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Priloha — Cast’ 2/2

B.71 SKUSKY KOZNEJ SENZIBILIZACIE IN VITRO SO ZAMERANIM NA KUCOVU
UDALOST AKTIVACIE DENDRITOVYCH BUNIEK VRAMCI DRAHY
NEPRIAZNIVEHO UCINKU (AOP) KOZNEJ SENZIBILIZACIE

VSEOBECNY UVOD

Testovacia metdda zaloZena na klic¢ovej udalosti aktivacie dendritovych buniek

1.

Pod koznym senzibilizdtorom sa rozumie latka, ktord pri kontakte s koZou vyvola
alergicku reakciu podla definicie v Globalnom harmonizovanom systéme klasifikacie
a oznaCovania chemickych latok (GHS OSN) (1) a nariadeni Eurdpskeho parlamentu
a Rady (ES) ¢.1272/2008 o klasifikacii, oznaCovani a baleni latok a zmesi (CLP)'. V
pripade klIicovych biologickych udalosti veducich ku koznej senzibilizacii panuje
vSeobecna zhoda. Sucasné poznatky o chemickych a biologickych mechanizmoch, ktoré
suvisia s koznou senzibilizaciou, boli zhrnuté v rdmci programu AOP OECD (2) ako draha
nepriaznivého ucéinku (AOP), ktord sa zafina molekularnou iniciacnou udalostou,
pokracuje naslednymi udalostami a napokon vedie k neziaducemu ucinku, t. j. alergicke;j
kontaktnej dermatitide. V tomto pripade je molekuldrnou iniciacnou udalost’ou (t. j. prvou
kl'ai€ovou udalostou) vznik kovalentnej vazby elektrofilnych latok s nukleofilnymi jadrami
koznych proteinov. K druhej kI'icovej udalosti v ramci tejto drahy nepriaznivého ucinku
(AOP) dochadza v keratinocytoch, pricom udalost’ zahfiia zapalové reakcie, ako aj zmeny
génovej expresie v suvislosti so Specifickymi signalnymi drédhami bunky, akymi st drahy
zavislé od tseku ARE (,,antioxidant/electrophile response element). Tretou kl'i€ovou
udalostou je aktivacia dendritovych buniek (DC), ktord sa zvyc€ajne posudzuje podla
expresie Specifickych povrchovych bunkovych markerov, chemokinov a cytokinov.
Stvrtou kliéovou udalostou je aktivacia a proliferacia T-buniek, ktora sa nepriamo
posudzuje lokalnou skuskou lymfatickych uzlin na mysiach a potkanoch (LLNA) (3).

! Nariadenie Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES) &. 1272/2008 z 16. decembra 2008 o klasifikacii, oznaovani
abaleni latok azmesi, ozmene, doplneni a zruSeni smernic 67/548/EHS a 1999/45/ES a o zmene a doplneni
nariadenia (ES) ¢. 1907/2006, U. v. EU L 353/1, 31.12.2008.
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2. Tato testovacia metdda (TM) je rovnocenna s usmernenim OECD na vykonavanie testov
(TG) 442E (2017). Opisuji sa vnej skusky in vitro v suvislosti s mechanizmami
opisanymi pri kli¢ovej udalosti aktivacie dendritovych buniek v ramci drahy
nepriaznivého ucinku (AOP) koznej senzibilizacie (2). Sucast'ou tejto testovacej metody su
testy, ktoré sa maju pouzit na podporu rozliSenia koznych senzibilizatorov od latok
nesposobujucich senzibilizaciu v stilade s GHS OSN a CLP.

V tejto testovacej metode sa opisuju tieto testy:

— test aktivacie 'udskej bunkovej linie (h-CLAT),
— test aktivacie bukovej linie U937 (U-SENS™),
— skuska reportérového génu interleukinu-8 (sktuska IL-8 Luc).

3. Testy, ktoré su sucastou tejto testovacej metddy a prislusného TG OECD, sa mozu lisit
z hl'adiska postupu pouzitého na generovanie udajov a meranych hodnot, mozno ich vSak
bez rozdielu pouzit' na rieSenie poziadaviek Statov tykajicich sa vysledkov testov
v suvislosti s kI'aiCovou udalostou aktivacie dendritovych buniek v ramci drahy
nepriaznivého ucinku (AOP) koznej senzibilizacie, pricom sa v nich vyuziva vzdjomné
uznavanie udajov OECD.

Suvislosti a zasady testov v ramci testovacej metody na zaklade kl'i¢ovej udalosti

4. Posudzovanie koznej senzibilizdcie obycCajne zahfiialo pouzitie laboratornych zvierat.
Klasické metddy zaloZzené na pouziti morciat, maximaliza¢ny test na morcatach podla
Magnussona a Kligmana (GPMT) a Buehlerov test (TM B.6) (4), si zamerané na
posudzovanie induk¢nej aj elicitacnej fazy koZnej senzibilizacie. Prijaté boli aj testy na
mysSiach a potkanoch, lokalna skuska lymfatickych uzlin (LLNA) (TM B.42) (3)a jej dve
neradioaktivne modifikacie, LLNA: DA (TM B.50) (5) a LLNA: BrdU-ELISA (TM B.51)
(6), ktorymi sa posudzuje vyluéne induk¢né reakcia, pretoze st vhodnejSie ako testy na
morcatach tak z hladiska dobrych Zivotnych podmienok zvierat, ako aj z hladiska
objektivneho merania indukcnej fazy koznej senzibilizacie.

5. Nedavno boli prijaté testovacie metoddy in chemico a in vitro zalozené na mechanistickych
poznatkoch, ktoré sa zameriavaju na prva kl'aCova udalost’ [TM B.59; skuSka priame;j
peptidovej reaktivity (7)] a druht kl'a¢ova udalost [TM B.60; testovacia metoda ,,ARE-
Nrf2 luciferaza® (8)] AOP koznej senzibilizacie, ktoré maji prispievat’ k posudzovaniu
potencial nebezpec¢nosti chemikalii z hl'adiska koZnej senzibilizécie.
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6. Pri testoch opisanych v tejto testovacej metdde sa kvantifikuje bud’ zmena expresie
povrchovych bunkovych markerov suvisiacich s procesom aktivacie monocytov
a dendritovych buniek po expozicii senzibilizdtorom (napr. CD54, CD86), alebo zmena
expresie IL-8, cytokinu suvisiaceho s aktivaciou dendritovych buniek. Existuja informacie
o tom, ze kozné senzibilizatory vyvolavaji expresiu bunkovych membranovych markerov
ako CD40, CD54, CD80, CD83 a CD86 popri indukcii proinflamacnych cytokinov, napr.
IL-1B a TNF-a, a viacerych chemokinov vratane IL-8 (CXCLS8) a CCL3 (9) (10) (11) (12),
ktoré suvisia s aktivaciou dendritovych buniek (2).

7. Kedze vSak aktivacia dendritovych buniek predstavuje len jednu kI'icova udalost AOP
koznej senzibilizacie (2) (13), informacie ziskané pomocou testov, v ramci ktorych sa
meraju markery aktivacie dendritovych buniek, nemusia byt dostatoné na stanovenie
zéaveru, pokial’ ide o existenciu alebo neexistenciu potencialu chemikalii sposobit’ koznt
senzibilizaciu. Navrhuje sa preto, aby udaje ziskané pomocou testov opisanych v tejto
testovacie metdde sluzili na podporu rozliSenia koznych senzibilizatorov od latok
nesposobujucich senzibilizaciu (t. j. kategoria 1 GHS OSN/CLP) pri pouziti v ramci
integrovanych pristupov k testovaniu a hodnoteniu (IATA) spolu s inymi relevantnymi
doplilujicimi informdciami, napr. odvodenymi zo skasok in vitro so zameranim na iné
kl'aicové udalosti AOP koZnej senzibilizacie, ako aj z netestovacich metdod vratane
prevzatych tudajov odvodenych z chemickych analdégov (13). Zverejnili sa priklady
pouzitia udajov ziskanych z tychto testov v ramci definovanych pristupov (13), t.]j.
pristupov, ktoré st Standardizované z hl'adiska mnoziny pouzitych informaénych zdrojov
a postupov pouzitych pri tychto udajoch na odvodenie progndz, pricom ich mozno pouzit’
ako uZitocné prvky v ramci IATA.

8. Testy opisané v tejto testovacej metdde nemozno pouzivat samostatne, a to ani pri
zaradovani koZnych senzibilizatorov do podkategérii 1A a 1B vymedzenych v GHS
OSN/CLP v pripade, Ze organy uplatiluju tieto dve volitelné podkategorie, a ani pri
stanoveni predpokladanej potencie na tucely rozhodnuti v suvislosti s posudzovanim
bezpec¢nosti. V zavislosti od regulacného rdmca vSak pozitivne vysledky ziskané na
zaklade tychto metdd mozno samostatne pouzit’ pri klasifikacii chemikélie ako patriacej do
kategorie 1 GHS OSN/CLP.
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9. Pojem ,testovana chemikalia® sa v tejto testovacej metdde pouziva na oznacenie toho, ¢o

sa testuje!, anestvisi s pouZitelnostou testov na testovanie jednozlozkovych latok,
viaczlozkovych latok a/alebo zmesi. V suvislosti s pouzitenostou testov pri
viaczlozkovych latkach/zmesiach su v sticasnosti dostupné len obmedzené informacie (14)
(15). Tieto testy su napriek tomu technicky pouziteIné aj na testovanie viaczlozkovych
latok a zmesi. Pred pouzitim tejto testovacej metody na zmesi s cielom generovat’ udaje
planované na regulacné ucely by sa vSak malo zvazit, ¢i moze poskytnut adekvatne
vysledky na tento wicel, a ak 4no, tak pre¢o’. Takéto vahy nie s nutné, pokial existuje
regulatérna poziadavka na testovanie danej zmesi. Okrem toho by sa pri testovani
viaczlozkovych latok alebo zmesi mala zvazit mozna interferencia medzi cytotoxickymi
zlozkami a pozorovanymi reakciami.

V jini 2013 sa na spolo¢nom zasadnuti OECD dospelo k dohode, Zze tam, kde je to mozné, sa bude v novych

a aktualizovanych usmerneniach OECD na vykonavanie testov na opis toho, ¢o sa testuje, jednotnejsie uplatiovat’
pojem ,.testovanad chemikalia“.

2

Tato veta bola navrhnuté a schvalena na zasadnuti WNT v aprili 2014.
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Dodatok 1

KOZNA SENZIBILIZACIA IN VITRO: TEST AKTIVACIE LUDSKEJ BUNKOVEJ LINIE
(H-CLAT)

POCIATOCNE UVAHY A OBMEDZENIA

1.

V teste h-CLAT sa kvantifikuji zmeny expresie povrchovych bunkovych markerov
v suvislosti s procesom aktivacie monocytov a dendritovych buniek (DC) (t.j. CD86
aCD54) vbunkovej linii THP-1 Tudskej monocytovej leukémie po expozicii
senzibilizdtorom (1) (2). Namerané Urovne expresie povrchovych bunkovych markerov
CD86 aCD54 nasledne sluzia ako ukazovatel pri rozliSovani medzi koznymi
senzibilizdtormi a latkami nesposobujucimi senzibilizaciu.

Test h-CLAT sa posudzoval vramci validaénej S$tadie koordinovanej referencnym
laboratoriom Eurdpskej unie pre alternativy k testovaniu na zvieratich (EURL ECVAM)
av naslednom nezavislom partnerskom preskimani zo strany vedeckého poradného
vyboru laboratéria EURL ECVAM (ESAC). Na zaklade zvédzenia vSetkych dostupnych
dokazov a vstupov regulaénych organov a zainteresovanych stran vydalo laboratoérium
EURL ECVAM odporacanie (3), aby sa test h-CLAT pouzival na podporu rozliSenia
senzibilizatorov od latok nespdsobujucich senzibilizaciu v ramci IATA na ucely
klasifikdcie a oznaCovania nebezpecnosti. Priklady pouzitia udajov z testu h-CLAT
v kombindcii s inymi informaciami su uvedené v literatare (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11).

. Preukazalo sa, ze test h-CLAT je prenosny do laboratorii, ktoré maji skusenosti

s technikami tykajicimi sa bunkovych kultir as analyzou pomocou prietokove;j
cytometrie. Uroveii reprodukovatelnosti v prognézach, ktora mozno od tohto testu
ocakévat’, je rddovo 80 % v ramci laboratéria a medzi laboratériami (3) (12). Z vysledkov
ziskanych vo valida¢nej Studii (13) a v inych uverejnenych Stadiach (14) celkovo vyplyva,
ze v porovnani s vysledkami LLNA presnost’ pri odliSovani koZnych senzibilizatorov (t. j.
kategoria 1 GHS OSN/CLP) od latok nespdsobujucich senzibilizaciu predstavuje 85 %
(N =142) scitlivostou 93 % (94/101) aso Specifickostou 66 % (27/41) [na zaklade
opakovanej analyzy uskuto¢nenej laboratériom EURL ECVAM (12), v ktorej sa zohl'adnili
vSetky existujuce udaje anebrali sa do uvahy negativne vysledky pre chemikélie
s hodnotou log Kow vysSou nez 3,5, ako sa opisuje v odseku 4]. Test h-CLAT s vic¢Sou
pravdepodobnost'ou povedie k faloSne negativnym prognoézam v pripade chemikalii, ktoré
vykazuju nizku az miernu potenciu z hl'adiska koznej senzibilizacie (t. j. podkategdria 1B
GHS OSN/CLP), nez v pripade chemikalii vykazujiacich vysoku potenciu z hl'adiska
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koznej senzibilizacie (t. j. podkategoria 1A GHS OSN/CLP) (4) (13) (15). Celkovo
z tychto informacii vyplyva, Ze metdéda h-CLAT je uzito¢na a moze prispiet’ k zisteniu
nebezpecnosti z hl'adiska koznej senzibilizacie. Uvedené hodnoty presnosti testu h-CLAT
ako samostatného testu su vSak len orientacné, ked’ze test sa ma hodnotit’ v kombinacii
s inymi zdrojmi informacii v kontexte IATA a v sulade s ustanoveniami odsekov 7 a 8
vseobecného uvodu. Okrem toho by sa pri hodnoteni metdod na zistenie koznej
senzibilizacie bez pouzitia zvierat malo zohladnit’ to, ze test LLNA ani iné testy na
zvieratach nemusia v plnej miere odzrkadl'ovat situaciu u l'udi.

. Na zéklade v sucasnosti dostupnych udajov sa preukazalo, ze metéodu h-CLAT moZno
pouzit' v pripade testovanych chemikalii, ktoré predstavuju rdzne organické funkéné
skupiny, maju r6zne mechanizmy reakcie, potenciu z hl'adiska koznej senzibilizacie (ako
bolo stanovené v Studiach in vivo) arozne fyzikalno-chemické vlastnosti (3) (14) (15).
Metdda h-CLAT sa pouziva pri testovani chemikalii, ktoré st rozpustné alebo vytvaraja
stabilné disperzie (t. j. koloid alebo suspenziu, v ktorej sa testovana chemikalia neusadi ani
neoddeli od rozpustadla/nosi¢a do rdéznych faz) vo vhodnom rozpustadle/nosi¢i (pozri
odsek 14). Pri testovanych chemikdliach s hodnotou log Kow vysSou nez 3,5 je vysSia
pravdepodobnost’ vzniku faloSne negativnych vysledkov (14). Negativne vysledky pre
testované chemikalie s hodnotou log Kow vys$Sou nez 3.5 sa preto nemaju brat’ do uvahy.
Pozitivne vysledky ziskané v pripade testovanych chemikalii s hodnotou log Kow vyssou
nez 3,5 vSak moZno pouzit’ na podporu identifikdcie testovanej chemikalie ako kozného
senzibilizatora. Okrem toho mdézu z dovodu obmedzenej metabolickej kapacity pouzite]
bunkovej linie (16) a experimentalnych podmienok vykazovat v teste h-CLAT negativne
vysledky aj pro-haptény (t.j. latky, ktoré musia byt aktivované enzymaticky, napriklad
enzymami P450) a pre-haptény (t. j. latky aktivované oxidéciou), zvIast’ tie s pomalou
oxidéciou (15). Fluorescencné testované chemikalie mozno hodnotit pomocou testu h-
CLAT (17), silné fluorescen¢né testované chemikalie, ktoré emituju svetlo na rovnake;j
vlnovej dizke ako fluorescein-izotio-kyanat (FITC) alebo propidium-jodid (PI), viak budu
ovplyvinovat' detekciu pomocou prietokove] cytometrie, a preto ich nemozZno spravne
hodnotit’ pomocou protilatok konjugovanych s FITC alebo pomocou PI. V takom pripade
mozno pouZit' iné protilatky oznafené fluorochromom alebo iné markery cytotoxicity,
pokial’ sa preukazalo, Ze poskytuji podobné vysledky ako protilatky oznacené pomocou
FITC (pozri odsek 24) alebo PI (pozri odsek 18), napr. testovanim latok na preukézanie
spOsobilosti uvedenych v dodatku 1.2. Vzhladom na vysSie uvedené informacie je
negativne vysledky potrebné interpretovat’ v kontexte uvedenych obmedzeni a spolo¢ne
s inymi zdrojmi informacii v ramci IATA. V pripade, Ze existuju dokazy o nepouZitelnosti
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metody h-CLAT na iné Specifické kategorie testovanych chemikalii, by sa tito metoda
nemala pri tychto Specifickych kategdriach pouzit.

5. Ako bolo opisané vyssie, metéda h-CLAT umoziuje rozliSovanie medzi koznymi
senzibilizatormi a latkami nespOsobujicimi senzibilizaciu. Mo6ze vSak takisto potencialne
prispiet’ k posudeniu potencie z hl'adiska senzibilizacie (4) (5) (9), ak sa pouzije v ramci
integrovanych pristupov ako IATA. Na to, aby bolo mozné urcit’, ako vysledky testu h-
CLAT mozu prispiet k posudzovaniu tejto potencie, vSak bude potrebna d’alSia praca,
pokial’ mozno zaloZena na udajoch tykajtcich sa ¢loveka.

6. Vymedzenie pojmov je uvedené v dodatku 1.1.

PRINCIP TESTU

7. Metoda h-CLAT predstavuje skusku in vitro, v ktorej sa kvantifikuji zmeny expresie
povrchovych bunkovych markerov (t. j. CD86 a CD54) v bunkdch THP-1 bunkovej linie
I'udskej monocytovej leukémie po 24-hodinovej expozicii testovanej chemikalii. Tieto
povrchové molekuly predstavuju typické markery aktivacie monocytovych buniek THP-1
amodzu imitovat’ aktiviciu dendritovych buniek, ktord zohrdva vyznamnu tUlohu pri
prvotnej aktivacii T-buniek. Zmeny expresie povrchovych markerov sa meraji pomocou
prietokovej cytometrie po zafarbeni buniek pomocou protilaitok oznacenych
fluorochromom. Sucasne sa uskutociiuje meranie cytotoxicity s cielom posudit, ¢i pri
niz§ich ako cytotoxickych koncentracidch takisto dochddza k zvySeniu expresie
povrchovych markerov. Vypocita sa relativna intenzita fluorescencie povrchovych
markerov v porovnani s kontrolou s aplikaciou rozpustadla/kontrolou s nosi¢om, ktora
sa pouzije v prognostickom modeli (pozri odsek 26) na podporu rozliSenia senzibilizatorov
od latok nesposobujtcich senzibilizaciu.

PREUKAZANIE SPOSOBILOSTI

8. Je potrebné, aby laboratorid pred zacatim bezného pouZzivania testu opisaného v tomto
dodatku k testovacej metdde B.71 preukazali technickt sposobilost’ pouzitim 10 latok na
preukazanie spdsobilosti uvedenych v dodatku 1.2. Pouzivatelia testu maji okrem toho
viest’ historickul databazu tdajov vytvorenych na zéklade kontrol reaktivity (pozri odsek
11) apozitivhych kontrol a kontrol s aplikdciou rozpustadla/kontrol s nosiC¢om (pozri
odseky 20 —22) ana zdklade tychto tidajov potvrdit, Ze sa v priebehu casu zachovéva
reprodukovatel'nost’ testu v ich laboratériu.
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POSTUP

9.

Tento test je zaloZzeny na protokole DB-ALM (DataBase service on ALternative Methods
to animal experimentation — databdzova sluzba v suvislosti s alternativnymi metodami
k pokusom na zvieratach) ¢. 158 k testu h-CLAT (18), ktory predstavuje protokol pouzity
pri validacnej $tadii koordinovanej laboratoriom EURL ECVAM. Tento protokol sa
odporuca pouzivat’ pri vykonavani a pouzivani metédy h-CLAT v laboratoriu. Dalej je
uvedeny opis hlavnych zloziek a postupov testu h-CLAT, ktory sa sklada z dvoch krokov:
skuska na stanovenie davky a meranie expresie CD86/CD54.

Priprava buniek

10. Na vykonanie metddy h-CLAT sa pouziva bunkova linia THP-1 Tudskej monocytovej

11.

leukémie. Odporuca sa, aby sa bunky (TIB-202™) ziskali z riadne kvalifikovanej bunkove;j
banky, ako je napriklad bunkova banka ATCC (American Type Culture Collection).

Bunky THP-1 sa kultivuju pri teplote 37 °C v atmosfére s vysSou relativnou vlhkost'ou
a5 % COz vrastovom médiu RPMI-1640 s pridanim 10 % bovinného fetdlneho séra
(FBS), 2-merkaptoetanolu s koncentraciou 0,05 mM, 100 jednotiek/ml penicilinu
a 100 pg/ml streptomycinu. Je mozné vyhnut sa pouzitiu penicilinu a streptomycinu
v rastovom médiu. V takom pripade vSak musia pouZzivatelia overit, Ze nepritomnost
antibiotik v rastovom médiu nemé vplyv na vysledky, a to napriklad testovanim latok na
preukdzanie sposobilosti uvedenych v dodatku 1.2. S cielom minimalizovat’ riziko
kontaminacie je v kazdom pripade potrebné dodrziavat’ osvedcené postupy kultivacie
buniek bez ohladu na pritomnost’ alebo nepritomnost’ antibiotik v médiu na kultivaciu
buniek. Bunky THP-1 sa $tandardne nasadia kazdé 2 — 3 dni s hustotou 0,1 az 0,2 x 10°
buniek/ml. Je potrebné ich udrziavat’ pri hustote 0,1 az 1,0 x 10° buniek/ml. Pred pouZitim
na testovanie sa bunky kvalifikuji uskutocnenim kontroly reaktivity. Kontrola reaktivity
buniek sa ma uskuto¢nit’ dva tyZdne po rozmrazeni pomocou pozitivnych kontrol, 2,4-
dinitrochlorbenzénu (DNCB) (€. CAS 97-00-7, Cdcistota>99 %) a siranu nikelnatého
(NiSO4) (¢. CAS 10101-97-0, cistota > 99 %), a negativnej kontroly, kyseliny mlie¢ne;j
(LA) (€. CAS 50-21-5, cistota > 85 %). DNCB aj NiSO4 majt vyvolat’ pozitivnu reakciu
povrchovych bunkovych markerov CD86 aj CD54 a LA mé vyvolat' negativnu reakciu
povrchovych bunkovych markerov CD86 aj CD54. V ramci skusky sa pouziji len bunky,
ktoré vyhoveju pri kontrole reaktivity. Bunky moZno po rozmrazeni rozmnoZovat’ aZ dva
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mesiace. Nemda sa prekroCit’ 30 pasdzi. Kontrola reaktivity sa méa uskutocnit podla
postupov opisanych v odsekoch 20 — 24.

12. Na tcely testovania sa bunky THP-1 nasadia s hustotou 0,1 x 10° buniek/ml alebo
0,2 x 10° buniek/ml a predbezne sa kultivuji v kultivaénych bankach 72 hodin, resp. 48
hodin. Doélezité je, aby hustota buniek v kultivacnej banke priamo po obdobi predbezne;j
kultivacie bola v kazdom pokuse o najrovnomernejSia (na zéklade jednej z dvoch
podmienok predbeznej kultivacie opisanych vyssie), pretoze hustota buniek v kultivacne;j
banke priamo po predbeznej kultivacii moze ovplyviiovat’ expresiu CD86/CD54 vyvolana
alergénmi (19). V denl testovania sa bunky zozbierané z kultivacnej banky resuspenduju
pomocou &erstvého rastového média s koncentraciou 2 x 10° buniek/ml. Bunky sa dalej
rozdelia na 24-jamkovii platni¢ku s plochym dnom v objeme 500 ul (1 x 10°
buniek/jamka) alebo na 96-jamkovu mikrotitraénu platnicku s plochym dnom v objeme
80 pl (1,6 x 10° buniek/jamka).

Skuska na stanovenie davky

13. Skuska na stanovenie davky sa uskutociiuje s cielom stanovit’ hodnotu CV75 predstavujucu
koncentraciu testovanej chemikalie, ktord sposobuje 75 % Zivotaschopnost' buniek (CV)
v porovnani s kontrolou s aplikaciou rozpustadla/kontrolou s nosi¢om. Na zaklade hodnoty
CV75 sa stanovuje koncentracia testovanych chemikélii na meranie expresie CD86/CD54
(pozri odseky 20 — 24).

Priprava testovanych chemikalii a kontrolnych latok

14. Testované chemikalie a kontrolné latky sa pripravuji v deil testovania. V pripade metddy
h-CLAT sa testované chemikalie rozpustia alebo stabilne rozmieSaju (pozri aj odsek 4) vo
fyziologickom roztoku alebo v rastovom médiu, ktoré predstavuji prvi mozZnost’ pri
vybere rozpustadla/nosi¢a, alebo v dimetylsulfoxide (DMSO, Ccdistota >99 %), ktory
predstavuje druhtt moznost’ pri vybere rozpustadla/nosica, ak testovand chemikalia nie je
rozpustna ani nevytvara stabilnt disperziu v prvych dvoch rozpustadlach, a to s kone¢nymi
koncentraciami 100 mg/ml (vo fyziologickom roztoku alebo v rastovom médiu) alebo
500 mg/ml (v DMSO). Iné rozpustadld/nosice ako tie, ktoré st opisané vysSie, mozno
pouzit,, ak sa uvedie dostato¢né vedecké zdovodnenie. Zohl'adiiuje sa aj stabilita testovanej
chemikélie v kone¢nom rozpustadle/nosici.
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15. Vykonaju sa tieto kroky riedenia, pricom sa za¢ne pri zdsobnom roztoku testovanej
chemikalie s koncentraciou 100 mg/ml (vo fyziologickom roztoku alebo v rastovom
médiu) alebo 500 mg/ml (v DMSO):

— 'V pripade pouzitia fyziologického roztoku alebo rastového média ako rozpustadla/nosica:
Pripravi sa osem zasobnych roztokov (osem koncentracii) pomocou dvojndsobnych
sériovych riedeni s prislusSnym rozpustadlom/nosi¢om. Tieto zasobné roztoky sa d’alej 50-
nasobne zriedia do rastového média (pracovné roztoky). Ak najvysSia konecna
koncentracia na mikrotitracnej platnicke predstavujuca 1 000 pg/ml nie je toxicka,
opitovne sa stanovi maximalna koncentracia pomocou nového testu cytotoxicity. Kone¢na
koncentracia na mikrotitratnej platnicke nemd prekrocitt 5 000 pg/ml v pripade
testovanych chemikalii, ktoré su rozpustené alebo stabilne rozmiesané vo fyziologickom
roztoku alebo v rastovom médiu.

— 'V pripade pouzitia DMSO ako rozpustadla/nosi¢a: Pripravi sa osem zasobnych roztokov
(osem koncentracii) pomocou dvojnasobnych sériovych riedeni s prislusnym
rozpustadlom/nosicom. Tieto z4dsobné roztoky sa d’alej 250-nasobne zriedia do rastového
média (pracovné roztoky). Konecna koncentracia na mikrotitracnej platnicke nema
prekrocit’ 1 000 pg/ml, aj ked’ tdto koncentracia nie je toxicka.

Pracovné roztoky sa nakoniec pouziji na expoziciu pridanim rovnakého objemu pracovného
roztoku do objemu bunkovej suspenzie THP-1 na mikrotitranej platni¢ke (pozri aj odsek
17), aby sa dosiahlo dalSie dvojnasobné riedenie (konecny rozsah koncentracii na
mikrotitracnej platnicke je zvyc€ajne 7,81 — 1 000 pg/ml).

16. V metode h-CLAT sa ako kontrola s aplikdciou rozpustadla/kontrola s nosi¢om pouziva
rastové médium [v pripade testovanych chemikalii rozpustenych alebo stabilne
rozmieSanych (pozri odsek 4) v rastovom médiu alebo vo fyziologickom roztoku] alebo
DMSO (v pripade testovanych chemikalii rozpustenych alebo stabilne rozmieSanych
v DMSO), ktoré sa na mikrotitratnej platnicke testuje v jednej konecnej koncentrécii
0,2 %. Riedi sa rovnakym spdsobom, ako je opisané pri pracovnych roztokoch
v odseku 15.

Aplikacia testovanych chemikalii a kontrolnych latok
17. Rastové médium alebo pracovné roztoky opisané v odsekoch 15a16 sa zmiesaji
v objemovom pomere 1:1 s bunkovymi suspenziami pripravenymi na 24-jamkovej alebo
96-jamkovej platnicke s plochym dnom (pozri odsek 12). OSetrené platnicky sa potom
inkubuju 24 +£0,5 hod. pri teplote 37 °C a v atmosfére s obsahom 5 % CO,. Treba dbat’ na
to, aby sa =zabranilo vyparovaniu prchavych testovanych chemikalii a krizovej
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kontamindcii testovanymi chemikéliami medzi jamkami, napr. hermetickym uzatvorenim
platnicky pred inkubdciou s testovanymi chemikaliami (20).

Farbenie pomocou propidium-jodidu (PI)

18. Po expozicii v trvani 24 £0,5 hod. sa bunky prenest do vzorkovych skiimaviek a vykona sa
ich odber pomocou centrifugacie. Supernatanty sa odstrania a zvy$Sné bunky sa
resuspenduju pomocou 200 pl (v pripade pouzitia 96 jamiek) alebo 600 ul (v pripade
pouzitia 24 jamiek) fosfatového tlmivého fyziologického roztoku obsahujuceho 0,1 %
bovinného sérového albuminu (vyfarbovaci tlmivy roztok). 200 ul bunkovej suspenzie sa
prenesie do 96-jamkovej mikrotitra¢nej platni¢ky s okrthlym dnom (v pripade pouzitia 96
jamiek) alebo do mikroskiimavky (v pripade pouzitia 24 jamiek) a dvakrat sa premyje
pomocou 200 pl (v pripade pouzitia 96 jamiek) alebo 600 pl (v pripade pouzitia 24 jamiek)
vyfarbovacieho tlmivého roztoku. Nakoniec sa bunky resuspenduju vo vyfarbovacom
tlmivom roztoku (napr. 400 pl) a pridé sa roztok PI (napr. 20 pl) (konecna koncentracia PI
je mnapriklad 0,625 pg/ml). Mozno pouzit iné markery -cytotoxicity, ako je 7-
aminoaktinomycin D (7-AAD), trypanova modra alebo iné latky, ak pri alternativnych
farbivach mozno preukdzat, ze poskytuju podobné vysledky ako PI, napriklad pomocou
testovania latok na preukazanie spdsobilosti uvedenych v dodatku 1.2.

Meranie cytotoxicity pomocou prietokovej cytometrie a odhad hodnoty CV75
19. Prijem PI sa analyzuje pomocou prietokovej cytometrie s akvizicnym kandlom FL-3.
Vyzaduje sa celkovy pocet 10 000 zivych buniek (bez pritomnosti PI). Zivotaschopnost
buniek mozno vypocitat’ v analytickom programe cytometra pomocou rovnice uvedenej
d’alej. V pripade nizkej Zivotaschopnosti buniek je potrebné ziskat' az 30 000 buniek
vratane mitvych buniek. Udaje mozno pripadne ziskat' pocas jednej mintity po zacati
analyzy.

Pocet zivych buniek

x 100

Zivotaschopnost buniek = — - -
Celkovy pocet ziskanych buniek

Hodnota CV75 (pozri odsek 13), t.j. koncentracia, pri ktorej sa prejavuje 75 % prezitie
buniek THP-1 (25 % cytotoxicita), sa vypocita pomocou logaritmickej linedrnej interpolacie
podra tejto rovnice:

(75—-c)xLog(b)—(75—a)xLog(d)

a—c

Log CV75 =

Ked”
a je minimalna hodnota Zivotaschopnosti buniek nad 75 %

¢ je maximalna hodnota zivotaschopnosti buniek pod 75 %
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b a d st koncentracie, pri ktorych sa prejavuje hodnota zivotaschopnosti buniek a, resp. ¢
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o

Na odvodenie hodnoty CV75 mozno pouZit’ aj iné pristupy, pokial’ sa preukaze, ze to nema
vplyv na vysledky (napr. pomocou testovania latok na preukazanie sposobilosti).

Meranie expresie CD86/CD54

Priprava testovanych chemikalii a kontrolnych latok
20. Na rozpustenie alebo stabilné rozmieSanie testovanych chemikalii sa pouziva vhodné
rozpustadlo/nosi¢ (fyziologicky roztok, rastové médium alebo DMSO; pozri bod 14).
Testované chemikalie sa najskor zriedia na koncentraciu, ktord zodpoveda 100-nésobku (v
pripade fyziologického roztoku alebo rastového média) alebo 500-nasobku (v pripade
DMSO) hodnoty 1,2 x CV75 stanovenej v skuske na stanovenie davky (pozri odsek 19).
Ak hodnotu CV75 nemozno urcit’ (t.]. v skuske na stanovenie davky sa nepozoruje
dostato¢na toxicita), ako pociatocna koncentracia sa pouzije najvysSia rozpustna alebo
stabilne rozmieSand koncentracia testovanej chemikalie pripravena pomocou jednotlivého
rozpustadla/nosica. Kone¢nd koncentracia na mikrotitratnej platnicke nema prekrocit’
5000 pg/ml (v pripade fyziologického roztoku alebo rastového média) alebo 1 000 pg/ml
(v pripade DMSO). Dalej sa pomocou prislusného rozpustadla/mosi¢a uskutoénia 1,2-
nasobné sériové riedenia, aby sa ziskali zdsobné roztoky [osem koncentracii v rozsahu od
100 x 1,2 x CV75 do 100 x 0,335 x CV75 (v pripade fyziologického roztoku alebo
rastového média) alebo od 500 x 1,2 x CV75 do 500 x 0,335 x CV75 (v pripade DMSO)],
ktoré sa budu testovat’ v ramci metddy h-CLAT (pozri priklad schémy davkovania
v protokole DB-ALM ¢&. 158). Tieto zasobné roztoky sa d’alej 50-ndsobne (v pripade
fyziologického roztoku alebo rastového média) alebo 250-ndsobne (v pripade DMSO)
zriedia do rastového média (pracovné roztoky). Tieto pracovné roztoky sa nakoniec
pouziju na expoziciu s pouzitim d’alSieho faktora na kone¢né dvojnasobné riedenie na
mikrotitracnej platnicke. Ak vysledky nevyhovuju kritéridm prijatelnosti opisanym
v odsekoch 29 a 30 v suvislosti so zivotaschopnostou buniek, moze sa zopakovat’ skuska

481



D060575/02

na stanovenie davky s cielom urCit presnejSiu hodnotu CV75. Na meranie expresie
CD86/CD54 mozno pouzit' len 24-jamkové platnicky.

21. Kontrola s aplikédciou rozpustadla/kontrola s nosicom sa pripravi podl'a opisu v odseku 16.
Ako pozitivna kontrola sa pri metéde h-CLAT pouziva DNCB (pozri odsek 11), priCom sa
pripravia zasobné roztoky v DMSO a zriedia sa podla opisu pre zasobné roztoky v odseku
20. DNCB sa pouzije na platnicke ako pozitivna kontrola na meranie expresie CD86/CD54
v jednej konecnej koncentracii (zvycajne 4,0 pg/ml). Na ziskanie koncentracie 4,0 ug/ml
DNCB na platnicke sa pripravi zasobny roztok 2 mg/ml DNCB v DMSO a d’alej sa 250-
nasobne zriedi s rastovym médiom na pracovny roztok s koncentraciou 8 pg/ml. Pripadne
mozno ako koncentraciu pozitivnej kontroly pouzZit' hodnotu CV75 DNCB, ktora sa
stanovuje v kazdom testovacom zariadeni. Pouzit’ mozno iné vhodné pozitivne kontroly, ak
su k dispozicii historické udaje na odvodenie kritérii prijateI'nosti porovnatelnych
testovacich cyklov. V pripade pozitivnych kontrol nemé dané jedna konecnéa koncentracia
na mikrotitra¢nej platni¢ke prekrocit’ 5 000 pg/ml (v pripade fyziologického roztoku alebo
rastového média) alebo 1 000 pg/ml (v pripade DMSO). Kritérid prijatel'nosti testovacieho
cyklu st rovnaké ako kritérid prijatelnosti opisané pre testovanii chemikaliu (pozri
odsek 29) okrem posledného kritéria prijatel'nosti, kedZze sa pozitivna kontrola testuje
v jednej koncentracii.

Aplikacia testovanych chemikalii a kontrolnych latok

22. Pre kazdu testovanu chemikaliu a kontrolnt latku sa na ziskanie prognozy vyZzaduje jeden
pokus. Sucastou kazdého pokusu su najmenej dva nezdvislé testovacie cykly na ucely
merania expresie CD86/CD54 (pozri odseky 26 —28). Jednotlivé nezavislé testovacie
cykly sa uskuto¢nia v r6znych dnoch alebo v ten isty den za predpokladu, ze sa pre kazdy
testovaci cyklus: a) pripravia nezavislé Cerstvé zasobné roztoky a pracovné roztoky
testovanej chemikalie a roztoky s protilatkami a b) pouZijii sa nezavisle odobraté bunky
(t.j. bunky sa odobert zrdznych kultivaénych baniek); bunky vSak modzu pochadzat
zrovnakej pasaze. Testované chemikdlie a kontrolné latky pripravené ako pracovné
roztoky (500 pl) sa zmieSaju s 500 ul suspendovanych buniek (1 x 10° buniek) v pomere
1:1 abunky sa inkubuji 24 +0,5 hod. podla opisu v odsekoch 20 a2l. V kazdom
testovacom cykle je postacujuci jeden replikat kazdej koncentracie testovanej chemikalie
a kontrolnej latky, pretoze sa progndza stanovuje najmenej na zaklade dvoch nezavislych
testovacich cyklov.

Farbenie buniek a analyza
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23.Po expozicii vtrvani 24 £0,5 hod. sa bunky prenesi z 24-jamkovej platnicky do
vzorkovych skumaviek, vykona sa ich odber pomocou centrifugacie a potom sa dvakrat
premyju pomocou 1 ml vyfarbovacieho tlmivého roztoku (v pripade potreby mozno
uskutocnit’ d’alSie kroky premytia). Pre premyti sa uskutocni blokovanie buniek pomocou
600 ul  blokujuceho roztoku [vyfarbovaci tlmivy roztok s obsahom globulinu
s koncentraciou 0,01 % (hm./obj.) (Cohnova frakcia II, III, 'udska; SIGMA, ¢. G2388-10G
alebo ekvivalent)] a bunky sa 15 mintt inkubuju pri teplote 4 °C. Po blokovani sa bunky
rozdelia na tri alikvoty s objemom 180 pl do 96-jamkovej mikrotitra¢nej platnicky alebo
mikroskumavky.

24.Po centrifugicii sa bunky zafarbia pomocou 50 ul anti-CD86 protilatok, anti-CD54
protilatok alebo mysich protilatok (izotypu) IgG1 oznacenych pomocou FITC pri teplote
4 °C pocas 30 min. Protilatky opisané v protokole DB-ALM ¢. 158 (18) k testu h-CLAT sa
maju pouzit’ zriedené v objemovom pomere 3:25 [pre CD86 (BD-PharMingen, ¢. 555657,
klon: Fun-1)] alebo v objemovom pomere 3:50 [pre CD54 (DAKO, ¢. F7143; klon: 6.5B5)
a IgGl (DAKO, ¢. X0927)] s vyfarbovacim tlmivym roztokom. Tvorcovia testu vymedzili
tieto faktory riedenia protilatok na zéklade toho, ze poskytuji najlepsi pomer signal-Sum.
Zo skusenosti tvorcov testu vyplyva, Ze intenzita fluorescencie protilatok je medzi réznymi
Sarzami zvy€ajne jednotnd. Pouzivatelia vSak moézu zvéazit' titrdciu protilatok
v podmienkach vlastného laboratéria s cielom stanovit’ najvhodnejsie koncentracie, ktoré
sa maju pouzit. Iné anti-CD86 a/alebo anti-CD54 protilatky oznacené fluorochromom
mozno pouzit, ak pri nich moZno preukazat’, Ze poskytuju podobné vysledky ako protilatky
konjugované s FITC, napriklad pomocou testovania latok na preukézanie spdsobilosti
uvedenych v dodatku 1.2. Je potrebné poznamenat, Ze vysledky moze ovplyvnit’ zmena
klonu alebo dodéavatel’a protilatok, ako sa opisuje v protokole DB-ALM ¢&. 158 (18) k testu
h-CLAT. Po dvojnasobnom alebo viacnasobnom premyti pomocou 150 pl vyfarbovacieho
tlmivého roztoku sa bunky resuspenduji vo vyfarbovacom tlmivom roztoku (napr. 400 pl)
a prida sa roztok PI (napr. 20 pl na dosiahnutie kone¢nej koncentracie 0,625 pg/ml) alebo
iny roztok markera cytotoxicity (pozri odsek 18). Pomocou prietokovej cytometrie sa
analyzuju Grovne expresie CD86 a CD54, ako aj Zivotaschopnost’ buniek.

UDAJE A PREZENTOVANIE VYSLEDKOV

Hodnotenie udajov

25. Expresia CD86 a CD54 sa analyzuje pomocou prietokovej cytometrie s akvizicnym
kanadlom FL-1. Na zaklade geometrického priemeru intenzity fluorescencie (MFI) sa
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relativna intenzita fluorescencie (RFI) CD86 a CD54 pre bunky pozitivnej kontroly
a bunky oSetrené chemikaliou vypocita podl'a tohto vzorca:

RF] = MFI buniek oSetrenych chemikaliou—MFI buniek v izotypovej kontrole oSetrenych chemikaliou

" MFI kontr.buniek osetrenych rozpustadlom/nosicom—MFI buniek v iz.kon.oSetrenych rozp./nos.

x 100

Zivotaschopnost’ buniek dosiahnutd pri bunkach v izotypovej kontrole (ctrl) [ktoré st
zafarbené pomocou mysich protilatok (izotypu) IgG1] sa takisto vypocita podla vzorca
opisan¢ho v odseku 19.

Prognosticky model

26. Na ucely merania expresie CD86/CD54 sa kazda testovana chemikalia testuje najmene;j
v dvoch nezavislych testovacich cykloch, aby sa odvodila jedna prognéza (POZITIVNA
alebo NEGATIVNA). Prognéza v teste h-CLAT sa povazuje za POZITIVNU, ak je
splnend asponi jedna ztychto podmienok v2 z2 alebo aspoii v2 z3 nezavislych
testovacich cyklov, inak sa prognéza v teste h-CLAT povazuje za NEGATIVNU
(obrazok 1):

— hodnota RFI pre CD86 je rovnaka alebo vysSia nez 150 % pri kazdej testovanej
koncentracii (so zivotaschopnost'ou buniek > 50 %),

— hodnota RFI pre CD54 je rovnaka alebo vysSia nez 200 % pri kazdej testovanej
koncentracii (so zivotaschopnost'ou buniek > 50 %).

27. Na zéklade uvedenych informacii plati, Ze ak st oba prvé dva testovacie cykly pozitivne
v pripade CD86 a/alebo st oba pozitivne v pripade CD54, prognéza v teste h-CLAT sa
povazuje za POZITIVNU a treti testovaci cyklus nie je potrebné uskutoénit. Podobne, ak
su prvé dva testovacie cykly negativne pre oba markery, prognéza v teste h-CLAT sa
povazuje za NEGATIVNU (s prihliadnutim na ustanovenia odseku 30) bez toho, aby bolo
potrebné uskutocnit’ treti testovaci cyklus. Ak vSak prvé dva testovacie cykly nie st zhodné
aspont pre jeden z markerov (CD54 alebo CDS86), vyzaduje sa treti testovaci cyklus
a konena prognoza bude zaloZzena na vécSinovom vysledku z troch jednotlivych
testovacich cyklov (t.j. 2 z3). V tejto stvislosti je potrebné poznamenat, Ze ak sa
uskutocnia dva nezavislé testovacie cykly a jeden z nich je pozitivny len pre CD86 (d’alej
len ,,P1*) a druhy je pozitivny len pre CD54 (d’alej len ,,P2>*), vyzaduje sa treti testovaci
cyklus. Ak je tento treti testovaci cyklus negativny pre oba markery (d’alej len ,,N*),
progndza v teste h-CLAT sa povazuje za NEGATIVNU. Na druhej strane, ak je treti
testovaci cyklus pozitivny pre jeden z markerov (P alebo P») alebo pre oba markery (d’alej
len ,,P12%), prognéza v teste h-CLAT sa povazuje za POZITIVNU.
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Obrazok 1: Prognosticky model pouzity v metéde h-CLAT Prognoéza v teste h-CLAT by sa mala
posudzovat’ v ramci IATA a v stilade s ustanoveniami odsekov 7 a 8 v§eobecného tivodu.

Prve dva Prvé dva
testovacie testovacie
cykly cykly
| l
A4
Piza P12 * NaN PizaN *
PiiaP P,aN
Piza Pz PaN
Pi:aP; P;aP:
Pz a Pz ¢
Treti testovaci cyklus
) 4 v ¢ ¢
Treti testovaci Treti testovaci P.aPiaP. |# PiaNaN
cyklus sa cyklus sa PraPiaP; PraNaN
nevyZaduje nevyZaduje PraP2aP. PaaNaN
PizaPiza N PiaP:aN
P1z a P1 aN
P12 a Pz aN
P]_ a P1 aN
P-aP:aN
A 4 h 4
POZITIVNE NEGATIVNE POZITIVNE NEGATIVNE

P1: testovaci cyklus s pozitivnym vysledkom len pre CD86; P2: testovaci cyklus s pozitivnym vysledkom len pre CD54;
P12: testovaci cyklus s pozitivnym vysledkom pre CD86 aj CD54; N: testovaci cyklus, ktory nie je pozitivny pre CD86

ani pre CD54.



D060575/02

*V polickach sa uvadzaju relevantné kombinacie vysledkov z prvych dvoch testovacich cyklov bez ohl'adu na poradie,
v akom sa mohli ziskat’.

#V polickach sa uvadzaju relevantné kombinécie vysledkov z troch testovacich cyklov na zaklade vysledkov ziskanych
v prvych dvoch testovacich cykloch uvedenych v predchadzajicom poli¢ku, neodrazaju vsak poradie, v akom sa mohli
ziskat’.

28.V pripade testovanych chemikalii, ktoré su na zéklade prognozy v teste h-CLAT
povazované za POZITIVNE, sa volite’ne mézu stanovit’ dve hodnoty i¢innej koncentracie
(EC), EC150 pre CD86, resp. EC200 pre CD54, ¢o je koncentracia, pri ktorej testované
chemikalie viedli k indukcii RFI s hodnotou 150 alebo 200. Tieto hodnoty EC mézu
potencialne prispiet’ k postideniu potencie z hl'adiska senzibilizacie (9), ak sa pouziju
v ramci integrovanych pristupov ako IATA (4) (5) (6) (7) (8). Mozno ich vypocitat
pomocou tychto rovnic:

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

EC200 (pre CD54) = Beonc + [(200 — BRFI)/(ARFI — Brrr) X (Aconc — Beone)]

ked’
Aconc je najnizsia koncentracia v pg/ml s hodnotou RFI > 150 (CD86) alebo 200 (CD54)
Bcone je najvyssia koncentracia v pg/ml s hodnotou RFI < 150 (CD86) alebo 200 (CD54)

Arr1 je hodnota RFI pri najnizSej koncentracii s hodnotou RFI> 150 (CD86) alebo 200
(CD54)

Brrr je hodnota RFI pri najvyssej koncentréacii s hodnotou RFI <150 (CD86) alebo 200
(CD54)

Na tcely presnejSieho odvodenia hodnot EC150 a EC200 sa mézu vyzadovat tri nezavislé
testovacie cykly merania expresie CD86/CD54. Konecné hodnoty EC150 a EC200 sa
potom ur¢ia ako hodnota medidnu uc¢innych koncentracii (EC) vypocitanych z troch
nezavislych testovacich cyklov. Ked kritéria pozitivnosti spliaju len dva z troch
nezavislych testovacich cyklov (pozri odseky 26 —27), pouZije sa vySSia hodnota EC150
alebo EC200 z dvoch vypocitanych hodnot.

Kritéria prijatel’'nosti

29. Pri pouziti metédy h-CLAT maja byt’ splnené tieto kritéria prijatelnosti (22) (27).

— Hodnoty zivotaschopnosti buniek kontrol s rastovym médiom a kontrol s aplikaciou
rozpustadla/kontrol s nosicom maju byt vyssie ako 90 %.
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— Pri kontrole s aplikaciou rozpustadla/kontrole s nosi¢om nemaji hodnoty RFI pre CD86
ani pre CD54 prekrocit’ kritérid klasifikacie ako pozitivnej latky (RFI pre CD86 > 150 %
a RFI pre CD54 > 200 %). Hodnoty RFI kontroly s aplikaciou rozpustadla/kontroly
s nosi¢om sa vypocitaji pomocou vzorca opisaného v odseku 25 [vyraz ,,MFI chemikalie*
sa nahradza vyrazom ,,MFI rozpustadla/nosica“ a vyraz ,,MFI rozpustadla/nosica“ sa
nahradza vyrazom ,,MFI kontroly (s rastovym médiom)*].

— Pre kontroly s rastovym médiom aj kontroly s aplikaciou rozpustadla/kontroly s nosicom
ma byt pomer MFI pre CD86 aj pre CD54 voci izotypovej kontrole > 105 %.

— V pozitivnej kontrole (DNCB) maji hodnoty RFI pre CD86 aj CD54 spiiiat’ kritéria
klasifikacie ako pozitivnej latky (RFI pre CD86 > 150 aRFI pre CD54 >200)
a zivotaschopnost’ buniek mé byt’ vyssia ako 50 %.

— 'V pripade testovanej chemikdlie ma byt zivotaschopnost’ buniek vyssia ako 50 %
najmenej v Styroch testovanych koncentraciach v kazdom testovacom cykle.

30. Negativne vysledky su prijatelné len pri testovanych chemikéliach, pri ktorych sa
prejavuje Zivotaschopnost’ buniek nizSia ako 90 % pri najvysSej testovanej koncentracii
(t.j. 1,2xCV75 podla schémy sériového riedenia opisanej v odseku 20). Ak je
zivotaschopnost’ buniek pri koncentrécii 1,2 x CV75 rovnaka alebo vyssia ako 90 %, tento
negativny vysledok sa vyradi. V takom pripade sa odportca spresnit vyber davky
opakovanym stanovenim hodnoty CV75. Je potrebné poznamenat, ze ked sa ako
maximalna testovana koncentrdcia testovanej chemikalie pouzije 5 000 pg/ml vo
fyziologickom roztoku (alebo v rastovom médiu ¢i inych rozpustadlach/nosicoch),
1 000 pg/ml v DMSO alebo najvy$Sia rozpustnd koncentracia, negativny vysledok je
prijatel'ny, aj ked’ je Zivotaschopnost’ buniek vyssia ako 90 %.

Sprava o teste

31. Sprava o teste obsahuje tieto informacie:

Testovana chemikalia

Jednozlozkové latky

— identifikacia chemikalie, napriklad ndzov podl'a TUPAC alebo CAS, cisla CAS, kod
SMILES alebo InChl, $truktirny vzorec a/alebo iné identifikatory,

— fyzicky vzhlad, log Kow, rozpustnost vo vode, rozpustnost v DMSO, molekulova
hmotnost’ a iné relevantné fyzikalno-chemické vlastnosti v dostupnom rozsahu,

— Cistota, chemicka identita necistot, ak to je vhodné a prakticky uskuto¢nitel'né, atd’.,
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— Tprava pred testovanim (napr. zahriatie, rozomletie), ak sa uplatnuje,
— testované koncentracie,
— podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,

— oddvodnenie vyberu rozpustadla/nosica pre kazdu testovani chemikaliu.

Viaczlozkové¢ latky, UVCB a zmesi

— C¢o najpodrobnejSia charakterizacia, napr. prostrednictvom chemickej identity (pozri
vyssie), Cistoty, kvantitativneho vyskytu a relevantnych fyzikalno-chemickych vlastnosti
(pozri vyssie) zloziek v dostupnom rozsahu,

— fyzicky vzhlad, rozpustnost vo vode, rozpustnost v DMSO a iné relevantné fyzikalno-
chemické vlastnosti v dostupnom rozsahu,

— molekulova hmotnost’ alebo relativna molekulova hmotnost’ v pripade zmesi/polymérov
znameho zloZenia alebo iné informéacie potrebné na vykonanie Studie,

— TUprava pred testovanim (napr. zahriatie, rozomletie), ak sa uplatiuje,
— testované koncentracie,
— podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,

— oddvodnenie vyberu rozpustadla/nosica pre kazdu testovanu chemikaliu.

Kontroly

Pozitivna kontrola

— identifikacia chemikalie, napriklad ndzov podl'a IUPAC alebo CAS, ¢isla CAS, kod
SMILES alebo InChl, strukturny vzorec a/alebo iné identifikatory,

— fyzicky vzhlad, log Kow, rozpustnost vo vode, rozpustnost v DMSO, molekulova
hmotnost’ a iné relevantné fyzikalno-chemické vlastnosti v dostupnom rozsahu a podla
potreby,

— (Cistota, chemicka identita ne€istot, ak to je vhodné a prakticky uskuto¢nitel'né, atd’.,
— Uprava pred testovanim (napr. zahriatie, rozomletie), ak sa uplatiuje,
— testované koncentracie,

— podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,
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v uplatnitel'nom pripade odkaz na historické vysledky pre pozitivne kontroly dokazujuce
vhodné kritéri prijatel'nosti testovacieho cyklu.

Negativna kontrola a kontrola s aplikaciou rozpustadla/kontrola s nosicom

identifikacia chemikalie, napriklad nazov podla IUPAC alebo CAS, cisla CAS, kod
SMILES alebo InChl, struktirny vzorec a/alebo iné identifikatory,

Cistota, chemicka identita necistot, ak to je vhodné a prakticky uskutocnitelné, atd’.,

fyzicky vzhl'ad, molekulovd hmotnost’ a d’alSie relevantné fyzikalno-chemické vlastnosti
v pripade, Ze sa pouziju iné kontrolné rozpustadla/nosice ako tie uvedené v usmerneni na
vykonavanie testov, a to v dostupnom rozsahu,

podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,

odovodnenie vyberu rozpustadla/nosica pre kazda testovanti chemikaliu.

