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Priloga — Del 2/2

B.71 PRESKUSI IN VITRO ZA PREOBCUTLJIVOST KOZE, S KATERIMI SE
OBRAVNAVA KLJUCNI DOGODEK AKTIVACIJE DENDRITSKIH CELIC PRI
POTEKU NEZELENEGA 1ZIDA (AOP) ZA PREOBCUTLJIVOST KOZE

SPLOSNI UVOD

Preskusna metoda za kljucni dogodek aktivacije dendritskih celic

1.

Povzroditelj preobcutljivosti koze je snov, ki povzroci alergijski odziv po stiku s kozo, kot
je opredeljeno v globalno usklajenem sistemu Zdruzenih narodov za razvr$€anje in
oznacevanje kemikalij (GHS ZN) (1) ter Uredbi (ES) st. 1272/2008 o razvr§canju,
oznacevanju in pakiranju snovi ter zmesi (uredba CLP)'. Obstaja splosno soglasje glede
kljuénih bioloskih dogodkov, ki so osnova za preobcutljivost koZe. Sedanje znanje o
kemijskih in bioloSkih mehanizmih, povezanih s preobcutljivostjo koZe, je bilo v okviru
programa AOP OECD (2) povzeto kot potek neZelenega izida (Adverse Outcome Pathway
— AOP) od zacetnega dogodka na molekulski ravni prek vmesnih dogodkov do skodljivega
uCinka, tj. alergijskega kontaktnega dermatitisa. V tem primeru je zacetni dogodek na
molekulski ravni (tj. prvi kljuéni dogodek) kovalentna vezava elektrofilnih snovi na
nukleofilne centre v beljakovinah koze. Drugi kljuéni dogodek v tem poteku nezelenega
izida se odvija v keratinocitih ter vklju¢uje vnetni odziv in spremembe v izraZanju genov,
povezanem s posebnimi potmi celi¢nega signaliziranja, kot so poti, odvisne od odzivnega
elementa za antioksidante/elektrofile (ARE). Tretji kljuéni dogodek je aktivacija
dendritskih celic (DC), ki se obi¢ajno ocenjuje z izrazanjem posebnih celi¢nih povrSinskih
oznalevalcev, tj. kemokinov in citokinov. Cetrti kljuéni dogodek je aktivacija in
proliferacija celic T, kar se posredno ocenjuje pri lokalni analizi bezgavk pri misih
(LLNA) (3).

Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskusanje (TG) 442E (2017). V
njej so opisani preskusi in vitro, s katerimi se obravnavajo mehanizmi, opisani v okviru
kljuénega dogodka aktivacije dendritskih celic pri poteku nezelenega izida za
preobcutljivost koze (2). Preskusna metoda vkljucuje preskuse, ki jih je treba uporabiti v

! Uredba (ES) §t. 1272/2008 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 16. decembra 2008 o razvr§fanju, oznalevanju in
pakiranju snovi ter zmesi, o spremembi in razveljavitvi direktiv 67/548/EGS in 1999/45/ES ter spremembi Uredbe
(ES) §t. 1907/2006 (UL L 353, 13.12.2008, str. 1).
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podporo razlikovanju med povzrocitelji preobcutljivosti koze in snovmi, ki niso
povzrocitelji preobcéutljivosti koze, v skladu z GHS ZN in uredbo CLP.

Preskusi, opisani v tej preskusni metodi, so:

- preskus aktivacije humane celi¢ne linije (h-CLAT);
- preskus aktivacije celi¢ne linije U937 (U-SENS™);
- preskus porocevalskega gena za interlevkin-8 (preskus IL-8 Luc).

3. Preskusi, vklju€eni v to preskusno metodo, in ustrezne smernice OECD za preskuSanje se
lahko razlikujejo glede postopka, uporabljenega za pridobitev podatkov in meritev, vendar
se lahko enakovredno uporabljajo za obravnavanje zahtev drzav za rezultate preskusov v
zvezi s kljuénim dogodkom aktivacije dendritskih celic pri poteku neZelenega izida za
preobcutljivost koze, hkrati pa se izkoristi medsebojno priznavanje podatkov OECD.

Osnova in nacela preskusov, vkljucenih v preskusno metodo, ki temelji na klju¢nem dogodku

4. Ocena preobcutljivosti koze se je obiajno izvajala z uporabo laboratorijskih zivali. Pri
klasi¢ni metodi, pri kateri se uporabljajo morski prasicki, tj. Magnusson-Kligmanovem
maksimizacijskem preskusu na morskih praSickih (preskus GPMT) in Buchlerjevem
preskusu (PM B.6 (4)), se ocenjuje preobcutljivost koze v fazah indukcije in elicitacije.
Lokalna analiza bezgavk pri misih, LLNA (PM B.42) (3) in njeni dve neradioaktivni
prilagoditvi, tj. LLNA: DA (PM B.50 (5)) in LLNA: BrdU-ELISA (PM B.51 (6)), vse
ocenjujejo le indukcijski odziv in so bile prav tako sprejete, saj je njihova prednost v
primerjavi s preskusi na morskih prasi¢kih v tem, da upoStevajo dobrobit zivali in
zagotavljajo objektivne meritve v fazi indukcije preobcutljivosti koze.

5. Nedavno sta bili za prispevek k ocenjevanju nevarnosti kemikalij za preobcutljivost koze
sprejeti preskusni metodi in chemico in in vitro, ki temeljita na mehanisti¢nih merilih ter s
katerima se obravnavata prvi kljuéni dogodek (PM B.59; neposredni preskus reaktivnosti
peptidov (7)) in drugi kljuéni dogodek (PM B.60; luciferazna preskusna metoda z ARE-
Nrf2 (8)).

6. S preskusi, opisanimi v tej preskusni metodi, se kvantificirajo bodisi spremembe v
izraZanju celi¢nih povrSinskih oznacevalcev, povezanih s procesom aktivacije monocitov
in dendritskih celic po izpostavljenosti povzroditeljem preobcutljivosti (npr. CD54, CD86),
bodisi spremembe v izrazanju 1L-8, tj. citokina, povezanega z aktivacijo dendritskih celic.
Porocalo se je, da povzrocitelji preobcutljivosti koze sprozijo izrazanje celiCnih
membranskih oznacevalcev, kot so CD40, CD54, CD80, CD83 in CD86, ter nastanck
provnetnih citokinov, kot sta IL-1p in TNF-a, ter ve¢ kemokinov, vkljuéno z IL-8
(CXCL8) in CCL3 (9) (10) (11) (12), povezanih z aktivacijo dendritskih celic (2).
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7. Ker pa je aktivacija dendritskih celic le en kljuéni dogodek pri poteku nezelenega izida za
preobcutljivost koze (2) (13), informacije, pridobljene samo s preskusi, s katerimi se
merijo oznacevalci aktivacije dendritskih celic, morda ne bodo zadostovale za ugotovitev
obstoja ali neobstoja potenciala kemikalij za povzrocCanje preobcutljivosti koze. Zato se
predlaga, naj se podatki, pridobljeni s preskusi, opisanimi v tej preskusni metodi, uporabijo
v podporo razlikovanju med povzrocitelji preobcutljivosti koze (tj. kategorija 1 po GHS
ZN/uredbi CLP) in snovmi, ki niso povzrocitelji preobcutljivosti koZe, kadar se uporabijo
v okviru celostnih pristopov k testiranju in ocenjevanju (Integrated Approaches to Testing
and Assessment (IATA)), skupaj z drugimi ustreznimi dopolnilnimi informacijami, ki
1zhajajo na primer iz poskusov in vitro, s katerimi se obravnavajo drugi klju¢ni dogodki pri
poteku neZelenega izida preobcutljivosti koZe, in nepreskusnih metod, vkljuéno z
navzkriznim branjem pri podobnih kemijskih snoveh (13). Primeri uporabe podatkov,
pridobljenih s temi preskusi v okviru opredeljenih pristopov, tj. standardiziranih pristopov
v zvezi s sklopom uporabljenih virov informacij in v zvezi s postopkom, uporabljenim za
podatke za pridobitev napovedi, so bili objavljeni (13) ter se lahko uporabijo kot koristni
elementi v okviru IATA.

8. Preskusov, opisanith v tej preskusni metodi, ni mogoce uporabiti samostojno niti za
razvrstitev povzroCiteljev preobcutljivosti koze v podkategoriji 1A in 1B, kot sta
opredeljeni v GHS ZN/uredbi CLP, za organe, ki uporabljajo ti neobvezni podkategoriji,
niti za napoved stopnje povzro€anja preobcutljivosti v okviru odlo¢anja o oceni varnosti.
Vendar pa je, odvisno od regulativnega okvira, pozitivne rezultate, pridobljene s temi
metodami, kot take mogoce uporabiti za razvrstitev kemikalije v kategorijo 1 po GHS
ZN/uredbi CLP.

9. Pojem ,preskusna kemikalija‘ se pri tej preskusni metodi nanasa na to, kar se preskusal, in
ni povezan z uporabnostjo preskusov za preskuSanje snovi iz ene sestavine, snovi z vec
sestavinami in/ali zmesi. Za zdaj so na voljo omejene informacije o uporabnosti preskusov
za snovi z ve¢ sestavinami/zmesi (14) (15). Ne glede na to so preskusi tehni¢no ustrezni za
preskusanje snovi z veC sestavinami in zmesi. Preden se ta preskusna metoda uporabi na
zmesi, da bi se pridobili podatki za predvideni regulativni namen, pa je treba preuditi, ali in
zakaj lahko zagotovi ustrezne rezultate za navedeni namen?. Kadar obstaja regulativna

! Junija 2013 je bil na skupnem zasedanju OECD sprejet dogovor, da bi bilo treba v novih in posodobljenih

smernicah OECD za preskusanje pojem ,preskusna kemikalija‘, ki opisuje, kaj se preskuSa, uporabljati
dosledneje, kjer je to mogoce.

2 Ta stavek je bil predlagan in sprejet aprila 2014 na sestanku delovne skupine nacionalnih koordinatorjev za
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zahteva za preskuSanje zmesi, taki preudarki niso potrebni. Poleg tega je treba pri
preskuSanju snovi z ve¢ sestavinami ali zmesi upoStevati morebitno interferenco
citotoksi¢nih sestavin z opazenimi odzivi.

smernice za preskusanje.
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Dodatek 1

PREOBCUTLJIVOST KOZE IN VITRO: PRESKUS AKTIVACIJE HUMANE CELICNE
LINLJE (H-CLAT)

ZACETNI PREUDARKI IN OMEJITVE

1.

S preskusom h-CLAT se kvantificirajo spremembe v izrazanju celiénih povrSinskih
oznacevalcev, povezanih s procesom aktivacije monocitov in dendritskih celic (DC) (t;.
CD86 in CD54), v celi¢ni liniji humane monocitne levkemije THP-1 po izpostavljenosti
povzrociteljem preobCutljivosti (1) (2). Izmerjene ravni izrazanja celicnih povrSinskih
oznacevalcev CD86 in CD54 se nato uporabijo za podporo razlikovanju med povzrocitelji
preobcutljivosti koZe in snovmi, ki niso povzrocitelji preobcutljivosti koze.

Preskus h-CLAT je bil ocenjen v validacijski $tudiji pod vodstvom Referennega
laboratorija Evropske unije za alternative testiranju na zivalih (EURL ECVAM) in z
naknadnim neodvisnim medsebojnim strokovnim pregledom, ki ga je 1zvedel Znanstveni
svetovalni odbor (ESAC) EURL ECVAM. Ob upostevanju vseh razpolozljivih dokazov ter
prispevkov regulatorjev in deleznikov je EURL ECVAM (3) uporabo preskusa h-CLAT
priporocil v okviru IATA za podporo razlikovanju med povzrocitelji preobcutljivosti koze
in snovmi, ki niso povzrocitelji preobcutljivosti koZe, zaradi razvrstitve glede na nevarnost
in oznaCevanje. Primeri uporabe podatkov preskusa h-CLAT v povezavi z drugimi
informacijami so navedeni v virih (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11).

Izkazalo se je, da se lahko preskus h-CLAT prenese v laboratorije, ki imajo izkusnje s
tehnikami gojenja celi¢nih kultur in analizo s pretocno citometrijo. Stopnja ponovljivosti
napovedi, ki jo je mogocde pri¢akovati pri preskusu, je v enem in ve¢ laboratorijith 80-
odstotna (3) (12). Rezultati, pridobljeni z validacijsko §tudijo (13) in drugimi objavljenimi
Studijami (14), na splos$no kazejo, da je v primerjavi z rezultati LLNA toc¢nost pri
razlikovanju med povzrocitelji preobcutljivosti koze (tj. kategorija 1 po GHS ZN/uredbi
CLP) in snovmi, ki niso povzrocitelji preobCutljivosti, 85-odstotna (N = 142), pri Cemer je
obcutljivost 93-odstotna (94/101), specifi¢nost pa 66-odstotna (27/41) (na podlagi ponovne
analize, ki jo je izvedel EURL ECVAM (12), ob upostevanju vseh obstojecih podatkov in
brez upostevanja negativnih rezultatov za kemikalije z vrednostjo log Kow, vecjo od 3,5,
kot je opisano v odstavku 4). Lazno negativne napovedi pri preskusu h-CLAT se bodo bolj
verjetno nanaSale na kemikalije z nizko do zmerno stopnjo povzrocanja preobcutljivosti
koze (tj. podkategorija 1B po GHS ZN/uredbi CLP) kot na kemikalije z visoko stopnjo
povzrocanja preobcutljivosti koze (tj. podkategorija 1A po GHS ZN/uredbi CLP) (4) (13)
(15). Vse te informacije skupaj kazejo, da metoda h-CLAT uporabno prispeva k opredelitvi
nevarnosti za povzrofanje preobcutljivosti koze. Vendar so tukaj navedene vrednosti
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toCnosti za preskus h-CLAT kot samostojni preskus zgolj okvirne, saj ga je treba
obravnavati skupaj z drugimi viri informacij v okviru TIATA ter v skladu z dolo¢bami
odstavkov 7 in 8 iz Splo$nega uvoda. Poleg tega je treba pri ocenjevanju metod za
preobcutljivost koze, ki se ne izvajajo na Zivalih, upoStevati, da preskus LLNA in druga
testiranja na Zivalih ne odrazajo v celoti razmer pri ¢loveku.

. Na podlagi trenutno razpolozljivih podatkov se je pokazalo, da se metoda h-CLAT lahko
uporablja za preskusne kemikalije, ki zajemajo razliéne organske funkcionalne skupine,
mehanizme reakcije, stopnjo povzrocanja preobcutljivosti koze (kot je dolocCena v Studijah
in vivo) ter fizikalno-kemijske lastnosti (3) (14) (15). Metoda h-CLAT se uporablja za
preskusne kemikalije, ki so topne ali tvorijo stabilno disperzijo (tj. koloid ali suspenzija, v
kateri se preskusna kemikalija ne usede ali lo¢i od topila/vehikla v razli¢ne faze) v
ustreznem topilu/vehiklu (glej odstavek 14). Preskusne kemikalije z vrednostjo Log Kow,
vec¢jo od 3,5, obicajno dajo lazno negativne rezultate (14). Zato se negativni rezultati,
pridobljeni s preskusnimi kemikalijami z vrednostjo Log Kow, ve¢jo od 3,5, ne bi smeli
upostevati. Pozitivni rezultati, pridobljeni s preskusnimi kemikalijami z vrednostjo Log
Kow, vecjo od 3,5, pa bi se S¢ vedno lahko uporabili za podporo opredelitvi preskusne
kemikalije kot povzrocitelja preobcutljivosti koze. Poleg tega se lahko zaradi omejene
presnovne zmogljivosti uporabljene celiéne linije (16) ter poskusnih pogojev pri
prohaptenih (tj. snoveh, ki potrebujejo encimsko aktivacijo, na primer z encimi P450) in
prehaptenih (tj. snoveh, aktiviranih z oksidacijo), zlasti pri tistih s po¢asno oksidacijo, prav
tako pojavijo negativni rezultati v preskusu h-CLAT (15). Fluorescentne preskusne
kemikalije se lahko ocenjujejo s preskusom h-CLAT (17), vendar bodo mocne
fluorescentne preskusne kemikalije, ki svetlobo oddajajo na isti valovni dolZini kot
fluorescein izotiocianat (FITC) ali propidijev jodid (PI), vplivale na zaznavanje s preto¢no
citometrijo, zato jih z uporabo protiteles, konjugiranih s FITC, ali PI ni mogoce pravilno
oceniti. V takem primeru se lahko uporabijo druga s fluorokromom oznaéena protitelesa
oziroma drugi oznaCevalci citotoksi¢nosti, ¢e je mogoce dokazati, da dajejo podobne
rezultate kot s FITC oznacena protitelesa (glej odstavek 24) ali PI (glej odstavek 18), npr. s
preskusanjem snovi za preverjanje usposobljenosti iz Dodatka 1.2.Glede na navedeno je
treba negativne rezultate razlagati v okviru navedenih omejitev in skupaj z drugimi viri
informaci) v okviru TATA. Kadar obstajajo dokazi, da metode h-CLAT ni mogoce
uporabiti za druge specifiCne kategorije preskusnih kemikalij, se ta metoda zanje ne bi
smela uporabiti.

. Kot je navedeno zgoraj, metoda h-CLAT podpira razlikovanje med povzroditelji
preobcutljivosti koZe in snovmi, ki niso povzro€itelji preobcutljivosti koZe. Kadar se
uporablja v celostnih pristopih, kot je TIATA, pa lahko prispeva tudi k oceni stopnje
povzro€anja preobcutljivosti koZe (4) (5) (9). Vendar je potrebno nadaljnje delo, ki po
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moznosti temelji na podatkih za ljudi, da se dolo¢i, kako bi lahko rezultati preskusa h-
CLAT prispevali k oceni stopnje povzro¢anja preobcutljivosti.

6. Opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 1.1.
NACELO PRESKUSA
7. Metoda h-CLAT je preskus in vitro, s katerim se kvantificirajo spremembe v izrazanju

celi¢nih povrSinskih oznaevalcev (tj. CD86 in CD54) na celi¢ni liniji humane monocitne
levkemije, tj. celicah THP-1, po 24-urni izpostavljenosti preskusni kemikaliji. Te
povrsinske molekule so tipi¢ni oznacevalci aktivacije monocitnih celic THP-1 in lahko
posnemajo aktivacijo dendritskih celic, ki ima klju¢no vlogo pri oznacevanju celic T.
Spremembe v izrazanju povrSinskih oznacevalcev se merijo s pretoéno citometrijo po
obarvanju celic s protitelesi, oznacenimi s fluorokromom. Soc€asno se izvede tudi meritev
citotoksi¢nosti, da se oceni, ali se pri subcitotoksi¢nih koncentracijah pojavi povecano
izrazanje povrSinskih oznacevalcev. IzraCuna se relativna intenziteta fluorescence
povrsinskih oznacevalcev v primerjavi s kontrolo s topilom/vehiklom in uporabi v
napovednem modelu (glej odstavek 26) za podporo razlikovanju med povzroditelji
preobcutljivosti in snovmi, ki niso povzrocitelji preobcutljivosti.

DOKAZOVANJE USPOSOBLJENOSTI

8.

Pred redno uporabo preskusa, opisanega v tem dodatku k preskusni metodi B.71, morajo
laboratoriji dokazati tehni¢no usposobljenost, tako da uporabijo 10 snovi za preverjanje
usposobljenosti, navedenih v Dodatku 1.2. Poleg tega morajo uporabniki preskusov
vzdrzevati zbirko preteklih podatkov, pridobljenih s preverjanji reaktivnosti (glej
odstavek 11) ter pozitivnimi kontrolami in kontrolami s topilom/vehiklom (glej odstavke
od 20 do 22), ter te podatke uporabiti za potrditev, da se v njihovem laboratoriju vzdrZuje
obnovljivost preskusa skozi ¢as.

POSTOPEK

9.

Ta preskus temelji na protokolu §t. 158 storitve za podatkovne zbirke o alternativnih
metodah namesto poskusov na zivalih (DataBase service on ALternative Methods to
animal experimentation (DB-ALM)) za preskus h-CLAT (18), tj. protokolu, ki se uporablja
v validacijski §tudiji, ki jo usklajuyje EURL ECVAM. Priporocljivo je, da se ta protokol
uporablja pri izvajanju in uporabi metode h-CLAT v laboratoriju. V nadaljevanju so
opisani glavni elementi in postopki za metodo h-CLAT, ki vkljucuje dva koraka: poskus za
ugotavljanje odmerka in meritev izrazanja CD86/CD54.
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Priprava celic

10.

11.

12.

Za izvedbo metode h-CLAT je treba uporabiti celi¢no linijo humane monocitne levkemije,
THP-1. Priporocljivo je, da se celice (TIB-202™) pridobijo iz celi¢ne banke z dobrimi
kvalifikacijami, kot je American Type Culture Collection.

Celice THP-1 se gojijo pri 37 °C v navlazeni atmosferi s 5 % COz v gojis¢u RPMI-1640,
dopolnjenem z 10 % fetusnega seruma goveda (FBS), 0,05 mM 2-merkaptoetanola,
100 enotami/ml penicilina in 100 pg/ml streptomicina. Uporabi penicilina in streptomicina
v gojiscu se je mogoce izogniti. Vendar morajo v takem primeru uporabniki preveriti, da
odsotnost antibiotikov v gojiScu ne vpliva na rezultate, na primer s preskusSanjem snovi za
preverjanje usposobljenosti, navedenih v Dodatku 1.2. Vsekakor je treba za zmanjSanje
tveganja kontaminacije upoStevati dobre prakse na podrocju gojenja celicnih kultur ne
glede na prisotnost ali odsotnost antibiotikov v goji§cu za celi¢ne kulture. Celice THP-1 se
rutinsko nasadijo na 2 do 3 dni z gostoto od 0,1 do 0,2 x 10° celic/ml. Vzdrzevati jih je
treba pri gostoti od 0,1 do 1,0 x 10° celic/ml. Preden se celice uporabijo za preskus, jih je
treba kvalificirati s preverjanjem reaktivnosti. Reaktivnost celic je treba preveriti z uporabo
pozitivnih kontrol, tj. 2,4-dinitroklorobenzena (DNCB) (5t. CAS 97-00-7, z > 99-odstotno
¢istostjo) in nikljevega sulfata (NiSO4) (5t. CAS 10101-97-0, z > 99-odstotno Cistostjo), in
negativne kontrole, tj. mle¢ne kisline (LA) (St. CAS 50-21-5, z > 85-odstotno ¢istostjo),
dva tedna po odtajanju. DNCB in NiSO4 morata povzroditi pozitiven odziv obeh celi¢nih
povrsinskih oznacdevalcev CD86 in CD54, LA pa mora povzro€iti negativen odziv obeh
celi¢nih povrsinskih oznacevalcev CD86 in CD54. Za poskus se uporabijo samo celice, ki
so uspesno prestale preverjanje reaktivnosti. Celice se lahko namnozujejo do dva meseca
po odtajanju. Stevilo pasaz ne bi smelo presegati 30. Preverjanje reaktivnosti je treba
1zvestl v skladu s postopki, opisanimi v odstavkih od 20 do 24.

