteind permite manipularea
embrionilor in timpul verificarii fard lipirea de suprafete. Verificarea are loc sub un
microscop de disectie, utilizand o pipetd oculard de dimensiuni corespunzatoare pentru a
elimina embrionii neviabili. Se preferd ca, pentru test, sa se utilizeze icrele din cadrul unei
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singure depuneri care determind o viabilitate de peste 70 %. Embrionii din etapele 8-10 din
NF sunt distribuiti in mod aleatoriu in bazine de tratare prin expunere care contin un volum
adecvat de apd de dilutie pana cand fiecare bazin contine 20 de embrioni. Embrionii ar
trebui sd fie manipulati cu grija pe durata acestui transfer pentru a reduce la minim stresul
cauzat de manipulare si pentru a evita orice vitdmare. La 96 ore dupd fertilizare,
mormolocii ar trebui sa se deplaseze spre partea superioard a coloanei de apa si sa inceapa
sd se prinda de partile laterale ale bazinului.

Regimul de hranire

32. Modificarea ratei hranei si a rate1 de alimentare in diferite etape ale vietii X. laevis
constituie un aspect foarte important al protocolului LAGDA. Hranirea excesiva a larvelor
in etapa larvard conduce, de reguld, la o crestere a incidentei si gravitatii scoliozei
(apendicele 8) si ar trebui evitatd. Pe de altd parte, hranirea necorespunzitoare in faza
larvard conduce la rate de dezvoltare foarte variabile intre martori, ceea ce poate sa
compromitd puterea statisticdA sau sa creeze confuzie la nivelul rezultatelor testului.
Apendicele 4 prezinta regimul alimentar si de hranire recomandat pentru larve si
exemplarele juvenile pentru X. laevis in conditii dinamice, dar sunt permise alternative cu
conditia ca organismele supuse testdrii sa creasca si sa se dezvolte in mod satisfacator. Este
important de remarcat cd, in cazul in care se masoard punctele finale specifice sistemului
endocrin, hrana ar trebui sd nu contind substante active endocrin, precum faina de soia.

Hranirea larvelor

33. Hrana larvara recomandatd constd in furaje de inceput pentru pastrivi, discuri de alge
Spirulina si chipsuri de alge (de exemplu, fulgi TetraFin®, Tetra, Germania) amestecati in
apd de culturd (sau dilutie). Acest amestec se administreaza de trei ori pe zi in zilele
lucratoare si o datd pe zi in weekend. Mormolocii sunt hraniti, de asemenea, cu creveti in
saramurd Artemia spp., cu nauplii de 24 de ore, de doua ori pe zi in timpul sdptdmanii s1 o
datd pe zi in weekend, incepand cu ziua 8 dupa fertilizare. Hrana larvara, care ar trebui sa
fie consecventd In fiecare vas de testare, ar trebui sa permitd cresterea si dezvoltarea
corespunzatoare a animalelor de testare, pentru a asigura reproductibilitatea s1
transferabilitatea rezultatelor testului: (1) timpul median pana la etapa 62 din NF la martori
ar trebui sa fie < 45 de zile s1 (2) se recomanda o masa medie cuprinsd intre 1,0 £ 0,2 g in
etapa 62 din NF la martori.

Hrana puietului de peste
34. De indatd ce metamorfoza este completd, regimul de hranire constd in alimentare cu
broasca cu mare de calitate superioara, de exemplu, Sinking Frog Food -3/32 (Xenopus
Express, FL, SUA) (apendicele 4). In cazul broscutelor (puiet timpuriu), granulele sunt
macinate scurt intr-un aparat de macinat cafea sau blender ori zdrobite cu mojar si pistil
pentru a reduce dimensiunea acestora. Dupa ce puietul ajunge la o dimensiune suficient de
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mare pentru a consuma granule, nu mai este necesard macinarea sau zdrobirea. Animalele
ar trebui hranite o datd pe zi. Hrana puietului ar trebui sd permita cresterea si dezvoltarea
corespunzatoare a organismelor: se recomandd o greutate medie incadratd in valoarea
11,5 £ 3 g la puietul din martor la terminarea testului.

Chimie analitica

35.

36.

Inainte de initierca testului, ar trebui si se determine stabilitatea substantei chimice de
testat (de exemplu, solubilitatea, caracterul degradabil si volatilitatea) si toate metodele
analitice necesare, de exemplu, folosind informatiile sau cunostintele existente. Atunci
cand dozarea este realizatd prin apa de dilutie, se recomandd ca solutiile de testat din
concentratia din fiecare bazin duplicat sa fie analizate inainte de inceperea testului, pentru
a verifica performanta sistemului. In perioada de expunere, concentratiile substantei
chimice de testat se determind la intervale adecvate, de preferintd in fiecare saptdmand
pentru cel putin un duplicat din fiecare grup de tratament, cu rotire intre duplicate din
cadrul aceluiasi grup de tratament in fiecare saptamand. Se recomanda ca rezultatele sa fie
bazate pe concentratii misurate. Insi, in cazul in care concentratia substantei chimice de
testat in solutie a fost mentinuta in mod satisfacator, pe tot parcursul testului, in limitele
valorii de £ 20 % din concentratia nominald, rezultatele pot fi bazate fie pe valori
nominale, fie pe cele masurate. De asemenea, coeficientul de variatie (CV) al
concentratiilor de testat masurate pe durata testarii din cadrul unui tratament ar trebui sa fie
mentinut la maxim 20 % pentru fiecare concentratie. Atunci cdnd concentratiile masurate
nu rdman in intervalul de 80-120 % din concentratia nominald (de exemplu, la testarea
substantelor chimice foarte biodegradabile sau adsorbtive), ar trebui sa se determine si sa
se exprime concentratiile de efect in raport cu media aritmeticad a concentratiei in cazul
testelor in regim dinamic.

Debitul apei de dilutie si al solutiei mama ar trebui sd fie verificat la intervale
corespunzitoare (de exemplu, de trei ori pe siptimani) in perioada de expunere. In cazul
substantelor chimice care nu pot fi detectate la unele sau la toate concentratiile nominale
(de exemplu, din cauza degradarii rapide sau a adsorbtiei in vasele de testare sau ca urmare
a acumuldrii unei substante chimice marcate in organismele animalelor expuse), se
recomandd ca rata de reinnoire a solutiei de testare din fiecare camerd sd fie adaptata
pentru a mentine concentratiile de testare constante, In mésura posibilitatii.

Observatii si misuritori ale punctelor finale

37.

Punctele finale evaluate in cursul expunerii sunt cele care indicd toxicitatea, inclusiv
mortalitatea, comportamentul anormal, cum ar fi semnele clinice ale bolii si/sau toxicitati
generale, precum si determindrile de crestere (lungime si greutate) si punctele finale ale
patologiei care pot reactiona atat la toxicitatea generala, cat si la modurile endocrine de
actiune care vizeazi ciile mediate de estrogen, androgen sau tiroida. in plus, concentratia
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de plasma VTG poate fi masuratd, optional, la incheierea testului. Médsurarea VTG poate fi
utild pentru Intelegerea rezultatelor studiului in contextul mecanismelor endocrine in cazul
substantelor chimice suspectate de a perturba sistemul endocrin. Punctele finale si
calendarul masuratorilor sunt sintetizate in tabelul 1.

Tabelul 1: Prezentarea punctelor finale ale LAGDA

.Egantlon.a re Incheierea testului
. intermediara
Puncte finale* Zilnic . (esantionare de
(esantionare T uie ti)
larvara) pmet
Mortalitate si anomalii X
Timp pani la etapa 62 din NF X
Histopatologie (glanda tiroida) X
Morfometrie (crestere in greutate si X X
lungime)
Indice somatic al ficatului (LSI) X
Raporturile sexului genetic/fenotipic X
Histopatologie (gonade, canale de X
reproducere, rinichi si ficat)
Vitelogenina (VI'G) (optional) X

* Toate punctele finale sunt analizate statistic.

Mortalitate si observatii zilnice

38.

39.

Toate bazinele de testare ar trebui verificate zilnic pentru identificarea exemplarelor
moarte, iar mortalitatea se Inregistreaza pentru fiecare bazin. Exemplarele moarte ar trebui
sd fie indepdrtate din bazinul de testare imediat dupd ce au fost observate. Stadiul de
dezvoltare al animalelor moarte ar trebui sa fie clasificat fie ca fiind stadiul 58 din NF
(aparitie pre-membru anterior), stadiul 58 din NF - stadiul 62 din NF - stadiul 63 din NF -
stadiul 66 din NF (intre stadiul 62 din NF si absorbtia completd a cozii) sau stadiul 66 dupa
NF (etapa post-larvard). Rate ale mortalitatii de peste 20 % pot sa indice conditii de testare
necorespunzatoare sau efecte toxice evidente ale substantei chimice de testat. Animalele
tind sd prezinte cea mai mare sensibilitate la evenimentele de mortalitate neindusa de
substante chimice in primele cateva zile de dezvoltare dupa evenimentul de depunere a
icrelor si 1n plin proces metamorfic. O astfel de mortalitate ar putea fi evidentiata de datele
de control.