Podmienky testu

meno a adresa objednavatel’a, testovacieho zariadenia a veduceho Studie,
opis pouzitého testu,
pouzitd bunkova linia, podmienky jej skladovania a zdroj (napr. zariadenie, z ktorého bola

ziskana),

pouzita prietokova cytometria (napr. model) vratane pouZitych nastaveni pristroja,
globulinu, protilatok a markera cytotoxicity,

postup pouzity na preukdzanie spdsobilosti laboratoria vykondvat' dany test testovanim
chemikalii na preukézanie sposobilosti a postup pouzity na preukazanie opakovate'ného
vykonévania testu v priebehu ¢asu, napr. udaje o historickych kontrolach a/alebo udaje
o historickych kontrolach reaktivity.

Kritéria prijatelnosti testu

hodnoty Zivotaschopnosti buniek, hodnoty MFI a RFI ziskané pomocou kontroly
s aplikaciou rozpustadla/kontroly s nosiCom v porovnani s rozsahmi prijatel’nosti,

hodnoty Zivotaschopnosti buniek a hodnoty RFI ziskané pomocou pozitivnej kontroly
v porovnani s rozsahmi prijatel'nosti,

zivotaschopnost’ buniek pri vSetkych testovanych koncentraciach testovanej chemikalie.

Testovaci postup
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— pocet pouzitych testovacich cyklov,

— pouzité¢ koncentracie testovanych chemikalii, ich pouzitie a expozi¢ny Cas (ak sa liSia od
odportacanych),

— trvanie expozicie (ak sa lisi od odporacaného trvania),
— opis pouzitych kritérii hodnotenia a rozhodovania,

— opis vSetkych zmien v testovacom postupe.

Vysledky

— udaje v tabulkovej podobe vratane CV75 (v uplatnitelnom pripade), individudlnych
geometrickych priemerov. MFI, RFI, hodndét zivotaschopnosti buniek, hodnot
EC150/EC200 (v uplatnitelnom pripade) ziskanych pri testovanej chemikalii a pri
pozitivnej kontrole v kazdom testovacom cykle, ako aj uvedenie hodnotenia testovanej
chemikalie podl'a prognostického modelu,

— v uplatnitelnom pripade opis vsetkych relevantnych pozorovani.

Rozbor vysledkov
— rozbor vysledkov ziskanych metdodou h-CLAT,

— posudenie vysledkov testu v kontexte IATA, ak st k dispozicii iné relevantné informécie.

Zavery
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Dodatok 1.1

VYMEDZENIE POJMOV

Presnost’: miera zhody vysledkov testu s akceptovanymi referenénymi hodnotami. Ide
o mieru vykonnosti testu a jeden z aspektov relevantnosti. Tento pojem sa ¢asto pouziva
zamenitel'ne s pojmom ,,zhoda“ a oznacuje podiel spravnych vysledkov testu (21).

AQOP (draha nepriaznivého ucinku): sled udalosti od chemickej Struktiry cielovej
chemikalie alebo skupiny podobnych chemikalii cez molekuldrnu iniciacnu udalost’ az po
vysledok in vivo, ktory je predmetom zaujmu (22).

Chemikalia: latka alebo zmes.

CV75: odhadovana koncentracia, pri ktorej sa pozoruje 75% zivotaschopnost’ buniek.
EC150: koncentracie, pri ktorych sa vykazuju hodnoty RFI 150 pri expresii CD86.
EC200: koncentracie, pri ktorych sa vykazuji hodnoty RFI 200 pri expresii CD54.

Prietokova cytometria: cytometricka technika, pri ktorej bunky rozmiesané v kvapaline
prechadzaju jednotlivo cez ohnisko excitovaného svetla, ktoré je rozptylené podl'a vzorov
charakteristickych pre bunky aich zlozky. Bunky sa casto oznacuji pomocou
fluorescenc¢nych markerov, vd’aka comu sa svetlo najskor absorbuje a néasledne emituje
v zmenenych frekvenciach.

Nebezpefnost’: inherentnd vlastnost’ ¢inidla, pripadne situdcia, ktora moéze vyvolat
nepriaznivé U€inky pri expozicii organizmu, systému alebo (sub)populacie u€¢inkom daného
¢inidla.

IATA (integrovany pristup k testovaniu a hodnoteniu): Struktirovany pristup pouzivany
na identifikaciu (potencialnej) nebezpecnosti, charakterizaciu nebezpecnosti (z hladiska
potencie) a/alebo hodnotenie bezpecnosti (potencidl/potencia a expozicia) chemikalie alebo
skupiny chemikalii, ktory strategicky integruje a porovndva vSetky relevantné tudaje
v zdujme prijatia regulacného rozhodnutia o potencidlnej nebezpecnosti a/alebo riziku
a/alebo potrebe vykonania d’alSich cielenych, t. j. minimalnych testov.

Kontrola s rastovym médiom: neoSetreny replikat, ktory obsahuje vSetky zlozky
testovaciecho systému. Tato vzorka sa spracuje so vzorkami oSetrenymi testovanou
chemikaliou, ako aj s inymi kontrolnymi vzorkami s cielom zistit, ¢i rozpuStadlo/nosic
a testovaci systém na seba navzdjom pdsobia.

Zmes: zmes alebo roztok zloZeny z dvoch alebo viacerych latok.
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Jednozlozkova latka: latka definovand svojim kvantitativnym zlozenim, v ktorej je hlavna
zloZka zastipena v koncentracii najmenej 80 hm. %.

Viaczlozkova latka: latka definovana svojim kvantitativnym zlozenim, v ktorej je viac ako
jedna hlavna zlozka zastipend v koncentracii > 10 hm. % a < 80 hm. %. Viaczlozkova latka
je vysledkom vyrobného procesu. Rozdiel medzi zmesou a viaczlozkovou latkou spociva
v tom, ze zmes sa ziskava zmieSanim dvoch alebo viacerych latok bez toho, aby doslo
k chemickej reakcii. Viaczlozkova latka je vysledkom chemickej reakcie.

Pozitivna kontrola: replikat obsahujuci vSetky zlozky testovacieho systému a oSetreny
latkou, ktord je zndma tym, ze vyvoldva pozitivnu reakciu. Aby bolo mozné vyhodnotit’
variabilitu reakcie na pozitivnu kontrolu v Case, nesmie byt rozsah pozitivnej reakcie
nadmerne vel'ky.

Pre-haptény: chemikalie, ktoré sa stdvaju senzibilizatormi prostrednictvom abiotickej
transformaécie.

Pro-haptény: chemikalie, pri ktorych sa vyzaduje enzymaticka aktivacia na to, aby vznikol
potencial koznej senzibilizacie.

Relativna fluorescencna intenzita (RFI): relativne hodnoty geometrického priemeru
intenzity fluorescencie (MFI) v bunkach oSetrenych chemikdliou v porovnani s hodnotou
MFTI pri bunkach oSetrenych rozptustadlom/nosicom.

Relevantnost’: opis vztahu testu k u¢inku, ktory je predmetom zdujmu, a toho, ¢i je tento
uc¢inok zmysluplny a uzitoény na konkrétny ucel. Ide o mieru, do akej sa testom spravne
meria alebo predpoveda biologicky Uc¢inok, ktory je predmetom zaujmu. Relevantnost
zohladiiuje presnost’ (zhodu) testu (21).

SpoPahlivost’: miera rozsahu, v ramci ktorého sa moZe test pocas istého ¢asového obdobia
reprodukovatel'ne vykondvat’ v ramci laboratorii a medzi nimi navzdjom, priCom sa pouziva
ten isty protokol. Hodnoti sa vypoc€itanim vnutrolaboratornej a medzilaboratornej
reprodukovatelnosti a vnutrolaboratérnej opakovatelnosti (21).

Testovaci cyklus: testovaci cyklus pozostdva zjednej alebo viacerych testovanych
chemikalii testovanych stbezne s kontrolou s aplikaciou rozpustadla/kontrolou s nosi¢om
a s pozitivnou kontrolou.

Citlivost’: podiel vSetkych pozitivnych/aktivnych chemikalii, ktoré sa testom spravne
klasifikovali. Je to miera presnosti testu, ktory poskytuje kategorizacné vysledky. Ide
o dodlezité hl'adisko pri hodnoteni relevantnosti testu (21).

Vyfarbovaci tlmivy roztok: fosfatovy tlmivy fyziologicky roztok obsahujuci 0,1 %
bovinného sérového albuminu.
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Kontrola s aplikaciou rozpustadla/kontrola s nosi¢om: neosSetrend vzorka obsahujuca
vSetky zlozky testovacieho systému okrem testovanej chemikalie, ale vratane pouzitého
rozpustadla/nosica. Sluzi na stanovenie zakladnej reakcie vzoriek oSetrenych testovanou
chemikaliou rozpustenou alebo stabilne rozmieSanou v rovnakom rozpustadle/nosici. Ked’
sa tato vzorka testuje so subeznou kontrolou s rastovym médiom, preukdze sa aj to, ¢i
rozpustadlo/nosic a testovaci systém na seba navzajom pdsobia.

Specifickost’: podiel vietkych negativnych/neaktivnych chemikalii, ktoré sa testom spravne
klasifikovali. Je to miera presnosti testu, ktory poskytuje kategorizacné vysledky. Ide
o dodlezité hl'adisko pri hodnoteni relevantnosti testu (21).

Latka: chemicky prvok ajeho zliceniny v prirodnom stave alebo ziskané akymkol'vek
vyrobnym postupom vratane vSetkych prisad potrebnych na udrzanie ich stability a vSetkych
necistot pochadzajucich z pouzitého postupu, ktory vsak nezahfna ziadne rozpustadla, ktoré
mozno oddelit’ bez ovplyvnenia stability latky alebo zmeny jej zlozenia.

Testovana chemikalia: kazda latka alebo zmes testovana pomocou tejto metddy.

Globalny harmonizovany systém Kklasifikacie a oznacovania chemikalii OSN (GHS
OSN): systém, ktorym sa navrhuje klasifikdcia chemikalii (latok a zmesi) podla
Standardizovanych typov a Urovni fyzikalnej, zdravotnej a environmentélnej nebezpecnosti
a ich oznacovanie zodpovedajiicimi komunika¢nymi prvkami, ako su piktogramy, vystrazné
slovd, vystrazné upozornenia, bezpecnostné upozornenia a karty bezpecnostnych udajov,
s cielom poskytnit’ informacie o nepriaznivych ucinkoch danych chemikalii v zaujme
ochrany o0sO6b (vratane zamestnavatelov, pracovnikov, prepravcov, spotrebitelov
a subjektov reakcie na nidzové situdcie) a zivotného prostredia (23).

UVCB:: latky nezndmeho alebo variabilného zloZenia, produkty komplexnych reakcii alebo
biologické materialy.

Platny test: test, ktory sa na dany cel povazuje za dostatone relevantny a spolahlivy
aktory je zaloZzeny na vedecky podloZzenych zasadach. Test nie je nikdy platny
v absolutnom zmysle, ale len vo vzt'ahu k vymedzenému tcelu (21).

497



Dodatok 1.2

LATKY NA PREUKAZANIE SPOSOBILOSTI

D060575/02

Je potrebné, aby laboratérid pred zacatim bezného pouzivania testu opisaného v tomto
dodatku k testovacej metdde B.71 preukazali technickll spdsobilost’ tak, ze spravne ziskaji
oCakavanii prognozu vysledku testu h-CLAT v pripade 10 chemikélii odporuc¢anych
v tabulke 1 aziskaji hodnoty CV75, EC150 aEC200, ktoré patria do prislusného
referencného rozsahu pre najmenej 8 z 10 latok na preukazanie spdsobilosti. Latky na
preukazanie sposobilosti boli vybrané tak, aby reprezentovali rozsah reakcii z hl'adiska
nebezpecenstva koznej senzibilizdcie. Medzi d’alSie vyberové kritéria patrilo to, aby boli
latky komeréne dostupné a aby boli dostupné referencné udaje in vivo s vysokou kvalitou,
ako aj udaje in vitro s vysokou kvalitou vygenerované pomocou metody h-CLAT. Pre
metddu h-CLAT su k dispozicii aj publikované referenéné udaje (3) (14).

Tabulka 1: Odporacané latky na preukazovanie technickej sposobilosti pri metode h-CLAT

Vysledky h-CLAT

Vysledky h-CLAT

Latky na preukazanie Registra¢né | Skupenst | Prognéza in Referegcny pre ,C ],)86 pre ,CD,54
spésobilosti Sislo CAS vo vivol rozsah CV75/| (referen¢ny rozsah |(Referen¢ny rozsah
. v pg/mP? EC150 EC200
v pg/ml)? v pg/ml)?
.. , . , senzibilizator pozitivne pozitivne
2,4-dinitrochlorbenzén 97-00-7 tuhé (extrémny) 2-12 (0.5 10) 05— 15)
T , senzibilizator pozitivne negativne
4-fenyléndiamin 106-50-3 tuhé (silng) 5-95 (< 40) > 1,5
. . , . senzibilizator pozitivne pozitivne
siran nikelnaty 10101-97-0 tuhé (mierny) 30-500 (< 100) (10— 100)
. , senzibilizator negativne pozitivne
2-merkaptobenzotiazol 149-30-4 tuhé (mierny) 30 - 400 > 10y} (10— 140)
. . . | senzibilizator negativne pozitivne
R(+)-limonén 5989-27-5 | kvapalné (slab) >20 > 5) (< 250)
- L . . senzibilizator pozitivne pozitivne
imidazolidinyl mocovina 39236-46-9 tuhé (slab) 25-100 (20 - 90) (20— 75)
. 7y . | nespdsobuje negativne negativne
izopropanol 67-63-0 kvapalné senzibilizdciu > 5000 (> 5 000) (> 5 000)
e . | nespdsobuje negativne negativne
glycerol S6-81-5 | kvapalné | iitizaciu | > 000 (> 5 000) (> 5 000)
. -~ 51 . | nespdsobuje _ negativne negativne
kyselina mlie¢na 50-21-5 kvapalné senzibilizaciu 1500 -5 000 > 5 000) (> 5 000)
P, , 12 , nesposobuje negativne negativne
kyselina 4-aminobenzoova | 150-13-0 tuhé senzibilizaciu >1 000 (> 1 000) (> 1 000)

Skratky: Registracné ¢islo CAS = ¢islo v registri sluzby CAS (Chemical Abstracts Service)

! Prognéza nebezpecnosti a (potencie) in vivo na zaklade udajov LLNA (3) (14). Potencia in vivo je odvodena pomocou kritérii
navrhnutych organizaciou ECETOC (24).
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2 Na zaklade historickych pozorovanych hodnét (13) (25).

3 Historicky sa vécsina negativnych vysledkov ziskala pre tento marker, a preto sa prevazne ofakava negativny vysledok.

Uvedeny rozsah bol vymedzeny na zaklade malého poctu historicky pozorovanych pozitivnych vysledkov. V pripade, Ze sa ziska
pozitivny vysledok, hodnota EC ma byt’ v ramci uvadzaného referen¢ného rozsahu.
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Dodatok 2

KOZNA SENZIBILIZACIA IN VITRO: TEST AKTIVACIE BUKOVEJ LINIE U937 (U-
SENST™)

POCIATOCNE UVAHY A OBMEDZENIA

1.

V teste U-SENS™ gsa kvantifikuje zmena expresie povrchového bunkového markera
v suvislosti s procesom aktivacie monocytov a dendritovych buniek (DC) (t.j. CD86)
v bunkovej linii U937 'udského histiocytového lymfému po expozicii senzibilizatorom (1).
Namerané urovne expresie povrchového bunkového markera CD86 v bunkovej linii U937
nasledne sluzia ako ukazovatel’ pri rozliSovani medzi koZznymi senzibilizdtormi a latkami
nespdsobujucimi senzibilizaciu.

. Test U-SENS™ sa hodnotil v rdmci validac¢nej Studie (2) koordinovanej spolo¢nost'ou

L’Oreal anasledne bol predmetom nezavislého partnerského preskimania zo strany
vedeckého poradného vyboru (ESAC) referencného laboratoria Eurdpskej tUnie pre
alternativy k testovaniu na zvieratich (EURL ECVAM) (3). Na zaklade zvéazenia vSetkych
dostupnych ddkazov a vstupov regulaénych organov a zainteresovanych stran vydalo
laboratérium EURL ECVAM odporucanie (4), aby sa test U-SENS™ pouzival na podporu
rozliSenia senzibilizatorov od latok nespdsobujlcich senzibilizaciu v ramci IATA na ucely
klasifikacie a oznaCovania nebezpecnosti. OECD sa v usmerfiovacom dokumente
o vykazovani Strukturovanych pristupov k integracii tidajov a k individudlnym zdrojom
informaécii, ktoré sa pouZzivaju v ramci IATA v pripade koznej senzibilizacie, v sucasnosti
venuje viacerym pripadovym $tidiam opisujucim rézne stratégie testovania a prognosticke
modely. Jeden z uvedenych réznych vymedzenych pristupov je zaloZeny na skuSke U-
SENS (5). Priklady pouzitia udajov z testu U-SENS™ v kombinécii s inymi informaciami
vratane historickych udajov a existujicich platnych udajov o l'udoch (6) st uvedené
v literature (4) (5) (7).

. Preukazalo sa, Ze test U-SENS™ je prenosny do laboratérii, ktoré maji skusenosti

s technikami tykajicimi sa bunkovych kultir as analyzou pomocou prietokovej
cytometrie. Uroveii reprodukovatelnosti v prognézach, ktora mozno od tohto testu
ocakévat’, je rddovo 90 % v ramci laboratoria a 84 % medzi laboratoriami (8). Z vysledkov
ziskanych vo valida¢nej stadii (8) a v inych uverejnenych stadiach (1) celkovo vyplyva, ze
v porovnani s vysledkami LLNA presnost’ pri odliSovani koZznych senzibilizatorov (t. j.
kategoria 1 GHS OSN/CLP) od latok nespdsobujucich senzibilizaciu predstavuje 86 %
(N =166) s citlivostou 91 % (118/129) a so Specifickostou 65 % (24/37). V porovnani
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s vysledkami u I'udi presnost’ pri odliSovani koznych senzibilizatorov (t. j. kategoria 1 GHS
OSN/CLP) od latok nesposobujucich senzibilizaciu predstavuje 77 % (N =101)
s citlivostou 100 % (58/58) aso Specifickostou 47 % (20/43). V porovnani s LLNA
povedie test U-SENS™ g via¢Sou pravdepodobnostou k faloSne negativhym prognozam
v pripade chemikalii, ktoré vykazuju nizku az miernu potenciu z hladiska koznej
senzibilizacie (t. j. podkategoria 1B GHS OSN/CLP), nez v pripade chemikalii
vykazujuicich vysoku potenciu z hl'adiska koznej senzibilizacie (t. j. podkategoria 1A GHS
OSN/CLP) (1) (8) (9). Celkovo z tychto informacii vyplyva, Ze test U-SENS™ je uzitocny
amoze prispiet k zisteniu nebezpecnosti z hladiska koznej senzibilizdcie. Uvedené
hodnoty presnosti testu U-SENS™ ako samostatného testu st vSak len orientacné, ked’ze
test sa ma hodnotit’ v kombinacii s inymi zdrojmi informacii v kontexte IATA a v stlade
s ustanoveniami odsekov 7 a 8 vSeobecného ivodu. Okrem toho by sa pri hodnoteni metod
na zistenie koZznej senzibilizacie bez pouzitia zvierat malo zohl'adnit’ to, Ze test LLNA ani
iné testy na zvieratach nemusia v plnej miere odzrkadl'ovat’ situaciu u l'udi.

. Na zaklade v stcasnosti dostupnych tdajov sa preukéazalo, Ze test U-SENS™ moZno
pouzit’ v pripade testovanych chemikalii (vratane zloziek kozmetickych vyrobkov, napr.
konzervacnych latok, povrchovo aktivnych latok, ucinnych latok, farbiv), ktoré
predstavuju rozne organické funkéné skupiny, fyzikalno-chemické vlastnosti, potenciu
z hl'adiska koznej senzibilizacie (na zadklade stanovenia v Stadidch in vivo) a spektrum
mechanizmov reakcie, o ktorych je zname, Ze suvisia s koZnou senzibilizaciou (t. .
Michaelov akceptor, vznik Schiffovych zéasad, prvok sprostredkujici prenos acylovej
skupiny, nukleofilnd bimolekulovad substitucia [SN2] alebo nukleofilna substitiicia na
aromatickom jadre [SNAr]) (1) (8) (9) (10). Test U-SENS™ sa pouziva pri testovani
chemikalii, ktoré s rozpustné alebo vytvaraji stabilné disperzie (t.]. koloid alebo
suspenziu, v ktorej sa testovand chemikalia neusadi ani neoddeli od rozpustadla/nosi¢a do
roznych faz) vo vhodnom rozpustadle/nosici (pozri odsek 13). Pomocou testu U-SENS™
sa dosiahla spravna prognoéza v pripade chemikalii, ktoré st v mnozine tdajov uvadzané
ako pre-haptény (t. j. latky aktivované oxidaciou) alebo pro-haptény (t. j. latky vyzadujuce
enzymaticklu aktivaciu, napriklad pomocou enzymov P450) (1) (10). Latky spdsobujuce
naruSenie membrany mozu viest k faloSne pozitivnym vysledkom vzhladom na
nespecifické zvysenie expresie CD86, ked’ze 3 zo 7 faloSne pozitivnych latok vzh'adom na
referen¢nu klasifikaciu in vivo boli povrchovo aktivne latky (1). Takéto pozitivne vysledky
v pripade povrchovo aktivnych latok je potrebné posudzovat obozretne, zatial co
negativne vysledky v pripade povrchovo aktivnych latok mozno pouzit' na podporu
identifikacie testovanej chemikalie ako latky nesposobujicej senzibilizaciu. Fluorescenéné
testované chemikalie mozno hodnotit’ pomocou testu U-SENS™ (1), silné¢ fluorescencné
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testované chemikalie, ktoré emituji svetlo na rovnakej vlnovej dizke ako fluorescein-
izotio-kyanat (FITC) alebo propidium-jodid (PI), vSak budi ovplyviiovat’ detekciu
pomocou prietokovej cytometrie, a preto ich nemozno spravne hodnotit pomocou
protilatok konjugovanych s FITC (potencidlne faloSne negativny vysledok) alebo pomocou
PI (nie je mozné merat’ zivotaschopnost’). V takom pripade mozno pouzit’ iné protilatky
oznacené fluorochromom alebo iné markery cytotoxicity, pokiall sa preukdzalo, ze
poskytuji rovnaké vysledky ako protilatky oznacené pomocou FITC alebo PI (pozri odsek
18), napr. testovanim latok na preukdzanie spdsobilosti uvedenych v dodatku 2.2.
Vzhladom na vysSie uvedené informécie je potrebné interpretovat’ pozitivne vysledky
v pripade povrchovo aktivnych latok a negativne vysledky v pripade silnych
fluorescencnych testovanych chemikalii v kontexte uvedenych obmedzeni a spolo¢ne
s inymi zdrojmi informacii v rdmci IATA. V pripade, ze existuji dokazy o nepouzitelnosti
testu U-SENS™ na iné Specifické kategorie testovanych chemikalii, by sa tento test nemal
pri tychto Specifickych kategoriach pouzit'.

5. Ako bolo opisané¢ vyssie, test U-SENS™ umoziluje rozliSovanie medzi koZznymi
senzibilizdtormi a latkami nespdsobujicimi senzibilizdciu. Mo6Ze vSak takisto potencialne
prispiet k posudeniu potencie z hladiska senzibilizdcie, ak sa pouzije v ramci
integrovanych pristupov ako IATA. Na to, aby bolo mozZné ur¢it, ako vysledky testu U-
SENS™ mozu prispiet’ k posudzovaniu tejto potencie, vSak bude potrebna d’alSia praca,
pokial’ mozno zalozend na idajoch tykajucich sa ¢loveka.

6. Vymedzenie pojmov je uvedené v dodatku 2.1.

PRINCIP TESTU

7. Test U-SENS™ predstavuje skusku in vitro, v ktorej sa kvantifikujo zmeny expresie
povrchového bunkového markera CD86 v bunkach U937 bunkovej linie l'udského
histiocytového lymfému po expozicii testovanej chemikalii v trvani 45 +3 hod. Povrchovy
marker CD86 je jednym typickym markerom aktivacie U937. Je zname, Ze CDS86 je
kostimulacna molekula, ktord moze imitovat monocytovi aktivaciu zohravajiucu
vyznamnu ulohu pri prvotnej aktivacii T-buniek. Zmeny expresie povrchového bunkového
markera CD86 sa meraju pomocou prietokovej cytometrie po zafarbeni buniek zvycajne
pomocou protilatok oznacenych fluorescein-izotio-kyanatom (FITC). Sucasne sa
uskuto¢iiuje aj meranie cytotoxicity (napr. pomocou PI) s cielom posudit, ¢i pri nizsich
ako cytotoxickych koncentracidch dochadza k zvySeniu expresie povrchového bunkového
markera CD86. Vypocita sa stimulacny index (SI) povrchového bunkového markera CD86
v porovnani s kontrolou s aplikdciou rozpustadla/kontrolou s nosi€¢om, ktory sa pouZije
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v prognostickom modeli (pozri odsek 19) na podporu rozliSenia senzibilizatorov od latok
nespdsobujucich senzibilizaciu.

PREUKAZANIE SPOSOBILOSTI

8.

Je potrebné, aby laboratéria pred zacatim bezného pouzivania testu opisaného v tomto
dodatku k testovacej metode B.71 preukazali technicku sposobilost’ pouzitim 10 latok na
preukdzanie spdsobilosti uvedenych v dodatku 2.2 v sulade so spravnymi postupmi metod
in vitro (11). Pouzivatelia testu maji okrem toho viest historicki databdzu udajov
vytvorenych na zéklade kontrol reaktivity (pozri odsek 11) a pozitivnych kontrol a kontrol
s aplikaciou rozpustadla/kontrol s nosi¢om (pozri odseky 15— 16) ana zdklade tychto
udajov potvrdit, Ze sa v priebehu casu zachovava reprodukovatelnost’ testu v ich
laboratoriu.

POSTUP

9.

Tento test je zaloZzeny na protokole DB-ALM (DataBase service on ALternative Methods
to animal experimentation — databdzova sluzba v stvislosti s alternativnymi metédami
k pokusom na zvieratach) ¢. 183 k testu U-SENS™ (12). Pri zavadzani a vyuZzivani testu
U-SENS™ v laboratoriu sa maji pouzivat' Standardné prevadzkové postupy (SOP). Na
pouzivanie testu U-SENS™ moZno pouzit' automatizovany systém, ak pri iom mozno
preukazat, ze poskytuje podobné vysledky, napriklad pomocou testovania latok na
preukazanie sposobilosti uvedenych v dodatku 2.2. Dalej je uvedeny opis hlavnych zloZiek
a postupov testu U-SENS™,

Priprava buniek

10. Na vykonanie testu U-SENS™ sa pouziva bunkova linia U937 l'udského histiocytového

11.

lymfému (13). Bunky (klon CRL1593.2) sa maju ziskat’ z riadne kvalifikovanej bunkove;j
banky, ako je napriklad bunkova banka ATCC (American Type Culture Collection).

Bunky U937 sa kultivuju pri teplote 37 °C v atmosfére s vys$Sou relativnou vlhkost'ou
a5 % CO2 v rastovom médiu RPMI-1640 s pridanim 10 % fetdlneho tel'acieho séra (FCS),
L-glutaminu s koncentraciou 2 mM, 100 jednotiek/ml  penicilinu a 100 pg/ml
streptomycinu (Uplné rastové médium). PasdZovanie buniek U937 sa Standardne
uskutoéiiuje kazdé 2 — 3 dni s hustotou 1,5, resp. 3 x 10° buniek/ml. Hustota buniek nem4
prekrocit’ 2 x 10° buniek/ml a Zivotaschopnost’ buniek, ktora sa meria na zaklade vylucenia
trypanovej modrej, ma byt > 90 % (nemd sa pouzit’ pri prvej pasdzi po rozmrazeni). Pred
pouzitim na testovanie sa kazdd Sarza buniek, FCS alebo protilatok kvalifikuje
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uskutocnenim kontroly reaktivity. Na kontrolu reaktivity buniek sa pouziva pozitivna
kontrola, kyselina 2,4,6-trinitrobenzénsulfonova trihydrat: TNBS) (registracné ¢islo CAS
2508-19-2, cistota > 99 %), a negativna kontrola, kyselina mlie¢na (LA) (registra¢né ¢islo
CAS 50-21-5, cistota>85 %), ato aspon jeden tyzdeit po rozmrazeni. Na kontrolu
reaktivity sa testuje Sest’ konecnych koncentracii pre kazdu z tychto dvoch kontrol (TNBS:
1, 12,5, 25, 50, 75, 100 pg/ml a LA: 1, 10, 20, 50, 100, 200 pg/ml). V pripade TNBS
rozpustenej v Uplnom rastovom médiu sa ma pri CD86 dosiahnut’ pozitivna reakcia
areakcia zavisla od koncentracie (napr. ked za pozitivhou koncentraciou, SI pre
CD86 > 150, nasleduje koncentracia s rasticou hodnotou SI pre CD86) a v pripade LA
rozpustenej v uplnom rastovom médiu sa ma pri CD86 dosiahnut’ negativna reakcia (pozri
odsek 21). V ramci skusky sa pouzije len ta Sarza buniek, ktord dvakrat vyhovela pri
kontrole reaktivity. Bunky mozno po rozmrazeni rozmnozovat az sedem tyzdnov. Nema sa
prekroCit’ 21 pasdzi. Kontrola reaktivity sa ma uskuto¢nit’ podl'a postupov opisanych
v odsekoch 18 — 22.

12. Na tcely testovania sa bunky U937 nasadia s hustotou 3 x 10° buniek/ml alebo 6 x 10°
buniek/ml a predbezne sa kultivujii v kultivaénych bankdch 2 dni, resp. 1 den. Iné
podmienky predbeznej kultivacie ako tie, ktoré st opisané vysSie, mozno pouzit, ak sa
uvedie dostatocné vedecké zddvodnenie a ak pri nich mozno preukézat, Zze poskytuju
podobné vysledky, napriklad pomocou testovania latok na preukdzanie sposobilosti
uvedenych v dodatku 2.2. V denl testovania sa bunky zozbierané z kultivacnej banky
resuspenduji pomocou &erstvého rastového média s koncentraciou 5 x 10° buniek/ml.
Bunky sa d’alej rozdelia na 96-jamkova mikrotitraént platnicku s plochym dnom po 100 pl
(kone¢na hustota buniek 0,5 x 10° buniek/jamka).

Priprava testovanych chemikalii a kontrolnych latok

13. Pred testovanim sa uskuto¢ni posudenie rozpustnosti. Na tento ucel sa testované
chemikalie rozpustia alebo stabilne rozmieSaju s koncentraciou 50 mg/ml v Gplnom
rastovom médiu, ktoré predstavuje prvia moznost pri vybere rozpustadla, alebo
v dimetylsulfoxide (DMSO, cistota > 99 %), ktory predstavuje druhti moznost’ pri vybere
rozpustadla/nosica, ak testovand chemikélia nie je rozpustnd v rozpusStadle/nosici
s uplnym rastovym médiom. Na Ucely tohto testovania sa testovand chemikalia rozpusti
s konecnou koncentraciou 0,4 mg/ml v Gplnom rastovom médiu, ak je chemikalia
rozpustnd v tomto rozpustadle/nosici. Ak je chemikalia rozpustnd len v DMSO, rozpusti sa
s koncentraciou 50 mg/ml. Iné rozpustadla/nosice ako tie, ktoré su opisané vysSie, mozno
pouzit, ak sa uvedie dostatocné vedecké zdovodnenie. Zohl'adiiuje sa aj stabilita testovane;j
chemikélie v kone¢nom rozpustadle/nosici.
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Testované chemikalie a kontrolné latky sa pripravuju v den testovania. Kedze sa
neuskuto¢niuje skuska na stanovenie davky, v prvom testovacom cykle sa testuje 6
kone¢nych koncentracii (1, 10, 20, 50, 100 a 200 pg/ml) v prisluSnom rozpustadle/nosici,
ato bud vuplnom rastovom médiu, alebo v 0,4 % DMSO vrastovom médiu. V
nasledujucich testovacich cykloch, pri ktorych sa zacina s roztokmi testovanej chemikalie
od koncentracie 0,4 mg/ml v Gplnom rastovom médiu alebo 50 mg/ml v DMSO, sa
pripravia aspon 4 pracovné roztoky (t.j. aspon 4 Kkoncentracie) v prisluSnom
rozpustadle/nosici. Pracovné roztoky sa nakoniec pouziju na oSetrenie pridanim rovnakého
objemu bunkovej suspenzie U937 (pozri odsek 11 vyssie) k objemu pracovného roztoku na
mikrotitracnej platnicke, aby sa dosiahlo d’alSie dvojnasobné riedenie (12). Koncentracie
(aspoit 4 koncentracie) pre akykol'vek dalsi testovaci cyklus sa zvolia na zaklade
jednotlivych vysledkov vsetkych predchédzajucich testovacich cyklov (8). Pouzitelné
kone¢né koncentracie su 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 a 200 pg/ml. Maximalna konecnd koncentricia je
200 pg/ml. V pripade, Ze sa pri CD86 pozoruje pozitivna hodnota pri koncentrécii 1 pg/ml,
vyhodnoti sa koncentracia 0,1 pg/ml s cielom zistit’” koncentraciu testovanej chemikalie,
ktord nesposobuje indukciu CD86 nad hranicou pozitivnej klasifikacie. Pri kazdom
testovacom cykle sa vypocita hodnota EC150 (koncentracia, pri ktorej sa pri chemikalii
dosahuje hranica pozitivnej klasifikacie z hl'adiska CD86 na urovni 150 %, pozri odsek
19), ak sa pozoruje pozitivna reakcia v zavislosti od koncentracie v pripade CD86. V
pripade, Ze testovand chemikalia vyvoldva pozitivhu reakciu CD86, ktord nesuvisi
s koncentraciou, vypocet hodnoty ECI150 nemusi byt relevantny, ako sa opisuje
v protokole DB-ALM ¢. 183 k testu U-SENS™ (12). Vzdy, ked’ je to mozné, sa pri
kazdom testovacom cykle vypocita hodnota CV70 (koncentracia, pri ktorej sa pri
chemikalii dosahuje hranica cytotoxicity na trovni 70 %, pozri odsek 19) (12). S cielom
skimat’ G¢inok zvySenia CD86 z hl'adiska zavislosti od koncentracie je potrebné zvolit
vSetky koncentracie spomedzi pouzitelnych koncentracii tak, aby boli rovnomerne
rozlozené medzi hodnotou EC150 (alebo najvySSou negativnou koncentraciou CD86, ktora
nie je cytotoxickd) a hodnotou CV70 (alebo najvy$Sou povolenou koncentriciou, t. j.
200 pg/ml). V kazdom testovacom cykle sa maju testovat’ najmenej 4 koncentracie, pricom
na Uucely porovnania maju byt asponi 2 koncentricie spolocné s predchadzajicimi
testovacimi cyklami.

V teste U-SENS™ sa ako kontrola s aplikaciou rozpustadla/kontrola s nosicom pouziva
uplné rastové médium (v pripade testovanych chemikalii, ktoré st rozpustené alebo
stabilne rozmiesané) (pozri odsek 4) alebo 0,4 % DMSO v Gplnom rastovom médiu (v
pripade testovanych chemikalii rozpustenych alebo stabilne rozmiesanych v DMSO).
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16. Ako pozitivna kontrola sa v teste U-SENS™ pouziva TNBS (pozri odsek 11) pripravena
v tplnom rastovom médiu. TNBS sa pouzije na platnicke ako pozitivna kontrola pre
meranie expresie CD86 v jednej konecnej koncentracii (50 pug/ml), pri ktorej sa dosahuje
zivotaschopnost’ buniek > 70 %. Na ziskanie koncentracie 50 pg/ml TNBS na platnicke sa
pripravi zasobny roztok s koncentraciou 1 M (t. j. 293 mg/ml) TNBS v Giplnom rastovom
médiu a d’alej sa 2 930-ndsobne zriedi s uplnym rastovym médiom na pracovny roztok
s koncentraciou 100 pg/ml. Ako negativna kontrola sa pouzije kyselina mlie¢na (LA, CAS
50-21-5) s koncentraciou 200 pg/ml, ktord je rozpustend v uplnom rastovom médiu (zo
zasobného roztoku s koncentraciou 0,4 mg/ml). Na kazdej platnicke kazdého testovacieho
cyklu sa pripravia tri replikaty neosetrenej kontroly s uplnym rastovym médiom, kontroly
s aplikaciou rozpustadla/kontroly s nosi¢om, negativnych a pozitivnych kontrol (12).
Pouzit mozno iné vhodné pozitivne kontroly, ak st k dispozicii historické udaje na
odvodenie kritérii prijate'nosti porovnatelnych testovacich cyklov. Kritéria prijatel'nosti
testovacieho cyklu st rovnaké ako kritériad prijatel'nosti opisané pre testovanu chemikaliu
(pozri odsek 12).

Aplikacia testovanych chemikalii a kontrolnych latok

17. Kontrola s aplikdciou rozpustadla/kontrola s nosicom alebo pracovné roztoky opisané
v odsekoch 14 — 16 sa zmieSaji v objemovom pomere 1:1 s bunkovymi suspenziami
pripravenymi na 96-jamkovej mikrotitraénej platnicke s plochym dnom (pozri odsek 12).
OsSetrené platnicky sa potom inkubuju 45 +3 hod. pri teplote 37 °C av atmosfére
s obsahom 5 % COa.. Pred inkubaciou sa mikrotitra¢né platni¢ky uzatvoria polopriepustnou
membranou, aby sa zabrdnilo vyparovaniu prchavych testovanych chemikalii a krizovej
kontaminacii medzi jamkami oSetrenymi testovanymi chemikaliami (12).

Farbenie buniek

18. Po expozicii v trvani 45 £3 hod. sa bunky prenest na mikrotitraént platni¢ku s konickym
dnom a vykona sa ich odber pomocou centrifugicie. Interferencia z hl'adiska rozpustnosti
sa prejavuje vytvorenim kryStdlov alebo kvapiek, ktoré mozno pozorovat pod
mikroskopom 45 +3 hod. po oSetreni (pred zafarbenim buniek). Supernatanty sa odstrania
a zvy$né bunky sa jedenkrat premyju pomocou 100 pl 'adového fosfatového tlmivého
fyziologického roztoku (PBS) s obsahom 5 % fetalneho tel'acieho séra (vyfarbovaci tlmivy
roztok). Po centrifugécii sa bunky resuspenduju pomocou 100 pl vyfarbovacieho tlmivého
roztoku a zafarbia sa pomocou 5 pl (napr. 0,25 pg) anti-CD86 protilatok alebo mysich
protilatok (izotypu) IgGl oznafenych pomocou FITC pri teplote 4 °C pocas 30 min,
pricom su chranené pred svetlom. PouZziju sa protilatky opisané v protokole DB-ALM
¢. 183 (12) k testu U-SENS™ (pre CD86: BD-PharMingen ¢. 555657, klon: Fun-1 alebo
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Caltag/Invitrogen ¢. MHCD8601, klon: BU63; a pre IgGl: BD-PharMingen ¢&. 555748
alebo Caltag/Invitrogen ¢. GM4992). Zo skusenosti tvorcov testu vyplyva, ze intenzita
fluorescencie protilatok je medzi roznymi Sarzami zvycajne jednotnd. V skuaske mozno
pouzit’ aj iné klony alebo protilatky od iného dodavatela, ktoré vyhoveli pri kontrole
reaktivity (pozri odsek 11). Pouzivatelia vSak moézu zvazit titrdciu protilatok
v podmienkach vlastného laboratdria s cielom stanovit’ najvhodnejSiu koncentraciu, ktora
sa ma pouzit. Iny systém detekcie, napr. anti-CD86 protilatky oznacené fluorochromom,
mozno pouzit’, ak pri nich mozno preukazat’, Ze poskytuju podobné vysledky ako protilatky
konjugované s FITC, napriklad pomocou testovania latok na preukazanie spdsobilosti
uvedenych v dodatku 2.2. Bunky sa premyju dvakrat pomocou 100 ul vyfarbovacieho
tlmivého roztoku a jedenkrat pomocou 100 pl l'adového PBS a nasledne sa resuspenduju
v l'adovom PBS (napr. 125 pl pri vzorkach, ktoré sa analyzuji manuélne po jednotlivych
skiimavkach, alebo 50 pul pri pouziti platnicky s automatickym davkovacom) a pridé sa
roztok PI (kone¢na koncentracia 3 pg/ml). Mozno pouzit’ aj iné markery cytotoxicity, ako
je 7-aminoaktinomycin D (7-AAD) alebo trypanova modra, ak pri tychto alternativnych
farbivach mozZno preukazat, ze poskytuju podobné vysledky ako PI, napriklad pomocou
testovania latok na preukazanie sposobilosti uvedenych v dodatku 2.2.

Analyza pomocou prietokovej cytometrie

19. Pomocou prietokovej cytometrie sa analyzuje Uroven expresie CD86, ako aj
Zivotaschopnost’ buniek. Bunky sa zobrazuji v rdmci bodového grafu velkosti (FSC)
a granulacie (SSC) v logaritmickej mierke, aby bolo moZné zretene identifikovat
populaciu v prvej ohranicenej oblasti (gate) R1 a eliminovat ulomky buniek. V kazdej
jamke sa vyzaduje dosiahnutie celkového ciel'ového poctu 10 000 buniek v ohranicene;j
oblasti R1. Bunky z rovnakej ohranic¢enej oblasti (gate) R1 sa zobrazuji v bodovom grafe
FL3 alebo FL4/SSC. Zivotaschopné bunky sa vymedzia oznadenim druhej ohraniGenej
oblasti R2, pomocou ktorej sa vyberie populdcia buniek bez pritomnosti propidium-jodidu
(kanal FL3 alebo FL4). Zivotaschopnost’ buniek mozno vypo&itat’ v analytickom programe
cytometra pomocou rovnice uvedenej d’alej. V pripade nizkej zivotaschopnosti buniek je
mozné ziskat' az 20 000 buniek vratane mftvych buniek. Udaje mozno pripadne ziskat
pocas jednej minuty po zacati analyzy.

Pocet zivych buniek

100

Zivotaschopnost buniek = — = - -
Celkovy pocet ziskanych buniek

Potom sa zmeria percentudlny podiel buniek pozitivnych z hl'adiska FL1 spomedzi tychto
zivotaschopnych buniek nachadzajicich sa v ohranicenej oblasti R2 (v rdmci ohranicenej
oblasti R1). Expresia CD86 na povrchu buniek sa analyzuje v bodovom grafe FL1/SSC
obsahujucom ohrani€ent oblast’ (oblasti) Zivotaschopnych buniek (R2).
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V pripade jamiek s Uplnym rastovym médiom/IgG1l sa marker analyzy stanovi blizko
hlavnej populdcie, aby sa IgGl v kontrolach suplnym rastovym médiom nachadzali
v cielovej zone 0,6 az 0,9 %.

Farebna interferencia sa vymedzuje ako posun v bodovom grafe znazoriiujicom IgGl
oznacené pomocou FITC (hodnota ST geometrického priemeru IgG1 FL1 > 150 %).

Stimula¢ny index (SI) CD86 v pripade buniek v kontrolach (neoSetrené alebo rozmieSané
v 0,4 % DMSO) a buniek oSetrenych chemikaliou sa vypocita pomocou tejto rovnice:

% osetrenych buniek CD86™ —% o3etrenych buniek IgG1*
% kontrolnych buniek CD86% —% kontrolnych buniek 1gG1*

SI = x 100

% neoSetrenych kontrolnych buniek IgG1™: oznaCuje percentudlny podiel buniek IgGl
pozitivnych z hladiska FL1, ktoré st vymedzené spomedzi zivotaschopnych neoSetrenych
buniek pomocou markera analyzy (prijate'ny rozsah > 0,6 % a < 1,5 %, pozri odsek 22).

% kontrolnych/osetrenych buniek IgG17/CD86": oznauje percentualny podiel buniek
IgG1/CD86 pozitivnych z hl'adiska FL1, ktoré st vymedzené spomedzi zivotaschopnych
kontrolnych/oSetrenych buniek bez premiestnenia markera analyzy.

UDAJE A PREZENTOVANIE VYSLEDKOV

Hodnotenie udajov

20.V teste U-SENS™ sa vypocitaju tieto parametre: hodnota CV70, t. j. koncentracia, pri
ktorej sa prejavuje 70 % prezitie buniek U937 (30 % cytotoxicita), a hodnota EC150, t. j.
koncentracia, pri ktorej testované chemikalie vyvolali stimula¢ny index (SI) pre CD86 na
urovni 150 %.

Hodnota CV70 sa vypocita pomocou logaritmickej linedrnej interpolacie na zéklade tejto
rovnice:

CV70=C1+[(VI=70)/(V1 -=V2) x (C2-C1)]
Ked
V1 je minimalna hodnota zivotaschopnosti buniek nad 70 %,

V2 je maximalna hodnota Zivotaschopnosti buniek pod 70 %,

C1 a C2 su koncentracie, pri ktorych sa prejavuje hodnota zivotaschopnosti buniek V1, resp.
V2.
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% Zivotaschopnost (priemer)
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* Davka (pg/mlL)
Cl CV70 C2

Na odvodenie hodnoty CV70 mozno pouzit’ aj iné pristupy, pokial’ sa preukaze, Ze to nema
vplyv na vysledky (napr. pomocou testovania latok na preukazanie spdsobilosti).

Hodnota EC150 sa vypocita pomocou logaritmickej line4rnej interpoldcie na zéklade tejto
rovnice:

ECI150=C1 +[(150-SI 1)/(SI2—-SI1) x (C2-C1)]

Ked”

ClI je najvysSia koncentracia v pg/ml s hodnotou SI pre CD86 < 150 % (SI 1),
C2 je najnizsia koncentracia v ug/ml s hodnotou SI pre CD86 > 150 % (SI 2).

CD86-IeGG1 S.I.
h

912 o
150 o i e i :.‘T". i
] Aemergll® |
s !
Lo
I i >
v " Davka (pg/mL)

Cl EC150 C2

Hodnoty EC150 a CV70 sa vypocitaja

— pre kazdy testovaci cyklus: jednotlivé hodnoty EC150 a CV70 sluzia ako nastroje na
skimanie U¢inku zvySenia CD86 v zéavislosti od koncentracie (pozri odsek 14),

— na zéklade priemernych hodnot Zivotaschopnosti; stanovi sa celkova hodnota CV70 (12),

— na zaklade priemeru SI hodndt CD86; stanovi sa celkova hodnota EC150 pre testovant
chemikaliu, ktora sa na zaklade prognézy v teste U-SENS™ povazuje za POZITIVNU
(pozri odsek 21) (12).

Prognosticky model
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21. Na ucely merania expresie CD86 sa kazda testovand chemikalia testuje najmenej v Styroch
koncentracidch a najmenej v dvoch nezavislych testovacich cykloch (uskuto¢nenych
v réznych ditoch), aby sa odvodila jedna progndza (NEGATIVNA alebo POZITIVNA).

— Jednotlivy zaver testovacieho cyklu U-SENS™ sa povazuje za negativny (d’alej len ,,N*),
ak je SI pre CD86 nizs§i ako 150 % pri vSetkych necytotoxickych koncentracidch
(zivotaschopnost’ buniek > 70 %) a ak sa nepozoruje ziadna interferencia (cytotoxicita,
rozpustnost’: pozri odsek 18 alebo farba: pozri odsek 19 bez ohl'adu na necytotoxické
koncentracie, pri ktorych sa zisti interferencia). Vo vSetkych ostatnych pripadoch: ak je SI
pre CD86 vyssi nez alebo sa rovna 150 % a/alebo ak sa pozoruju interferencie, jednotlivy
zaver testovacieho cyklu U-SENS™ sa povazuje za pozitivny (d’alej len ,,P*).

— Progndza v teste U-SENS™ sa povazuje za NEGATIVNU, ak st najmenej dva nezavislé
testovacie cykly negativne (N) (obrazok 1). Ak st oba prvé testovacie cykly negativne
(N), progndza v teste U-SENST™ sa povazuje za NEGATIVNU a treti testovaci cyklus nie
je potrebné uskutocnit’.

— Prognoza v teste U-SENS™ sa povazuje za POZITIVNU, ak st najmenej dva nezavislé
testovacie cykly pozitivne (P) (obrazok 1). Ak st oba prvé testovacie cykly pozitivne (P),
prognéza v teste U-SENST™ sa povazuje za POZITIVNU a treti testovaci cyklus nie je
potrebné uskutocnit’.

— KedZe sa neuskutociiuje skuska na stanovenie davky, existuje vynimka v pripade, Ze
v prvom testovacom cykle je SI pre CD86 vyssi nez alebo sa rovna 150 % len pri
najvyssej necytotoxickej koncentracii. Testovaci cyklus sa v takom pripade povazuje za
NEJEDNOZNACNY (NC) av dodatoénych testovacich cykloch je potrebné testovat
d’alSie koncentracie (v rozsahu od najvys$Sej necytotoxickej koncentracie po najnizsiu
cytotoxicki koncentraciu — pozri odsek 20). V pripade, ze je testovaci cyklus
identifikovany ako NC, je potrebné vykonat’ najmenej dva dodato¢né testovacie cykly, ako
aj Stvrty testovaci cyklus v pripade, Ze vysledky testovacich cyklov 2 a 3 nie st zhodné
(nezavisle N a/alebo P) (obrdzok 1). Nasledujuce testovacie cykly sa budu povazovat’ za
pozitivne, aj ked’ sa len pri jednej necytotoxickej koncentracii dosiahne hodnota CD86
rovnaka alebo vysSia ako 150 %, ked’Ze sa nastavenie koncentracie upravilo podla
konkrétnej testovanej chemikalie. Pri konecnej progndze sa bude vychadzat’ z va¢sinového
vysledku troch alebo Styroch individuédlnych testovacich cyklov (t.j. 2 z 3 alebo 2 zo 4)
(obrazok 1).

Obrazok 1: Prognosticky model pouzity v teste U-SENS™ Prognoza v teste U-SENS™ by sa mala
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posudzovat’ v ramci IATA a v sulade s ustanoveniami odsekov 4, 7, 8 a 9 v§eobecného tivodu.

Prvé dva Prvé dva
testovacie testovacie
cykly
/\ v
NCaP
‘ PaP ‘ ‘ NaN ‘ NCaN
NaP
PaN
Treti testovaci cykius
h v
Treti Treti NCaPaP |$| NCaNaN $ NCaNaP
testovaci testovaci : 2 : a :; :I a : a : NCaPaN
aNa aNa
cyklus sa cykilus sa \
nevyZaduje nevyZaduje ! l ‘ Stvrty testovaci cyklus
Stvrty Stvrty
, ’ ‘/o\
testovaci testovaci NCaNaPaP NCaNaPaN
cyklus sa cyklus sa NCaPaNaP NCaPaNaN
nevyZaduje nevyZaduje l i
Y v ¥
POZITIVNE NEGATIVNE POZITIVNE NEGATIVNE POZITIVNE NEGATIVNE

N: testovaci cyklus bez pozorovania pozitivnej hodnoty CD86 alebo interferencie,
P: testovaci cyklus s pozorovanou pozitivnou hodnotou CD86 a/alebo interferenciou,

NC: nejednoznacné. Prvy testovaci cyklus s nejednoznaénym vysledkom, ked’ je CD86 pozitivne len pri
najvyssej necytotoxickej koncentracii,

#: Nejednoznaény (NC) individualny zaver dosiahnuty len pri prvom testovacom cykle automaticky znamena
potrebu tretieho testovacieho cyklu, aby sa dosiahla vécsina pozitivnych (P) alebo negativnych (N) zéverov asponi
v 2 z 3 nezavislych testovacich cyklov.

$: V poli¢kach sa uvadzaju relevantné kombinacie vysledkov z troch testovacich cyklov na zaklade vysledkov
ziskanych v prvych dvoch testovacich cykloch uvedenych v predchadzajucom policku.

°: V poli¢kach sa uvadzaju relevantné kombinacie vysledkov zo Styroch testovacich cyklov na zéklade vysledkov
ziskanych v prvych troch testovacich cykloch uvedenych v predchadzajucom policku.

Kritéria prijatel’'nosti
22. Pri pouziti testu U-SENS™ maja byt’ splnené tieto kritéria prijatel'nosti (12).
— Na konci obdobia expozicie v trvani 45+ 3 hod. dosiahla priemernd Zivotaschopnost’
neosetrenych buniek U937 testovanych trojmo hodnotu >90 % a nepozoroval sa posun

vexpresii CD86. Bazilna CD86 neosSetrenych buniek U937 bola
v rozsahu >2 % a <25 %.

expresia

511



D060575/02

— Ked sa ako rozpustadlo pouziva DMSO, platnost’ kontroly snosiCom DMSO sa
posudzuje vypocitanim SI pre DMSO v porovnani s neoSetrenymi bunkami, pri¢om
priemernd zivotaschopnost’ buniek testovanych trojmo musela byt >90 %. Kontrola
s nosicom DMSO je platnd, ak strednd hodnota trojmo vypocitaného SI pre CD86 bola
nizSia nez 250 % strednej hodnoty trojmo vypocitaného SI pre CDS86 v pripade
neosetrenych buniek U937.

— Testovacie cykly sa povazuju za platné, ak asponi dve z troch hodnot IgG1 neoSetrenych
buniek U937 patria do rozsahu > 0,6 % a < 1,5 %.

— Subezne testovand negativna kontrola (kyselina mlie¢na) sa povazuje za platnt, ak aspon
dva ztroch replikdtov boli negativne (SI pre CD86 <150 %) a necytotoxické
(zivotaschopnost’ buniek > 70 %).

— Pozitivna kontrola (TNBS) sa povazuje za platnd, ak aspont dva z troch replikatov boli

pozitivne (SI pre CD86 > 150 %) a necytotoxické (Zivotaschopnost’ buniek > 70 %).

Sprava o teste

23. Sprava o teste obsahuje tieto informacie:

Testovana chemikadlia

Jednozlozkové latky

— identifikacia chemikalie, napriklad ndzov podl'a TUPAC alebo CAS, cisla CAS, kod
SMILES alebo InChl, Struktirny vzorec a/alebo in€ identifikatory,

— fyzicky vzhlad, rozpustnost v Uplnom rastovom médiu, rozpustnost v DMSO,
molekulova hmotnost ainé relevantné fyzikalno-chemické vlastnosti v dostupnom
rozsahu,

— Cistota, chemicka identita necistot, ak to je vhodné a prakticky uskuto¢nitel'né, atd’.,
— Uprava pred testovanim (napr. zahriatie, rozomletie), ak sa uplatiuje,

— testované koncentracie,

— podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,

— oddvodnenie vyberu rozpustadla/nosica pre kazdu testovanu chemikaliu.