Za preskusanje se celice THP-1 nasadijo z gostoto bodisi 0,1 x 10° celic/ml bodisi
0,2 x 10° celic/ml in predhodno 72 ur oziroma 48 ur gojijo v steklenickah za gojenje
celi¢nih kultur. Pomembno je, da je gostota celic v steklenicki za gojenje celi¢nih kultur
takoj po obdobju predhodnega gojenja v vsakem poskusu ¢im bolj konsistentna (z uporabo
enega od dveh zgoraj opisanih pogojev predhodnega gojenja), ker bi lahko gostota celic v
steklenicki za gojenje celi¢nih kultur takoj po predhodnem gojenju vplivala na izrazanje
CD86/CD54, ki ga povzroCijo alergeni (19). Na dan preskusa se celice, odvzete iz
steklenicke za gojenje celi¢nih kultur, ponovno suspendirajo v sveZzem gojis€u z gostoto
2 x 10° celic/ml. Nato se celice nanesejo na 24-jami¢no plo$¢o z ravnim dnom po 500 ul
(1 x 10° celic/jamico) ali 96-jami¢no plos¢o z ravnim dnom po 80 ul (1,6 x 10°
celic/jamico).

Poskus za ugotavljanje odmerka
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13. Poskus za ugotavljanje odmerka se izvede za dolo¢itev CV75, ki je koncentracija
preskusne kemikalije, pri kateri je viabilnost celic (CV) 75-odstotna v primerjavi s
kontrolo s topilom/vehiklom. Vrednost CV75 se uporabi za doloitev koncentracije
preskusnih kemikalij za meritev izrazanja CD86/CDS54 (glej odstavke od 20 do 24).

Priprava preskusnih kemikalij in kontrolnih snovi

14. Preskusne kemikalije in kontrolne snovi se pripravijo na dan preskusa. Za metodo h-CLAT
se preskusne kemikalije raztopijo ali stabilno dispergirajo (glej tudi odstavek 4) v
fizioloski raztopini ali gojiS¢u kot prvih moZnostih topila/vehikla ali dimetil sulfoksidu
(DMSO, z >99-odstotno ¢istostjo) kot drugi moznosti topila/vehikla, ¢e preskusna
kemikalija ni topna ali ne tvori stabilne disperzije v prej$njih dveh topilih/vehiklih, do
kon¢nih koncentracij 100 mg/ml (v fizioloski raztopini ali gojisc¢u) ali 500 mg/ml (v
DMSO). Poleg zgoraj opisanih topil/vehiklov se lahko uporabijo tudi drugi, ¢e je
zagotovljena zadostna znanstvena utemeljitev. Upostevati je treba stabilnost preskusne
kemikalije v kon¢nem topilu/vehiklu.

15. Zacensi s 100 mg/1 (v fizioloski raztopini ali gojiscu) ali 500 mg/ml (v DMSO) osnovnimi
raztopinami preskusnih kemikalij je treba izvesti naslednje korake za redcenje:

- za fiziolosko raztopino ali gojis¢e kot topilo/vehikel: pripravi se osem osnovnih raztopin
(osem koncentracij) z zaporednimi dvakratnimi redéenji z uporabo ustreznega
topila/vehikla. Te osnovne raztopine se nato nadalje 50-kratno razredéijo v gojisée
(delovne raztopine). Ce najvi§ja konéna koncentracija na ploéi, ki znaga 1 000 pg/ml, ni
toksi¢na, je treba najvecjo koncentracijo znova dolociti, tako da se izvede nov preskus
citotoksi¢nosti. Kon¢na koncentracija na plo$¢i ne bi smela presegati 5 000 pg/ml za
preskusne kemikalije, raztopljene ali stabilno dispergirane v fizioloSki raztopini ali
gojiscu;

- za DMSO kot topilo/vehikel: pripravi se osem osnovnih raztopin (osem koncentracij) z
zaporednimi dvakratnimi redCenji z uporabo ustreznega topila/vehikla. Te osnovne
raztopine se nato nadalje 250-kratno razred¢ijo v gojis€e (delovne raztopine). Koncna
koncentracija na ploS¢i ne bi smela presegati 1 000 pg/ml, tudi ¢e ta koncentracija ni
toksi¢na.

Delovne raztopine se nazadnje uporabijo za izpostavljenost, tako da se koli¢ini suspenzije
celic THP-1 na plos¢i doda enaka koli¢ina delovne raztopine (glej tudi odstavek 17), da se
doseZe nadaljnja dvakratna razred¢ina (obicajno je kon¢ni razpon koncentracij na plos¢i od
7,81 do 1 000 pg/ml).

16. Kontrola s topilom/vehiklom, uporabljena pri metodi h-CLAT, je gojis§ce (za preskusne
kemikalije, raztopljene ali stabilno dispergirane (glej odstavek 4) v gojis¢u ali fizioloski
raztopini) ali DMSO (za preskusne kemikalije, raztopljene ali stabilno dispergirane v
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DMSO), ki se preskusi pri enotni kon¢ni koncentraciji na plos¢i v visini 0,2 %. Za kontrolo
se uporabi enako red¢enje, kot je opisano za delovne raztopine v odstavku 15.

Nanos preskusnih kemikalij in kontrolnih snovi
17. Gojis¢e ali delovne raztopine, opisani v odstavkih 15 in 16, se zme$ajo v razmerju 1 : 1
(v/v) s suspenzijami celic, pripravljenimi na 24- ali 96-jamicni plos¢i z ravnim dnom (glej
odstavek 12). Obdelane plosce se nato inkubirajo 24 £ 0,5 ure pri 37 °C v prisotnosti 5 %
COy. Paziti je treba, da hlapne preskusne kemikalije ne izhlapijo in da ne pride do
navzkrizne kontaminacije med jamicami s preskusnimi kemikalijami, npr. z zatesnitvijo
plosce pred inkubacijo s preskusnimi kemikalijami (20).

Barvanje s propidijevim jodidom (PI)

18. Po 24 £+ 0,5-urni izpostavljenosti se celice prenesejo v epruvete za vzorce in zberejo s
centrifugiranjem. Supernatanti se zavrzejo, preostale celice pa znova suspendirajo z 200 pl
(v primeru 96 jamic) ali 600 pl (v primeru 24 jamic) fosfatnega pufra s soljo, ki vsebuje
0,1 % govejega serumskega albumina (pufer za barvanje). 200 pl suspenzije celic se
prenese na 96-jami¢no ploS¢o z ukrivljenim dnom (v primeru 96 jamic) ali v
mikroepruveto (v primeru 24 jamic) ter dvakrat spere z 200 pul (v primeru 96 jamic) ali
600 pul (v primeru 24 jamic) pufra za barvanje. Nazadnje se celice znova suspendirajo v
pufru za barvanje (npr. 400 pul), nato se doda raztopina PI (npr. 20 pl) (na primer kon¢na
koncentracija PI je 0,625 pg/ml). Uporabijo se lahko tudi drugi oznacevalci citotoksi¢nosti,
kot so 7-aminoactinomicin D (7-AAD), tripan modro ali drugi, ¢e je mogoce dokazati, da
alternativna barvila zagotavljajo podobne rezultate kot PI, na primer s preskusanjem snovi
za preverjanje usposobljenosti, navedenih v Dodatku 1.2.

Merjenje citotoksicnosti s pretocno citometrijo in ocena vrednosti CV75
19. Vnos PI se analizira s preto¢no citometrijo z merilnim kanalom FL-3. Pridobi se skupaj
10 000 zivih celic (negativni PI). Viabilnost celic se lahko izraCuna z naslednjo enacbo v
citometrijskem analiznem programu. Kadar je viabilnost celic majhna, je treba pridobiti do
30 000 celic, vkljuéno z mrtvimi celicami. Alternativno se lahko podatki zajemajo eno
minuto po zacetku analize.

Number of living cells

x 100

Cell vlablllty = Total Number of aquired cells

Vrednost CV75 (glej odstavek 13), tj. koncentracija, pri kateri se pokaze 75-odstotno
prezivetje celic THP-1 (25-odstotna citotoksi¢nost), se izra¢una z log-linearno interpolacijo
z naslednjo enacbo:

(75—c)xLog(b)—(75—a)xLog(d)
a—c

Log CV75 =
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pri ¢emer je:
a najnizja vrednost viabilnosti celic nad 75 %,
¢ najvi§ja vrednost viabilnosti celic pod 75 %,

b in d sta koncentraciji, pri katerih se pokaze vrednost viabilnosti celic a oziroma c.

100

>

0 | 1 A 4 ;
b d

1 10 100 1000
Preskusni odmerek (ug/mL)

p

Viabilnost celic (%)

Za pridobitev CV75 se lahko uporabijo tudi drugi pristopi, ¢e se dokaze, da to ne vpliva na
rezultate (npr. s preskuSanjem snovi za preverjanje usposobljenosti).

Meritev izraZanja CD86/CD54

Priprava preskusnih kemikalij in kontrolnih snovi
20. Uporabi se ustrezno topilo/vehikel (fizioloska raztopina, gojis¢e ali DMSO; glej
odstavek 14), da se preskusne kemikalije raztopijo ali stabilno dispergirajo. Preskusne
kemikalije se najprej razred¢ijo do koncentracije, ki ustreza 100-kratniku (za fizioloSko
raztopino ali gojisce) ali 500-kratniku (za DMSO) 1,2 x CV75, doloceni v poskusu za
ugotavljanje odmerka (glej odstavek 19). Ce CV75 ni mogo&e doloéiti (tj. &e v poskusu za
ugotavljanje odmerka ni ugotovljena zadostna citotoksi¢nost), je treba kot zacetno
koncentracijo uporabiti najvi§jo raztopljeno ali stabilno dispergirano koncentracijo
preskusne kemikalije, pripravljeno z vsakim topilom/vehiklom. Opozoriti je treba, da
konéna koncentracija na plos¢i ne bi smela presegati 5 000 pg/ml (v primeru fizioloske
raztopine ali gojis¢a) ali 1 000 pg/ml (v primeru DMSO). Nato se izvedejo zaporedna 1,2-
kratna red¢enja z uporabo ustreznega topila/vehikla, da se pridobijo osnovne raztopine
(osem koncentracij od 100 x 1,2 x CV75 do 100 x 0,335 x CV75 (za fiziolosko raztopino
ali gojisce) ali od 500 x 1,2 x CV75 do 500 x 0,335 x CV75 (za DMSO)), ki se preskusijo
v metodi h-CLAT (za primer nacrta odmerjanja glej protokol DB-ALM st. 158). Osnovne
raztopine se nato nadalje 50-kratno (za fiziolosko raztopino ali gojisce) ali 250-kratno (za
DMSO) razredCijo v gojis€e (delovne raztopine). Te delovne raztopine se nazadnje
uporabijo za izpostavljenost z nadaljnjim kon¢nim dvakratnim faktorjem redcenja na
ploséi. Ce rezultati ne izpolnjujejo meril za sprejemljivost, opisanih v odstavkih 29 in 30 v
zvezl 7 viabilnostjo celic, se lahko poskus za ugotavijanje odmerka ponovi, da se doloci
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natan¢nejSa vrednost CV75. Upostevati je treba, da se lahko za meritev izrazanja
CD86/CD54 uporabijo samo 24-jami¢ne plosce.

21. Kontrola s topilom/vehiklom se pripravi, kot je opisano v odstavku 16. Pozitivna kontrola,
uporabljena pri metodi h-CLAT, je DNCB (glej odstavek 11), za katerega se osnovne
raztopine pripravijo v DMSO in razred¢ijo, kot je opisano za osnovne raztopine v
odstavku 20. DNCB je treba kot pozitivno kontrolo za meritev izrazanja CD86/CD54
uporabiti pri enotni kon¢ni koncentraciji na plosci (obicajno 4,0 pg/ml). Za pridobitev
koncentracije DNCB na plos¢i, ki znasa 4,0 pg/ml, se pripravi 2 mg/ml osnovna raztopina
DNCB v DMSO in nadalje 250-krat razred¢i z gojis¢em v 8 pg/ml delovno raztopino.
Alternativno se lahko kot koncentracija pozitivne kontrole uporabi tudi CV75 DNCB, ki se
dolo¢i v vsakem preskuSevalnem laboratoriju. Uporabijo se lahko tudi druge primerne
pozitivne kontrole, ¢e so na voljo podatki iz preteklih preskusov za izpeljavo primerljivih
meril za sprejemljivost ponovitev. Pri pozitivnih kontrolah enotna kon¢na koncentracija na
plos¢i ne bi smela presegati 5 000 pg/ml (v primeru fizioloSke raztopine ali gojisca) ali
1 000 pg/ml (v primeru DMSQO). Merila za sprejemljivost ponovitev so enaka kot merila,
opisana za preskusno kemikalijo (glej odstavek 29), razen zadnjega merila za
sprejemljivost, saj se pozitivna kontrola preskusi pri eni sami koncentraciji.

Nanos preskusnih kemikalij in kontrolnih snovi

22. Za vsako preskusno kemikalijo in kontrolno snov je potreben en poskus za pridobitev
napovedi. Vsak poskus je sestavljen iz vsaj dveh neodvisnih ponovitev za meritev
izrazanja CD86/CD54 (glej odstavke od 26 do 28). Vsaka neodvisna ponovitev se izvede
na drug dan ali isti dan, ¢e se za vsako ponovitev: (a) pripravijo neodvisne sveZe osnovne
raztopine in delovne raztopine preskusne kemikalije ter raztopine protiteles in (b)
uporabijo neodvisno odvzete celice (npr. celice se odvzamejo iz razlicnih steklenick za
gojenje celiénih kultur); celice lahko sicer izhajajo iz iste pasaze. Preskusne kemikalije in
kontrolne snovi, pripravljene kot delovne raztopine (500 pl), se zmeSajo s 500 pl
suspendiranih celic (1 x 10° celic) v razmerju 1 : 1, nato se celice inkubirajo 24 + 0,5 ure,
kot je opisano v odstavkih 20 in 21. Pr1 vsaki ponovitvi zadostuje en sam ponovljen vzorec
za vsako koncentracijo preskusne kemikalije in kontrolne snovi, saj se napoved pridobi 1z
vsaj dveh neodvisnih ponovitev.

Barvanje celic in analiza
23.Po 24 +£0,5-urni izpostavljenosti se celice s 24-jamicne plosce prenesejo v epruvete za
vzorce, zberejo s centrifugiranjem in nato dvakrat sperejo z 1 ml pufra za barvanje (po
potrebi se lahko opravijo dodatna spiranja). Po spiranju se celice blokirajo s 600 ul
raztopine za blokiranje (pufer za barvanje, ki vsebuje 0,01 % (w/v) globulina (Cohnova
frakcija II, III, humana; SIGMA, #G2388-10G ali enakovreden)) in 15 minut inkubirajo pri
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4 °C. Po blokiranju se celice razdelijo v tri alikvote po 180 pl na 96-jami¢no plosco z
ukrivljenim dnom ali v mikroepruveto.

24 Po centrifugiranju se celice 30 minut barvajo s 50 ul s FITC oznadenih protiteles anti-
CD86, anti-CD54 ali misjih protiteles (izotipa) IgGl pri 4°C. Protitelesa, opisana v
protokolu h-CLAT DB-ALM &t. 158 (18), je treba uporabiti tako, da se razred¢ijo v
razmerju 3 : 25 v/v (za CD86 (BD-PharMingen, #555657; klon: Fun-1)) ali v razmerju
3:50v/v (za CD54 (DAKO, #F7143; klon: 6.5B5) in IgG1 (DAKO, #X0927)) s pufrom
za barvanje. Te faktorje redCenja protiteles so razvijalci preskusov opredelili kot faktorje,
ki zagotavljajo najboljsSe razmerje med signalom in Sumom. Na podlagi izkusenj
razvijalcev preskusov je intenziteta fluorescence protiteles med razlicnimi serijami
obicajno konsistentna. Vendar lahko uporabniki razmislijo o titraciji protiteles v pogojih
lastnega laboratorija, da se opredelijo najboljSe koncentracije za uporabo. Uporabijo se
lahko tudi druga s fluorokromom oznacena protitelesa anti-CD86 in/ali anti-CD54, ce je
mogoce dokazati, da dajejo podobne rezultate kot s FITC konjugirana protitelesa, na
primer s preskuSanjem snovi za preverjanje usposobljenosti iz Dodatka 1.2. Opozoriti je
treba, da lahko sprememba klona ali dobavitelja protiteles, kot so opisana v protokolu h-
CLAT DB-ALM &t. 158 (18), vpliva na rezultate. Po vsaj dvakratnem spiranju s 150 pl
pufra za barvanje se celice znova suspendirajo v pufru za barvanje (npr. 400 ul), nato se
doda raztopina PI (npr. 20 pl za pridobitev kon¢ne koncentracije 0,625 pg/ml) ali druga
raztopina oznacevalca citotoksi¢nosti (glej odstavek 18). Ravni izrazanja CD86 in CD54
ter viabilnost celic se analizirajo s preto¢no citometrijo.

PODATKI IN POROCANJE

Ocenjevanje podatkov

25. Izrazanje CD86 in CD54 se analizira s preto¢no citometrijo z merilnim kanalom FL-1. Na
podlagi geometrijske srednje vrednosti intenzitete fluorescence (MFI) se relativna
intenziteta fluorescence (RFI) CD86 in CD54 za celice pozitivne kontrole in celice,
tretirane s kemikalijo, izratuna v skladu z naslednjo enacbo:

MFI of chemical-treated cell-MFI of chemical-treated isotype control cells

RFI = x 100

MFI of solvent/vehicle-treated ctrl cells—MFI of solvent/vehicle-treated isotype ctrl cells

Tudi viabilnost celic iz izotipske kontrole (ki so obarvane z mi§jimi protitelesi (izotipa)
IgG1) se izracuna v skladu z enacbo, opisano v odstavku 19.
Napovedni model

26. Za meritev izrazanja CD86/CD54 se vsaka preskusna kemikalija preskusi v naymanj dveh
neodvisnih ponovitvah, iz katerth se izpelje ena sama napoved (POZITIVNA ali
NEGATIVNA). Napoved h-CLAT se obravnava kot POZITIVNA, ¢e je izpolnjen vsaj
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eden od naslednjih pogojev v dveh od dveh ali v vsaj dveh od treh neodvisnih ponovitev, v
nasprotnem primeru se napoved h-CLAT obravnava kot NEGATIVNA (slika 1):

- RFI CD86 je enaka ali ve¢ja od 150 % pri kateri koli preskuseni koncentraciji (z
viabilnostjo celic > 50 %);

- RFI CD54 je cnaka ali ve¢ja od 200 % pri kateri koli preskusSeni koncentraciji (z
viabilnostjo celic > 50 %).

27. Ce sta obe prvi ponovitvi za CD86 in/ali CD54 pozitivni, se glede na navedeno napoved h-
CLAT obravnava kot POZITIVNA in tretje ponovitve ni treba izvesti. Prav tako velja, da
se napoved h-CLAT obravnava kot NEGATIVNA (ob ustreznem upostevanju dolocb
odstavka 30), ne da bi bilo treba izvesti tretjo ponovitev, ¢e sta prvi ponovitvi negativni za
oba oznadevalca. Ce pa prvi ponovitvi nista skladni pri vsaj enem oznadevalcu (CD54 ali
CDS86), je potrebna tretja ponovitev, pri ¢emer koncna napoved temelji na vecinskem
rezultatu treh posameznih ponovitev (tj. dveh od treh). V zvezi s tem je treba navesti, da je
tretja ponovitev potrebna, ¢e se izvedeta dve neodvisni ponovitvi in je ena pozitivha samo
za CD86 (v nadaljnjem besedilu: P1), druga pa samo za CD54 (v nadaljnjem besedilu: P2).
Ce je ta tretja ponovitev negativna za oba oznalevalca (v nadaljnjem besedilu: N), se
napoved h-CLAT obravnava kot NEGATIVNA. Ce pa je ta tretja ponovitev pozitivna za
kateri koli oznacevalec (P; ali P2) ali za oba oznadevalca (v nadaljnjem besedilu: P12), se
napoved h-CLAT obravnava kot POZITIVNA.

Slika 1: Napovedni model, uporabljen pri metodi h-CLAT Napoved h-CLAT je treba obravnavati v okviru
TATA ter v skladu z dolo¢bami odstavkov 7 in 8 iz Splosnega uvoda.

453



Prvi dve
ponovitvi
I
P,&P, |* N &N

A 4

A 4

Prvi dve
ponovitvi

A

P, &N
P, &N
P, &N
P, &P,

!

‘ Tretja ponovitev I

v

v

Tretja ponovitev Tretja ponovitev Py, &P, &P, # P, &N &N
ni potrebna ni potrebna P, &P, &P, P,&N&N
P, &P, &P, P,&N &N
P, &P, &N P,&P, &N
P, &P, &N
P, &P, &N
P,&P; &N
P,&P, &N
v v v v
POZITIVNA NEGATIVNA POZITIVNA NEGATIVNA

D060575/02

P1: ponovitev, pozitivna samo za CD86; P2: ponovitev, pozitivna samo za CD54; P12: ponovitev, pozitivna za CD86 in
CD54; N: ponovitev, ki ni pozitivna niti za CD86 niti za CD54.

*V okencih so prikazane ustrezne kombinacije rezultatov iz prvih dveh ponovitev, neodvisno od vrstnega reda, v

katerem so pridobljeni.

#V okencih so prikazane ustrezne kombinacije rezultatov iz treh ponovitev na podlagi rezultatov, pridobljenih v prvih
dveh ponovitvah, prikazanih v zgormjem okencu, vendar ne izraZajo vrstnega reda, v katerem so pridobljeni.

28. Za preskusne kemikalije, ki so z metodo h-CLAT napovedane kot POZITIVNE, se lahko
neobvezno dolocita vrednosti u€inkovitih koncentracij (EC), in sicer EC150 za CD86 in
EC200 za CD54, tj. koncentracije, pri kateri so preskusne kemikalije povzrocile RFI 150
ali 200. Ti vrednosti EC lahko potencialno prispevata k oceni stopnje povzrocanja
preobcutljivosti koze (9), kadar se uporabita v celostnih pristopih, kot je IATA (4) (5) (6)
(7) (8). IzraCunata se lahko z naslednjima ena¢bama:
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EC150 (fOT‘ CD86) = Bconc + [(150 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Aconc - Bconc)]

EC200 (for CD54) = Beope + [(200 — BRFI)/(ARFI — Brer) X (Acone — Beone)]

pri ¢emer je:

Aconc najnizja koncentracija v pg/ml z RFI > 150 (CD86) ali 200 (CD54),
Beone najvisja koncentracija v pg/ml z RFI < 150 (CD86) ali 200 (CD54),
Arr RFI pri najnizji koncentraciji z RFI > 150 (CD86) ali 200 (CD54),
Brrr RFI pri najvisji koncentraciji z RFI < 150 (CD86) ali 200 (CD54).

Za natan¢nejSo izpeljavo vrednosti EC150 in EC200 bodo morda potrebne tri neodvisne
ponovitve za meritev izrazanja CD86/CD54. Kon¢ni vrednosti EC150 in EC200 se nato
dolocita kot mediana vrednosti EC, izraCunanih iz treh neodvisnih ponovitev. Kadar samo
dve od treh neodvisnih ponovitev izpolnjujeta merila za pozitivnost (glej odstavka 26 in 27),
se sprejme visja vrednost EC150 ali EC200 od dveh izra¢unanih vrednosti.