In plus, ar trebui sa se inregistreze orice observatie legatd de comportamentul anormal,
malformatii evidente (de exemplu , scoliozd) sau leziuni. Observatiile referitoare la
scolioza ar trebui sa fie numadrate (incidenta) si clasificate in functie de severitate (de
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exemplu, nu este remarcabild — NR, minim — 1, moderat — 2, sever — 3; apendicele 8). Ar
trebui sa se depund eforturi pentru a se asigura ca limitarea prevalentei scoliozei moderate
st grave (de exemplu, sub 10 % la martori) pe parcursul studiului, desi o mai mare
prevalentd a anomaliilor in martori nu ar constitui neapdrat un motiv pentru oprirea
testului. Comportamentul normal, in cazul exemplarelor larvare, este caracterizat prin
suspendarea in coloana de apd cu coada ridicatd deasupra capului, bataia ritmica si regulata
a Inotatoarei caudale, ridicarea periodicd la suprafatd, opercularea si receptivitatea la
stimuli. Un comportament anormal ar include, de exemplu, plutirea la suprafatd, raménerea
pe fundul bazinului, inotare inversatd sau neregulata, lipsa de activitate la suprafata si lipsa
de reactie la stimuli. In cazul animalelor post-metamorfice, in plus fati de
comportamentele anormale de mai sus, ar trebui sd se inregistreze diferentele mari de
consum de hrand intre tratamente. Malformatiile evidente si leziunile majore ar putea
include anomalii morfologice (de exemplu, deformari ale membrelor), leziuni hemoragice,
edem abdominal si infectii bacteriene sau fungice. Aparitia leziunilor pe capul puietilor, in
pozitia posterioara ndrilor, ar putea fi indicatii ale unor niveluri de umiditate insuficiente.
Aceste determindri sunt calitative si ar trebui considerate analoage semnelor clinice de
boald/stres si ar trebui sa fie realizate prin comparatii cu exemplarele din martori. In cazul
in care rata aparitiei este mal mare la bazinele expuse decat in cazul martorilor, atunci
acestea ar trebui considerate drept dovada de toxicitate evidenta.

Sub-esantionarea larvara

Prezentare generald a sub-esantionarii larvare:

40. Mormolocii care au ajuns in stadiul 62 din NF ar trebui sd fie eliminati din bazine s1 fie

41.

esantionati, fie mutati in urmatoarea parte a expunerii, intr-un bazin nou, sau separati fizic
de mormolocii ramasi 1n acelasi bazin cu un separator. Mormolocii sunt verificati in
fiecare zi si se inregistreaza ziua de studiu in care un mormoloc individual ajunge in
stadiul 62 din NF. Caracteristica definitorie utilizatd in aceastd evaluare este forma capului.
Atunci cand capul a ajuns sa fie redus ca dimensiune, astfel incéat acesta este vizual de
aproximativ aceeasi latime ca si trunchiul mormolocului, iar membrul anterior se afla la
nivelul partii centrale a inimii, atunci exemplarul respectiv ar fi considerat ca ajungind in
stadiul 62 din NF.

Obiectivul este de a esantiona un numar total de cinci mormoloci aflati in stadmul 62 din
NF in fiecare bazin duplicat. Aceasta ar trebui sa fie efectuata cu totul in mod aleatoriu, dar
decisd a priori. Un exemplu ipotetic de bazin duplicat este prezentat in figura 1. In cazul
in care existd 20 de mormoloci supravietuitori intr-un anumit bazin atunci cand primul
exemplar ajunge 1n stadiul 62 din NF, ar trebui sd se aleaga cinci numere aleatorii de la 1
la 20. Mormolocul nr. 1 este primul exemplar care va ajunge in stadiul 62 din NF, iar
mormolocul nr. 20 este ultimul exemplar dintr-un bazin care va ajunge in stadiul 62 din
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NF. In mod similar, daci existi 18 larve supravietuitoare intr-un bazin, ar trebui si se
aleagd cinci numere aleatorii de la 1 la 18. Aceasta ar trebui sa fie efectuatd pentru fiecare
bazin duplicat atunci cdnd primul exemplar supus testirii ajunge in stadiul 62 din NF. n
cazul in care exista rate de mortalitate in cadrul esantionarii in stadiul 62 din NF, probele
ramase trebuie s fie prelevate din nou In mod aleatoriu pe baza numarului de larve rdmase
pani in stadiul 62 din NF si a numarului de probe suplimentare necesare pentru a se ajunge
la un total de cinci probe provenite din respectivul duplicat. In ziua in care un mormoloc
ajunge in stadiul 62 din NF, se face trimitere la diagrama de esantionare intocmitd pentru a
stabili dacd exemplarul respectiv este selectat sau separat fizic de mormolocii ramasi
pentru a fi expus in continuare. In exemplul prezentat (figura 1), primul exemplar care
urmeaza sa ajungd in stadiul 62 din NF (s1 anume, caseta nr. 1) este separat fizic de
celelalte larve, este expus in continuare si este inregistratd ziua de studiu in care
exemplarul ajunge in stadiul 62 din NF. Ulterior, exemplarele nr. 2 si 3 sunt tratate in
acelasi mod ca si nr. 1, 1ar apo1 exemplarul nr. 4 este prelevat pentru crestere si histologia
tiroidiand (conform acestui exemplu). Aceastd procedura continud pana cand cel de al
20-lea exemplar fie se alatura celorlalte exemplare care au trecut de stadiul 62 din NF, fie
este esantionat. Procedura de selectie aleatorie utilizata trebuie sa asigure pentru fiecare
organism testat probabilitatea egald de a fi selectat. Acest lucru poate fi realizat prin
utilizarea oricirei metode de selectie aleatorie, dar impune, de asemenea, ca fiecare
mormoloc sa fie prins in plasa la un anumit moment in perioada de subesantionare in
stadiul 62 din NF.

Figura 1: Exemplu ipotetic de regim de egantionare in stadiul 62 din NF, pentru un singur bazin duplicat.

Timp

Y
”

Bazin cu o singura replica - fara cazuri de mortalitate

1

2|13|4|5|6|7|8|9|10111)12|13|14|15|16|17|18| 19|20

Larve individuale Sub-esantion

42. Pentru subesantionarea larvard, punctele finale obtinute sunt: (1) timpul pana in stadiul 62

din NF (si anume, numarul de zile intre fertilizare si stadiul 62 din NF), (2) anomaliile
externe, (3) morfometria (de exemplu, greutate si lungime) si (4) histologia tiroidei.

Eutanasierea mormolocilor

43. Subesantionul de mormoloci in stadiul 62 din NF (5 exemplare per duplicat) ar trebui sa fie

eutanasiati prin imersiune timp de 30 de minute in cantitati adecvate (de exemplu, 500 ml)
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de solutic anestezicd (de exemplu, 0,3 % solutic de metan sulfonat de tricainda MS-222,
CAS.886-86-2). Solutia MS-222 ar trebui sd fie tamponatd cu bicarbonat de sodiu la o
valoare a pH-ului de aproximativ 7,0, deoarece solutia MS-222 netamponata este acida si
iritantd pentru pielea broastei, determinand o absorbtie scazuta si stresarea suplimentara
inutild a organismelor.

44. Cu ajutorul unei plase de tip sitd se scoate un mormoloc din camera experimentald si1 se
transporta (plaseaza) in solutia de eutanasiere. Exemplarul este eutanasiat in mod
corespunzator $i este pregitit pentru autopsie atunci cand nu reactioneazd la stimuli
externi, cum ar fi ciupirea membrului din spate cu o pereche de forceps.

Morfometrie (greutate si lungime)

45. Masuratorile greutdtii In stare umeda (cea mai apropiatd valoare mg) si lungimea bot-
cloacd (SVL) (la valoarea cea mai apropiata de 0,1 mm) pentru fiecare mormoloc ar trebui
efectuate imediat dupa ce acesta nu mai reactioneaza ca urmare a anesteziei ( figura 2a) .
Pentru masurarea SVL dintr-o fotografie se poate utiliza un software de analiza a imaginii.
Mormolocii ar trebui uscati inainte de cantirire pentru a indeparta excesul de apa. Dupa
masurarea dimensiunii corpului (greutate si SVL) ar trebui sa se inregistreze si sa se noteze
orice anomalit morfologice brute si/sau orice semne clinice ale toxicitatii, precum scolioza
(a se vedea apendicele 8), petesiile si hemoragia si se recomandd documentarea digitala.
Este de precizat ca petesiile reprezintd mici pete hemoragice de culoare rosie sau viginie
apdrute pe piele ca urmare a rupturilor capilare.

Colectarea si fixarea tesuturilor

46. Pentru subesantionarea larvelor, se evalueazad glandele tiroide pentru histologie. Partea
posterioard a trunchiului inferior pand la membrele posterioare se indeparteazd si se
elimind. Carcasa tdiata este fixatd in fixatorul Davidson. Volumul fixatorului din rezervor
ar trebui sd fie de cel putin 10 or1 mai mare decat volumul aproximativ al tesuturilor. Ar
trebui sa se procedeze la agitarea sau circularea corespunzdtoare a fixatorului pentru
fixarea tesuturilor de interes. Toate tesuturile riman in fixatorul Davidson timp de cel putin
48 de ore, dar nu mai mult de 96 de ore, dupa care acestea sunt clatite cu apa deionizata si
pastrate in formalina neutrd tamponatd 10 % (1) (29).

Histologia glandei
47. Fiecare subesantion de larve (tesuturi fixe) este analizat din punct de vedere histologic in
ceea ce priveste glandele tiroidei, st anume diagnostic si grad de gravitate (29) (30).

Figura 2: Repere pentru mésurarea lungimii bot-cloacé pentru LAGDA 1n stadiul 62 din NF (a) si pui de
broasci (b). Caracteristicile definitorii ale stadiului 62 din NF (a): capul prezinta aceeasi 1atime cu
trunchiul, lungimea nervului olfactiv este mai scurtd decat diametrul bulbului olfactiv (vedere dorsala), iar
membrele posterioare se afld la nivelul inimii (vedere ventrald). Imagini adaptate din materialul
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Nieuwkoop si Faber (1994).

a. Sub-esantionare larvara (stadiul NF 62) b. Esantionare juvenild

[ g l\l
Lungime bot-cloacd \

Dorsal

Lungime bot<loacd

>3 >
< >

Sfarsitul expunerii larvare

48.