Viaczlozkové latky, UVCB a zmesi:
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— C¢o najpodrobnejSia charakterizacia, napr. prostrednictvom chemickej identity (pozri
vyssie), Cistoty, kvantitativneho vyskytu a relevantnych fyzikalno-chemickych vlastnosti
(pozri vyssie) zloziek v dostupnom rozsahu,

— fyzicky vzhlad, rozpustnost v Gplnom rastovom médiu, rozpustnost v DMSO ainé
relevantné fyzikalno-chemické vlastnosti v dostupnom rozsahu,

— molekulova hmotnost’ alebo relativna molekulovd hmotnost’ v pripade zmesi/polymérov
znameho zloZenia alebo iné informacie potrebné na vykonanie Studie,

— Tprava pred testovanim (napr. zahriatie, rozomletie), ak sa uplatiuje,
— testované koncentracie,
— podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,

— odovodnenie vyberu rozpustadla/nosica pre kazda testovanu chemikaliu.

Kontroly

Pozitivna kontrola

— identifikacia chemikalie, napriklad nazov podla TUPAC alebo CAS, ¢isla CAS, kod
SMILES alebo InChl, §trukturny vzorec a/alebo in¢ identifikatory,

— fyzicky vzhl'ad, rozpustnost’ v DMSO, molekulova hmotnost’ a iné relevantné fyzikalno-
chemické vlastnosti v dostupnom rozsahu a podl'a potreby,

— (Cistota, chemickd identita necistot, ak to je vhodné a prakticky uskuto€nitel'né, atd’.,

— Uprava pred testovanim (napr. zahriatie, rozomletie), ak sa uplatiuje,

— testované koncentracie,

— podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,

— v uplatnitel'nom pripade odkaz na historické vysledky pre pozitivne kontroly dokazujuce

vhodné kritéria prijatel’nosti testovacieho cyklu.

Negativna kontrola a kontrola s aplikaciou rozpustadla/kontrola s nosicom

— identifikacia chemikalie, napriklad ndzov podl'a ITUPAC alebo CAS, ¢isla CAS, kod
SMILES alebo InChl, §trukturny vzorec a/alebo iné identifikatory,

— Cistota, chemicka identita necistot, ak to je vhodné a prakticky uskuto¢nitel'né, atd’.,
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fyzicky vzhl'ad, molekulovd hmotnost’ a d’alSie relevantné fyzikalno-chemické vlastnosti
v pripade, Ze sa pouziju iné kontrolné rozpustadla/nosice ako tie uvedené v usmerneni na
vykonavanie testov, a to v dostupnom rozsahu,

podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,

odovodnenie vyberu rozpustadla/nosica pre kazda testovani chemikaliu.

Podmienky testu

meno a adresa objednavatel’a, testovacieho zariadenia a veduceho Studie,
opis pouzitého testu,
pouzitd bunkova linia, podmienky jej skladovania a zdroj (napr. zariadenie, z ktorého bola

ziskana),

pouzitd prietokovd cytometria (napr. model) vratane pouzitych nastaveni pristroja,
protilatok a markera cytotoxicity,

postup pouzity na preukdzanie sposobilosti laboratoria vykonavat’ dany test testovanim
chemikalii na preukdzanie spdsobilosti a postup pouzity na preukdzanie opakovate'ného
vykonavania testu v priebehu ¢asu, napr. udaje o historickych kontrolach a/alebo udaje
o historickych kontrolach reaktivity.

Kritéria prijatelnosti testu

hodnoty Zivotaschopnosti buniek ahodnoty SI pre CD86 ziskané pomocou kontroly
s aplikaciou rozpustadla/kontroly s nosi¢om v porovnani s rozsahmi prijatelnosti,

hodnoty Zivotaschopnosti buniek a hodnoty SI ziskané pomocou pozitivnej kontroly
v porovnani s rozsahmi prijatelnosti,

zivotaschopnost’ buniek pri vSetkych testovanych koncentraciach testovanej chemikalie.

Testovaci postup

pocet pouzitych testovacich cyklov,

pouzité koncentracie testovanych chemikalii, ich pouzitie a expozi¢ny ¢as (ak sa lisia od
odporucanych),

dlzka expozicie,
opis pouzitych kritérii hodnotenia a rozhodovania,

opis vSetkych zmien v testovacom postupe.
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Vysledky

— udaje vtabulkovej podobe vratane CV70 (v uplatnitelnom pripade), SI, hodnot
zivotaschopnosti buniek, hodnot EC150 (v uplatnitelnom pripade) ziskanych pri
testovanej chemikalii a pri pozitivnej kontrole v kazdom testovacom cykle, ako aj
uvedenie hodnotenia testovanej chemikalie podla prognostického modelu,

— v uplatnitelnom pripade opis vSetkych relevantnych pozorovani.

Rozbor vysledkov

— rozbor vysledkov ziskanych pomocou testu U-SENS™,

— posudenie vysledkov testu v kontexte IATA, ak st k dispozicii iné relevantné informécie.

Zavery

515



D060575/02

LITERATURA

(1) Piroird, C., Ovigne, J.M., Rousset, F., Martinozzi-Teissier, S., Gomes, C.,
Cotovio, J., Alépée, N. (2015). The Myeloid U937 Skin Sensitization Test
(U-SENS) addresses the activation of dendritic cell event in the adverse
outcome pathway for skin sensitization. Toxicol. In Vitro 29, 901 —916.

(2) EURL ECVAM (2017). The U-SENS™ test method Validation Study
Report. K dispozicii na lokalite: http://ihcp.jrc.ec.europa.eu/our_labs/eurl-
ecvam/eurl-ecvam-recommendations

(3) EC EURL ECVAM (2016). ESAC Opinion No 2016-03 on the L'Oréal-
coordinated study on the transferability and reliability of the U-SENS™ test
method for skin sensitisation testing. EUR 28178 EN; doi 10.2787/815737.
K dispozicii na lokalite:
[http://publications.jrc.ec.europa.eu/repository/handle/JRC103705].

(4) EC EURL ECVAM (2017). EURL ECVAM Recommendation on the use of
non-animal approaches for skin sensitisation testing. EUR 28553 EN; doi
10.2760/588955. K dispozicii na lokalite:
https://ec.europa.eu/jrc/en/publication/eur-scientific-and-technical-research-
reports/eurl-ecvam-recommendation-use-non-animal-approaches-skin-
sensitisation-testing.

(5) Steiling, W. (2016). Safety Evaluation of Cosmetic Ingredients Regarding
their Skin Sensitization Potential. doi:10.3390/cosmetics3020014.Cosmetics
3, 14.

(6) OECD (2016). Guidance Document on The Reporting of Defined
Approaches and Individual Information Sources to be Used Within
Integrated Approaches to Testing and Assessment (IATA) For Skin

Sensitisation,  Series on  Testing &  Assessment  No 256,
ENV/IM/MONO(2016)29. Organisation for Economic Cooperation and
Development, Paris. K dispozicii na lokalite: [

http://www.oecd.org/env/ehs/testing/series-testing-assessment-publications-
number.htm.

(7) Urbisch, D., Mehling, A., Guth, K., Ramirez, T., Honarvar, N., Kolle, S.,
Landsiedel, R., Jaworska, J., Kern, P.S., 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. Pharmacol. 71, 337 —351.

516



D060575/02

(8) Alépée, N., Piroird, C., Aujoulat, M., Dreyfuss, S., Hoffmann, S.,
Hohenstein, A., Meloni, M., Nardelli, L., Gerbeix, C., Cotovio, J. (2015).
Prospective multicentre study of the U-SENS test method for skin
sensitization testing. Toxicol In Vitro 30, 373 —382.

(9) Reisinger, K., Hoffmann, S., Alépée, N., Ashikaga, T., Barroso, J., Elcombe,
C., Gellatly, N., Galbiati, V., Gibbs, S., Groux, H., Hibatallah, J., Keller, D.,
Kern, P., Klaric, M., Kolle, S., Kuehnl, J., Lambrechts, N., Lindstedt, M.,
Millet, M., Martinozzi-Teissier, S., Natsch, A., Petersohn, D., Pike, I.,
Sakaguchi, H., Schepky, A., Tailhardat, M., Templier, M., van Vliet, E.,
Maxwell, G. (2014). Systematic evaluation of non-animal test methods for
skin sensitisation safety assessment. Toxicol. In Vitro 29, 259 — 270.

(10) 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 — 1696.

(11) OECD. (2018). Draft Guidance document: Good In Vitro Method Practices
(GIVIMP) for the Development and Implementation of /n Vitro Methods for
Regulatory Use in Human Safety Assessment. Organisation for Economic
Cooperation and Development, Paris. K dispozicii na lokalite:
http://www.oecd.org/env/ehs/testing/OECD Final Draft GIVIMP.pdf.

(12) DB-ALM (2016). Protocol no 183: Myeloid U937 Skin Sensitization Test
(U-SENS™), s, 33, K dispozicii na lokalite: [http://ecvam-
dbalm.jrc.ec.europa.eu/].

(13) Sundstrom, C., Nilsson, K. (1976). Establishment and characterization of
a human histiocytic lymphoma cell line (U-937). Int. J. Cancer 17, 565 —
577.

(14) OECD (2005). Series on Testing and Assessment No. 34: Validation and
International Acceptance of New or Updated Test Methods for Hazard
Assessment. Organisation for Economic Cooperation and Development,
Paris. K dispozicii na lokalite: http://www.oecd.org/env/ehs/testing/series-
testing-assessment-publications-number.htm.

(15) United Nations UN (2015). Globally Harmonized System of Classification
and Labelling of Chemicals (GHS). ST/SG/AC.10/30/Rev.6, Sixth Revised
Edition, New York & Geneva: United Nations Publications. K dispozicii na
lokalite:

517



D060575/02

http://www.unece.org/fileadmin/DAM/trans/danger/publi/ghs/ehs rev06/En
glish/ST-SG-AC10-30-Rev6e.pdf.

(16) OECD (2012). Series on Testing and Assessment No 168: The Adverse
Outcome Pathway for Skin Sensitisation Initiated by Covalent Binding to
Proteins. Part 1: Scientific Evidence. Organisation for Economic
Cooperation and Development, Paris. K dispozicii na lokalite:
http://www.oecd.org/env/ehs/testing/series-testing-assessment-publications-
number.htm.

(17) ECETOC (2003). Technical Report No 87: Contact sensitization:
Classification according to potency. European Centre for Ecotoxicology &
Toxicology of Chemicals, Brussels. K dispozicii na lokalite:
https:/ftp.cdc.gov/pub/Documents/OEL/06.%20Dotson/References/ECETO
C_2003-TR87.pdf.

518



D060575/02

Dodatok 2.1

VYMEDZENIE POJMOV

Presnost’: miera zhody vysledkov testu s akceptovanymi referenénymi hodnotami. Ide
o mieru vykonnosti testu a jeden z aspektov relevantnosti. Tento pojem sa ¢asto pouziva
zamenitel'ne s pojmom ,,zhoda* a oznacuje podiel spravnych vysledkov testu (14).

AQOP (draha nepriaznivého ucinku): sled udalosti od chemickej Struktiry cielovej
chemikalie alebo skupiny podobnych chemikalii cez molekuldrnu iniciacnu udalost’ az po
vysledok in vivo, ktory je predmetom zaujmu (15).

Reakcia v zavislosti od koncentracie CD86: oznaCuje zavislost od koncentracie (alebo
reakciu v zavislosti od koncentracie), ked za pozitivnou koncentraciou (CD86 SI> 150)
nasleduje koncentracia s rasticou hodnotou CD86 SI.

Chemikalia: latka alebo zmes.
CV70: odhadovana koncentracia, pri ktorej sa pozoruje 70 % Zivotaschopnost’ buniek.

Posun: posun je vymedzeny tym, Ze i) korigovana hodnota %CD86" replikatu 3 neoSetrenej
kontroly je nizSia ako 50 % strednej korigovanej hodnoty %CD86" replikatov 1 a2
neoSetrenej kontroly a ii) korigovana hodnota %CD86" replikatu 3 negativnej kontroly je
nizsia ako 50 % strednej korigovanej hodnoty %CD86" replikatov 1 a 2 negativnej kontroly.

EC150: odhadované koncentracie, pri ktorych sa vykazuje 150 % SI expresie CD86.

Prietokova cytometria: cytometrickd technika, pri ktorej bunky rozmieSané v kvapaline
prechadzaju jednotlivo cez ohnisko excitovaného svetla, ktoré je rozptylené podl'a vzorov
charakteristickych pre bunky aich =zlozky. Bunky sa casto oznacujit pomocou
fluorescenc¢nych markerov, vd’aka comu sa svetlo najskor absorbuje a néasledne emituje
v zmenenych frekvenciach.

Nebezpefnost’: inherentna vlastnost’ ¢inidla, pripadne situdcia, ktora moéze vyvolat
nepriaznivé U€inky pri expozicii organizmu, systému alebo (sub)populacie u€¢inkom daného
¢inidla.

IATA (integrovany pristup k testovaniu a hodnoteniu): Struktirovany pristup pouzivany
na identifikdciu (potencialnej) nebezpecnosti, charakterizaciu nebezpecnosti (z hladiska
potencie) a/alebo hodnotenie bezpecnosti (potencidl/potencia a expozicia) chemikalie alebo
skupiny chemikalii, ktory strategicky integruje a porovndva vSetky relevantné udaje
v zdujme prijatia regulacného rozhodnutia o potencidlnej nebezpecnosti a/alebo riziku
a/alebo potrebe vykonania d’alSich cielenych, t. j. minimalnych testov.
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Zmes: zmes alebo roztok zlozeny z dvoch alebo viacerych latok.

Jednozlozkova latka: latka definovana svojim kvantitativnym zloZenim, v ktorej je hlavna
zlozka zastupena v koncentracii najmenej 80 hm. %.

Viaczlozkova latka: latka definovana svojim kvantitativnym zlozenim, v ktorej je viac ako
jedna hlavna zloZka zastipend v koncentracii > 10 hm. % a < 80 hm. %. Viaczlozkova latka
je vysledkom vyrobného procesu. Rozdiel medzi zmesou a viaczlozkovou latkou spociva
v tom, ze zmes sa ziskava zmieSanim dvoch alebo viacerych latok bez toho, aby doslo
k chemickej reakcii. Viaczlozkova latka je vysledkom chemickej reakcie.

Pozitivna kontrola: replikdt obsahujuci vSetky zlozky testovacieho systému a oSetreny
latkou, ktora je znama tym, ze vyvoldva pozitivnu reakciu. Aby bolo mozné vyhodnotit’
variabilitu reakcie na pozitivnu kontrolu v Case, nesmie byt rozsah pozitivnej reakcie
nadmerne velky.

Pre-haptény: chemikalie, ktoré sa stdvaju senzibilizdtormi prostrednictvom abiotickej
transformacie, napr. oxidacie.

Pro-haptény: chemikalie, pri ktorych sa vyzaduje enzymaticka aktivécia na to, aby vznikol
potencial koZznej senzibilizacie.

Relevantnost’: opis vztahu testu k ucinku, ktory je predmetom zaujmu, a toho, ¢i je tento
ucinok zmysluplny a uzito¢ny na konkrétny tcel. Ide o mieru, do akej sa testom spravne
meria alebo predpovedad biologicky Uc¢inok, ktory je predmetom zaujmu. Relevantnost
zohladiiuje presnost’ (zhodu) testu (14).

SpoPahlivost’: miera rozsahu, v ramci ktorého sa moze test pocas istého casového obdobia
reprodukovatel'ne vykonéavat’ v ramci laboratorii a medzi nimi navzajom, pri¢om sa pouziva
ten isty protokol. Hodnoti sa vypoc€itanim vnutrolaboratdornej a medzilaboratornej
reprodukovatel’nosti a vnutrolaboratdrnej opakovatel'nosti (14).

Testovaci cyklus: testovaci cyklus pozostdva zjednej alebo viacerych testovanych
chemikalii testovanych stbezne s kontrolou s aplikaciou rozpustadla/kontrolou s nosi¢om
a s pozitivnou kontrolou.

Citlivost’: podiel vSetkych pozitivnych/aktivnych chemikalii, ktoré sa testom spravne
klasifikovali. Je to miera presnosti testu, ktory poskytuje kategorizacné vysledky. Ide
o dolezité hl'adisko pri hodnoteni relevantnosti testu (14).

SI: stimula¢ny index. Relativne hodnoty geometrického priemeru intenzity fluorescencie
v bunkach oSetrenych chemikaliou v porovnani s bunkami oSetrenymi rozptstadlom.

Kontrola s aplikaciou rozpustadla/kontrola s nosi¢om: neoSetrend vzorka obsahujuca
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vSetky zlozky testovacieho systému okrem testovanej chemikalie, ale vratane pouzitého
rozpustadla/nosi¢a. Sluzi na stanovenie zadkladnej reakcie vzoriek oSetrenych testovanou
chemikaliou rozpustenou alebo stabilne rozmieSanou v rovnakom rozpustadle/nosic¢i. Ked’
sa tato vzorka testuje so subeznou kontrolou s rastovym médiom, preukdze sa aj to, Ci
rozpust'adlo/nosic a testovaci systém na seba navzajom posobia.

Specifickost’: podiel vietkych negativnych/neaktivnych chemikalii, ktoré sa testom spravne
klasifikovali. Je to miera presnosti testu, ktory poskytuje kategorizacné vysledky. Ide
o dolezité hl'adisko pri hodnoteni relevantnosti testu (14).

Vyfarbovaci tlmivy roztok: fosfatovy timivy fyziologicky roztok obsahujici 5 % fetdlneho
tel’acieho séra.

Latka: chemicky prvok ajeho zli€eniny v prirodnom stave alebo ziskané akymkol'vek
vyrobnym postupom vratane vSetkych prisad potrebnych na udrzanie ich stability a vSetkych
necistot pochadzajicich z pouzitého postupu, ktory vSak nezahfna Ziadne rozpustadla, ktoré
mozno oddelit’ bez ovplyvnenia stability latky alebo zmeny jej zloZenia.

Testovana chemikalia: kazda latka alebo zmes testovana pomocou tohto testu.

Globilny harmonizovany systém Kklasifikacie a oznacovania chemikalii OSN (GHS
OSN): systém, ktorym sa navrhuje klasifikacia chemikalii (latok a zmesi) podla
Standardizovanych typov a urovni fyzikalnej, zdravotnej a environmentéalnej nebezpecnosti
a ich oznacovanie zodpovedajiicimi komunikaénymi prvkami, ako st piktogramy, vystrazné
slova, vystrazné upozornenia, bezpecnostné upozornenia a karty bezpecnostnych tudajov,
s cielom poskytnit’ informécie o nepriaznivych uc€inkoch danych chemikalii v zaujme
ochrany o0s06b (vratane zamestnavatelov, pracovnikov, prepravcov, spotrebitel'ov
a subjektov reakcie na nidzové situdcie) a Zivotného prostredia (16).

UVCB: latky neznameho alebo variabilného zloZenia, produkty komplexnych reakcii alebo
biologické materialy.

Platny test: test, ktory sa na dany ucel povazuje za dostatocne relevantny a spolahlivy

aktory je zaloZeny na vedecky podlozenych zasadach. Test nie je nikdy platny
v absolitnom zmysle, ale len vo vzt'ahu k vymedzenému tucelu (14).
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Dodatok 2.2

LATKY NA PREUKAZANIE SPOSOBILOSTI

Pred rutinnym pouzitim testu opisaného v tomto dodatku k testovacej metdéde B.71 by mali
laboratoria preukazat’ technicka sposobilost’ tym, Ze spravne ziskaju ocakavant prognodzu
vysledku skasky U-SENS™ v pripade 10 chemikalii odporucanych v tabulke 1 a ziskaju
hodnoty CV70 a EC150, ktoré¢ patria do prislusného referenéného rozsahu pre najmenej 8
z 10 latok na preukédzanie sposobilosti. Latky na preukdzanie spdsobilosti boli vybrané tak,
aby reprezentovali rozsah reakcii z hl'adiska nebezpecenstva koznej senzibilizacie. Medzi
dal$ie vyberové kritérid patrilo to, aby boli latky komeréne dostupné a aby boli dostupné
referenéné daje in vivo s vysokou kvalitou, ako aj udaje in vitro s vysokou kvalitou
vygenerované pomocou testu U-SENS™. Pre test U-SENS™ su k dispozicii aj publikované
referencné udaje (1) (8).

Tabulka 1: Odporacané latky na preukazovanie technickej sposobilosti pri teste U-SENS™

U- U-SENS™| U-SENS™
SENS™
Latky na Registrac . Referencn | Referencny
R C s Skupen| Prognéza A R
preukazanie né Cislo stvo in vivol Rozpust’a | y rozsah rozsah
sposobilosti CAS dlo/ CV70 EC150
nosic v ug/ml*> | v pg/ml?
o uplné .,
4-fenyléndiamin 106-50-3 | tuhé Senf:fllrlll,z)ator rastové <30 p‘zftllg?e
Y médium® -
kyselina 2,4,6- e, uplné .,
trinitrobenzénsulfonova | 2508-19-2 | kvapalné Sen?]?llh,z )ator rastové > 50 p(ziltslg?e
trihydrat Sty médium -
. . . | senzibilizator pozitivne
dietylmaleat 141-05-9 | kvapalné (mierny) DMSO 10— 100 (< 20)
oo, uplné .y
rezorcinol 108-46-3 | the | Senabilizdtor | v > 100 pozitivne
(mierny) médium (=30)
e , senzibilizator pozitivne
Skoricovy alkohol 104-54-1 tuhé (slab) DMSO > 100 (10— 100)
4-alylanizol 140-67-0 | kvapalng | SSTAPIIZAOT | pyyq0 > 100 pozitivne
y P (slaby) (< 200)
. 0 . nesposobuje negativne
sacharin 81-07-2 tuhé senzibilizéciu DMSO >200 (> 200)
A . uplné .
o1, .| nespdsobuje . negativne
glycerol 56-81-5 |kvapalné senzibilizéciu I?;;?J; >200 (> 200)
. . A1l .| nespdsobuje uplné negativne
kyselina mlie¢na 50-21-5 |kvapalné senzibilizéciu rastové >200 (> 200)
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médium

kyselina salicylova

69-72-7

tuhé

nesposobuje
senzibilizaciu

DMSO

> 200

negativne
(>200)

Skratky: Registraéné ¢islo CAS = &islo v registri sluzby CAS (Chemical Abstracts Service)

! Prognodza nebezpecnosti a (potencie) in vivo na zaklade udajov LLNA (1) (8). Potencia in vivo je odvodena pomocou
kritérii navrhnutych organizaciou ECETOC (17).

2 Na zaklade historickych pozorovanych hodnét (1) (8).

3 Uplné rastové médium: rastové médium RPMI-1640 doplnené o 10% fetalne telacie sérum, L-glutamin
s koncentraciou 2 mM, 100 jednotiek/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu (8).
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Dodatok 3

KOZNA SENZIBILIZACIA IN VITRO: SKUSKA IL-8 LUC

POCIATOCNE UVAHY A OBMEDZENIA

1.

Na rozdiel od skusok, v rdmci ktorych sa analyzuje expresia povrchovych bunkovych
markerov, sa v skusSke IL-8 Luc kvantifikuji zmeny expresie IL-8, ¢o je cytokin stvisiaci
s aktivaciou dendritovych buniek (DC). V reportérovej bunkovej linii IL-8 odvodenej od
THP-1 (THP-GS, stanovena z bunkovej linie THP-1 akutnej T'udskej monocytovej
leukémie) sa expresia IL-8 meria po expozicii senzibilizatorom (1). Expresia luciferazy
nasledne sluzi ako pomdcka pri rozliSovani medzi koZznymi senzibilizatormi a latkami
nesposobujucimi senzibilizaciu.

Skuska IL-8 Luc sa hodnotila v rdmci validacnej Stidie (2) uskutoCnenej organizaciou
JaCVAM (Japanese Centre for the Validation of Alternatives Methods), ministerstvom
hospodarstva, obchodu a priemyslu (METI) a organizaciou (JSAAE Japanese Society
for Alternatives to Animal Experiments) anasledne bola predmetom nezavislého
partnerského preskimania (3) pod zaStitou organizacie JaCVAM a ministerstva
zdravotnictva, prace a socialneho zabezpeCenia (MHLW) s podporou medzinarodnej
spoluprace v oblasti alternativnych testovacich metéd (ICATM). Na zaklade zvazenia
vSetkych dostupnych dokazov a vstupov regulaénych organov a zainteresovanych stran sa
skuska IL-8 Luc povazuje za uzito¢nu pri rozliSovani medzi senzibilizatormi a latkami
nespdsobujicimi senzibilizaciu v rdmci integrovanych pristupov k testovaniu a hodnoteniu
(IATA) na tucely klasifikacie a oznaCovania nebezpecnosti. Priklady pouzitia udajov zo
sktusky IL-8 Luc v kombin4cii s inymi informéciami st uvedené v literatre (4) (5) (6).

. Preukdzalo sa, ze skuska IL-8 Luc je prenosnd do laboratorii, ktoré maju skusenosti

v oblasti bunkovych kultir a merani luciferdzy. Vnutrolaboratérna reprodukovatelnost
bola 87,7 % areprodukovatel'nost medzi laboratériami bola 87,5 % (2). Z udajov
ziskanych v rdmci validacnej Studie (2) a inych publikovanych prac (1) (6) vyplyva, ze
v porovnani so skuSkou LLNA sa pomocou skusky IL-8 Luc vyhodnotilo 118 zo 143
chemikalii ako pozitivnych alebo negativnych a 25 chemikalii ako nejednoznaénych.
Presnost’ skiiSky IL-8 Luc z hl'adiska odliSenia koZnych senzibilizatorov (kategoria 1 podla
GHS OSN/CLP) od latok nespdsobujucich senzibilizaciu (,,bez kategorie® podla GHS
OSN/CLP) je 86 % (101/118) s citlivostou 96 % (92/96) a Specifickostou 41 % (9/22). Pri
vyluceni latok nepatriacich do oblasti pouzitel'nosti opisanej d’alej (odsek 5) sa pomocou
skasky IL-8 Luc vyhodnotilo 113 zo 136 chemikalii ako pozitivnych alebo negativnych
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a 23 chemikalii ako nejednoznacnych. Presnost’ skusky IL-8 Luc je 89 % (101/113)
s citlivost'ou 96 % (92/96) a Specifickostou 53 % (9/17). Na zaklade udajov o 'ud’och, ako
ich uvadza Urbisch a kol. (7), sa pomocou skusky IL-8 Luc vyhodnotilo 76 z 90 chemikalii
ako pozitivnych alebo negativnych a 14 chemikalii ako nejednoznacnych. Presnost’ skusky
je 80 % (61/76), citlivost’ 93 % (54/58) a Specifickost’ 39 % (7/18). Pri vyla€eni latok
nepatriacich do oblasti pouzite'nosti sa pomocou skusky IL-8 Luc vyhodnotilo 71 z 84
chemikalii ako pozitivnych alebo negativnych a 13 chemikalii ako nejednoznacnych.
Presnost’ je 86 % (61/71) s citlivostou 93 % (54/58) a Specifickostou 54 % (7/13). V
pripade skusky IL-8 Luc je vyskyt faloSne negativnych prognéz pravdepodobnejsi pri
chemikaliach s nizkou/miernou potenciou z hladiska koznej senzibilizacie (podkategoria
1B podl'a GHS OSN/CLP) nez pri chemikalidch s vysokou potenciou (podkategéria 1A
podl'a GHS OSN/CLP) (6). Celkovo je z tychto informacii zrejmy vyznam skuSky IL-8
Luc pri identifikacii nebezpeCenstva koznej senzibilizacie. Presnost, ktord sa uvadza
v pripade skusky IL-8 Luc ako samostatného testu, sluzi len ako usmernenie, ked’ze tento
test by sa mal posudzovat’ v spojeni s inymi zdrojmi informacii v kontexte IATA av
sulade s ustanoveniami odsekov 7 a 8 v§eobecného uvodu. Okrem toho by sa pri hodnoteni
testov na zistenie koznej senzibilizacie bez pouzitia zvierat malo pamaétat’ na to, ze test
LLNA a iné testy na zvieratdch nemusia v plnej miere odzrkadl'ovat situdciu u l'udi.

. Na zdklade v stucasnosti dostupnych udajov sa ukazalo, ze skusku IL-8 Luc je mozné
pouzit’ v pripade testovanych chemikalii zahfnajacich viacero organickych funkénych
skupin, reakénych mechanizmov, potencii koZznej senzibilizacie (stanovenych Stadiami in
vivo) a fyzikalno-chemickych vlastnosti (2) (6).

. Hoci sa pri sktske IL-8 Luc pouziva ako rozpustadlo X-VIVO™ 15, spravne sa pomocou
nej vyhodnotili chemikalie s hodnotou Log Kow > 3,5 a chemikalie s rozpustnostou vo
vode pri koncentracii priblizne 100 pg/ml podla vypoctu v softvéri EPI Suite™
a vykonnost’ tejto skusky pri detekcii senzibilizatorov so slabou rozpustnostou vo vode je
lepsia, nez ked’ sa pri skuske IL-8 Luc pouzije ako rozpustadlo dimetylsulfoxid (DMSO)
(2). V pripade negativnych vysledkov pre testované chemikalie, ktoré nie s rozpustné pri
koncentracii 20 mg/ml, v§ak moéze dochadzat’ k faloSne negativhym vysledkom v doésledku
ich nerozpustnosti v rozptstadle X-VIVO™ 15. Negativne vysledky pre tieto chemikalie
sa preto nemaju brat’” do uvahy. Vo validacnej Studii sa zistila vysokd miera faloSnej
negativity v pripade anhydridov. Okrem toho méZzu z dévodu obmedzenej metabolicke;j
kapacity bunkovej linie (8) a experimentalnych podmienok vykazovat v ramci skasky
negativne vysledky aj pro-haptény (latky vyzadujuce metabolicku aktivaciu) a pre-haptény
(latky aktivované atmosférickou oxidaciou). Napriek tomu, hoci negativne vysledky
ziskané pri predpokladanych pre-hapténoch/pro-hapténoch je potrebné interpretovat
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obozretne, sa pomocou skusky IL-8 Luc spravne vyhodnotilo 11 z 11 pre-hapténov, 6 zo 6
pro-hapténov a 6 z 8 pre-hapténov/pro-hapténov v rdmci mnoziny udajov skusky IL-8 Luc
(2). Na zéklade sucasného komplexného preskimania troch testov, pri ktorych sa
nevyuzivaju zvieratd, (DPRA, KeratinoSens™ a h-CLAT) na detekciu pre-hapténov a pro-
hapténov (9) ana zéklade skutoCnosti, Zze bunky THP-G8 pouzité¢ v skuske IL-8 Luc
predstavuju bunkovu liniu odvodent od THP-1, ktora sa pouziva v teste h-CLAT, skuska
IL-8 Luc moze prispiet’ aj k zvySeniu citlivosti testov, pri ktorych sa nevyuzivaji zvierata,
na detekciu pre-hapténov a pro-hapténov v kombinécii s inymi testmi. V pripade doteraz
testovanych povrchovo aktivnych latok sa bez ohladu na ich typ (napr. katidonové,
anionové alebo neidnové) zaznamenali (falosne) pozitivne vysledky. A nakoniec,
chemikalie, pri ktorych dochadza k interferencii s luciferdzou, moézu zneprehladnit’ jej
aktivitu/meranie, ¢im dochadza k zdanlivej inhibicii alebo k zvySenej luminiscencii (10). V
inych skuskach s reportérovymi génmi luciferazy boli napriklad zaznamenané interferencie
fytoestrogénu v koncentracidch nad 1 pM s luminiscenénymi signdlmi z dovodu nadmerne;
aktivacie reportérového génu luciferdzy. Preto je potrebné dokladne preskimat’ expresiu
luciferdzy dosahovant pri vysokych koncentraciach fytoestrogénov alebo zlucenin, pri
ktorych existuje podozrenie na vyvolanie aktivacie reportérového génu luciferazy podobne
ako pri fytoestrogénoch (11). Na zaklade toho si z oblasti pouzitelnosti tejto skusky
vylu¢ené povrchovo aktivne latky, anhydridy a chemikalie, pri ktorych dochéadza
k interferencii s luciferdzou. V pripade, Ze existuju dokazy o nepouzitelnosti skusky IL-8
Luc na iné Specifické kategorie testovanych chemikalii, by sa tento test nemal pri tychto
Specifickych kategoriach pouzit.

6. Ako bolo opisané vyssie, skuska IL-8 Luc umoZiuje rozliSovanie medzi koznymi
senzibilizatormi a latkami nespdsobujliicimi senzibilizaciu. Na to, aby bolo mozné urcit’, ¢i
vysledky skasky IL-8 Luc mdZu v kombinacii s dal§imi zdrojmi informacii prispiet’
k posudzovaniu potencie, vSak bude potrebna d’alSia praca, pokial mozno zaloZend na
udajoch tykajucich sa ¢loveka.

7. Vymedzenie pojmov je uvedené v dodatku 3.1.

PRINCIP TESTU

8. V skuske IL-8 Luc sa vyuziva bunkova linia THP-1 l'udskej monocytovej leukémie, ktora
pochadza z organizacie ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, Virginia,
USA). Pomocou tejto bunkovej linie vytvorila katedra dermatoldgie na lekarskej fakulte
univerzity v Tohoku reportérovli bunkovu liniu IL-8 odvodenii od THP-1 s oznacenim
THP-G8, v ktorej sa nachaddza gén luciferdzy SLO (stabilna luciferaza emitujica oranzové

526



D060575/02

svetlo) riadeny promdtorom IL-8 a gén luciferazy SLR (stabilnd luciferaza emitujiica
cervené svetlo) riadeny promoétorom glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy (GAPDH) (1).
Je tak mozné kvantitativne meranie indukcie génu luciferdzy pomocou detekcie
luminiscencie z osvedCenych substratov luciferazy, ktoré vytvaraju svetlo a sluzia ako
indikator pdsobenia IL-8 a GAPDH v bunkach po expozicii chemikaliam sposobujicim
senzibilizaciu.

9. Dvojfarebny skusobny systém obsahuje luciferazu emitujucu oranzové svetlo (SLO;
Amax = 580 nm) (12) pre génovu expresiu promotora IL-8, ako aj luciferdzu emitujiicu
cervené svetlo (SLR; Amax =630 nm) (13) pre génovu expresiu promotora vnutornej
kontroly, GAPDH. Tieto dva druhy luciferdzy emituju svetlo odliSnej farby pri reakcii s d-
luciferinom svetluSsky svitojanskej aich Iluminiscencia sa meria sucasne v rdmci

jednokrokovej reakcie rozkladom emisie zo skiiSobnej zmesi pomocou optického filtra (14)
(dodatok 3.2).

10. Bunky THP-G8 sa 16 hodin oSetruju pomocou testovanej chemikalie. Potom sa zmeria
aktivita luciferazy SLO (SLO-LA) odrazajlica posobenie promoétora IL-8 a aktivita
luciferazy SLR (SLR-LA) odrazajica posobenie promdtora GAPDH. SLO-LA sa oznacuje
ako ILSLA aSLR-LA ako GAPLA, aby boli skratky jednoducho zrozumitelné. V
tabul’ke 1 sa uvadza opis vyrazov suvisiacich s aktivitou luciferazy v skuske IL-8 Luc.
Namerané hodnoty sluzia na vypocet normalizovanej hodnoty ILSLA (nIL8LA), ktora
predstavuje pomer ILSLA ku GAPLA, na vypocet indukcie nILSLA (Ind-IL8LA), ktora
predstavuje pomer aritmetickych priemerov Stvorndsobne nameranych hodndét nIL8LA
buniek THP-G8 oSetrenych testovanou chemikaliou a hodn6t nIL8LA neoSetrenych buniek
THP-G8, ana vypocet inhibicie GAPLA (Inh-GAPLA), ktord predstavuje pomer
aritmetickych priemerov Stvorndsobne nameranych hodndét GAPLA buniek THP-GS8
oSetrenych testovanou chemikaliou a hodn6t GAPLA neoSetrenych buniek THP-G8 a sluzi
ako indikator cytotoxicity.

Tabul’ka 1: Opis vyrazov suvisiacich s aktivitou luciferazy v sktiske IL-8 Luc

Skratky Vymedzenie pojmu

GAPLA aktivita luciferazy SLR odraZajuca pdsobenie promotora GAPDH
ILSLA aktivita luciferazy SLO odrazajiica posobenie promoétora I1L-8
nlL8LA ILSLA/GAPLA

Ind-ILSLA nlL8LA  bunieck THP-G8  oSetrenych  chemikaliami/nILSLA
neoSetrenych buniek

Inh-GAPLA  GAPLA  bunieck THP-G8  oSetrenych  chemikéliami/GAPLA
neoSetrenych buniek

CVo05 Najnizsia koncentracia chemikalie, pri ktorej sa hodnota Inh-GAPLA
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stava < 0,05.

11. K dispozicii st normy vykonnosti (PS) (15) na ulahéenie validacie upravenych testov in
vitro luciferazy IL-8, ktoré st podobné skuSke IL-8 Luc, a umoZznenie vCasnej zmeny
usmernenia OECD 442E na vykondvanie testov na ucely zaclenenia tychto testov.
Vzijomné uznavanie udajov (MAD) podl'a dohody OECD bude mozné garantovat’ len pri
testoch validovanych podla tychto noriem vykonnosti v pripade, ze OECD tieto testy
preskumala a zaclenila do usmernenia 442E na vykonavanie testov (16).

PREUKAZANIE SPOSOBILOSTI

12. Pred rutinnym pouzivanim testu opisaného v tomto dodatku k testovacej metéode B.71 by
mali laboratéria preukédzat technicka spodsobilost pouzitim 10 latok na preukazanie
sposobilosti uvedenych v dodatku 3.3 v stilade so spravnymi postupmi metdd in vitro (17).
Pouzivatelia testu maju okrem toho viest' historickll databdzu tudajov vytvorenych na
zéklade kontrol reaktivity (pozri odsek 15) a pozitivnych kontrol a kontrol s aplikaciou
rozpustadla/kontrol s nosicom (pozri odseky 21 — 24) a na zéklade tychto udajov potvrdit’,
ze sa v priebehu Casu zachovava reprodukovatelnost’ testu v ich laboratoériu.

POSTUP

13. Ku skuske IL-8 Luc st k dispozicii Standardné operaéné postupy, ktoré sa maji pouzivat
pri vykondvani tohto testu (18). Laboratérid, ktoré maji v umysle vykonévat test, mozu
ziskat’ rekombinantni bunkovu liniu THP-G8 z laboratoria GPC Lab. Co. Ltd., Tottori,
Japonsko, po podpisani dohody o prenose materidlu (MTA) v sulade s podmienkami
Sablony OECD. V nasledujtcich odsekoch s opisané hlavné zlozky a postupy skusky.

Priprava buniek

14. Na vykonavanie skuSky IL-8 Luc sa pouZiva bunkova linia THP-G8 z laboratéria GPC
Lab. Co. Ltd., Tottori, Japonsko (pozri odseky 8 a 13). Po prijati sa bunky namnoZia (2 az
4 pasaze) a skladuju sa zmrazené ako homogénna zasoba. Bunky z tejto zdsoby mozno
rozmnoZovat’ aZ po maximalny pocet 12 pasazi alebo maximalne pocas 6 tyZdiov. Rastove
médium, ktoré sa pouziva na rozmnozovanie, je kultivatné médium RPMI-1640, ktoré
obsahuje 10% bovinné fetdlne sérum (FBS), roztok antibiotik/antimykotik
(100 jednotiek/ml penicilinu G, 100 pg/ml streptomycinu a 0,25 pg/ml amfotericinu B
v 0,85 % fyziologickom roztoku) (napr. GIBCO kat. ¢.15240-062), 0,15 ug/ml
puromycinu (napr. CAS: 58-58-2) a 300 pg/ml G418 (napr. CAS: 108321-42-2).
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15. Pred pouzitim na testovanie sa bunky kvalifikuju uskuto¢nenim kontroly reaktivity. Tuto
kontrolu je potrebné uskutoc¢nit’ 1 — 2 tyzdne alebo 2 — 4 pasaze po rozmrazeni pomocou 4-
nitrobenzyl bromidu (4-NBB) (CAS: 100-11-8, Cistota > 99 %) ako pozitivnej kontroly
apomocou kyseliny mliecnej (LA) (CAS: 50-21-5, cistota> 85 %) ako negativnej
kontroly. 4-NBB ma vyvolat’ pozitivnu reakciu na Ind-IL§LA (> 1,4), zatial ¢o LA ma
vyvolat’ negativnu reakciu na Ind-IL8LA (< 1,4). V rdmci skusky sa pouziju len bunky,
ktoré vyhoveju pri kontrole reaktivity. Tato kontrola sa ma uskuto¢nit’ podl'a postupov
opisanych v odsekoch 22 — 24,

16. Na Gicely testovania sa bunky THP-G8 nasadia s hustotou 2 aZ 5 x 10° buniek/ml a 48 az
96 hodin sa kultivuju ako predkultara v kultivacnych bankdch. V den testu sa bunky
zozbierané z kultiva¢nych baniek premyji pomocou RPMI-1640 s obsahom 10 % FBS bez
antibiotik a nasledne sa resuspenduji pomocou RPMI-1640 s obsahom 10 % FBS bez
antibiotik s koncentraciou 1 x 10° buniek/ml. Bunky sa d’alej rozdelia na 96-jamkovu
¢iernu mikrotitraénu platnicku s plochym dnom (napr. Costar kat. ¢. 3603) s objemom
50 pl (5 x 10* buniek/jamka).

Priprava testovanej chemikalie a kontrolnych latok

17. Testovand chemikalia a kontrolné latky sa pripravuji v deil testovania. V pripade skusky
IL-8 Luc sa testované chemikalie rozpustia v komeréne dostupnom rastovom médiu X-
VIVO™ 15 bez obsahu séra (Lonza, 04-418Q) tak, aby sa dosiahla kone¢na koncentracia
20 mg/ml. X-VIVO™ 15 sa pridd k20 mg testovanej chemikalie (bez ohladu na
rozpustnost' chemikalie) v skimavke mikroodstredivky, aby sa dosiahol objem 1 ml,
a nasledne sa intenzivne premiesSava a pretrepdva na rotatore s maximalnou rychlost'ou 8
ot./min. po¢as 30 minut pri teplote okolia priblizne 20 °C. Ak st tuhé chemikalie nad’alej
nerozpustné, skimavka sa d’alej previbruje ultrazvukom, aZz kym sa chemikélia tplne
nerozpusti alebo stabilne nerozmieSa. V pripade testovanych chemikalii rozpustnych v X-
VIVO™ 15 sa roztok rozriedi faktorom 5 pomocou X-VIVO™ 15 asluzi ako zasobny
roztok X-VIVO™ 15 s testovanou chemikaliou (4 mg/ml). V pripade testovanych
chemikalii nerozpustnych v X-VIVO™ 15 sa zmes znova pretrepava na rotatore najmene;
30 minGt a potom sa 5 minut odstred’uje pri 15 000 ot./min. (=20 000 g). Vysledny
supernatant slizi ako zasobny roztok X-VIVO™ 15 s testovanou chemikaliou. PouZitie
inych rozpustadiel, napriklad DMSO, vody alebo rastového média, je potrebné vedecky
oddovodnit’. Podrobny postup rozpustenia chemikalii sa uvadza v dodatku 3.5. Roztoky X-
VIVO™ 15 opisané v odsekoch 18 —23 sa zmieS$aju v objemovom pomere 1:1
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s bunkovymi suspenziami pripravenymi v 96-jamkovej ciernej mikrotitra¢nej platnicke
s plochym dnom (pozri odsek 16).

Uelom prvého testovacieho cyklu je stanovit' cytotoxicka koncentraciu a preskimat
potencial koZnej senzibilizacie chemikalii. Pomocou X-VIVO™ 15 sa vytvoria sériové
riedenia zéasobnych roztokov X-VIVO™ 15 stestovanymi chemikéliami s faktorom
riedenia 2 (pozri dodatok 3.5) pomocou 96-jamkového skusobného bloku (napr. Costar kat.
¢&. EW-01729-03). Dalej sa rozriedeny roztok v objeme 50 pl/jamka prida do 50 pl
bunkovej suspenzie v 96-jamkovej Ciernej mikrotitracnej platnicke s plochym dnom. V
pripade testovanych chemikalii rozpustnych v X-VIVO ™ 15 tak budd kone&né
koncentracie testovanych chemikalii v rozsahu od 0,002 do 2 mg/ml (dodatok 3.5). V
pripade testovanych chemikalii nerozpustnych v X-VIVO ™ 15 pri koncentrécii 20 mg/ml
sa stanovia len faktory riedenia v rozsahu 2 az 2!°, hoci skutoéné kone¢né koncentracie
testovanych chemikalii zostavaju neisté a zavisia od nasytenej koncentracie testovanych
chemikalii v zdsobnom roztoku X-VIVO ™ 15,

V naslednych testovacich cykloch (t. j. druhy, treti a Stvrty replikat) sa zdsobny roztok X-
VIVO™ 15 pripravi s koncentriciou, ktord je $tvornasobne vyssia ako koncentracia pri
GAPLA <0,05) vprvom pokuse. Ak Inh-GAPLA neklesne pod 0,05 pri najvyssej
koncentracii v prvom testovacom cykle, zasobny roztok X-VIVO™ 15 sa pripravi
s najvyssou koncentraciou prvého testovacieho cyklu. Koncentracia CV05 sa vypocita ako
podiel koncentracie zasobného roztoku v prvom testovacom cykle a faktora riedenia pre
CVO05 (X) [faktor riedenia CVO0S5 (X); faktor riedenia, ktory sa pozaduje na zriedenie
zasobného roztoku na CVO05] (pozri dodatok 3.5). V pripade testovanych latok
nerozpustnych v X-VIVO pri koncentracii 20 mg/ml sa hodnota CV05 urci ako
koncentracia zasobného roztoku x 1/X. Pri testovacich cykloch 2 aZ 4 sa druhy zasobny
roztok pripravi ako 4 x CV50 (dodatok 3.5).

Sériové riedenia druhych zasobnych roztokov X-VIVO™ 15 sa vytvoria s faktorom
riedenia 1,5 pomocou 96-jamkového skisobného bloku. Dalej sa rozriedeny roztok
v objeme 50 pl/jamka pridd do 50 ul bunkovej suspenzie v jamkéach 96-jamkovej Ciernej
mikrotitracnej platnicky s plochym dnom. Kazda koncentracia jednotlivych testovanych
chemikélii sa testuje v4 jamkach. Vzorky sa potom premieSaji na trepacke
mikrotitracnych platniciek a inkubuj sa 16 hodin pri teplote 37 °C a pri 5 % COs. Potom
sa zmeria aktivita luciferazy podla opisu uvedeného d’ale;j.

Kontrola s aplikiciou rozpustadla je zmes X-VIVO™ 15 v objeme 50 pl/jamka a bunkovej
suspenzie v RPMI-1640 s obsahom 10 % FBS v objeme 50 pl/jamka.
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22. Odporacana pozitivna kontrola je 4-NBB. Pripravi sa 20 mg 4-NBB v skimavke
mikroodstredivky s objemom 1,5 ml, do ktorej sa pridd X-VIVO™ 15 do objemu 1 ml.
Skumavka sa intenzivne premieSava a pretrepava na rotdtore maximalnou rychlostou 8
ot./min. najmenej 30 minut. Po centrifugécii pri 20 000 g pocas 5 minut sa supernatant
zriedi faktorom 4 s X-VIVO™ 15 a 500 pl zriedeného supernatantu sa prenesie do jamky
na 96-jamkovom sktsobnom bloku. Zriedeny supernatant sa dalej riedi s X-VIVO™ 15
faktormi 2 a4 a 50 ul tohto roztoku sa pridd do 50 pul bunkovej suspenzie THP-G8
v jamkach 96-jamkovej Ciernej mikrotitratnej platnicky s plochym dnom (dodatok 3.6).
Kazda koncentracia pozitivnej kontroly sa testuje v 4 jamkach. Platnicka sa premieSa na
trepacke mikrotitraénych platniciek a inkubuje sa 16 hodin v inkubatore s atmosférou
s obsahom CO> (37°C, 5% CO3). Potom sa zmeria aktivita luciferdzy podla opisu
v odseku 29.

23. Odporucana negativna kontrola je LA. Pripravi sa 20mg LA v skiimavke
mikroodstredivky s objemom 1,5 ml, do ktorej sa prida X-VIVO™ 15 do objemu 1 ml
(20 mg/ml). 20 mg/ml roztoku LA sa zriedi faktorom 5 s X-VIVO™ 15 (4 mg/ml); 500 pl
tohto roztoku LA s koncentraciou 4 mg/ml sa prenesie do jamky na 96-jamkovom
skasobnom bloku. Tento roztok sa zriedi faktorom 2 s X-VIVO™ 15 a potom sa znova
zriedi faktorom 2, aby vznikli roztoky s koncentraciou 2 mg/ml a 1 mg/ml. 50 pl tychto 3
roztokov a kontroly s nosi¢om (X-VIVO™ 15) sa prida do 50 ul bunkovej suspenzie THP-
G8 vjamkach 96-jamkovej ciernej mikrotitracnej platnicky s plochym dnom. Kazda
koncentracia negativnej kontroly sa testuje v 4 jamkach. Platnicka sa premie$a na trepacke
mikrotitraénych platniciek a inkubuje sa 16 hodin v inkubétore s atmosférou s obsahom
CO2 (37 °C, 5 % CO2). Potom sa zmeria aktivita luciferazy podla opisu v odseku 29.

24. Pouzit’ mozno iné vhodné pozitivne alebo negativne kontroly, ak su k dispozicii historické
udaje na odvodenie kritérii prijatel'nosti porovnatel'nych testovacich cyklov.

25. Treba dbat’ na to, aby sa zabranilo vyparovaniu prchavych testovanych chemikalii
a krizovej kontaminacii testovanymi chemikdliami medzi jamkami, napr. hermetickym
uzatvorenim mikrotitracnej platni¢ky pred inkubaciou s testovanymi chemikéliami.

26.V pripade testovanych chemikalii a kontroly s aplikdciou rozpustadla sa vyzaduji 2 az 4
testovacie cykly na odvodenie pozitivnej alebo negativnej prognézy (pozri tabulku 2).
Kazdy testovaci cyklus sa vykond v iny deii s Eerstvym zdsobnym roztokom X-VIVO™ 15
s testovanymi chemikéliami a s nezavisle odobratymi bunkami. Bunky mézu pochadzat
z rovnakej pasaze.

Merania aktivity luciferazy
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27. Luminiscencia sa meria pomocou luminometra pre 96-jamkovu mikrotitracnu platnicku,
ktory je vybaveny optickymi filtrami, napr. radu Phelios (ATTO, Tokio, Japonsko), Tristan
941 (Berthold, Bad Wildbad, Nemecko) a ARVO (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts,
USA). Luminometer je potrebné pre kazdy test kalibrovat, aby sa zabezpecila
reprodukovatelnost’ (19). Na ucely tejto kalibracie su k dispozicii rekombinantné
luciferazy emitujice oranzové a cervené svetlo.

28. Do jednotlivych jamiek na mikrotitratnej platnicke, ktora obsahuje bunkovl suspenziu
oSetrenu alebo neoSetrenti chemikaliou, sa prenesie 100 pul zahriateho reagentu Tripluc® na
skusku s luciferazou (Tripluc). Mikrotitracna platnicka sa 10 minut pretrepava pri teplote
okolia priblizne 20 °C. Mikrotitratna platnicka sa umiestni do luminometra s cielom
zmerat’ aktivitu luciferazy. Bioluminiscencia sa meria pocas 3 sekund bez pritomnosti (F0)
a pocas 3 sekund v pritomnosti (F1) optického filtra. Pouzitie alternativnych nastaveni je
potrebné odovodnit’, napr. v zavislosti od pouzitého modelu luminometra.

29. Parametre jednotlivych koncentracii sa vypocitaju z nameranych hodndét, napr. ILSLA,
GAPLA, nlIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, stredna hodnota £+ SD IL8LA, stredna
hodnota = SD GAPLA, stredna hodnota + SD nIL8LA, stredna hodnota + SD Ind-IL8LA,
strednd hodnota + SD Inh-GAPLA a 95 % interval spolahlivosti Ind-ILSLA. Vymedzenia
parametrov pouzitych v tomto odseku sa uvadzaju v dodatku I, resp. I'V.

30. Pred meranim sa rozliSovanie farieb vo viacfarebnych reportérovych skuSkach vo
vSeobecnosti dosahuje pomocou detektorov (luminometra a snimaca mikrotitracnych
platni¢iek), ktoré si vybavené optickymi filtrami, napriklad filtrami s ostrym ohrani¢enim
(prepustajicimi dlhé alebo kratke vlnové dizky) alebo filtrami s pasmovym priepustom.
Pred testovanim je potrebné kalibrovat koeficienty prenosu filtrov pre jednotlivé
bioluminiscen¢né signalne farby podl'a dodatku 3.2.

UDAJE A PREZENTOVANIE VYSLEDKOV

Hodnotenie udajov
31. Z hladiska kritérii na rozhodnutie o klasifikécii latky ako pozitivnej alebo negativnej sa
vyzaduje, aby v kazdom testovacom cykle platilo, Ze:
— progndza skusky IL-8 Luc sa povazuje za pozitivnu, ak ma testovana chemikalia hodnotu

Ind-IL8LA > 1,4 a dolny limit 95 % intervalu spol'ahlivosti Ind-ILSLA > 1,0,

— prognoza skusky IL-8 Luc sa povaZzuje za negativnu, ak ma testovand chemikélia hodnotu
Ind-IL8LA < 1,4 a/alebo dolny limit 95 % intervalu spol'ahlivosti Ind-IL8LA < 1,0.
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Prognosticky model

32. Testované chemikalie, pri ktorych sa dosiahnu dva pozitivne vysledky spomedzi 1., 2., 3.
alebo 4. testovacieho cyklu, sa povazuju za pozitivne, zatial’ ¢o chemikalie, pri ktorych sa
dosiahnu tri negativne vysledky spomedzi 1., 2., 3. alebo 4. testovacieho cyklu sa povazuju
za pravdepodobne negativne (tabulka 2). Spomedzi pravdepodobne negativnych
chemikalii sa chemikalie rozpustené v X-VOVO™ 15 pri koncentricii 20 mg/ml povazuju
za negativne, zatial’ ¢o chemikalie nerozpustné v X-VOVO™ 15 pri koncentracii 20 mg/ml
sa nemaju brat’ do tivahy (obrdzok 1).