Merila za sprejemljivost

29. Pri uporabi metode h-CLAT morajo biti izpolnjena naslednja merila za sprejemljivost (22)
(27).

- Viabilnost celic v gojisc¢u in kontrolah s topilom/vehiklom mora biti ve€ kot 90-odstotna.

- Pri kontroli s topilom/vehiklom vrednosti RFI za CD86 in CD54 ne bi smele presegati
pozitivnih meril (RFI CD86 > 150 % in RFI CD54 > 200 %). Vrednosti RFI kontrole s
topilom/vehiklom se izracunajo s formulo, opisano v odstavku 25 (,MFI kemikalije‘ se
nadomesti z ,MFI topila/vehikla‘, ,MFI topila/vehikla‘ pa se nadomesti z ,MFI kontrole (z
gojiséem)®).

- Tako pri kontroli z gojis¢em kot pri kontroli s topilom/vehiklom mora biti razmerje MFI
CD86 in CD54 v primerjavi z izotipsko kontrolo > 105 %.

- Pn pozitivni kontroli (DNCB) morajo vrednosti RFI tako CD86 kot tudi CD54
1zpolnjevati pozitivna merila (RFI CD86 > 150 in RFI CD54 >200), viabilnost celic pa
mora biti ve¢ kot 50-odstotna.

- Pri preskusni kemikaliji mora biti viabilnost celic ve¢ kot 50-odstotna pri vsaj Stirih
preskusenih koncentracijah v vsaki ponovitvi.

30. Negativni rezultati so sprejemljivi samo za preskusne kemikalije, pri katerih je viabilnost

PRORa

naértom zaporednega red¢enja, opisanim v odstavku 20). Ce je viabilnost celic pri
1,2 x CV75 enaka ali vecja od 90 %, je treba negativni rezultat zavreci. V takem primeru
je priporocljivo, da se poskuSa izbira odmerka izpopolniti s ponovitvijo doloCitve CV75.
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Opozoriti je treba, da je negativni rezultat sprejemljiv, tudi ¢e je viabilnost celic ve¢ kot
90-odstotna, kadar se kot najve¢ja preskusna koncentracija preskusne kemikalije uporabi
5000 pg/ml v fizioloski raztopini (ali gojis¢u ali drugih topilih/vehiklih), 1 000 pg/ml v
DMSO ali najvi$ja topna koncentracija.

Poroc¢ilo o preskusu

31. V porodilo o preskusu se vkljucijo podatki, navedeni v nadaljevanju.

Preskusna kemikalija

Snov 1z ene sestavine:

- kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po IUPAC ali CAS, Stevilka CAS, oznaka po
sistemu SMILES ali identifikator InChl, strukturna formula in/ali drugi identifikatorji;

- fizi¢ni videz, vrednost Log Kow, topnost v vodi, topnost v DMSO, molekulska masa in
dodatne pomembne fizikalno-kemijske lastnosti, ¢e so na voljo;

- Cistost, kemijska identiteta necistot, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.;
- obdelava pred preskusanjem, ¢e je ustrezno (npr. segrevanje, mletje);

- preskusene koncentracije;

- pogoji shranjevanja in stabilnost, ¢e so na voljo;

- utemeljitev izbire topila/vehikla za vsako preskusno kemikalijo.

Snov z vel sestavinami, UVCB in zmesi:

- Cim obseznejSa opredelitev lastnosti, na primer s kemijsko identiteto (glej zgoraj),
Cistostjo, kvantitativnim pojavljanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi (glej
zgoraj) sestavin, ¢e so na voljo;

- fizi¢ni videz, topnost v vodi, topnost v DMSO in dodatne pomembne fizikalno-kemijske
lastnosti, ¢e so na voljo;

- molekulska masa ali navidezna molekulska masa v primeru zmesi/polimerov z znano
sestavo ali drugi podatki, pomembni za izvedbo Studije;

- obdelava pred preskusanjem, ¢e je ustrezno (npr. segrevanje, mletje);
- preskusene koncentracije;
- pogoji shranjevanja in stabilnost, ¢e so na voljo;

- utemeljitev izbire topila/vehikla za vsako preskusno kemikalijo.

Kontrole
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Pozitivna kontrola:

- kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po IUPAC ali CAS, Stevilka CAS, oznaka po
sistemu SMILES ali identifikator InChl, strukturna formula in/ali drugi identifikatorji;

- fizi¢ni videz, vrednost Log Kow, topnost v vodi, topnost v DMSO, molekulska masa in
dodatne pomembne fizikalno-kemijske lastnosti, e so na voljo in Ce je ustrezno;

- Cistost, kemijska identiteta necistot, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.;

- obdelava pred preskusanjem, ¢e je ustrezno (npr. segrevanje, mletje);

- preskuSene koncentracije;

- pogoji shranjevanja in stabilnost, ¢e so na voljo;

- sklicevanje na rezultate pozitivnih kontrol iz preteklih preskusov, ki kazejo ustrezna merila

za sprejemljivost ponovitev, ¢e je to ustrezno.

Negativna kontrola in kontrola s topilom/vehiklom:

- kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po IUPAC ali CAS, sStevilka CAS, oznaka po
sistemu SMILES ali identifikator InChl, strukturna formula in/ali drugi identifikator;;

- (Cistost, kemijska identiteta necistot, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.;

- fizi¢ni videz, molekulska masa in dodatne pomembne fizikalno-kemijske lastnosti, e se
uporabijo druga kontrolna topila/vehikli razen tistih, ki so navedeni v smernici za
preskusSanje, in e so na voljo;

- pogoji shranjevanja in stabilnost, e so na voljo;

- utemeljitev izbire topila/vehikla za vsako preskusno kemikalijo.

Preskusni pogoji:
- ime in naslov naro¢nika, preskusevalnega laboratorija in vodje Studije;
- opis uporabljenega preskusa;

- uporabljena celi¢na linija, pogoji njenega hranjenja in vir (npr. laboratorij, ki jo je
zagotovil);
- uporabljena preto¢na citometrija (npr. model), vkljuéno z nastavitvami instrumenta,

globulinom, protitelesi in uporabljenim oznacevalcem citotoksi¢nosti;

- postopek, uporabljen za dokazovanje usposobljenosti laboratorija v zvezi z izvedbo
preskusa s presku$anjem snovi za preverjanje usposobljenosti, in postopek, uporabljen za
prikaz ponovljivosti izvedbe preskusa v daljSem c¢asovnem obdobju, npr. podatki o
kontrolah iz preteklih preskusov in/ali podatki iz preteklih preverjanj reaktivnosti.
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Merila za sprejemljivost preskusa:

- viabilnost celic, vrednosti MFI in RFI, pridobljene s kontrolo s topilom/vehiklom, v
primerjavi z obmocji sprejemljivosti;

- viabilnost celic in vrednosti RFI, pridobljene s pozitivno kontrolo, v primerjavi z obmo¢ji
sprejemljivosti;

- viabilnost celic vseh preskuSenih koncentracij preskusene kemikalije.

Preskusni postopek:

- uporabljeno Stevilo ponovitev;

- uporabljene koncentracije preskusnih kemikalij, nanasanje in Cas izpostavljenosti (Ce je
drugacen od priporocenegay;

- trajanje izpostavljenosti (¢e je drugac¢no od priporocenega);
- opis uporabljenih meril za ocenjevanje in odlocitev;

- opis vseh prilagoditev preskusnega postopka.

Rezultati:

- preglednice s podatki, ki vkljucujejo vrednost CV75 (Ce je ustrezno), posamezne
geometrijske vrednosti MFI, RFI, vrednosti viabilnosti celic in vrednosti EC150/EC200
(¢e je ustrezno), pridobljene za preskusno kemikalijo in pozitivno kontrolo v vsaki
ponovitvi, ter indikacija ocene preskusne kemikalije glede na napovedni model;

- opis kakrS$nih koli drugih pomembnih opaZanj, ¢e je ustrezno.

Razprava o rezultatih:

- razprava o rezultatih, pridobljenth z metodo h-CLAT;

- obravnavanje rezultatov v okviru IATA, ¢e so na voljo druge pomembne informacije.

Sklepne ugotovitve
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Dodatek 1.1

OPREDELITVE POJMOV

Tocnost: Stopnja ujemanja rezultatov preskusa s sprejetimi referenénimi vrednostmi. Je
merilo uéinkovitosti preskusa in eden od vidikov ustreznosti.Ta izraz in izraz skladnost se
pogosto uporabljata kot sopomenki in pomenita deleZ pravilnih rezultatov preskusa (21).

Potek neZelenega izida (Adverse Outcome Pathway — AOP): zaporedje dogodkov od
kemijske strukture ciljne kemikalije ali skupine podobnih kemikalij prek zacetnega dogodka
na molekulski ravni do preiskovanega rezultata in vivo (22).

Kemikalija: snov ali zmes.

CV7S: ocenjena koncentracija, pri kateri je viabilnost celic 75-odstotna.
EC150: koncentracije, pri katerih so vrednosti RFI pri izrazanju CD86 150.
EC200: koncentracije, pri katerih so vrednosti RFI pri izrazanju CD54 200.

Preto¢na citometrija: citometri¢na tehnika, pri kateri celice, suspendirane v tekocini, vsaka
posebej potujejo skozi ozek snop laserske svetlobe, ki se razprsi v vzorcih, znacilnih za
celice in njihove komponente;celice se pogosto oznacijo s fluorescentnimi oznacevalci, tako
da se svetloba najprej absorbira in nato oddaja pri spremenjenih frekvencah.

Nevarnost: nelo¢ljiva lastnost sredstva ali stanje, ki lahko ob izpostavljenosti temu sredstvu
povzroci nezelen uéinek na organizem, sistem ali (pod)populacijo.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment = celostni pristop k testiranju
in ocenjevanju): strukturiran pristop, ki se uporablja za ugotavljanje nevarnosti (potencial),
opredeljevanje nevarnosti (mo¢) in/ali oceno varnosti (potencial/mo¢ in izpostavljenost)
kemikalije ali skupine kemikalij ter strateSko zajame in oceni vse pomembne podatke, da se
lahko sprejme regulativna odlocitev v zvezi z morebitno nevarnostjo in/ali tveganjem in/ali
potrebo po nadaljnjem, ciljno usmerjenem in s tem minimalnem preskusanju.

Kontrola z gojis¢em: netretiran ponovljen vzorec, ki vsebuje vse komponente preskusnega
sistema.Ta vzorec se obdela z vzorci, tretiranimi s preskusno kemikalijo, in drugimi
kontrolnimi vzorci, da se ugotovi, ali topilo/vehikel reagira s preskusnim sistemom.

Zmes: zmes ali raztopina iz dveh ali ve¢ snovi.

Snov iz ene sestavine: snov, ki jo opredeljuje njena kvantitativna sestava in v kateri je vsaj
80 mas. % glavne sestavine.

Snov z veé sestavinami: snov, ki jo opredeljuje njena kvantitativna sestava in v kateri je
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ve¢ glavnih sestavin s koncentracijo > 10 mas. % in < 80 mas. %. Snov z vec sestavinami je
rezultat proizvodnega postopka. Razlika med zmesjo in snovjo z ve¢ sestavinami je v tem,
da je zmes pridobljena z meSanjem dveh ali ve¢ snovi brez kemi¢ne reakcije.Snov z vec
sestavinami je rezultat kemicne reakcije.

Pozitivna kontrola: ponovljen vzorec, ki vsebuje vse sestavine preskusnega sistema in se
tretira s snovjo, za katero je znano, da povzro¢i pozitiven odziv.Za zagotovitev, da se lahko
variabilnost odziva pozitivne kontrole oceni v daljSem ¢asovnem obdobju, pa stopnja
pozitivnega odziva ne bi smela biti previsoka.

Prehapteni: kemikalije, ki postanejo povzrocitelji preobcutljivosti koze z abiotsko
pretvorbo.

Prohapteni:kemikalije, ki potrebujejo encimsko aktivacijo za uresniCitev potenciala za
povzro¢anje preobcutljivosti koze.

Relativna intenziteta fluorescence (RFI):relativne vrednosti geometrijske sredine
intenzitete fluorescence (MFI) pri celicah, tretiranih s kemikalijo, v primerjavi z MFI pri
celicah, tretiranih s topilom/vehiklom.

Ustreznost: opis razmerja med preskusom in preiskovanim u¢inkom ter njegovega pomena
in uporabnosti za dolo¢en namen. Pomeni stopnjo, do katere preskus pravilno izmeri ali
napove preiskovani bioloski u€inek.Pri ustreznosti se upoSteva tudi toCnost (skladnost)
preskusa (21).

Zanesljivost: stopnja obnovljivosti preskusa v enem ali vec laboratorijih v daljSem
¢asovnem obdobju ob uporabi istega protokola.Oceni se z izraCunom obnovljivosti v enem
ali ve¢ laboratorijih in interne laboratorijske ponovljivosti (21).

Ponovitev: ponovitev zajema eno ali ve¢ preskusnih kemikalij, preskusenih sodasno s
kontrolo s topilom/vehiklom in pozitivno kontrolo.

Obcutljivost: delez vseh pozitivnih/aktivnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno
razvrstijo.Je merilo to¢nosti za preskus, s katerim se pridobijo kategori¢ni rezultati, in
pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (21).

Pufer za barvanje: fosfatni pufer s soljo, ki vsebuje 0,1 % govejega serumskega albumina.

Kontrola s topilom/vehiklom: netretiran vzorec, ki vsebuje vse komponente preskusnega
sistema razen preskusne kemikalije, vklju€uje pa topilo/vehikel, ki se uporabi. Uporablja se
za dolocanje izhodiS¢nega odziva za vzorce, tretirane s preskusno kemikalijo, raztopljeno ali
stabilno dispergirano v istem topilu/vehiklu.Pri preskuSanju s soCasno kontrolo z gojis¢em
ta vzorec tudi pokaze, ali topilo/vehikel reagira s preskusnim sistemom.

Specifi¢nost: delez vseh negativnih/neaktivnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno
razvrstijo.Je merilo toCnosti za preskus, s katerim se pridobijo kategoriCni rezultati, in
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pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (21).

Snov: kemijski elementi in njihove spojine, ki so v naravnem stanju ali pridobljeni s katerim
koli proizvodnim postopkom, vklju¢no z vsemi dodatki, potrebnimi za ohranitev stabilnosti
produkta, in kakr$nimi koli necistotami, ki so nastale v uporabljenem postopku, vendar brez
kakrSnega koli topila, ki ga je mogoce lociti, ne da bi to vplivalo na stabilnost snovi ali
spremenilo njeno sestavo.

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, preskuSena z uporabo te metode.

Globalno usklajeni sistem Zdruzenih narodov za razvrs€anje in oznacevanje kemikalij
(GHS ZN): sistem za razvrs¢anje kemikalij (snovi in zmesi) v skladu s standardiziranimi
vrstami in stopnjami fizicnih, zdravstvenih in okoljskih nevarnosti ter za obravnavanje
ustreznega oznacevanja, na primer s piktogrami, opozorilnimi besedami, stavki o
nevarnosti, previdnostnimi stavki in varnostnimi listi, da bi se razSirile informacije o
Skodljivih uc¢inkih kemikalij ter s tem za$citili ljudje (vkljuéno z delodajalei, delavci,
prevozniki, potro$niki in reSevalci) in okolje (23).

UVCB:snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali
bioloski materiali.

Veljaven preskus: preskus, ki se obravnava kot dovolj ustrezen in zanesljiv za dolocen
namen ter temelji na znanstveno utemeljenih nacelih.Preskus ni nikoli veljaven v
absolutnem smislu, ampak samo v zvezi z opredeljenim namenom (21).
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SNOVI ZA PREVERJANJE USPOSOBLJENOSTI
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Pred redno uporabo preskusa, opisanega v tem dodatku k preskusni metodi B.71, morajo
laboratoriji dokazati tehni¢no usposobljenost tako, da pravilno pridobijo napovedi h-CLAT,
pri¢akovane za 10 snovi, ki so priporo¢ene v preglednici 1, ter vrednosti CV75, EC150 in
EC200, ki so za vsaj 8 od 10 snovi za preverjanje usposobljenosti v ustreznem referen¢nem
obmod¢ju. Snovi za preverjanje usposobljenosti so bile izbrane, ker predstavljajo celoten
razpon odzivov pri nevarnostih v zvezi s povzro¢anjem preobcutljivosti koze. Druga merila
za izbiro so bila razpolozljivost snovi na trgu, razpolozljivost visokokakovostnih referen¢nih
podatkov in vivo in razpoloZljivost visokokakovostnih podatkov in vitro, pridobljenih z
metodo h-CLAT. Za metodo h-CLAT so na voljo tudi objavljeni referen¢ni podatki (3) (14).

Preglednica 1: Priporocene snovi za dokazovanje tehnicne usposobljenosti za metodo h-CLAT

CcvT5 Rezultati h-CLAT | Rezultati h-CLAT
Snovi za preverjanje & Agregatn | Napovedin | Referen¢no “a CD8,6 “a CD5,4
usposobljenosti it (S8 o stanje vivol obmoéje v (Geitereming et
posobl J ) nflz obmotje EC150 v | obmotje EC200 v
He pg/ml?) pg/ml?)
povzrocitelj
e a0 preobcutljivosti . pozitivna pozitivna
2,4-dinitroklorobenzen 97-00-7  |trdna snov (izjemno 2-12 (0,5-10) (0.5-15)
mocen)
povzroitel; pozitivna negativna
4-fenilendiamin 106-50-3  |trdna snov preobcuvtljlvostl 5-95 (< 40) 1,57
(mocen)
povzroitel; ozitivna ozitivna
nikljev sulfat 10101-97-0 |trdna snov| preobéutljivosti |  30-500 P b
(zmeren) (< 100) (10-100)
. povzrotitelj negativna pozitivna
2-merkaptobenzotiazol 149-30-4 |trdna snov | preobéutljivosti 30400 3
(zmeren) 10) (10-140)
povzroitel; negativna ozitivna
R(-)-limonen 5989-27-5 | teko&ina | preobéutljivosti | >20 gauv! P
oy 5) (<250)
(Sibek)
- e povzrotitelj pozitivna pozitivna
imidazolidinil urea 39236-46-9 |trdna snov| preoblutljivosti 25-100
. (20-90) (20-75)
(Sibek)
. . .. ne povzroca negativna negativna
izopropanol 67-63-0 tekocina preobéutljivosti > 5000 & 5 000) & 5 000)
. 1. . ne povzroca negativna negativna
glicerol 56-81-5 tekocina preobéutljivosti > 5000 5 000) 5 000)
N 1. o ne povzroca negativna negativna
mle¢na kislina 50-21-5 tekoc¢ina preobutljivosti 1 500-5 000 > 5 000) > 5 000)
. . .. ne povzroca negativna negativna
4-aminobenzojska kislina 150-13-0  |trdna snov preobéutljivosti > 1000 > 1.000) > 1.000)

Kratice: §t. CAS = registrska Stevilka SluZzbe za izmenjavo kemijskih izvleckov (CAS).

1

ki jih je predlagal ECETOC (24).
2Na podlagi ugotovljenih vrednosti iz preteklih preskusov (13) (25).
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3 V preteklosti so bili za ta oznacevalec pridobljeni ve¢inoma negativni rezultati, zato se najveckrat  pri¢akuje  negativen

rezultat. Navedeno obmocje je bilo opredeljeno na podlagi nekaj ugotovljenih pozitivnih rezultatov v preteklosti. Ce je
pridobljen pozitiven rezultat, mora biti vrednost EC v navedenem referenénem obmodju.
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Dodatek 2

PREOBCUTLJIVOST KOZE IN VITRO: PRESKUS AKTIVACIJE CELICNE LINIJE U937
(U-SENS™)

ZACETNI PREUDARKI IN OMEJITVE

1.

S preskusom U-SENS™ se kvantificirajo spremembe v izraZanju celi¢nega povrSinskega
oznacevalca, povezanega s procesom aktivacije monocitov in dendritskih celic (DC) (t;.
CD86), v celicni liniji U937 humanega histiocitnega limfoma po izpostavljenosti
povzrociteljem preobcutljivosti (1). Izmerjene ravni izrazanja celiCnega povrSinskega
oznacevalca CD86 v celi¢ni liniji U937 se nato uporabijo za podporo razlikovanju med
povzrocitelji preob&utljivosti koZe in snovmi, ki niso povzrocitelji preobcutljivosti koze.

Preskus U-SENS™ je bil ocenjen v validacijski $tudiji (2) pod vodstvom druzbe L’Oreal in
nato z neodvisnim medsebojnim strokovnim pregledom, ki ga je izvedel Znanstveni
svetovalni odbor (ESAC) Referencnega laboratorija Evropske unije za alternative
testiranju na zivalih (EURL ECVAM) (3). Ob upostevanju vseh razpolozljivih dokazov ter
prispevkov regulatorjev in deleznikov je EURL ECVAM (4) preskus U-SENS™ priporoc¢il
za uporabo v okviru IATA za podporo razlikovanju med povzrocitelji preobcutljivosti koze
in snovmi, ki niso povzrocitelji preobcutljivosti koze, zaradi razvrstitve glede na nevarnost
in oznacevanje. OECD v smernicah za porocanje o strukturiranih pristopih k povezovanju
podatkov in posameznih virov informacij, ki se uporabljajo v okviru [ATA za
preobcutljivost koZe, obravnava Stevilne Studije primerov, ki opisujejo razliéne strategije
preskuSanja in napovedne modele. Eden od razlicnih opredeljenih pristopov temelji na
preskusu U-SENS (5). Primer1 uporabe podatkov preskusa U-SENS™ v povezavi z
drugimi informacijami, vklju¢no s preteklimi podatki in obstojeCimi veljavnimi podatki za
ljudi (6), so navedeni tudi drugje v virih (4) (5) (7).