Avand in vedere numadrul initial de mormoloci, se preconizeazd cd este probabil sa existe
un procent redus de exemplare care nu se dezvoltd normal si care nu incheie procesul de
metamorfoza (stadiul 66 din NF) intr-un interval rezonabil de timp. Perioada de expunere a
larvelor nu ar trebui sd depaseasca 70 de zile. Orice mormoloci ramasi la finalul acestei
perioade ar trebui sa fie eutanasiati (a se vedea punctul 43), greutatea lor in stare umeda si
SVL ar trebui sa fie masurate, acestia ar trebui sd fie clasificati pe stadii conform
Nieuwkoop s1 Faber, 1994 si se noteaza orice anomalii legate de dezvoltare.

Sacrificarea dupa stadiul 66 din NF

49.

50.

Zece exemplare din fiecare bazin ar trebui sd se dezvolte in continuare din stadiul 66 din
NF (resorbtia completd a cozii) pand la incetarea expunerii. Prin urmare, dupa ce toate
animalele au ajuns in stadiul 66 din NF sau dupa 70 de zile (oricare dintre acestea survine
mai Intai), ar trebui sd se procedeze la sacrificare. Animalele care au trecut de stadiul 66
din NF si care nu vor continua sa fie expuse ar trebui sa fie selectate in mod aleatoriu.

Exemplarele care nu sunt selectate pentru continuarea expunerii sunt eutanasiate (a se
vedea punctul 43). Pentru fiecare exemplar se masoard stadiul de dezvoltare, greutatea
umeda s1 SVL (figura 2b) si se realizeaza o autopsie macroscopica. Sexul fenotipic (pe
baza morfologiei gonadei) este notat ca sex feminin, masculin sau nedeterminat.
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Esantionare de puieti

Prezentarea esantionarii de puieti

51. Exemplarele raimase continud sd fie expuse pana la 10 saptdmani dupa timpul median in
stadiul 62 din NF, in martorul cu apa de dilutie (si/sau in martorul cu solvent, dacd este
cazul ). La sfarsitul perioadei de expunere, animalele ramase (maximum 10 broaste pentru
fiecare duplicat) sunt eutanasiate si se mdisoard sau se ecvalueazd si se Inregistreaza
diferitele puncte finale: (1) morfometria (greutate si lungime), (2) ratele sexului
fenotipic/genotipic, (3) greutatea ficatului (indicele somatic al ficatului), (4) histopatologie
(gonade, canale de reproducere, ficat si rinichi) si optional (5) valoarea VTG a plasmei.

Eutanasierea broastelor

52. Probele de puieti, broastele dupd etapa metamorfica, sunt eutanasiate printr-o injectie
intraperitoneald de anestezic, de exemplu, MS-222 de 10 % intr-o solutie tamponata de
fosfat adecvatd. Esantionarea broastelor poate fi efectuatd dupa ce acestea nu mai
reactioneazad (de obicei, in aproximativ 2 minute de la injectare, in cazul in care se
utilizeazd MS-222 de 10 % intr-o doza de 0,01 ml per gram de broascd). Chiar daca puii de
broaste ar putea fi scufundati intr-o concentratie mai mare de anestezic (MS-222),
experienta a demonstrat ca este nevoie de mai mult timp pentru ca acestea sd fie
anesteziate utilizand aceasta metoda si ar fi posibil ca durata sd nu fie adecvatd pentru a
permite esantionarea. Injectarea asigurd o eutanasiere eficientd si rapida inainte de
esantionare. Esantionarea nu ar trebui sd inceapd pand cand nu este confirmata lipsa de
reactie a broastelor, pentru a se obtine certitudinea ¢ exemplarele sunt moarte. in cazul in
care broastele manifestd semne de suferintd considerabild (se poate prezice In mod sigur
suferinta foarte grava si decesul) si considerati se considerd cd acestia sunt muribunzi,
animalele ar trebui anesteziate si eutanasiate si tratate drept mortalitate Tn scopul analizei
datelor. Atunci cand o broasca este eutanasiatd din cauza morbiditatii, acest aspect ar trebui
observat si raportat. In functie de momentul in care broasca este eutanasiatd in timpul
studiului, se poate proceda la retinerea acesteia pentru analiza histopatologicd (fixarea
broastei pentru o posibild histopatologie).

Morfometrie (greutate si lungime)
53. Masuratorile greutatii umede si ale SVL (figura 2 b) sunt identice cu cele prezentate pentru
subesantionarea larvara.

Valoarea VTG din plasma (optiune)

54. VTG este un marker biologic acceptat la scard largd care rezultd in urma expunerii la
substante chimice estrogenice. In cazul LAGDA, valoarea VTG din plasmi poate fi
masuratd optional in cadrul esantioanelor de puieti (acest lucru poate fi relevant in special
in cazul in care substanta chimica de testat este suspectatd ca fiind un estrogen).
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55. Membrele posterioare ale puietilor eutanasiati sunt taiate, iar sangele este colectat cu
ajutorul unui capilar heparinizat (desi ar putea fi adecvate metode alternative de colectare a
sangelui, cum ar fi punctia cardiacd). Sangele este expulzat intr-o eprubetd de
microcentrifugd (de exemplu, cu un volum de 1,5 ml) si centrifugat pentru obtinerea
plasmei. Probele de plasma ar trebui pdstrate la o temperaturd de cel mult -70 °C péana la
determinarea VIG. Concentratia VTG din plasma poate fi masuratd printr-un test de
imunoadsorbtie cu anticorpi marcati enzimatic (ELISA) (apendicele 6) sau printr-o metoda
alternativa, cum ar fi spectrometria de masa (31). Se preferd anticorpi specifici speciei

IR

Determinarea sexului genetic

56. Sexul genetic al fiecarui pui de baltd este evaluat pe baza markerilor dezvoltati de
Yoshimo ef al. (11). Pentru determinarea sexului genetic, se colecteazad si se pastreaza
(partial sau integral), intr-o eprubetd de microcentrifugd, un membru posterior (sau orice
alt tesut) indepartat in timpul disectiei (la broaste, pot fi obtinute probe din orice tesut).
Tesuturile pot fi pastrate la temperatura de -20 °C sau la temperaturi mai mici pana la
izolarea acidului dezoxiribonucleic (ADN). Izolarea ADN-ului din tesuturi poate fi
realizatd cu ajutorul unor kituri disponibile in comert, iar analiza pentru detectarea
prezentei sau absentei marcatorului este efectuatd printr-o metodd de reactie in lant a
polimerazei (PCR) (apendicele 5). In general, concordanta dintre sexul histologic si
genotip intre animalele din grupul martor la momentul esantionarii puietilor in grupurile
martor este mai mare de 95 %.

Colectarea si fixarea tesuturilor pentru histopatologie

57. Gonadele, canalele de reproducere, rinichui si ficatul sunt colectate pentru analiza
histologica in timpul esantiondrii finale. Se deschide cavitatea abdominala si se disecd si se
cantareste ficatul. Apoi, se indeparteazd cu atentie organele digestive (de exemplu,
stomacul, intestinele) din partea inferioard a abdomenului pentru a evidentia gonadele,
rinichii si canalele de reproducere. Ar trebui sd fie notate orice anomalii morfologice
evidente ale gonadelor. In cele din urma, ar trebui indepartate membrele posterioare daci
nu au fost indepartate in prealabil in vederea colectdrii sangelui. Ficatul colectat s1 carcasa
cu gonadele lasate in sifu ar trebui sd fie introduse imediat in fixatorul Davidson. Volumul
fixatorului din rezervor ar trebui sd fie de cel putin 10 ori mai mare decat volumul
aproximativ al tesuturilor. Toate tesuturile raman in fixatorul Davidson timp de cel putin
48 de ore, dar nu mai mult de 96 de ore, dupé care acestea sunt clatite cu apa deionizata si
pastrate in formalina neutra tamponata 10 % (1) (29).

Histopatologie
58. Fiecare esantion de puiet este supus evaludrii histologice pentru identificarea patologiei la
gonade, canale de reproducere, rinichi si tesut hepatic, si anume diagnostic si grad de
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gravitate (32). Din aceastd evaluare reiese, de asemenea, fenotipul gonadei (de exemplu,
ovar, testicul, hermafrodit) si, impreund cu masuratorile individuale ale sexului genetic,
aceste observatii pot fi utilizate pentru a calcula raporturile sexului fenotipic/genotipic.

RAPORTAREA DATELOR

Analiza statistica

59.

60.

61.

LAGDA genereaza trei forme de date de analizat din punct de vedere statistic: (1) date
continue cantitative (greutate, SVL, LSI, VTG), (2) date despre timpul pana la evenimente
pentru ratele de dezvoltare (s1 anume, zile pand la stadiul 62 din NF de la momentul
initiern testului) si (3) date ordinale sub forma de punctaje de severitate sau stadii de
dezvoltare obtinute in urma evaluarilor histopatologice.

Se recomandd ca modelul testului si selectia testului statistic sd permitd existenta unel
puteri adecvate pentru detectarea schimbadrilor de importantd biologica in punctele finale in
cazul In care va fi raportatd valoarea CFEO sau CEx. Analizele statistice ale datelor (in
general, baza medie a duplicatelor) ar trebui, de preferinta, sa urmeze procedurile descrise
in documentul intitulat ,,Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity
Data: A Guidance to Application” (33) (Metode actuale de analiza statisticd a datelor
privind ecotoxicitatea: un ghid pentru aplicare). Apendicele 7 al acestei metode de testare
prezintd arborele decizional de analizd statistica recomandat si orientarea pentru tratarea
datelor g1 alegerea celui mai adecvat test sau model statistic care s fie utilizat in LAGDA.

Datele provenite din esantionarea puietilor (de exemplu, crestere, LSI) ar trebui sa fie
analizate pentru fiecare sex genotipic separat, deoarece sexul genotipic este determinat
pentru toate broastele.

Consideratii privind analiza datelor

Utilizarea de duplicate si tratamente compromise

62.