Tabul’ka 2: Kritéria na identifikovanie pozitivnych a pravdepodobne negativnych latok

1. testovaci 2. testovaci 3. testovaci 4. testovaci Kone¢na
cyklus cyklus cyklus cyklus prognodza
pozitivne pozitivne — — pozitivne

negativne pozitivne - pozitivne
negativne pozitivne pozitivne
negativne pravdepodobne
negativne
negativne pozitivne pozitivne - pozitivne
negativne pozitivne pozitivne
negativne pravdepodobne
negativne
negativne pozitivne pozitivne pozitivne
negativne pravdepodobne
negativne
negativne - pravdepodobne
negativne

Obrazok 1: Prognosticky model pre kone¢né rozhodnutie
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pOZitllvne rozpustné pri [ "
ilkali \ / negativne ]
Chemikalie pravdepodobne 20 mg/m! . &
negativne nerozpustné nemaju sa brat sa do
pri 20 mg/ml uvahy

Kritéria prijatel’'nosti

33. Pri pouziti skusky IL-8 Luc maju byt splnené tieto kritéria prijatelnosti:

Hodnota Ind-ILSLA ma byt vysSia ako 5,0 najmenej pri jednej koncentracii pozitivnej
kontroly, 4-NBB, v kazdom testovacom cykle.

Hodnota Ind-IL8LA mé byt nizSia ako 1,4 pri kazdej koncentracii negativnej kontroly,
kyseliny mlie¢nej, v kazdom testovacom cykle.

Zamietnu sa udaje z mikrotitracnych platniciek, pri ktorych hodnota GAPLA kontrolnych
jamiek sbunkami areagentom Tripluc, ale bez chemikalii predstavuje menej ako
patnasobok hodnoty jamky obsahujicej len testovacie rastové médium (RPMI-1640
s obsahom 10 % FBS v objeme 50 pl/jamka a X-VIVO™ 15 v objeme 50 ul/jamka).

Zamietnu sa udaje z mikrotitranych platniciek, pri ktorych je hodnota Inh-GAPLA
vSetkych koncentrécii testovanych alebo kontrolnych chemikalii nizsia ako 0,05. V takom
pripade je potrebné zopakovat prvy test tak, aby najvysSia konecna koncentracia
opakovaného testu predstavovala najniz$iu kone¢nu koncentraciu predchadzajiceho testu.

Sprava o teste

34. Sprava o teste obsahuje tieto informaécie:

Testované chemikalie

Jednozlozkové latky:
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— identifikacia chemikalie, napriklad nazov podla TUPAC alebo CAS, ¢isla CAS, kod
SMILES alebo InChl, §trukturny vzorec a/alebo iné identifikatory,

— fyzicky vzhl'ad, rozpustnost’ vo vode, molekulova hmotnost’ a d’alSie relevantné fyzikalno-
chemické vlastnosti v dostupnom rozsahu,

— (istota, chemicka identita necistot, ak to je vhodné a prakticky uskutoc¢nitel'né, atd’.,
— uprava pred testovanim (napr. zahriatie, rozomletie), ak sa uplatiuje,

— rozpustnost v X-VIVO™ 15. V pripade chemikalii nerozpustnych v X-VIVO™ 15 sa
uvadza, ¢i sa po centrifugécii pozoruje zrazanie alebo flotacia,

— testované koncentracie,
— podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,
— odovodnenie vyberu rozpustadla/nosica pre kazdu testovani chemikaliu, ak sa nepouzilo

X-VIVO™ 15,

Viaczlozkové latky, UVCB a zmesi:

— ¢o najpodrobnejSia charakterizacia, napr. prostrednictvom chemickej identity (pozri
vyssie), Cistoty, kvantitativneho vyskytu a relevantnych fyzikalno-chemickych vlastnosti
(pozri vyssie) zloziek v dostupnom rozsahu,

— fyzicky vzhlad, rozpustnost vo vode a d’alSie relevantné fyzikalno-chemické vlastnosti
v dostupnom rozsahu,

— molekulovd hmotnost’ alebo relativna molekulovd hmotnost’ v pripade zmesi/polymérov
znameho zloZenia alebo iné informécie potrebné na vykonanie Stadie,

— Uprava pred testovanim (napr. zahriatie, rozomletie), ak sa uplatiuje,

— rozpustnost v X-VIVO™ 15, V pripade chemikalii nerozpustnych v X-VIVO™ 15 sa
uvadza, ¢i sa po centrifugacii pozoruje zraZanie alebo flotacia,

— testované koncentracie,
— podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,

— oddvodnenie vyberu rozpustadla/nosica pre kazdu testovanu chemikaliu, ak sa nepouzilo
X-VIVO™ 15.

Kontroly

Pozitivna kontrola:
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identifikacia chemikalie, napriklad nazov podla TUPAC alebo CAS, ¢isla CAS, kod
SMILES alebo InChl, §trukturny vzorec a/alebo iné identifikatory,

fyzicky vzhlad, rozpustnost’ vo vode, molekulova hmotnost’ a d’alSie relevantné fyzikalno-
chemické vlastnosti v dostupnom rozsahu a podl'a potreby,

Cistota, chemicka identita necistot, ak to je vhodné a prakticky uskutocnitelné, atd’.,
uprava pred testovanim (napr. zahriatie, rozomletie), ak sa uplatiuje,
testované koncentracie,
podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,
v uplatnitel'nom pripade odkaz na historické vysledky pre pozitivne kontroly dokazujice
vhodné kritéria prijatel'nosti.

Negativna kontrola:

identifikacia chemikalie, napriklad nazov podl'a IUPAC alebo CAS, cisla CAS a/alebo iné
identifikatory,

Cistota, chemicka identita necistot, ak to je vhodné a prakticky uskuto¢nitel'né, atd’.,

fyzicky vzhlad, molekulovd hmotnost’ a d’alSie relevantné fyzikalno-chemické vlastnosti
v pripade, ze sa pouziju iné negativne kontroly ako tie uvedené v usmerneni na
vykonévanie testov, a to v dostupnom rozsahu,

podmienky skladovania a stabilita v dostupnom rozsahu,

odovodnenie vyberu rozpustadla pre kazda testovani chemikaliu.

Podmienky testu

meno a adresa objednavatela, testovacieho zariadenia a vediceho Studie,
opis pouZitého testu,

pouzita bunkova linia, podmienky jej skladovania a zdroj (napr. zariadenie, z ktorého bola
ziskana),

¢islo Sarze a povod FBS, ndzov dodavatela, ¢islo Sarze 96-jamkovej ¢iernej mikrotitracnej
platni¢ky s plochym dnom a ¢islo SarZe reagentu Tripluc,

pocet pasazi a hustota buniek pouzité pri testovani,

metdda stanovenia poctu buniek pouZzivand na naockovanie pred testovanim a opatrenia,
ktorymi sa zaru¢i rovnomerné rozdelenie buniek,
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pouzity luminometer (napr. model) vratane jeho nastavenia, pouzity substrat luciferazy
a preukazanie adekvatnych merani luminiscencie zaloZzenych na kontrolnom teste
opisanom v dodatku 3.2,

postup pouzity na preukdzanie sposobilosti laboratoria vykonavat dany test (napr.
testovanim chemikalii na preukazanie sposobilosti) alebo na preukazanie opakovatelného
vykonavania testu v priebehu casu.

Testovaci postup

pocet replikatov a uskutocnenych testovacich cyklov,

koncentracie testovanych chemikalii, postup ich pouzitia a expozi¢ny Cas (ak sa liSia od
odportcanych),

opis pouzitych kritérii hodnotenia a rozhodovania,
opis pouzitych kritérii prijatelnosti Stadie,

opis vSetkych zmien v testovacom postupe.

Vysledky

merania hodnot ILSLA a GAPLA,
vypocty hodndt nIL8LA, Ind-IL8LA a Inh-GAPLA,
95 % interval spolahlivosti hodnoty Ind-ILSLA,

graf zobrazujuci krivky zavislosti odozvy od davky z hl'adiska indukcie aktivity luciferdzy
a Zivotaschopnosti,

v uplatnitelnom pripade opis vSetkych relevantnych pozorovani.

Rozbor vysledkov

Zaver

rozbor dosiahnutych vysledkov pri skiiske IL-8 Luc,

posudenie vysledkov skusky v kontexte IATA, ak si kdispozicii iné relevantné
informacie.
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Dodatok 3.1

VYMEDZENIE POJMOV

Presnost’: miera zhody vysledkov testu s akceptovanymi referencnymi hodnotami. Ide
o mieru vykonnosti testu a jeden z aspektov relevantnosti. Tento pojem sa ¢asto pouziva
zamenitelne s pojmom ,,zhoda* a oznacuje podiel spravnych vysledkov testu (16).

AQOP (draha nepriaznivého ucinku): sled udalosti od chemickej Struktiry cielovej
chemikalie alebo skupiny podobnych chemikalii cez molekuldrnu iniciacna udalost” az po
vysledok in vivo, ktory je predmetom zaujmu (20).

Chemikalia: latka alebo zmes.

CV05: zivotaschopnost’ buniek 05, t. j. minimalna koncentracia, pri ktorej maju chemikalie
hodnotu Inh-GAPLA niz$iu ako 0,05.

FInSLO-LA: skratka pouzivand na oznaCenie hodnoty Ind-ILS8LA v sprave o validacii
a predchadzajucich publikaciach tykajacich sa skusky IL-8 Luc. Pozri vymedzenie pojmu
Ind-IL8LA.

GAPLA: aktivita luciferazy v pripade stabilnej luciferazy emitujucej cervené svetlo (SLR)
(Amax = 630 nm), ktoru reguluje promdétor GAPDH a ktord preukazuje zivotaschopnost’
buniek a pocet Zivotaschopnych buniek.

Nebezpefnost’: inherentna vlastnost’ ¢inidla, pripadne situdcia, ktora moéze vyvolat
nepriaznivé UCinky pri expozicii organizmu, systému alebo (sub)populacie u€inkom dané¢ho
¢inidla.

IATA (integrovany pristup k testovaniu a hodnoteniu): Struktirovany pristup pouZivany
na identifikaciu (potencialnej) nebezpecnosti, charakterizaciu nebezpe€nosti (z hl'adiska
potencie) a/alebo hodnotenie bezpecnosti (potencial/potencia a expozicia) chemikalie alebo
skupiny chemikalii, ktory strategicky integruje a porovnava vSetky relevantné udaje
v zaujme prijatia regulatného rozhodnutia o potencidlnej nebezpecnosti a/alebo riziku
a/alebo potrebe vykonania d’alSich cielenych, t. j. minimélnych testov.

II-SLR-LA: skratka pouzivand na oznacenie hodnoty Inh-GAPLA v sprave o validacii
a predchadzajtcich publikaciach tykajucich sa skusky IL-8 Luc. Pozri vymedzenie pojmu
Inh-GAPLA.

IL-8 (interleukin-8): cytokin odvodeny od endotelovych buniek, fibroblastov,
keratinocytov, makrofagov a monocytov, ktory spdsobuje chemotaxiu neutrofilov a T-
lymfocytov.
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IL8LA: aktivita luciferazy v pripade stabilnej luciferazy emitujiicej oranzové svetlo (SLO)
(Amax = 580 nm), ktora reguluje promotor IL-8.

Ind-IL8LA: nasobna indukcia ILSLA. Ziskava sa ako podiel hodnoty nIL8LA buniek THP-
G8 oSetrenych chemikaliami a hodnoty bunieck THP-G8 nevystavenych stimulécii
a vyjadruje indukciu posobenia promotora IL-8 spdsobent chemikaliami.

Inh-GAPLA: inhibicia hodnoty GAPLA. Ziskava sa ako podiel hodnoty GAPLA buniek
THP-G8 oSetrenych chemikaliami a hodnoty GAPLA neoSetrenych buniek THP-G8
a vyjadruje cytotoxicitu chemikalii.

Minimalna hranica indukcie (MIT): najniz$ia koncentracia, pri ktorej chemikalia spifa
kritéria klasifikacie ako pozitivnej latky.

Zmes: zmes alebo roztok zloZeny z dvoch alebo viacerych latok.

Jednozlozkova latka: latka definovana svojim kvantitativnym zlozenim, v ktorej je hlavna
zloZka zastupena v koncentracii najmenej 80 hm. %.

Viaczlozkova latka: latka definovana svojim kvantitativnym zlozenim, v ktorej je viac ako
jedna z hlavnych zloziek zastipena v koncentracii > 10 hm. % a < 80 hm. %. Viaczlozkova
latka je vysledkom vyrobného procesu. Rozdiel medzi zmesou a viaczloZzkovou latkou
spociva v tom, Zze zmes sa ziskava zmieSanim dvoch alebo viacerych latok bez toho, aby
doslo k chemickej reakcii. Viaczlozkova latka je vysledkom chemickej reakcie.

nIL8LA: aktivita luciferazy SLO odrdZajuca posobenie promoétora IL-8 (IL8LA)
normalizovand na zaklade aktivity luciferazy SLR odrézajiicej pdsobenie promotora
GAPDH (GALPA). Vyjadruje pdsobenie promoétora IL-8 po zohl'adneni Zivotaschopnosti
buniek alebo poctu buniek.

nSLO-LA: skratka pouZivand na oznaCenie hodnoty nIL8LA v sprave o validacii
a predchadzajtcich publikaciach tykajucich sa skuSky IL-8 Luc. Pozri vymedzenie pojmu
nIL8LA.

Pozitivna kontrola: replikat obsahujici vSetky zlozky testovacieho systému a oSetreny
latkou, ktora je zndma tym, Ze vyvolava pozitivhu reakciu. Aby bolo mozné vyhodnotit’
variabilitu reakcie na pozitivnu kontrolu v Case, nesmie byt rozsah pozitivnej reakcie
nadmerne velky.

Pre-haptény: chemikalie, ktoré sa stavaju senzibilizatormi prostrednictvom abiotickej
transformécie.

Pro-haptény: chemikalie, pri ktorych sa vyzaduje enzymaticka aktivacia na to, aby vznikol
potencial koZznej senzibilizacie.
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Relevantnost’: opis vztahu testu k ucinku, ktory je predmetom zaujmu, a toho, ¢i je tento
ucinok zmysluplny a uzito¢ny na konkrétny tcel. Ide o mieru, do akej sa testom spravne
meria alebo predpovedd biologicky ucinok, ktory je predmetom zaujmu. Relevantnost’
zohl'adnuje presnost’ (zhodu) testu (16).

SpoPahlivost’: miera rozsahu, v ramci ktorého sa moze test pocas istého ¢asového obdobia
reprodukovatelne vykondvat’ v ramci laboratorii a medzi nimi navzdjom, priCom sa pouziva
ten isty protokol. Hodnoti sa vypocitanim vnutrolaboratornej a medzilaboratornej
reprodukovatel'nosti a vnutrolaboratérnej opakovatel'nosti (16).

Testovaci cyklus: testovaci cyklus pozostava zjednej alebo viacerych testovanych
chemikalii testovanych subezne s kontrolou s aplikaciou rozpustadla/kontrolou s nosicom
a s pozitivnou kontrolou.

Citlivost’: podiel vsetkych pozitivnych/aktivnych chemikalii, ktoré sa testom spravne
klasifikovali. Je to miera presnosti testu, ktory poskytuje kategorizacné vysledky. Ide
o dolezité hl'adisko pri hodnoteni relevantnosti testu (16).

SLO-LA: skratka pouzivand na oznacenie hodnoty IL8LA v sprave o validacii
a predchadzajucich publikaciach tykajacich sa skusky IL-8 Luc. Pozri vymedzenie pojmu
ILSLA.

SLR-LA: skratka pouzivand na oznaCenie hodnoty GAPLA v sprave o validacii
a predchadzajucich publikaciach tykajacich sa skusky IL-8 Luc. Pozri vymedzenie pojmu
GAPLA.

Kontrola s aplikaciou rozpustadla/kontrola s nosi¢om: neoSetrend vzorka obsahujuca
vSetky zloZky testovacieho systému okrem testovanej chemikélie, ale vratane pouzitého
rozpustadla/nosica. Sluzi na stanovenie zékladnej reakcie vzoriek oSetrenych testovanou
chemikaliou rozpustenou alebo stabilne rozmieSanou v rovnakom rozpusStadle/nosici. Ked’
sa tato vzorka testuje so subeznou kontrolou s rastovym médiom, preukdze sa aj to, €i
rozpustadlo/nosic a testovaci systém na seba navzdjom posobia.

Specifickost’: podiel vietkych negativnych/neaktivnych chemikalii, ktoré sa testom spravne
klasifikovali. Je to miera presnosti testu, ktory poskytuje kategorizacné vysledky. Ide
o dolezité hl'adisko pri hodnoteni relevantnosti testu (16).

Latka: chemicky prvok ajeho zluceniny v prirodnom stave alebo ziskané¢ akymkol'vek
vyrobnym postupom vratane vSetkych prisad potrebnych na udrzanie ich stability a vSetkych
necistot pochadzajucich z pouzitého postupu, ktory vSak nezahfiia ziadne rozpustadla, ktoré
mozno oddelit’ bez ovplyvnenia stability latky alebo zmeny jej zlozenia.

Povrchovo aktivna latka: takisto nazyvana surfaktant, je latka, ako napriklad detergent,
ktora dokaze zniZit' povrchové napétie kvapaliny a tak jej umoznit’ penenie alebo prenikanie
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do tuhych latok. Nazyva sa aj zvlhcujuce ¢inidlo (TG437).
Testovana chemikalia: kazda latka alebo zmes testovana pomocou tejto metddy.

THP-GS8: reportérova bunkova linia IL-8, ktord sa pouziva v skuSke IL-8 Luc. LCudska
bunkova linia THP-1 podobna makrofagom bola transfektovand pomocou génu luciferazy
SLO riadeného prométorom IL-8 a génu luciferazy SLR riadeného promoétorom GAPDH.

Globalny harmonizovany systém Kklasifikacie a oznacovania chemikalii OSN (GHS
OSN): systém, ktorym sa navrhuje klasifikdcia chemikalii (latok a zmesi) podla
Standardizovanych typov a urovni fyzikalnej, zdravotnej a environmentéalnej nebezpecnosti
a ich oznacovanie zodpovedajiicimi komunikacnymi prvkami, ako st piktogramy, vystrazné
slova, vystrazné upozornenia, bezpecnostné upozornenia a karty bezpecnostnych udajov,
s cielom poskytnut’ informdacie o nepriaznivych uc¢inkoch danych chemikdlii v zaujme
ochrany o0s06b (vratane zamestnavatelov, pracovnikov, prepravcov, spotrebitelov
a subjektov reakcie na nidzové situdcie) a zivotného prostredia (21).

UVCB: latky neznameho alebo variabilného zloZenia, produkty komplexnych reakcii alebo
biologické materialy.

Platna testovacia metéda: test, ktory sa na dany ucel povazuje za dostatocne relevantny
a spol'ahlivy a ktory je zalozeny na vedecky podlozenych zasadach. Test nie je nikdy platny
v absolitnom zmysle, ale len vo vzt'ahu k vymedzenému tcelu.
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Dodatok 3.2

PRINCiP MERANIA AKTIVITY LUCIFERAZY A STANOVENIE KOEFICIENTOV
PRENOSU OPTICKEHO FILTRA PRE SLO A SLR

Systém viacndsobnej reportérovej skusky — Tripluc — mozno pouzit’ s luminometrom
pre mikrotitracnt platnicku so systémom detekcie viacerych farieb, ktory umoziuje
pouzitie optického filtra [napr. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer),
Tristar LB941 (Berthold)]. Opticky filter pouzity pri merani je filter prepustajuci dlhé
alebo kratke vlnové dizky v rozsahu 600 — 620 nm alebo filter s pAsmovym priepustom
v rozsahu 600 — 700 nm.

Meranie luciferaz s dvomi farbami pomocou optického filtra

V tomto priklade sa pouZiva model Phelios AB-2350 (ATTO). Tento luminometer je
vybaveny 600 nm filtrom preptstajacim dlhé vinové dlzky (LP) (R60 HOYA Co., 600
nm LP, filter 1) na rozklad luminiscencie SLO (Amax = 580 nm) a SLR (Amax = 630
nm).

S cielom stanovit’ koeficienty prenosu pre 600 nm filter LP najskor pomocou ¢istenych
enzymov luciferazy SLO a SLR zmerajte 1) intenzitu bioluminiscencie SLO a SLR bez
filtra (FO); i1) intenzitu bioluminiscencie SLO a SLR pri prechode cez 600 nm filter LP
(filter 1) aiii) vypocitajte koeficienty prenosu 600 nm filtra LP pre SLO a SLR
uvedené dalej.

Koeficienty prenosu Skratka Definicia
SLO koeficienty =~ prenosu Ore0 koeficient prenosu filtra pre
filter 1 SLO
SLR koeficienty =~ prenosu Rreo koeficient prenosu filtra pre
filter 1 SLR

Dalej je opisana i) intenzita svetla bez filtra (aplny opticky prenos) FO a ii) intenzita
svetla pri prechode cez 600 nm filter LP (filter 1) F1, pricom intenzita SLO v testovace;j
vzorke je vymedzena ako O a intenzita SLR je vymedzena ako R.

FO=0O+R
F1 =«xOre0 X O + kRRreo * R
Tieto vzorce mozno preformulovat’ takto:
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(o w)C)
F1 KOpeo  KRpeo/ \R

Pomocou vypocitanych faktorov priepustnosti (kOreo a KkRreo) a nameranych hodnot
FO a F1 mozno vypocitat hodnoty O a R takto:

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

Materialy a metédy na urcenie faktora priepustnosti
1. Reagenty
Jednotlivé Cistené enzymy luciferazy:

lyofilizovany Cisteny enzym SLO,
lyofilizovany ¢isteny enzym SLR,

(ktoré sa na tucely validacie ziskali z laboratéria GPC Lab. Co. Ltd., Tottori,
Japonsko s vyuZitim bunkovej linie THP-GS).

SkuSobny reagent:

reagent Tripluc® na skusku s luciferdzou (napriklad od spolo¢nosti TOYOBO
kat. ¢. MRA-301).

Rastové médium: pre skusku s luciferazou (30 ml, skladované pri teplote 2 — 8 °C).

Konecna
koncentracia | Pozadované
Reagent Konc.
v rastovom mnozstvo
médiu
RPMI-1640 — — 27 ml
FBS - 10 % 3ml

2. Priprava enzymatického roztoku

Rozpustite lyofilizovany disteny enzym luciferazy v skimavke pridanim 200 pl
Tris/HCI alebo Hepes/HCI s koncentraciou 10 ~ 100 mM (pH 7,5 ~ 8,0) doplneného
glycerolom s koncentraciou 10 % (hm./obj.), rozdel'te enzymaticky roztok na 10 pl
alikvotné casti v jednorazovych skumavkach sobjemom 1,5 ml auskladnite ich
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v mraznicke pri teplote —80 °C. Zmrazeny enzymaticky roztok mozno pouzivat az 6
mesiacov. Pri pouziti do kazdej skimavky obsahujicej enzymatické roztoky (zriedeny
enzymaticky roztok) pridajte 1 ml rastového média pre skusku s luciferazou (RPMI-
1640 s 10 % FBS) a uchovavajte ich na l'ade, aby sa predislo deaktivacii.

3. Meranie bioluminiscencie

Reagent Tripluc® na skugku s luciferdzou rozmrazte a uchovavajte pri izbovej teplote
vo vodnom kupeli alebo pri teplote okolia. Luminometer zapnite 30 minut pred
zaCiatkom merania, aby doslo k stabiliz4cii fotonasobic¢a. Preneste 100 pl zriedeného
enzymatického roztoku do Ciernej 96-jamkovej mikrotitracnej platnicky (s plochym
dnom) (referenc¢ni vzorku SLO do jamiek Bl1, B2, B3, referen¢ni vzorku SLR do
jamiek D1, D2, D3). Potom pomocou pipety preneste 100 pl zahriateho reagentu
Tripluc do kazdej jamky na mikrotitracnej platnicke, ktora obsahuje zriedeny
enzymaticky roztok. Pomocou trepacky mikrotitracnych platniciek pretrepavajte
mikrotitraénl platnicku 10 minat pri izbovej teplote (priblizne 25 °C). Ak sa
v roztokoch v jamkach objavia bubliny, odstrainte ich. Umiestnite mikrotitraéna
platnicku do luminometra a odmerajte aktivitu luciferdzy. Bioluminiscencia sa meria
pocas 3 sekund bez pritomnosti (FO) a pocas 3 sekund v pritomnosti (F1) optického
filtra.

Koeficient prenosu optického filtra sa vypocital takto:

Koeficient prenosu [SLO (kOreo)] =(B1 sF1+B2 sF1+B3 sFl1)/ (Bl sF0+B2
s FO + B3 s F0)

Koeficient prenosu [SLR (kRreo)] = (D1 sF1 +D2 sF1+D3 sF1)/ (D1 sF0O+D2
s FO + D3 s F0)

Vypocitané faktory prenosu sa pouZzivaju pre vSetky merania uskuto¢nené pomocou
toho istého luminometra.

Kontrola kvality zariadenia

Pouziju sa postupy opisané v protokole skusky IL-8 Luc (18).
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LATKY NA PREUKAZANIE SPOSOBILOSTI
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Pred rutinnym pouzitim testu opisaného v tomto dodatku k testovacej metdéde B.71 by mali
laboratoria preukazat’ technicku sposobilost’ tym, ze ziskaji ocakavant prognézu vysledku
skusky IL-8 Luc v pripade 10 chemikalii odporacanych v tabulke 1 a ziskaju hodnoty, ktoré
patria do prislusného referencného rozsahu pre najmenej 8 z 10 latok na preukézanie
sposobilosti (vybranych tak, aby reprezentovali rozsah reakcii z hl'adiska nebezpecenstva
koznej senzibilizacie). Medzi d’alSie vyberové kritérid patrilo to, aby boli latky komercne
dostupné a aby boli dostupné referen¢né tidaje in vivo s vysokou kvalitou, ako aj udaje in
vitro s vysokou kvalitou vygenerované pomocou skusky IL-8 Luc. Pre skusku IL-8 Luc su
k dispozicii aj publikované referenéné udaje (6) (1).

Tabul’ka 1: Odporticané latky na preukazovanie technickej sposobilosti pri skiske IL-8 Luc

Rozpustnos P:Eg;gza
Latky na ., v L ¥ -
A Cislo CA  Skupenstv Prognoza in IL-8 Referen¢ny rozsah
preukazanie X-VIVO 15 . 2 3
A g S 0 . vivo Luc (pg/ml)
sposobilosti pri 20
mg/ml cvoss L8 Luc
MIT?
2,4- . . senzibilizator .
dinitrochlorbenzén 97-00-7 tuhé nerozpustné (extrémny) pozitivne 2,3-39 0,5-2,3
formaldehyd 50-00-0 kvapalné rozpustné senf;ti)lﬁ;z)ator pozitivne 9-30 4-9
2- senzibilizator 250 —
merkaptobenzotiazo  149-30-4 tuhé nerozpustné . pozitivne 60 —250
| (mierny) 290
etyléndiamin 107-15-3 kvapalné rozpustné senmblhzator ozitivne 500 = 0,1-04
Y P P (mierny) P 700
etylénglykol- an. . . senzibilizator . 0,04 —
dimetakrylat 97-90-5 kvapalné nerozpustné (slab) pozitivne > 2 000 0.1
4-alylanizol . . senzibilizator o 0,01 -
estracol 140-67-0 kvapalné nerozpustné slaby pozitivne > 2 000 0.07
(estrag y
nesposobuje
streptomycin sulfat ~ 3810-74-0 tuhé rozpustné senzibilizaci negativne >2000  >2 000
u
nespdsobuje
glycerol 56-81-5 kvapalné rozpustné senzibilizdci  negativne  >2 000 >2 000
u
nesposobuje
izopropanol 67-63-0 kvapalné rozpustné senzibilizaci  negativne  >2 000 >2 000
u

Skratky: Cislo CAS = &islo v registri sluzby CAS (Chemical Abstracts Service)
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! Potencia in vivo je odvodena pomocou kritérii navrhnutych organizdciou ECETOC (19).

2 Na zdklade hodnét pozorovanych v minulosti (1) (6).
3 Hodnoty CV05 a IL-8 Luc MIT sa vypoéitali na zaklade rozpustnosti vo vode podl'a softvéru EPI Suite™.
4 CV05: minimalna koncentracia, pri ktorej maji chemikalie hodnotu Inh-GAPLA niz3iu ako 0,05.

5 MIT: najnizsia koncentracia, pri ktorej chemikalia spiia kritéria klasifikacie ako pozitivnej latky.
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Dodatok 3.4

INDEXY A KRITERIA POSUDZOVANIA
nILSLA (nSLO-LA)

J-t¢ opakovanie (j =1—4) i-tej koncentracie (i=0—11) sa meria pre ILSLA (SLO-LA),
resp. GAPLA (SLR-LA). Normalizovana hodnota IL8LA sa oznacuje ako nILSLA (nSLO-
LA) a je vymedzena ako:

nlL8LA;; = IL8LA;;/GAPLA;
Je to zakladna jednotka merania v tejto skuske.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

Ind-IL8LA, t.j. ndsobné zvySenie spriemerovanej hodnoty nIL8LA (nSLO-LA) pre
opakovanie pri i-tej koncentracii, ktoré sa porovndva s hodnotou pri koncentracii O,
predstavuje hlavni meranti hodnotu v tejto skiiSke. Tento pomer je vyjadreny tymto
vzorcom:

Ind — IL8LA; = {(1/4) X Z nIL8LAiJ} / {(1/4) X Z n1L8LA0,-}
] )

Podl'a nédvrhu veduceho laboratoria zodpoveda hodnota 1,4 pozitivnemu vysledku testovane;j
chemikalie. Tato hodnota je stanovend na zaklade sktimania historickych tdajov vediaceho
laboratoria. Tim pre spravu udajov nésledne pouZival tito hodnotu vo vsetkych fazach
validacnej Stadie. Hlavny vysledok, Ind-IL8LA, predstavuje pomer dvoch aritmetickych
priemerov, ako sa uvadza v rovnici.

95 % interval spol’ahlivosti (95 % CI)

Na vyjadrenie presnosti hlavnej vyslednej hodnoty mozno vykonat’ odhad 95 % intervalu
spolahlivosti (95 % CI) na zéklade uvedené¢ho pomeru. Ked je dolny limit 95 % CI > 1,
oznacuje to, ze hodnota nIL8LA s i-tou koncentraciou je vyznamne vysSia ako prisluSna
hodnota s kontrolou s aplikdciou rozpustadla. Na stanovenie 95 % CI existuje niekolko
spdsobov. V rdmci tejto Stidie sa pouzila metdda zndma pod oznacenim Fiellerova teoréma.
Této teoréma 95 % intervalu spol'ahlivosti sa ziskala z tohto vzorca:

—B —+VB? —4AC —B + vB? —4AC
2A ’ 2A '
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ked’

— g2 _ 42 sdj _ ST _ 52 _ 42 Sd?’i —
A= XO_tO_975(v) Xn_o, B = —ZXXXY, C_YI _t0.975(v) Xn—,andno —4‘,

Xo = (1/ny) x ¥;nIL8LAy;, sdd ={1/(no — 1)} x ¥;(nIL8LA,; — xo)z,
nyi = 4, 7 = (1/ny5) x 3;(nIL8LA;), sdZ; = {1/(ny; — 1)} x X;(nIL8LA; — 7;)”.

t)975() predstavuje 97,5. percentil centralnej distribucie t s hodnotou y stupfia volnosti, ked’

() 00 ()0 )

nyi

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Hodnota Inh-GAPLA predstavuje pomer spriemerovanej hodnoty GAPLA (SLR-LA) pre

opakovanie i-tej koncentracie v porovnani s hodnotou pre kontrolu s aplikaciou rozpustadla
a vyjadruje sa ako

Inh — GAPLA; = {(1/4) X X; GAPLA;;}/{(1/4) X X; GAPLA,;}.
Ked’Zze hodnota GAPLA je menovatel hodnoty nIL8LA, ve'mi mald hodnota spdsobuje

velkt zmenu hodnoty nIL8LA. Hodnoty Ind-IL8LA s mimoriadne malou hodnotou Inh-
GAPLA (menej ako 0,05) sa mézu povazovat sa prejav nizkej presnosti.
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Dodatok 3.5

SCHEMA METOD NA ROZPUSTENIE CHEMIKALII PRE SKUSKU IL-8 LUC

a) pre chemikalie rozpustné v X-VIVO™ 15 pri koncentracii 20 mg/ml

Ak je chemikalia rozpustna v X-VIVO™ 15 '
{prvy testovaci cyklus) Faktor riedenia 5
20 mg/ml Zasobny roztok
Faktor riedenia 2 (4 mg/ml)

[ ]

1 mg/ml 4 mgfml
0 e s 2 mg/ml

l, Pridanie do bunkovej suspenzie na 96-jam kovej platnicke (50 pl : 50 pl)

1Ll Y I
| NS [ (N [ (N i [N N ) (N _—

0,5 mg/mi 2 mg/ml
0 W -

1
e
S .
e

Stanovenie najvyssej koncentracie v tychto testovacich cykloch

CV05; najniziia koncentracia chemikalie, pri ktorej
sa hodnota Inh-GAPLA stava < 0,0.5 [koncentracia

Inh-GAPLA

3 \ J zasobného roztoku x 1/faktor riedenia (X]]
" N, g
IRV IVISV I VYY)

Konetna koncentracia v 2., 3. a 4. testovacom cykle

1 mg/ml 4 mgiml
;i 0,5 mg/ml 2 mg/ml
2., 3. alebo 4. testovaci cyklus : I '
zriedit
Kontrola s X-VIVO™ 1x 4’)( CV[}? {4x koncentracia
Faktor riedenia 1,5 zasobného roztoku x 1/X)

| || | - I | | | ] I I I
Pridanie k bunkam na 96 |amkouel platnlcke (50 pl: 50 pl)

l 2xCVO5
| |
11

| o

%\
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b) pre chemikalie nerozpustné v X-VIVO™ 15 pri koncentracii 20 mg/ml

Ak chemikalia nie je rozpustna v X-VIivo™

15 (prvy testovaci cyklus) Supernatant

& (zasobny roztok)

20 mgfml odstredovat
Faktor riedenia 2 2

I (| || ||
e ] ) B ) ) e ] ] ] ]

x1/1024 x1/256 x1/64 x1/18 x1/4
0 x1/512 x1/128 x1pridanie do bunkovej suspenzie na 96jamkovej platnicke (50l :
B sow)
e e b b e o e e e e e e
X 112048 x1/512 x17128 x1132 X1/8 nE encoEpeaEnic
0 x1/1024 x1/256 x1/64 x1/16 x1/4
< l‘ - CV05; najnizSia koncentracia chemikalie, pri ktorej
o .: . sa hodnota Inh-GAPLA stava < 0,0.5 [koncentracia
%J , zasobného roztoku x 1/faktor riedenia (X)]
.
wa
-:u"]‘:i s
— AAMAAAAAN
Konefna koncentracia v 2.. 3. a 4. testovacom ovkle
112045 P L x1B  x2
0 ®1/1024 ®1/16 x1/4
1/X
2., 3. alebo 4. testovaci cyklus
Zrledlt
Kontrola s X-VIVO™ 15 4x CVO5 (4x koncentracia

Fakior fledenia 1’5 zasobného roztoku x 1/X)

| | | 1 || | 1 || | 1 | | ! |
e ] e ] e ] ] ] ] ]
Pridanie k bunkam na 96-jamkovej platnicke (50 pl: 50 pl)

# N I IILI/Z)(WD5

| |
I | 11 | 1 11 11 11 I

473



D060575/02

Dodatok 3.6

SCHEMA METODY NA ROZPUSTENIE 4-NBB PRE POZITIVNU KONTROLU
V SKUSKE IL-8 LUC.

20 mg/ml

Pozitivna kontrola: 4-NBB (nerozpustné v X-VIVO™ 15)

Faktor riedenia 4

) | ———

Otacat a
odstredovat  Supernatant x1/4
x1

Riedenie faktorom 2

-
Kontrola s X-VIVO™ x116  x1/8 x1/4

15
Pridanie k bunkam na 96-jamkove] platnicke

l (50ul : 50ul)
| |
| | ]
Kontrola s x-vivo™ x1/32  x1/16  x1/8

15

13
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9.V &asti C sa doplnaju tieto kapitoly:

,,C.52 ROZSIRENY JEDNOGENERACNY REPRODUKCNY TEST NA RYZOVNICKE
JAPONSKEJ (MEOGRT)

UvVoD

1.

Tato testovacia metdda je rovnocennd s usmernenim OECD na vykondvanie testov (TG)
240 (2015). V ramci rozsireného jednogenera¢ného reprodukéného testu na ryZovnicke
japonskej (MEOGRT) sa opisuje komplexna testovacia metdda zaloZzena na expozicii ryb
pocas viacerych generacii s cielom poskytnut’ relevantné daje z hladiska ekologicke;j
nebezpecnosti a postdenia rizika chemikalii vratane tych, pri ktorych existuje podozrenie,
ze predstavuju endokrinné disruptory (EDC). Expozicia v ramci testu MEOGRT pokracuje
az do vyliahnutia (do dvoch tyzdiiov po oplodneni) v druhej generdcii (F2). Na
odovodnenie uzitocnosti rozsirenia testu o obdobie po vyliahnuti generacie F2 by bolo
potrebné d’alSie skimanie. V sucasnosti neexistuju dostato¢né informdacie, na zaklade
ktorych by boli dostupné relevantné podmienky alebo kritéria oddvodiujiice rozsirenie
testu o d'alSie obdobie v ramci generacie F2. Tato testovacia metéda sa vSak moze
aktualizovat’ po posudeni novych informacii a udajov. Za urcitych okolnosti méze byt
potencialne uzitotné napriklad usmernenie o rozSireni testu o d’alSie obdobie v ramci
generacie F2 tak, aby =zahffial reprodukciu (napr. v pripade chemikalii s vysokym
biokoncentraénym potencidlom alebo indikacii medzigenera¢nych ucinkov v inych
taxonoch). Pomocou tejto testovacej metddy mozno hodnotit’ potencialne chronické ucinky
chemikalii vratane potencialnych endokrinnych disruptorov na ryby. V ramci metddy sa
kladie hlavny doraz na potencidlne uUcinky relevantné z hladiska populacie (konkrétne
Skodlivé vplyvy na prezitie, vyvoj, rast a reprodukciu) pri vypocte hodndt koncentracie, pri
ktorej sa nepozoruju ucinky (NOEC), alebo ucinnej koncentracie (ECx), hoci je potrebné
poznamenat’ Ze pristupy s vyuzitim ucinnej koncentracie ECx st zriedka vhodné pre
rozsiahle $tadie tohto typu, v ktorych moéze byt neprakticky rastuci pocet testovacich
koncentracii, ktoré maji slizit’ na urcenie pozadovanej hodnoty ECx, ¢o moze vzhl'adom
na vel'ky pocet pouzitych zvierat viest’ aj k znacnym obavam z hl'adiska dobrych Zivotnych
podmienok zvierat. V pripade chemikalii, pri ktorych sa nevyzaduje posudenie v prebehu
viacerych generacii, alebo chemikalii, ktoré nie su potencidlnymi endokrinnymi
disruptormi, mézu byt vhodnejSie iné testovacie metody (1). Ryzovnicka japonska je
vhodnym druhom na pouZitie v tejto testovacej metdode vzhl'adom na kratky zivotny cyklus
a moznosti urcit’ jej genetické pohlavie (2), o sa povazuje za rozhodujucu zlozku v tejto
testovacej metode. Specifické metody a sledované parametre z hl'adiska pozorovania, ktoré
su opisané v tejto metdde, sa vztahuji len na ryZovni¢ku japonsku. V pripade inych
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malych druhov ryb (napr. danio pruhované) je mozné prisposobenie podobnému
testovaciemu protokolu.

2. Touto testovacou metdodou sa meria viacero biologickych sledovanych parametrov. Hlavny
doraz sa kladie na relevantné parametre z hl'adiska potencidlnych Skodlivych tc¢inkov na
populdciu vratane prezitia, vyvoja vyraznych znakov, rastu a reprodukcie. S cielom
poskytnut’ mechanistické informacie a prepojenie medzi vysledkami z inych druhov
terénnych a laboratornych stadii, v ktorych existuja dokazy a posteriori, ze chemikalia
vykazuje pdsobenie ako potencidlny endokrinny disruptor (napr. androgénne alebo
estrogénové posobenie v inych testoch a skuskach), sa d’alej mozu ziskat' d’alSie uzitocné
informécie meranim mRNA vitelogeninu (vtg) (alebo bielkoviny vitelogeninu, VTQG),
fenotypovych sekundarnych pohlavnych znakov (SSC) v stvislosti s genetickym
pohlavim, ako aj posudzovanim histopatologie. Je potrebné poznamenat, ze ak pri
testovanej chemikalii alebo jej metabolitoch neexistuje podozrenie, ze predstavuju
endokrinné disruptory, nemusi byt potrebné merat’ tieto sekundarne sledované parametre
a vhodnejSie mézu byt Studie, ktoré st menej narocné z hl'adiska zdrojov a zvierat (1).
Vymedzenie pojmov pouzitych v tejto testovacej metdde sa uvadza v dodatku 1.

POCIATOCNE UVAHY A OBMEDZENIA

3. Vzhladom na obmedzeny pocet testovanych chemikalii a laboratorii, ktoré sa zGc¢astnili na
validacii tejto pomerne zlozitej Studie, sa predpokladd, Ze sa tato testovacia metoda
prehodnoti a v pripade potreby zreviduje na zdklade ziskanych skusenosti, ked bude
k dispozicii dostatoény podet $tudii na postidenie vplyvu novej koncepcie §tadie. Udaje
mozno pouzit na urovni 5 koncepéného ramca OECD na testovanie a hodnotenie
endokrinnych disruptorov (3). Testovacia metdda sa zaCina tym, Zze sa dospeld ryba
(generacia FO) vystavi pocas reprodukcnej fazy testovanej chemikalii. Expozicia pokracuje
pocas vyvoja a reprodukcie v generacii F1 a liahnutia v generacii F2, vdaka comu mozno
pomocou skusky vyhodnotit’ Strukturalne aj aktivacné endokrinné drihy. Pri interpretacii
sledovanych parametrov suvisiacich s endokrinnym systémom moZno pouzit’ analyzu véhy
dokazov.

4. Sucastou testu ma byt dostato¢ny pocet jedincov, aby sa zabezpecila dostato¢na kapacita
na vyhodnotenie sledovanych parametrov stvisiacich s reprodukciou (pozri dodatok 3),
priCom zaroven sa ma zabezpecCit, aby sa pouzil len minimalny potrebny pocet zvierat
z doévodu zabezpecenia dobrych zivotnych podmienok zvierat. Vzhl'adom na velky pocet
pouzitych pokusnych zvierat je ddlezité¢ dokladne zvazit potrebu tohto testu v stvislosti
s existujucimi udajmi, ktoré uz mozZu obsahovat relevantné informacie o mnohych
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sledovanych parametroch testu MEOGRT. V tejto suvislosti moze do urcitej miery pomoct’
ramec OECD pre testovanie toxicity na rybach (1).

5. Této testovacia metdda bola vyvinutd hlavne na rozliSovanie medzi uc¢inkami jednotlive;j
latky. Ak sa vSak vyzaduje testovanie zmesi, je potrebné zvazit, ¢i poskytne prijatelné
vysledky na ur€eny regulacny ucel.

6. Pred zaCiatkom testu je dolezit¢ mat k dispozicii informécie o fyzikalno-chemickych
vlastnostiach testovanej chemikélie, najmd na to, aby bolo mozné pripravit' stabilné
chemické roztoky. Je potrebné mat’ k dispozicii aj primerane citliva analytickii metédu na
overenie koncentracii testovanej chemikalie.

PRINCIP TESTU

7. Test sa zacina trojtyzdiiovou expoziciou pohlavne dospelych samcov a samic (najmenej 12
tyzdilov po oplodneni) v chovnych paroch, pocas ktorej dochadza k distribucii testovane;j
chemikélie do organizmu rodicovskej generacie (F0) podla jej toxikokinetickych
vlastnosti. Co najblizsie k prvému diiu §tvrtého tyzdiia sa zozbieraji vaji¢ka na zalatie
chovu generdcie F1. Pocas chovu generacie F1 (celkovo 15 tyzdiov) sa posudzuje
liahnivost’ a miera prezitia. Okrem toho sa 9 — 10 tyZdiiov po oplodneni posudzuju vzorky
ryb z hl'adiska vyvojovych sledovanych parametrov a neresenie sa vyhodnocuje pocas
troch tyzdinov v obdobi 12 aZ 14 tyzdiov po oplodneni. Generacia F2 sa zac¢ina chovat’ po
tretom tyzdni posudzovania reprodukcie a chova sa az do dokoncenia liahnutia.

KRITERIA PLATNOSTI TESTU
8. Uplatiiuju sa tieto kritéria platnosti testu:

— koncentracia rozpusteného kyslika ma pocas testu dosahovat’ > 60 % hodnoty rozpustnosti
vzdusného kyslika,

— stredna teplota vody pocas celého trvania Stdie ma byt v rozsahu 24 az 26 °C. Kratke
odchylky od strednej hodnoty v jednotlivych akvaridch nemaja prekrocit’ 2 °C,

— priemerna plodivost’ kontrol v kazdej z generacii (FO a F1) ma byt vysSia ako 20 vaji¢ok
na par a denl. Fertilita v§etkych vaji¢ok nakladenych pocas posudzovania mé byt vyssia
ako 80 %. Okrem toho mé 16 z odporacanych 24 kontrolnych chovnych parov (> 65 %)
naklast’ viac ako 20 vajicok na par a den,

— liahnivost’ vajicok pri kontrolach ma byt > 80 % (priemer) (v kazdej z generacii F1 a F2),
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— miera prezitia po vyliahnuti ma byt’ v kontrolach (F1) do 3 tyzdiiov po oplodneni > 80 %
(priemer) a od 3 tyzdiov po oplodneni do usmrtenia pri generacii F1 (t. j. 15 tyzdiiov po
oplodneni) mé byt’ > 90 % (priemer),

— malo by byt preukazatel'né, Ze koncentracia testovanej chemikalie v roztoku bola
uspokojivo udrziavand v rozsahu + 20 % strednych nameranych hodnét.

Hoci teplota vody nepredstavuje kritérium platnosti, replikaty v rdmci testovanej skupiny sa
nemaji medzi sebou Statisticky odliSovat’ a rovnako ani testované skupiny v ramci testu sa
nemaji medzi sebou Statisticky odliSovat’ (na zaklade dennych merani teploty a s vylacenim
kratkych odchylok).

9. Hoci sa pri skupindch s vy$Sou expoziciou modze pozorovat znizend reprodukcia,
prinajmensom v tretej najvyssej skupine a vo vSetkych nizSich skupinach generacie FO by
mala byt dostato¢na reprodukcia na naplnenie nasadovych inkubatorov. Navy$e ma byt
dostato¢na miera prezitia embryi v skupinach s tretou najvys$Sou expoziciou a niz§imi
expoziciami v generacii F1, aby bolo mozné vyhodnotit’ sledované parametre pri odbere
vzoriek pred dosiahnutim dospelosti (pozri odseky 36 a 38 a dodatok 9). Okrem toho ma
byt prinajmensom minimalna miera prezitia po vyliahnuti (~20 %) v skupine s druhou
najvyssou expoziciou v generdcii F1. Tieto poziadavky nepredstavuji samy osebe kritéria
platnosti, ale odporucania na to, aby bolo mozné vypocitat’ spol'ahlivé hodnoty NOEC.

10. Ak sa zisti odchylka od kritérii platnosti testu, dosledky by sa mali posudzovat’ s ohl'adom
na spol’ahlivost’ vysledkov testu a tieto odchylky a ivahy by mali byt zahrnuté do spravy
o teste.

OPIS METODY

Pristroje

11. BeZné laboratérne vybavenie a najmi tieto zariadenia:

a) zariadenia na meranie kyslika a pH;
b)zariadenie na stanovenie tvrdosti a alkality vody;
c¢) vhodné zariadenie na regulaciu teploty a podl’a moznosti na kontinualne monitorovanie;

d)nadrze z chemicky inertného materidlu a s vhodnym objemom vo vztahu k odporucanej
vel'kosti ndsady a chovnej hustote (pozri dodatok 3);

e) vhodné presné véhy (t. j. s presnostou £0,5 mg).

Voda
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Pouzitelnd voda na testovanie je kazda voda, v ktorej testovaci druh vykazuje vhodné
dlhotrvajiice prezivanie a rast. Ma mat’ konStantnt kvalitu pocas celého trvania testu. S
cielom zaistit, ze voda na riedenie neovplyvni vysledky testu neprimeranym spdsobom
(napriklad tvorbou komplexov testovanej chemikalie) alebo zZe nebude mat’ nepriaznivy
vplyv na reproduként schopnost’ nasady ryb, mali by sa z nej v pravidelnych intervaloch
odoberat’ vzorky na analyzu. Ak je zname, Ze voda ma relativne stalu kvalitu, staci, ak sa
v nej bude napriklad raz za Sest’ mesiacov merat’ obsah t'azkych kovov (napriklad Cu, Pb,
Zn, Hg, Cd, Ni), hlavnych aniénov a kationov (napriklad Ca?", Mg?*, Na®, K, CI", SO4>),
pesticidov, celkovy obsah organického uhlika a nerozpustnych pevnych latok. Niektoré
chemické vlastnosti vody vhodnej na riedenie st uvedené v dodatku 2. pH vody ma byt
v rozsahu od 6,5 do 8,5, ale pocas jednotlivého testu mé byt’ v rozsahu 0,5 jednotky pH.

Expozi¢ny systém

13.

Konstrukcia a materialy pouzité na expozi¢ny systém nie su Specifikované. Na konstrukciu
testovaciecho systému sa pouzije sklo, nehrdzavejuca ocel' alebo iny chemicky inertny
materidl, ktory sa nekontaminoval pocas predchédzajucich testov. Na ucely tohto testu
moéze vhodny expozi¢ny systém obsahovat’ kontinudlny prietokovy systém (4) (5) (6) (7)
(8) (9) (10) (11) (12) (13).

Testované roztoky

14.

15.

Zasobny roztok testovanej chemikalie sa dopravuje do expozicného systému pomocou
vhodného cerpadla. Prietok zasobného roztoku sa kalibruje v stlade s analytickym
potvrdenim testovanych roztokov pred zaciatkom expozicie a pocas testu sa pravidelne
kontroluje z hladiska objemu. Testovany roztok v jednotlivych komorach sa primerane
obnovuje (napr. najmenej 5 obnoveni objemu/dent aZ 16 obnoveni objemu/dent alebo
prietok do 20 ml/min.) v z&vislosti od stability testovanej chemikalie a kvality vody.

Testované roztoky vybranych koncentracii sa pripravuji riedenim zasobného roztoku.
Zasobny roztok sa méa podla moznosti pripravit jednoduchym mieSanim alebo
pretrepavanim testovanej chemikalie vo vode na riedenie mechanickym prostriedkom
(napr. mieSadlom a/alebo ultrazvukom). Na dosiahnutie vhodne koncentrovaného
zasobného roztoku mozno pouzit' saturacné kolony/systémy alebo pasivne davkovacie
metddy (14). Je potrebné vyvinut vSetko tusilie na to, aby sa zabranilo pouzitiu
rozpustadiel alebo nosiCov, pretoze: 1. urCité rozpustadla mézu samy osebe spdsobovat’
toxicitu a/alebo neziaduce alebo neocakavané reakcie; 2. testovanie chemikalii nad
hranicou ich rozpustnosti vo vode (k comu mdze Casto dojst’ pri pouziti rozpustadiel) moze
viest k nepresnému stanoveniu ucinnych koncentracii; 3. pouzitie rozpustadiel
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v dlhodobejsich testoch modze sposobit’ vznik znacného stupna biofilmu v stvislosti
s mikrobidlnou aktivitou, ktory méze mat vplyv na podmienky prostredia, ako aj na
schopnost’ udrzat’ expozi¢né koncentracie; a 4. v pripade, ze neexistuju historické udaje,
z ktorych vyplyva, ze rozpustadlo neovplyviiuje vysledok Stadie, pri pouziti rozpustadiel
sa vyzaduje pouzitie kontroly s aplikaciou rozpustadla, co mé dosledky z hl'adiska dobrych
zivotnych podmienok zvierat, ked’ze st na uskutoCnenie testu potrebné d’alSie zvierata.
V pripade tazko testovatelnych chemikalii mozno rozpustadlo pouzit ako posledni
moznost, priCom na stanovenie najlepSej metddy je potrebné precéitat’ si usmernovaci
dokument OECD ¢. 23 o testovani toxicity tazko testovate'nych latok a zmesi vo vodnom
prostredi (15). Rozpustadlo sa vyberie na zaklade chemickych vlastnosti testovanej
chemikalie a dostupnosti historickych tdajov o pouzivani rozpustadla. Ak sa pouziju
nosice s rozpustadlom, okrem (negativnych) kontrol bez aplikacie rozpustadla (len voda
na riedenie) je potrebné vyhodnotit’ aj primerané kontroly s aplikdciou rozpustadla. V
pripade, Ze sa nemozno vyhnut pouZitiu rozpustadla a vyskytne sa mikrobialna aktivita
(vznik biofilmu), pocas celého testu sa odporuca v jednotlivych nadrziach (najmenej raz za
tyzdent) zaznamenavat vznik biofilmu/podavat’ spravy o jeho vzniku. Koncentracia
rozpustadla ma byt v idedlnom pripade v kontrole s aplikaciou rozpustadla a vo vSetkych
testovacich vzorkach konStantnd. Ak sa neudrziava konStantnd koncentracia rozpustadla,
v kontrole s aplikdciou rozpustadla sa ma pouzit najvysSia koncentracia rozpustadla
v testovacej vzorke. V pripadoch, ked’ sa pouzije nosi¢ s rozpustadlom, nemaji maximalne
koncentracie rozpustadla prekroc¢it’ 100 pl/l alebo 100 mg/l (15) a odportica sa udrziavat

vve

ucinku rozpustadla na merané sledované parametre (16).