. Izkazalo se je, da se lahko preskus U-SENS™ prenese v laboratorije, ki imajo izkusnje s

tehnikami gojenja celi¢nih kultur in analizo s preto¢no citometrijo. Stopnja ponovljivosti
napovedi, ki jo je mogoce priCakovati pri preskusu, je v enem in ve¢ laboratorijih 90-
oziroma 84-odstotna (8). Rezultati, pridobljeni z validacijsko Studijo (8) in drugimi
objavljenimi Studijami (1), na splos$no kazZejo, da je v primerjavi z rezultati LLNA to¢nost
pri razlikovanju med povzrocitelji preobcutljivosti koze (tj. kategorijal po GHS
ZN/uredbi CLP) in snovmi, ki niso povzrocitelji preobcutljivosti, 86-odstotna (N = 166),
pri ¢emer je obcutljivost 91-odstotna (118/129) in specifi¢nost 65-odstotna (24/37). V
primerjavi z rezultati za ljudi je to¢nost pri razlikovanju med povzrocitelji preobcéutljivosti
koze (tj. kategorijal po GHS ZN/uredbi CLP) in snovmi, ki niso povzroditelji
preobcutljivosti, 77-odstotna (N = 101), pri ¢emer je obcutljivost 100-odstotna (58/58) in
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specifiénost 47-odstotna (20/43). Lazno negativne napovedi pri preskusu U-SENS™ vy
primerjavi z LLNA se bodo bolj verjetno nanasale na kemikalije z nizko do zmerno
stopnjo povzrocanja preobcutljivosti koze (tj. podkategorija 1B po GHS ZN/uredbi CLP)
kot na kemikalije z visoko stopnjo povzrocanja preobcutljivosti koze (tj. podkategorija 1A
po GHS ZN/uredbi CLP) (1) (8) (9). Vse te informacije skupaj kaZejo, da preskus U-
SENS™ yporabno prispeva k opredelitvi nevarnosti za povzro€anje preobcutljivosti koZe.
Vendar so tukaj navedene vrednosti tocnosti za preskus U-SENS™ kot samostojni preskus
zgolj okvirne, saj ga je treba obravnavati skupaj z drugimi viri informacij v okviru JATA
ter v skladu z dolo¢bami odstavkov 7 in 8 iz Splo$nega uvoda. Poleg tega je treba pri
ocenjevanju metod za preobcutljivost koze, ki se ne izvajajo na zivalih, upostevati, da
preskus LLNA in druga testiranja na Zivalih ne odrazajo v celoti razmer pri cloveku.

. Na podlagi trenutno razpolozljivih podatkov se je pokazalo, da se preskus U-SENS™
lahko uporablja za preskusne kemikalije (vklju¢no s kozmeti¢nimi sestavinami, kot so
konzervansi, povrSinsko aktivne snovi, aktivne snovi, barve), ki zajemajo razli¢ne
organske funkcionalne skupine, fizikalno-kemijske lastnosti, stopnjo povzroCanja
preobcutljivosti koze (kot je dolo¢ena v Studijah in vivo) in spekter mehanizmov reakcije,
za katere je znano, da so povezani s preobcutljivostjo koze (tj. Michaelov akceptor,
nastanek Schiffove baze, sredstvo prenosa acilne skupine, bimolekularna nukleofilna
substitucija [SN2] ali nukleofilna aromatska substitucija [SNAr]) (1) (8) (9) (10). Preskus
U-SENS™ se uporablja za preskusne kemikalije, ki so topne ali tvorijo stabilno disperzijo
(tj. koloid ali suspenzija, v kateri se preskusna kemikalija ne usede ali lo¢i od
topila/vehikla v razli¢ne faze) v ustreznem topilu/vehiklu (glej odstavek 13). Kemikalije v
podatkovnem nizu, za katere je bilo navedeno, da so prehapteni (tj. snovi, ki se aktivirajo z
oksidacijo) ali prohapteni (tj. snovi, ki potrebujejo encimsko aktivacijo, na primer z
encimi P450), so bile s preskusom U-SENS™ pravilno napovedane (1) (10). Snovi, ki
povzro¢ajo motnje membrane, lahko privedejo do lazno pozitivnih rezultatov zaradi
nespecifiénega povecanja izrazanja CD86, saj so bili trije od sedmih lazno pozitivnih
rezultatov v zvezi z referencno klasifikacijo in vivo pri povrsinsko aktivnih snoveh (1). Kot
take je treba pozitivne rezultate pri povrSinsko aktivnih snoveh obravnavati previdno,
medtem ko je negativne rezultate pri povrSinsko aktivnih snoveh Se vedno mogoce
uporabiti za podporo opredelitvi preskusne kemikalije kot snovi, ki ne povzroca
preobcutljivosti koze. Fluorescentne preskusne kemikalije se lahko ocenjujejo s preskusom
U-SENS™ (1), vendar bodo mocne fluorescentne preskusne kemikalije, ki svetlobo
oddajajo na isti valovni dolZini kot fluorescein izotiocianat (FITC) ali propidijev jodid
(PI), vplivale na zaznavanje s pretocno citometrijo, zato jih ni mogoce pravilno oceniti z
uporabo protiteles, konjugiranih s FITC (morebitni lazno negativen rezultat), ali PI
(viabilnost ni merljiva). V takem primeru se lahko uporabijo druga s fluorokromom
oznacéena protitelesa oziroma drugi oznacevalci citotoksi¢nosti, ¢e je mogoce dokazati, da
zagotavljajo podobne rezultate, kot s FITC oznacena protitelesa ali PI (glej odstavek 18),
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npr. s preskuSanjem snovi za preverjanje usposobljenosti iz Dodatka 2.2. Glede na
navedeno je treba pozitivne rezultate pri povrSinsko aktivnih snoveh in negativne rezultate
pri moc¢nih fluorescentnih preskusnih kemikalijah razlagati v okviru navedenih omejitev in
skupaj z drugimi viri informacij v okviru IATA. Kadar obstajajo dokazi, da preskusa U-
SENS™ ni mogoce uporabiti za druge specificne kategorije preskusnih kemikalij, se ta
preskus zanje ne bi smel uporabiti.

5. Kot je navedeno zgoraj, preskus U-SENS™ podpira razlikovanje med povzrocitelji
preobcutljivosti koZe in snovmi, ki niso povzrocitelji preoblutljivosti koZe. Kadar se
uporablja v celostnih pristopih, kot je IATA, pa lahko prispeva tudi k oceni stopnje
povzrocanja preobcutljivosti koze. Vendar je potrebno nadaljnje delo, ki po moZznosti
temelji na podatkih za ljudi, da se dolo¢i, kako bi lahko rezultati preskusa U-SENS™
prispevali k oceni stopnje povzrocanja preobcutljivosti.

6. Opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 2.1.

NACELO PRESKUSA

7. Preskus U-SENS™ je preskus in vitro, s katerim se kvantificirajo spremembe v izrazanju
celitnega povrSinskega oznacevalca CD86 na celiéni liniji humanega histiocitnega
limfoma, tj. celicah U937, po 45 + 3-urni izpostavljenosti preskusni kemikaliji. Povr§inski
oznacevalec CD86 je tipi¢ni oznadevalec aktivacije celic U937. Za CD86 je znano, da je
kostimulatorna molekula, ki lahko posnema aktivacijo monocitov, ta pa ima klju¢no vlogo
pri oznacevanju celic T. Spremembe v izraZanju celi¢nega povrSinskega oznacevalca CD86
se merijo s pretocno citometrijo po obarvanju celic, obiCajno s protitelesi, oznaenimi s
fluorescein izotiocianatom (FITC). Socasno se tudi izmeri citotoksi¢nost (npr. z uporabo
PI), da se oceni, ali se pri subcitotoksi¢nih koncentracijah pojavi povecano izrazanje
celiénega povrSinskega oznacevalca CD86. Izracuna se stimulacijski indeks (SI) celicnega
povrsinskega oznacevalca CD86 v primerjavi s kontrolo s topilom/vehiklom in uporabi v
napovednem modelu (glej odstavek 19), da se podpre razlikovanje med povzrocitelji
preobcutljivosti in snovmi, ki niso povzrocitelji preobcutljivosti.

DOKAZOVANJE USPOSOBLJENOSTI

8. Pred redno uporabo preskusa, opisanega v tem dodatku k preskusni metodi B.71, morajo
laboratoriji dokazati tehni¢no usposobljenost, tako da v skladu z dobrimi praksami metode
in vitro (11) uporabijo 10 snovi za preverjanje usposobljenosti, navedenih v Dodatku 2.2.
Poleg tega morajo uporabniki preskusov vzdrzevati zbirko preteklih podatkov, pridobljenih
s preverjanji reaktivnosti (glej odstavek 11) ter pozitivnimi kontrolami in kontrolami s
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topilom/vehiklom (glej odstavka 15 in 16), ter te podatke uporabiti za potrditev, da se v
njithovem laboratoriju vzdrzuje obnovljivost preskusa skozi ¢as.

POSTOPEK

9.

Ta preskus temelji na protokolu §t. 183 storitve za podatkovne zbirke o alternativnih
metodah namesto testiranja na zivalih (DataBase service on Alternative Methods to animal
experimentation (DB-ALM)) za preskus U-SENS™ (12). Pri izvajanju in uporabi preskusa
U-SENS™ v laboratoriju je treba uporabljati standardne delovne postopke. Uporabi se
lahko avtomatiziran sistem za izvajanje preskusa U-SENS™, ¢e je mogoce dokazati, da
zagotavlja podobne rezultate, na primer s preskuSanjem snovi za preverjanje
usposobljenosti 1z Dodatka 2.2. V nadaljevanju so opisani glavni elementi in postopki za
preskus U-SENS™,

Priprava celic

10. Za i1zvedbo preskusa U-SENS™ je treba uporabiti celi¢no linijo humanega histiocitnega

11.

limfoma, U937 (13). Celice (klon CRL1593.2) je treba pridobiti iz celicne banke z dobrimi
kvalifikacijami, kot je American Type Culture Collection.

Celice U937 se gojijo pri 37 °C v navlazeni atmosferi s 5 % CO2 v gojis¢u RPMI-1640,
dopolnjenem z 10 % teleCjega fetalnega seruma (FCS), 2 mM L-glutamina,
100 enotami/ml penicilina in 100 pg/ml streptomicina (kompletno gojisce). Celice U937 se
rutinsko pasaZirajo na 2 do 3 dni z gostoto od 1,5 oziroma 3 x 10° celic/ml. Gostota celic
ne bi smela presegati 2 x 10° celic/ml, viabilnost celic, izmerjena z izkljuéitvenim testom z
barvilom tripan modro, pa mora biti > 90 % (ne sme se uporabiti pri prvi pasazi po
odtajanju). Preden se celice uporabijo za preskuSanje, je treba vsako serijo celic, FCS ali
protiteles kvalificirati s preverjanjem reaktivnosti. Reaktivnost celic je treba preveriti z
uporabo pozitivne kontrole, tj. pikrilsulfonske kisline (2,4,6-trinitro-benzen-sulfonska
kislina: TNBS) (8t. CAS 2508-19-2, z > 99-odstotno Cistostjo), in negativne kontrole, tj.
mleéne kisline (LA) (8t. CAS 50-21-5, z > 85-odstotno Cistostjo), najmanj en teden po
odtajanju. Za preverjanje reaktivnosti je treba za vsako od dveh kontrol preskusiti Sest
konénih koncentracij (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75, 100 ug/ml in LA: 1, 10, 20, 50, 100,
200 pg/ml). TNBS, raztopljena v kompletnem gojiscu, bi morala povzrociti pozitiven in s
koncentracijo povezan odziv CD86 (npr. kadar pozitivmi koncentraciji, SI CD86 > 150,
sledi koncentracija z naras¢ajo¢im SI CD86), LA, raztopljena v kompletnem gojiscu, pa bi
morala povzroditi negativen odziv CD86 (glej odstavek 21). Za poskus se lahko uporabi
samo serija celic, ki so dvakrat uspesno prestale preverjanje reaktivnosti. Celice se lahko
namnozujejo do sedem tednov po odtajanju. Stevilo pasaZ ne sme presegati 21. Preverjanje
reaktivnosti je treba izvesti v skladu s postopki, opisanimi v odstavkih od 18 do 22.
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Za preskusanje se celice U937 nasadijo z gostoto bodisi 3 x 10° celic/ml bodisi 6 x 10°
celic/ml in predhodno gojijo v stekleni¢kah za gojenje celi¢nih kultur dva dni oziroma en
dan. Poleg zgoraj opisanih pogojev predhodnega gojenja se lahko uporabijo tudi drugi, ¢e
je zagotovljena zadostna znanstvena utemeljitev in je mogoce dokazati, da dajejo podobne
rezultate, na primer s preskusanjem snovi za preverjanje usposobljenosti iz Dodatka 2.2.
Na dan preskusa se celice, odvzete iz stekleniCke za gojenje celi¢nih kultur, znova
suspendirajo v sveZem gojiséu z gostoto 5 x 10° celic/ml. Nato se celice nanesejo na 96-
jami&no plo§¢o z ravnim dnom po 100 pul (konéna gostota celic je 0,5 x 10° celic/jamico).

Priprava preskusnih kemikalij in kontrolnih snovi

13.

14.

Pred preskusom se opravi ocena topnosti. V ta namen se preskusne kemikalije raztopijo ali
stabilno dispergirajo pri koncentraciji 50 mg/ml v kompletnem gojis¢u kot prvi moznosti
topila ali dimetil sulfoksidu (DMSO, z > 99-odstotno ¢istostjo) kot drugi moznosti
topila/vehikla, ¢e preskusna kemikalija ni topna v topilu/vehiklu kompletnega gojisca. Za
preskus se preskusna kemikalija raztopi do kon¢ne koncentracije 0,4 mg/ml v kompletnem
gojis¢u, &e je kemikalija topna v tem topilu/vehiklu. Ce je kemikalija topna samo v
DMSO, se raztopi pri koncentraciji 50 mg/ml. Poleg zgoraj opisanih topil/vehiklov se
lahko uporabijo tudi drugi, ¢e je zagotovljena zadostna znanstvena utemeljitev. UpoStevati
je treba stabilnost preskusne kemikalije v kon¢nem topilu/vehiklu.

Preskusne kemikalije in kontrolne snovi se pripravijo na dan preskusa. Ker se poskus za
ugotavljanje odmerka ne izvede, je treba za prvo ponovitev preskusiti Sest koncnih
koncentraciy (1, 10, 20, 50, 100 in 200 pg/ml) v ustreznem topilu/vehiklu bodisi v
kompletnem gojis¢u bodisi v 0,4 % DMSO v gojis¢u. Za nadaljnje ponovitve se z
raztopinami preskusne kemikalije, ki se zacnejo pri 0,4 mg/ml v kompletnem gojiscu ali
50 mg/ml v DMSO, z uporabo ustreznega topila/vehikla pripravijo vsaj S§tiri delovne
raztopine (tj. vsaj Stiri koncentracije). Delovne raztopine se nazadnje uporabijo za
tretiranje, tako da se koli¢ini delovne raztopine na plos¢i doda enaka koli¢ina suspenzije
celic U937 (glej odstavek 11 zgoraj), da se doseze nadaljnja dvakratna razredCitev (12).
Koncentracije (najmanj §tiri) za kakr$no koli nadaljnjo ponovitev se izberejo na podlagi
posameznih rezultatov vseh prejsnjih ponovitev (8). Uporabne kon¢ne koncentracije so 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 in 200 pg/ml. Najvisja kon¢na koncentracija je 200 pg/ml. Ce je pozitivna vrednost
CD86 ugotovljena pri 1 ug/ml, potem se oceni 0,1 pg/ml, da se poiSc¢e koncentracija
preskusne kemikalije, ki ne sprozi CD86 nad pozitivnim pragom. Za vsako ponovitev se
izracuna EC150 (koncentracija, pri kateri kemikalija doseze pozitivni prag CD86 v visini
150 %, glej odstavek 19), e je ugotovljen pozitivni odziv CD86, povezan s koncentracijo.
Kadar preskusna kemikalija povzroci pozitivni odziv CD86, ki ni povezan s koncentracijo,
izra¢un EC150 morda ne bo relevanten, kot je opisano v protokolu U-SENS™ DB-ALM
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§t. 183 (12). Kadar je to mogoce, se za vsako ponovitev izratuna CV70 (koncentracija, pri
kateri kemikalija doseze 70-odstotni prag citotoksi¢nosti, glej odstavek 19) (12). Za
preiskavo uéinka odziva na koncentracijo za povecanje CD86 je treba vse koncentracije iz
uporabnih koncentracij izbrati tako, da so enakomerno razporejene med EC150 (ali
najvisjo necitotoksi¢no koncentracijo, pri kateri je CD86 negativen) in CV70 (ali najvi§jo
dopustno koncentracijo, tj. 200 pg/ml). Za primerjavo je treba preskusiti najmanj Stiri
koncentracije na ponovitev, pri ¢emer morata biti vsaj dve koncentraciji enaki kot pri
predhodnih ponovitvah.

15. Kontrola s topilom/vehiklom, uporabljena pri preskusu U-SENS™, je kompletno gojisce
(za preskusne kemikalije, raztopljene ali stabilno dispergirane) (glej odstavek 4) ali 0.4 %
DMSO v kompletnem gojis¢u (za preskusne kemikalije, raztopljene ali stabilno
dispergirane v DMSO).

16. Pozitivna kontrola, uporabljena pri preskusu U-SENS™, je TNBS (glej odstavek 11),
pripravljena v kompletnem gojis¢u. TNBS je treba kot pozitivno kontrolo za meritev
izrazanja CD86 uporabiti pri enotni kon¢ni koncentraciji na ploséi (50 pg/ml), pri kateri je
viabilnost celic vec kot 70-odstotna. Za 50 ug/ml koncentracije TNBS na plos¢i se pripravi
I M (). 293 mg/ml) osnovna raztopina TNBS v kompletnem gojiscu in nadalje 2930-krat
razred¢i s kompletnim gojiséem v 100 pg/ml delovno raztopino. Mle¢no kislino (LA, CAS
50-21-5) je treba uporabiti kot negativno kontrolo pri 200 pg/ml, raztopljenih v
kompletnem gojiscu (iz 0,4 mg/ml osnovne raztopine). Na vsaki plo§¢i vsake ponovitve se
pripravijo trije ponovljeni vzorci netretirane kontrole s kompletnim gojis¢em, kontrole s
topilom/vehiklom ter negativne in pozitivne kontrole (12). Uporabijo se lahko tudi druge
primerne pozitivne kontrole, ¢e so na voljo podatki iz preteklih preskusov za izpeljavo
primerljivih meril za sprejemljivost ponovitev. Merila za sprejemljivost ponovitev so
enaka kot merila, opisana za preskusno kemikalijo (glej odstavek 12).

Nanos preskusnih kemikalij in kontrolnih snovi

17. Kontrola s topilom/vehiklom ali delovne raztopine, opisane v odstavkih od 14 do 16, se
zmeSajo v razmerju 1 : 1 (v/v) s suspenzijami celic, pripravljenimi na 96-jami¢ni plosci z
ravnim dnom (glej odstavek 12). Obdelane plosce se nato inkubirajo 45 + 3 ure pri 37 °C v
prisotnosti 5 % CO». Pred inkubacijo se plosce zatesnijo s polprepustno membrano, da se
preprecita izhlapevanje hlapnih preskusnih kemikalij in navzkrizna kontaminacija med
celicami, tretiranimi s preskusnimi kemikalijami (12).

Barvanje celic

18. Po 45 + 3-urni izpostavljenosti se celice prenesejo na mikrotitrsko plos¢o z jamicami v
obliki ¢rke V in zberejo s centrifugiranjem. Interferenca topnosti je opredeljena kot kristali
ali kapljice, opazene pod mikroskopom 45 = 3 ure po tretiranju (pred barvanjem celic).

473



D060575/02

Supernatanti se zavrzejo, preostale celice pa se enkrat sperejo s 100 ul ledeno mrzlega
fosfatnega pufra s soljo (PBS), ki vsebuje 5 % teleCjega fetalnega seruma (pufer za
barvanje). Po centrifugiranju se celice znova suspendirajo s 100 pl pufra za barvanje in
30 minut barvajo s 5 ul (npr. 0,25 ng) s FITC oznacenih protiteles anti-CD86 ali misjih
protiteles (izotipa) IgG1 pri 4 °C, pri ¢emer so za§Citene pred svetlobo. Uporabiti je treba
protitelesa, opisana v protokolu U-SENS™ DB-ALM st. 183 (12) (za CD86: BD-
PharMingen #555657 klon: Fun-1, ali Caltag/Invitrogen # MHCD8601 klon: BU63; in za
IgG1: BD-PharMingen #555748 ali Caltag/Invitrogen # GM4992). Na podlagi izkusenj
razvijalcev preskusov je intenziteta fluorescence protiteles med razliCnimi serijami
obicajno konsistentna. Za poskus se lahko uporabijo tudi drugi kloni ali dobavitelji
protiteles, ki so uspesno prestali preverjanje reaktivnosti (glej odstavek 11). Vendar lahko
uporabniki razmislijo o titraciji protiteles v pogojih lastnega laboratorija, da se opredeli
najboljsa koncentracija za uporabo. Uporabijo se lahko tudi drugi sistemi zaznavanja, npr.
s fluorokromom oznacena protitelesa anti-CD86, Ce je mogoce dokazati, da dajejo podobne
rezultate kot s FITC konjugirana protitelesa, na primer s preskusanjem snovi za preverjanje
usposobljenosti 1z Dodatka 2.2. Po dvakratnem spiranju s 100 pl pufra za barvanje in
enkratnem spiranju s 100 pl ledeno mrzlega PBS se celice znova suspendirajo v ledeno
mrzlem PBS (npr. 125 pl za vzorce, ki se analizirajo rono po posameznih epruvetah, ali
50 ul, ¢e se uporablja avtomatski vzorcevalnik) in doda se raztopina PI (konc¢na
koncentracija 3 pg/ml). Uporabijo se lahko drugi oznacevalci citotoksicnosti, kot je 7-
aminoactinomicin D (7-AAD) ali tripan modro, ¢¢ je mogoce dokazati, da alternativna
barvila dajejo podobne rezultate kot PI, na primer s preskuSanjem snovi za preverjanje
usposobljenosti iz Dodatka 2.2.

Analiza s preto¢no citometrijo

19. Raven izrazanja CD86 in viabilnost celic se analizirata s pretocno citometrijo. Celice se
prikazejo v tockovnem diagramu velikosti (FSC) in granuliranosti (SSC) na logaritemski
skali, da se jasno opredeli populacija pri prvih vratih R1 in izlo¢ijo drobci. Za vsako
jamico pri vratih R1 je cilj pridobiti 10 000 celic. Celice pri 1stih vratih R1 so prikazane v
toCkovnem diagramu FL3 ali FL4/SSC. Viabilne celice se prikaZejo s postavitvijo drugih
vrat R2, s ¢imer se izbere populacija celic, ki ne reagirajo na propidijev jodid (kanal FL3
ali FL4). Viabilnost celic se lahko izracuna z naslednjo enacbo v citometrijskem analiznem
programu. Kadar je viabilnost celic majhna, se lahko pridobi do 20 000 celic, vklju¢no z
mrtvimi celicami. Alternativno se lahko podatki zajemajo eno minuto po zaéetku analize.

Number of living cells

x 100

Cell viability =

Total Number of aquired cells

Delez FL1-pozitivnih celic se nato 1izmeri med temi viabilnimi celicami pri vratth R2
(znotraj R1). IzraZzanje CD86 na povrSini celic se analizira v to¢kovnem diagramu FL1/SSC
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v okviru vrat za viabilne celice (R2).

Za jamice s kompletnim gojis¢em/IgG1 se analizni oznalevalec nastavi blizu glavni
populaciji, tako da imajo kontrole s kompletnim gojis¢em IgG1 v ciljnem obmocju od 0,6
do 0,9 %.

Barvna interferenca je opredeljena kot sprememba tockovnega diagrama s FITC oznacenih
IgG1 (geo. sr. SIFL1 IgG1 > 150 %).