Duplicatele si tratamentele pot fi compromise din cauza excesului de mortalitate prin
toxicitate evidentd, boald sau eroare tehnica. Dacd un tratament este compromis din cauza
unei boli sau a unei erori tehnice, ar trebui sd existe trei tratamente necompromise cu trei
duplicate necompromise disponibile pentru analizd. In cazul in care apare o toxicitate
evidentd la tratamentul (tratamentele) puternic(e), este de preferat ca cel putin tret niveluri
de tratament cu trei duplicate necompromise sa fie disponibile pentru analizd [in
concordantd cu abordarea privind concentratia maximi toleratd din orientdrile OCDE
privind testele (34)]. In plus fatd de mortalitate, semnele de toxicitate evidentd pot include
efecte comportamentale (de exemplu, plutirea la suprafatd, stagnarea pe fundul bazinului,
miscarea inversd sau neregulatd, lipsa activitatii de revenire la suprafatd), leziuni
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morfologice (de exemplu, leziuni hemoragice, edem abdominal) sau inhibarea reactiilor
alimentare normale la compararea calitativa cu exemplarele martor.

Martorul tratat cu solvent

63.

La incheierea testului, ar trebui efectuatd o evaluare a potentialelor efecte ale solventului
(dacd se utilizeazd). Aceasta se realizeaza printr-o comparatie statistica intre grupul de
martori solvent si grupul de martori apd de dilutie. Cele mai relevante puncte finale care
trebuie luate in considerare in aceastd analizd sunt factorii determinanti ai cresterii
(greutate si lungime), deoarece acestia pot fi afectati prin toxicitati generalizate. in cazul in
care se detecteaza diferente semnificative din punct de vedere statistic la aceste puncte
finale intre grupul cu martor tratat cu apa de dilutie si grupul cu martor tratat cu solvent, ar
trebui sa se recurgd la cea mai bund apreciere profesionald pentru a determina daca
validitatea testului este compromisa. In cazul in care cei doi martori diferd, tratamentele
expuse la substanta chimica ar trebui comparate cu martorul tratat cu solvent, cu exceptia
cazului in care se cunoaste faptul ca se preferd o comparatie cu martorul tratat cu apa de
dilutie. Tn cazul in care nu existi diferente semnificative din punct de vedere statistic intre
cele doud grupuri cu martori, se recomanda ca tratamentele expuse la substanta chimica de
testat sd fie comparate cu cele ale grupului (grupul cu martor tratat cu solvent si grupul cu
martor tratat cu apa de dilutie), cu exceptia cazului in care se cunoaste faptul ca se prefera
numai comparatia cu grupul cu martor tratat cu apa de dilutie sau cu grupul cu martor tratat
cu solvent.

Raportul testului

64.

Raportul testului ar trebui s includa urmatoarele:

Substanta chimicd de testat:

proprietati de naturd fizica si, dacd este relevant, proprietati fizico-chimice;
Substantd monocomponenta:
aspectul fizic, solubilitatea in apa si alte proprietati fizico-chimice relevante;

datele de identificare chimica, precum denumirea IUPAC sau CAS, numéarul CAS sau
codul sdu InChl, formula structurald, puritatea, identitatea chimicd a impuritatilor,
dupd cum este necesar s1 fezabil din punct de vedere practic etc. (inclusiv continutul
in carbon organic, daca este necesar).

Substantd multicomponentd, UVCB si amestecuri:

in masura In care este posibil, caracterizatd prin identitatea chimica (a se vedea mai
sus), aparitia cantitativa si proprietatile fizico-chimice relevante ale constituentilor.

Specii de testare:
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numele stiintific, susa, daca existd, sursa si metoda de colectare a oualor fertilizate,
precum si manipularea ulterioara.

incidenta scoliozei la martorii istorici pentru cultura mama utilizata.

Conditii de testare:

perioada (perioadele) de expunere la lumina;,

modelul de testare (de exemplu, dimensiunea camerei, volumul materialului si al apei,
numarul camerelor de testare si al duplicatelor, numarul organismelor de testare pe
duplicat);

metoda de preparare a solutiilor mama s1 frecventa reinnoirii (ar trebui sa se specifice
agentul de solubilizare si concentratia sa, atunci cand este folosit);

metoda de dozare a substantei chimice de testat (de exemplu, pompe, sisteme de diluare);

eficienta de recuperare a metodei s1 concentratiile de testare nominale, limita de
cuantificare, mediile valorilor masurate s1 abaterile lor standard in vasele de testare si
metoda prin care acestea au fost obtinute, precum si dovezi cd masuratorile se referd la
concentratiile substantei de testat in solutie reala;

caracteristicile apei de dilutie: pH, duritate, temperatura, concentratia oxigenului dizolvat,
nivelul clorului rezidual (daca a fost masurat), iodul total, carbonul organic total (dacd a
fost masurat), solide in suspensie (daca au fost masurate), salinitatea mediului de testare
(daca a fost masuratd) si alte masuratori facute;

concentratiile de testare nominale, mediile valorilor mésurate si deviatiile standard ale
acestora;

calitatea apei din vasele de testare, pH, temperatura (zilnic) si concentratia oxigenului
dizolvat;

informatii precise legate de hrand [de exemplu, tipul de aliment(e), sursa, cantitatea
administrata s1 frecventa].

Rezultate:

dovezi privind faptul ca martorii au indeplinit criteriile de validitate;

date privind martorul (plus martorul tratat cu solvent, atunci cind este utilizat) si grupurile
de tratament, dupa cum urmeaza: mortalitatea s1 anomaliile observate, timpul pana la etapa
NF 62, evaluarea histologiei tiroidei (doar proba de larve), cresterea (greutatea si
lungimea), LSI (numai proba de pesti tineri), ratele sexului genetic/fenotipic (numai pentru
proba de pesti tineri), rezultatele examenului histopatologic pentru gonade, canalele de
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reproducere, rinichi si ficat (numai proba de pesti tineri) si valoarea VTG a plasmei
(numai pentru proba de pesti tineri, daca este prelevata);

- abordarea analizei statistice si a tratarii datelor (testul statistic sau modelul utilizat);
- concentratia fara efect observat (CFEO) pentru fiecare raspuns evaluat;

- concentratia cea mai scdzuta pentru care este observat un efect (LOEC) pentru fiecare
raspuns evaluat (la o = 0,05); CEx pentru fiecare raspuns evaluat, dac este cazul, precum
s1 intervalele de incredere (de exemplu 95 %) si un grafic al modelului ajustat utilizat
pentru calcularea lor, panta curbei concentratie-raspuns, formula modelului de regresie,
parametrii estimati ai modelului g1 erorile standard ale acestora.

- orice abatere de la metoda de testare s1 abateri de la criteriile de acceptare, precum si
consideratii privind eventualele consecinte asupra rezultatului testului.

65. Pentru rezultatele masurdrilor punctelor finale, ar trebui sd fie prezentate valorile medii s1
deviatiile lor standard (in functie de duplicat s1 concentratie, daca este posibil).

66. Timpul mediu pand la etapa NF 62 ar trebui calculat s1 prezentat ca medie a medianelor
duplicatelor s1 a deviatiei standard a acestora. De asemenea, pentru tratamente, o medie de
tratament ar trebui calculata si prezentatd ca medie a medianelor duplicatelor s1 a deviatie
standard a acestora.
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Apendicele 1

DEFINITII
Punctele finale apicale: care provoaca efecte la nivel de populatie.

Substanta chimica: o substanta sau un amestec

ELISA: test de imunoadsorbtie cu anticorpi marcati enzimatic

CEx: (concentratie efectiva pentru un efect x %) reprezintd concentratia care determind o
valoare x % a unui efect asupra organismelor testate intr-un timp de expunere dat in
comparatie cu un martor. De exemplu, o valoare EC50 este concentratia estimata sa produca
un efect asupra unui punct final de testare la 50% dintr-o populatie expusd intr-un timp de
expunere stabilit.

zdf: Zile dupa fertilizare

Test in regim dinamic: un test cu flux continuu de solutii de testare prin sistemul de testare
in perioada de expunere.

Axa HPG: axul hipotalamo-hipofizo-gonadal
IUPAC: Uniunea Internationald de Chimie Purd si Aplicata.

Concentratia cea mai scazutd pentru care este observat un efect (LOEC) este cea mai
scazutd concentratie testatd a unei substante chimice de testat la care se constata un efect de
reducere semnificativ din punct de vedere statistic asupra cresterii (la p < 0,05) in
comparatie cu martorul. Insi toate concentratiile de testare mai mari decat LOEC ar trebui
sd aiba un efect nociv egal cu sau mai mare decit cele observate la LOEC. Atunci cand
aceste doud conditii mentionate nu pot fi indeplinite, ar trebui furnizatd o explicatie
completd a modului de alegere a LOEC (s1, prin urmare, CFEO). Apendicele 7 ofera
orientdri in acest sens.

Concentratia letald medie (LCS50): este concentratia unei substante chimice de testat care
este considerata letala la 50 % din organismele testate pe durata testului.

Concentratia fara efect observat (CFEO) este concentratia de testare imediat sub LOEC
care, atunci cand este comparatd cu martorul, nu are niciun efect semnificativ din punct de
vedere statistic (p < 0,05) intr-un timp de expunere stabilit.

SMILES: Specificatie pentru inregistrarea simplificata a structurii moleculare sub forma de
text liniar.

Substanta chimica de testat: Orice substantd sau amestec testat utilizdnd aceasta metoda
de testare.
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UVCB: substante cu compozitie necunoscuta sau variabila, produsi de reactie complexa sau
materiale biologice.