Pokusné zvierata

Vyber a chov ryb
16. Pokusnym druhom je ryZovnicka japonska (Oryzias latipes) vzhladom na kratky Zivotny
cyklus a mozZznost urcit genetické pohlavie. Hoci moZno podobnému testovaciemu
protokolu prisposobit’ iné malé druhy ryb, Specifické metddy a sledované parametre
z hl'adiska pozorovania, ktoré st opisané v tejto testovacej metode, sa vztahuju len na
ryzovnicku japonskd (pozri odsek 1). Pri ryZovnicke japonskej mozno jednoducho
dosiahnut’ rozmnoZzovanie sa v zajati, existuji zverejnené metody na jej chov (17) (18) (19)
asu kdispozicii udaje z kratkodobych testov letality, testov skorych S$tadii zivota
auplného zivotného cyklu (5) (6) (8) (9) (20). Pri vSetkych rybach sa dodrziava
fotoperidda so 16 hodinami svetla a 8 hodinami tmy. Ako krmivo pre ryby sa pouzivaju
zivé nauplid ziabrondzky solnej (rod Artemia), ktoré mozno v pripade potreby doplnit’
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komer¢ne dostupnym vlockovym krmivom. Komeréne dostupné vlo¢kové krmivo treba
pravidelne analyzovat’, aby sa zistilo, ¢i neobsahuje kontaminanty.

Pokial’ sa dodrziavaji vhodné postupy chovu, nevyzaduje sa Specificky chovny protokol.
RyZzovnicku japonskii mozno napriklad chovat v 2-litrovych nadrziach s 240 rybami
v larvalnom S§tadiu na nddrz do 4 tyzdnov po oplodneni, potom ju mozno chovat v 2-
litrovych néadrziach s 10 rybami na nadrz do 8 tyzdiov po oplodneni, pricom nasledne sa
vytvoria chovné pary, ktoré sa prenesu do 2-litrovych nadrzi.

Aklimatizacia a vyber ryb

18.

19.

Testované ryby sa vyberaju zo zasoby jedného laboratoria, pri¢om sa pred testom najmene]
dva tyzdne aklimatizuji v podobnych podmienkach kvality vody a osvetlenia, aké sa
pouzivaju v teste, (poznamka: toto aklimatizatné obdobie nepredstavuje obdobie in situ
pred expoziciou). Odporuca sa, aby sa testované ryby ziskali z chovu v ramci laboratoria,
ked’ze preprava predstavuje pre dospelé ryby stres a mdze ovplyviiovat spolahlivé trenie.
Ryby sa kfmia naupliami ziabron6zky sol'nej dvakrat denne pocas obdobia chovu a pocas
vychytavacej fazy, pricom sa tato potrava dopifia komeréne dostupnym vlockovym
krmivom. Na zacatie tohto testu s cielom zabezpecit' primerant replikdciu sa vyzaduje
najmenej 42 chovnych péarov (54 chovnych parov, ak sa vyzaduje kontrola s aplikaciou
rozpustadla, s€asti pre nedostatok historickych udajov, ktoré by podporovali len pouzitie
kontroly s aplikéaciou rozpustadla). Pri kazdom chovnom pare generacie FO sa ma navyse
overit’ zloZzenie chromozémov XX-XY (t. . normalne zloZenie pohlavnych chromozémov
v kazdom pohlavi), aby sa prediSlo moZnému zacleneniu samcov spontanne obsahujucich
chromozomy XX (pozri odsek 39).

Pocas aklimatizacnej fazy sa zaznamendva mortalita chovnych ryb a po 48-hodinovom
obdobi ustalenia sa uplatnia tieto kritéria:

mortalita vys$ia ako 10 % chovnej populacie pocas siedmich dni pred prenosom do
testovacieho systému: cela nasada sa vyradi,

mortalita v rozsahu 5 % az 10 % chovnej populacie poc€as siedmich dni pred prenosom do
testovacieho systému: aklimatizacia pocas d’alsich siedmich dni, o ktoré sa predizi
dvojtyzdiiové aklimatizaéné obdobie. Ak je pocas tychto dodato¢nych siedmich dni
mortalita vyssia ako 5 %, celd nasada sa vyradi,

mortalita niz§ia ako 5 % populacie pocas siedmich dni pred prenosom do testovacieho
systému: nasada sa akceptuje.
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20. Pocas dvojtyzdnového aklimatizaéného obdobia pred testom a pocas obdobia expozicie
nemaju byt ryby lieCené na choroby a pokial’ je to mozné, liecbe chordb je potrebné sa
uplne vyhnut. V S§tadii sa nemaju pouzivat' ryby s klinickymi priznakmi choroby.
Uchovava sa zaznam o pozorovaniach a akejkol'vek profylaktickej a terapeutickej lieCbe
chordb pocas obdobia chovu pred testom.

21. Vychytavacia faza sa zacina s pohlavne dimorfnymi dospelymi rybami s geneticky
odliSenym pohlavim z laboratérnej zasoby pohlavne dospelych zvierat chovanych pri
teplote 25 +2 °C. Pri tychto rybach sa ma pocas tyzdna pred expoziciou preukazat’
plodnost’ (t.j. tym, Ze maji Zivotaschopné potomstvo). V rdmci celej skupiny ryb
pouzitych v teste sa hmotnost’ jednotlivych jedincov podla pohlavia na zaciatku testu ma
udrziavat’ v rozsahu +20 % aritmetického priemeru hmotnosti toho istého pohlavia. Na
odhad priemernej hmotnosti sa pred testom odvazi podvzorka ryb. Vybraté ryby maji mat’
najmenej 12 tyzdnov po oplodneni, pricom samice maju mat’ hmotnost > 300 mg a samce
> 250 mg.

KONCEPCIA TESTU

Testované koncentracie

22. Odporuca sa pouzit pédt koncentracii chemikdlie plus kontroly. Pri vybere rozsahu
testovacich koncentracii je potrebné zvazit vSetky zdroje informdacii vratane
kvantitativnych vzt'ahov Struktiry a aktivity (QSAR), prevzatych udajov z analogickych
zdrojov, vysledkov testov na rybach, napriklad sktiSok akutnej mortality (kapitola C.1 tejto
prilohy), kratkodobej reprodukcnej skiiSky na rybach (kapitola C.48 tejto prilohy) a inych
testovacich metod, napriklad kapitoly C.15, C.37, C.41, C.47 alebo C.49 tejto prilohy (21)
(22) (23) (24) (25) (26), ak su k dispozicii, alebo v pripade potreby z testu na zistenie
rozsahu, ktory pripadne zahfna reproduként fazu. V pripade potreby sa test na zistenie
rozsahu moéze uskutoc¢nit’ pri podmienkach (kvalita vody, testovaci systém, nasada zvierat)
podobnych tym, ktoré sa pouzivaju v konecnom teste. Ak sa vyzaduje pouzitie rozpustadla
anie su k dispozicii historické tidaje, pomocou testu na zistenie rozsahu mozno zistit
vhodnost’ rozpustadla. NajvysSia testovana koncentracia by nemala presiahnut’ Urovei
predstavovat’ desat- az stonasobne niZ§i faktor, nez je najvySSia koncentracia. Vd'aka
pouzitiu piatich koncentracii mozno v tomto teste merat’ nielen vztah medzi davkou
a odozvou, ale aj ziskat’ hodnoty najniZSej koncentréacie s pozorovanym uc¢inkom (LOEC)
a NOEC, ktoré si potrebné na postdenie rizika v niektorych regulatéornych programoch
alebo v niektorych jurisdikciach. Faktor rozstupu medzi nomindlnymi koncentraciami
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testovanej chemikdlie medzi susediacimi uroviiami aplikovanej] davky je vo
vS§eobecnosti < 3,2.

Replikaty v ramci testovanych skupin a kontrol

23.

24.

Je potrebné pouzit’ minimalne Sest’ testovacich komor s replikatmi na kazdu testovanu
koncentraciu (pozri dodatok 7). Pocas reprodukcnej fazy (s vynimkou generacie F0) sa na
ucely posudenia plodivosti Struktura replikatov zdvojuje a kazdy replikat obsahuje len
jeden chovny par (pozri odsek 42).

Okrem testovacich koncentracii sa pouzije kontrola s vodou na riedenie av pripade
potreby kontrola s aplikaciou rozpustadla. Na zabezpecCenie primeranej Statistickej vahy je
potrebné pouzit’ dvojnasobny pocet komor s replikatmi pre kontroly (t. j. v pripade kontrol
sa ma pouzit najmenej dvanast replikatov). Pocas reprodukénej fazy sa zdvojnasobuje
pocet replikatov v ramci kontrol (t.j. minimélne 24 replikdtov, pricom kazdy replikat
obsahuje len jeden pariaci sa par). Po reprodukcii nemaju kontrolné replikaty obsahovat
viac nez 20 embryi (ryb).

POSTUP

Zaciatok testu

25.

26.

Reprodukéne aktivne dospelé ryby, ktoré sa pouziji na zacatie generdcie FO v ramci testu,
sa vybert na zaklade dvoch kritérii: vek (zvy€ajne viac ako 12 tyzdnov po oplodneni,
odportca sa vSak neprekrocit’ 16 tyzdilov po oplodneni) a hmotnost’” (méa byt > 300 mg
v pripade samic a > 250 mg v pripade samcov).

Pary zlozené zo samic a samcov spifiajucich uvedené $pecifikacie sa premiestnia ako
samostatné pary do jednotlivych nadrZi replikatov, t. j. na zaciatku testu bude dvanast
replikatov v ramci kontrol a Sest’ replikatov v skupinach s aplikovanou chemikaliou. Tymto
nadrZiam sa ndhodne priradi testovand skupina (napr. T1 — TS a kontrola) a replikat (napr.
A — L pri kontrolach a A — F pri skupinach s aplikovanou chemikaliou) a potom sa
umiestnia do expozi¢ného systému s prisluSnym pritokom do jednotlivych nadrzi.

Podmienky expozicie

27.

Uplny sahrn parametrov a podmienok testu sa uvadza v dodatku 3. Dodrziavanim tychto
Specifikacii sa maji v pripade kontrolnych ryb dosiahnut hodnoty sledovanych
parametrov, ktoré si podobné hodnotam uvedenym v dodatku 4.
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28. Pocas testu je potrebné merat” koncentraciu rozpustené¢ho kyslika, pH a teplotu najmene;j
v jednej testovacej nadobe v kazdej testovanej skupine a v kontrole. S vynimkou teploty sa
tieto merania uskuto¢iiuji pocas obdobia expozicie najmenej raz tyzdenne. Priemerna
teplota vody v ramci testu pocas celého trvania Stidie ma byt v rozsahu 24 az 26 °C.
Teplota sa meria kazdy den pocas celého obdobia expozicie. pH vody ma byt v rozsahu od
6,5 do 8,5, ale pocas jednotlivého testu ma byt v rozsahu =+0,5 jednotky pH. Replikaty
v ramci testovanej skupiny sa nemaju medzi sebou Statisticky odliSovat’ a rovnako ani
testované skupiny v rdmci testu sa nemaju medzi sebou Statisticky odliSovat’ (na zéklade
dennych merani teploty a s vyli¢enim kratkych odchylok).

DiZka expozicie

29.V ramci testu dochéadza k trojtyzdnovej expozicii pohlavne dospelych ryb od generacie FO.
V 4. tyzdni priblizne na 24. testovaci den sa vytvori generacia F1, chovné pary generacie
FO sa huménnym spdsobom usmrtia a zaznamend sa ich hmotnost’ a dizka (pozri odsek
34). Za tym nasleduje expozicia generacie F1 pocas d’alSich 14 tyzdnov (spolu 15 tyzdiov
v pripade generacie F1) a expozicia generacie F2 pocas dvoch tyzdiov az do vyliahnutia.
Celkovy cas trvania testu je primarne 19 tyzdnov (t.j. do vyliahnutia generacie F2).
Harmonogram testu sa uvadza v tabul'ke 2 a d’alej je podrobne vysvetleny v dodatku 9.

Kimny reZim

30. Ryby mozno kfmit’ Ziabron6Zkou sol'nou rodu Artemia (24-hodinové nauplia) ad libitum,
pricom sa tato potrava podl'a potreby dopiiia komeréne dostupnym vlo&kovym krmivom.
Komeréne dostupné vloCkové krmivo treba pravidelne analyzovat, aby sa zistilo, ¢i
neobsahuje kontaminanty, napriklad organochlorové pesticidy, polycyklické aromaticke
uhlovodiky (PAU), polychlérované bifenyly (PCB). Je potrebné predist’ podavaniu potravy
so zvySenou uroviou latok s endokrinnym pdsobenim (t. j. fytoestrogénov), ktoré by mohli
naru$it’ reakciu v ramci testu. Neskonzumovana potrava a fekalny material sa odstrafiuju
z testovacich naddob podla potreby, napriklad dokladnym vycistenim dna kaZzdej nadrze
odsdvanim. Bocné steny a dno kazdej nadrze je potrebné Cistit’ raz alebo dvakrat tyzdenne
(napr. oSkrabanim Spachtlou). Priklad harmonogramu kfmenia sa uvadza v dodatku 5.
Davka potravy zavisi od poctu ryb na replikat. Davka potravy sa preto znizuje, ak
v replikate dochédza k mortalite.

Analytické stanovenie a merania

31. Pred zaciatkom obdobia expozicie treba zabezpecit' riadne fungovanie systému prisunu
chemikalie. Stanovit’ by sa mali vSetky potrebné analytické metddy vratane dostatocnych
vedomosti o stabilite chemikalie v testovacom systéme. Pocas testu sa koncentracie
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testovanej chemikalie stanovuji vo vhodnych intervaloch, podla moznosti aspon raz
tyzdenne v jednom replikate v kazdej testovanej skupine so striedanim medzi replikatmi
v tej istej testovanej skupine kazdy tyzden.

Pocas testu by sa mali kontrolovat’ prietoky riediaceho a zdsobného roztoku v prislusnych
intervaloch (napr. minimdalne trikrat tyzdenne). Odporica sa, aby vysledky vychadzali
z nameranych koncentracii. V pripade, Ze koncentracia testovanej chemikalie v roztoku
bola uspokojivo udrziavana v rozsahu +£20 % priemernych nameranych hodndt pocas
celého testu, vysledky mozu vychadzat bud’ z nominalnych, alebo z nameranych hodnét. V
pripade chemikalii, pri ktorych dochadza k vyraznej akumulacii v rybach, sa testovacie
koncentracie mézu znizit’ nepriamo umerne s rastom ryb. V takych pripadoch sa odporuca,
aby sa miera obnovovania testovaného roztoku v kazdej komore prispdsobila tak, aby sa
testovacie koncentracie udrziavali ¢o najkonstantnejSie.

Pozorovanie a merané sledované parametre

33.

34.

Medzi merané sledované parametre patri plodivost, fertilita, liahnutie, rast a prezivanie na
ucely hodnotenia moznych u¢inkov na urovni populdcie. Denne sa uskutocnuju aj
pozorovania spravania a akékol'vek nezvyCajné spravanie sa zaznamend. Medzi ostatné
mechanistické sledované parametre patria urovne hepatickej mRNA vzg alebo bielkoviny
VTG na zéklade imunologického testu (28), pohlavné fenotypové markery, ako su
charakteristické papily andlnej plutvy pri samcoch, histologické hodnotenie gonadalneho
pohlavia a histopatologické hodnotenie oblicky, pecene a gonady (pozri zoznam
sledovanych parametrov v tabulke 1). VSetky tieto Specifické sledované parametre sa
hodnotia z hl'adiska urcenia genetického pohlavia jedinca na zdklade pritomnosti alebo
nepritomnosti génu dmy urcujliceho samcie pohlavie pri ryZovnicke japonskej (pozri odsek
41). Okrem to sa hodnoti aj ¢as do trenia. Jednoduché fenotypové pomery pohlavi mozno
navySe odvodit’ na zdklade informécii o pocte papil analnej plutvy, na zaklade ¢oho sa
stanovi, €1 je jedinec ryzovnicky japonskej fenotypovo samec alebo samica. Pri tejto
testovace] metdde sa neocCakava schopnost’ rozpoznat mierne odchylky od ocakdvaného
pomeru pohlavi, ked’ze pri pomerne malom pocte ryb na replikat sa nedosiahne dostatocna
Statistickd vaha. Pocas histopatologického postidenia sa hodnoti aj gondda a uskuto¢nia sa
omnoho ddkladnejSie analyzy na postidenie gonadového fenotypu v kontexte genetického
pohlavia.

Hlavnym ucelom tejto testovacej metddy je posudit’ potencidlne relevantné ucinky
testovane] chemikalie z hl'adiska populdcie. Mechanistické sledované parametre (VTG,
sekundarne pohlavné znaky a urc¢ité U€inky na gonddy z hl'adiska histopatologie) mozu
pomdct pri stanoveni, €i je niektory ucinok sprostredkovany endokrinnym pdsobenim. Na
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tieto mechanistické sledované parametre vSak moze mat’ vplyv aj systémova toxicita a iné
toxicity. Nasledne mozno podrobne posudit’ aj histopatoldogiu pecene a oblicky s cielom
lepSie porozumiet’ reakcidm pri mechanistickych sledovanych parametroch. Ak sa vSak
tieto podrobné hodnotenia neuskutocnia, je potrebné zaznamenat’ a uviest’ v sprave vyrazné
abnormality, ktoré sa mimochodom zistia pocas histopatologického hodnotenia.

Humdnne usmrcovanie ryb

35.

Pri ukonceni expozicie generacii FO a F1, ked’ sa vykondva vyber podvzorky ryb pred
dosiahnutim dospelosti, sa tieto ryby usmrtia vhodnym mnozstvom anestetického roztoku
[napr. trikain metdn sulfonat, MS-222 (CAS 886-86-2), 100 —-500 mg/l] tlmeného
pridanim 300 mg/l NaHCOs3 (bikarbonat sodny, CAS 144-55-8) na znizenie podrazdenia
sliznic. Ak sa na rybach prejavuju priznaky zna¢ného utrpenia (vo vel'mi zavaznej miere
aje mozné spolahlivo predpokladat’ smrt’) a zvieratd sa povazuji za moribundné, je
potrebné im podat’ anestetikum a usmrtit’ ich a na ucely analyzy udajov ich povazovat za
uhynuté. Ak sa ryba usmrti v désledku morbidity, zaznamena sa to a uvedie v sprave. Ryba
sa mdze uchovat na ucely histopatologickej analyzy (fixdcia ryby na ucely moznej
histopatologie) v zavislosti od toho, kedy pocas studie dojde k jej usmrteniu.

Manipulacia s vajickami a rybami v larvalnom Stadiu

Odber vajicok od chovnych parov na rozmnozovanie nasledujucej generdcie

36.

37.

Odber vajicok sa uskutociiuje v prvy deni (alebo v pripade potreby v prvych dvoch ditoch)
4. testovacieho tyzdina pri prechode z generacie FO na F1 a 18. testovacieho tyzdia pri
prechode z generacie F1 na F2. 18. testovaci tyzden zodpoveda dospelym rybam generacie
F1 15 tyzdnov po oplodneni. Je doleZit¢ den pred odberom vajicok z kazdej nadrze
odstranit’ vSetky vajicka, aby sa zabezpecilo, Ze odobraté vajicka od chovného paru su
z jedného trenia. Samice ryZovnicky japonskej niekedy po treni nosia vajicka v blizkosti
mocopohlavného otvoru, az kym ich nemo6Zzu naklast na substrat. Ak sa v nadrzi
nenachadza substrat, vaji¢ka moZzno n4jst’ bud’ prichytené k samici, alebo na dne nadrze. V
zavislosti od umiestnenia mozno vajicka opatrne odobrat’ zo samice alebo odsat’ z dna
nadrze vo 4. testovacom tyZzdni generacie FO a v 18. testovacom tyZdni generacie F1.
Vsetky vajicka odobraté v ramci testovanej skupiny sa zoskupia pred rozdelenim do
inkubac¢nych komor.

Vlakna, ktoré drzia vajicka vylucené pri treni pohromade, sa odstrania. Od kazdého
chovného paru sa odoberti oplodnené vajicka (do 20) (1 par na replikat), zoskupia sa
v ramci testovanej skupiny a systematicky sa rozdelia do vhodnych inkubaénych komor
(dodatky 6 a 7). Pomocou kvalitného stereoskopického mikroskopu mozno pozorovat
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charakteristické ¢rty skorého Stadia oplodnenia/vyvoja, napriklad vystupenie zarodkového
obalu (choridnu), prebiehajuce delenie buniek alebo vznik blastuly. Inkubaéné komory
mozno umiestnit’ bud’ v samostatnych inkubaénych akvaridch pripravenych pre jednotlivé
testované skupiny (v takom pripade je v nich potrebné merat’ parametre kvality vody
a koncentracie testovanej chemikalie), alebo v akvariu s replikatom, v ktorom budu
umiestnené vyliahnuté larvy (napr. eleuteroembryo). Ak sa vyzaduje druhy deni odberu (23.
testovaci den), vSetky vajicka z oboch dni sa zoskupia a potom sa systematicky rozdelia do
jednotlivych replikatov testovanej skupiny.

Starostlivost o vajicka do vyliahnutia

38.

39.

Oplodnené vajicka sa priebezne premiesavaju, napr. v inkubatore na vajicka, pomocou
vzduchovych bublin alebo vertikdlnym naklananim inkubatora na vajicka. Denne sa
kontroluje a zaznamenava mortalita oplodnenych vajiCok (embryi). Mrtve vajicka sa
z inkubatorov odstrania (dodatok 9). Na 7. deil po oplodneni sa premieSavanie zastavi
alebo obmedzi, aby sa oplodnené vajicka usadili na dne inkubdtora. Tym sa podpori
liahnutie, ku ktorému ddjde zvyc€ajne v priebehu jedného alebo dvoch nasledujicich dni.
V kazdej skupine s aplikovanou chemikaliou a kontrole sa spoc¢itaji plodiky (mladé larvy;
eleuteroembryo) (zlucia sa podla replikatov). Oplodnené vajicka, ktoré sa nevyliahli za
dvojnasobok medianu dna liahnutia v kontrole (zvycajne 16 alebo 18 dni po oplodneni), sa
povazuju za nezivotaschopné a vyradia sa.

Do kazdej nadrzZe s replikatom sa prenesie 12 plodikov. P1odiky z inkuba¢nych komor sa
zoskupia a systematicky rozdelia do nadrzi s replikatom (dodatok 7). Mozno to uskuto¢nit’
nahodnym vyberom plodika zo zlucenej testovanej skupiny a postupnym pridavanim
jedného plodika bez rozliSovania do akvaria s replikatom. Kazd4 z nadrzi mé obsahovat
rovnaky pocet (n=12) vyliahnutych lariev (v kazdej najviac 20 lariev). Ak nie je
k dispozicii dostatok plodikov na naplnenie vSetkych replikatov testovanej skupiny,
odportca sa zabezpecit, aby sa v ¢o najvacSom pocte replikatov nachadzalo 12 plodikov. S
plodikmi mozno bezpene manipulovat pomocou sklenej pipety s velkym priemerom.
Vsetky d’alSie plodiky sa humanne usmrtia pomocou anestetika. Pocas niekol’kych tyzdiov
pred vytvorenim chovnych parov sa zaznamend den, ked’ sa pri kazdom replikate pozoruje
prvé trenie.

Vytvorenie chovnych parov

Odobratie odrezkov plutiev a stanovenie genotypového pohlavia

40.

Stanovenie genotypového pohlavia prostrednictvom odrezkov plutiev sa uskutocituje 9 az
10 tyzdnov po oplodneni (t. j. 12. aZ 13. testovaci tyzden pri generacii F1). VSetkym rybam
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v nadrzi sa podéd anestetikum (pomocou schvélenej metddy, napr. IACUC) a z dorzélnej
alebo ventralnej Casti chvostovej plutvy kazdej ryby sa odoberie mald vzorka tkaniva na
urcenie genotypového pohlavia jedinca (29). Ryby zreplikdtu sa moézu v nadrzi
s replikdtom umiestnit’ do malych klietok, pokial’ mozno jednotlivo. Pripadne mozno do
kazdej klietky umiestnit’ dve ryby, ak ich mozno od seba odlisit’. Jednou moznou metdédou
je pri odbere vzorky tkaniva odliSne narezat chvostovu plutvu (napr. pri jednej rybe
z dorzalnej a pri druhej z ventralnej strany).

41. Genotypové pohlavie ryzovnicky japonskej sa urcuje na zaklade identifikovaného
a sekvenovaného génu (dmy), ktory sa nachddza v chromozéme Y. Pritomnost’ génu dmy
znamena, Ze ide o jedinca s chromozémami XY bez ohl'adu na fenotyp, zatial’ ¢o chybajtci
gén dmy znamena, ze ide o jedinca s chromozémami XX bez ohl'adu na fenotyp (30) (31).
Z kazdého odrezku sa extrahuje deoxyribonukleova kyselina (DNA) a pritomnost’ alebo
nepritomnost’ génu dmy mozno uréit’ metdédami polymerazovej retazovej reakcie (PCR)
[pozri dodatok 9 v kapitole C.41 tejto prilohy alebo dodatok 3 a 4 v referencii (29)].

Stanovenie chovnych parov

42. Pomocou informacii o genotypovom pohlavi sa vytvoria chovné pary s chromozdémami
XX-XY bez ohl'adu na externy fenotyp, ktory moze byt zmeneny v dosledku expozicie
testovanej chemikalii. Deni po stanoveni genotypového pohlavia kazdej ryby sa ndhodne
vybert dve ryby s chromozémami XX adve ryby schromozomami XY zkazdého
replikdtu a vytvoria sa dva chovné pary s chromozémami XX-XY. Ak sa v replikate
nenachadzaju dve ryby s chromozémami XX alebo dve ryby s chromozémami XY, vhodné
ryby je potrebné ziskat' z inych replikatov v ramci testovanej skupiny. Prioritou je mat
odportucany pocet replikovanych chovnych parov (12) v kazdej testovanej skupine a v
kontrolach (24). Pri vytvarani chovnych parov sa vylucia ryby so zrejmymi abnormalitami
(problémy s plavacim mechirom, deformity chrbtice, mimoriadne odli$nosti vo velkosti
atd’.). PocCas reprodukcnej fazy generacie F1 obsahuje kazdéd nadrz s replikdtom len jeden
chovny par.

Odber vzoriek ryb pred dosiahnutim dospelosti a posudenie sledovanych parametrov

Odber vzoriek ryb, ktoré nepatria do chovnych parov
43. Po vytvoreni chovnych parov sa ryby, ktoré nie su vybraté na d’al§i chov, humanne usmrtia
na ucely merania sledovanych parametrov pred dosiahnutim dospelosti v 12.—13.
testovacom tyzdni (F1). Je mimoriadne dolezité, aby sa s tymito rybami zaobchadzalo tak,
aby bolo mozné k jednotlivym rybam priradit’ genotypové pohlavie uréené na ucely vyberu
chovného péaru. VSetky ziskané Udaje sa analyzuju v kontexte genotypového pohlavia
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konkrétnej ryby. Kazd4 ryba sa pouziva na merania réznych sledovanych parametrov
vratane: stanovenia miery prezitia mladych ryb/ryb pred dosiahnutim dospelosti [7. —
12/13. testovaci tyzden (F1)], rastu do dizky (§tandardnu diZku moZno merat, ak sa
skratila chvostova plutva v dosledku odberu vzoriek na analyzu genetického pohlavia.
Celkovu dizku moZno merat’, ak sa na stanovenie génu dmy pouzila len ¢ast’ chvostovej
plutvy, dorzalna alebo ventralna) a telesnej hmotnosti (t. j. vlhka hmotnost, vysuSené do
sucha), pecenovej hodnoty mRNA vzg (alebo VTG) a papil analnej plutvy (pozri tabulky 1
a2). Na vypocet priemerného rastu v testovanej skupine st potrebné aj hmotnosti a dizky
chovnych pérov.

Odber vzoriek tkaniva a meranie vitelogeninu

44. Vykona sa pitva pecene a pecenl sa ulozi pri teplote <—70 °C az do uskutocnenia merani
mRNA vtg (alebo VTG). Chvost ryby vratane analnej plutvy sa uchovd vo vhodnom
fixacnom prostriedku (napr. Davidsonovom) alebo sa odfotografuje tak, aby bolo mozné
neskor spocitat’ papily analnej plutvy. V pripade potreby sa v tomto ¢ase mdze odobrat
a zakonzervovat’ vzorka inych tkaniv (t.j. gonady). Koncentracia VTG v peceni sa ma
kvantifikovat pomocou homolognej techniky ELISA (pozri odporucané postupy pre
ryzovnicku japonskt v dodatku 6 v kapitole C.48 tejto prilohy). Pripadne existuji metody
na kvantifikdciu mRNA vtg, t.j. na extrakciu mRNA génu vtg [ zo vzorky pecene
a kvantifikaciu poctu kopii génu vtg [ (na ng celkovej mRNA) pomocou kvantitativnej
polymerazovej retazovej reakcie, ktoré stanovila Agentura Spojenych Statov na ochranu
zivotného prostredia (29). Namiesto stanovenia poctu kopii génu vig v kontrolnych
a testovanych skupindch moZzno pomocou metddy, ktord je menej narocna z hl'adiska
zdrojov a ma nizsiu technickt ndroc¢nost’, stanovit’ relativnu (nasobnil) zmenu expresie vtg
I z kontrolnych a testovanych skupin.

Sekundarne pohlavné znaky

45. Za normalnych okolnosti len pohlavne dospelé samce ryZovnicky japonskej maju papily,
ktoré sa vyvijaji na spojenych platni¢kach urcitych lucov anélnej plutvy ako sekundarne
pohlavné znaky, ¢im sluzia ako potencidlny biologicky marker uUc¢inkov narusajtcich
endokrinny systém. Metoda na urCenie poctu papil andlnej plutvy (poctu spojenych
platni¢iek s papilami) sa uvadza v dodatku 8. Na ucely vypoctu jednoduchého pomeru
pohlavi na replikdt mozno jedince kategorizovat' ako samce alebo samice z hl'adiska
externého fenotypu aj na zdklade poctu papil andlnej plutvy na jedinca. RyZovnicka
japonska s akymkol'vek poc¢tom papil analnej plutvy va¢sim ako nula sa povazuje za samca
a jedinec s nulovym poctom papil analnej plutvy sa povazuje za samicu.

Posudenie plodivosti a fertility
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46. Plodivost’ a fertilita sa posudzuju v 1. az 3. testovacom tyzdni v generacii FO a v 15. az 17.
testovacom tyzdni v generdcii F1. Pocas 21 za sebou nasledujicich dni sa odoberaju
vajicka od kazdého chovného paru. Vajicka sa kazdé rano opatrne odoberu od samic
zachytenych v sietach a/alebo sa odsaji z dna akvaria. Pri kazdom chovnom pare
v jednotlivych replikdtoch sa denne zaznamenava plodivost’ a fertilita. Plodivost’ sa
vymedzuje ako pocet vajicok nakladenych pri treni a fertilita sa funkéne vymedzuje ako
pocet oplodnenych a zZivotaschopnych vajiCok v ¢ase pocitania. Spocitanie sa ma
uskutocnit’ ¢o najskor po odbere vajicok.

47. Plodivost’ replikdtu sa zaznamendva denne ako pocet vajicok na chovny par, ktory sa
analyzuje odporucanymi Statistickymi postupmi na zaklade priemerov replikatov. Fertilita
replikatu je sucet poctu oplodnenych vajicok vyprodukovanych chovnym parom, ktory sa
vydeli suétom poétu vajiGok vyprodukovanych danym péarom. Statisticky sa fertilita
analyzuje ako pomer na replikat. Liahnivost’ replikatu je podiel poctu plodikov a poctu
nasadenych embryi (zvy&ajne 20). Statisticky sa liahnivost analyzuje ako pomer na
replikat.

Odber vzoriek dospelych ryb a posudenie sledovanych parametrov

Odber vzoriek ryb, ktoré patria do chovnych parov

48. Po 17. testovacom tyzdni (t. j. po tom, ako sa GspeSne zacala generacia F2) sa dospelé ryby
z generacie F1 huméanne usmrtia a vyhodnotia sa r6zne sledované parametre (pozri tabul'ky
1 a 2). Vytvori sa obrazovy zdznam analnej plutvy na posudenie papil analnej plutvy (pozri
dodatok 8) a/alebo sa chvost priamo za mocopohlavnym otvorom odstrani a zafixuje, aby
bolo mozné neskor stanovit’ pocet papil. V tomto ¢ase mozno odobrat’ a archivovat’ vzorku
Casti chvostovej plutvy, aby bolo v pripade potreby mozné overit genetické pohlavie
(dmy). V pripade potreby sa moze odobrat’ vzorka tkaniva na ucely zopakovania analyzy
dmy, aby bolo mozné overit’ genetické pohlavie konkrétnej ryby. Pred ponorenim celého
tela do vhodného fixacného prostriedku (napr. Davidsonov fixacny prostriedok) sa telova
dutina otvori, aby bola mozna perfuzia pomocou daného fixacného prostriedku. Ak sa vSak
pred fixaciou vykona vhodny krok na zabezpecenie priepustnosti, nie je potrebné otvorenie
telovej dutiny.

Histopatologia
49.Kazda ryba sa histologicky posudzuje z hladiska vyskytu patologickych javov
v gonaddlnom tkanive (30) (29). Ako sa uvadza v odseku 33, na ostatné mechanistické
sledované parametre vyhodnocované v ramci tejto skusky (t. j. VTG, sekundéarne pohlavné
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znaky a urcité gonadéalne ucinky z hl'adiska histopatologie) moze mat’ vplyv systémova
toxicita alebo iné toxicity. Nasledne mozno podrobne posudit’ aj histopatologiu pecene
aoblicky scielom lepSie porozumiet’ reakcidm pri mechanistickych sledovanych
parametroch. Ak sa vSak tieto podrobné hodnotenia neuskutocnia, je potrebné zaznamenat’
auviest vsprave vyrazné abnormality, ktoré sa mimochodom zistia pocas
histopatologického hodnotenia. Je mozné zvazit' postup smerom k niz§im urovniam, a to
od testovanej skupiny s najvyssou davkou (v porovnani s kontrolou) po testovanu skupinu
s davkou nespdsobujucou ziadny tc¢inok, odporuca sa vSak zohl'adnit’ usmernenie v oblasti
histopatologie (29). VSetky vzorky sa zvyc€ajne spracuji/pripravia sa z nich rezy a d’alej ich
vyhodnocuje patolég. Ak sa pouzije pristup zalozeny na postupe smerom Kk niz§im
urovniam, je potrebné uviest, ze pri postupe RSCABS (Rao-Scott Cochrane-Armitage by
Slices) sa vychadza z o¢akavania, Ze so zvySujucimi sa Uroviiami davky sa bude zvySovat’
aj biologicky ucinok (patologicky jav). Pri skiimani len jednej vysokej davky bez
medzilahlych ddvok tak nebude mozné dosiahnut’ dostatocnu Statisticki vdhu. Ak na
stanovenie toho, Ze tato vysokd davka nema Zziaden ucinok, nie je potrebna Statistickd
analyza, mdze byt tento pristup prijatel'ny. Z tohto hodnotenia sa odvodzuje aj gonadovy
fenotyp.

Dalsie pozorovania

50.Na zéklade testu MEOGRT sa ziskavaju tudaje, pomocou ktorych mozno sucasne
vyhodnotit’ (napr. v analyze vahy dokazov) aspon dva vSeobecné typy drah nepriaznivého
uc¢inku (AOP), ktoré vedu k reprodukcnej poruche: a) drahy spostredkované endokrinnym
systémom zahfiiajiice narusenie endokrinnej osi hypotalamus — hypofyza — gonady (HPG)
ab) drahy, ktoré spdsobuju zniZenie prezivania, rastu (dizka a hmotnost) a reprodukcie
prostrednictvom toxicity nesprostredkovanej endokrinnym systémom. Sucast’ou tohto testu
su aj sledované parametre, ktoré sa zvycajne meraju v testoch chronickej toxicity, ako je
test UpIného zivotného cyklu a test skorych $tadii Zivota, a mozno ich pouzit’ na posudenie
nebezpecenstva, ktoré¢ predstavuji spdsoby toxického ucinku nesprostredkované
endokrinnym systémom aj drahy toxicity sprostredkovanej endokrinnym systémom. Pocas
testu sa denne uskutociiuju pozorovania spravania a akékol'vek nezvyc€ajné spravanie sa
zaznamena. Okrem toho sa zaznamend mortalita a vypocita sa miera preZitia po selekciu
ryb (6./7. testovaci tyzden), miera prezitia od selekcie po odber vzoriek jedincov pred
dosiahnutim dospelosti (9 — 10 tyzdiov po oplodneni) a miera preZitia od vytvorenia parov
po vyber vzorky dospelych ryb.

TabuPka 1: Prehl'ad sledovanych parametrov testu MEOGRT*

Vyvojové Sledovany parameter Generacia
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Stadium
embryo liahnutie (% a Cas do liahnutia) F1,F2
(2 tyzdne po
oplodnent)
mlady jedinec miera prezitia F1
(4 tyzdne po
oplodneni)
jedinec pred miera prezitia F1
dosiahnutim
. rast
dospelosti istaah ,
(9 alebo 10 (dlzka a hmotnost’)
tyzdnov po vitelogenin
oplodnent) (mRNA alebo bielkovina)
sekundarne pohlavné znaky
(papily analnej plutvy)
pomer pohlavi z externého hl'adiska
¢as do prvého trenia
dospely jedinec rozmnozovanie FO, F1
(12-14 (plodivost’ a fertilita)
tyzdnov po
oplodneni)
dospely jedinec miera prezitia F1
(15 tyzdiov po rast
oplodneni) (diZka a hmotnost)
Sekundarne pohlavné znaky
(papily analnej plutvy)
Histopatologia
(gonada, pecen, oblicka)

*Tieto sledované parametre sa maju $tatisticky analyzovat’

HARMONOGRAM

D060575/02

51. Test je uvedeny v harmonograme testu MEOGRT znazornenom v tabul'ke 2. Sucast'ou
testu MEOGRT su 4 tyzdne expozicie dospelych jedincov generacie FO a 15 tyzdinov
expozicie jedincov generdcie F1, ako aj obdobie expozicie druhej generacie (F2) az do
vyliahnutia (2 tyZdne po oplodneni). Suhrn ¢innosti v priebehu testu MEOGRT sa uvadza

v dodatku 9.
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Tabul’ka 2: Harmonogram expozicie a merania sledovanych parametrov v teste MEOGRT.

Harmonogram expozicie a sledovanych parametrov v teste MEOGRT

FO 112]13(4
F1 1[2]13[4]|5]6[7]8[9]10]11]12|13]14]15
F2 112
Testovaci 112(3(4]|5]6(7]18]9]|10(11{12)13]14]15[16(17|18]19
Oznacenie vyvojového embryo larva mlady jedinec | Jedinecpred | g,c0010 iedinec
Stadia dosiahnutim
Sledované parametre
plodivost’ Fo Fi eV koncepcii pokusu sa pouziva 7
skupin replikatov

[plodnost’ Fo Fi . .

o 5 pre skupiny s aplikovanou
liahnutie Fi F2 chemikaliou

o 2 pre kontrolné skupiny (4
miera preZzitia Fi Fi Fi v pripade pouzitia rozpustadla)
et Fo F F e  Koncepcia v ramci skupiny

) - o 12 replikatov na ucely

vitelogenin Fi reprodukcie, patologie
sekundérme dospelyc}rl jedincov ,

: a sekundarnych pohlavnych
[pohlavné Fi Fi . AP~
naky znakov (10. az 18 tyzden)

o 6 replikatov na ucely liahnutia,
histopatologia Fi miery preZitia, Vtg a, pri
jedincoch pred dosiahnutim
Testovaci dospelosti, sekundarnych pohlavnych
e 1234516789 ]10|11|12]13|14[15[16[17|18|19 [znakov a rastu (1. az 9. tyzden)
Vtg: vitelogenin
PREZENTOVANIE UDAJOV

Statisticka analyza

52.Kedze sa genotypové pohlavie urcuje pre vSetky testované ryby, udaje je potrebné

53.

analyzovat’ samostatne z hladiska kazdého genotypového pohlavia (t.j. samce XY
asamice XX). V opanom pripade sa vyrazne znizi Statistickd vaha analyzy. Pri
Statistickych analyzach tdajov by sa podla moZnosti malo vychadzat z postupov
uvedenych v dokumente OECD Sucasné pristupy k Statistickej analyze udajov
o ekotoxicite: usmernenie k uplatiovaniu (32). V dodatku 10 sa uvadza d’alSie usmernenie
k Statistickej analyze.

Koncepcia testu a vyber Statistickych testov by mali poskytovat dostato¢nti vahu na
detekciu zmien biologického vyznamu v sledovanych parametroch, pri ktorych sa ma
uvadzat’ hodnota NOEC (32). Uvedenie prislusnych u¢innych koncentracii a parametrov
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moze zavisiet od regulaéného ramca. Je potrebné identifikovat’ percentudlnu zmenu
v kazdom sledovanom parametri, ktorti je dolezité zistit alebo odhadnut. Koncepcia
pokusu by sa mala prisposobit’ tak, aby to bolo mozné. Nie je pravdepodobné, Ze rovnaka
percentudlna zmena bude platit’ pre vSetky sledované parametre, a nie je pravdepodobné
ani to, Ze sa podari navrhnt’ uskuto¢niteny pokus, ktory bude spinat’ tieto kritéria pre
vSetky sledované parametre, preto je v zaujme spravneho naplanovania pokusu dolezité
zamerat’ sa na sledované parametre, ktoré si dolezité pre dany pokus. V dodatku 10 je
k dispozicii Statisticky vyvojovy diagram a usmernenie s cielom pomoct pri spracovani
udajov a pri vybere najvhodnejsSieho Statistického testu alebo modelu, ktory sa pouzije.
Mozno pouzit’ aj iné Statistické pristupy za predpokladu, ze su vedecky podlozené.

54.V kazdom subore replikdtov bude potrebné analyzovat' variabilitu pouzitim analyzy
rozptylu alebo kontingenc¢nej tabul’ky a na zéklade tejto analyzy pouzit’ dostatocne vhodné
metody Statistickej analyzy. Na to, aby bolo mozné mnohonasobné porovnavanie medzi
vysledkami pre jednotlivé koncentracie a pre kontroly, sa pri spojitych reakcidch odporuca
postup na zaklade trendu (napr. Jonckheerov-Terpstrov test trendu). V pripade, ze udaje
nezodpovedaji monotdnnej zavislosti reakcie od koncentracie, mal by sa pouzit’ Dunnettov
alebo Dunnov test (podl'a potreby po vhodnej transformacii udajov).

55. Z hladiska plodivosti sa pocty vajicok zaznamendavaju denne, ale mozno ich analyzovat’
ako celkové pocty vajicok alebo ako opakované meranie. V dodatku 10 sa uvadzaju
podrobnosti o sposobe analyzy tohto sledovaného parametra. Pre histopatologické udaje,
ktoré st v podobe skdre zdvaznosti, bol vytvoreny novy Statisticky test RSCABS (Rao-
Scott Cochran-Armitage by Slices) (33).

56.Je potrebné uviest vSetky sledované parametre pozorované v testovanych skupinach
s aplikovanim testovanej chemikalie, ktoré sa vyznamne liSia od prisluSnych kontrol.

Uvahy v suvislosti s analyzou udajov
Pouzivanie urovni narusenia skupiny s urcitou koncentrdaciou chemikalie

57.Pri rozhodovani, ¢i replikat alebo celd skupina s ur€itou koncentraciou chemikalie
vykazuje zjavnu toxicitu a mala by sa vylacit’ z analyzy, sa zohl'adnuje viacero faktorov.
Zjavna toxicita je vymedzena > 4 mortalitami v ktoromkol'vek z replikatov v obdobi od 3
do 9 tyzdinov po oplodneni, ktoré nemozno vysvetlit' technickou chybou. Iné priznaky
zjavnej toxicity zahfiiajii krvacanie, abnormaélne spravanie, abnormélne vzory plavania,
anorexiu a akékol'vek iné klinické znamky choroby. V pripade subletdlnych toxickych
priznakov mozu byt potrebné kvalitativne hodnotenia, ktoré by sa vzdy mali vykonat
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porovnanim s kontrolnou skupinou s vodou na riedenie (len Cistd voda). Ak sa zjavna
toxicita vyskytuje pri testovanych skupinach s najvyssou davkou, odporuca sa, aby sa tieto
skupiny vylucili z analyzy.

Kontroly s aplikaciou rozpustadla

58.

O pouziti rozpustadla by sa malo uvazovat az ako o poslednej moznosti, ak sa zvazili
vSetky ostatné moznosti aplikovania chemikalie. Ak sa pouzije rozpustadlo, mala by sa
zaroven vykonat analyza kontroly s vodou na riedenie. Po skonceni testu by sa malo
vykonat' hodnotenie potencidlnych vplyvov rozpustadla. To sa dosiahne Statistickym
porovnanim kontrolnej skupiny s aplikaciou rozpustadla a kontrolnej skupiny s vodou na
riedenie. Medzi najrelevantnejSie sledované parametre na postidenie v ramci tejto analyzy
patria faktory rastu (hmotnost), ked’Ze na ne mézu mat’ vplyv celkové toxicity. Ak sa zistia
Statisticky vyznamné rozdiely v tychto sledovanych parametroch medzi kontrolnou
skupinou s vodou na riedenie a kontrolnou skupinou s aplikaciou rozpustadla, je potrebné
na zédklade najlepsSiecho odborného usudku urcit, ¢i nedoslo k naruseniu platnosti testu. Ak
sa tieto dve kontroly lisia, testované skupiny vystavené chemikalii sa maji porovnat
s kontrolou s aplikédciou rozpustadla, pokial nie je zname, Ze sa uprednostiiuje porovnanie
s kontrolou s vodou na riedenie. Ak neexistuje Statisticky vyznamny rozdiel medzi tymito
dvomi kontrolnymi skupinami, odporica sa, aby sa testované skupiny vystavené testovanej
chemikalii porovnali so zoskupenymi kontrolami (kontrolné skupiny s aplikaciou
rozpustadla a s vodou na riedenie), pokial nie je zname, Ze sa uprednostiiuje porovnanie
bud’ len s kontrolnou skupinou s vodou na riedenie, alebo len s kontrolnou skupinou
s aplikaciou rozpustadla.

Sprava o teste

59.

Sprava o teste obsahuje tieto informacie:

Testovana chemikalia: fyzikalny charakter a v pripade potreby fyzikalno-chemické vlastnosti,

udaje na identifikaciu chemikalie.

Jednozlozkov¢ latky:

fyzicky vzhl'ad, rozpustnost’ vo vode a d’alSie relevantné fyzikalno-chemické vlastnosti,
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identifikacia chemikalie, napriklad nazov podla TUPAC alebo CAS, cislo CAS, kod
SMILES alebo InChl, Strukturny vzorec, Cistota, chemickd identita necistot, ak to je
vhodné a prakticky uskutocnitelné, atd’. (vratane obsahu organického uhlika, ak to je
vhodné).

Viaczlozkov¢ latky, UVCB a zmesi:

charakterizdcia v najvic¢Sej moznej miere na zaklade chemickej identity (pozri vysSie),
kvantitativneho vyskytu a prisluSnych fyzikalno-chemickych vlastnosti zloziek.

Testovany druh:

vedecky nazov, kmen, ak je dostupny, zdroj a metdda zberu oplodnenych vajicok
a ndslednej manipulacie.

Podmienky testu:

fotoperiody,

koncepcia testu (napr. velkost’ a material komory a objem vody, pocet testovacich komor
a replikatov, pocet plodikov na replikat),

metdda pripravy zasobnych roztokov a frekvencia obnovy (ak bol pouzity solubilizacny
prostriedok, mal by sa uviest’ spolu s jeho koncentraciou),

metoda davkovania testovanej chemikalie (napr. Cerpadld, riediace systémy),

miera vytaznosti metody a nominalne testované koncentracie, kvantifikacny limit,
priemery nameranych hodnét a ich Standardné odchylky v testovacich nadobéach a metoda,
ktorou boli dosiahnuté, a dokaz, ze sa namerané hodnoty tykaji koncentracii testovanej
chemikalie v skuto¢nom roztoku,

vlastnosti vody na riedenie: pH, tvrdost’ vody, teplota, koncentracia rozpustené¢ho kyslika,
urovne zvySkového chloru (ak boli merané), celkovy obsah organického uhlika (ak bol
merany), nerozpustené pevné latky (ak boli merané), salinita v testovacom médiu (ak bola
merand) a akékol'vek iné vykonané merania,

nominalne testované koncentracie, priemery nameranych hodndt a ich Standardné
odchylky,

kvalita vody v testovacich nddobéch: pH, teplota (merand denne) a koncentracia
rozpustného kyslika,

podrobné informacie o kfmeni (napr. druh potravy, zdroj, ddvkované mnozstvo
a frekvencia).
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Vysledky:

dokaz, ze kontroly splnili celkové kritéria validity,

tieto udaje tykajuce sa kontroly (vratane kontroly s aplikdciou rozpustadla, ak sa pouzila)
a testovanych skupin: liahnutie (liahnivost’ a ¢as do vyliahnutia) v generaciach F1 a F2,
miera preZitia po vyliahnuti v generécii F1, rast (diZka a telesna hmotnost’) v generacii F1,
genotypové pohlavie a pohlavna diferencidcia (napr. sekundarne pohlavné znaky na
zaklade papil analnej plutvy a gonadalnej histologie) v generacii F1, fenotypové pohlavie
v generacii F1, sekundarne pohlavné znaky (papily anéalnej plutvy) v generécii F1, mRNA
vtg (alebo bielkovina VTG) v generdcii F1, histopatologické postdenie (gonada, pecent

a oblicka) v generacii F1 a reprodukcia (plodivost’ a fertilita) v generacii FO, F1 (pozri
tabulky 1 a 2),

pristup uplatneny pri Statistickej analyze (regresnd analyza alebo analyza rozptylu)
a spracovani udajov (pouzité Statistické testy alebo modely),

koncentracia bez pozorovaného uc¢inku (NOEC) pre kazdi posudzovanu reakciu,

vwe

posudzovanu reakciu; v pripade potreby hodnota ECy pre kazda posudzovani reakciu
vratane intervalov spol'ahlivosti (napr. 90 % alebo 95 %) a grafu zavedeného modelu
pouzitého na jej vypocet, sklon krivky zévislosti veli¢iny od koncentracie, vzorec
regresného modelu, odhadované parametre modelu a ich Standardné chyby,

akakol'vek odchylka od tejto testovacej metddy a odchylky od kritérii prijatelnosti a ivahy
o moznych dosledkoch v stvislosti s vysledkom testu.

60. V pripade vysledkov merania sledovanych parametrov sa uvadzaji priemerné hodnoty

a ich Standardné odchylky (na zaklade replikatov aj koncentracii, ak je to mozné).
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Dodatok 1

VYMEDZENIE POJMOV
Chemikalia: latka alebo zmes.
ELISA: enzymové imunosorbentové stanovenie.
Plodivost’ = pocet vajicok.
Fertilita = pocet Zivotaschopnych vajicok/plodivost’.
Vidlicova dizka (FL) oznatuje dizku od $pi¢ky rypaka po koniec strednych lidov
chvostovych plutiev a pouziva sa pri rybach, pri ktorych je tazké rozoznat’, kde sa konci
chrbtica (www.fishbase.org).
Liahnivost’ = pocet plodikov/pocet embryi nasadenych do inkubatora.
TACUC: Vybor pre inStitucionalnu starostlivost’ o zvieratd a ich pouzivanie.
DiZka tela (SL) oznacuje dizku ryby meranu od $picky rypaka po zadny koniec posledného
stavca alebo po zadny koniec stredu boc¢nej Casti hypuralnej kosti. Jednoducho povedané,

v tomto rozmere nie je zahrnuta dizka chvostovej plutvy. (www.fishbase.org)

Celkovi dizka (TL) oznaduje dizku od $picky rypaka po koniec dlhsieho laloka chvostove;
plutvy, spravidla meranu s lalokmi stlaCenymi pozdlZz stredovej Ciary. Meria sa dlzka
priamky, teda nie so zakrivenim tela (www.fishbase.org).
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_______________________ Dizka tela U .

_______________________ Vidlicova dizka e s |

_______________________ Celkova dizka e s e e s

Obrizok 1: Opis roznych pouzivanych dizok

ECx: (G¢inna koncentracia pre x % ucinok) je koncentracia, ktord pocas daného obdobia
expozicie vyvold x % ucinok na testované organizmy v porovnani s kontrolnou skupinou.
Napriklad EC50 je koncentracia, pri ktorej sa odhaduje, Ze pocas vymedzeného obdobia
expozicie vyvola uc¢inok na sledovany ukazovatel testu v 50 % exponovanej populacie.

Prietokovy test je test s neustalym prietokom testovanych roztokov cez testovaci systém
pocas trvania expozicie.

Os HPG: os hypotalamus — hypofyza — gonady.

IUPAC: Medzinarodna Unia pre Cistu a aplikovana chémiu.

Velkost’ nasady: vlhka hmotnost’ ryb na objem vody.

Najniz§ia koncentracia s pozorovanym uc¢inkom (LOEC) je najnizSia testovana
koncentrécia testovanej chemikalie, pri ktorej je u¢inok chemikalie Statisticky vyznamny
(pr1 p < 0,05) v porovnani s kontrolou. Skodlivy uc¢inok vSetkych testovanych koncentracii
vys$ich ako hodnota LOEC by vS§ak mal byt’ rovnaky alebo vic¢si ako Gi€inky pozorované pri
hodnote LOEC. Ak nie st splnené tieto dve podmienky, je potrebné poskytnut’ uplné

vysvetlenie, akym spdsobom sa zvolila hodnota LOEC (a teda aj NOEC). Usmernenie sa
uvadza v dodatkoch 5 a 6.

Stredna letalna koncentracia (LCS50): predstavuje koncentraciu testovanej chemikalie,
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ktora sa odhadne ako letalna pre 50 % testovanych organizmov pocas trvania testu.

Koncentracia bez pozorovaného uc¢inku (NOEC) je testovand koncentracia chemikalie
ithned’ pod LOEC, ktord pri porovnani s kontrolou nema Statisticky vyznamny ucinok (p <
0,05) pocas dan¢ho obdobia expozicie.

SMILES: zjednoduseny systém zadavania molekularnych Struktur.
Chovna hustota: pocet ryb na objem vody.
Testovana chemikalia: kazda latka alebo zmes testovana pomocou tejto testovacej metody.

UVCB: latky neznameho alebo variabilného zlozenia, produkty komplexnych reakcii alebo
biologické materialy.

VTG: vitelogenin. Je to fosfolipoglykoprotein, sluziaci ako prekurzor proteinov vaje¢ncho
zltka, ktory sa normalne vyskytuje v telach pohlavne aktivnych samic vSetkych vajcorodych

druhov.