Stimulacijski indeks (SI) CD86 za kontrolne celice (netretirane ali v 0,4 % DMSO) in
celice, tretirane s kemikalijo, se izra¢una v skladu z naslednjo enacbo:

S = % of CD86%treated cells—% of IgG1ttreated cells
T % of CD86* control cells—% of 1gG1t control cells

X 100

% netretiranih kontrolnih celic IgG1": delez FL1-pozitivnih celic IgGl, opredeljenih z
analiznim oznacevalcem (sprejemljiv razpon > 0,6 % in < 1,5 %, glej odstavek 22), med
viabilnimi netretiranimi celicami.

% kontrolnih/tretiranih celic IgG17/CD86": delez FL1-pozitivnih celic IgG1/CDS6,
izmerjen brez premikanja analiznega oznacevalca med viabilnimi kontrolnimi/tretiranimi
celicami.

PODATKI IN POROCANJE

Ocenjevanje podatkov

20.Pri preskusu U-SENS™ se izraCunata naslednja parametra: vrednost CV70, tj.
koncentracija, pri kateri se pokaze 70-odstotno preZivetje celic U937 (30-odstotna
citotoksi¢nost), in vrednost EC150, tj. koncentracija, pri kateri so preskusne kemikalije
povzrocile stimulacijski indeks (SI) CD86 150 %.

CV70 se izracuna z log-linearno interpolacijo z naslednjo enacbo:
CV70=Cl+[(V1-70)/(V1-V2)*(C2-Cl)]

pri Cemer je:

V1 najnizja vrednost viabilnosti celic nad 70 %,

V2 najvi§ja vrednost viabilnosti celic pod 70 %,

C1 in C2 sta koncentraciji, pri katerih se pokaze vrednost viabilnosti celic V1 oziroma V2.
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% viabilnosti (srednja}

V1 ofo '7.. .

70— .
v2 o et i '.,..

v Odmerek (ug/mL)
Cl CV70 C2

Za pridobitev CV70 se lahko uporabijo tudi drugi pristopi, ¢e se dokaze, da to ne vpliva na
rezultate (npr. s preskuSanjem snovi za preverjanje usposobljenosti).

EC150 se izrauna z log-linearno interpolacijo z naslednjo enacbo:
EC150=C1+[(150-SI1)/(SI2-SI1) * (C2-C1)]

pri Cemer je:

C1 najvisja koncentracija v ug/ml s SICD86 > 150 % (SI 1),

C2 najnizja koncentracija v pg/ml s SICD86 > 150 % (SI 2).

CD86-IeG1 S.L

150 -

v

> Odmerek (ng/mL)
Cl EC150 C2

Vrednosti EC150 in CV70 se izradunata

- za vsako ponovitev: posamezne vrednosti EC150 in CV70 se uporabijo kot orodja za
preiskavo u€inka odziva na koncentracijo za povecanje CD86 (glej odstavek 14);

- na podlagi povprecnih viabilnosti se dolo¢i skupna CV70 (12);

- na podlagi povpre¢nih vrednosti SI CD86 se dolo¢i skupna EC150 za preskusno
kemikalijo, ki je s preskusom U-SENS™ napovedana kot POZITVNA (glej odstavek 21)

(12).

Napovedni model

21.Za meritev izrazanja CD86 se vsaka preskusna kemikalija preskusi v najmanj Stirih
koncentracijah in najmanj dveh neodvisnih ponovitvah (opravljenih na drug dan), iz
katerih se izpelje ena sama napoved (NEGATIVNA ali POZITIVNA).
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- Posamezna sklepna ugotovitev ponovitve v preskusu U-SENS™ se obravnava kot
negativna (v nadaljnjem besedilu: N), ¢e je SI CD86 manjsi od 150 % pri vseh
necitotoksi¢nih koncentracijah (viabilnost celic > 70 %) in ¢e ni ugotovljena nobena
interferenca (citotoksi¢nost, topnost: glej odstavek 18; ali barva: glej odstavek 19 ne glede
na to, pri katerih necitotoksi¢nih koncentracijah je interferenca zaznana). V vseh drugih
primerih: ¢e je SI CD86 vecji od ali enak 150 % in/ali so ugotovljene interference, se
posamezna sklepna ugotovitev ponovitve v preskusu U-SENS™ obravnava kot pozitivna
(v nadaljnjem besedilu: P).

- Napoved U-SENS™ se obravnava kot NEGATIVNA, ¢e sta vsaj dve neodvisni ponovitvi
negativni (N) (slika 1). Ce sta obe prvi ponovitvi negativni (N), se napoved U-SENS™
obravnava kot NEGATIVNA, tretje ponovitve pa ni treba izvesti.

- Napoved U-SENS™ se obravnava kot POZITIVNA, cCe sta vsaj dve neodvisni ponovitvi
pozitivni (P) (slika 1). Ce sta obe prvi ponovitvi pozitivni (P), se napoved U-SENST™
obravnava kot POZITIVNA, tretje ponovitve pa ni treba izvesti.

- Ker se poskus za ugotavljanje odmerka ne izvede, obstaja izjema, ¢e je v prvi ponovitvi SI
ponovitev se nato Steje, da je NEOPREDELJIVA (NO), tako da je treba preskusiti dodatne
koncentracije (med najvi§jo necitotoksi¢no koncentracijo in najniZjo -citotoksi¢no
koncentracijo — glej odstavek 20) v dodatnih ponovitvah. Ce je ponovitev opredeljena kot
NO, je treba izvesti najmanj dve dodatni ponovitvi in Se ¢etrto ponovitev, ¢e druga in tretja
ponovitev nista skladni (N in/ali P neodvisno) (slika 1). Nadaljnje ponovitve bodo
obravnavane kot pozitivne, tudi ¢e je CD86 enak ali vecji od 150 % samo pri eni
necitotoksi¢ni koncentraciji, ker je bila koncentracija prilagojena specifiéni preskusni
kemikaliji. Kon¢na napoved bo temeljila na vecinskem rezultatu treh ali Stirth posameznih
ponovitev (tj. dveh od treh ali dveh od $tirih) (slika 1).

Slika 1: Napovedni model, uporabljen pri preskusu U-SENS™, Napoved U-SENS™ je treba obravnavati
v okviru IATA ter v skladu z dolocbami odstavka 4 ter odstavkov 7, 8 in 9 iz SploSnega uvoda.
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POZITIVNA NEGATIVNA POZITIVNA NEGATIVNA POZITIVNA NEGATIVNA
N: ponovitev, pri kateri CD86 ni pozitiven ali interferenca ni ugotovljena;
P: ponovitev, pri kateri je CD86 pozitiven in/ali so interference ugotovljene;
NO: neopredeljiva. Prva ponovitev brez dokon¢ne ugotovitve, kadar je CD86 pozitiven samo pri najvisji

necitotoksi¢ni koncentraciji;

#: Posamezna neopredeljiva (NO) sklepna ugotovitev, pripisana samo prvi ponovitvi, samodejno vodi do tega, da
je treba izvesti tretjo ponovitev, da se doseze vecina pozitivnih (P) ali negativnih (N) sklepnih ugotovitev v vsaj
dveh od treh neodvisnih ponovitev.

$: Okenca prikazujejo ustrezne kombinacije rezultatov iz treh ponovitev na podlagi rezultatov, pridobljenth v
prvih dveh ponovitvah, prikazanih v zgornjem okencu.

. Okenca prikazujejo ustrezne kombinacije rezultatov iz Stirih ponovitev na podlagi rezultatov, pridobljenih v
prvih treh ponovitvah, prikazanih v zgomjem okencu.

Merila za sprejemljivost

22. Pri uporabi preskusa U-SENS™ morajo biti izpolnjena naslednja merila za sprejemljivost

(12).

Po koncu 45 £ 3-urne izpostavljenosti mora biti srednja viabilnost tripleta netretiranih
celic U937 > 90 %, v izrazanju CD86 pa ni ugotovljen noben odmik. Bazalno izrazanje

CDS86 pri netretiranih celicah U937 mora biti v obmocju > 2 % in <25 %.

478



D060575/02

- Kadar se kot topilo uporabi DMSO, se veljavnost kontrole z vehiklom DMSO oceni z
izratunom SI DMSO v primerjavi z netretiranimi celicami, srednja viabilnost tripleta celic
pa je morala biti > 90 %. Kontrola z vehiklom DMSO je veljavna, ¢e je bila srednja
vrednost SI CD86 njenega tripleta nizja od 250 % srednjega SI CD86 tripleta netretiranih
celic U937.

- Ponovitve se Stejejo za veljavne, Ce sta bili vsaj dve od treh vrednosti IgG1 netretiranih
celic U937 v obmoc¢ju > 0,6 % in < 1,5 %.

- Sodasno preskusena negativna kontrola (mle¢na kislina) se Steje za veljavno, ¢e sta bila
vsaj dva od treh ponovljenith vzorcev negativna (SI CD86 < 150 %) in necitotoksi¢na
(viabilnost celic > 70 %).

- Pozitivna kontrola (TNBS) se Steje za veljavno, Ce sta bila vsaj dva od treh ponovljenih

vzorcev pozitivna (SI CD86 > 150 %) in necitotoksi¢na (viabilnost celic > 70 %).

Porodilo o preskusu

23. V porocilo o preskusu se vkljucijo podatki, navedeni v nadaljevanju.

Preskusna kemikalija

Snov 1z ene sestavine:

- kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po IUPAC ali CAS, stevilka CAS, oznaka po
sistemu SMILES ali identifikator InChl, strukturna formula in/ali drugi identifikatorji;

- fizi¢ni videz, topnost v kompletnem gojis¢u, topnost v . DMSO, molekulska masa in
dodatne pomembne fizikalno-kemijske lastnosti, ¢e so na voljo;

- Cistost, kemijska identiteta ne€istot, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.;
- obdelava pred preskusanjem, Ce je ustrezno (npr. segrevanje, mletje);

- preskuSene koncentracije;

- pogoji shranjevanja in stabilnost, ¢e so na voljo;

- utemeljitev izbire topila/vehikla za vsako preskusno kemikalijo.

Snov z ve¢ sestavinami, UVCB in zmesi:

- ¢im obseznej$a opredelitev lastnosti, na primer s kemijsko identiteto (glej zgoraj),
Cistostjo, kvantitativnim pojavljanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi (glej
zgoraj) sestavin, ¢e so na voljo;

- fizi¢ni videz, topnost v kompletnem gojis¢u, topnost v DMSO in dodatne pomembne
fizikalno-kemijske lastnosti, ¢e so na voljo;
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- molekulska masa ali navidezna molekulska masa v primeru zmesi/polimerov z znano
sestavo ali drugi podatki, pomembni za izvedbo Studije;

- obdelava pred preskusanjem, Ce je ustrezno (npr. segrevanje, mletje);
- preskuSene koncentracije;
- pogoji shranjevanja in stabilnost, e so na voljo;

- utemeljitev izbire topila/vehikla za vsako preskusno kemikalijo.

Kontrole

Pozitivna kontrola:

- kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po IUPAC ali CAS, Stevilka CAS, oznaka po
sistemu SMILES al1 identifikator InChl, strukturna formula in/ali drugi identifikator;i;

- fizi¢ni videz, topnost v DMSO, molekulska masa in dodatne pomembne fizikalno-
kemijske lastnosti, ¢e so na voljo in ¢e je ustrezno;

- Cistost, kemijska identiteta necistot, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.;

- obdelava pred preskusanjem, Ce je ustrezno (npr. segrevanje, mletje);

- preskuSene koncentracije;

- pogoji shranjevanja in stabilnost, ¢e so na voljo;

- sklicevanje na rezultate pozitivnih kontrol iz preteklih preskusov, ki kazejo ustrezna merila

za sprejemljivost ponovitev, ¢e je to ustrezno.

Negativna kontrola in kontrola s topilom/vehiklom:

- kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po IUPAC ali CAS, §tevilka CAS, oznaka po
sistemu SMILES ali identifikator InChl, strukturna formula in/ali drugi identifikatorji;

- Cistost, kemijska identiteta ne€istot, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.;

- fizi¢ni videz, molekulska masa in dodatne pomembne fizikalno-kemijske lastnosti, e se
uporabijo druga kontrolna topila/vehikli razen tistth, ki so navedeni v smernici za
preskusanje, in ¢e so na voljo;

- pogoji shranjevanja in stabilnost, ¢e so na voljo;
- utemeljitev izbire topila/vehikla za vsako preskusno kemikalijo.

Preskusni pogoyji:

- 1me in naslov naro¢nika, preskusevalnega laboratorija in vodje $tudije;
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- opis uporabljenega preskusa;

- uporabljena celi¢na linija, pogoji njenega hranjenja in vir (npr. laboratorij, ki jo je
zagotovil);

- uporabljena pretofna citometrija (npr. model), vkljuéno z nastavitvami instrumenta,
protitelesi in uporabljenim ozna¢evalcem citotoksicnosti;

- postopek, uporabljen za dokazovanje usposobljenosti laboratorija v zvezi z izvedbo
preskusa s preskuSanjem snovi za preverjanje usposobljenosti, in postopek, uporabljen za
prikaz ponovljivosti izvedbe preskusa v daljSem c¢asovnem obdobju, npr. podatki o
kontrolah iz preteklih preskusov in/ali podatki iz preteklih preverjan reaktivnosti.

Merila za sprejemljivost preskusa:

- viabilnost celic in vrednosti SI CD86, pridobljene s kontrolo s topilom/vehiklom, v
primerjavi z obmog;ji sprejemljivosti;

- viabilnost celic in vrednosti SI, pridobljene s pozitivno kontrolo, v primerjavi z obmocji
sprejemljivosti;

- viabilnost celic vseh preskuSenih koncentracij preskusene kemikalije.

Preskusni postopek:

- uporabljeno $tevilo ponovitev;

- uporabljene koncentracije preskusnih kemikalij, nanasanje in ¢as izpostavljenosti (¢e je
drugacen od priporoCenegay;

- trajanje izpostavljenost;
- opis uporabljenih meril za ocenjevanje in odloCitev;

- opis vseh prilagoditev preskusnega postopka.

Rezultati:

- preglednice s podatki, ki vkljucujejo vrednost CV70 (Ce je ustrezno), vrednosti viabilnosti
celic in vrednosti EC150 (Ce je ustrezno), pridobljene za preskusno kemikalijo in pozitivno
kontrolo v vsaki ponovitvi, ter indikacija ocene preskusne kemikalije glede na napovedni
model;

- opis kakrS$nih koli drugih pomembnih opaZanj, e je ustrezno.

Razprava o rezultatih:

- razprava o rezultatih, pridobljenih s preskusom U-SENS™;

- obravnavanje rezultatov v okviru IATA, ¢e so na voljo druge pomembne informacije.
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Sklepne ugotovitve
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Dodatek 2.1

OPREDELITVE POJMOV

Tocnost: stopnja ujemanja rezultatov preskusa s sprejetimi referenénimi vrednostmi. Je
merilo uéinkovitosti preskusa in eden od vidikov ustreznosti.Ta izraz in izraz skladnost se
pogosto uporabljata kot sopomenki in pomenita delez pravilnih rezultatov preskusa (14).

Potek neZelenega izida (Adverse Outcome Pathway — AOP): zaporedje dogodkov od
kemijske strukture ciljne kemikalije ali skupine podobnih kemikalij prek zacetnega dogodka
na molekulski ravni do preiskovanega rezultata in vivo (15).

Koncentracijski odziv CD86: obstaja odvisnost od koncentracije (ali odziv na
koncentracijo), kadar pozitivni koncentraciji (SI CD86 > 150) sledi koncentracija z
nara$¢ajo¢im SI CD86).

Kemikalija: snov ali zmes.
CV70: ocenjena koncentracija, pri kateri je viabilnost celic 70-odstotna.

Odmik: odmik je opredeljen tako: (i) popravljena vrednost %CD86" netretiranega
kontrolnega ponovljenega vzorca 3 je nizja od 50 % srednje vrednosti popravljene vrednosti
%CD86" netretiranih kontrolnih ponovljenih vzorcev 1 in 2;ter (ii) popravljena vrednost
%CD86" negativnega kontrolnega ponovljenega vzorca 3 je niZzja od 50 % srednje vrednosti
popravljene vrednosti %CD86" negativnih kontrolnih ponovljenih vzorcev 1 in 2.

EC150: ocenjene koncentracije, pri katerih je SI izrazanja CD86 150 %.

Preto¢na citometrija: citometriCna tehnika, pri kateri celice, suspendirane v tekocini, vsaka
posebej potujejo skozi ozek snop laserske svetlobe, ki se razprsi v vzorcih, znacilnih za
celice in njthove komponente;celice se pogosto oznacijo s fluorescentnimi oznacevalci, tako
da se svetloba najprej absorbira in nato oddaja pri spremenjenih frekvencah.

Nevarnost: nelocljiva lastnost sredstva ali stanje, ki lahko ob izpostavljenosti temu sredstvu
povzroci nezelen u€inek na organizem, sistem ali (pod)populacijo.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment = celostni pristop k testiranju
in ocenjevanju): strukturiran pristop, ki se uporablja za ugotavljanje nevarnosti (potencial),
opredeljevanje nevarnosti (mo¢) in/ali oceno varnosti (potencial/mo¢ in izpostavljenost)
kemikalije ali skupine kemikalij ter strateSko zajame in oceni vse pomembne podatke, da se
lahko sprejme regulativna odlo€itev v zvezi z morebitno nevarnostjo in/ali tveganjem in/ali
potrebo po nadaljnjem, ciljno usmerjenem in s tem minimalnem preskusanju.

Zmes: zmes ali raztopina iz dveh ali ve¢ snovi.
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Snov iz ene sestavine: snov, ki jo opredeljuje njena kvantitativna sestava in v kateri je vsaj
80 mas. % glavne sestavine.

Snov z ve¢ sestavinami: snov, ki jo opredeljuje njena kvantitativna sestava in v kateri je
ve¢ glavnih sestavin s koncentracijo > 10 mas. % in < 80 mas. %. Snov z ve¢ sestavinami je
rezultat proizvodnega postopka. Razlika med zmesjo in snovjo z ve€ sestavinami je v tem,
da je zmes pridobljena z meSanjem dveh ali ve¢ snovi brez kemi¢ne reakcije.Snov z vec
sestavinami je rezultat kemi¢ne reakcije.

Pozitivna kontrola: ponovljen vzorec, ki vsebuje vse sestavine preskusnega sistema in se
tretira s snovjo, za katero je znano, da povzroci pozitiven odziv.Za zagotovitev, da se lahko
variabilnost odziva pozitivne kontrole oceni v daljSem casovnem obdobju, pa stopnja
pozitivnega odziva ne sme biti previsoka.

Prehapteni: kemikalije, ki postanejo povzrocitelji preobcutljivosti koZe z abiotsko
pretvorbo, npr. oksidacijo.

Prohapteni:kemikalije, ki potrebujejo encimsko aktivacijo, da bi uresnicevale potencial za
povzroc¢anje preobcutljivosti koZze.

Ustreznost: opis razmerja med preskusom in preiskovanim u¢inkom ter njegovega pomena
in uporabnosti za dolo¢en namen. Pomeni stopnjo, do katere preskus pravilno izmeri ali
napove preiskovani bioloski ucinek.Pri ustreznosti se upoSteva tudi tocnost (skladnost)
preskusa (14).

Zanesljivost: stopnja obnovljivosti preskusa v enem ali vec laboratorijih v daljSem
¢asovnem obdobju ob uporabi istega protokola.Oceni se z izraCunom obnovljivosti v enem
ali ve¢ laboratorijih in interne laboratorijske ponovljivosti (14).

Ponovitev: ponovitev zajema eno ali ve¢ preskusnih kemikalij, preskusenih sodasno s
kontrolo s topilom/vehiklom in pozitivno kontrolo.

Obcutljivost: delez vseh pozitivnih/aktivnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno
razvrstijo.Je merilo to¢nosti za preskus, s katerim se pridobijo kategori¢ni rezultati, in
pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (14).

SI: stimulacijski indeks.Relativne vrednosti geometrijske srednje vrednosti intenzitete
fluorescence pri celicah, tretiranth s kemikalijo, v primerjavi s celicami, tretiranimi s
topilom.

Kontrola s topilom/vehiklom: netretiran vzorec, ki vsebuje vse komponente preskusnega
sistema razen preskusne kemikalije, vklju€uje pa topilo/vehikel, ki se uporabi. Uporablja se
za dolocanje izhodiS¢nega odziva za vzorce, tretirane s preskusno kemikalijo, raztopljeno ali
stabilno dispergirano v istem topilu/vehiklu.Pri preskusanju s socasno kontrolo z gojiséem
ta vzorec tudi pokaze, ali topilo/vehikel reagira s preskusnim sistemom.
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Specificnost: delez vseh negativnih/neaktivnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno
razvrstijo.Je merilo to¢nosti za preskus, s katerim se pridobijo kategori¢ni rezultati, in
pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (14).

Pufer za barvanje: fosfatni pufer s soljo, ki vsebuje 5 % tele¢jega fetalnega seruma.

Snov: kemijski elementi in njihove spojine, ki so v naravnem stanju ali pridobljeni s katerim
koli proizvodnim postopkom, vklju¢no z vsemi dodatki, potrebnimi za ohranitev stabilnosti
produkta, in kakr$nimi koli necistotami, ki so nastale v uporabljenem postopku, vendar brez
kakrsnega koli topila, ki ga je mogoce lociti, ne da bi to vplivalo na stabilnost snovi ali
spremenilo njeno sestavo.

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, preskuSena z uporabo tega preskusa.

Globalno usklajeni sistem ZdruZenih narodov za razvr$éanje in oznacevanje kemikalij
(GHS ZN): sistem za razvr$¢anje kemikalij (snovi in zmesi) v skladu s standardiziranimi
vrstami in stopnjami fiziénih, zdravstvenih in okoljskih nevarnosti ter za obravnavanje
ustreznega oznacevanja, na primer s piktogrami, opozorilnimi besedami, stavki o
nevarnosti, previdnostnimi stavki in varnostnimi listi, da bi se razsirile informacije o
Skodljivih ucinkih kemikalij ter s tem zaS¢itili ljudje (vkljuéno z delodajalci, delavci,
prevozniki, potrosniki in reSevalci) in okolje (16).

UVCB:snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali
bioloski materiali.