VTG: vitelogenina este o fosfolipoglicoproteind precursoare a proteinelor din vitellus care
in mod normal apare la femelele active din punct de vedere sexual din toate speciile ovipare.
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ANUMITE CARACTERISTICI CHIMICE ALE APEI DE DILUTIE ACCEPTABILE

Substanta Concentratie-limiti
Particule in suspensie 5 mg/l
Carbon organic total 2 mg/l
Amoniac neionizat 1 pg/l
Clor rezidual 10 pg/l
Totalul pesticidelor organofosforoase 50 ng/l
Total pesticide organoclorurate plus bifenili policlorurati 50 ng/l
Total clor organic 25 ng/l
Aluminiu 1 pg/l
Arsen 1 pg/l
Crom 1 pg/l
Cobalt 1 g/l
Cupru 1 pg/l
Fier 1 pg/l
Plumb 1 pg/l
Nichel 1 pg/l
Zinc 1 pg/l
Cadmiu 100 ng/1
Mercur 100 ng/l
Argint 100 ng/1l
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Apendicele 3

CONDITII DE TESTARE PENTRU LAGDA

1. Specia de testare
2. Tipul de testare

3. Temperatura apei

4. Calitatea iluminatului

Xenopus laevis

Continuu In regim dinamic

Temperatura nominala este de 21 °C. Temperatura medie pe durata
testului este de 21 + 1 °C (diferentele intre duplicate si intre tratamente

nu ar trebui sa depageasca 1,0 °C)

Becuri fluorescente (spectru larg) de 600-2000 lucsi (lumeni/m?) la
suprafata apei

5. Perioadd de expunere la lumina 12 h de lumind, 12 h de intuneric

6. Volumul solutiei de testare si
vasul de testare (bazin)

7. Schimburile de volum ale
solutiilor de testare

8. Varsta organismelor de testare
la initiere

9. Numarul de organisme per
duplicat

10. Numdr de tratamente

11. Numarul de duplicate per
tratament

12. Numdrul de organisme per
concentratie de testare

13. Apa de dilutie

14. Aerarea

4 -101 (adéncime a apei de minimum 10-15 cm)

Bazin din sticla sau otel inoxidabil

Constante, avand in vedere mentinerea conditiilor biologice si
expunerea la substanta chimica (de exemplu, 5 reinnoiri pe zi ale
volumului 1n bazin)

stadiile 8-10 din Nieuwkoop si Faber (NF)

20 de exemplare (embrioni)/bazin (duplicat) Tn momentul initierii
expunerii si 10 exemplare (exemplare tinere)/bazin (duplicat) dupa
stadiul 66 din NF pana la incetarea expunerii

Minim 4 tratamente cu substante chimice de testat, plus martorul
(martorii) adecvat (adecvati)

4 duplicate per tratament pentru substanta chimici de testat si 8
duplicate pentru martor(i)

Minim 80 de duplicate per tratament pentru substanta chimica de testat
s1 160 de duplicate pentru martor(i)

Orice api care permite cresterea si dezvoltarea normald a speciei X.
laevis (de exemplu, apd de izvor sau apa de la robinet filtrata cu
carbune)

Nu este necesard, dar este posibild aerarea bazinelor in cazul in care

nivelurile de oxigen dizolvat scad sub limitele recomandate, iar
cresterea debitului solutiei de testare este maximizata.

639



15. Oxigenul dizolvat din solutia
de testare

16.pH-ul solutiei de testare

17. Duritatea si alcalinitatea
solutiei de testare

18.Regimul de hranire

19. Perioada de expunere

20. Puncte finale biologice

21.Criteri1 de validitate a testului

D060575/02

Oxigen dizolvat: > 40 % din valoarea saturatiei aerului sau > 3,5 mg/1

6,5-8,5 (diferentele Intre tratamente si intre duplicate nu ar trebui sé
depiaseasca 0,5)

10-250 mg CaCOs/1

(A se vedea apendicele 4)

Din stadiile 8§-10 din NF pana la zece saptdméni dupa perioada mediand
pana la stadiul 62 din NF in grupul martor cu apa gi/sau cu solvent
(maxim 17 saptaimani)

Mortalitatea (si anomalii aparente), timpul pana la stadiul 62 din NF
(esantion de larve), evaluarea histologiei tiroidei (esantion de larve),
cresterea (greutatea si lungimea), indicele somatic al ficatului
(esantionul de puieti), ratele sexului genetic/fenotipic (esantionul de
puieti), histopatologia pentru gonade, canalele de reproducere, rinichi si
ficat (esantion de puieti) si valoarea VTG din plasma (optional,
esantionul de puieti)

Oxigenul dizolvat ar trebui sé fie de > 40 % din valoarea saturatiei
acrului; temperatura medie a apei ar trebui sa fie in limitele valorii de
21 + 1 °C, 1ar diferentele intre duplicate si intre tratamente ar trebui sa
fie < 1,0 °C; pH-ul solutiei de testare ar trebui sé fie cuprins intre 6,5 si
8,5; mortalitatea Tn martor ar trebui si fie < 20 % in fiecare duplicat, iar
perioada medie panai la stadiul 62 din NF in martor ar trebui sé fie < 45
zile; greutatea medie a organismelor de testat in etapa 62 din NF si la
incheierea testului la martori §i martori tratati cu solvent (dacé se
utilizeaza) ar trebui sa atingd 1,0 £ 0,2 si, respectiv, 11,5 + 3 g; ar trebui
sa existe dovezi care sd demonstreze mentinerea satisfacétoare in solutie
a concentratiilor substantei chimice de testat In limitele a = 20 % din
valorile medii masurate.

640



D060575/02

Apendicele 4

REGIM DE HRANIRE

Ar trebui remarcat faptul ca, desi se recomandd acest regim de hranire, sunt permise
alternative, cu conditia ca organismele de testare sa creascd si s se dezvolte intr-un ritm

corespunzator.
Hranirea larvelor

Pregatirea alimentatiei larvelor
A. 1:1 (v/v) Trout Starter: alge/TetraFin® (sau un produs echivalent);
1. Trout Starter: se amesteca 50 g de Trout Starter (granule mici sau praf) si 300 ml de apa
filtratd adecvata intr-un blender la viteza mare timp de 20 de secunde
2. un amestec alge/TetraFin® (sau un produs echivalent); se amesteca 12 g de dischete de alge
spirulind s1 500 ml de apa filtrata intr-un blender la viteza mare timp de 40 de secunde, se
amesteca 12 g de TetraFin® (sau un produs echivalent) cu 500 ml de apa filtrata, iar apoi
acestea se combina pentru a constitui 1 [ de 12 g/l alge spirulina si 12 g/l TetraFin® (sau un

produs echivalent).
3. Se combina volume egale din amestecul Trout Starter si din amestecul alge/TetraFin® (sau

un produs echivalent)

B. Creveti in saramura:

15 ml de oud de creveti in saramurd sunt sparte intr-un litru de apa saratd (preparatd prin
adaugarea a 20 ml NaCl la 11 de apa deionizatd). Crevetii in saramurd sunt recoltati dupa
aerarea timp de 24 de ore la temperatura ambiantd sub lumind constantd. Pe scurt, se permite
asezarea crevetilor in saramurd timp de 30 de minute prin oprirea aerarii. Chisturile care
plutesc in partea superioard a recipientului cilindric sunt deversate si eliminate, iar crevetii
sunt trecuti prin filtre corespunzatoare si adusi la 30 ml cu apa filtrata.

Protocolul de hranire

Tabelul 1 cuprinde o referintd cu privire la tipul si cantitatea de hrana utilizata in stadiile
larvare ale expunerii. Exemplarele ar trebui sa fie hranite de trei ori pe zi, de luni pana
vineri, si o data pe zi in weekend.

Tabelul 1: Regimul de hranire pentru larvele X. laevis in conditii dinamice

Trout Starter: alge/TetraFin®sau un

. Creveti in saramuri
produs echivalent) ’

Timp*
(Dupi fertilizare) |In timpul siptimaniii  In weekend in timpul siaptimanii in weekend
(de trei ori pe zi) (o data pe zi) (de doui ori pe zi) (o data pe zi)
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Zilele 4-14 0,5 ml 0,5 ml
riele 0,33 ml 1,2 ml o o
(in saptamanile 0-1) (in zilele 8-15) (in zilele 8-15)
o 1 ml 1 ml
Sdptamana 2 0,67 ml 2,4ml (din ziua 16) (din ziua 16)
Saptamaina 3 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Saptamaina 4 1,5 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Saptamaina S 1,6 ml 4,4 ml 1 ml 1 ml
Saptimana 6 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Saptimana 7 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Saptimanile 8-10 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* Ziua 0 este definitd ca fiind ziua in care este realizatd injectia hCG.

Tranzitia de la regimul alimentar larvar la cel pentru puieti

Atunci cand larvele Incheie metamorfoza, acestea trec la o formuld de regim alimentar
pentru puieti, care este explicata in continuare. in timpul acestei tranzitii, regimul alimentar
al larvelor ar trebui redus pe masura ce creste cantitatea de hrana pentru puieti. Acest lucru
se poate realiza prin scaderea proportionala a hranei larvare si, in acelasi timp, cresterea
proportional a hranei pentru puieti, pe masurd ce fiecare grup de cinci mormoloci depasesc
stadiul 62 din NF si se apropie de incheierea metamorfozei in stadiul 66 din NF.

Hrana puietului de peste
Regimul alimentar pentru puieti

Dupa incheierea metamorfozei (stadiul 66), regimul alimentar se schimba doar in cazul
alimentatiei pentru broasca de mare de calitate superioara de 3/32 inch (Xenopus Express™,
FL, SUA) sau o cantitate echivalenta.

Prepararea granulelor zdrobite pentru tranzitia de la stadiul larvar la cel de puiet

Granulele alimentare pentru broasca de mare sunt macinate pentru un timp scurt Intr-un
aparat de macinat cafea, un blender sau un mojar si pistil pentru a reduce dimensiunea
granulelor cu aproximativ 1/3. Prin procesarea excesiva se produce praf, ceea ce nu este
incurajat.

Protocolul de hranire

Tabelul 2 cuprinde o referinta cu privire la tipul si cantitatea de hrana utilizatd in stadiul de
puiet si de adult. Animalele ar trebui hranite o datd pe zi. Ar trebui mentionat ca, in timpul
metamorfozel exemplarelor, acestea continud sd primeascd o portiune din crevetit in
saramura pana cand > 95 % din exemplare Incheie metamorfoza.
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Exemplarele nu ar trebui sa fie hranite in ziua incheierii testului, pentru ca hrana sa nu
distorsioneze masuratorile greutatii.