WPF: tyzdne po oplodneni.
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Dodatok 2

NIEKTORE CHEMICKE VLASTNOSTI VODY VHODNEJ NA RIEDENIE

Latka Koncentracny limit
Tuhé Castice 5 mg/l
Celkovy obsah organického uhlika 2 mg/l
Neionizovany amoniak 1 ng/l
Zvyskovy chlor 10 pg/l
Celkovy obsah organofosforovych pesticidov 50 ng/l
Celkovy Qbsah O’I'gan(.)chl(')I'OV}'/Ch pesticidov 50 ng/l
a polychlorovanych bifenylov

Celkovy obsah organického chloru 25 ng/l
Hlinik 1 pg/l
Arzén 1 pg/l
Chrém 1 pg/l
Kobalt 1 pg/l
Med 1 pg/l
Zelezo 1 pg/l
Olovo 1 pg/l
Nikel 1 pg/l
Zinok 1 pg/l
Kadmium 100 ng/1
Ortut’ 100 ng/1
Striebro 100 ng/1
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Dodatok 3

PODMIENKY TESTU MEOGRT

L.

2.

Odporucany druh
Typ testu

Teplota vody

Kvalita osvetlenia

Velkost’ nasady

Minimalny vyuzite'ny objem
testovacej komory

Vymeny objemu testovanych
roztokov

Vek testovanych organizmov
na zaciatku

10. Pocet organizmov na replikat

11.Pocet testovanych skupin

12. Pocet replikatov na testovanu

skupinu

13.Pocet organizmov na test

ryzovnicka japonska (Oryzias latipes)
s nepretrzitym prietokom

Nomindlna testovacia teplota je 25 °C. Priemerna teplota v kazdej nadrzi
pocas celého testu je 24 — 26 °C.

Fluorescen¢né svietidla (so Sirokym spektrom a dosahujuce ~150
limenov/m?)
(~150 luxov).

16 hodin svetla a 8 hodin tmy

FO: 2 dospelé jedince/replikat; F1: zac¢ina sa maximalne s 20 vajickami
(embryami)/replikat, so znizenim na 12 embryi/replikat pri vyliahnuti,
potom 2 dospelé jedince (chovny par s chromozdémami XX-XY) 9 — 10
tyzdnov po oplodneni v reprodukénej faze

1,8 1 (napr. rozmery testovacej komory: 18 x 9 x 15 cm)

od minimalne 5 obnoveni objemu/den do 16 obnoveni objemu/den
(alebo prietok do 20 ml/min.)

FO0: > 12 tyzdnov po oplodneni, odporaca sa v§ak neprekrocit’ 16
tyzdnov po oplodneni

FO: 2 ryby (par samec — samica); F1: maximalne 20 ryb
(vajicok)/replikat (ziskané z chovnych parov v generaciach FO a F1).

5 skupin s aplikovanou testovanou chemikaliou plus prislusné kontroly

minimalne 6 replikatov na skupinu s aplikovanou chemikaliou

a minimalne 12 na kontrolu a na kontrolu s aplikaciou rozpustadla, ak
sa pouziva (v reprodukénej faze generacie F1 sa pocet replikatov
zdvojnasobuje)

minimalne 84 ryb v generacii FO a 504 v generacii F1. (Ak sa pouziva
kontrola s aplikaciou rozptstadla, pocet ryb v generacii FO je 108 a v
generacii F1 je 648.) Pocitana jednotka predstavuje stadium po
eleuteroembryu.
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14.Kfmny rezim

15.Prevzdusiovanie

16.Voda na riedenie

17.0Obdobie expozicie

18.Biologické sledované
parametre

(priméarne)

19.Kritéria platnosti testu

D060575/02

Ryby sa kfmia Ziabron6zkou sol'nou rodu Artemia (24-hodinové
nauplia) ad libitum, pri¢om sa tato potrava podla potreby dopina
komerc¢ne dostupnym vlockovym krmivom (priklad harmonogramu
kfmenia na zabezpecenie primeraného rastu a vyvoja a podporu
spol’ahlivej reprodukcie sa nachadza v dodatku 6).

ziadne, pokial’ sa koncentracia rozpustené¢ho kyslika nebude blizit’
k < 60 % hodnoty rozpustnosti vzdusného kyslika

Cista povrchova, studiiova alebo rekonstituovana voda alebo
odchloérovana voda z vodovodu

primarne 19 tyzdiov (od generacie FO po vyliahnutie generacie F2)

liahnivost’ (F1 a F2); miera prezitia [F1, od vyliahnutia do 4 tyzdiov po
oplodneni (koniec stadia larvy/zaciatok Stadia mladej ryby), od 4 do 9
(alebo 10) tyzdiov po oplodneni (od zaciatku $tadia mladej ryby po
Stadium ryby pred dosiahnutim dospelosti) a od 9 do 15 tyzdnov po
oplodneni (§tadium pred dosiahnutim dospelosti aZ po usmrtenie
dospelej ryby)]; rast (F1, dizka a hmotnost’ 9 a 15 tyzdiiov po oplodneni
); sekundarne pohlavné znaky (F1, papily analnej plutvy 9 a 15 tyzdiov
po oplodneni); vitelogenin (F1, mRNA vtg alebo bielkovina VTG 15
tyzdnov po oplodneni); fenotypové pohlavie (F1, prostrednictvom
histologie gonady 15 tyzdnov po oplodneni); reprodukcia (FO a F1,
plodivost’ a fertilita pocas 21 dni); ¢as do trenia (F1) a histopatologia
(F1, gonada, pecen a oblicka 15 tyzdnov po oplodneni)

Koncentracia rozpusteného kyslika > 60 % hodnoty rozpustnosti
vzdusného kyslika; priemerna teplota vody pocas celého testu 24 —

26 °C; tspesna reprodukcia > 65 % samiciek v kontrolach; priemerna
denna plodivost’ > 20 vaji¢ok v kontrolach; liahnivost’ > 80 % (priemer)
v kontrolach (v kazdej z generacii F1 a F2); miera prezitia po vyliahnuti
do 3 tyzdnov po oplodneni > 80 % (priemer) a od 3 tyzdnov po
oplodneni do usmrtenia v rdmci danej generacie > 90 % (priemer)

v kontrolach (F1), koncentracie testovanej chemikalie v roztoku sa maji
uspokojivo udrziavat’ v rozsahu £20 % priemernych nameranych
hodnot.
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Dodatok 4

USMERNENIE K TYPICKYM HODNOTAM KONTROL

Je potrebné poznamenat, Ze hodnoty tychto kontrol vychadzaji z obmedzeného poctu

Rast

valida¢nych §tadii a mo6zu podliehat’ zmendm na zaklade d’alSich sktisenosti.

Hmotnost’ a dizka sa meraju pri vetkych rybach vybratych do vzorky 9 (alebo 10) a 15
tyzdiiov po oplodneni. Pri postupe podla tohto protokolu sa dosiahne 9 tyzdiov po
oplodneni ocakavand vlhkd hmotnost 85— 145mg pri samcoch a 95— 150 mg pri
samiciach. Ocakavanad hmotnost’ 15 tyzdiiov po oplodneni je 250 — 330 mg pri samcoch
a280—-350mg pri samiciach. Hoci pri jednotlivych rybach moézu existovat znaéné
odchylky od tychto rozsahov, priemerné hmotnosti kontrol, ktoré by boli vyrazne mimo
tychto rozsahov, najmd ak by boli pod spodnou hranicou, by naznacovali problémy
v stvislosti s kfmenim, riadenim teploty, kvalitou vody, chorobami alebo kombindaciu tychto
faktorov.

Liahnutie

Uspesnost’ liahnutia v kontrolach je zvy¢ajne okolo 90 %, nie st vak zriedkavé ani hodnoty
dosahujtice len 80 %. Uspesnost liahnutia nizsia ako 75 % moze naznacovat’ nedostatotné
premieSavanie vyvijajucich sa vajiCok alebo nedostatocnu starostlivost’ pri manipulacii
s vajickami, napriklad ak sa v€as neodstraniuji mftve vajicka, ¢o vedie k napadnutiu
hubami.

Miera prezitia

Miery prezitia od vyliahnutia do 3 tyzdiov po oplodneni a po 3 tyzdioch po oplodneni si
v pripade kontrol zvy€ajne 90 % alebo viac, v skorych Stadidch zivota vSak ani miery
prezitia dosahujuce v pripade kontrol len 80 % nepredstavuji dovod na znepokojenie. Miery
prezitia nizSie ako 80 % by v pripade kontrol boli dovodom na obavy a mézu naznacovat
nedostato¢né Cistenie akvarii, ¢o vedie k stratdm ryb v larvalnom stadiu v désledku choréb
alebo udusenia z dovodu nizkych Urovni rozpusteného kyslika. K mortalite moze dojst’ aj
v dosledku zranenia pocas Cistenia nadrze alebo stratou ryb v larvalnom §tadiu cez odtokovy
systém nadrZze.

Gén vitelogeninu

Zatial' o sa absolitne urovne génu vitelogeninu (vtg), vyjadrené ako pocet kopii/ng
celkove] mRNA, mézu medzi laboratériami vyrazne liSit’ v dosledku pouzitych postupov
alebo pristrojového vybavenia, pomer vfg ma byt pri kontrolnych samiciach priblizne
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dvestokrat vyssi v porovnani s kontrolnymi samcami. Nie je nezvyc€ajné, ak tento pomer
dosahuje 1 000- az 2 000-ndsobok, pomery nizSie ako 200 su vsak podozrivé a mozu
naznacovat’ problémy s kontaminaciou vzorky alebo problémy s postupom a/alebo
pouzitymi reagentmi.

Sekunddrne pohlavné znaky

Normalny rozsah sekundarnych pohlavnych znakov, ktory sa vymedzuje ako celkovy pocet
segmentov v plutvovych lucoch papil anélnej plutvy, v pripade samcov predstavuje 40 — 80
segmentov 9 — 10 tyzdilov po oplodneni. 15 tyzdnov po oplodneni ma byt tento pocet
v rozsahu 80— 120 v pripade kontrolnych samcov a0 v pripade kontrolnych samic. Z
nevysvetlitenych dovodov dochadza v zriedkavych pripadoch k tomu, ze pri niektorych
samcoch nie su 9 tyzdilov po oplodneni pritomné papily, ale ked’Ze sa papily vyvinl pri
vSetkych kontrolnych samcoch do 15. tyzdna po oplodneni, je to s najvacSou
pravdepodobnost'ou spdsobené oneskorenym vyvojom. Pritomnost’ papil pri kontrolnych
samiciach naznacuje, Ze sa v populécii vyskytuju samce s chromozémami XX.

Samce s chromozomami XX

Bezny vsSeobecny vyskyt samcov s chromozémami XX vramci kultiry je zvycajne
priblizne 4 % alebo menej pri teplote 25 °C, pri€om miera vyskytu sa zvySuje pri vyssej
teplote. Je potrebné vykonat kroky scielom minimalizovat podiel samcov
s chromozémami XX v populécii. Ked’ze sa zda, Ze pri vyskyte samcov s chromozémami
XX zohrava ulohu geneticka zlozka a ide preto o dedi¢ny jav, monitorovanie kultivacnej
nasady azabezpeCenie toho, aby sa samce schromozomami XX nepouzivali na
rozmnoZovanie kultiva¢nej nasady, predstavuje U¢inny prostriedok na zniZzenie vyskytu
samcov s chromozémami XX v populécii.

Aktivita trenia

Denne je potrebné monitorovat’ aktivitu trenia v kontrolnych replikatoch pred uskuto¢nenim
merania plodivosti. S cielom potvrdit’ aktivitu trenia mozno kontrolné pary kvalitativne
posudzovat’ vizualne. 12 — 14 tyzdnov po oplodneni by malo dochadzat’ k treniu pri va¢Sine
kontrolnych parov. Nizky pocet parov, ktoré sa trti, v tomto ¢ase naznacuje mozné problémy
so zdravim, s imunitou alebo dobrymi Zivotnymi podmienkami ryb.

Plodivost

Zdravé aspravne kifmené jedince ryzovnicky japonskej vo veku 12— 14 tyzdiov po
oplodneni sa vo v§eobecnosti trii denne, pri¢om kazdy den vyprodukuju 15 az 50 vajicok. Z
hl'adiska produkcie vaji¢ok ma 16 z odporucanych 24 kontrolnych chovnych parov (> 65 %)
naklast’ viac ako 20 vajicok na par a deni, pricom tento pocet moze dosiahnut’ az 40 vajicok
za deni. NizSie nez uvedené mnozstvo mdze naznacovat’, ze pary, ktoré sa trd, su nezrelé,
podvyzivené alebo choré.
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Fertilita

Percentudlny podiel oplodnenych vajicok v pripade kontrolnych parov, ktoré sa tra, je
zvy€ajne vyssi nez 90 %, priCom nie st nezvyCajné hodnoty dosahujuce 95 % a vysSie.
Miery fertility nizSie ako 80 % v pripade kontrolnych vajicok st podozrivé a moézu
naznacovat’ nezdravé jedince alebo nevhodné kultivaéné podmienky.
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Dodatok 5

PRIKLAD HARMONOGRAMU KRMENIA

Priklad harmonogramu kifmenia na zabezpeCenie primeran¢ho rastu a vyvoja a podporu
spol’ahlivej reprodukcie sa uvadza v tabulke 1. Odchylky od tohto harmonogramu kimenia
moézu byt prijatelné, odporaca sa vSak ich testovanie s cielom overit dosiahnutie
prijatelného rastu a reprodukcie. Na to, aby bolo mozné dodrzat’ navrhovany harmonogram
kfmenia, je potrebné pred zaciatkom testu stanovit’ suchu hmotnost’ ziabronozky sol'nej na
objem suspenzie ziabronozky sol'nej. Mozno to dosiahnut’ odvazenim vymedzeného objemu
suspenzie ziabronozky sol'nej, ktora sa nechala 24 hodin schntt’ pri teplote 60 °C na vopred
odvézenych miskach. Na zohladnenie hmotnosti soli v suspenzii sa identicky objem
rovnakého sol'ného roztoku, aky sa pouzil v suspenzii, takisto vysusi, odvazi a odpocita od
hmotnosti vysuSenej suspenzie ziabrondzky sol'nej. Alternativne mozno ziabron6zku sol'nu
prefiltrovat’ a preplachnut’ destilovanou vodou pred suSenim, vd’aka ¢omu nebude potrebné
merat’ hmotnost’ zvySkového obsahu soli. Tieto informécie sluzia na prepocitanie udajov
v tabul’ke zo suchej hmotnosti Ziabrondzky sol'nej na objem suspenzie Ziabronozky sol'nej,
ktora predstavuje kfrmnu davku na jednu rybu. Okrem toho sa odportica, aby sa tyzdenne
vazili alikvoty suspenzie Ziabronozky sol'nej s cielom overit’ suchti hmotnost’ Ziabrondzky
sol'nej podavanej ako krmivo.
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Tabulka 1: Priklad harmonogramu kimenia

Cas (po vyliahnuti) Ziabrondzka solna (sucha
hmotnost’ v mg/ryba/deri)

1. den 0,5

2. den 0,5

3. den 0,6

4. den 0,7

5. den 0,8

6. den 1,0

7. den 1,3

8. den 1,7

9. den 2,2
10. dent 2,8
11. den 3,5
12. den 4,2
13. dent 4,5
14. den 4.8
15. den 5,2
16.—21. den 5,6
4. tyzden 7,7
5. tyzden 9,0
6. tyzden 11,0
7. tyzden 13,5
8. tyzden — usmrtenie 22,5
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Dodatok 6

PRIKLADY KOMORY NA INKUBACIU VAJICOK

Priklad A

&4

Tento inkubétor sa skladd zrozdelenej sklenej odstredivkovej skumavky pripojenej
pomocou objimky z nehrdzavejucej ocele aupevnenej na mieste pomocou vrchného
skrutkovacieho odstredivkového uzaveru. Cez uzaver prechadza tenkd trubica zo skla alebo
z nehrdzavejucej ocele, ktorej koniec sa nachadza v blizkosti zaobleného dna a ktora sluzi
na jemné vpustanie vzduchu, aby dochédzalo k nadnaSaniu vajicok a znizeniu prenosu
saprofytickych hubovych infekcii medzi vajickami, pricom sa takisto ulahcuje chemicka
vymena medzi inkubatorom a chovnou nadrZou.

Priklad B
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Tento inkubétor sa sklada zo skleného valca (s priemerom 5 cm a dizkou 10 cm) a mriezky
z nehrdzavejuceho drétu (rozmery mriezky: ¢ 0,25 a 32), ktora je upevnend k spodnej Casti
valca pomocou kruzku z PTFE. Tieto inkubatory st zavesené v nadrziach na zdvihacej tyci
a vertikalne sa pretrepavaju (s amplitidou priblizne 5 cm) v cykle vhodnom pre vajicka
ryzovnicky japonskej (priblizne kazdé 4 sekundy).
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Dodatok 7

SCHEMATICKY DIAGRAM ZOSKUPOVANIA A NASADZOVANIA REPLIKATOV
POCAS TESTOVACEJ METODY MEOGRT

Obrazok 1: Zoskupovanie a nasadzovanie replikatov pocas testu MEOGRT Na obrazku je znazornena
jedna skupina s aplikovanou chemikaliou alebo 2 kontroly. V désledku zoskupovania sa nezachovava
identita replikdtu pocas celého testu. Vyraz ,vajicka® oznaCuje zivotaschopné, oplodnené vajicka
(ekvivalentné embryam).

Sledované parametre

liahnutie prefitie rast, VTG, SSC rozmnoZovanie, patoldgia, SSC liahnutie
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Skupiny s aplikovanou chemikaliou a replikacia

V ramci tejto testovacej metddy sa odporuca pidt skupin s aplikovanou testovanou
chemikdliou pomocou materidlov technickej akostnej triedy a negativna kontrola. Pocet
replikdtov na skupinu s aplikovanou chemikaliou nezostdva pocas testu MEOGRT
kon$tantny a pocet replikatov v kontrolnej skupine predstavuje dvojnasobok poctu
pouzitého v danej skupine s aplikovanou testovanou chemikéliou. V generdcii FO sa
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v kazdej skupine s aplikovanou testovanou chemikaliou nachadza Sest’ replikatov, zatial’ o
v skupine negativnej kontroly sa nachadza 12 replikdtov. Dorazne sa odporuca nepouzivat’
rozpustadla av pripade, Ze sa pouziji, je potrebné v sprave o teste MEOGRT uviest
odovodnenie pouzitia a vyberu rozpustadla. Ak sa pouzije rozpustadlo, st d’alej potrebné
dva druhy kontrol: a) kontrola s aplikaciou rozpustadla a b) negativna kontrola. Obe tieto
kontrolné skupiny maju obsahovat’ uplni mnozinu replikatov vo vSetkych bodoch v ramci
harmonogramu testu MEOGRT. Pocas celého vyvoja testovanych organizmov v generacii
F1 (a v generacii F2 do vyliahnutia) zostdva uvedena Struktira replikatov rovnaka. V
dospelom S§tadiu, ked’ sa vytvaraju chovné pary generacie F1, sa pocet replikatov
rozmnozujucich sa parov na testovanu skupinu optimalne zdvojnasobuje, preto existuje az
12 replikovanych parov v kazdej skupine s aplikovanou chemikdliou a 24 replikovanych
parov v kontrolnej skupine (a v pripade potreby d’alSich 24 replikovanych parov v kontrole
s aplikaciou rozpustadla). Stanovenie liahnutia z embryi vyprodukovanych pri treni parov
generacie F1 sa uskutociiuje v rovnakej Struktare replikatov ako v pripade embryi
vyprodukovanych pri treni parov generdcie FO, ¢o predstavuje na zaciatku Sest’ replikatov na
skupinu s aplikovanou testovanou chemikaliou a 12 replikatov v kontrolnych skupinach.
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Dodatok 8

URCENIE POCTU PAPIL ANALNEJ PLUTVY

Hlavné materialy a reagenty
— stereoskopicky mikroskop (s pripojenou voliteInou kamerou),

— fixacny prostriedok [napr. Davidsonov (Bouinov sa neodporuca)], ak sa pocCet nestanovuje
na zaklade obrazového zaznamu.

Postupy

Po pitve sa ma vytvorit’ obrazovy zaznam andlnej plutvy, aby bolo mozné l'ahko stanovit
pocet papil andlnej plutvy. Hoci je odporti¢anou metdodou vytvorenie obrazového zaznamu,
analnu plutvu mozno =zafixovat v Davidsonovom alebo inom vhodnom fixa¢nom
prostriedku priblizne pocas 1 minuty. Je dolezité, aby bola andlna plutva pocas fixacie
umiestnend naplocho, ¢im sa ul'ah¢i stanovenie poctu papil. Telo ryby s andlnou plutvou
mozno ulozit’ v Davidsonovom alebo inom vhodnom fixa¢nom prostriedku az do analyzy.
Spocitajte spojené platnicky (obrazok 1) s papilami, ktoré prec¢nievaju zo zadného okraja
spojenej platnicky.

Obrazok 1: Papily analnej plutvy

_ N = Spojené - *d ™
X . ‘ platnicky

S - e
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Dodatok 9

PODROBNY HARMONOGRAM TESTU MEOGRT
1. — 3. testovaci tyzden (F0)

Pri rybach generécie FO, ktoré sa tra a ktoré spiiiaja kritéria vyberu (pozri odseky 16 — 20),
sa uskutocni trojtyzdiiova expozicia scielom vystavit gaméty a gonadalne tkaniva
testovanej chemikalii. V kazdej nddrzi replikdtu je umiestneny jeden chovny par ryb
(chovny par so samicou s chromozémami XX a samcom s chromozémami XY). Vajicka
vyprodukované pri treni sa zberaju, stanovuje sa ich pocet a posudzuje sa fertilita pocas 21
za sebou nasledujucich dni od 1. testovacieho diia.

4. testovaci tyzden (F0 a F1)

Uprednostituje sa zber oplodnenych a Zivotaschopnych vajicok (embryi) v jeden den. Ak
vSak pocet embryi nie je dostato¢ny, mdzu sa zbierat’ poCas dvoch dni. Ak zber prebicha
pocas dvoch dni, vSetky embry4 v radmci danych testovanych skupin, ktoré sa zozbierali
v prvy dei, sa zli¢ia s embryami zozbieranymi na druhy den. Potom sa vSetky zlucené
embryd pre kazd( testovanii skupinu ndhodne rozdelia do jednotlivych inkubétorov
replikatov v pocte 20 embryi na inkubator. Denne sa kontroluje a zaznamenava mortalita
oplodnenych vajicok (embryi). Mftve vajicka sa z inkubatorov odstrania (smrt’ oplodnenych
vajicok mdze predovsetkym v rannych Stadiach naznaCovat vyrazna strata priehladnosti
azmena v zafarbeni spOsobend koagulaciou a/alebo vyzrdZzanim bielkovin, ¢o vedie
k bielemu nepriehl'adnému vzhl'adu; OECD 210).

Pozndmka: Ak sa pri jednej testovanej skupine vyZaduje druhy denl zberu, je tento postup
potrebné uskutoc¢nit’ vo vSetkych testovanych skupindch (vratane kontrol). Ak po druhom
dni zberu nie je k dispozicii dostatocny pocet embryi v ramci testovanej skupiny na
nasadenie 20 embryi na inkubator, znizte poc€et embryi nasadenych v ramci tejto konkrétne;j
testovanej skupiny na 15 embryi na inkubator. Ak nie je k dispozicii dostatony pocet
embryi na nasadenie 15 embryi na inkubdator, znizte pocet inkubatorov replikatov tak, aby
bolo moZné nasadit’ do kazdého inkubétora 15 embryi. NavySe je moZné v generacii FO
pridat’ viac chovnych parov na testovanu skupinu a kontroly s cielom vyprodukovat’ viac
vaji¢ok, aby sa dosiahol odporti¢any pocet 20 na replikat.

Na 24. testovaci deit sa chovné pary generacie FO humannym spdsobom usmrtia
a zaznamena sa hmotnost’ a dlzka. V pripade potreby mozno chovné pary generacie FO
chovat’ eSte d’alSie 1 — 2 dni, aby sa znovu zacala generacia F1.

5. — 6. testovaci tyzden (F1)

Jeden az dva dni pred predpokladanym zaciatkom liahnutia zastavte alebo obmedzte
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premieSavanie vajiCok pocas inkubdcie, aby sa urychlilo liahnutie. Ako sa embrya kazdy
dent liahnu, plodiky sa zoskupia podla testovanej skupiny a systematicky sa rozdelia do
jednotlivych nadrzi replikatov s larvami v ramci konkrétnej testovanej skupiny tak, aby
v ziadnej nebolo viac ako 12 plodikov. Uskutocituje sa to ndhodnym vyberom pldodikov,
ktoré sa bez rozliSovania po jednom umiestiuji do za sebou nasledujucich replikatov,
pri¢om sa postupuje podl'a poradia replikatov konkrétnej testovanej skupiny, az kym sa vo
vSetkych replikatoch v ramci prislusnej testovanej skupiny nenachadza 12 plodikov. Ak nie
je k dispozicii dostatok plodikov na naplnenie vSetkych replikatov, zabezpecte, aby sa v ¢o
najvacSom pocte replikatov nachadzalo 12 plodikov, aby bolo mozné zacat’ s tazou F1.

Vajicka, ktoré¢ sa nevyliahli za dvojnasobok medianu dna liahnutia v kontrole, sa povazuju
za nezivotaschopné a vyradia sa. Zaznamend sa pocet plodikov a v kazdom replikate sa
vypocita spesnost’ liahnutia (liahnivost’).

7. —11. testovaci tyzden (F1)

Denne sa vo vsetkych replikatoch kontroluje a zaznamenava prezitie ryb v larvalnom $tadiu.
Na 43. testovaci den sa v kazdom replikidte zaznamend pocet ryb, ktoré prezili, ako aj
povodny pocet plodikov umiestnenych do replikatu (nomindlne dvanast’). Mozno tak
vypocitat’ percentudlny podiel prezitia od vyliahnutia po S$tddium pred dosiahnutim
dospelosti.

Testovacie tyZdne (F1)

Na 78. —85. testovaci den sa z chvostovej plutvy kazdej ryby odoberie mald vzorka na
urcenie genotypového pohlavia jedinca (t. j. odobratie odrezkov plutiev) v pripade vSetkych
ryb. Tieto informécie sa pouZziju pri vytvarani chovnych parov.

Do troch dni po stanoveni genotypového pohlavia kazdej ryby sa nadhodne vytvori 12
chovnych parov na testovanu skupinu a 24 parov na kontrolu. Dve ryby s chromozémami
XX a XY zkazdého replikatu sa ndhodne vyberu a zoskupia podla pohlavia a potom sa
z nich na zéklade ndahodného vyberu vytvori chovny par (t.j. par s chromozoémami XX —
XY). Vytvori sa najmenej 12 replikatov na skupinu s aplikovanou chemikéliou a najmenej
24 replikatov pre kontrolu, priCom v kazdom replikate sa nachidza jeden chovny par. Ak
v replikate nie s na ucely zoskupenia k dispozicii dve ryby s chromozémami XX alebo dve
ryby s chromozémami XY, ryby s vhodnym pohlavnym genotypom je potrebné ziskat
z inych replikatov v rdmci danej testovanej skupiny.

Zvys$né ryby (najviac 8 ryb na replikat) sa humanne usmrtia a pouziji sa ako vzorky na
meranie roznych sledovanych parametrov pri jedincoch pred dosiahnutim dospelosti. Udaje
ogéne dmy (XX alebo XY) pre vSetky vzorky ryb pred dosiahnutim dospelosti sa
uchovavaji, aby bolo mozné priradit tdaje o vSetkych sledovanych parametroch ku
genetickému pohlaviu jednotlivych ryb.
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14. testovaci tyzden (F1)

Expozicia pokracuje v Case, ked’ sa chovné pary zlozené z ryb pred dosiahnutim dospelosti
vyvijaju na dospelé ryby. Na 98. testovaci deni (t. j. den pred zaCiatkom zberu vaji¢ok) sa
odstrania vajicka, ktoré¢ sa nachadzaju v akvariach aj na samiciach.

17. testovaci tyzden (F1)

Vajicka vyprodukované pri treni sa v kazdom replikate zberaji denne pocas 21 za sebou
nasledujtcich dni a posudzuju sa z hl'adiska plodivosti a fertility.

18. testovaci tyZden (opakovanie 4. testovacieho tyzdia) (F1 a F2)

19. -

Na 120. testovaci dent rano sa v kazdej nadrzi replikatu uskuto¢ni zber vaji€ok. Odobraté
vajicka sa posudia a oplodnené vajicka (s odstranenymi vlaknami) od kazdého z chovnych
parov sa zoskupia podla testovanej skupiny a systematicky sa rozdelia do komor na
inkubéciu vajicok tak, aby sa v kazdom inkubatore nachadzalo 20 oplodnenych vajicok.
Inkubatory mozno umiestnit do samostatnych inkuba¢nych nadrzi pripravenych pre
jednotlivé testované skupiny alebo do néadrze replikatu, v ktorej sa po vyliahnuti budu
nachadzat’ vyliahnuté larvy. Uprednostiiuje sa zber embryi v jeden den, ak vSak pocet
embryi nie je dostatocny, mozu sa zbierat' poc¢as dvoch dni. Ak zber prebieha pocas dvoch
dni, vSetky embryd v ramci danych testovanych skupin, ktoré sa zozbierali v prvy dei, sa
zlucia s embryami zozbieranymi na druhy deni. Potom sa vsetky zlucené embrya pre kazdu
testovani skupinu ndhodne rozdelia do jednotlivych inkubatorov replikatov v pocte 20
embryi na inkubdtor. Poznamka: Ak sa pri jednej testovanej skupine vyzaduje druhy den
zberu, je tento postup potrebné uskuto¢nit’ vo vSetkych testovanych skupinach (vratane
kontrol). Ak po druhom dni zberu nie je k dispozicii dostato¢ny pocet embryi v ramci
testovanej skupiny na nasadenie 20 embryi na inkubdtor, znizte pocet embryi nasadenych
vramci tejto konkrétnej testovanej skupiny na 15 embryi na inkubator. Ak nie je
k dispozicii dostatocny pocet embryi na nasadenie 15 embryi na inkubdtor, zniZte pocet
inkubatorov replikatov tak, aby bolo mozné nasadit’ do kazdého inkubatora 15 embryi.

Na 121. testovaci deni (alebo na 122. testovaci den, aby sa zabezpecil spravny zaciatok
generacie F2) sa chovné pary generacie F1 humannym sp6sobom usmrtia a analyzuju sa
z hl'adiska sledovanych parametrov dospelych ryb. V pripade potreby mozno chovné pary
generacie F1 chovat’ eSte d’alSie 1 — 2 dni, aby sa znovu zacala generacia F2.

20. testovaci tyzden (F2)

Jeden az dva dni pred predpokladanym zaciatkom liahnutia zastavte alebo obmedzte
premieSavanie vajiCok pocas inkubdcie, aby sa urychlilo liahnutie. Ak sa test ukon¢i do
dokoncenia liahnutia v generacii F2, plodiky sa kazdy dent zaznamenaju a vyradia. (Embrya,
ktoré sa nevyliahli pocas predizeného inkubaéného &asu, ktory je vymedzeny ako
dvojnasobok medidnu dna liahnutia v kontrole, sa povazujui za nezivotaschopné.)
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Dodatok 10

STATISTICKA ANALYZA

Typy biologickych udajov ziskanych v teste MEOGRT nie su jedinecné pre tento test a s
vynimkou udajov tykajicich sa patolégie bolo vytvorenych mnozstvo vhodnych
Statistickych metodik na primerané analyzovanie podobnych tudajov v zavislosti od ich
charakteristik, a to vratane normality, homogenity rozptylu, toho, ¢i je koncepcia Studie
vhodna na testovanie hypotéz alebo regresnt analyzy, na parametrické alebo neparametrické
testy atd’. VSeobecnou zasadou je, ze pri navrhovanych Statistickych analyzach sa vychadza
z odporticani OECD v suvislosti s udajmi o ekotoxicite (OECD 2006). Na obrazku 2 sa
nachadza vyvojovy diagram na prijimanie rozhodnuti v suvislosti s analyzou udajov testu
MEOGRT.

Predpoklada sa, Zze pri mnozinach udajov sa budi najcastejSie vyskytovat monoténne
reakcie. Okrem toho je potrebné zvazit rozdiel pri pouziti jednostranného alebo
dvojstranného Statistického testu. Pokial' neexistuje biologické odovodnenie, na zaklade
ktorého by sa jednostranny test povazoval za nevhodny, odporuca sa pouZitie
jednostrannych testov. Hoci sa v nasledujticej Casti odporucaju urcité Statistické testy, ak sa
vyvinu vhodnejSie a/alebo vykonnejSie Statistické metddy, ktoré mozno pouzit pri
konkrétnych udajoch ziskanych v teste MEOGRT, maja sa pouzit’ tieto Statistické testy, aby
sa vyuzili ich vyhody.

Udaje ztestu MEOGRT sa analyzuji samostatne pre kazdé genotypové pohlavie. Na
analyzu udajov tykajucich sa ryb so zmenenym pohlavim (samce s chromozomami XX
alebo samice s chromozomami XY) st k dispozicii dve stratégie. 1. VSetky tdaje tykajice
sa ryb so zmenenym pohlavim v celom teste sa cenzuruju s vynimkou situdcie, ked’ zmena
pohlavia prevlada v jednotlivych replikatoch. 2. Udaje tykajice sa vietkych ryb so
zmenenym pohlavim sa ponechaji v mnoZine udajov a analyzuju sa na zéklade genotypu.

Histopatologické udaje

Histopatologické idaje sa uvadzaju v podobe skore zavaznosti, ktoré sa hodnotia pomocou
novovytvorené¢ho Statistického postupu RSCABS (Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices)
(Green akol., 2014). Pomocou Raovej-Scottovej Upravy sa zachovavaji informacie
o replikacii v ramci testu av postupe soznaenim by Slices je zaClenené biologické
oCakavanie, ze skore zdvaznosti maji tendenciu zvySovat sa so zvySujucimi sa
koncentraciami testovanej chemikalie. Pri jednotlivych diagnostickych postupoch sa na
zaklade vystupu RSCABS urcuje, pri ktorych skupinach s aplikovanou chemikaliou
dochadza v porovnani s kontrolami k vysSej prevalencii patologickych javov, ako aj
stivisiaca uroven zavaznosti.

Udaje tykajiice sa plodivosti
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Sucastou analyz udajov tykajtcich sa plodivosti je Jonckheerov-Terpstrov test trendu alebo
Williamsov test scielom urcit ucinky aplikovania testovanej chemikdlie, ato za
predpokladu, ze udaje zodpovedaji monotonnej zavislosti reakcie od koncentracie. V
pripade step-down testu trendu sa vSetky porovnévania uskutociiuju na rovni vyznamnosti
0,05 a neuplatiiuje sa tprava na zéklade poctu porovnani. Ocakéva sa, ze udaje zodpovedaju
monotonnej zavislosti reakcie od koncentracie, mozno to vSak overit' vizudlnou kontrolou
udajov alebo stanovenim linearnych a kvadratickych kontrastov strednych hodnot
aplikovania testovanej chemikalie po transformécii udajov podl'a poradia. Ak kvadraticky
kontrast nie je vyznamny a linearny kontrast je nevyznamny, uskutocni sa testovanie
trendov. V opacnom pripade sa pouzije Dunnettov test s cielom urcit’ ucinky aplikovania
testovanej chemikalie, ak maji idaje normalne rozdelenie s homogénnymi rozptylmi. Ak
uvedené poziadavky nie su splnené, pouzije sa Dunnov test s Bonferonniho-Holmovou
upravou. VSetky uvedené testy sa uskuto¢niuju nezavisle od akéhokol'vek celkového F-testu
alebo Kruskalovho-Wallisovho testu. Podrobnejsie udaje sa uvadzaju v dokumente OECD
2006.

Ak je to Statisticky odévodnené, mozno pouzit’ alternativne metody, napr. generalizovany
linearny model so zohladnenim chyb v Poissonovom rozdeleni v stvislosti s poctami
vajicok (bez transformacie) (Cameron a Trividi, 2013). V pripade pouzitia alternativneho
pristupu sa odporuca vyuzit poradenstvo v oblasti Statistiky.

Denny pocet vaji¢ok v ramci jednej generacie

Model ANOVA vychadza z parametrov Y=Cas*Cas+ aplikovanie testovanej chemikalie + *
aplikovanie testovanej chemikdlie + cCas*aplikovanie testovanej chemikélie + *Cas™
aplikovanie testovanej chemikalie so zahrnutim ndhodnych u¢inkov replikatu (generacia*
aplikovanie testovanej chemikalie), ¢o umoziiuje zohladnit’ nerovnaké zlozky rozptylu
oboch typov medzi generdciami. Parametrom c¢as sa tu oznacuje frekvencia pocitania
vajiCok (napr. dent alebo tyzden). Ide o analyzu na zéklade opakovanych merani
s korelaciami medzi pozorovaniami na rovnakych replikatoch, pri¢om sa zohl'adfiuje povaha
udajov ziskanych z opakovanych merani.

Hlavné ucinky aplikovania testovanej chemikalie sa testuji pomocou Dunnettovho (alebo
Dunnettovho-Hsuovho) testu, ktory zahfiia ipravu na zaklade poc¢tu porovnani. Potrebné su
upravy na zaklade hlavného u¢inku generacie a ¢asu, ked’Ze pre tieto dva faktory neexistuje
,kontrolnd* uroven akazda dvojica urovni predstavuje porovnanie, ktoré¢ je moZnym
predmetom zaujmu. Pokial’ ide o tieto dva hlavné ucinky, ak je F-test pri hlavnom uc¢inku
vyznamny na urovni 0,05, mozno bez d’alSej upravy testovat parové porovnania medzi
uroviiami daného faktora na trovni 0,05.

Sucastou modelu su dvojfaktorové a trojfaktorové interakcie, ked’ze hlavny tucinok,

napriklad v pripade ¢asu, nemusi byt’ vyznamny, hoci ma ¢as vyznamny vplyv na vysledky.
Ak je preto dvojfaktorova a trojfaktorova interakcia zahfiiajuca ¢as vyznamna na urovni
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0,05, mozno bez d’alSej upravy akceptovat’ porovnania Grovni ¢asu na urovni vyznamnosti
0,05.

Dalej nasleduji F-testy vyznamnosti aplikovania testovanej chemikalie v ramci asu, tzv.
rezy v tabul’ke ANOVA. Ak je napriklad rez pre aplikovanie testovanej chemikalie v ramci
generacie F1 a casu 12 vyznamny na urovni 0,05, mozno bez dalSej upravy akceptovat’
parové porovnania aplikovania testovanej chemikalie v ramci generdcie F1 a asu 12 na
urovni 0,05. Podobné postupy sa vztahuju na testy tykajuce sa ¢asu v ramci generacie F1
a aplikovania testovanej chemikdlie ana testy tykajuce sa generacie vramci casu
a aplikovania testovanej chemikalie.

A nakoniec, v pripade porovnani, ktoré nepatria ani do jednej z vysSie uvedenych kategorii,
je potrebné porovnania upravit pomocou Bonferroniho-Holmovej Gpravy podl'a hodnét p.
Dalsie informacie o analyzach takychto modelov moZno najst v zdrojoch Hocking (1985)
a Hochberg a Tamhane (1987).

Alternativne sa nespracované udaje zaznamenaju a uvedu v sprave o stadii ako plodivost
(pocet vajicok) na replikat za kazdy deil. Vypocita sa strednd hodnota nespracovanych
udajov replikatu a pouzije sa transformacia druhej odmocniny. Uskuto¢ni sa jednosmerna
analyza ANOVA na transformovanych strednych hodnotach replikatu a nésledne sa
vypocitaju kontrasty Dunnettovou metddou. Uzito¢na moze byt’ aj vizudlna kontrola tidajov
o plodivosti pre kazdu testovanu skupinu a/alebo replikdt pomocou bodového grafu,
v ktorom sa zobrazuju udaje v priebehu casu. Umoznuje to neformélne posudenie
potencialnych G¢inkov v priebehu Casu.

Vsetky ostatné biologické uidaje

Pri Statistickych analyzach sa vychadza z vychodiskového predpokladu, Ze pri spravnom
vybere davky budi udaje monoténne. Udaje sa tak povazuji za monotonne a formalne sa
vyhodnocuje ich monoténnost pomocou linedrnych a kvadratickych kontrastov. Ak st tdaje
monotonne, odporuca sa na mediany replikatu pouzit’ Jonckheerov-Terpstrov test trendu
(podl'a OECD 2006). Ak je kvadraticky kontrast vyznamny a linedrny kontrast nie je
vyznamny, Udaje sa povazuju za nemonotonne.

Ak st udaje nemonotonne, najmé z dovodu nizsej reakcie v jednej alebo dvoch testovanych
skupinach s najvysSou davkou, je potrebné zvazit cenzurovanie mnoziny udajov tak, aby sa
analyza uskutocnila bez uvedenych testovanych skupin. Toto rozhodnutie bude potrebné
prijat’ na zdklade odborného usudku a vSetkych dostupnych tdajov, obzvlast’ udajov, ktoré
naznacuju zjavnu toxicitu pri uvedenych urovniach aplikovania testovanej chemikalie.

V pripade hmotnosti a dizky sa neodporucaju transformacie, hoci prilezitostne mézu byt

nevyhnutné. V pripade udajov o vitelogenine sa vSak odporaca logaritmicka transformécia,
v pripade udajov o sekundarnych pohlavnych znakoch (papily analnej plutvy) sa odporuca
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transformacia druhej odmocniny a v pripade tdajov o proporcialnom liahnuti, percentualne;j
miere prezitia, pomere pohlavi a percentudlnej hodnote oplodnenych vajicok sa odporaca
arkussinusova transformacia druhej odmocniny. Cas do vyliahnutia a ¢as do prvého trenia sa
povazuju za udaje vyjadrujuce Cas do udalosti, pricom na udaje predstavujuce jednotlivé
embrya, ktoré sa vo vymedzenom obdobi nevyliahnu, alebo replikaty, pri ktorych nikdy
nenastane trenie, sa uplatni cenzurovanie sprava. Cas do vyliahnutia sa vypogita z medianu
dia liahnutia jednotlivych replikatov. Tieto sledované parametre sa analyzuju pomocou
Coxovho modelu proporcionalnych rizik so zmieSanymi u¢inkami.

V biologickych udajoch pochddzajucich zo vzoriek dospelych jedincov sa nachadza jedno
meranie na replikat, t.j. zahfiaju jednu rybu schromozémami XX ajednu rybu
s chromozémami XY na akvarium s replikatom. Odporaca sa preto, aby sa na strednych
hodnotach replikatu uskutocnila jednosmerna analyza ANOVA. Ak st splnené predpoklady
analyzy ANOVA (normalita a homogenita rozptylu na zdklade posudenia na rezidudch
z analyzy ANOVA pomocou Shapirovho-Wilkovho testu, resp. Levenovho testu), na
stanovenie testovanych skupin, ktoré boli odlisné od kontroly, sa maji pouzit’ kontrasty
stanovené Dunnettovou metddou. Naopak, ak nie su splnené predpoklady analyzy ANOVA,
na stanovenie testovanych skupin, ktoré boli odlisné od kontroly, sa ma pouzit’ Dunnov test.
Podobny postup sa odportica v pripade tdajov, ktoré st v percentualnej podobe (fertilita,
liahnutie a prezitie).

Biologické udaje zo vzoriek jedincov pred dosiahnutim dospelosti obsahuju 1 az 8 merani
na replikat, ¢o znamend, ze mo6zu zahfiiat premenlivé pocty jedincov zapocitanych do
strednej hodnoty replikatu za kazdé genotypové pohlavie. Preto sa odporica pouzitie
modelu ANOVA so zmieSanymi ucinkami a ndsledne pouzitie kontrastov stanovenych
Dunnettovou metoédou, ak su splnené predpoklady normality a homogenity rozptylu (na
rezidudch modelu ANOVA so zmieSanymi u¢inkami). Ak nie si splnené, na stanovenie
testovanych skupin, ktoré boli odlisné od kontroly, sa ma pouZzit’ Dunnov test.

Obrazok 2: Vyvojovy diagram odporacanych Statistickych postupov na analyzu udajov testu
MEOGRT
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C.53 SKUSKA VYVOJA A RASTU OBOJZIVELNIKOV V LARVALNOM STADIU
(LAGDA)

UVOD

1.

Tato testovacia metdda je rovnocenna s usmernenim OECD na vykonavanie testov 241
(2015). Potreba vytvorenia a validacie skuSky, pomocou ktorej mozno identifikovat
a charakterizovat neziaduce doésledky expozicie obojzivelnikov toxickym latkam,
vychadza z obav, ze Grovne chemikalii v zivotnom prostredi mo6zu spdsobovat’ neziaduce
ucinky v pripade I'udi aj vol'ne zijucich zivoc¢ichov. V usmerneni OECD na vykonavanie
testov ku skuske vyvoja a rastu obojzivelnikov v larvalnom s$tadiu (LAGDA) sa opisuje
test toxicity v pripade druhu obojzivelnika, pri ktorom sa posudzuje rast a vyvoj od
oplodnenia a pocas rané¢ho obdobia juvenilného jedinca. V skuske (zvycajne v trvani 16
tyzdiiov) sa posudzuje rany vyvoj, metamorfoza, prezitie, rast a ¢iastocné reprodukéné
dozrievanie. Pomocou skiSky mozno merat’ aj viacero d’alSich sledovanych parametrov
umoziujicich diagnostické hodnotenie chemikalii, pri ktorych existuje podozrenie, Ze
predstavuji endokrinné disruptory (EDC), alebo inych typov vyvojovo a reprodukéne
toxickych latok. Postup opisany v tejto testovacej metdde je odvodeny z validaénych
¢innosti s pouzitim africkej pazirnatky vodnej (Xenopus laevis), ktoré vykonala Agentara
Spojenych Statov na ochranu Zivotného prostredia (US EPA), s prispenim podpornych
¢innosti vykonanych v Japonsku (1). Hoci v oblasti rastu a vyvoja mozno testovaciemu
protokolu, ktorého doblezitou zlozkou je schopnost’ stanovit genetické pohlavie,
prispdsobit’ iné druhy obojzivelnikov, Specifické metddy a sledované parametre z hl'adiska
pozorovania, ktoré su opisané v tejto testovacej metdde, sa vztahuju len na druh Xenopus
laevis.

Skuska LAGDA sluzi ako test vysSieho stupiia v pripade obojzZivelnikov na ziskanie
komplexnejSich informacii o neZiaducich ucinkoch, pokial’ ide o zéavislost reakcie od
koncentracie, ktoré st vhodné na pouzitie na identifikaciu a charakterizaciu nebezpecnosti
a na posudzovanie ekologického rizika. SkuSka zodpovedd uUrovni 4 koncepéného ramca
OECD na testovanie a hodnotenie endokrinnych disruptorov, v ramci ktorej sa pomocou
skuSok in vivo ziskavaju aj tdaje o neziaducich tcinkoch na prislusné sledované parametre
endokrinného systému (2). V ramci vSeobecnej koncepcie pokusu sa uskuto¢ni expozicia
embryi X. laevis v Nieuwkoopovom a Faberovom (NF) Stadiu 8 — 10 (3) najmenej Styrom
réznym koncentraciam testovanej chemikalie (vSeobecne s odstupmi nie mensSimi ako
polovica logaritmického intervalu) a kontroldm, a to do 10 tyzdilov po mediane ¢asu do NF
Stadia 62 v kontrole, s jednou predbeznou podvzorkou v NF S§tadiu 62 [(<45 dni po
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oplodneni; zvyc€ajne priblizne 45 dni (dni po oplodneni)]. Pri kazdej testovanej
koncentracii existuju Styri replikaty, priCom pri kontrole sa pouziva osem replikatov.
Medzi sledované parametre, ktoré sa hodnotia v priebehu expozicie (v predbeznej
podvzorke a konec¢nej vzorke pri ukonceni testu), patria tie, ktoré signalizuju celkovi
toxicitu: mortalitu, abnormalne spravanie a parametre stanovenia rastu (dizka a hmotnost),
ako aj sledované parametre urcené na charakterizovanie Specifickych toxickych sposobov
uc¢inku na endokrinny systém s posobenim na fyziologické procesy sprostredkované
estrogénom, androgénom alebo $titnou zl'azou. V ramci metddy sa kladie hlavny déraz na
potencialne ucinky relevantné z hladiska populéacie (konkrétne skodlivé vplyvy na prezitie,
vyvoj, rast a reprodukény vyvoj) pri vypocte hodnodt koncentracie, pri ktorej sa nepozoruji
ucinky, (NOEC) alebo ucinnej koncentracie, ktora sposobuje x % zmenu (ECx) v meranom
sledovanom parametri. Je vSak potrebné poznamenat’ ze pristupy s vyuzitim ucinnej
koncentracie ECx su zriedka vhodné pre rozsiahle Stadie tohto typu, v ktorych moze byt
neprakticky rastici pocet testovanych koncentracii, ktoré maji slazit na urcenie
pozadovanej hodnoty ECx. Takisto je potrebné poznamenat’, Ze sa tato metdda nevztahuje
na samotnl reprodukénu fazu. Vymedzenie pojmov pouZitych v tejto testovacej metode sa
uvadza v dodatku 1.

POCIATOCNE UVAHY A OBMEDZENIA

3.

Vzhl'adom na obmedzeny pocet testovanych chemikalii a laboratorii, ktoré sa zucastnili na
validacii  tejto pomerne zloZitej Stadie, pricom obzvlast medzilaboratorna
reprodukovatel'nost’ nebola doposial’ zdokumentovand na zaklade Udajov z pokusov, sa
predpokladé, Ze sa usmernenie OECD na vykonavanie testov 241 prehodnoti a v pripade
potreby sa zreviduje na zdklade ziskanych sktsenosti, ked” bude k dispozicii dostatocny
pocet §tudii na postdenie vplyvu novej koncepcie Studie. LAGDA predstavuje ddlezita
skiSku na posudenie latok, ktoré potencidlne prispievaji k poklesu populéacie
obojzivelnikov, hodnotenim ucinkov expozicie chemikalidm pocas citlivého larvalneho
Stadia, ked” m6Zu Gcinky na preZitie a vyvoj vratane normélneho vyvoja reprodukénych
organov nepriaznivo ovplyviiovat’ populacie tychto zivoc€ichov.

Test je ureny na detekciu kone¢nych uc¢inkov v désledku endokrinnych aj neendokrinnych
mechanizmov a jeho sucastou su diagnostické sledované parametre, ktoré s scasti
Specifické pre kl'icové endokrinné modality. Je potrebné poznamenat, Ze pred vyvinutim
skasky LAGDA neexistovala ziadna validovanad skuSka, ktord by sluzila na tento ucel
v pripade obojZivelnikov.
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5. Pred zaciatkom skuSky je dolezit¢é mat k dispozicii informacie o fyzikalno-chemickych
vlastnostiach testovanej chemikalie, najmd na to, aby bolo mozné pripravit stabilné
chemické roztoky. Je potrebné mat’ k dispozicii aj primerane citliva analyticku metédu na
overenie koncentracii testovanej chemikalie. PoCas obdobia priblizne 16 tyzdiov sa
v ramci skasky celkovo vyzaduje 480 zvierat, t. j. embryi X. /aevis (alebo 640 embryi
v pripade pouzitia kontroly s aplikaciou rozpustadla), aby sa zabezpecila dostatocna
kapacita testu na vyhodnotenie sledovanych parametrov suvisiacich s populaciou, napr.
rastu, vyvoja a reprodukéného dozrievania.

6. Pred pouzitim tejto testovacej metdody na regulacné testovanie zmesi treba zvazit, ¢i
poskytne prijateI'né vysledky na urcené regulacné ucely. V tejto skuSke sa navySe priamo
nevyhodnocuje plodivost, preto sa nemusi dat’ pouzit' v pokrocilejSich fazach, nez je
uroven 4 koncepcéného ramca OECD na testovanie a hodnotenie endokrinnych disruptorov.

VEDECKY ZAKLAD TESTOVACEJ METODY

7. Sucasnd miera porozumenia bioldgii obojzivelnikov sa do velkej miery dosiahla
prostrednictvom vzorového laboratorneho druhu X. laevis. Tento druh mozno bezne
kultivovat’ v laboratoriu, ovuldciu mozno vyvolat pomocou I'udského chorionického
gonadotropinu (hCG) azasoby zvierat st jednoducho dostupné od komerénych
chovatelov.

8. Podobne ako pri vSetkych stavovcoch reprodukciu obojzivelnikov riadi os hypotalamus —
hypofyza — gonady (HPG) (4). Estrogény a androgény sliZia ako mediatory tohto
endokrinného systému a ovplyviuji vyvoj a fyzioloégiu pohlavne dimorfnych tkaniv. V
zivotnom cykle obojzivelnikov sa vyskytuju tri samostatné fazy, pocas ktorych je tato os
obzvlast’ aktivna: 1. diferencidcia gonad pocas larvalneho vyvoja; 2. vyvoj sekundarnych
pohlavnych znakov a gonaddlne dozrievanie pocas juvenilnej fazy a 3. funkEna
reprodukcia dospelych jedincov. Pocas kazdého ztychto vyvojovych obdobi sa
pravdepodobne prejavuje vnimavost na naruSenie endokrinného systému urcitymi
chemikaliami, ako st estrogény a androgény, ¢o v konecnom dosledku vedie k strate
reprodukcnej sposobilosti organizmov.

9. Vyvoj gonad sa zacina v NF $§tadiu 43, ked’ sa prvykrat objavuje bipotencidlna gonadéalna
ryha. Diferencidcia gonad sa zacina v NF S§tadiu 52, ked’ sa primordialne zdrodocné bunky
bud’ premiestnia do medularneho tkaniva (samce), alebo zostani v kortikalnej oblasti
(samice) vyvijajucich sa gonad (3). Nachylnost' tohto procesu pohlavnej diferenciacie
gonad na chemickl zmenu v pripade rodu Xenopus sa prvykrat pozorovala v 50. rokoch
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dvadsiateho storoc¢ia (5) (6). Expozicia Zzubrienok estradiolu pocas tohto obdobia
diferenciacie gonad vedie k zmene pohlavia samcov, z ktorych sa pri dosiahnuti dospelosti
stavaju uplne funkéné samice (7) (8). Mozna je aj funkénd zmena pohlavia samic na
samce, ktora bola zaznamenana po implantacii tkaniva semennikov do Zzubrienok (9). Aj
ked’ expozicia inhibitoru aromatazy sposobuje funkénti zmenu pohlavia aj pri druhu X
tropicalis (10), tento jav sa pri druhu X. laevis nepreukazal. Historicky sa a¢inky toxickych
latok na diferenciaciu  gonad posudzovali histologickym vySetrenim gonad pri
metamorféze a zmenu pohlavia bolo mozné stanovit’ len na zdklade analyzy pomerov
pohlavi. Az doneddvna neexistovali prostriedky na priame stanovenie genetického
pohlavia rodu Xenopus. Stanovenim markerov suvisiacich s pohlavim pri druhu X. laevis je
vSak v suCasnosti mozné urCit genetické pohlavie a priamo identifikovat’ zvierata so
zmenenym pohlavim (11).