Veljaven preskus: preskus, ki se obravnava kot dovolj ustrezen in zanesljiv za dolocen
namen ter temelji na znanstveno utemeljenih nacelih.Preskus ni nikoli veljaven v
absolutnem smislu, ampak samo v zvezi z opredeljenim namenom (14).
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Pred redno uporabo preskusa, opisanega v tem dodatku k preskusni metodi B.71, morajo
laboratoriji dokazati tehni¢no usposobljenost tako, da pravilno pridobijo napovedi U-
SENS™_ pri¢akovane za 10 snovi, ki so priporoc¢ene v preglednici 1, ter vrednosti CV70 in
EC150, ki so za vsaj 8 od 10 snovi za preverjanje usposobljenosti v ustreznem referencnem
obmod¢ju. Snovi za preverjanje usposobljenosti so bile izbrane, ker predstavljajo celoten
razpon odzivov pri nevarnostih v zvezi s povzro¢anjem preobcutljivosti koze. Druga merila
za izbiro so bila razpolozljivost snovi na trgu, razpolozljivost visokokakovostnih referen¢nih
podatkov in vivo in razpolozljivost visokokakovostnih podatkov in vitro, pridobljenih s
preskusom U-SENS™. Za preskus U-SENS™ 5o na voljo tudi objavljeni referen¢ni podatki

(1) 3).
Preglednica 1: Priporocene snovi za dokazovanje tehni¢ne usposobljenosti za preskus U-SENS™
U- U-SENS™| U-SENS™
SENS™
Snovi za Agrega . CV70 EC150
.. & Napoved in . . .
preverjanje St. CAS | tno vivol Topilo/ |Referenén |Referenéno
usposobljenosti stanje vehikel 0 obmocje v
obmoéjev| pg/ml?
ng/ml?
povzrocitel]
A-fenilendiamin 106-50-3 trdna preobcgtljlvost kom_pvlfv:trslo <30 pozitivna
snov i gojisce =10
(mocen)
povzrocitelj
pikrilsulfonska Kislina | 2508-19-2 | tekogina |PrecoCuthivost| kompletno | 5, pozitiva
i gojisce (£50)
(mocen)
povzrocitelj
dietil maleat 141-05-9 | tekocina pre"bc‘i‘ﬂﬂvo“ DMSO 10-100 p‘(’ftzlg;la
(zmeren)
povzrocitelj
rezoreinol 108-46-3 trdna preobc1_1t1]1V0st kom_plvevtno ~ 100 pozitivna
snov i gojisce (£50)
(zmeren)
povzrocitelj
cimetov alkohol 104-54-1 | Wdna jpreobeutljivost)  pyy\sqq > 100 pozitivia
snov 1 (10-100)
(gibek)
povzrocitel]
4-alilanizol 140-67-0 | tekotina [PreOPCUlIVOSt] v > 100 pozitiva
i (< 200)
(gibek)
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. trdna | ™ povzr.géa negativna
saharin 81-07-2 oV preobmiltl_] ivost DMSO > 200 > 200)
ne povzroca Kkompl .
. Q1. o N pletno > negativna
glicerol 56-81-5 | tekoCina pI‘eObClilﬂ_]lVOSt gojiste 200 > 200)
- . ne povzr.géa kompletno negativna
mlecna kislina 50-21-5 | tekoCina |preobcutljivost Sy > 200
; goji8ce (> 200)
ne povzroca .
salicilna kislina 69-72-7 | WA | obeutliivost|  DMSO > 200 negativna
snov : (>200)

Kratice: $t. CAS = registrska Stevilka SluZzbe za izmenjavo kemijskih izvle¢kov (CAS).

1 Napoved nevarnosti (in moéi) in vive temelji na podatkih za preskus LLNA (1) (8). Mo¢ in vivo se izpelje s pomodjo

meril, ki jih je predlagal ECETOC (17).

2Na podlagi ugotovljenih vrednosti iz preteklih preskusov (1) (8).

3 Kompletno gojise:gojis¢e RPMI-1640, dopolnjeno z 10 % teledjega fetalnega seruma, 2 mM L-glutamina,
100 enotami/ml penicilina in 100 pg/ml streptomicina (8).
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Dodatek 3

PREOBCUTLJIVOST KOZE IN VITRO: PRESKUS IL-8 LUC

ZACETNI PREUDARKI IN OMEJITVE

1.

V nasprotju s preskusi, s katerimi se analizira izrazanje celi¢nih povrSinskih oznacevalcev,
se s preskusom IL-8-Luc kvantificirajo spremembe v izrazanju IL-8, tj. citokina,
povezanega z aktivacijo dendritskih celic (DC). V reporterski celi¢ni liniji IL-8, pridobljeni
iz celic THP-1 (THP-GS, pridobljen iz celi¢ne linije humane akutne monocitne levkemije
THP-1), se izrazanje IL-8 meri po izpostavljenosti povzroliteljem preobcutljivosti (1).
Izrazanje luciferaze se nato uporabi v podporo razlikovanju med povzroditelji
preobcutljivosti koze in snovmi, ki niso povzrocitelji preobcutljivosti koze.

Preskus IL-8 Luc je bil ocenjen v validacijski Studiji (2), ki so jo izvedli Japanese Centre
for the Validation of Alternatives Methods (japonski center za validacijo alternativnih
metod (JaCVAM), ministrstvo za gospodarstvo, trgovino in industrijo (MGTO) in
Japanese Society for Alternatives to Animal Experiments (japonska druzba za
alternative poskusom na Zivalih) (JSAAE), nato pa Se z neodvisnim medsebojnim
strokovnim pregledom (3) pod vodstvom JaCVAM ter ministrstva za zdravje, delo in
blaginjo (MZDB) ob podpori International Cooperation on Alternative Test Methods
(mednarodno sodelovanje pri alternativnih preskusnih metodah) (ICATM). Ob upostevanju
vseh razpolozljivih dokazov ter prispevkov regulatorjev in deleZnikov se preskus IL-8 Luc
Steje za koristen v okviru IATA za razlikovanje med povzrocitelji preobcutljivosti koze in
snovmi, ki niso povzrocitelji preobéutljivosti koze, zaradi razvrstitve glede na nevarnost in
oznacevanje. Primeri uporabe podatkov preskusa IL-8 Luc v povezavi z drugimi
informacijami so navedeni v virih (4) (5) (6).

Izkazalo se je, da se lahko preskus IL-8 Luc prenese v laboratorije, ki imajo izku$nje s
tehnikami gojenja celi¢nih kultur in meritvami luciferaze. Obnovljivost v enem in vec
laboratorijih je bila 87,7-odstotna oziroma 87,5-odstotna (2). Podatki, pridobljeni z
validacijsko Studijo (2), in druga objavljena dela (1) (6) kaZejo, da je bilo v primerjavi z
LLNA s preskusom IL-8 Luc 118 od 143 kemikalij ocenjenth kot pozitivnih ali negativnih,
25 pa kot neopredeljivih, to¢nost preskusa IL-8 Luc pri razlikovanju med povzroditelji
preobcutljivosti koze (kategorijal po GHS ZN/uredbi CLP) in snovmi, ki niso
povzrocitelji preobcutljivosti, pa je 86-odstotna (101/118), pri Cemer je obcutljivost 96-
odstotna (92/96) in specifi¢nost 41-odstotna (9/22). Z izkljucitvijo snovi, ki ne spadajo na
spodaj opisano podrocje uporabe (odstavek 5), je bilo s preskusom IL-8 Luc 113 od 136
kemikalij ocenjenih kot pozitivnih ali negativnih, 23 pa kot neopredeljivih, to¢nost
preskusa IL-8 Luc pa je 89-odstotna (101/113), pri ¢emer je obcutljivost 96-odstotna
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(92/96) in specificnost 53-odstotna (9/17). Z uporabo podatkov za ljudi, navedenih v
Urbisch et al. (7), je bilo s preskusom IL-8 Luc 76 od 90 kemikalij ocenjenih kot
pozitivnih ali negativnih, 14 pa kot neopredeljivih, to¢nost pa je 80-odstotna (61/76), pri
¢emer je obcutljivost 93-odstotna (54/58) in specifi¢nost 39-odstotna (7/18). Z izkljuditvijo
snovi, ki ne spadajo na podro¢je uporabe, je bilo s preskusom IL-8 Luc 71 od 84 kemikalij
ocenjenih kot pozitivnih ali negativnih, 13 pa kot neopredeljivih, to¢nost pa je 86-odstotna
(61/71), pri ¢emer je obclutljivost 93-odstotna (54/58) in specificnost 54-odstotna (7/13).
Lazno negativne napovedi pri preskusu IL-8 Luc se bodo bolj verjetno pojavile pri
kemikalijah 2z nizko do =zmerno stopnjo povzrofanja preobcutljivosti kozZe
(). podkategorija 1B po GHS ZN/uredbi CLP) kot pri kemikalijah z visoko stopnjo
povzrocanja preobcutljivosti koze (tj. podkategorija 1A po GHS ZN/uredbi CLP) (6). Vse
te informacije skupaj podpirajo vlogo preskusa IL-8 Luc pri opredelitvi nevarnosti za
povzrocanje preobcutljivosti koze. To¢nost, navedena za preskus IL-8 Luc kot samostojen
preskus, je zgolj okvirna, saj ga je treba obravnavati skupaj z drugimi viri informacij v
okviru IATA ter v skladu z dolo¢bami odstavkov 7 in 8 iz Splo$nega uvoda. Poleg tega je
treba pri ocenjevanju preskusov za preobcutljivost koze, ki se ne izvajajo na zivalih,
upostevati, da preskus LLNA ter druga testiranja na Zivalih ne odraZajo v celoti razmer pri
¢loveku.

. Na podlagi trenutno razpolozljivih podatkov se je pokazalo, da se preskus IL-8 Luc lahko
uporablja za preskusne kemikalije, ki zajemajo razlicne organske funkcionalne skupine,
mehanizme reakcije, stopnjo povzrocanja preobcutljivosti koze (kot je dolocena v Studijah
in vivo) ter fizikalno-kemijske lastnosti (2) (6).

. Ceprav se pri preskusu IL-8 Luc kot topilo uporablja X-VIVO™ 15, so bile z njim pravilno
ocenjene kemikalije z vrednostjo Log Kow > 3,5 in kemikalije s topnostjo v vodi priblizno
100 pg/ml, kot je bila izradunana z EPI Suite™, njegova uspesnost zaznavanja
povzrociteljev preobcutljivosti s slabo topnostjo v vodi pa je boljsa kot pri preskusu IL-8
Luc, pri katerem se kot topilo uporabi dimetil sulfoksid (DMSO) (2). Vendar pa lahko
negativni rezultati za preskusne kemikalije, ki niso topne pri 20 mg/ml, povzrocijo lazno
negativne rezultate, ker niso topne v X-VIVO™ 5. Zato se negativni rezultati za te
kemikalije ne smejo upoStevati. V validacijski Studiji je bila ugotovljena visoka lazno
negativna stopnja za anhidride. Poleg tega se lahko zaradi omejene presnovne zmogljivosti
celiéne linije (8) in poskusnih pogojev pri prohaptenih (tj. snoveh, ki potrebujejo
presnovno aktivacijo) in prehaptenih (tj. snoveh, aktiviranih z oksidacijo z zrakom) v
preskusu pojavijo negativni rezultati. Ceprav je treba negativne rezultate za domnevne
pre/prohaptene razlagati previdno, pa je bilo s preskusom IL-8 Luc pravilno ocenjenih 11
od 11 prehaptenov, 6/6 prohaptenov ter 6/8 pre/prohaptenov v podatkovnem nizu preskusa
IL-8 Luc (2). Na podlagi nedavnega obseznega pregleda treh preskusov, ki se ne izvajajo
na Zivalih (DPRA, KeratinoSens™ in h-CLAT), za odkrivanje prehaptenov in prohaptenov
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(9) ter na podlagi dejstva, da so celice THP-GS8, uporabljene v preskusu IL-8 Luc, celi¢na
linija, pridobljena 1z celic THP-1, ki se uporabljajo v preskusu h-CLAT, lahko preskus IL-
8 Luc tudi prispeva k povecanju obcutljivosti preskusov, ki se ne izvajajo na zivalih, za
odkrivanje prehaptenov in prohaptenov v povezavi z drugimi preskusi. Do zdaj preskusene
povrSinsko aktivne snovi so dale (laZno) pozitivne rezultate ne glede na svojo vrsto (npr.
kationske, anionske ali neionske). Nazadnje, kemikalije, ki motijo luciferazo, lahko motijo
njeno aktivnost/meritev in povzrocajo ofitno zaviranje ali povec¢ano luminiscenco (10).
Porocalo se je na primer o tem, da koncentracije fitoestrogena, vi§je od 1 uM, motijo
luminiscenéne signale v drugih preskusih na luciferaznem porocevalskem genu zaradi
prevelike aktivacije luciferaznega poroCevalskega gena. Zato je treba izrazanje luciferaze,
pridobljeno pri visokih koncentracijah fitoestrogenov ali spojin, ki domnevno povzrocajo
fitoestrogenu podobno aktivacijo luciferaznega porocevalskega gena, pazljivo preuciti
(11). Glede na navedeno so povrsinsko aktivne snovi, anhidridi in kemikalije, ki motijo
luciferazo, izkljucene s podro¢ja uporabe tega preskusa. Kadar obstajajo dokazi, da
preskusa IL-8 Luc ni mogole uporabiti za druge specifictne kategorije preskusnih
kemikalij, se ta preskus zanje ne sme uporabiti.

6. Kot je navedeno zgoraj, preskus IL-8 Luc podpira razlikovanje med povzroditelji
preobcutljivosti koZe in snovmi, ki niso povzrocitelji preobcutljivosti koze. Potrebno je
nadaljnje delo, ki po moZnosti temelji na podatkih za ljudi, da bi se dolocilo, kako bi lahko
rezultati preskusa IL-8 Luc prispevali k oceni stopnje povzrocanja preobcutljivosti, kadar
se obravnavajo v povezavi z drugimi viri informacij.

7. Opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 3.1.

NACELO PRESKUSA

8. Pri preskusu IL-8 Luc se uporabi celi¢na linija humane monocitne levkemije, tj. THP-1, ki
je bila pridobljena iz celicne banke American Type Culture Collection (Manassas,
Virginija, ZDA). Z uporabo te celi¢ne linije je oddelek za dermatologijo na fakulteti za
medicino v Tohokuju 1zdelal THP-GS reportersko celi¢no linijo IL-8 na podlagi THP-1, ki
vklju€uje luciferazna gena za SLO (stable luciferase orange) in SLR (stable luciferase red)
pod kontrolo promotorjev IL-8 oziroma gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH)
(1). To omogoca kvantitativno merjenje indukcije luciferaznega gena z zaznavanjem
luminiscence, pri Cemer se kot kazalnik aktivnosti IL-8 in GAPDH v celicah po
1zpostavljenosti kemikalijam, ki povzrocajo preobcutljivost, uporabijo dobro vzpostavljeni
luciferazni substrati, ki oddajajo svetlobo.

9. Sistem preskusa z dvema barvama vkljucuje luciferazo, ki oddaja oranzno svetlobo (SLO;
Amaks. = 580 nm) (12), za izrazanje gena promotorja IL-8 in luciferazo, ki oddaja rdeco
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svetlobo (SLR; Amaks. = 630 nm) (13), za izrazanje gena notranjega kontrolnega
promotorja GAPDH. Luciferazi oddajata razlicno barvo po reakciji z d-luciferinom
kresnic¢ke, njuna luminiscenca pa se izmeri socasno v enostopenjski reakciji z delitvijo
oddajanja iz zmesi za preskus z uporabo opti¢nega filtra (14) (Dodatek 3.2).

10. Celice THP-G8 se 16 ur tretirajo s preskusno kemikalijo, nakar se izmerita aktivnost
luciferaze SLO (SLO-LA), ki izraza aktivnost promotorja IL-8, in aktivnost luciferaze SLR
(SLR-LA), ki izraZa aktivnost promotorja GAPDH. Zaradi laZjega razumevanja kratic sta
SLO-LA in SLR-LA oznaceni kot IL8LA oziroma GAPLA. Preglednica 1 vsebuje opis
1zrazov, povezanih z aktivnostjo luciferaze v preskusu IL-8 Luc. Izmerjene vrednosti se
uporabijo za izracun normalizirane ILS8LA (nIL8LA), ki je razmerje med IL8LA in
GAPLA; indukcije nIL8LA (Ind-IL8LA), ki je razmerje med aritmeti¢nimi sredinami
Stirikratnika izmerjenih vrednosti nIL8LA celic THP-G8, tretiranih s preskusno kemikalijo,
in vrednostmi nIL8LA netretiranih celic THP-GS8; in inhibicije GAPLA (Inh-GAPLA), ki
je razmerje med aritmeti¢nimi sredinami Stirikratnika izmerjenih vrednosti GAPLA celic
THP-G8, tretiranih s preskusno kemikalijo, in vrednostmi GAPLA netretiranih celic THP-
G8, ter uporabijo kot kazalnik za citotoksi¢nost.

Preglednica 1: Opis izrazov, povezanih z aktivnostjo luciferaze v preskusu IL-8 Luc

Kratice Opredelitev

GAPLA Aktivnost luciferaze SLR, ki izraZa aktivnost promotorja GAPDH

ILSLA Aktivnost luciferaze SLO, ki izraza aktivnost promotorja IL-8

nlL8LA ILSLA/GAPLA

Ind-IL8LA nlL8LA celic THP-GS8, tretiranih s kemikalijami/nILSLA netretiranih
celic

Inh-GAPLA  GAPLA celic THP-GS, tretiranih s kemikalijami/GAPLA netretiranih
celic

CVO05 NajniZja koncentracija kemikalije, pri kateri Inh-GAPLA postane < 0,05

11.Na voljo so standardi izvajanja (15), da se olajSa validacija prilagojenih luciferaznih
preskusov z IL-8 in vitro, ki so podobni preskusu IL-8 Luc, in omogo¢i pravocasna
sprememba Smernice OECD za preskusanje 442E za njihovo vkljucitev. Medsebojno
priznavanje podatkov OECD bo zagotovljeno le za preskuse, validirane v skladu s
standardi izvajanja, Ce je te preskuse pregledala OECD in jih vkljuéila v Smernico za
preskusanje 442E (16).

DOKAZOVANJE USPOSOBLJENOSTI

12. Pred redno uporabo preskusa, opisanega v tem dodatku k preskusni metodi B.71, morajo
laboratoriji dokazati tehni¢no usposobljenost, tako da v skladu z dobrimi praksami metode
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in vitro (17) uporabijo 10 snovi za preverjanje usposobljenosti, navedenih v Dodatku 3.3.
Poleg tega morajo uporabniki preskusov vzdrzevati zbirko preteklih podatkov, pridobljenih
s preverjanji reaktivnosti (glej odstavek 15) ter pozitivnimi kontrolami in kontrolami s
topilom/vehiklom (glej odstavke od 21 do 24), ter te podatke uporabiti za potrditev, da se v
njihovem laboratoriju vzdrzuje obnovljivost preskusa skozi ¢as.

POSTOPEK

13.

Na voljo je standardni delovni postopek za preskus IL-8 Luc, ki ga je treba uporabiti pri
izvajanju preskusa (18). Laboratoriji, ki zelijo izvesti preskus, lahko rekombinantno
celi¢no linijo THP-G8 pridobijo od druzbe GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japonska, ce
podpisejo sporazum o prenosu materiala v skladu s pogoji iz predloge OECD. V naslednjih
odstavkih so opisani glavne sestavine in postopki preskusa.

Priprava celic

14.

15.

16.

Za 1zvedbo preskusa IL-8 Luc je treba uporabiti celi¢no linijo THP-G8 druzbe GPC Lab.
Co. Ltd., Tottori, Japonska (glej odstavka 8 in 13). Celice se po prejemu namnozijo (od 2
do 4 pasaze) in shranijo zamrznjene kot homogena zaloga. Celice i1z te zaloge se lahko
namnozujejo do najve¢ 12 pasaz ali najve¢ 6 tednov. Gojis€e, ki se uporablja za
namnozevanje, je gojis¢e RPMI-1640, ki vsebuje 10 % fetusnega seruma goveda (FBS),
antibioti¢no/antimikoti¢no raztopino (100 U/ml penicilina G, 100 ug/ml streptomicina in
0,25 pg/ml amfotericina B in 0,85 % fizioloske raztopine) (npr. GIBCO Cat#15240-062),
0,15 pg/ml puromicina (npr. CAS:58-58-2) in 300 pg/ml G418 (npr. CAS:108321-42-2).

Preden se celice uporabijo za preskus, jih je treba kvalificirati s preverjanjem reaktivnosti.
To preverjanje je treba opraviti od 1 do 2 tedna ali od 2 do 4 pasaze po odtajanju z uporabo
pozitivne kontrole, tj. 4-nitrobenzil bromida (4-NBB) (CAS:100-11-8, > 99-odstotna
Cistost), in negativne kontrole, tj. mle¢ne kisline (LA) (CAS:50-21-5, > 85-odstotna
Cistost). 4-NBB bi moral povzroc€iti pozitiven odziv na Ind-IL8LA (> 1,4), medtem ko bi
morala LA povzroc€iti negativen odziv na Ind-IL8LA (< 1,4). Za preskus se uporabijo samo
celice, ki so uspeSno prestale preverjanje reaktivnosti. Preverjanje reaktivnosti je treba
1zvesti v skladu s postopki, opisanimi v odstavkih od 22 do 24.

Za preskusanje se celice THP-GS8 nasadijo z gostoto od 2 do 5 x 10° celic/ml in predhodno
gojijo v steklenickah za gojenje celi¢nih kultur od 48 do 96 ur. Na dan preskusa se celice
odvzamejo iz steklenicke za gojenje celicnih kultur in sperejo z RPMI-1640, ki vsebuje
10 % FBS brez kakr$nih koli antibiotikov, nato pa se ponovno suspendirajo v RPMI-1640,
ki vsebuje 10 % FBS brez kakrinih koli antibiotikov, z gostoto 1 x 10° celic/ml. Celice se
nato nanesejo na ¢rno 96-jami¢no plosco z ravnim dnom (npr. Costar Cat#3603) po 50 ul
(5 x 10* celic/jamico).
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Priprava preskusne kemikalije in kontrolnih snovi

17.

18.

19.

Preskusna kemikalija in kontrolne snovi se pripravijo na dan preskusa. Za preskus IL-8
Luc se preskusne kemikalije raztopijo v X-VIVO™ 15, tj. gojis¢u brez seruma, ki je na
voljo na trgu (Lonza, 04-418Q), do konéne koncentracije 20 mg/ml. X-VIVO™ 15 se doda
20 mg preskusne kemikalije (ne glede na topnost kemikalije) v mikrocentrifugirki do
koli¢ine 1 ml ter nato 30 minut energi¢no mesa in stresa na rotorju pri najvedéji hitrosti
8 vrt/min pri sobni temperaturi priblizno 20 °C. Ce se trdne kemikalije $¢ vedno ne
raztopijo, se epruveta ultrazvo¢no obdela, dokler ni kemikalija popolnoma raztopljena ali
stabilno dispergirana. Pri preskusnih kemikalijah, ki so topne v X-VIVO™ 15 se raztopina
razredéi s faktorjem 5 z X-VIVO™ 15 in uporabi kot osnovna raztopina preskusne
kemikalije z X-VIVO™ 15 (4 mg/ml). Pri preskusnih kemikalijah, ki niso topne v X-
VIVO™ 15, se zmes znova rotira najmanj 30 minut in nato 5 min centrifugira pri
15 000 vrt/min (=20 000 g); nastali supernatant se uporabi kot osnovna raztopina
preskusne kemikalije z X-VIVO™ 15. Ce se uporabijo druga topila, kot so DMSO, voda
ali gojiSce, je treba njihovo uporabo znanstveno utemeljiti. Podroben postopek za
raztopitev kemikalij je opisan v Dodatku 3.5. Raztopine z X-VIVO™ 15, opisane v
odstavkih od 18 do 23, se zmeSajo v razmerju 1:1 (v/v) s suspenzijami celic,
pripravljenimi na ¢rni 96-jamic¢ni plos¢i z ravnim dnom (glej odstavek 16).