Tabelul 2: Regimul de hranire pentru puietii X. laevis in conditii dinamice. Ar trebui remarcat faptul ca
exemplarele nemetamorfozate, inclusiv cele a caror metamorfoza a fost Intdrziata de tratamentul chimic, nu
pot manca granule nezdrobite.

Timpul Volum granule zdrobite Volum granule integrale
(Saptiméani dupa data metamorfozei mediane) (mg pe pui de broasci) (mg pe pui de broasci)
Cind exemplarele incheie metamorfoza 25 0
Saptimanile 0-1 25 28
Saptimanile 2-3 0 110
Saptimanile 4-5 0 165
Saptimanile 6-9 0 220

* Prima zi din sdptdméana 0 este data metamorfozei mediane la exemplarele din martor.
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Apendicele §

DETERMINAREA SEXULUI GENETIC (SEXARE GENETICA)

Metoda de stabilire a sexului genetic pentru Xenopus laevis se bazeaza pe studiul lui
Yoshimoto et al., 2008. Daca este necesar, pot fi obtinute proceduri in detaliu din aceasta
publicatie. Dacd se considera adecvat, pot fi utilizate metode alternative (de exemplu, qPCR
de mare capacitate).

Primaze X. laevis
Marker DM-W
Direct:  5’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Invers:  5’-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Martor pozitiv
Direct:  5’-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’
Invers:  5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3’

Purificarea ADN

Purificarea ADN din tesut muscular sau cutanat, utilizind, de exemplu, kitul Qiagen
DNeasy Blood and Tissue Kit (cat. nr. 69506) sau un produs similar in conformitate cu
mnstructiunile kitului. ADN-ul poate fi eluat din coloanele de centrifugare utilizind mai
putind solutie-tampon pentru a genera esantioane mai concentrate dacd acest lucru se
considera necesar pentru PCR. Este de precizat cd ADN-ul este destul de stabild, asadar ar
trebui sd se acorde atentie evitarii contamindrii incrucisate care ar putea conduce la o
caracterizare gresitd a masculilor ca femele, sau invers.

PCR

Un model de protocol care utilizeaza JumpStart'™ Taq de la Sigma este prezentat in tabelul
1.

Tabelul 1:  Model de protocol care utilizeaza JumpStart™ Taq de la Sigma

Amestec principal 1x (ul) [Final]
NFW 11 -
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10 X solutie tampon 2,0 -
MgCl, (25mM) 2,0 2,5 mm
dNTP (10 mm fiecare) 0,4 200 uM
Marker pentru primaza (8 pM) 0,8 0,3 uM
Marker invers pentru primaza (8 0,8 0,3 uM
uM)
Martor pentru primaza (8 pM) 0,8 0,3 uM
Martor invers pentru primaza (8 0,8 0,3 uM
uM)
JumpStart™ Taq 0,4 0,05
unitati/pl
Model ADN 1,0 ~200 pg/ul
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Nota: La pregdtirca amestecurilor principale, se pregidtesc cantitdti suplimentare pentru a
completa orice pierderi care ar putea apdrea in timp introducerii cu pipeta (de exemplu:

25x ar trebui sa se foloseasca doar pentru 24 de reactii).

Reactie:

Amestec principal 19,0 ul

Model 1,0 ul
Total 20,0 ul
Profil Thermocycler:
Etapal. 94°C 1 min
Etapa2. 94°C 30sec
Etapa3. 60°C 30 sec
Etapad4. 72°C 1 min
Etapa 5.  Trecetila etapa 2. 35 de cicluri
Etapa 6. 72°C 1 min
Etapa7. 4°C mentinere

Produsele PCR pot fi testate imediat intr-un gel sau pastrate la 4 °C.

Electroforeza in gel de agaroza (3 %) (model de protocol)
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S0XTAE
Tris 242 g
Acid acetic glacial 5,71 ml
Naz (EDTA)-2H203,72 g

Se adauga apa la 100 ml

IX TAE
H>O 392 ml
50X TAE 8 ml
3:1 Agaroza

3 parti de agarozd NuSieve™ GTG ™
1 partea de agaroza Fisher electroendosmoza scdzuta (EEO)

Metoda
1. Se prepara un gel de 3 % prin adaugarea a 1,2 g de amestec cu agaroza la 43 ml 1X TAE. Se
agitd pentru a desface bucatile mari.

2. Amestecul cu agaroza se incdlzeste In cuptorul cu microunde pana la dizolvarea completa (a
se evita fierberea). Se lasa sa se raceasca lent.

3. Seadauga 1,0 uL de bromura de etidiu (10 mg/ml). Se roteste balonul. Trebuie remarcat
faptul ca bromura de etidiu este mutagena, asadar ar trebui sa se utilizeze pentru aceasta
etapa substantele chimice alternative, in masura in care acest lucru este posibil din punct de
vedere tehnic, pentru a reduce riscurile pentru sindtatea lucritorilor'.

Se toarnd gel in forma cu pieptenele. Se riceste complet.
Se adauga gel in aparat. Se acoperd gelul cu 1X TAE.
Se adaugd 1 pl de 6x colorant de Incarcare la fiecare 10 ul de produs PCR.

NS e

Se introduc esantioane in godeuri cu pipeta.

! In conformitate cu articolul 4.1 din Directiva 2004/37/CE a Parlamentului European si a Consiliului din
29 aprilie 2004 privind protectia lucrdtorilor mpotriva riscurilor legate de expunerea la agenti cancerigeni sau
mutageni la locul de muncd [a sasea directivd speciald in sensul articolului 16 alineatul (1) din
Directiva 89/391/CEE a Consiliului] (JO L 158, 30.4.2004, p. 50).
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8. Se analizeaza la 160 de volti constant timp de ~ 20 de minute.

In figura 1 este prezentatd o imagine de gel de agaroza care indicd modele de exemplare de
sex masculin si feminin.

Figura 1: Imagine cu gel de agarozi care indicd modelul orientativ de banda pentru un exemplar mascul
(3), (banda unicd ~ 203 pb: DMRT1) si un exemplar femeld (9) (doud benzi la ~ 259 bp: DM-W si 203
bp:DMRT1).

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

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

MASURAREA VITELOGENINEI

Masurarea vitelogeninei (VTG) se face utilizind o metoda de analiza de imunoadsorbtie cu
anticorpi marcati enzimatic (ELISA), care a fost dezvoltatd initial pentru VIG a speciei
fathead minnow (Parks ez al., 1999). In prezent, nu existd anticorpi disponibili in comert
pentru X. laevis. Cu toate acestea, avand in vedere abundenta de informatii pentru aceasta
proteind si disponibilitatea unor servicii de productie de anticorpi in comert eficiente din
punctul de vedere al costurilor, este rezonabil ca laboratoarele sa poatd desfasura cu usurintd
un test ELISA pentru a efectua aceastd masuratoare (Olmstead et al., 2009). De asemenea,
Olmstead et al. (2009) ofera o descriere a analizei, astfel cum a fost modificata pentru VTG
la X. tropicalis, prezentata in continuare. Metoda utilizeaza un anticorp realizat impotriva
VTG a speciei X. tropicalis, dar este cunoscutd, de asemenea, ca fiind aplicabild pentru
VTG a speciei X. [aevis. Ar trebui remarcat faptul cd pot fi utilizate, de asemenea, testele
ELISA necompetitive si cd este posibil ca acestea sa aiba limite de detectie mai mici decat
metoda descrisda mai jos.

Materiale si reactivi

Ser cu primul anticorp (Ab) pre-adsorbit

Se amestecd o parte de ser Anti-X. tropicalis VTG cu primul Ab cu doud parti de plasma de
mascul cu martor si se lasa la temperatura camerei timp de ~ 75 de minute, se aseaza solutia
pe gheatd timp de 30 de minute, se centrifugheazd > 20K x G timp de 1 ord la 4 °C, se
elimind supernatantul, partea alicota si se pastreaza la -20 °C.

Al doilea anticorp

Conjugat Goat Anti-Rabbit IgG-HRP (de exemplu, Bio-Rad 172-1019)
Standard VTG

VTG de X. laevis purificat la 3,3 mg/ml.
TMB (3,3',5,5" tetrametil-benzidind) (de exemplu, KPL 50-76-00; sau Sigma T0440)

Ser normal de gascd (NGS) (de exemplu, Chemicon® S26-100 ml)

Placi de microtitrare din polistiren EIA de 96 de godeuri (de exemplu, ICN: 76-381-04,
Costar: 53590, Fisher: 07-200-35)

Cuptor de hibridizare la temperaturd de 37 °C (sau un incubator de aer cu echilibrare
rapidd) pentru plici, baie de apa pentru eprubete

Alte echipamente de laborator, substante chimice si consumabile.

Retete

Solutie-tampon de acoperire (50 mM de solutie-tampon carbonat, pH 9,6):
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NaHCOs3 1,26 g
Na2COs3 0,68 g
apa 428 ml
10X PBS (0,1 M fosfat, 1,5 M NaCl):
NaH>PO4-H20 0,83 g
NaHPO4+7HO 20,1 g
NaCl T1g
apa 810 ml
Solutie-tampon de spdlare (PBST):
10X PBS 100 ml
apa 900 ml
Se ajusteazd pH-ul la 7,3 cu 1 M HCI, apoi se adauga 0,5 ml Tween-20
Solutie-tampon de analiza:
Ser normal de gasca (NGS) 3,75 ml
Solutie-tampon de spalare 146,25 ml
Esantionare

Sangele se recolteaza cu o eprubetd microhematocrita heparinizatd si se aseaza pe gheata.
Dupa centrifugare timp de 3 de minute, eprubeta este punctatd, se deschide, iar plasma este
expulzatd in eprubete de microcentrifugare de 0,6 ml care contin 0,13 unitdti de aprotinina
liofilizata. (Aceste eprubete sunt preparate in prealabil prin adadugarea cantitatii adecvate de
aprotinind, congelare si liofilizare intr-un concentrator de tip speed-vac la céldura redusa
pana la uscare.) Plasma se pastreaza la -80 °C pana la analiza.