10. Pri samcoch sa v ramci juvenilného vyvoja zvySuju trovne testosteronu v krvi v suvislosti
s vyvojom sekundarnych pohlavnych znakov a vyvojom semennikov. Pri samiciach sa vo
vajeCnikoch vytvara estradiol, ¢o vedie k pritomnosti vitelogeninu (VTG) v plazme,
vitelogeninovych oocytov vo vajecniku a k vyvoju vajcovodov (12). Vajcovody su samicie
sekundarne pohlavné znaky, ktoré sa podiel'aji na dozrievani oocytov pocas reprodukcie.
Na vonkajs$i povrch oocytov sa pocas prechodu vajcovodom nandSa rdésolovity povlak
a nasledne sa oocyty, pripravené na oplodnenie, zhromazd’uju vo vaku na vajicka. Vyvoj
vajcovodov podla vSetkého reguluju estrogény, ked’ze ich vyvoj koreluje s urovilami
estradiolu v krvi pri druhoch X. laevis (13) a X. tropicalis (12). V pripade samcov sa
pozoroval vyvoj vajcovodov po expozicii zlu¢enindm polychlorovanych bifenylov (14)
a 4-terc-oktylfenolu (15).

PRINCIP TESTU

11.V ramci koncepcie testu sa uskutocni expozicia embryi X. laevis v NF §tadiu 8 — 10
vodnou cestou Styrom réznym koncentracidm testovanej chemikalie a kontrolam do 10
tyzdnov po mediane ¢asu do NF Stadia 62 v kontrole, s jednou predbeznou podvzorkou
v NF §tadiu 62. Hoci mdze existovat’ aj moznost’ podavania davok vyrazne hydrofébnych
chemikalii prostrednictvom krmiva, v ramci tejto skuSky doteraz existuju len obmedzené
skusenosti s touto expozi¢nou cestou. Pri kazdej testovanej koncentracii existujii Styri
replikaty, pricom pri kazdej pouzitej kontrole sa pouziva osem replikatov. Medzi
sledované parametre, ktoré sa hodnotia v priebehu expozicie, patria tie, ktoré signalizuju
celkovu toxicitu [t. j. mortalita, abnormélne spravanie a parametre stanovenia rastu (dizka
a hmotnost’)], ako aj sledované¢ parametre urcené¢ na charakterizovanie Specifickych
toxickych spdsobov ucinku na endokrinny systém s posobenim na fyziologické procesy

531



D060575/02

sprostredkované estrogénom, androgénom a Stitnou zlazou [t.]. histopatologické
vySetrenie Stitnej zlazy, histopatologické vySetrenie gonad a gonadalneho kandla,
abnormalny vyvoj, vitelogenin v plazme (voliteI'né) a genotypové/fenotypové pomery
pohlavi].

KRITERIA PLATNOSTI TESTU
12. Uplatniuju sa tieto kritéria platnosti testu:

— koncentracia rozpustené¢ho kyslika ma pocas testu dosahovat’ > 40% hodnoty rozpustnosti
vzdusného kyslika,

— teplota vody ma byt v rozsahu 21 + 1 °C a rozdiely medzi replikdtmi a medzi testovanymi
skupinami by nemali byt’ vacsie ako 1,0 °C,

— pH testovaného roztoku sa ma udrziavat’ v rozsahu 6,5 az 8,5 a rozdiely medzi replikatmi
a medzi testovanymi skupinami by nemali byt’ vacsie ako 0,5,

— malo by byt’ preukazateI'né, ze koncentracia testovanej chemikalie v roztoku bola
uspokojivo udrziavand v rozsahu + 20 % strednych nameranych hodnét,

— mortalita pocas obdobia expozicie ma byt < 20 % pri kazdom replikate v kontrolach,
— >70 % zivotaschopnost’ znasky zvolenej na zacCiatku Studie,
— median ¢asu do NF §tadia 62 kontrol ma byt’ <45 dni.

— Priemerna hmotnost’ testovanych organizmov v NF §tadiu 62 a pri ukonceni §tudie
v kontrolach a kontrolach s aplikaciou rozpustadla (ak sa pouzivaju) ma
dosiahnut'1,0 + 0,2, resp. 11,5+ 3 g.

13. Odporuca sa, aby boli na analyzu k dispozicii najmene;j tri irovne koncentracie chemikalie
s tromi nenaruSenymi replikatmi, hoci to nepredstavuje kritérium platnosti. Nadmerna
mortalita v rdmci testovanej skupiny je vymedzend >4 uhynmi (> 20 %) najmenej v 2
replikatoch, ktoré nemozZno vysvetlit technickou chybou. Na analyzu musia byt
k dispozicii asponi tri urovne koncentracie chemikalie bez zjavnej toxicity. Medzi znamky
zjavnej toxicity mozZe okrem iného patrit’ plavanie na povrchu, lezanie na dne nadrze,
obratené¢ alebo nepravidelné plavanie, nevychddzanie na hladinu a nereagovanie na
podnety, ako aj morfologické abnormality (napr. deformécie koncatin), hemoragické 1¢ézie
a opuch brucha.
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14. Ak sa zisti odchylka od kritérii platnosti testu, dosledky by sa mali posudzovat’ s ohl'adom
na spolahlivost’ vysledkov testu a tieto odchylky a uvahy by mali byt zahrnuté do spravy
o teste.

OPIS METOD

Pristroje
15. Bezné laboratérne vybavenie a najma tieto zariadenia:

a) pristroje na regulaciu teploty (napr. ohrievace alebo chladi¢e nastavitelné na teplotu
21 +£1°C);
b) teplomer;
¢) binokularny stereoskopicky mikroskop a pitevné nastroje;
d) digitalna kamera s rozliSenim asponi 4 megapixle a s funkciou mikro (v pripade potreby);
e) analytické vahy schopné vazit’ na 0,001 mg alebo 1 pg;
f) zariadenia na meranie koncentracie rozpusteného kyslika a pH;

g) pristroj na meranie intenzity svetla schopny merat’ v luxoch.
Voda

Zdroj a kvalita

16. Mo6zZe sa pouzit’ akdkol'vek voda na riedenie, ktord je lokalne dostupna (napr. pramenita
voda alebo voda z vodovodu filtrované cez uhlie) a umozZituje normalny rast a vyvoj druhu
X. laevis, priCom ma byt k dispozicii dokaz o normalnom raste v danej vode. KedZe
kvalita miestnej vody sa moéze medzi jednotlivymi oblastami vyrazne liSit, mala by sa
vykonat’ analyza kvality vody, najmi ak nie st dostupné historické tdaje o pouzitel'nosti
vody na chov lariev obojzivelnikov. Ak je zname, Ze voda na riedenie ma relativne stalu
kvalitu, staci, ak sa v nej pred zaciatkom testovania a/alebo napriklad raz za Sest’ mesiacov
zmeria obsah tazkych kovov (napriklad Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), hlavnych aniénov
a katiénov (napriklad Ca®', Mg?, Na*, K", Cl, SO4*), pesticidov, celkovy obsah
organického uhlika a nerozpustnych pevnych latok. Niektoré chemické vlastnosti vody
vhodnej na riedenie st uvedené v dodatku 2.

Koncentracia jodidu vo vode na testovanie

17. Na to, aby mohla v §titnej zl'aze prebiehat’ syntéza hormoénov Stitnej zl'azy na podporu
normalnej metamorf6zy, maju mat larvy k dispozicii dostatok jodidu z kombinacie zdrojov
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vo vode a v potrave. V sucasnosti neexistuju empiricky odvodené usmernenia v suvislosti
s minimalnymi koncentraciami jodidu v potrave alebo vo vode na to, aby sa zabezpecil
spravny vyvoj. Dostupnost’ jodidu vSak moze ovplyvnit’ schopnost’ systému Stitnej zl'azy
reagovat’ na latky pdsobiace v §titnej zl'aze a je zname, Ze jodid reguluje zadkladna ¢innost’
Stitnej zlazy, ¢o si zasluhuje pozornost’ pri interpretacii vysledkov histopatologického
vysetrenia Stitnej zlazy. Na zaklade predchadzajucich prac sa spravna vykonnost skusky
preukazala v rozsahu koncentracii jodidu (I") vo vode na riedenie od 0,5 do 10 pg/l. V
ide4dlnom pripade ma byt minimalna koncentracia jodidu vo vode na riedenie pocas celého
testu 0,5 pg/l (pridava sa ako sodna alebo draselnd sol’). Ak sa voda na testovanie
rekonstituuje z deionizovanej vody, mal by sa pridat jéd v minimélnej koncentracii
0,5 pg/l. Je potrebné uviest’ namerané koncentracie jodidu vo vode na testovanie (t. j. vode
na riedenie) a doplnenie jodidu alebo inych soli do vody na testovanie (ak sa pouzilo).
Okrem vody na testovanie mozno obsah jodidu merat’ aj v potrave.

Expozi¢ny systém

18. Test bol navrhnuty pomocou prietokového systému s riedenim. Zlozky systému, ktoré
prichadzaju do kontaktu s vodou, maju byt zo skla, z nehrdzavejticej ocele a/alebo inych
chemicky inertnych materidlov. Expozi¢né nadrze st akvéarid zo skla alebo
z nehrdzavejiicej ocele a vyuzitelny objem nadrze je od 4,0 do 10,0 1 (miniméalna hibka
vody 10 aZ 15 cm). Systém ma byt schopny umoznit' pouzitie vSetkych expozi¢nych
koncentracii, kontroly a v pripade potreby kontroly s aplikaciou rozpusStadla, ako aj
Styroch replikatov na skupinu s aplikovanou chemikaliou a dsmich replikatov v kontrolach.
Prietok v kazdej nadrzi mé& byt konStantny, aby bolo mozné udrziavat’ biologicke
podmienky aj expoziciu chemikalii. Odporaca sa, aby sa pouzili vhodné prietoky (napr.
najmenej 5 vymen obsahu nadrzi denne) s ciel'om predist’ poklesu koncentracie chemikalie
v dosledku metabolizmu testovanych organizmov aj vodnych mikroorganizmov, ktoré sa
vyskytuju v akvariach, alebo v dosledku abiotickych ciest degradacie (hydrolyza, fotolyza)
alebo disipacie (prchavost, sorpcia). Testovacie nadrZze by sa mali ndhodne pridelit’ na
uréiti poziciu v expozicnom systéme, aby sa minimalizovali pripadné vplyvy pozicie
vratane miernych odchylok v teplote, intenzite svetla atd’. DalSie informacie o instalacii
prietokovych expoziénych systémov sa nachadzaji v Standardnom usmerneni ASTM na
vykondvanie testov akutnej toxicity na testovanych materidloch pre ryby,
makrobezstavovce a obojzivelniky (16).

Aplikovanie chemikalie: priprava testovanych roztokov

19. Na pripravu testovanych roztokov v expozi€nom systéme sa zdsobny roztok testovanej
chemikalie davkuje do expozi¢ného systému pomocou vhodného Cerpadla alebo iného
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zariadenia. Prietok zdsobného roztoku sa kalibruje v sulade s analytickym potvrdenim
testovanych roztokov pred zaciatkom expozicie a pocas testu sa pravidelne kontroluje
z hl'adiska objemu. Objem testovaného roztoku v kazdej komore sa obnovuje minimalne
patkrat denne.

Metddy pouzivané na aplikovanie testovanej chemikalie do systému sa mozu liSit
v zavislosti od jej fyzikalno-chemickych vlastnosti. Preto je pred testom potrebné ziskat
zékladné informdcie o chemikalii relevantné z hladiska ur€enia testovatelnosti. Medzi
uzito¢né informacie o Specifickych vlastnostiach testovanej chemikalie patri Struktarny
vzorec, molekulovd hmotnost’, Cistota, stabilita vo vode a na svetle, hodnoty pK. a Kow,
rozpustnost’ vo vode (prednostne v testovacom médiu) a tlak par, ako aj vysledky testu
lahkej biologickej odburatelnosti [testovacia metdéda C.4 (17) alebo C.29 (18)].
Rozpustnost’ a tlak par mozno pouzit’ na vypocet Henryho konstanty, ktora bude udavat’, ¢i
moéze dojst’ k stratam v dosledku vyparovania testovanej chemikalie. Uskuto¢nenie tohto
testu bez vyssie uvedenych informacii je potrebné dokladne zvazit, ked’ze koncepcia stadie
je zavisla od fyzikdlno-chemickych vlastnosti testovanej chemikalie a bez tychto udajov
moéze byt narocné interpretovat’ vysledky testu alebo tieto vysledky nemusia byt
zmysluplné. Na kvantifikaciu testovanej chemikalie v testovanych roztokoch je potrebné
mat’ spolahliva analyticki metdodu so zndmou a uvedenou presnostou a detekénym
limitom. Testované chemikalie rozpustné vo vode mozno rozpustit’ v alikvotnych ¢astiach
vody na riedenie v koncentréacii, ktord umoznuje aplikovanie pri cielovej testovanej
koncentracii v prietokovom systéme. Pri chemikéliach, ktoré su kvapalné alebo tuhé pri
izbovej teplote a stredne rozpustné vo vode, sa mozu vyzadovat’ saturaéné kolony typu
kvapalina — kvapalina alebo kvapalina —tuha latka (napriklad koldna so sklenou vatou)
(19). Hoci mdze existovat’ aj moznost poddvania davok vel'mi hydrofébnych testovanych
chemikalii prostrednictvom krmiva, v ramci tejto skiSky existuji len obmedzené
sktisenosti s touto expozi¢nou cestou.

Testované roztoky vybranych koncentracii sa pripravuji riedenim zasobného roztoku.
Zasobny roztok sa ma podla moznosti pripravit jednoduchym mieSanim alebo
pretrepavanim testovanej chemikdlie vo vode na riedenie mechanickym prostriedkom
(napr. mieSadlom a/alebo ultrazvukom). Na dosiahnutie vhodne koncentrovaného
zadsobného roztoku mozno pouzit’ saturacné koldny/systémy alebo pasivne davkovacie
metddy (20). Uprednostituje sa pouzitie testovacieho systému bez kosolventu, rdzne
testované chemikalie vSak budi mat’ odliSné fyzikalno-chemické vlastnosti, ktoré si
pravdepodobne budu vyzadovat’ rdzne pristupy k priprave vody na expoziciu chemikaliam.
Je potrebné vyvinit' vSetko usilie na to, aby sa zabranilo pouzitiu rozpustadiel alebo
nosicov, pretoze: 1. urCité rozpuStadla mézu samy osebe spdsobovat’ toxicitu a/alebo
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neziaduce alebo neoclakavané reakcie; 2. testovanie chemikalii nad hranicou ich
rozpustnosti vo vode (k Comu moze Casto dojst pri pouziti rozpustadiel) moze viest
k nepresnému stanoveniu ucinnych koncentracii; 3. pouzitie rozpustadiel v dlhodobejsich
testoch moze sposobit vznik znacného stupnia biofilmu v stvislosti s mikrobidlnou
aktivitou, ktory moéze mat’ vplyv na podmienky prostredia, ako aj na schopnost’ udrzat
expozicné koncentracie; a 4. v pripade, ze neexistuju historické udaje, z ktorych vyplyva,
ze rozpustadlo neovplyviuje vysledok studie, pri pouziti rozpustadiel sa vyzaduje pouzitie
kontroly s aplikaciou rozpustadla, ¢o mé& vyznamné dosledky z hladiska dobrych
zivotnych podmienok zvierat, ked’Zze st na uskutoCnenie testu potrebné d’alSie zvierata.
V pripade tazko testovateInych chemikalii mozno rozpustadlo pouzit ako poslednu
moznost, pricom na stanovenie najlepSej metddy je potrebné precéitat’ si usmeriovaci
dokument OECD o testovani toxicity tazko testovatelnych latok a zmesi vo vodnom
prostredi (21). Rozpustadlo sa vyberie na zdklade chemickych vlastnosti testovanej
chemikalie a dostupnosti historickych tdajov o kontrolach v suvislosti s rozpustadlom.
Pokial’ nie st dostupné historické udaje, vhodnost’ rozpustadla sa musi stanovit’ pred
uskuto¢nenim konecnej Studie. V pripade, Ze sa nemozno vyhnut pouZzitiu rozpustadla
a vyskytne sa mikrobidlna aktivita (vznik biofilmu), pocas celého testu sa odporuca
v jednotlivych nadrziach (najmenej raz za tyzdein) zaznamenavat’ vznik biofilmu/podavat
spravy o jeho vzniku. Koncentracia rozpustadla ma byt v idedlnom pripade v kontrole
s aplikaciou rozpustadla a vo vSetkych testovacich vzorkach konsStantna. Ak sa neudrziava
konStantnad koncentracia rozpustadla, v kontrole s aplikdciou rozpuStadla sa ma pouzit
najvyssia koncentracia rozpustadla v testovacej vzorke. V pripadoch, ked’ sa pouZije nosic¢
s rozpustadlom, nemajii maximalne koncentracie rozpustadla prekrocit’ 100 pl/l alebo
<20 pl/l), aby sa prediSlo potencidlnym ucinkom rozpustadla na merané sledované
parametre (22).

Pokusné zvierata

Testovany druh
22. Testovany druh je X. laevis, pretoze: 1. sa bezne kultivuje v laboratoriach na celom svete;
2. mozno ho jednoducho ziskat’ prostrednictvom komerénych dodavatel'ov a 3. umoziiuje
stanovenie genetického pohlavia.
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Parenie dospelych jedincov a starostlivost o ne
23. Spravna starostlivost’ o druh X. laevis ajeho parenie sa opisuje v Standardizovanych
usmerneniach (23). Umiestnenie a starostlivost’ o druh X. laevis sa opisuje aj v zdroji: Read
(24). Na vyvolanie parenia sa trom az piatim parom dospelych samic a samcov
intraperitonedlne vstrekne I'udsky chorionicky gonadotropin (hCG). Samiciam sa vstrekne
priblizne 800 — 1 000 I[U a samcom priblizne 500 — 800 IU hCG rozpusteného v 0,6 —
0,9 % fyziologickom roztoku (alebo Ringerovom roztoku pre Zaby, ¢o je izotonicky
fyziologicky roztok na pouzitie pri obojzivelnikoch
www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR.html). Davkovany
objem ma byt priblizne 10 pl/g telesnej hmotnosti (~1 000 pl). Péry, pri ktorych sa
vyvolalo parenie, sa nasledne drzia vo velkych nadrziach nerusené a za statickych
podmienok, aby sa podporil amplexus. Na spodku kazdej rozmnozovacej nadrze by malo

byt falo$né dno tvorené sitom z nehrdzavejucej ocele (napriklad s otvormi s velkostou
1,25 cm), ktoré umozituje padanie vaji¢ok na spodok nadrze. Zaby, ktorym bol vstreknuty
hCG neskoro popoludni, zvycajne nakladd véacSinu vajiCok do polovice dopoludnia
nasledujiceho dna. Po uvolneni a oplodneni dostatocného mnozstva vajicok je potrebné
vybrat’ dospelé jedince z rozmnozovacich nadrzi. Vajicka sa potom zozbieraju a odstréni sa
z nich résolovity povlak osetrenim pomocou L-cysteinu (23). Pripravi sa 2 % roztok L-
cysteinu a hodnota pH sa upravi na 8,1 pomocou NaOH s koncentraciou 1 M. Tento roztok
s teplotou 21 °C sa pridd do Erlenmeyerovej banky s objemom 500 ml, v ktorej sa
nachadzaju vajicka z jednej znasky, a jemnymi kruZivymi pohybmi sa mieSa jednu az dve
minaty a potom sa dokladne premyje 6 az 8 raz kultiva¢nou vodou s teplotou 21 °C.
Vajicka sa potom prenesil na kryStalizacni misku a stanovi sa, ¢i dosahuju > 70 %
zivotaschopnost’ s miniméalnymi abnormalitami pri embryach, v ktorych dochadza
k deleniu buniek.

KONCEPCIA TESTU

Testované koncentracie

24. Odporuca sa pouzit’ najmenej Styri koncentracie chemikalie a vhodné kontroly (v pripade
potreby vratane kontrol s aplikdciou rozpustadla). Vo vSeobecnosti sa odporuca odstup
koncentracii (faktor odstupu), ktory neprekracuje hodnotu 3,2.

25.Na ucely tohto testu sa maju, pokial’ je to mozné, pouzit’ vysledky existujucich Studii
tykajucich sa obojzivelnikov na stanovenie najvysSej testovanej koncentracie, aby sa
predislo koncentraciam, ktoré su zjavne toxické. K stanoveniu takejto koncentracie moézu
prispiet’ napriklad informacie z kvantitativnych vztahov Struktury a aktivity, prevzatych
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udajov audajov z existujucich studii tykajucich sa obojzivelnikov, napriklad zo skusky
metamorfozy obojzivelnikov, testovacej metody C.38 (25) a skusky teratogenézy zabich
embryi — Xenopus (23) a/alebo z testov na rybach, napr. testovacich metéd C.48, C.41
aC.49 (26) (27) (28). Pred uskuto¢nenim skusky LAGDA sa mdze vykonat pokus na
zistenie rozsahu. Odporuca sa, aby sa expozicia na zistenie rozsahu zacala do 24 hodin po
oplodneni atrvala 7 az 14 dni (alebo v pripade potreby dlhSie) a aby sa testované
koncentracie stanovili tak, ze intervaly medzi nimi neprekracuju faktor 10. Vysledky
pokusu na zistenie rozsahu sluzia na stanovenie najvyssej testovanej koncentracie v skuske
LAGDA. Ak sa ma pouzit’ rozpustadlo, mozno v ramci $tidie na zistenie rozsahu stanovit’
vhodnost’ rozpustadla (t. j. ¢i méze mat’ vplyv na vysledok Stadie).

Replikaty v ramci testovanych skupin a kontrol

26. Pouzit’ sa maju najmenej Styri nadrze s replikdtom na testovanll koncentraciu a najmene;j
osem replikatov pre kontroly (a v pripade potreby pre kontrolu s aplikaciou rozpustadla)
(t.j. pocet replikatov v kontrole a akejkol'vek kontrole s aplikaciou rozpustadla ma
predstavovat’ dvojnasobok poctu replikatov v kazdej testovanej skupine, aby sa zabezpecila
vhodna Statistickd vaha). V kazdom replikate ma byt najviac 20 zvierat. Minimalny pocet
skiimanych zvierat ma byt 15 (5 v podvzorke v NF §tadiu 62 a 10 juvenilnych jedincov).
Do kazdého replikatu sa vSak pridavaji d’alSie zvierata, aby sa zohl'adnila moZznost’ thynu
a zaroven sa zachoval kriticky pocet 15 jedincov.

POSTUP

PrehPlad skusky

27. Skuska sa zacina s novovyprodukovanymi embryami (NF §tadium 8 — 10) a pokracuje az
do obdobia juvenilného vyvoja. Pri zvieratdch sa denne kontroluje mortalita a akékol'vek
priznaky abnormalneho spravania. V NF S§tadiu 62 sa ziska podvzorka jedincov
v larvalnom S§taddiu (do 5 zvierat na replikat) a skimaju sa rozne sledované parametre
(tabulka 1). Ked ako vSetky zvieratd dosiahnu NF S§tidium 66, t.j. dokoncila sa
metamorfoza (alebo 70 dni od zadiatku skusky, podla toho, o nastane skor), vykond sa
nahodna selekcia (avsak bez odberu podvzoriek), aby sa znizil pocet zvierat (10 na nadrz)
(pozri odsek 43), a expozicia zvySnych zvierat pokracuje az do 10 tyzdnov po mediane
casu do NF stadia 62 v kontrole. Pri ukonceni testu (odber vzoriek juvenilnych jedincov)
sa uskuto¢nia dodatocné merania (tabul’ka 1).

Podmienky expozicie
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28. Uplny stthrn parametrov testu sa uvadza v dodatku 3. Pogas obdobia expozicie je potrebné
denne merat’ koncentraciu rozpusteného kyslika, teplotu a pH testovanych roztokov. Raz
mesacne sa meria vodivost, alkalita a tvrdost. Pokial’ ide o teplotu vody testovanych
roztokov, rozdiely medzi replikdtmi a medzi testovanymi skupinami by (v rdmci jedného
dna) nemali byt vécsie ako 1,0 °C. V pripade pH testovanych roztokov nemaju byt
rozdiely medzi replikatmi a medzi testovanymi skupinami vécsie ako 0,5.

29. Expozi¢né nadrze sa mozu denne odsavat, aby sa odstranila neskonzumovand potrava
a odpadové produkty, pricom treba postupovat opatrne, aby nedosSlo ku krizovej
kontaminacii nadrzi. Je potrebné minimalizovat’ stres a traumatizovanie zvierat, obzvIlast
pocas premiestiiovania, ¢istenia akvarii a manipuléacie. Je potrebné vyhybat’ sa stresujucim
podmienkam/¢innostiam, ako je silny a/alebo nepretrzity hluk, bichanie na akvaria ¢i
vibrécie v nadrzi.

DiZka expozicie testovanej chemikalii

30. Expozicia sa zacina s novovyprodukovanymi embryami (NF §tddium 8 — 10) a pokracuje
az do 10 tyzdnov po mediane Casu do NF Stddia 62 (<45 dni od zaciatku skusky)
v kontrolnej skupine. Skuiska LAGDA vo vSeobecnosti trva 16 tyzdiov (maximalne 17
tyzdnov).

Zacdiatok skasky

31.V pripade rodicovskych zvierat pouZzitych na zacatie skusky je potrebné preukazat, Ze uz
mali potomstvo, pri ktorom bolo mozné odliSit’" genetické pohlavie (dodatok 5). Po treni
dospelych jedincov sa embrya zozbieraju, oSetria sa cysteinom, aby sa odstranil rosolovity
povlak, a overi sa ich Zivotaschopnost’ (23). Vdaka oSetreniu cysteinom mozno pocas
skriningu manipulovat’ s embryami bez toho, aby sa prichytavali k povrchom. Skrining sa
uskuto¢iiuje pod stereoskopickym mikroskopom, pricom sa pomocou o¢ného kvapkadla
vhodnej velkosti odstrania nezivotaschopné embrya. Uprednostiiuje sa, aby sa v ramci
testu pouzila jedna znaska so Zivotaschopnostou vy$Sou ako 70 %. Embrya v NF §tadiu 8 —

10 sa ndhodne rozdelia do expozicnych testovacich nadrzi, ktoré¢ obsahuji vhodny objem
vody na riedenie, az kym kazda nadrz nebude obsahovat’ 20 embryi. S embryami sa pocas
tohto prenosu musi manipulovat’ opatrne, aby sa minimalizoval stres pri manipulécii a aby
nedos$lo k poraneniu. 96 hodin po oplodneni by sa Zubrienky mali premiestnit’ nahor vo
vodnom stipci a zagat sa prichytavat’ k stenam nadrze.

Kifmny reZim
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32. Zmeny krmiva adavky potravy pocas roznych vyvojovych S§tadii druhu X. [laevis
predstavuju vel'mi dodlezity aspekt protokolu LAGDA. Nadmerné kfmenie pocas larvélnej
fazy zvycajne vedie k zvySenému vyskytu a zavaznosti skoliézy (dodatok 8) a je potrebné
mu predchadzat’. Na druhej strane, nedostatocné kimenie pocas larvalnej fazy vedie
k vemi premenlivému tempu vyvoja medzi kontrolami, ¢o mdze potencidlne viest’
k naruseniu Statistickej vahy alebo zneprehl'adneniu vysledkov testu. V dodatku 4 s uvadza
odportucana potrava a rezimy kfmenia pre druh X. laevis v larvalnom a juvenilnom Stadiu
v prietokovych podmienkach, pripustné su vSak aj alternativy za predpokladu, ze testované
organizmy uspokojivo rasti a vyvijaju sa. Je dolezité poznamenat, Ze ak sa meraju
sledované parametre Specifické pre endokrinny systém, v potrave sa nemaju nachadzat’
latky s i¢inkom na endokrinny systém, napriklad s6jovy Srot.

K¥menie lariev

33. Odporucana potrava pre larvy obsahuje Startovacie krmivo pre pstruhy, disky z rias
Spirulina a lupienky potravy pre karasa zlatého (napr. vlo¢ky TetraFin®, Tetra, Nemecko)
zmieSané v kultivaénej vode (alebo vo vode na riedenie). Tato zmes sa podava trikrat
denne v pracovnych ditoch a raz denne pocas vikendov. Zubrienky sa kimia aj Zivymi 24-
hodinovymi naupliami Ziabrondzky solnej rodu Artemia, ato dvakrat denne pocas
pracovnych dni a raz denne pocas vikendov od 8. diia po oplodneni. Kfmenie lariev ma byt
zhodné v jednotlivych testovacich naddobach a m& umoznovat primerany rast a vyvoj
pokusnych zvierat, aby sa zabezpecila reprodukovatel'nost’ a prenosnost’ vysledkov skusky:
1. median ¢asu do NF S§tadia 62 v kontrolach mé byt < 45 dni a 2. odporaca sa priemerna
hmotnost’ v rozsahu 1,0 + 0,2 g v NF §tadiu 62 v kontrolach.

Krmenie juvenilnych jedincov

34. Po dokonceni metamorfézy sa kifmny rezim skladd z prémiového vodného krmiva pre
Zaby, napr. Sinking Frog Food -3/32 (Xenopus Express, FL, USA) (dodatok 4). V pripade
malych Ziab (juvenilnych jedincov v ranom $tadiu) sa pelety kratko pomeltl v mlynéeku na
kavu, mixéri alebo sa rozdrvia pomocou trecej misky a palicky, aby sa zmenSila ich
velkost. Ked’ juvenilné jedince dosiahnu dostato¢nt velkost’ nato, aby mohli konzumovat’
celé pelety, mletie alebo drvenie uz nie je potrebné. Zvierata sa kfmia raz denne. Kfmenie
juvenilnych jedincov ma umoZzinovat primerany rast a vyvoj organizmov: V pripade
kontrolnych juvenilnych jedincov sa odporti¢a priemerna hmotnost’ v rozsahu 11,5+3 g
pri ukonceni Studie.

Analyticka chémia
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35. Pred zacatim skusky by sa mala stanovit’ stabilita testovanej chemikalie (napr. rozpustnost,
odburatel'nost’ a prchavost’) a vSetky potrebné analytické metody, napriklad na zaklade
existujucich informdcii a vedomosti. Pri ddvkovani prostrednictvom vody na riedenie sa
pred zacatim testu odporuca analyzovat’ testované roztoky z kazdej koncentracie z nadrze
replikatu, aby sa overila vykonnost' syst¢ému. PocCas obdobia expozicie sa koncentracie
testovanej chemikalie stanovuji vo vhodnych intervaloch, podl'a moznosti kazdy tyzden
najmenej v jednom replikate v kazdej testovanej skupine so striedanim medzi replikatmi
v tej istej testovanej skupine kazdy tyzden. Odporuca sa, aby vysledky vychadzali
z nameranych koncentracii. V pripade, Ze koncentracia testovanej chemikalie v roztoku
bola uspokojivo udrziavana v rozsahu +20 % nominalnej koncentracie pocas celého testu,
vysledky mézu vychadzat' bud z nomindlnych, alebo z nameranych hodnét. V kazdej
koncentracii sa ma okrem toho pocas celého testovacieho obdobia udrziavat’ variaény
koeficient (CV) nameranych testovanych koncentracii v rdmci testovanej skupiny na
urovni 20 % alebo menej. Ked’ namerané koncentracie nezostanu v rozsahu 80 az 120 %
nomindlnej koncentracie (napr. pri testovani chemikalii s vysokou mierou biodegradacie
alebo adsorpcie), u¢innd koncentracia sa ma stanovit’ a vyjadrit’ vzhl'adom na aritmeticky
priemer koncentracie v prietokovych testoch.

36. Pocas trvania expozicie sa prietok vody na riedenie a zasobného roztoku kontroluje vo
vhodnych intervaloch (napr. trikrat tyzdenne). V pripade chemikalii, ktoré nemozno
detegovat’ pri niektorych alebo pri vSetkych nomindlnych koncentraciach (napriklad
z dovodu rychle; degradacie alebo adsorpcie v testovacich nadobach alebo z dévodu
zna¢nej akumulécie chemikalie v telach exponovanych zvierat), sa odporica, aby sa miera
obnovovania testovaného roztoku v kazdej komore prisposobila tak, aby sa testované
koncentracie udrziavali ¢o najkonStantnejsie.

Pozorovania a merania sledovanych parametrov

37.Medzi sledované parametre, ktoré sa hodnotia v priebehu expozicie, patria tie, ktoré
signalizuju toxicitu vratane mortality, abnormalneho spravania, ako su klinické priznaky
choroby a/alebo vieobecnej toxicity, a parametrov stanovenia rastu (dizka a hmotnost),
ako aj sledované parametre z hladiska patoldgie, ktoré moézu predstavovat reakciu na
spOsoby ucinku z hl'adiska vSeobecnej toxicity a sposoby ucinku na endokrinny systém
s podsobenim na drédhy sprostredkované estrogénom, androgénom alebo Stitnou Zzl'azou.
Navyse sa pri ukonceni §tidie moze voliteIne merat’ koncentracia VTG v plazme. Meranie
VTG médze byt uzitocné pri porozumeni vysledkom Stadie v kontexte endokrinnych
mechanizmov pri chemikaliach, pri ktorych existuje podozrenie, Ze predstavuji endokrinné
disruptory (EDC). Sledované parametre a harmonogram merani st zhrnuté v tabul’ke 1.
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Tabul’ka 1: Prehl’ad sledovanych parametrov v skuSke LAGDA

Predbezn'y odber Ukoncenie testu
vzoriek ]
Sledované parametre* Denne (Odber vzoriek ((?dber'vz?rlek
. o juvenilnych
jedincov jedincov)
v larvalnom $tadiu) )
Mortalita a abnormality X
Cas do NF $tadia 62 X
Histo(pato)logia (Stitna Zl’aza) X
Morfometrika (rast z hPadiska X X
hmotnosti a dlzky)
Index pomeru hmotnosti pecene X
k hmotnosti tela (LSI)
Genotypové/fenotypové pomery X
pohlavi
Histopatologia (gonady, reprodukéné X
trubice, oblicka a peceii)
Vitelogenin (VTG) (voliteI’'né) X

* Vsetky sledované parametre sa analyzuju Statisticky.

Mortalita a denné pozorovania

38.

39.

V3setky testovacie nadrZe sa musia kazdy denl kontrolovat’, ¢i v nich nie st zvieratd, pricom
v kazdej nadrZzi sa zaznamendva uhynuté mortalita. Mftve zvieratd sa musia z nadrze
odstranit’ ihned’ po zisteni thynu. Vyvojové stadium uhynutych zvierat sa kategorizuje ako
NF §tadium skorSie ako 58 (pred vyvinutim prednych koncatin), NF $tadium 58 — NF
Stadium 62, NF Stadium 63 — NF Stadium 66 (od NF §tadia 62 po Uplna absorpciu chvosta)
a obdobie po NF §tadiu 66 (ukoncené larvalne Stadium). Mortalita presahujica 20 % moze
znamenat' nevhodné testovacie podmienky alebo zjavne toxické ucinky testovanej
chemikalie. Zvierata si zvyc€ajne najviac citlivé z hl'adiska mortality, ktord nie je vyvolana
chemikaliami, pocas prvych dni vyvoja po treni a po€as vrcholu metamorfézy. Takato
mortalita méze byt’ zrejma z kontrolnych udajov.

Okrem toho je potrebné zaznamenat’ akékol'vek zndmky abnormalneho spravania, zretel'ne
viditené malformécie (napr. skolidza) alebo lézie. Pozorované vyskyty skolidzy je
potrebné spocitat’ (incidencia) a ohodnotit’ z hl'adiska z&vaZnosti (napr. nepozorovana —
NR, minimalna — 1, mierna — 2, zavaznéa — 3; dodatok 8). Je potrebné usilovat’ sa o to, aby
sa v ramci celej Studie obmedzila prevalencia miernej a zavaznej skolidzy (napr. menej ako
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10 % v kontrolach), hoci vysSia prevalencia abnormalit v kontroldch nemusi byt
nevyhnutne dévodom na ukoncenie testu. Normalne spravanie jedincov v larvalnom §tadiu
je charakterizované rozptylenim vo vodnom stipci s chvostom vztyéenym nad hlavou,
pravidelnym rytmickym pohybom chvostovou plutvou, pravidelnym vychadzanim na
hladinu, vytvorenim ziabrovych vieCok a reagovanim na podnety. Abnormalne spravanie
zahtna napriklad plavanie na povrchu, lezanie na dne nadrze, obratené alebo nepravidelné
plavanie, nevychddzanie na hladinu a nereagovanie na podnety. V pripade zvierat, pri
ktorych prebehla metamorféza, sa okrem takéhoto abnormélneho spravania maju
zaznamenat aj vyrazné rozdiely v prijme potravy. ZreteIné malformacie alézie mdzu
okrem iného zahtiat’ morfologické abnormality (napr. deformacie konc¢atin), hemoragické
1ézie, opuch brucha a bakteridlne alebo plesiiové infekcie. Vyskyt 1ézii na hlave
juvenilnych jedincov bezprostredne za nozdrami moze naznacovat’ nedostato¢nu Uroven
vlhkosti. Tieto stanovenia su kvalitativne a mali by sa povazovat’ za podobné klinickym
priznakom ochorenia/stresu a porovnat s kontrolnymi zvieratami. Ak je miera vyskytu
v exponovanych néadrziach vyssia ako v kontrolnych nadrziach, malo by sa to povazovat
za dokaz zjavnej toxicity.

Odber podvzoriek jedincov v larvilnom Stadiu

Prehlad odberu podvzoriek jedincov v larvalnom stadiu:

40. Zubrienky, ktoré dosiahli NF $tadium 62, sa vybert z nadrzi a bud’ sa znich odobert

41

vzorky, alebo sa presunti do nasledujucej Casti expozicie v novej nadrzi, pripadne sa
fyzicky oddelia od zvy$nych Zubrienok v rovnakej nadrzi pomocou oddel'ovaca. Denne sa
vykonava kontrola Zubrienok a zaznamend sa den Stidie, v ktorom jednotlivd Zubrienka
dosiahla NF §tadium 62. Urcujucou charakteristikou, ktord sa pouZije pri tomto postudeni,
je tvar hlavy. Ked’ sa velkost’ hlavy zmensSi tak, Ze mé na pohl'ad priblizne rovnaku Sirku
ako trup Zubrienky, a predné koncatiny sa nachédzaji na rovni stredu srdca, pri danom
jedincovi sa zaznamena dosiahnutie NF §tadia 62.

. Cielom je odobrat’ vzorku obsahujucu celkovo pét’ zubrienok v NF §tadiu 62 na nadrz

s replikatom. Postupuje sa pri tom celkom ndhodne, rozhodnutie je vSak potrebné
uskutocnit’ a priori. Hypoteticky priklad nadrze s replikatom je uvedeny na obrazku 1. Ak
sa v Case, ked prvy jedinec dosiahne NF $tadium 62, v prisluSnej nadrzi nachédza 20
zubrienok, ktoré prezili, vyberie sa pat ndhodnych &isel z rozsahu 1 — 20. Zubrienka &. 1 je
prvy jedinec, ktory dosiahol NF §tadium 62, a Zubrienka ¢. 20 je posledny jedinec v nadrzi,
ktory dosiahol NF §taddium 62. Podobne, ak je v prisluSnej nadrzi 18 Zzubrienok, ktoré
prezili, vyberie sa pit ndhodnych ¢isel z rozsahu 1 — 18. Tento postup sa uskuto¢ni
v kazdej nadrzi s replikatom, ked’ prvy jedinec v teste dosiahne NF Stadium 62. Ak pocas
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odberu vzoriek v NF S§tadiu 62 dojde k thynom, zvys$né vzorky je potrené opétovne
randomizovat’ na zaklade poctu zostavajucich lariev, ktoré este nedosiahli NF §tadium 62,
ana zéklade toho, kolko d’alSich vzoriek je potrebnych, aby sa dosiahlo celkovo péat
vzoriek z daného replikatu. V den, ked’ Zubrienka dosiahne NF Stadium 62, sa na zaklade
pripravenej schémy na odber vzoriek stanovi, ¢i sa dany jedinec vyberie do vzorky alebo ¢i
sa fyzicky oddeli od zvysnych zubrienok na ucely pokracovania expozicie. V uvedenom
priklade (obrazok 1) sa prvy jedinec, ktory dosiahne NF Stadium 62 (t. j. policko €. 1),
fyzicky oddeli od ostatnych lariev a pokracuje jeho expozicia, pritom sa zaznamena den
Studie, v ktorom tento jedinec dosiahol NF §tddium 62. Nasledne sa pri jedincoch ¢. 2
a ¢. 3 postupuje rovnako ako v pripade jedinca ¢. 1 a potom sa jedinec ¢. 4 vyberie do
vzorky na posudenie rastu a histologie S$titnej zlazy (podla tohto prikladu). V tomto
postupe sa pokracuje, az kym sa nedospeje k 20. jedincovi, ktory sa bud’ zaradi k ostatnym
jedincom po NF $§tadiu 62, alebo sa vyberie do vzorky. Musi sa pouzit' taky ndhodny
postup, aby bola pri kazdom testovanom organizme rovnakéd pravdepodobnost’, Ze bude
vybraty. To mozno dosiahnut’ pouzitim akejkol'vek randomizacnej metddy, ale vyzaduje
sa, aby sa kazd4d Zubrienka vybrala sietkou v ur¢itom bode pocas obdobia odberu
podvzoriek v NF stadiu 62.

Obrazok 1: Hypoteticky priklad rezimu odberu vzoriek v NF $tadiu 62 pre jednu nadrz s replikatom.

-

Cas

ledna nadrz s replikatom — bez Ghynov

1

213|456 |7)]|8]|9|10]11]112|13|14|15|16|17|18|19|20

Jednotliva larva Podvzorka

42. Pri odbere podvzoriek jedincov v larvalnom Stadiu sa ziskavaju tieto sledované parametre:

1. ¢as do NF stadia 62 (t.j. pocet dni od oplodnenia po dosiahnutie NF Stadia 62); 2.

544



D060575/02

vonkaj$ie abnormality; 3. morfometrika (napr. hmotnost' a dizka) a 4. histolégia §titnej
zlazy.

Humdanne usmrcovanie zubrienok
43. Podvzorka zubrienok v NF S$tadiu 62 (5 jedincov na replikat) sa usmrti ponorenim na 30
minit do vhodného mnozstva (napr. 500 ml) anestetického roztoku (napr. 0,3 % roztok
MS-222, trikain metan sulfonat, CAS 886-86-2). Roztok MS-222 sa tlmi pridanim
bikarbonatu sodného na hodnotu pH priblizne 7,0, pretoze netlmeny roztok MS-222 je
kysly a drazdi kozu ziab, ¢o vedie k nedostato¢nej absorpcii a neziaducemu dodato¢nému
stresu, ktorému st organizmy vystavené.

44. Pomocou ponornej sietky sa zubrienka vyberie z pokusnej komory a prenesie sa (umiestni
sa) do usmrcovacieho roztoku. Zviera je riadne usmrtené a pripravené na pitvu, ked’
nereaguje na externé stimuly, napriklad zovretie zadnej kon¢atiny pomocou pinzety.

Morfometrika (hmotnost a dizka)

45. Meranie vlhkej hmotnosti (s presnostou na mg) a dizky od pysku po kloaku (SVL) (s
presnostou na 0,1 mm) pri kazdej zubrienke sa uskuto¢iiuje hned’ po tom, ako zubrienka
prestane reagovat’ v dosledku anestézie (obrazok 2a). Na meranie SVL z fotografie mozno
pouzit’ softvér na obrazovi analyzu. Zubrienky moZno pred vazenim osusit’, aby sa z nich
odstranila prebyto¢nd voda. Po uskuto¢neni merani velkosti tela (hmotnost' a SVL) sa
zaznamenaju alebo zapiSu zreteI'né morfologické abnormality a/alebo klinické priznaky
toxicity, napriklad skolidza (pozri dodatok 8), petechie a hemoragia, pricom sa odporuca
vytvorenie digitalnej dokumentacie. Petechie st malé Cervené alebo fialové krvné vyrony
v koznych kapiléarach.

Odber a fixdcia tkaniva
46.V pripade podvzorky jedincov v larvalnom §tadiu sa posudzuju Stitne zlazy z hladiska
histologie. Spodna Cast’ trupu za prednymi koncatinami sa odstrani a vyradi. ZvySok tela
zvierata sa zafixuje v Davidsonovom fixaénom prostriedku. Objem fixacného prostriedku
v naddobe ma predstavovat najmenej desatnasobok priblizného objemu tkaniva. Na
spravnu fixaciu tkaniv, ktoré st predmetom zaujmu, je potrebné zabezpecit vhodné
mieSanie alebo cirkuldciu fixacného prostriedku. VsSetky tkanivd zostavaju
v Davidsonovom fixa¢nom prostriedku najmenej 48 hodin, nie vSak viac ako 96 hodin.
Potom sa oplachnu deionizovanou vodou a uskladnia sa v 10 % neutrdlnom tlmenom
formaline (1) (29).

Histologia stitnej Zlazy
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47.V pripade kazdej podvzorky jedincov v larvalnom S$tadiu (zafixované tkanivd) sa vykona
histologické posudenie Stitnej zlazy, ¢o zahfna diagnostiku a hodnotenie zédvaznosti (29)
(30).

Obrizok 2: Znaky na meranie dizky od pysku po kloaku pri skagke LAGDA pri jedincoch v NF §tadiu 62
(a) a juvenilnych zabach (b). Uréujtice charakteristiky NF Stadia 62 (a): hlava ma rovnaku sirku ako trup,
¢uchovy nerv je kratsi ako priemer cuchového bulbu (dorzélny pohl'ad) a predné koncatiny st na urovni
srdca (ventralny pohl'ad). Obrazky upravené zo zdroja Nieuwkoop a Faber (1994).

a) Odber podvzorky jedincov v larvalnom b) Odber vzorky juvenilnych
jedincov

S
’x&-

Z - i
I Ditka od pysku po ‘.\:
kloaku i

Dorzalne "#’4

Dizka od pysku po
kloaku

A
Y

Koniec larvalnej expozicie

48. Vzhl'adom na pociatocny pocet Zubrienok sa oCakava, ze medzi nimi pravdepodobne bude
maly percentualny podiel jedincov, ktoré sa nebudi normélne vyvijat’ a v primeranom case
sa pri nich nedokon¢i metamorféza (NF Stadium 66). Larvalne obdobie expozicie nema
prekroc¢it’ 70 dni. VSetky zubrienky, ktoré zostanti na konci tohto obdobia, sa usmrtia
(pozri odsek 43), odmeria sa ich vlhkda hmotnost a SVL, priradi sa im $tadium podla
Nieuwkoopa a Fabera (1994) a zaznamenaju sa akékol'vek vyvojové abnormality.

Selekcia po NF $tadiu 66

49. Od NF stadia 66 (tplné resorpcia chvosta) sa pokracuje s desiatimi jedincami na nadrz az
do ukoncenia expozicie. Po tom, ako vSetky zvierata dosiahnu NF §tadium 66, alebo po 70
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diioch (podla toho, ¢o nastane skor) sa preto musi uskutocnit’ selekcia. Nahodne sa vyberu
zvieratd po NF S$tadiu 66, pri ktorych sa nebude pokracovat’ v expozicii.

50. Zvierata, ktoré sa nevyberu na ucely pokra¢ovania expozicie, sa usmrtia (pozri odsek 43).
Pri kazdom zvierati sa uskuto¢nia merania vyvojového $tadia, vlhkej hmotnosti a SVL
(obrazok 2b), ako aj makroskopicka pitva. Fenotypové pohlavie (na zdklade morfoldgie
gonad) sa zaznamena ako samicie, samcie alebo neurcité.

Odber vzoriek juvenilnych jedincov

Prehlad odberu vzoriek juvenilnych jedincov

51. Expozicia zvy$nych zvierat pokracuje az do dosiahnutia 10 tyzdnov po mediane Casu do
NF stadia 62 v kontrole s vodou na riedenie (a/alebo v kontrole s aplikaciou rozpustadla,
ak je to relevantné). Na konci obdobia expozicie sa zvy$né zvierata (najviac 10 ziab na
replikdt) usmrtia a zmeraji/posudia a zaznamenaju sa rdzne sledované parametre: 1.
morfometrika (hmotnost’ a dizka); 2. fenotypové/genotypové pomery pohlavi; 3. hmotnost
pecene (index pomeru hmotnosti pecene k hmotnosti tela); 4. histopatoldgia (gonady,
reprodukéné trubice, oblicka a peceii) a volitel'ne 5. VTG v plazme.

Humanne usmrcovanie ziab

52.Juvenilné Zaby po uskutocneni metamorfézy sa usmrtia intraperitonedlnou injekciou
anestetika, napr. 10 % MS-222 vo vhodnom fosfatovom tlmivom roztoku. Vzorky zo Ziab
sa mozu odobrat’ po tom, ako zaby prestanu reagovat (zvyc€ajne priblizne 2 minuty po
injekénom podani, ak sa pouzije 10 % MS-222 s ddvkovanim 0,01 ml na gram Zaby). Hoci
mozno juvenilné Zzaby ponorit do anestetika s vySSou koncentraciou (MS-222), zo
skusenosti vyplyva, Ze dosiahnutie anestézie trva pomocou tejto metddy dlhSie a jej trvanie
nemusi byt dostato¢né na to, aby bolo mozné odobrat’ vzorky. Injekénym podanim sa
dosahuje uc¢inné a rychle usmrtenie pred odberom vzoriek. K odberu vzoriek sa pristupi az
vtedy, ked’ sa na zdklade absencie reakcii na podnety potvrdi, Ze zZaby st mftve. Ak sa na
Zabach prejavuji priznaky znacného utrpenia (vo vel'mi zdvaZnej miere a je mozné
spolahlivo predpokladat’ smrt’) a zvierata sa povazuji za moribundné, je potrebné im
podat’ anestetikum a usmrtit’ ich a na Gcely analyzy tdajov ich povazovat’ za uhynuté. Ak
sa zaba usmrti v désledku morbidity, zaznamena sa to a uvedie v sprave. Zaba sa moze
uchovat’ na ucely histopatologickej analyzy (fixacia zaby na tcely moznej histopatologie)
v zavislosti od toho, kedy pocas stadie dojde k jej usmrteniu.

Morfometrika (hmotnost a dlzka)
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53. Merania vlhkej hmotnosti a SVL (obrdzok 2b) st totozné s meraniami uvedenymi pre
odber podvzoriek jedincov v larvalnom stadiu.

VTG v plazme (volitelné)
54. VTG je vSeobecne akceptovany biologicky marker vyskytujiaci sa v dosledku expozicie
estrogénovym chemikaliam. Pri skuske LAGDA sa VTG v plazme moze volitelne merat’
v pripade vzoriek z juvenilnych zvierat (obzvlast relevantné to moéze byt v pripade
podozrenia, ze testovana chemikalia mé estrogénové posobenie).

55. Zadné koncatiny usmrten¢ho juvenilného jedinca sa narezi a krv sa odoberie pomocou
heparinizovanej kapilary (vhodné vSak moézu byt aj alternativnhe metddy odberu krvi,
napriklad punkcia srdca). Krv sa vytla¢i do skimavky mikroodstredivky (napr. s objemom
1,5 ml) a odstred’ovanim sa z nej ziska plazma. Vzorky plazmy sa skladuju pri teplote —
70 °C alebo nizSej az do stanovenia VTG. Koncentraciu VTG v plazme mozno merat
pomocou metdédy enzymového imunosorbentového stanovenia (ELISA) (dodatok 6) alebo
pomocou alternativnej metddy, napr. hmotnostnej spektrometrie (31). Kvoli vyssSej
citlivosti sa uprednostiiuji druhovo $pecifické protilatky.

Urcenie genetického pohlavia

56. Genetické pohlavie kazdej juvenilnej Zaby sa urcuje na zéklade markerov, ktoré vyvinul
Yoshimoto a kol. (11). Na ucely ur€enia genetického pohlavia sa odoberie Cast’ jedne;j
zadnej koncatiny (alebo celd zadna koncatina), ktord sa odstranila pocas pitvy, a vlozi sa
do skimavky mikroodstredivky (vzorky tkaniva zo Ziab moZno ziskat' z akéhokol'vek
tkaniva). Tkanivo mozno skladovat’ pri teplote —20 °C alebo nizSej az do izolacie
deoxyribonukleovej kyseliny (DNA). Na izolaciu DNA z tkaniv mozno pouzit’ komer¢ne
dostupné stUpravy a analyza na stanovenie pritomnosti alebo nepritomnosti markera sa
uskuto¢iiuje metdodou polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) (dodatok 5). Sulad medzi
histologicky zistenym pohlavim a genotypom medzi kontrolnymi zvieratami v ¢ase odberu
vzoriek juvenilnych jedincov v kontrolnych skupinéch je viac ako 95 %.

Odber a fixacia tkaniva na ucely histopatologie
57.Pocas konecného odberu vzoriek sa odoberti gonady, reprodukéné trubice, obliCky
a pecene na ucely histologickej analyzy. Otvori sa brusna dutina a pecen sa oddeli rezom
a odvazi. Z dolnej Casti brucha sa d’alej opatrne odstrania organy traviacej sustavy (napr.
zaludok, Creva), aby sa ziskal pristup ku gonddam, k oblickam a reprodukénym trubiciam.
Zaznamenaju sa zretelné morfologické abnormality v gonddach. Nakoniec sa odstrania
zadné koncatiny, ak sa uz neodstranili skor pri odbere krvi. Odobraté pecene a telo
s gonadami ponechanymi in situ sa okamzite vlozia do Davidsonovho fixa¢ného
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prostriedku. Objem fixa¢ného prostriedku v naddobe mé predstavovat najmene]
desatnasobok priblizného objemu tkaniva. VSetky tkanivd zostdvaji v Davidsonovom
fixanom prostriedku najmenej 48 hodin, nie vSak viac ako 96 hodin. Potom sa opldchnu
deionizovanou vodou a uskladnia sa v 10 % neutrdlnom tlmenom formaline (1) (29).

Histopatologia

58.

Kazda juvenilna vzorka sa histologicky posudzuje z hl'adiska vyskytu patologickych javov
v gonadach, reprodukénych trubiciach, oblickach a tkanive peCene, ¢o zahfia diagnostiku
a hodnotenie zavaznosti (32). Od tohto posudenia sa odvodzuje aj gonadovy fenotyp (napr.
vajeCniky, semenniky, intersexualny jedinec) a spolu s jednotlivymi meraniami
genetického  pohlavia moZzno na  zdklade tychto  pozorovani  vypocitat
fenotypové/genotypové pomery pohlavi.

PREZENTOVANIE UDAJOV

Statisticka analyza

59.

60.

61.