Prva ponovitev preskusa je namenjena dolocitvi citotoksi¢ne koncentracije in preucitvi
potenciala kemikalij za povzroganje preob&utljivosti koze. Z uporabo X-VIVO™ 15 se
osnovne raztopine preskusne kemikalije z X-VIVO™ 15 zaporedoma razredéijo s
faktorjem red¢enja 2 (glej Dodatek 3.5), za kar se uporabi 96-jami¢ni preskusni blok (npr.
Costar Cat#EW-01729-03). Nato se 50 pl/jamico razred¢ene raztopine doda 50 pl
suspenzije celic na ¢rni 96-jami¢ni plosci z ravnim dnom. Pri preskusnih kemikalijah, ki so
topne v X-VIVO ™ 15, konéne koncentracije preskusnih kemikalij torej segajo od 0,002
do 2 mg/ml (Dodatek 3.5). Pri preskusnih kemikalijah, ki niso topne v X-VIVO ™ 15 pri
20 mg/ml, se dologijo samo faktorji redéenja, ki segajo od 2 do 2!°, geprav dejanske
konc¢ne koncentracije preskusnih kemikalij ostanejo negotove in so odvisne od nasiCene
koncentracije preskusnih kemikalij v osnovni raztopini z X-VIVO ™ 15,

V naslednjih ponovitvah preskusa (tj. drugi, tretji in Cetrti ponovitvi) se osnovna raztopina
z X-VIVO™ 15 pripravi pri koncentraciji, ki je 4-krat vi§ja od koncentracije viabilnosti
celic 05 (CVO05; najniZja koncentracija, pri kateri Inh-GAPLA postane < 0,05) v prvem

PO

v

Koncentracija CV05 se izracuna z delitvijo koncentracije osnovne raztopine v prvi
ponovitvi s faktorjem red¢enja za CV05 (X) (faktor red¢enja CV05 (X); faktor red¢enja,
potreben za razredCenje osnovne raztopine na CVO05) (glej Dodatek 3.5). Za preskusne
snovi, ki niso topne v X-VIVO pri 20 mg/ml, se CVO05 dolo¢i s koncentracijo osnovne
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raztopine x 1/X. Pri ponovitvah od2 do4 se druga osnovna raztopina pripravi kot
4 x CV50 (Dodatek 3.5).

Zaporedne razredGitve drugih osnovnih raztopin z X-VIVO™ 15 se pripravijo s faktorjem
red¢enja 1,5, pri Cemer se¢ uporabi 96-jami¢ni preskusni blok. Nato se 50 upl/jamico
razredéene raztopine doda 50 pl suspenzije celic v jamicah na ¢rni 96-jamic¢ni ploséi z
ravnim dnom. Vsako koncentracijo vsake preskusne kemikalije je treba preskusiti v
4 jamicah. Vzorci se nato zmesajo na stresalniku za plosce in 16 ur inkubirajo pri 37 °C in
5 % COg, nakar se 1izmeri luciferazna aktivnost, kot je opisano spodaj.

Kontrola s topilom je me3anica 50 ul/jamico X-VIVO™ 15 in 50 ul/jamico suspenzije
celic v RPMI-1640, ki vsebuje 10 % FBS.

Priporoc¢ena pozitivna kontrola je 4-NBB. 20 mg 4-NBB se pripravi v 1,5-mililitrski
mikrocentrifugirki, v katero se doda X-VIVO™ 15 do 1 ml. Epruveta se najmanj 30 minut
energicno mesa in stresa na rotorju pri najvecji hitrosti 8 vrt/min. Po 5-minutnem
centrifugiranju pri 20 000 g se supernatant razred&i s faktorjem 4 z X-VIVO™ 15, 500 pl
razredéenega supernatanta pa se prenese v jamico na 96-jami¢nem preskusnem bloku.
RazredCeni supernatant se nadalje razred&i z X-VIVO™ 15 s faktorjema 2 in 4, 50 ul
raztopine pa se doda 50 pl suspenzije celic THP-G8 v jamicah na ¢rni 96-jamicni plosci z
ravnim dnom (Dodatek 3.6). Vsako koncentracijo pozitivne kontrole je treba preskusiti v
4 jamicah. Plos¢a se stresa na stresalniku za plos¢e in 16 ur inkubira v COz-inkubatorju
(37 °C, 5 % CO»), nakar se izmeri luciferazna aktivnost, kot je opisano v odstavku 29.

Priporo¢ena negativna kontrola je LA. 20mg LA se pripravi v 1,5-mililitrski
mikrocentrifugirki, v katero se doda X-VIVO™ 15 do 1 ml (20 mg/ml). Raztopina z LA s
koncentracijo 20 mg/ml se razred&i s faktorjem 5 z X-VIVO™ 15 (4 mg/ml); 500 pl te
raztopine z LA s koncentracijo 4 mg/ml se prenese na 96-jamicni preskusni blok. Ta
raztopina se razred¢i s faktorjem 2 z X-VIVO™ 15 in nato znova s faktorjem 2, da se
dobita raztopini 2 mg/ml in 1 mg/ml. 50 pl teh treh raztopin in kontrola z vehiklom (X-
VIVO™ 15) se doda 50 pl suspenzije celic THP-GS8 v jamicah na ¢rni 96-jamiéni ploséi z
ravnim dnom. Vsako koncentracijo negativne kontrole je treba preskusiti v 4 jamicah.
Plos¢a se stresa na stresalniku za plos¢e in 16 ur inkubira v COz-inkubatorju (37 °C,
5 % CO»), nakar se izmeri luciferazna aktivnost, kot je opisano v odstavku 29.

Uporabijo se lahko tudi druge primerne pozitivne ali negativne kontrole, ¢e so na voljo
podatki 1z preteklih preskusov za izpeljavo primerljivih meril za sprejemljivost ponovitev.

Paziti je treba, da hlapne preskusne kemikalije ne izhlapijo in da ne pride do navzkrizne
kontaminacije med jamicami s preskusnimi kemikalijami, npr. z zatesnitvijo plosce pred
inkubacijo s preskusnimi kemikalijami.

497



26.

D060575/02

Za preskusne kemikalije in kontrolo s topilom so potrebne od 2 do 4 ponovitve, da se
1zpelje pozitivna ali negativna napoved (glej preglednico 2). Vsaka ponovitev se izvede na
drug dan s sveZo osnovno raztopino preskusnih kemikalij z X-VIVO™ 15 in neodvisno
odvzetimi celicami. Celice lahko sicer izhajajo iz iste pasaZe.

Meritve luciferazne aktivnosti

27.

28.

29.

30.

Luminiscenca se meri z luminometrom za mikrotitrske 96-jamiéne plosce, opremljenim z
opti¢nimi filtri, npr. Phelios (ATTO, Tokio, Japonska), Tristan 941 (Berthold, Bad
Wildbad, Nemcdija) in serija ARVO (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, ZDA).
Luminometer mora biti umerjen za vsak preskus, da se zagotovi obnovljivost (19). Za to
umerjanje so na voljo rekombinantne luciferaze, ki oddajajo oranzno in rdeco svetlobo.

100 pl predhodno segretega luciferaznega reagenta Tripluc® (Tripluc) se prenese v vsako
jamico na plos¢i, ki vsebuje suspenzijo celic, tretirano s kemikalijo ali brez kemikalijje.
Plos¢a se stresa 10 minut pri sobni temperaturi priblizno 20 °C. Plos¢a se vstavi v
luminometer, da se izmeri luciferazna aktivnost. Bioluminiscenca se meri po 3 sekunde v
odsotnosti (F0) in prisotnosti (F1) opti¢nega filtra. Ce se uporabijo drugaéne nastavitve,
npr. glede na uporabljeni model luminometra, jih je treba utemeljiti.

Parametri za vsako koncentracijo se izracunajo iz izmerjenih vrednosti, npr. IL8LA,
GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, srednji +SD IL8LA, srednji +SD GAPLA,
srednji £SD nIL8LA, srednji £SD Ind-IL8LA, srednji £SD Inh-GAPLA in 95-odstotni
interval zaupanja za Ind-IL8LA. Opredelitve parametrov, uporabljenih v tem odstavku, so
navedene v dodatkih I oziroma IV.

Pred meritvijo se obi¢ajno doseZe barvno razlikovanje v vefbarvnih porocevalskih
poskusih z uporabo detektorjev (luminometer in Citalec plosce), opremljenih z opti¢nimi
filtri, kot so ozko pasovno omejeni (dolgovalovni ali kratkovalovni prepustni) filtri ali
pasovnoprepustni filtri. V skladu z Dodatkom 3.2 je treba koeficiente prepustnosti filtrov
umeriti za vsako signalno barvo bioluminiscence.

PODATKI IN POROCANJE

Ocenjevanje podatkov

31.

V skladu z merili za pozitivho/negativno odlocitev je treba v vsaki ponovitvi:

napoved preskusa IL-8 Luc oceniti kot pozitivno, ¢e ima preskusna kemikalija Ind-1L8LA
> 1,4 in je spodnja meja 95-odstotnega intervala zaupanja Ind-ILSLA > 1,0;

napoved preskusa IL-8 Luc oceniti kot negativno, ¢e¢ ima preskusna kemikalija Ind-IL8LA
< 1,4 in/ali je spodnja meja 95-odstotnega intervala zaupanja Ind-IL8LA < 1,0.
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Napovedni model

32. Preskusne kemikalije, ki dajo pri prvi, drugi, tretji ali Cetrti ponovitvi dva pozitivna
rezultata, se opredelijo kot pozitivne, medtem ko se preskusne kemikalije, ki dajo pri prvi,
drugi, tretji ali Cetrti ponovitvi tri negativne rezultate, opredelijo kot domnevno negativne
(preglednica 2). Med domnevno negativnimi kemikalijami se kemikalije, ki se raztopijo pri
20 mg/ml X-VOVO™ 15, ocenijo kot negativne, medtem ko se kemikalije, ki se ne
raztopijo pri 20 mg/ml X-VOVO™ 15, ne smejo upostevati (slika 1).

Preglednica 2: Merila za opredelitev pozitivnih in domnevno negativnih kemikalij

1. ponovitev 2. ponovitev 3. ponovitev 4. ponovitev Konc¢na napoved

pozitivna pozitivna — — pozitivna
negativna pozitivna - pozitivna
negativna pozitivna pozitivna

negativna domnevno negativna
negativna pozitivna pozitivna - pozitivna
negativna pozitivna pozitivna

negativna domnevno negativna
negativna pozitivna pozitivna pozitivna

negativna domnevno negativna

negativna - domnevno negativna

Slika 1: Napovedni model za kon¢no oceno

)
L Pozitivne
Kemikalije R Topne pri 20 mg/ml ——{ Negativne
Domnevno /
negativne )
. Se ne smejo
Netopne pri 20 mg/ml ——l upostevati

Merila za sprejemljivost

33. Pri uporabi preskusa IL-8 Luc morajo biti izpolnjena naslednja merila za sprejemljivost.
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- Ind-IL8LA mora biti ve¢ji od 5,0 pri vsaj eni koncentraciji pozitivne kontrole, tj. 4-NBB,
in to v vsaki ponovitvi.

- Ind-IL8LA mora biti manj$i od 1,4 pri kateri koli koncentraciji negativne kontrole, tj.
mlecne kisline, in to v vsaki ponovitvi.

- Podatke s plos¢, za katere je GAPLA kontrolnih jamic s celicami in Triplucom, vendar
brez kemikalij, manj$i od 5-kratnika GAPLA jamice, ki vsebuje samo preskusno gojisce
(50 pl/jamico RPMI-1640, ki vsebuje 10 % FBS, in 50 pl/jamico X-VIVO™ 15), je treba
zavrniti.

- Podatke s plos¢, za katere je Inh-GAPLA vseh koncentracyy preskusnih ali kontrolnih
kemikalij manjsi od 0,05, je treba zavrniti. V takem primeru je treba prvi preskus ponoviti,
tako da je najvi§ja kon€na koncentracija ponovljenega preskusa najnizja koncna
koncentracija prejSnjega preskusa.

Porodilo o preskusu

34. V porocilo o preskusu se vkljucijo podatki, navedeni v nadaljevanju.

Preskusne kemikalije

Snov 1z ene sestavine:

- kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po IUPAC ali CAS, stevilka CAS, oznaka po
sistemu SMILES ali identifikator InChl, strukturna formula in/ali drugi identifikatorji;

- fizi¢ni videz, topnost v vodi, molekulska masa in dodatne pomembne fizikalno-kemijske
lastnosti, ¢e so na voljo;

- Cistost, kemijska identiteta necistot, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.;
- obdelava pred preskusanjem, ¢e je ustrezno (npr. segrevanje, mletje);

- topnost v X-VIVO™15. Za kemikalije, ki niso topne v X-VIVO™ 15, ali sta po
centrifugiranju ugotovljena obarjanje ali flotacija;

- preskuSene koncentracije;
- pogoji shranjevanja in stabilnost, e so na voljo;
- utemeljitev izbire topila/vehikla za vsako preskusno kemikalijo, e X-VIVO™ 15 ni bil

uporabljen.

Snov z ved sestavinami, UVCB in zmesi:
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- ¢im obseznejSa opredelitev lastnosti, na primer s kemijsko identiteto (glej zgoraj),
Cistostjo, kvantitativnim pojavljanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi (glej
zgoraj) sestavin, ¢e so na voljo;

- fizi¢ni videz, topnost v vodi in dodatne pomembne fizikalno-kemijske lastnosti, ¢e so na
voljo;

- molekulska masa ali navidezna molekulska masa v primeru zmesi/polimerov z znano
sestavo ali drugi podatki, pomembni za izvedbo §tudije;

- obdelava pred preskusanjem, ¢e je ustrezno (npr. segrevanje, mletje);

- topnost v X-VIVO™15. Za kemikalije, ki niso topne v X-VIVO™ 15, ali sta po
centrifugiranju ugotovljena obarjanje ali flotacija;

- preskuSene koncentracije;
- pogoji shranjevanja in stabilnost, ¢e so na voljo;
- utemeljitev izbire topila/vehikla za vsako preskusno kemikalijo, ¢e X-VIVO™ 15 ni bil

uporabljen.

Kontrole

Pozitivna kontrola:

- kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po IUPAC ali CAS, stevilka CAS, oznaka po
sistemu SMILES ali identifikator InChl, strukturna formula in/ali drugi identifikator;i;

- fizi¢ni videz, topnost v vodi, molekulska masa in dodatne pomembne fizikalno-kemijske
lastnosti, ¢e so na voljo in ¢e je ustrezno;

- Cistost, kemijska identiteta ne€istot, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.;

- obdelava pred preskusanjem, Ce je ustrezno (npr. segrevanje, mletje);

- preskusene koncentracije;

- pogoji shranjevanja in stabilnost, e so na voljo;

- sklicevanje na rezultate pozitivnih kontrol iz preteklih preskusov, ki kazejo ustrezna merila
za sprejemljivost ponovitev, ¢e je to ustrezno.

Negativna kontrola:

- kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po IUPAC ali CAS, stevilka CAS in/ali drugi
identifikatorji;

- (Cistost, kemijska identiteta necistot, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.;
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fizi¢ni videz, molekulska masa in dodatne pomembne fizikalno-kemijske lastnosti, ¢e se
uporabijo druge negativne kontrole razen tistih, ki so navedene v smernici za preskusSanje,
in ¢e so na voljo;

pogoji shranjevanja in stabilnost, ¢e so na voljo;

utemeljitev izbire topila za vsako preskusno kemikalijo.

Preskusni pogoyji:

ime in naslov naro¢nika, preskusevalnega laboratorija in vodje Studije;
opis uporabljenega preskusa;

uporabljena celi¢na linija, pogoji njenega hranjenja in vir (npr. laboratorij, ki jo je
zagotovil);

Stevilka serije in izvor FBC, ime dobavitelja, Stevilka serije ¢rne 96-jamicne plosce z
ravnim dnom ter Stevilka serije reagenta Tripluc;

Stevilo pasaZ in gostota celic, uporabljenih za preskuSanje;

metoda Stetja celic, uporabljena za nasaditev pred preskusanjem, in ukrepi, sprejeti za

zagotovitev homogene porazdelitve §tevila celic;

uporabljeni luminometer (npr. model), vkljuéno z nastavitvami instrumenta, uporabljenim
substratom luciferaze in prikazom ustreznih meritev luminiscence, ki temeljijo na
kontrolnem preskusu, opisanem v Dodatku 3.2;

postopek, uporabljen za dokazovanje usposobljenosti laboratorija v zvezi z izvedbo
preskusa (npr.s preskuSanjem snovi za preverjanje usposobljenosti) ali za prikaz
ponovljivosti izvedbe preskusa v daljSem ¢asovnem obdobju.

Preskusni postopek:

Stevilo ponovljenih vzorcev in izvedenih ponovitev;

uporabljene koncentracije preskusnih kemikalij, postopek dodajanja in ¢as izpostavljenosti
(Ce so drugacni od priporoc¢enih);

opis uporabljenih meril za ocenjevanje in odlocitev;
opis uporabljenih meril za sprejemljivost Studije;

opis vseh prilagoditev preskusnega postopka.

Rezultati:

meritve ILSLA in GAPLA;
izracuni za nIL8LA, Ind-IL8LA in Inh-GAPLA;
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- 95-odstotni interval zaupanja Ind-1L8LA;

- graf, ki prikazuje krivulje odziva na odmerek za indukcijo luciferazne aktivnosti in
viabilnost;

- opis kakrS$nih koli drugih pomembnih opaZanj, ¢e je ustrezno.

Razprava o rezultatih:

- razprava o rezultatih, pridobljenih s preskusom IL-8 Luc;

- obravnavanje rezultatov preskusa v okviru IATA, ¢e so na voljo druge pomembne
informacije.

Sklepna ugotovitev

503



D060575/02

VIRI

(1) Takahashi, T., Kimura, Y., Saito, R., Nakajima, Y., Ohmiya, Y., Yamasaki,
K., in Aiba, S. (2011). An in vitro test to screen skin sensitizers using a
stable THP-1-derived 1L-8 reporter cell line, THP-GS8. Toxicol Sci 124:359-
69.

(2) 20ECD (2017). Validation report for the international validation study on
the IL-8 Luc assay as a test evaluating the skin sensitizing potential of
chemicals conducted by the IL-8 Luc Assay. Series on Testing and
Assessment  (St. 267), ENV/IM/MONO(2017)19. Organizacija za
gospodarsko  sodelovanje in  razvoj, Parizz Na voljo na:
http://www.oecd.org/env/ehs/testing/series-testing-assessment-publications-
number.htm.

(3) OECD (2017). Report of the Peer Review Panel for the IL-8 Luciferase (IL-
8 Luc) Assay for in vitro skin sensitisation. Series on Testing and
Assessment  (St. 258), ENV/IM/MONO(2017)20.  Organizacija za
gospodarsko  sodelovanje in  razvoj, Parizz Na voljo na:
http://www.oecd.org/env/ehs/testing/series-testing-assessment-publications-
number.htm.

(4) 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  (St. 256),
ENV/IM/MONO(2016)29. Organizacija za gospodarsko sodelovanje in
razvoj, Pariz. Na voljo na: http://www.oecd.org/env/ehs/testing/series-
testing-assessment-publications-number.htm.

(5) van der Veen, J. W, Rorije, E., Emter, R., Natsch, A., van Loveren, H., in
Ezendam, J. (2014). Evaluating the performance of integrated approaches
for hazard identification of skin sensitizing chemicals. Regul Toxicol
Pharmacol 69:371-9.

(6) Kimura, Y., Fujimura, C,, Ito, Y., Takahashi, T., Nakajima, Y., Ohmiya, Y.,
in Aiba, S. (2015). Optimization of the IL-8 Luc assay as an in vitro test for
skin sensitization. Toxicol In Vitro 29:1816-30.

(7) Urbisch, D., Mehling, A., Guth, K., Ramirez, T., Honarvar, N., Kolle, S.,
Landsiedel, R., Jaworska, J., Kern, P.S., Gerberick, F., et al. (2015).
Assessing skin sensitization hazard in mice and men using non-animal test
methods. Regul Toxicol Pharmacol 71:337-51.

(8) Ashikaga, T., Sakaguchi, H., Sono, S., Kosaka, N., Ishikawa, M., Nukada,
Y., Miyazawa, M., Ito, Y., Nishiyama, N., in Itagaki, H. (2010). A

2

504



D060575/02

comparative evaluation of in vitro skin sensitisation tests: the human cell-
line activation test (h-CLAT) versus the local lymph node assay (LLNA).
Alternatives to laboratory animals: ATLA 38:275-84.

(9) Patlewicz, G., Casati, S., Basketter, D. A., Asturiol, D., Roberts, D. W_,
Lepoittevin, J.-P., Worth, A., in Aschberger, K. (2016). Can currently
available non-animal methods detect pre and pro haptens relevant for skin
sensitisation? Regul Toxicol Pharmacol, 82:147-155.

(10) Thorne, N., Inglese, J., in Auld, D. S. (2010). Illuminating insights into
firefly luciferase and other bioluminescent reporters used in chemical
biology. Chem Biol 17:646-57.

(11) OECD (2016).Test No 455: Performance-Based Test Guideline for Stably
Transfected Transactivation /n Vitro Assays to Detect Estrogen Receptor
Agonists and Antagonists, OECD Publishing,
Pariz http://dx.doi.org/10.1787/9789264265295-en.

(12) Viviani, V., Uchida, A., Suenaga, N., Ryufuku, M., in Ohmiya, Y. (2001).
Thr226 is a key residue for bioluminescence spectra determination in beetle
luciferases. Biochem Biophys Res Commun 280:1286-91.

(13) Viviani, V. R., Bechara, E. J., in Ohmiya, Y. (1999). Cloning, sequence
analysis, and expression of active Phrixothrix railroad-worms luciferases:
relationship between bioluminescence spectra and primary structures.
Biochemistry 38:8271-9.

(14) Nakajima, Y., Kimura, T., Sugata, K., Enomoto, T., Asakawa, A., Kubota,
H., lkeda, M., in Ohmiya, Y. (2005). Multicolor luciferase assay system:
one-step monitoring of multiple gene expressions with a single substrate.
Biotechniques 38:891-4.

(15)OECD (2017). Se ni objavljeno — Performance Standards for the
assessment of proposed similar or modified in vitro skin sensitisation 1L-8
luc test methods. OECD Environment, Health and Safety Publications,
Series on Testing and Assessment. OECD, Pariz, Francija.

(16) OECD (2005). Guidance Document the Validation and International
Acceptance of New or Updated Test Methods for Hazard Assessment.
OECD Environment, Health and Safety publications, OECD Series on
Testing and Assessment (§t. 34). OECD, Pariz, Francija.

(17) OECD (2018). Draft Guidance document: Good /n Vitro Method Practices
(GIVIMP) for the Development and Implementation of In Vitro Methods for
Regulatory Use in Human Safety Assessment. Organizacija za gospodarsko

505



D060575/02

sodelovanje in razvoj, Pariz. Na voljo na:
http://www.oecd.org/env/ehs/testing/OECD Final Draft GIVIMP.pdf.

(18) JaCVAM  (2016). 1IL-8 Luc assay protocol, na voljo na:
http://www.jacvam.jp/en_effort/effort02.html.