Procedura pentru o singura placa
Acoperirea placii

Se amestecd 20 pl de VTG purificatda cu 22 ml de solutie-tampon de carbonat (final
3 pg/ml). Se adaugd 200 ul in fiecare godeu de pe o placd cu 96 de godeuri. Se acopera
placa cu o peliculd de adeziv de etansare si se lasd la incubat peste noapte la 37 °C pentru
2 ore (sau la 4 °C peste noapte).
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Blocarea placii

Solutia de blocare este preparatd prin addugarea a 2 ml de Normal Goat Serum (NGS) la
38 ml de solutie-tampon de carbonat. Se indeparteazd solutia de acoperire si se agitd
continutul uscat. Se adaugd 350 pl de solutie de blocare in fiecare godeu. Se acoperd cu o
pelicula de adeziv de etansare si se incubeaza peste noapte la 37 °C pentru 2 ore (sau la 4 °C
peste noapte).

Prepararea standardelor

5,8 ul de VTG standard purificat se amestecd cu 1,5 ml de solutie-tampon de analiza intr-o
eprubetd de testare din sticld de borosilicat de unica folosintd de 12 x 75 mm. Se obtine
astfel o cantitate de 12 760 ng/ml. Apoi se efectueaza o dilutie in serie prin addugarea de
750 ul din dilutia anterioard la 750 pl de solutie-tampon de analizd pentru a genera
concentratii finale de 12 760, 6380, 3190, 1595, 798, 399, 199, 100 s1 50 ng/ml.

Prepararea esantioanelor

Se incepe cu o dilutie de 1:300 (de exemplu, se combind 1 pl de plasma cu 299 pl de
solutie- -tampon de analizd) sau de 1:30 de plasmi in solutie-tampon de analizi. In cazul in
care s¢ preconizeazd o cantitate mare de VTG, pot fi necesare dilutii suplimentare sau mai
mari. Incercati s mentineti B/B, in intervalul standardelor. In cazul esantloanelor care nu au
o valoare VTG apreciabild, de exemplu, martorii masculi 1 femele (care sunt tofi imaturi),
se utilizeaza dilutia de 1:30. Esantioanele, diluate mai putin de aceasta valoare, pot prezenta
efecte de matrice nedorite.

In plus, se recomanda si se analizeze un esantion de martor pozitiv pe fiecare placa. Acesta
provine dintr-o rezerva de plasma care contine niveluri de VI'G puternic induse. Rezerva
este diluatd initial In NGS, impartitd in parti alicote si pastratd la -80 C. Pentru fiecare placa
o parte alicotd se congeleaza, se dilueaza apoi in solutie-tampon de analizd si se testeaza
similar unui esantion de testare.

Incubatia cu primul anticorp

Primul anticorp este pregatit prin efectuarea unei dilutii de 1:2 000 a serulm1 cu primul
anticorp pre-adsorbit in solutia-tampon de analiza (de exemplu, solutie-tampon de analiza
8 ul-16 ml). Se combind 300 pl din solutia cu primul anticorp cu 300 pl de esantion/solutie
standard iIntr-o eprubetd de sticla. Eprubeta B, se prepard in mod similar cu 300 pl de
solutie-tampon de analizd g1 300 pl de anticorp. De asemenea, ar trebui sd se prepare o
eprubeta NSB utilizdnd numai 600 pl de solutie-tampon de analizd, si anume, niciun fara
anticorp. Se acopera eprubetele cu Parafilm si se agitd usor pentru amestecare. Se incubeaza
intr-o baie de apa la 37 °C timp de 1 ora.

Spalarea placii

Chiar inainte de finalizarea incubarii primului anticorp, se spald placa. Aceasta se realizeaza
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prin scuturare pentru eliminarea continutului si tamponarea pe hartie absorbantd pentru
uscare. Godeurile sunt apoi umplute cu 350 pl de solutie de spélare, sterse si uscate. Aici
este utild o pipetd cu mai multe canale cu picurare repetatd sau un sistem de spélare a placii.
Etapa de spilare se repetd de Incd doud ori, executandu-se in total trei spalari.

Incarcarea placii

Dupa spalarea placii, se indeparteaza eprubetele din baia de apa si se agitd usor. Se adauga
200 pl din fiecare esantion, din solutia standard, B, si eprubeta NSB pentru a duplica
godeurile placii. Se acopera placa cu o pelicula de adeziv de etansare si se lasd la incubat
timp de o ord la 37 °C.

Incubatia cu al doilea anticorp

La sfarsitul incubarii din etapa anterioara, placa ar trebut sd fie spalata din nou de trei ori, la
fel ca mai sus. Se prepard al doilea anticorp diluat prin amestecarea a 2,5 pl din al doilea
anticorp cu 50 ml de solutie-tampon de analiza. Se adaugd 200 pl din al doilea anticorp
diluat in fiecare godeu, se etanseaza ca mai sus si se incubeaza timp de 1 ord la 37 °C.

Adaugarea de substrat

Dupa ce incubatia cu al doilea anticorp s-a incheiat, se spala placa de trei ori, astfel cum s-a
descris anterior. Apoi se adaugd 100 pl de substrat TMB in fiecare godeu. Se lasa reactia
timp de 10 minute pentru a se desfasura, de preferintd, feritd de lumina puternica. Se opreste
reactia prin addugarea a 100 pl de acid fosforic 1 M. Aceasta va determina schimbarea
culorii din albastru in galben intens. Se masoara absorbanta la 450 nm utilizand un cititor de
placa.

Calcularea B/Bo

Se scade valoarea medie a NSB din toate masurdtorile. Se calculeazd B/B, pentru fiecare
esantion si solutie standard Tmpartind valoarea absorbantei (B) la absorbanta medie a
esantionului Bo.

Se obtine curba standard §i se determind valorile necunoscute

Se genereaza o curba standard cu ajutorul unui software de graficd pe calculator (de
exemplu, Slidewrite™ sau Sigma Plot®) care va extrapola cantitatea din B/B, a esantionului
pe baza B/B, a standardelor. De regula, cantitatea este reprezentatd grafic pe o scard
logaritmica si curba are o forma sigmoida. Insi, este posibil si apari liniard atunci cand se
utilizeazd o gama restrinsa de standarde. Se corecteazd cantitatile esantionului pentru
factorul de dilutie, acestea fiind consemnate ca mg VT'G/ml din plasma.

Determinarea limitelor de detectie minime (MDL)

Adesea, in special la masculii normali, nu este clar cum sd se raporteze rezultatele obtinute
pe baza valorilor mici. In aceste cazuri, ar trebui si se utilizeze ,limitele de incredere” de
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95 %, pentru a stabili daca valoarea respectiva ar trebui consemnatd ca fiind zero sau ca un
alt numér. In cazul in care rezultatul esantionului se incadreazi in intervalul de incredere al
standardului zero (Bo), rezultatul ar trebui consemnat ca fiind zero. Nivelul minim de
detectie va fi cel mai scazut standard care este In mod consecvent diferit de standardul zero;
adica, cele doud intervale de incredere nu se suprapun. Pentru orice rezultat al esantionului
care se incadreazd in limita de Incredere a nivelului minim de detectare, sau depaseste
aceasti limitd, se va consemna valoarea calculati. In cazul in care un esantion se incadreazi
intre standardul zero s1 intervalele minime de detectie, ar trebui sd se consemneze o jumatate
din nivelul minim de detectie pentru valoarea esantionului respectiv.
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Apendicele 7

ANALIZA STATISTICA

LAGDA genereaza trei forme de date de analizat din punct de vedere statistic: (1) date
continue cantitative, (2) date despre timpul pana la evenimente pentru ratele de dezvoltare
(timpul péna la stadiul 62 din NF) si (3) date ordinale sub forma de punctaje de severitate
sau stadit de dezvoltare obtinute in urma evaludrilor histopatologice. Arborele decizional
pentru analiza statistica recomandat pentru LAGDA este prezentat in figura 1. De asemenea,
mai jos sunt indicate unele adnotiri care ar putea fi necesare pentru a efectua analiza
statisticd pentru masurdtorile LAGDA. Pentru arborele decizional de analiza, ar trebui sa se
analizeze rezultatele masurdtorilor pentru mortalitate, crestere (greutate si lungime) si
indicele somatic pentru ficat (LSI) in conformitate cu sectiunea ,,Alte puncte finale”.

Flux continuu de date

Datele pentru punctele finale continue ar trebui sa fie mai intéi verificate in ceea ce priveste
monotonicitatea prin transformarea datelor prin clasificare, corelarea cu un model ANOVA
si compararea contrastelor liniare si patratice. In cazul in care datele sunt monotone, se
efectueaza un test al tendintelor cu regresie Jonckheere-Terpstra pe valorile medii ale
replicilor si nu ar trebui sd se mai aplice analize ulterioare. O alternativd pentru datele care
sunt distribuite Tn mod normal cu variatii omogene este testul cu regresie Williams. Daca
datele nu sunt monotone (contrastul patratic este semnificativ si cel liniar nu este
semnificativ), acestea ar trebui sd fie analizate folosind un model ANOVA de efecte mixte.
Ulterior, datele ar trebui sd fie evaluate pentru normalitate (de preferat, folosind testul
Shapiro-Wilk sau Anderson-Darling) si omogenitatea variantei (de preferinta, folosind testul
Levene). Ambele teste sunt efectuate pe valorile reziduale din modelul ANOVA de efecte
mixte. Se poate recurge la opinia expertilor in locul acestor teste formale privind
normalitatea si omogenitatea variantei, desi sunt preferate testele formale. In cazul in care
datele sunt distribuite in mod normal cu o variantd omogena, ipotezele unui efect mixt
ANOVA se confirmd si se determind un efect semnificativ al tratamentului din testul lui
Dunnett. In cazul in care se constati non-normalitatea sau caracterul eterogen al variantei,
atunci se incalca ipotezele testului lui Dunnett si se cauta o transformare pentru normalizare
si stabilizare a variantei. In cazul in care nu se constati o astfel de transformare, atunci se
determind un efect semnificativ al tratamentului, cu un test al [ui Dunn. Or1 de céte ori este
posibil, ar trebui sd se efectueze un test unidirectional, fatd de un test bidirectional, insd se
impune o apreciere profesionald pentru a decide care este corespunzitor pentru un anumit
punct final.