V ramci skosky LAGDA sa vytvaraji tri druhy udajov, ktoré sa maju Statisticky
analyzovat 1. kvantitativne spojit¢ udaje (hmotnost, SVL, LSI, VTG); 2. udaje
vyjadrujice ¢as do udalosti z hl'adiska tempa vyvoja (t. j. poCet dni do NF stadia 62 od
zaciatku skuSky) a 3. poradové udaje v podobe skoére zavaznosti alebo vyvojovych stadii
z histopatologickych hodnoteni.

Odporuca sa, aby koncepcia testu a vyber Statistickych testov poskytovali dostato¢nti vahu
na detekciu zmien biologického vyznamu v sledovanych parametroch, pri ktorych sa ma
uvadzat’ hodnota NOEC alebo ECx. Pri Statistickych analyzach idajov (vo vSeobecnosti na
zéklade priemeru replikatov) by sa podl'a moznosti malo vychadzat’ z postupov uvedenych
v dokumente Sucasné pristupy k Statistickej analyze udajov o ekotoxicite: usmernenie
k uplatiovaniu (33). V dodatku 7 k tejto testovacej metode je k dispozicii odporacana
schéma rozhodovania z hl'adiska Statistickej analyzy a usmernenie s cielom pomdct pri
spracovani udajov a pri vybere najvhodnejSieho Statistického testu alebo modelu, ktory sa
pouzije pri skuske LAGDA.

Udaje z odberu vzoriek juvenilnych jedincov (napr. rast, LSI) sa analyzuju samostatne pre
kazdé genotypové pohlavie, ked’ze genotypové pohlavie sa urcuje pri vSetkych zabach.

Uvahy v siivislosti s analyzou idajov
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ivanie narusenych replikatov a testovanych skupin

K narus$eniu replikatov a testovanych skupin moéze dojst’ v dosledku abnormalnej mortality
spOsobenej zjavnou toxicitou, ochorenim alebo technickou chybou. Ak dojde k naruseniu
testovanej skupiny v dosledku choroby alebo technickej chyby, na analyzu maji byt
k dispozicii tri nenarusené testované skupiny s tromi nenaruSenymi replikatmi. Ak sa
zjavna toxicita vyskytuje pri testovanych skupinach s vysokou davkou, uprednostiiuje sa,
aby boli na ucely analyzy k dispozicii aspoil tri irovne koncentracie chemikalie s tromi
nenaruSenymi replikatmi [v stlade s pristupom na zaklade maximalnej tolerovanej
koncentracie pri usmerneniach OECD na vykonavanie testov (34)]. Okrem thynu mozu
medzi znamky zjavnej toxicity patrit G¢inky na spravanie (napr. pldvanie na povrchu,
lezanie na dne nadrze, obratené alebo nepravidelné plavanie, nevychadzanie na hladinu),
morfologické 1ézie (napr. hemoragické 1ézie, opuch brucha) alebo inhibicia normalnych
reakcii na kfmenie pri kvalitativnom porovnani s kontrolnymi zvieratami.

Kontrola s rozpustadlom

63.

Spra
64.

Po skonceni testu by sa malo vykonat hodnotenie potencidlnych vplyvov rozpustadla (ak
sa pouzilo). To sa dosiahne Statistickym porovnanim kontrolnej skupiny s aplikaciou
rozpustadla a kontrolnej skupiny s vodou na riedenie. Medzi najrelevantnejSie sledované
parametre na postidenie v ramci tejto analyzy patria faktory rastu (hmotnost' a dizka),
ked’ze na ne mézu mat’ vplyv celkové toxicity. Ak sa zistia Statisticky vyznamné rozdiely
v tychto sledovanych parametroch medzi kontrolnou skupinou s vodou na riedenie
a kontrolnou skupinou s aplikaciou rozpustadla, je potrebné na zéklade najlepSieho
odborného usudku urcit, ¢i nedoSlo k naruSeniu platnosti testu. Ak sa tieto dve kontroly
lisia, testované skupiny vystavené chemikalii sa maji porovnat s kontrolou s aplikdciou
rozpustadla, pokial’ nie je zndme, Ze sa uprednostiiuje porovnanie s kontrolou s vodou na
riedenie. Ak neexistuje Statisticky vyznamny rozdiel medzi tymito dvomi kontrolnymi
skupinami, odporuca sa, aby sa testované skupiny vystavené testovanej chemikalii
porovnali so zoskupenymi kontrolami (kontrolné skupiny s aplikaciou rozpustadla as
vodou na riedenie), pokial nie je zndme, Ze sa uprednostiiuje porovnanie bud len
s kontrolnou skupinou s vodou na riedenie, alebo len s kontrolnou skupinou s aplikaciou
rozpust'adla.

va o teste

Spréava o teste obsahuje tieto informacie:

Testovana chemikalia:

fyzikalny charakter a v pripade potreby fyzikalno-chemické vlastnosti,
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Jednozlozkové latky:

fyzicky vzhlad, rozpustnost vo vode a dalSie relevantné fyzikalno-chemické
vlastnosti,

identifikacia chemikalie, napriklad nazov podl'a IUPAC alebo CAS, cCislo CAS, koéd
SMILES alebo InChl, struktirny vzorec, Cistota, chemickd identita necistot, ak to je

vhodné a prakticky uskutoc¢nitel'né, atd’. (vratane obsahu organického uhlika, ak to je
vhodné).

Viaczlozkové latky, UVCB a zmesi:

charakterizacia v najvicsej moznej miere na zaklade chemickej identity (pozri vyssie),
kvantitativneho vyskytu a prislusnych fyzikalno-chemickych vlastnosti zloziek.

Testovany druh:

vedecky nazov, kmen, ak je dostupny, zdroj a metdda zberu oplodnenych vajicok
a naslednej manipulacie.

Vyskyt skolidzy v historickych kontrolach pri pouzitej zasobnej kultare.

Podmienky testu:

fotoperiody,

koncepcia testu (napr. velkost’ a material komory a objem vody, pocet testovacich komor
a replikatov, pocet testovanych organizmov na replikat),

metdda pripravy zasobnych roztokov a frekvencia obnovy (ak bol pouzity solubilizacny
prostriedok, mal by sa uviest’ spolu s jeho koncentraciou),

metdda davkovania testovanej chemikalie (napr. Cerpadld, riediace systémy),

miera vytaznosti metddy a nominalne testované koncentracie, kvantifikacny limit,
priemery nameranych hodnot a ich Standardné odchylky v testovacich nadobéach a metoda,
ktorou boli dosiahnuté, a dokaz, Ze sa namerané hodnoty tykaju koncentracii testovanej
chemikalie v skuto¢nom roztoku,

vlastnosti vody na riedenie: pH, tvrdost’ vody, teplota, koncentracia rozpusteného kyslika,
urovne zvySkového chloru (ak boli merané), celkovy obsah jodu, celkovy obsah
organického uhlika (ak bol merany), nerozpustené pevné latky (ak boli merané), salinita
v testovacom médiu (ak bola merand) a akékol'vek iné vykonané merania,

nomindlne testované koncentracie, priemery nameranych hodnot a ich Standardné
odchylky,
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kvalita vody v testovacich nadobéch: pH, teplota (merand denne) a koncentracia
rozpustného kyslika,

podrobné informacie o kfmeni (napr. druh potravy, zdroj, davkované mnozstvo
a frekvencia).

Vysledky:

dokaz, ze kontroly splnili kritérid validity,

tieto udaje pre kontrolu (plus kontrolu s aplikaciou rozpusta, ak sa pouzila) a testované
skupiny: pozorovana mortalita a abnormality, ¢as do NF §tadia 62, posudenie histologie
Stitnej ZI'azy (len vzorka v larvalnom $tadiu), rast (hmotnost’ a dizka), LSI (len juvenilna
vzorka), pomery genetickych/fenotypovych pohlavi (len juvenilna vzorka), vysledky
histopatologického postidenia gonad, reprodukénych trubic, oblicky a pecene (len
juvenilna vzorka) a VTG v plazme (len juvenilna vzorka, ak sa skiimalo),

pristup uplatneny pri Statistickej analyze a spracovani udajov (pouzity Statisticky test alebo
model),

koncentracia bez pozorovaného uc¢inku (NOEC) pre kazdi posudzovanu reakciu,

evwe

posudzovanu reakciu; v pripade potreby hodnota ECx pre kazda posudzovani reakciu
vratane intervalov spol’ahlivosti (napr. 95 %) a grafu zavedeného modelu pouZzitého na jej
vypocet, sklon krivky zavislosti veli¢iny od koncentracie, vzorec regresného modelu,
odhadované parametre modelu a ich Standardné chyby,

akakol'vek odchylka od testovacej metddy a odchylky od kritérii prijatel'nosti a ivahy
o moznych dosledkoch v suvislosti s vysledkom testu.

65.V pripade vysledkov merania sledovanych parametrov sa uvadzaju priemerné hodnoty

a ich Standardné odchylky (na zaklade replikatov aj koncentracii, ak je to mozZné).

66. Vypocita sa medidn c¢asu do NF S§tadia 62 v kontrolach, ktory sa uvadza ako stredna

hodnota medianov replikatov aich Standardnej odchylky. Podobne sa v pripade
testovanych skupin vypocita median testovanej skupiny, ktory sa uvadza ako stredna
hodnota medidnov replikédtov a ich Standardnej odchylky.
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Dodatok 1

VYMEDZENIE POJMOV
Koncovy sledovany parameter: ucinok pdsobiaci na urovni populacie.

Chemikalia: 1atka alebo zmes.

ELISA: enzymové imunosorbentové stanovenie

ECx: (t¢inna koncentracia pre x % ucinok) je koncentracia, ktord pocas daného obdobia
expozicie vyvola x % ucinok na testované organizmy v porovnani s kontrolnou skupinou.
Napriklad EC50 je koncentracia, pri ktorej sa odhaduje, ze pocas vymedzeného obdobia
expozicie vyvola ucinok na sledovany ukazovatel testu v 50 % exponovanej populécie.

dpf: dni po oplodneni

Prietokovy test: test s neustdlym prietokom testovanych roztokov cez testovaci systém
pocas trvania expozicie.

Os HPG: os hypotalamus — hypofyza — gonady

IUPAC: Medzinarodna unia pre Cistu a aplikovanu chémiu.

koncentracia testovanej chemikalie, pri ktorej je uCinok chemikalie Statisticky vyznamny
(pri p <0,05) v porovnani s kontrolou. Skodlivy uéinok vetkych testovanych koncentracii
vysSich ako hodnota LOEC by vSak mal byt rovnaky alebo vacsi ako u€inky pozorované pri
hodnote LOEC. Ak nie st splnené tieto dve podmienky, je potrebné poskytnut’ uplné
vysvetlenie, akym sposobom sa zvolila hodnota LOEC (a teda aj NOEC). Usmernenie sa
uvadza v dodatku 7.

Stredna letalna koncentracia (LCS50): predstavuje koncentraciu testovanej chemikalie,
ktora sa odhadne ako letalna pre 50 % testovanych organizmov pocas trvania testu.

Koncentracia bez pozorovaného ucinku (NOEC) je testovana koncentracia chemikalie
thned” pod LOEC, ktora pri porovnani s kontrolou nema Statisticky vyznamny ucinok
(p <0,05) pocas dané¢ho obdobia expozicie.

SMILES: zjednoduSeny systém zadavania molekularnych Struktar.

Testovana chemikalia: kazda latka alebo zmes testovand pomocou tejto testovacej metody.

557



D060575/02

UVCB: latky neznameho alebo variabilného zlozenia, produkty komplexnych reakcii alebo
biologické materialy.

VTG: vitelogenin. Je to fosfolipoglykoprotein, sliziaci ako prekurzor proteinov vajecného

Zltka, ktory sa normalne vyskytuje v telach pohlavne aktivnych samic vietkych vajcorodych
druhov.
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Dodatok 2

NIEKTORE CHEMICKE VLASTNOSTI VODY VHODNEJ NA RIEDENIE

Latka Koncentracny limit
Tuhé Castice 5 mg/l
Celkovy obsah organického uhlika 2 mg/l
Neionizovany amoniak 1 ng/l
Zvyskovy chlor 10 pg/l
Celkovy obsah organofosforovych pesticidov 50 ng/l
Celkovy Qbsah O’I'gan(.)chl(')I'OV}'/Ch pesticidov 50 ng/l
a polychlorovanych bifenylov

Celkovy obsah organického chloru 25 ng/l
Hlinik 1 pg/l
Arzén 1 pg/l
Chrém 1 pg/l
Kobalt 1 pg/l
Med 1 pg/l
Zelezo 1 pg/l
Olovo 1 pg/l
Nikel 1 pg/l
Zinok 1 pg/l
Kadmium 100 ng/1
Ortut’ 100 ng/1
Striebro 100 ng/1
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Dodatok 3

PODMIENKY TESTU PRI SKUSKE LAGDA

—_—

. Testovany druh

»

Typ testu

3. Teplota vody

4. Kvalita osvetlenia

5. Fotoperioda

6. Objem testovaného roztoku
a testovacia nadoba (nadrz)

7. Vymeny objemu testovacich
roztokov

8. Vek testovanych organizmov
na zaciatku

9. Pocet organizmov na replikat

10.Pocet testovanych skupin

11.Pocet replikatov na testovanu
skupinu

Xenopus laevis

s nepretrzitym prietokom

Nominalna teplota je 21 °C. Priemerna teplota vody pocas trvania testu
je 21 £1 °C (rozdiely medzi replikatmi a medzi koncentraciami

chemikalie by nemali byt vac¢sie ako 1,0 °C).

Fluorescencné svietidla (so Sirokym spektrom) 600 — 2 000 luxov
(lamenov/m?) na hladine vody

12 hodin svetla a 12 hodin tmy

4 —101 (hibka vody najmenej 10 — 15 cm)

nadrz zo skla alebo z nehrdzavejucej ocele

neustale, s cielom zachovat biologické podmienky a expoziciu
chemikalidm (napr. 5 obnoveni objemu za den)

Nieuwkoopovo a Faberovo (NF) stadium 8 — 10

20 zvierat (embryi)/nadrz (replikat) na zaciatku expozicie a 10 zvierat
(juvenilnych jedincov)/nadrz (replikat) po NF stadiu 66 do skoncenia
expozicie

najmenej 4 skupiny s aplikovanou testovanou chemikaliou plus
prislusné kontroly

4 replikaty na skupinu s testovanou chemikaliou a 8 replikatov pre
kontroly

12.Pocet organizmov na testovanu najmenej 80 zvierat na skupinu s testovanou chemikaliou a najmene;j

koncentraciu

13.Voda na riedenie

14. Prevzdus$iovanie

160 replikatov pre kontroly

akakol'vek voda, ktora umoznuje normalny rast a vyvoj druhu X. laevis
(napr. pramenita voda alebo voda z vodovodu filtrovana cez aktivne
uhlie)

Nevyzaduje sa. Prevzdusiovanie nadrzi v§ak moze byt potrebné, ak

urovne koncentracie rozpusteného kyslika klesnti pod odporucané
limity, pri¢om sa zvysuje pri maximalizovani prietoku testovacieho
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15.Koncentracia rozpustené¢ho
kyslika v testovanom roztoku

16.pH testovaného roztoku

17.Tvrdost a alkalita testovaného
roztoku

18.Kimny rezim

19.Obdobie expozicie

20.Biologické sledované
parametre

21.Kritéria platnosti testu

D060575/02

roztoku.

Koncentrécia rozpusteného kyslika: > 40 % hodnoty rozpustnosti
vzdusného kyslika alebo > 3,5 mg/I

6,5 — 8,5 (rozdiely medzi replikatmi a medzi koncentraciami chemikalie
by nemali byt’ vacsie ako 0,5)

10 — 250 mg CaCOy/1

(pozri dodatok 4)

od NF stadia 8 — 10 do 10 tyzdiov po mediane casu do NF stadia 62
v kontrolnej skupine s vodou a/alebo s aplikdciou rozpustadla (najviac
17 tyzditov)

mortalita (a vzhl'adové abnormality), Cas do NF $tadia 62 (vzorka

v larvalnom §tadiu), posudenie histologie stitnej zl'azy (vzorka

v larvalnom §tadiu), rast (hmotnost’ a dizka), index pomeru hmotnosti
pecene k hmotnosti tela (juvenilna vzorka), genetické/fenotypové
pomery pohlavi (juvenilna vzorka), histopatolégia gonad,
reprodukénych trubic, obli¢ky a pecene (juvenilna vzorka) a vitelogenin
v plazme (juvenilna vzorka, voliteI'né)

Koncentracia rozpusteného kyslika mé byt > 40 % hodnoty
rozpustnosti vzdusného kyslika; priemerna teplota vody ma byt’

21 #£1 °C a rozdiely medzi replikatmi a medzi koncentraciami
chemikalie by mali byt < 1,0 °C; pH testovacieho roztoku ma byt

v rozsahu od 6,5 do 8,5; mortalita v kontrolach ma byt <20 % pri
kazdom replikate a priemerny cas do NF stadia 62 v kontrole ma

byt <45 dni; priemerna hmotnost’ testovanych organizmov v NF §tadiu
62 a pri ukonceni skusky v kontrolach a kontrolach s aplikaciou
rozpustadla (ak sa pouzivaji) ma dosiahnut’'l,0 £0,2, resp. 11,5 £3 g;
malo by byt’ preukazatel'né, ze koncentracia testovanej chemikalie

v roztoku bola uspokojivo udrziavana v rozsahu +20 % strednych
nameranych hodnét.
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Dodatok 4
KRMNY REZIM

Je potrebné poznamenat’, ze hoci sa odportca tento kfmny rezim, mozné st aj alternativy za
predpokladu, Ze testované organizmy vhodnym tempom rastli a vyvijajua sa.

K¥imenie lariev

Priprava potravy pre larvy
A. Startovacie krmivo pre pstruhy a riasy/krmivo TetraFin® (alebo ekvivalentné krmivo)
v objemovom pomere 1:1;
1. Startovacie krmivo pre pstruhy: mixujte 50 g Startovacieho krmiva pre pstruhy (jemné granule
alebo prasok) a 300 ml vhodne;j filtrovanej vody 20 sektind pri vysokych otackach mixéra;
2. zmes rias/krmiva TetraFin® (alebo ekvivalentného krmiva): mixujte 12 g diskov z rias
spirulina a 500 ml filtrovanej vody 40 sektind pri vysokych otackach mixéra, zmixujte 12 g
krmiva Tetrafin® (alebo ekvivalentného krmiva) s 500 ml filtrovanej vody a potom
zmiesajte tieto zmesi, aby ste ziskali 1 liter zmesi s obsahom 12 g/I rias spirulina a 12 g/
krmiva Tetrafin® (alebo ekvivalentného krmiva),
3. zmieSajte rovnaké objemy zmixovaného Startovacieho krmiva pre pstruhy a zmesi
rias/krmiva TetraFin® (alebo ekvivalentného krmiva);

B. Ziabronozka sol'na:

15 ml vaji€ok Ziabrondzky solnej sa necha vyliahnut' v 1 litri slanej vody (pripravenej
pridanim 20 ml NaCl do 1 litra deionizovanej vody). Po prevzdusiiovani v trvani 24 hodin pri
izbovej teplote a stalom svetle sa zozbierajul jedince ziabrondzky sol'nej. Jedince Ziabrondzky
sol'nej sa nechaji usadit’ pocas 30 minut tym, ze sa zastavi prevzduSiiovanie. Cysty, ktoré
plavaji navrchu nadoby, sa zleju a vyradia ajedince Ziabrondzky solnej sa preleju cez
vhodneé filtre a zmieSaju sa s filtrovanou vodou, aby sa dosiahol objem 30 ml.

Protokol krmenia

V tabulke 1 sa uvadzaju referencné informécie tykajuce sa typu a mnoZstva krmiva
pouzitého pocas larvalnych Stadii expozicie. Zvieratd sa kifmia trikrat denne od pondelka do
piatka a raz denne pocas vikendov.

TabulPka 1: Kimny rezim lariev druhu X. laevis v prietokovych podmienkach

Cas* Startovacie krmivo pre
i pstruhy : riasy/krmivo TetraFin® (alebo Ziabronozka sol'na
(po oplodneni) ekvivalentné krmivo)
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Pracovny den Vikend Pracovny dei Vikend
(trikrat denne) (jedenkrat denne) (dvakrat denne) (jedenkrat denne)
4.—14. den ml ml
v0.-1. t;liedni) 0,33 ml 1,2 ml (od 8.0:12 15.dita) | (od 8.0:12 15. dita)
1 ml 1 ml
2. tyzdei 0,67 ml 2,4 ml (od 16. dita) (od 16. dita)
3. tyZden 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
4. tyzden 1,5 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
5. tyzden 1,6 ml 4,4 ml 1 ml 1 ml
6. tyZden 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
7. tyZden 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
8. - 10. tyZden 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* (. den sa vymedzuje ako den injekéného podania hCG.

Prechod od stravy pre larvy k strave pre juvenilné jedince

Ked’ sa pri larvach dokonc¢i metamorfoza, prechadzaju na zlozenie potravy pre juvenilné
jedince vysvetlené¢ dalej. V priebehu tohto prechodu sa obmedzuje potrava pre larvy
azvySuje sa objem krmiva pre juvenilné jedince. MoZno to dosiahnut pomernym
zniZzovanim potravy pre larvy a siasnym pomernym zvySovanim potravy pre juvenilné
jedince, ked kazda skupina piatich zubrienok prekro¢i NF S$tadium 62 a priblizi sa
dokonceniu metamorfézy v NF $tadiu 66.

Kfmenie juvenilnych jedincov

Potrava pre juvenilné jedince

Po dokonceni metamorfozy (Stadium 66) dojde k zmene kimneho reZimu, aby obsahoval len
prémiové vodné krmivo pre Zaby s velkostou 3/32 palca (Xenopus Express™, FL, USA)
alebo ekvivalentné krmivo.

Priprava drvenych peliet na prechod z larvalneho do juvenilného stadia

Pelety vodného krmiva pre Zaby sa kratko pomeltl v mlynéeku na kévu, mixéri alebo sa
rozdrvia pomocou trecej misky a palicky, aby sa zmensila ich vel'kost’ priblizne o tretinu.

Pri prili§ dlhom spractivani sa krmivo zmeni na praSok, ¢o sa neodporuca.

Protokol krmenia
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V tabulke 2 sa uvadzaji referen¢né¢ informécie tykajice sa typu a mnozstva krmiva
pouzitého pocas vyvojovych $tadii juvenilnych a dospelych jedincov. Zvierata sa kfmia raz
denne. Je potrebné poznamenat’, ze pocas toho, ako pri zvieratach prebieha metamorfoza, aj
nad’alej Ciastocne prijimaji ziabron6zku solnt v potrave, az kym sa pri > 95 % zvierat
neukonc¢i metamorfoza.

V dent ukoncenia testu sa zvieratd nemaju kifmit, aby nedoslo k zneprehl'adneniu merani
hmotnosti v désledku prijatej potravy.

TabulPka 2: Kimny rezim juvenilnych jedincov druhu X. laevis v prietokovych podmienkach. Je potrebné
poznamenat’, Ze zvierata, pri ktorych neprebehla metamorféza, vratane tych, pri ktorych sa metamorfoza
oneskorila v dosledku aplikovania chemikalie, nem6zu konzumovat’ nerozdrvené pelety.

Cas Objem rozdrvenych peliet Objem celych peliet
(tyZdne po medidne datumu metamorfozy) (mg na mald Zabu) (mg na mala Zabu)
Pri dokonceni metamorfézy pri zvieratach 25 0
0. — 1. tyzden 25 28
2. - 3. tyzden 0 110
4. 5. tyzden 0 165
6. - 9. tyzden 0 220

* Prvy den 0. tyzdna predstavuje median datumu metamorfozy pri kontrolnych zvieratach.
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Dodatok 5

URCENIE GENETICKEHO POHLAVIA (GENETICKE ROZLISOVANIE POHLAVIA)

Metoda genetického rozliSovania pohlavia druhu Xenopus laevis vychddza z prace
Yoshimota a kol., 2008. Podrobné postupy tykajuce sa genotypizacie mozno v pripade
potreby ziskat' ztejto publikacie. Mozno pouzit aj alternativne metoédy (napr.
vysokovykonnu metddu qPCR), ak sa povazuju za vhodné.

Primery druhu X. laevis
Marker DM-W
Priamy: 5’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Reverzny: 5°-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Pozitivna kontrola
Priamy: 5’-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’

Reverzny: 5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3”

Cistenie DNA

Vykonajte Cistenie DNA zo svalového alebo z kozného tkaniva napr. pomocou supravy
Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit (kat. ¢. 69506) alebo podobného produktu podla
pokynov dodanych so stpravou. DNA mozno eluovat’ z centrifuga¢nych kolén pomocou
menSiecho objemu tlmivého roztoku, aby sa ziskali koncentrovanejSie vzorky, ak sa to
povaZzuje za potrebné na ucely polymerazovej retazovej reakcie. DNA je pomerne stabilnd,
preto je potrebné dbat’ na to, aby sa predislo krizovej kontaminécii, ktora by mohla viest’
k nespravnej charakterizacii samcov ako samic a naopak.

Polymerazova retazova reakcia

Vzorovy protokol s vyuzitim stpravy JumpStart™

v tabul’ke 1.

Taq od spoloc¢nosti Sigma sa uvadza

Tabulka 1: Vzorovy protokol s vyuzitim supravy JumpStart™ Tag od spolo¢nosti Sigma
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Hlavna zmes (Master Mix) 1x (ul) [konecna]
NFW 11 -
Tlmivy roztok 10X 2,0 -
MgCl; (25 mM) 2,0 2,5mM
dNTP (kazdy 10 mM) 0,4 200 uM
Marker pre primer (8 uM) 0,8 0,3 uM
Marker pre rev. primer (8 pM) 0,8 0,3 uM
Kontrola pre primer (8 M) 0,8 0,3 uM
Kontrola pre rev. primer (8 pM) 0,8 0,3 uM
JumpStart™ Taq 0,4 0,05

jednotky/ul
Matrica DNA 1,0 ~200 pg/ul

D060575/02

Poznamka: Pri priprave hlavnych zmesi (Master Mix) pripravte ur¢ité mnozstvo naviac, aby bolo
mozné nahradit’ pripadné straty pri pipetovani (priklad: 25 davok sa pouZije na 24 reakcii).

Reakcia:

Hlavna zmes (Master Mix) 19,0 ul

Matrica 1,0 ul
Spolu 20,0 ul
Profil termocykléra
Krok 1. 94°C 1 min
Krok 2. 94°C 30s
Krok 3. 60°C 30s
Krok 4. 72 °C 1 min
Krok 5. Prechod na krok 2. 35 cyklov
Krok 6. 72°C 1 min
Krok 7. 4°C udrziavat

Produkty PCR mozno pouzit’ okamzite v géli alebo ich uskladnit pri teplote 4 °C.
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Elektroforéza na agarézovom géli (3 %) (vzorovy protokol)
S0XTAE

Tris 242 ¢

Ladova kyselina octova5,71 ml

Na; (EDTA)-2H.0 3,72 g

Dopliite vodu do 100 ml

IXTAE
H>O 392 ml
50X TAE 8 ml

Agaroza 3:1
3 diely agarézy NuSieve™ GTG"™
1 diel agar6zy Fisher s nizkou elektroendoosmézou (EEO)

Metoda

1. Pripravte 3 % gél pridanim 1,2 g zmesi agarozy k 43 ml 1X TAE. KruZivym pohybom
premiesajte, aby sa rozpadli vel’ké zhluky.

2. Zahrievajte zmes agardzy, az kym sa Uplne nerozpusti (zabraite tomu, aby zovrela). Nechajte
mierne vychladnut’.

3. Pridajte 1,0 pL etidiumbromidu (10 mg/ml). KriZivym pohybom premieSajte obsah banky.
Etidiumbromid je mutagénny, preto sa maju v tomto kroku pouZivat’ alternativne chemikalie,
pokial je to technicky moZné, aby sa minimalizovali riziké pre zdravie pracovnikov'.

4. Nalejte gél do foriem s hrebetiom. Nechajte uplne vychladntt’.

Pridajte gél do pristroja. Pokryte gél pomocou 1X TAE.

IV sulade s¢lankom 4.1 smernice Europskeho parlamentu a Rady 2004/37/ES z29. aprila 2004 o ochrane
pracovnikov pred rizikami z vystavenia uc¢inkom karcinogénov alebo mutagénov pri praci (Siesta samostatna
smernica v zmysle ¢lanku 16 ods. 1 smernice Rady 89/391/EHS) (U. v. EU L 158, 30.4.2004, s. 50).
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6. Pridajte 1 pl 6x nanésacieho farbiva na kazdych 10 pl produktu PCR.

7. Pomocou pipety rozdel'te vzorky do jamiek.

8. Spracuvajte pri konStantnom napéti 160 voltov priblizne 20 minut.
Na obrazku 1 je zobrazeny agardzovy gél s pruhovymi vzormi, ktoré oznacuji samcie
a samicie jedince.

Obrazok 1: Obrazok agarézového gélu s pruhovym vzorom, ktory oznaduje saméieho (J) jedinca (jeden
pruh ~203 bp: DMRT1) a samiéicho (?) jedinca (dva pruhy ~259 bp: DM-W a 203 bp: DMRT1).

- , DM-W
BN DMRT1
LITERATURA

Yoshimoto S, Okada E, Umemoto H, Tamura K, Uno Y, Nishida-Umehara C, Matsuda Y,
Takamatsu N, Shiba T, Ito M. 2008. A W-linked DM-domain gene, DM-W, participates in

primary ovary development in Xenopus laevis. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 105: 2469 — 2474.
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Dodatok 6

MERANIE VITELOGENINU

Na meranie vitelogeninu (VTG) sa pouziva enzymové imunosorbentové stanovenie
(ELISA), ktoré bolo povodne vyvinuté na tcely stanovenia VTG v pripade Cereble potocne;j
(Parks akol., 1999). V stcasnosti neexistuju komercne dostupné protilatky pre druh X.
laevis. Vzhladom na dostatok informdacii o tomto proteine a dostupnost’ nékladovo
efektivnych komercnych sluzieb na produkciu protilatok vSak mozno primerane
predpokladat’, Ze v laboratériach mozno jednoducho pouzit’ metédu ELISA na uskuto¢nenie
tohto merania (Olmstead a kol., 2009). V zdroji Olmstead a kol. (2009) sa opisuje aj Giprava
tejto skiisky na meranie VTG pri druhu X. fropicalis, ktora sa uvadza d’alej. V tejto metode
sa pouZziva protilatka vytvorena proti VTG druhu X. tropicalis, je vSak zname, Ze U€inkuje aj
proti VTG druhu X. laevis. Je potrebné poznamenat’, Ze mozno pouzivat’ aj nekompetitivne
metody ELISA a Ze tieto metddy m6Zu mat’ niz8i detekEny limit neZ metdda opisané d’ale;.

Materialy a ¢inidla

vopred adsorbované sérum s prvou protilatkou (Ab),

ZmieSajte 1 diel séra s prvou protiladtkou proti VTG druhu X. tropicalis s 2 dielmi kontrolne;j
samcej plazmy a nechajte priblizne 75 minut pri izbovej teplote, polozte na I'ad na 30 minut,
odstred’ujte 1 hodinu pri > 20 000 g pri teplote 4 °C, odstraiite supernatant, rozdel'te na
alikvoty a uskladnite pri teplote —20 °C.

druha protilatka,
kozi anti-krali¢i IgG-HRP konjugat (napr. Bio-Rad 172-1019),
Standard VTG,
¢isteny VTG druhu X. laevis s koncentraciou 3,3 mg/ml,
TMB (3,3',5,5¢-tetrametylbenzidin) (napr. KPL 50-76-00 alebo Sigma T0440),

normalne kozie sérum (NGS) (napr. Chemicon® S26 — 100 ml),

96-jamkové polystyrénové mikrotitraéné platnicky EIA (napr. ICN: 76-381-04, Costar:
53590, Fisher: 07-200-35)

hybridiza¢na pec s teplotou 37 °C (alebo inkubator s rychlym dosahovanim rovnovahy
vzduchu) pre mikrotitracné platnic¢ky, vodny ktpel’ pre skimavky,

d’alSie bezné laboratdrne vybavenie, chemikalie a spotrebny material.

Postupy
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Kryci timivy roztok (50 mM uhlicitanovy tlmivy roztok, pH 9,6):

NaHCO3 1,26 g
Na>COs 0,68 g
voda 428 ml
10X PBS (0,1 M fosfat, 1,5 M NaCl):
NaH2PO4-H20 0,83 g
Na;HPO47 H,O 20,1 g
NaCl 71 g
voda 810 ml
Premyvaci timivy roztok (PBST):
10X PBS 100 ml

voda 900 ml

Upravte pH na 7,3 pomocou 1 M HCI, potom pridajte 0,5 ml Tween-20

Tlmivy skusobny roztok:
normalne kozie sérum (NGS) 3,75 ml
premyvaci timivy roztok 146,25 ml

Odber vzoriek

D060575/02

Krv sa odoberie pomocou heparinizovanej mikrohematokritovej kapilary a umiestni sa na
'ad. Po centrifugacii v trvani 3 minuty sa kapildra posudi, rozlomenim sa otvori a plazma sa
premiestni do skimaviek mikroodstredivky s objemom 0,6 ml, ktoré obsahuju 0,13 jednotky
lyofilizovaného aprotininu. (Tieto skimavky sa pripravia vopred pridanim vhodného
objemu aprotininu, zmrazenim a lyofilizovanim v zariadeni speed-vac s nizkou Uroviiou
tepla az do vysusenia.) Plazmu uskladnite pri teplote —80 °C az do analyzovania.

Postup pre jednu mikrotitra¢ni platni¢ku

Vytvorenie krycej vrstvy na mikrotitracnej platnicke
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ZmieSajte 20 ul cCisteného VTG s 22 ml uhli¢itanového tlmivého roztoku (konecna
koncentracia 3 pg/ml). Pridajte 200 pl do jednotlivych jamiek 96-jamkovej mikrotitracnej
platnicky. Zakryte mikrotitracna platnicku pomocou pril'navej tesniacej folie a nechajte ju
inkubovat’ dve hodiny pri teplote 37 °C (alebo cez noc pri teplote 4 °C).

Blokovanie mikrotitracnej platnicky

Blokujuci roztok sa pripravi pridanim 2 ml normdlneho kozieho séra (NGS) do 38 ml
uhli¢itanového tlmivého roztoku. Odstrante kryci roztok a osuste pretrepavanim. Do kazde;j
jamky pridajte 350 pl blokujuceho roztoku. Zakryte pomocou prilnavej tesniacej folie
a inkubujte dve hodiny pri teplote 37 °C (alebo cez noc pri teplote 4 °C).

Priprava standardov

5,8 ul disteného VTG Standardu sa zmieSa s 1,5 ml tlmivého sktSobného roztoku
v jednorazovej borosilikatovej sklenenej skimavke s rozmermi 12 xX75 mm. Dosiahne sa tak
koncentracia 12 760 ng/ml. Potom sa uskutoni sériové riedenie pridanim 750 pl
predchadzajtiiceho riedenia k 750 pl tlmivého skuSobného roztoku, aby sa dosiahli konecné
koncentracie 12 760, 6 380, 3 190, 1 595, 798, 399, 199, 100 a 50 ng/ml.

Priprava vzoriek

Zacnite riedenim plazmy do tlmivého skusobného roztoku v pomere 1:300 (napr. zmieSanim
1 pl plazmy s 299 pl tlmivého skiSobného roztoku) alebo v pomere 1:30. Ak sa ocakava
velké mnozstvo VTG, moéZzu byt potrebné dalSie alebo vicsSie riedenia. Usilujte sa
udrziavat’ hodnotu B/B, v rozsahu Standardov. V pripade vzoriek bez znaéného obsahu
VTG, napr. v pripade kontrolnych samcov asamic (ktoré su vSetky nezrel¢), pouzite
riedenie v pomere 1:30. Pri vzorkach s mens$im neZ uvedenym riedenim sa méZu prejavovat’
neziaduce matricové efekty.

NavySe sa odporuca na kazdej mikrotitratnej platnicke testovat’ aj pozitivhu kontrolna
vzorku. Téato vzorka pochadza zo zasoby plazmy, ktord obsahuje vysoké indukované urovne
VTG. Této zasoba sa najskor zriedi v NGS, rozdeli sa na alikvoty a uskladni sa pri teplote —
80 °C. Pre kazdli mikrotitracnu platniCku sa alikvot rozmrazi, d’alej sa zriedi v tlmivom
skuSobnom roztoku a testuje sa podobne ako testovacia vzorka.

Inkubacia s prvou protilatkou

Prvd protilatka sa pripravi zriedenim vopred adsorbovaného séra s prvou protilatkou
v tlmivom sktiSobnom roztoku v pomere 1:2 000 (napr. 8 pl na 16 ml tlmivého skasobného
roztoku). V sklenenej skimavke zmieSajte 300 ul roztoku prvej protilatky s 300 pl
vzorky/Standardu. Podobne sa pripravi skimavka B,, ktora obsahuje 300 pl tlmivého
skuSobného roztoku a 300 pl protilatky. Pripravi sa aj skimavka NSB, ktord obsahuje len
600 pl tlmivého skuSobného roztoku, t. j. Ziadne protilatky. Uzatvorte skimavky a opatrne
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ich zmiesajte pretrepanim. Inkubujte 1 hodinu vo vodnom kupeli s teplotou 37 °C.
Premytie mikrotitracnej platnicky

Bezprostredne pred dokoncenim inkubacie prvej protilaitky vykonajte premytie
mikrotitracnej platnicky. Dosiahnete to pretrepanim obsahu a vysuSenim dotykom savého
papiera. Potom napliite jamky 350 ul premyvacieho roztoku, zlejte ho a platnicku osuste. Pri
tomto postupe je uzitocnd viackanalova opakovacia pipeta alebo premyvac¢ mikrotitracnej
platnicky. Krok premytia sa zopakuje eSte dvakrat, aby sa spolu uskutocnili tri premytia.

Naplnenie mikrotitracnej platnicky

Po premyti mikrotitracnej platnicky vyberte skiimavky z vodného kupela a zlahka ich
pretrepte. Do zdvojenych jamiek na mikrotitraénej platnicke pridajte 200 ul z kazdej
skimavky vzorky, Standardu, B, a NSB. Zakryte mikrotitracnu platnicku pomocou
pril'navej tesniacej folie a nechajte ju inkubovat’ 1 hodinu pri teplote 37 °C.

Inkubacia s druhou protilatkou

Na konci inkubdacie v predchaddzajucom kroku je potrebné mikrotitracnti platnicku znovu
trikrat premyt’, ako bolo opisané vysSie. Zriedena druhd protilatka sa pripravi zmieSanim
2,5 ul druhej protilatky s 50 ml tlmivého sktSobného roztoku. Pridajte 200 ul zriedenej
druhej protilatky do kazdej jamky, uzatvorte podla predchédzajiceho opisu a inkubujte
1 hodinu pri teplote 37 °C.

Pridanie substratu

Po dokonceni inkubécie s druhou protilatkou trikrat premyte mikrotitracnti platnicku podla
predchadzajiceho opisu. Potom do kazdej jamky pridajte 100 pl substratu TMB. Nechajte
reakciu prebiehat’ 10 mintt, podl'a moznosti mimo ostrého svetla. Zastavte reakciu pridanim
100 ul 1 M kyseliny fosfore¢nej. Sposobi to zmenu farby z modrej na intenzivnu ZzItqd.
Pomocou snimaca mikrotitra¢nych platni¢iek zmerajte absorbanciu pri 450 nm.

Vypocet B/Bo

Od vsetkych merani odpocitajte priemernti hodnotu NSB. B/B, pre kazdu vzorku a Standard
sa vypocita ako podiel hodnoty absorbancie (B) a priemernej absorbancie vzorky Bo.

Ziskanie krivky Standardov a urcenie neznamych mnozstiev

Vytvorte krivku Standardov pomocou pocitacového softvéru na tvorbu grafov (napr.
Slidewrite™ alebo Sigma Plot®), ktorym sa extrapoluje mnoZstvo z hodnoty B/B, vzorky na
zaklade hodnoty B/B, Standardov. Toto mnoZstvo sa zvyCajne znazorni v logaritmicke;j
mierke a krivka bude mat’ sigmoidalny tvar. Pri pouZiti tzkeho rozsahu Standardov vSak

572



D060575/02

moze vyzerat linedrna. Vykonajte korekciu mnozstiev vzorky na zéklade faktora riedenia
a uved'te ich v mg VTG/ml plazmy.

Stanovenie minimdalnych detekcnych limitov (MDL)

Najmé pri normalnych samcoch c¢asto nebude zrejmé, akym spdsobom prezentovat’
vysledky pri nizkych hodnotach. V takych pripadoch je potrebné pomocou 95 % hranic
spol’ahlivosti potrebné urcit’, ¢i sa ma hodnota uviest' ako nula alebo ako iné Cislo. Ak sa
vysledok vzorky nachadza v ramci intervalu spolahlivosti nulového Standardu (B,),
Standard, ktory sa stabilne odliSuje od nulového Standardu, ¢o znamend, ze sa tieto dva
intervaly spol'ahlivosti neprekryvaju. Pri kazdom vysledku vzorky, ktory je v rdmci hranice
spolahlivosti minimalnej Grovne detekcie alebo nad nou, sa uvddza vypocitanad hodnota. Ak
vzorka spadd medzi intervaly nulového Standardu a minimalnej urovne detekcie, jedna
polovica minimélnej Grovne detekcie sa ma uvadzat’ ako hodnota tejto vzorky.
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Dodatok 7

STATISTICKA ANALYZA

V ramci skisky LAGDA sa vytvaraju tri druhy adajov, ktoré sa maju Statisticky analyzovat’:
1. kvantitativne spojité udaje; 2. udaje vyjadrujiuce ¢as do udalosti pri tempe vyvoja (¢as do
NF S§tadia 62) a 3. poradové udaje v podobe skore zavaznosti alebo vyvojovych Stadii
z histopatologickych hodnoteni. Odporic¢anad schéma rozhodovania z hl'adiska Statisticke;j
analyzy pre skusku LAGDA sa uvadza na obrazku 1. Dalej si uvedené aj niektoré
poznamky, ktoré moze byt potrebné zohladnit’ pri vykonavani Statistickej analyzy merani
zo skusky LAGDA. Podla schémy rozhodovania z hl'adiska analyzy sa vysledky merani
mortality, rastu (hmotnost a dizka) aindexu pomeru hmotnosti peéene k hmotnosti tela
(LSI) analyzujt na zéklade vetvy ,,Iné sledované parametre*.

Spojité udaje

V pripade udajov pre spojité sledované parametre je potrebné najskdr overit’ ich
monoténnost’ pomocou transformacie udajov podla poradia, dosadenim do modelu
ANOVA aporovnanim linearnych a kvadratickych kontrastov. Ak st tdaje monotdonne,
uskuto¢ni sa Jonckheerov-Terpstrov test trendu na medidnoch replikatov a nepouziju sa
ziadne d’alSie analyzy. Alternativu pre udaje s norméalnym rozdelenim a homogénnymi
rozptylmi predstavuje step-down Williamsov test. Ak idaje nie s monotonne (kvadraticky
kontrast je vyznamny a linedrny kontrast nie je vyznamny), maji sa analyzovat’ pomocou
modelu ANOVA so zmie$anymi u¢inkami. Dalej sa pri tidajoch posudzuje normalita (podl'a
moznosti pomocou Shapirovho-Wilkovho alebo Andersonovho-Darlingovho testu)
a homogenita rozptylu (podla moZnosti pomocou Levenovho testu). Oba testy sa
uskutociiujt na reziduach modelu ANOVA so zmieSanymi UG¢inkami. Namiesto tychto
formalnych testov normality a homogenity rozptylu mozno pouZzit odborny posudok, ale
uprednostiiuji sa formalne testy. Ak maji Udaje normalne rozdelenie s homogénnymi
rozptylmi, st splnené predpoklady analyzy ANOVA so zmieSanymi G¢inkami a vyznamny
ucinok testovanej chemikalie sa stanovi na ziklade Dunnettovho testu. Ak sa zisti
nenormalita alebo heterogenita rozptylu, predpoklady Dunnettovho testu nie st splnené a je
potrebné vykonat normalizacntl transforméciu na stabilizdciu rozptylu. Ak sa takato
transformécia nendjde, vyznamny ucinok testovanej chemikalie sa stanovi na zéklade
Dunnovho testu. Ak je to moZzné, ma sa pouZit' jednostranny test namiesto dvojstranného
testu. Pri stanoveni toho, ktory test je vhodny pre dany sledovany parameter, sa vSak
vyZaduje odborné posudenie.

Mortalita

Udaje o mortalite sa analyzuju za Easové obdobie zahfhiajiice cely test a vyjadruju sa ako
podiel uhynutych jedincov v prislusnej nadrzi. Zubrienky, pri ktorych sa v danom ¢asovom
ramci nedokoncila metamorféza, zubrienky, ktoré st v kohorte podvzorky jedincov
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v larvalnom §tadiu, juvenilné zaby vyradené v ramci selekcie a vSetky zvierata, ktoré uhynu
v dosledku chyby pri pokuse, sa povazuju za cenzurované udaje anie su zahrnuté
v menovateli pri vypocte percentudlnej hodnoty. Pred Statistickymi analyzami sa ma pri
podieloch mortality uskutocnit’ arkussinusova transformacia druhej odmocniny.
Alternativne mozno pouzit step-down Cochranov-Armitageov test, pripadne s Raovou-
Scottovou upravou pri vyskyte nadmerného rozptylu.

Hmotnost a dizka (idaje o raste)

Samce asamice nie si pocas metamorfézy pohlavne dimorfné, preto sa udaje o raste
podvzorky jedincov v larvalnom §tidiu maji analyzovat' nezavisle od pohlavia. Udaje
o raste juvenilnych jedincov sa vSak analyzuju samostatne na zaklade genetického pohlavia.
V pripade tychto sledovanych parametrov méze byt potrebna logaritmickd transformécia,
ked’Ze logaritmicka normalita udajov o velkosti nie je nezvycajna.

Index pomeru hmotnosti pecene k hmotnosti tela (LSI)

Hmotnosti peene sa normalizuju ako podiel celkovej hmotnosti tela (t. j. LSI) a analyzuja
sa oddelene na zaklade genetického pohlavia.

Cas do NF §tadia 62

Udaje o ¢ase do metamorfozy sa spractvaju ako udaje o ase do udalosti, pri¢om tthyny
alebo jedince, ktoré nedosiahli NF §tadium 62 do 70 dni, sa povazuju za cenzurované udaje
po Casovom limite (t. j. skuto¢néd hodnota je vicsia ako 70 dni, ale Stidia sa kon¢i pred tym,
ako zvieratd dosiahnu NF §tadium 62 do 70 dni). Na stanovenie ¢asu ukoncenia testu sa ma
pouzit’ medidn Casu do dokoncenia metamorfézy v NF Stadiu 62 v kontrolach s vodou na
riedenie. Median ¢asu do dokoncenia metamorf6ézy mozno stanovit’ pomocou Kaplanovych-
Meierovych odhadov limitu stéinu. Tento sledovany parameter sa analyzuje pomocou
Coxovho modelu proporcionalnych rizik so zmieSanymi u¢inkami, v ktorom sa zohl'adnuje
Struktara Studie s vyuzitim replikatov.

Udaje tykajiice sa histopatolégie (skére zavaZnosti a vyvojové Stadia)

Udaje tykajice sa histopatologie su v podobe skore zavaznosti alebo vyvojovych §tadii. V
teste s oznacenim RSCABS (Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices) sa vyuZiva step-down
Cochranov-Armitageov test trendu s Raovou-Scottovou tpravou na jednotlivych Grovniach
zévaznosti histopatologickej reakcie (Green akol.,, 2014). Pomocou Raovej-Scottovej
upravy sa do testu zaclenuje koncepcia pokusu s vyuzitim nédob s replikdtmi. V postupe
oznacenom ako ,,by Slices” je zaClenené biologické oCakavanie, ze zavaznost’ u€inku ma
tendenciu zvySovat’ sa so zvySujucimi sa ddvkami alebo koncentraciami, priCcom sa
zachovavaju skore jednotlivych jedincov a preukazuje sa zavaznost' kazdého zistené¢ho
ucinku. Postupom RSCABS sa ur€uje nielen to, ktoré testované skupiny sa Statisticky
odliSuju od kontrol (t. j. st v nich zadvaznejSie patologické javy nez pri kontrolach), ale aj to,
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pri akom skore zavaznosti k danému rozdielu dochadza, ¢im sa ziskava vel'mi potrebny
kontext pre analyzu. V pripade uréovania vyvojového Stadia gonad a reprodukénych trubic
sa ma pri udajoch pouzit dodatond manipulacia vzhl'adom na predpoklad metddy
RSCABS, Ze zavaznost ucinku sa zvySuje s davkou. Pozorovany u¢inok moze predstavovat’
oneskorenie alebo zrychlenie vyvoja. Udaje o ureni vyvojového $tadia sa preto analyzuju

tak, ako su uvadzané, na zistenie zrychlenia vyvoja a potom sa manualne invertuju pred
druhou analyzou s ciel'om zistit’ oneskorenie vyvoja.

Obrazok 1: Schéma rozhodovania z hl'adiska $tatistickej analyzy pre udaje skusky LAGDA

Typ Gdajov
¢ v ¢
. o Cas do Iné sledované| Vyhovuje v teste P
Histopatol > —>
STORItoREE NF Stadia 62 parametre | monoténnosti

RSCABS @

Jonckheerov-
Terpstrov test na
medianoch
replikatov

Model ANOVA so zmiesanymi
aginkami s vyuZitim replikatu v
ramci testovanej skupiny ako
nahodného acinku a testovanej
skupiny ako pevne stanoveného
udinku

P Vyhovuje :
A —» N
s predpokladom
(normalita a

homogenita)

Dunnettov
test
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Dodatok 8

UVAHY TYKAJUCE SA SLEDOVANIA A MINIMALIZOVANIA VYSKYTU SKOLIOZY

Idiopaticka skolioza, ktorej zvyCajnym prejavom pri zubrienkach druhu Xenopus laevis je
ohnuty chvost, moze komplikovat’ pozorovania morfolégie a spravania v testovanych
populéciach. Je potrebné vyvinut' usilie, aby sa minimalizoval alebo eliminoval vyskyt
skoliézy v chovnej populécii aj v testovacich podmienkach. V kone¢nom teste sa odporuca,
aby bola prevalencia miernej azavaznej skolidozy nizSia ako 10 %, ¢&im sa zlepsi
spolahlivost’ testu pri detekcii vyvojovych ucinkov suvisiacich s testovanou chemikaliou
v pripade inak zdravych lariev obojzivelnikov.

Pri dennych pozorovaniach pocas kone¢ného testu sa zaznamenava vyskyt (pocet
jednotlivych pripadov) a zadvaznost’ skolidzy v pripade jej vyskytu. Povahu abnormality je
potrebné opisat’ vzhladom na miesto (napr. pred alebo za kloakou) a smer zakrivenia
(napriklad lateralne alebo dorzoventralne). Zavaznost’ mozno hodnotit’ tymito stupfiami:

(NR) Nepozorovana: zakrivenie nie je pritomné
(1) Minimalna: mierne laterdlne zakrivenie za kloakou, viditeIné len v pokoji

(2) Mierna: lateralne zakrivenie za kloakou, viditeIné neustdle, ktoré vSak nebrani
v pohybe

(3) Zéavazna: lateralne zakrivenie pred kloakou ALEBO akékol'vek zakrivenie, ktoré brani
v pohybe, ALEBO akékol'vek dorzoventralne zakrivenie

Vedeckd poradnd skupina Agentiry Spojenych $titov na ochranu Zivotného prostredia
(FIFRA SAP 2013) preskumala suhrnné udaje o skoliéze v 15 sktSkach metamorfozy
obojzivelnikov v pripade druhu X. /aevis (NF §tadium 51 aZ 60 a viac) a poskytla vSeobecné
odporucania na znizenie prevalencie tejto abnormality v testovacich populéaciach. Tieto
odporucania st relevantné pre test LAGDA, hoci zahfiia dlhsi Casovy ramec vyvoja.

Historicka vykonnost’ pri rozmnoZovani

Ako chovné pary sa maju vo vSeobecnosti pouzivat' kvalitné a zdravé dospelé jedince.
Eliminovanim chovnych parov, ktorych potomstvo malo skoliézu, sa moze v priebehu ¢asu
minimalizovat’ jej vyskyt. Prospesné moéze byt obzvlast minimalizovanie vyuZzivania
chovnych populacii ziskanych vo vol'nej prirode. Obdobie expozicie v skiske LAGDA sa
zacina s embryami v NF §taddiu 8 az 10 ana zaliatku testu nie je mozné urcit, ¢i sa pri
danych jedincoch vyskytne skoli6za. Okrem sledovania vyskytu skolidzy pri zvieratach
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zaradenych do testu je potrebné zdokumentovat’ aj historickii vykonnost’ nasady (vratane
prevalencie skolidzy pri larvach, ktorym sa umozni, aby sa vyvijali). M6ze byt uzitocné
d’alej monitorovat’ ti cast' ndsady, ktora sa v danej Stidii nepouZzije, auviest tieto
pozorovania (FIFRA SAP 2013).

Kvalita vody

Je dolezité zabezpecit primeranu kvalitu vody v laboratornej chovnej populécii aj pocas
testu. Okrem kritérii kvality vody, ktoré sa bezne hodnotia v testoch vodnej toxicity, moze
byt uzitocné monitorovat’ a korigovat' nedostatok Zzivin (napr. nedostatok vitaminu C,
vapnika, fosforu) alebo nadmerné urovne selénu a medi, ktoré sa uvadzaji ako pricina
vzniku rdéznych stupniov skolidozy pri laboratorne chovanych zvieratach rodu Rana
a Xenopus (Marshall a kol. 1980; Leibovitz a kol. 1992; Martinez a kol. 1992; ako uvadza
FIFRA SAP 2013). Pouzitim vhodného rezimu kfmenia (pozri dodatok 4) a pravidelnym
Cistenim nddrzi sa vo vSeobecnosti zlepsi kvalita vody a zdravie jedincov, ktoré predstavuju
testovacie vzorky.

Potrava

V dodatku 4 su podrobne opisané¢ konkrétne odporucania pre rezim kfmenia, ktory sa
osvedcil v skaSke LAGDA. Odportca sa, aby sa overovalo, ¢i zdroje krmiva neobsahuju
biologické toxiny, herbicidy a iné pesticidy, o ktorych je zname, ze spdsobuju skolidzu pri
druhu X. /aevis alebo pri inych vodnych Zivocichoch (Schlenk a Jenkins 2013). Napriklad,
expozicia uritym inhibitorom butyrylcholinesterdzy sa spdja so skoliézou pri rybach
(Schultz a kol. 1985) a pri zabach (Bacchetta a kol. 2008).
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