Mortalitate

Datele privind mortalitatea ar trebui sa fie analizate pentru perioada de timp care cuprinde
intregul test si ar trebui sa fie exprimate ca proportie care a murit Intr-un anumit bazin.
Mormolocii care nu incheie procesul de metamorfozd in intervalul de timp dat, acei
mormoloci care se afld in sub-esantionul de cohortd larvara, acei pesti tineri care sunt
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eliminati, precum si orice animal care moare din cauza unei erorl a experimentatorului ar
trebui sd fie tratati ca date cenzurate si s nu fie inclusi in numitorul calculului procentual.
Inainte de orice analiza statisticd, ar trebui ca proportia mortalititii s fie transformata in
arcsin-radacind patrata. O alternativa este utilizarea testului Cochran-Armitage de regresie,
eventual cu o ajustare Rao-Scott In prezenta supradispersiei.

Greutatea si lungimea (date privind cresterea)

Masculii si femelele nu sunt dimorfe din punct de vedere sexual n timpul metamorfozel,
astfel incat datele privind cresterea in sub-esantionul larvar ar trebui sd fie analizate
independent de sex. Cu toate acestea, datele privind cresterea puietului ar trebui sa fie
analizate separat pe criterii de sex genetic. Pentru aceste puncte finale este posibil sa fie
nevoie de o transformare log, deoarece normalitatea log a datelor privind dimensiunile nu
este un lucru neobisnuit.

Indicele somatic pentru ficat (LSI)

Greutdtile ficatului ar trebui sa fie normalizate ca proportii din greutitile totale ale corpului
(st anume, LSI) si ar trebui sé fie analizate separat pe baza sexului genetic.

Timp pana la stadiul 62 din NF

Datele privind timpul pand la metamorfoza ar trebui si fie tratate ca date privind timpul
pana la eveniment, iar orice cazuri de mortalitate sau de exemplare care nu ajung in stadiul
62 NF in 70 de zile ar trebui tratate drept date cenzurate de drept (si anume, valoarea reald
este mai mare de 70 de zile, dar studiul se incheie Inainte ca animalele sa fi atins stadiul 62
NF in 70 de zile). Timpul median pand la incheierea stadiului 62 NF al metamorfozei la
martorii din apa de dilutie ar trebui sa fie utilizat pentru stabilirea datei de incheiere a
testului. Timpul mediu pentru incheierea metamorfozei ar putea fi determinat de factorii de
estimare produs-limita Kaplan-Meier. Acest punct final ar trebui sa fie analizat utilizdnd un
model de risc proportional cu efecte mixte Cox, care tine seama de structura replicatd a
studiului.

Date privind histopatologia (punctaje de severitate si stadii de dezvoltare)

Datele privind histopatologia sunt prezentate sub forma unor punctaje de severitate sau
stadii de dezvoltare. Un test denumit RSCABS (Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices)
utilizeaza un test al tendintelor Cochran-Armitage cu Rao-Scott cu regresie ajustat la fiecare
nivel de severitate in cadrul unui raspuns histopatologic (Green ef al., 2014). Ajustarea Rao-
Scott integreaza in test modelul experimental al recipientului replicat. Procedura ,,by Slices”
integreaza estimarea biologica conform careia severitatea efectelor tinde sa creasca, odata
cu cresterea dozelor sau a concentratiilor, pastrand in acelasi timp punctajele individuale s1
indicand severitatea oricirui efect identificat. Procedura RSCABS nu doar determina
tratamentele care sunt diferite din punct de vedere statistic de martori (si anume, au o
patologie mai severa decédt martorii), ci determind, de asemenea, la ce punctaj de severitate
apare diferenta, oferind astfel un context atit de necesar pentru analizi. In cazul stabilirii

654



D060575/02

stadiilor de dezvoltare la gonade si canalele de reproducere, ar trebui si se aplice o
manipulare suplimentard a datelor, intrucat una dintre ipotezele RSCABS este aceea cd
gradul de severitate creste odatd cu doza. Efectul observat ar putea fi o intarziere sau o
accelerare a dezvoltarii. Prin urmare, datele privind stadiile de dezvoltare ar trebui si fie
analizate, astfel cum au fost consemnate, pentru a detecta accelerarea procesului de
dezvoltare si apoi a trece manual la o a doua analizd pentru a detecta o intarziere in
dezvoltare.

Figura 1: Arborele decizional al analizei statistice pentru datele LAGDA.
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Apendicele 8

CONSIDERENTE PRIVIND URMARIREA SI MINIMIZAREA APARITIEI SCOLIOZEI

Scolioza idiopaticd, ce se manifestd, de obicei, prin ,,coada indoitd” la mormoloci Xenopus
laevis, ar putea complica observatiille morfologice si comportamentale la populatiile testate.
Ar trebui sa se depund eforturi pentru a reduce la minimum sau a elimina incidenta
scoliozet, atat in stoc, cat si in conditii de testare. In cadrul testului final, se recomandi ca
prevalenta scoliozei moderate si severe sa fie sub 10 %, pentru o mai bund incredere ca
testul poate detecta efecte la nivelul dezvoltarii care sunt corelate cu tratamentul la larvelor
amfibieni care sunt sdnatoase in alte conditii.

Observatiile zilnice din timpul testului final ar trebui s inregistreze atat incidenta (numarul
individual), cat s1 severitatea scoliozel, in cazul in care acestea existd. Natura anomaliei ar
trebui sa fie descrisa cu referire la locatie (de exemplu, anterior sau posterior fata de cloaca)
s1 directia curburii (de exemplu, lateral sau dorsto-ventrald). Severitatea poate fi clasificatd
dupd cum urmeaza:

(NR) Nu este remarcabila: nu existd o curbura
(1) Minima: usoard, curburd laterala posterior fatd de cloacd; aparent doar in repaus

(2) Moderata: curbura laterald posterior fatd de cloacd; vizibild in orice moment, dar nu
impiedica deplasarca

(3) Severad: curburd laterald anterior fatd de cloacd; SAU orice curburd care inhiba
deplasarea; SAU orice curbura dorsoventrala

Un comitet stiintific consultativ FIFRA al US EPA (FIFRA SAP 2013) a analizat datele
sintetizate pentru scolioza in cadrul a cincisprezece analize privind metamorfoza la amfibii
pe X. laevis (de la stadiul NF 51 pand la 60+) si a prezentat recomandari generale pentru
reducerea prevalentel acestelr anomalii la populatiile de testare. Recomandarile sunt
relevante pentru LAGDA, chiar daca acest test cuprinde un calendar de dezvoltare mai lung.

Performanta istorica privind depunerea icrelor

In general, ca perechi de reproductic ar trebui sa fie utilizati adultii sinitosi si de inalta
calitate; eliminarea perechilor de reproductie care produc pui cu scoliozd poate reduce la
minim aparitia acesteia in timp. In mod specific, ar putea fi benefici reducerea la minimum
a utilizarii stocului de reproducere cu exemplare capturate in salbaticie. Perioada de
expunere LAGDA incepe cu stadiul NF cu 8-10 embrioni s1 nu este posibil sd se determine
incd de la Inceputul testului dacd anumite exemplare vor prezenta scolioza. Astfel, In afard
de urmarirea incidentei scoliozei la animalele supuse testului, ar trebui sd se documenteze
performanta istoricd privind seria de icre (inclusiv prevalenta scoliozei la orice larve
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permise sd se dezvolte). Ar putea fi util sd se monitorizeze in continuare portiunea fiecarei
serii de icre care nu sunt utilizate intr-un anumit studiu si s se consemneze aceste observati
(FIFRA SAP 2013).

Calitatea apei

Este important sa se asigure o calitate adecvatd a apei, atat in stocul din laborator, cét si in
timpul testului. In plus fata de criteriile privind calitatea apei, care sunt evaluate in mod
curent pentru testele de toxicitate acvaticd, poate fi util sd se monitorizeze si sd se corecteze
orice deficiente de nutrienti (de exemplu, deficienta de vitamina C, calciu, fosfor) sau
nivelurile in exces de seleniu si de cupru, care sunt raportate a provoca scolioza in grade
diferite la speciile crescute in laborator Rana sp. st Xenopus sp. (Marshall et al. 1980;
Leibovitz et al. 1992; Martinez et al. 1992; astfel cum au fost raportate in FIFRA 2013).
Utilizarea unui regim alimentar adecvat (a se vedea apendicele 4) si curatarea periodica a
bazinelor, vor imbunatati, Tn general, calitatea apei si sandtatea exemplarelor de testare.

Regimul alimentar

Recomandari specifice privind un regim alimentar, care se constatd cd au fost reusite in
cazul LAGDA, sunt prezentate in detaliu in apendicele 4. Se recomanda ca sursele de hrana
pentru animale sa fie verificate pentru a detecta prezenta toxinelor biologice, a erbicidelor si
a altor pesticide despre care se stie cd provoaca scoliozd la X. laevis sau la alte animale
acvatice (Schlenk si Jenkins 2013). Spre exemplu, expunerea la anumiti inhibitori ai
colinesterazei a fost asociata cu scolioza la pesti (Schultz er al. 1985) si broaste (Bacchetta
et al. 2008).
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