(19) Niwa, K., Ichino, Y., Kumata, S., Nakajima, Y., Hiraishi, Y., Kato, D,
Viviani, V. R., in Ohmiya, Y. (2010). Quantum yields and kinetics of the
firefly bioluminescence reaction of beetle luciferases. Photochem Photobiol
86:1046-9.

(20) OECD (2012). The Adverse Outcome Pathway for Skin Sensitisation
Initiated by Covalent Binding to Proteins, Part 1: Scientific Evidence.
OECD Environment, Health and Safety Publications, Series on Testing and
Assessment (St. 168). OECD, Pariz, Francija.

(21) Zdruzeni narodi (2015). Globalno usklajeni sistem za razvr$€anje in
oznadevanje kemikalij (GHS). Sesta revidirana izdaja. New York in Zeneva:
United Nations Publications. ISBN: 978-92-1-117006-1. Navoljo  na:
http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs_rev05/05files_e.html.

506



D060575/02

Dodatek 3.1

OPREDELITVE POJMOV

Tocnost: stopnja ujemanja rezultatov preskusa s sprejetimi referencnimi vrednostmi. Je
merilo u¢inkovitosti preskusa in eden od vidikov ustreznosti.Ta izraz in izraz skladnost se
pogosto uporabljata kot sopomenki in pomenita delez pravilnih rezultatov preskusa (16).

Potek neZelenega izida (Adverse Outcome Pathway — AOP): zaporedje dogodkov od
kemijske strukture ciljne kemikalije ali skupine podobnih kemikalij prek zaletnega dogodka
na molekulski ravni do preiskovanega rezultata in vivo (20).

Kemikalija: snov ali zmes.

CV0S:viabilnost celic 05, tj. najmanjSa koncentracija, pri kateri je Inh-GAPLA kemikalyj
manjsa od 0,05.

FInSLO-LA: kratica, uporabljena v validacijskem porocilu in prej$njih publikacijah v zvezi
s preskusom IL-8 Luc za sklicevanje na Ind-IL8LA.Glej Ind-IL8LA za opredelitev pojma.

GAPLA:luciferazna aktivnost stabilne luciferaze rdeca (SLR) (Amaks. = 630 nm), ki jo
regulira promotor GAPDH ter izkazuje viabilnost celic in Stevilo viabilnih celic.

Nevarnost: nelocljiva lastnost sredstva ali stanje, ki lahko ob izpostavljenosti temu sredstvu
povzroci nezelen u€inek na organizem, sistem ali (pod)populacijo.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment = celostni pristop k testiranju
in ocenjevanju): strukturiran pristop, ki se uporablja za ugotavljanje nevarnosti (potencial),
opredeljevanje nevarnosti (mo¢) in/ali oceno varnosti (potencial/mo¢ in izpostavljenost)
kemikalije ali skupine kemikalij ter strateSko zajame in oceni vse pomembne podatke, da se
lahko sprejme regulativna odlocitev v zvezi z morebitno nevarnostjo in/ali tveganjem in/ali
potrebo po nadaljnjem, ciljno usmerjenem in s tem minimalnem preskuSanju.

II-SLR-LA: kratica, uporabljena v validacijskem poro€ilu in prej$njih publikacijah v zvezi
s preskusom IL-8 Luc za sklicevanje na Inh-GAPLA.Glej Inh-GAPLA za opredelitev
pojma.

IL-8 (interlevkin-8):citokin, ki izhaja 1z endotelijskih celic, fibroblastov, keratinocitov,
makrofagov in monocitov ter povzroc¢a kemotakso nevtrofilcev in limfocitov T.

IL8LA: luciferazna aktivnost stabilne luciferaze oranzna (SLO) (Amaks. = 580 nm), ki jo
regulira promotor IL-8.

Ind-IL8LA: stopnja indukcije IL8LA.Dobi se z delitvijo nIL8LA celic THP-GS, tretiranih s
kemikalijami, z nILSLA nestimuliranih celic THP-G8 in predstavlja indukcijo aktivnosti
promotorja IL-8 s strani kemikalij.
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Inh-GAPLA: inhibicija GAPLA.Dobi se z delitvijo GAPLA celic THP-GS8, tretiranih s
kemikalijami, z GAPLA netretiranih celic THP-GS in predstavlja citotoksi¢nost kemikalij.

swes

pozitivna merila.
Zmes: zmes ali raztopina iz dveh ali ve¢ snovi.

Snov iz ene sestavine: snov, ki jo opredeljuje njena kvantitativna sestava in v kateri je vsaj
80 mas. % glavne sestavine.

Snov z ve€ sestavinami: snov, ki jo opredeljuje njena kvantitativna sestava in v kateri je
ve¢ glavnih sestavin s koncentracijo > 10 mas. % in < 80 mas. %. Snov z ve¢ sestavinami je
rezultat proizvodnega postopka. Razlika med zmesjo in snovjo z ve¢ sestavinami je v tem,
da je zmes pridobljena z mesanjem dveh ali ve¢ snovi brez kemicne reakcije.Snov z veé
sestavinami je rezultat kemi¢ne reakcije.

nIL8LA: aktivnost luciferaze SLO, ki izraza aktivnost promotorja IL-8 (ILSLA),
normalizirana z aktivnostjo luciferaze SLR, ki izraZa aktivnost promotorja GAPDH
(GALPA).Predstavlja aktivnost promotorja 1L-8 po upoStevanju viabilnosti celic ali Stevila
celic.

nSLO-LA: kratica, uporabljena v validacijskem porocilu in prej$njih publikacijah v zvezi s
preskusom IL-8 Luc za sklicevanje na nIL.8LA.Glej nILL8LA za opredelitev pojma.

Pozitivna kontrola: ponovljen vzorec, ki vsebuje vse sestavine preskusnega sistema in se
tretira s snovjo, za katero je znano, da povzroci pozitiven odziv.Za zagotovitev, da se lahko
variabilnost odziva pozitivne kontrole oceni v daljSem casovnem obdobju, pa stopnja
pozitivnega odziva ne sme biti previsoka.

Prehapteni: kemikalije, ki postanejo povzrocitelji preobcutljivosti koze z abiotsko
pretvorbo.

Prohapteni: kemikalije, ki potrebujejo encimsko aktivacijo, da bi uresni¢evale potencial za
povzrocanje preobcutljivosti koze.

Ustreznost: opis razmerja med preskusom in preiskovanim ucinkom ter njegovega pomena
in uporabnosti za dolo¢en namen. Pomeni stopnjo, do katere preskus pravilno izmeri ali
napove preiskovani bioloski ucinek.Pri ustreznosti se uposteva tudi toc¢nost (skladnost)
preskusa (16).

Zanesljivost: stopnja obnovljivosti preskusa v enem ali ve¢ laboratorijih v daljSem
¢asovnem obdobju ob uporabi istega protokola.Oceni se z izraCunom obnovljivosti v enem
ali ve¢ laboratorijih in interne laboratorijske ponovljivosti (16).

Ponovitev: ponovitev zajema eno ali ve¢ preskusnih kemikalij, presku$enih socasno s
kontrolo s topilom/vehiklom in pozitivno kontrolo.
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Obcutljivost: delez vseh pozitivnih/aktivnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno
razvrstijo.Je merilo to¢nosti za preskus, s katerim se pridobijo kategori¢ni rezultati, in
pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (16).

SLO-LA: kratica, uporabljena v validacijskem porodilu in prej$njih publikacijah v zvezi s
preskusom IL-8 Luc za sklicevanje na IL8LA.Glej ILSLA za opredelitev pojma.

SLR-LA: kratica, uporabljena v validacijskem porocilu in prej$njih publikacijah v zvezi s
preskusom IL-8 Luc za sklicevanje na GAPLA.Glej GAPLA za opredelitev pojma.

Kontrola s topilom/vehiklom: netretiran vzorec, ki vsebuje vse komponente preskusnega
sistema razen preskusne kemikalije, vkljucuje pa topilo/vehikel, ki se uporabi. Uporablja se
za doloc¢anje izhodiS¢nega odziva za vzorce, tretirane s preskusno kemikalijo, raztopljeno ali
stabilno dispergirano v istem topilu/vehiklu.Pri preskusanju s socasno kontrolo z gojis¢em
ta vzorec tudi pokaze, ali topilo/vehikel reagira s preskusnim sistemom.

Specificnost: delez vseh negativnih/neaktivnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno
razvrstijo.Je merilo tocnosti za preskus, s katerim se pridobijo kategori¢ni rezultati, in
pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (16).

Snov: kemijski elementi in njihove spojine, ki so v naravnem stanju ali pridobljeni s katerim
koli proizvodnim postopkom, vklju¢no z vsemi dodatki, potrebnimi za ohranitev stabilnosti
produkta, in kakrSnimi koli necistotami, ki so nastale v uporabljenem postopku, vendar brez
kakr$nega koli topila, ki ga je mogoce lo€iti, ne da bi to vplivalo na stabilnost snovi ali
spremenilo njeno sestavo.

Povrsinsko aktivna snov: snov, kot je detergent, ki lahko zmanjSa povrSinsko napetost
tekocine in tako omogo¢i, da se speni ali prodre v trdne snovi; znana je tudi kot omakalno
sredstvo.(TG437)

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, preskuSena z uporabo te metode.

THP-GS8: reporterska celi¢na linija IL-8, uporabljena v preskusu IL-8 Luc.Humana
makrofagna celi¢na linija THP-1 je bila transfecirana z luciferaznima genoma SLO in SLR
pod kontrolo promotorjev IL-8 oziroma GAPDH.

Globalno usklajeni sistem ZdruZenih narodov za razvrs$éanje in oznacevanje kemikalij
(GHS ZN): sistem za razvr$¢anje kemikalij (snovi in zmesi) v skladu s standardiziranimi
vrstami in stopnjami fizi¢nih, zdravstvenih in okoljskih nevarnosti ter za obravnavanje
ustreznega oznacevanja, na primer s piktogrami, opozorilnimi besedami, stavki o
nevarnosti, previdnostnimi stavki in varnostnimi listi, da bi se razSirile informacije o
Skodljivih ucinkih kemikalij ter s tem zaScitili ljudje (vklju€no z delodajalci, delavci,
prevozniki, potros$niki in reSevalci) in okolje (21).

UVCB: snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali
bioloski materiali.
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Veljavna preskusna metoda: preskus, ki se obravnava kot dovolj ustrezen in zanesljiv za
doloCen namen ter temelji na znanstveno utemeljenih nacelih.Preskus ni nikoli veljaven v
absolutnem smislu, ampak samo v zvezi z opredeljenim namenom.
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Dodatek 3.2

NACELO MERITVE LUCIFERAZNE AKTIVNOSTI IN DOLOCITEV
KOEFICIENTOV PREPUSTNOSTI OPTICNEGA FILTRA ZA SLO IN SLR

MultiReporter Assay System — Tripluc se lahko uporabi z lumimometrom za
mikrotitrske plos¢e z vecbarvnim sistemom zaznavanja, s katerim je lahko opremljen
optic¢ni filter (npr. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar LB941
(Berthold)). Opticni filter, ki se uporabi pri meritvi, je 600—620-nanometrski
dolgovalovni ali  kratkovalovni  prepustni  filter ali  600—700-nanometrski
pasovnoprepustni filter.

Meritev dvobarvnih luciferaz z opti¢nim filtrom

To je primer uporabe filtra Phelios AB-2350 (ATTO). Ta luminometer je opremljen s
600-nanometrskim dolgovalovnim prepustnim filtrom (R60 HOYA Co., 600 nm LP,
filter 1) za razdelitev luminiscence SLO (Amaks.= 580 nm) in SLR (Amaks.=
630 nm).

Za dolocitev koeficientov prepustnosti 600-nanometrskega LP se najprej z uporabo
prec¢i§€enih luciferaznih encimov SLO in SLR izmeri (i) intenziteta bioluminiscence
SLO in SLR brez filtra (F0), (ii) intenziteta bioluminiscence SLO in SLR pri prehodu
¢ez 600-nanometrski LP (filter 1) in (iil) izraCunata koeficienta prepustnosti 600-
nanometrskega LP za SLO in SLR, navedena spodaj.

Transmission coefficients |Abbreviation |Definition
SLO %2?121111551% <O The filter’s transmission
: Ree coefficient for the SLO
coefficients
SLR ?lter 1 .. <R The filter’s transmission
Tansmission R60 cocfficient for the SLR
coefficients

Kadar je intenziteta SLO in SLR v preskusnem vzorcu opredeljena kot O oziroma R, se
(1) intenziteta svetlobe brez filtra (vse opti¢no) FO in (ii) intenziteta svetlobe, ki prehaja
skozi 600-nanometrski LP (filter 1) F1, opiSeta, kot je navedeno spodaj.

FO=0O+R
F1 =«Ors0x O + kRreox R

Ti formuli je mogoce zapisati tudi tako:

<F0> ( 1 1 ><O>
F1 KOpso  KRpgo/ \R
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Z uporabo izracunanih faktorjev prepustnosti (kOreo in KRreo) ter izmerjenth FO in F1
se lahko nato vrednost O in R izracuna tako:

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

Materiali in metode za doloCitev faktorja prepustnosti

(1) Reagenti

WO W W

Enkratna precis¢ena encima luciferaze:

e %

liofilizirani prec¢iS¢eni encim SLO

liofilizirani pre¢is§€eni encim SLR

(ki sta bila za validacijsko delo pridobljena od GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japonska,
s celi¢no linijjo THP-G8)

Preskusni reagent:

luciferazni reagent Tripluc® (na primer iz TOYOBO Cat#MRA-301)

Gojisce: za luciferazni preskus (30 ml, shranjeno pri od 2 do 8 °C)

Koncéna konc. | Potrebna
Reagent Konec. '

v gojiscu koli¢ina
RPMI-1640 |- — 27 ml
FBS — 10 % 3ml

(2) Priprava encimske raztopine

WY W

Lifolizirani precis¢eni encim luciferaze raztopite v epruveti, tako da dodate 200 ul
10~100 mM Tris/HCI ali Hepes/HCI (pH 7,5~8,0) z dodatkom 10 % (w/v) glicerola,
encimsko raztopino razdelite na 10-mikrolitrske alikvote v 1,5-mililitrske epruvete za
enkratno uporabo ter jih shranite v zamrzovalniku pri —80 °C. Zamrznjena encimska
raztopina je uporabna do 6 mesecev. Ob uporabi dodajte 1 ml gojisca za luciferazni
preskus (RPMI-1640 z 10 % FBS) v vsako epruveto, v kateri je encimska raztopina
(razred¢ena encimska raztopina), in jih hranite na hladnem, da preprecite deaktivacijo.

(3) Meritev bioluminiscence

Luciferazni reagent Tripluc® (Tripluc) odtajajte in ga hranite pri sobni temperaturi
bodisi v vodni kopeli bodisi pri temperaturi zraka okolice. Luminometer vkljucite
30 minut pred zacCetkom meritve, da omogocite stabilizacijo fotopomnozevalnika.
100 pl razred¢ene encimske raztopine prenesite na ¢rno 96-jami¢no plosco (ravno dno)
(referencni vzorec SLO na #B1, #B2, #B3, referen¢ni vzorec SLR na #D1, #D2, #D3).
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Nato s pipetmanom prenesite 100 pl predhodno segretega reagenta Tripluc v vsako
jamico na plos¢i, ki vsebuje razredCeno encimsko raztopino. Plo$¢o s stresalnikom
plos¢ 10 minut stresajte pri sobni temperaturi (priblizno 25 °C). Iz raztopin v jamicah
odstranite mehurcke, ¢e se pojavijo. PlosCo vstavitev v luminometer, da se izmeri
luciferazna aktivnost. Bioluminiscenca se meri po 3 sekunde v odsotnosti (F0O) in
prisotnosti (F1) opti¢nega filtra.

Koeficient prepustnosti opti¢nega filtra je bil izraCunan tako:

koeficient prepustnosti (SLO (kOre0)) = (#B1 F1+ #B2 F1+ #B3 F1)/(#B1 FO+ #B2
FO+ #B3 F0)

koeficient prepustnosti (SLR (kRreo0)) = (#D1 F1+ #D2 F1+ #D3 F1) / (#D1 FO+ #D2
FO+ #D3 F0)

IzraCunani faktorji prepustnosti se uporabijo za vse meritve, izvedene z istim
luminometrom.

Nadzor nad kakovostjo opreme

Uporabiti je treba postopke, opisane v protokolu IL-8 Luc (18).
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SNOVI ZA PREVERJANJE USPOSOBLJENOSTI
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Pred redno uporabo preskusa, opisanega v tem dodatku k preskusni metodi B.71, morajo
laboratoriji dokazati tehni¢no usposobljenost tako, da pridobijo napovedi preskusa IL-8 Luc,
pricakovane za 10 snovi, ki so priporo¢ene v preglednici 1, ter vrednosti, ki so za vsaj 8
od 10 snovi za preverjanje usposobljenosti (izbranih za predstavljanje obmocja odzivov za
nevarnosti za preobcutljivost koze) v ustreznem referenénem obmocju. Druga merila za
izbiro so bila razpolozljivost snovi na trgu, razpolozljivost visokokakovostnih referen¢nih
podatkov in vivo in razpoloZljivost visokokakovostnih podatkov in vitro, pridobljenih s
preskusom IL-8 Luc. Za preskus IL-8 Luc so na voljo tudi objavljeni referen¢ni podatki (6)

(1),

Preglednica 1: Priporocene snovi za dokazovanje tehni¢ne usposobljenosti za poskus IL-8 Luc

Topnost Napoved Referentno obmodje
v IL-8 Luc? (ug/ml)’
Snovi za preverjanje . X- Napoved in
usposobljenosti SLCAS — Stamje  yryors vivo! . MITIL-
. CVo0s 5
pri 8 Luc
20 mg/ml
povzrocitel]
.. trdna preobcutljivosti .\
2 ,4-dinitroklorobenzen 97-00-7 netopen . pozitivna 2,3-3,9 0,5-2,3
snov (izjemno
modcen)
povzrocitelj
formaldehid 50-00-0  tekocina topen preobcutljivosti  pozitivna 4-9
(mocen)
trdna povzrocitelj
2-merkaptobenzotiazol 149-30-4 oV netopen  preoblutljivosti  pozitivna  250-290  60-250
(zmeren)
povzrocitelj
etilendiamin 107-15-3  tekocina topen preobcutljivosti  pozitivna ~ 500-700  0,1-0,4
(zmeren)
povzrocitel]
etilenglikol dimetakrilat ~ 97-90-5  tekodina  netopen  preobcutljivosti  pozitivna  >2 000  0,04-0,1
(8ibek)
povzrocitelj 0.01—
4-alilanizol (estragol) 140-67-0 tekoCina netopen  preobcutljivosti  pozitivna > 2 000 6 07
(8ibek) ’
streptomicin sulfat 3810-74-  trdna topen NePOVZIOCa - pocativna  >2000  >2 000
0 snov preobcutljivosti
glicerol 56-81-5  tekocina topen fie povzroca | negativna  >2000  >2 000
preobcutljivosti
izopropanol 67-63-0  tekocina topen prr:)g;;;zri(sz)as i negativna > 2 000 >2 000

Kratice: §t. CAS = registrska Stevilka Sluzbe za izmenjavo kemijskih izvleckov.

1 Mo¢ in vivo se izpelje s pomo&jo meril, ki jih je predlagal ECETOC (19).

2 Na podlagi ugotovljenih vrednosti iz preteklih preskusov (1) (6).
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3CV05 in MIT IL-8 Luc sta bila izra¢unana z uporabo topnosti v vodi, pridobljeno z EPI SuiteTM.
* CV0S: najnizja koncentracija, pri kateri je Inh-GAPLA kemikalij manj$a od 0,05.

5 MIT: najnizje koncentracije, pri katerih kemikalija izpolnjuje pozitivna merila.
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Dodatek 3.4

INDEKSI IN MERILA ZA PRESOJO
nILSLA (nSLO-LA)

J-ta ponovitev (j = 1-4) i-te koncentracije (i = 0-11) se izmeri za IL8LA (SLO-LA) oziroma
GAPLA (SLR-LA). Normalizirana ILS8LA, navedena kot nIL8LA (nSLO-LA), je
opredeljena kot:

To je osnovna merska enota v tem preskusu.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

Primarno merilo tega preskusa je stopnja povecanja povprecne nILSLA (nSLO-LA) za
ponovitev pri i-ti koncentraciji v primerjavi z njo pri koncentraciji 0, tj. Ind-IL8LA. To
razmerje je zapisano z naslednjo formulo:

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

Vodilni laboratorij je predlagal, naj vrednost 1,4 ustreza pozitivnemu rezultatu za preskusno
kemikalijo. Ta vrednost temelji na preiskavi preteklih podatkov vodilnega laboratorija.
Ekipa za upravljanje podatkov je nato to vrednost uporabila v vseh fazah validacijske
Studije. Glavni rezultat, Ind-IL8LA, je razmerje dveh aritmeti¢nih sredin, kot je prikazano v
enacbi.

95-odstotni interval zaupanja (95 % CI)

Za 95-odstotni interval zaupanja (95 % CI), ki temelji na razmerju, se lahko Steje, da
prikazuje natancnost tega primarnega merila izida. Spodnja meja 95 % CI > 1 kaze, da je
nIL8LA pri i1-ti koncentraciji bistveno veéja kot pri kontroli s topilom. 95 % CI je mogoce
oblikovati na ve¢ nacinov. V tej Studiji smo uporabili metodo, znano kot Fiellerjev teorem.
Ta teorem 95-odstotnega intervala zaupanja izhaja 1z naslednje formule:

—B — VvB? —4AC —B + VvB? — 4AC
2A ’ 2A ’

pri ¢emer je:
sd? sd?.
— 32 2 0 — T T — 52 2 y1 =
A = X5 — 59750 X — B=-2XXX}y, C=¥i —tho750m) X n—,and ng =4,

y1

Xo = (1/ny) X ¥;nIL8LAy;, sd3 = {1/(ny — 1)} x X;(nIL8LA,; — 20)2,
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ny =4, §; = (1 /nyi) X Zj(nIL8LAij), sd§i ={1 /(myj - 1)} x zj(mLSLAij - yi)z.

tyo75,) 97,5 percentila osrednje t-porazdelitve z y) stopnjo svobode, pri ¢emer je

(254 5 ) 0+ () )

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Inh-GAPLA je razmerje med povpreéno GAPLA (SLR-LA) za ponovitev pri i-ti
koncentraciji in povpre¢no GAPLA pri kontroli s topilom, ki se zapise tako:

Inh — GAPLA; = {(1/4) X X%; GAPLA;;}/{(1/4) X %; GAPLA;}.
Ker je GAPLA imenovalec nILS8LA, zelo majhna vrednost povzro¢i veliko spremembo v

nlL8LA. Zato se lahko vrednosti Ind-IL8LA z zelo majhno vrednostjo Inh-GAPLA (manj
kot 0,05) Stejejo za nenatancne.
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Dodatek 3.5

SHEMA METOD ZA RAZTOPITEV KEMIKALIJ ZA PRESKUS IL-8 LUC

(a) Za kemikalije, raztopljene v X-VIVO™ 15 pri 20 mg/ml

Ce je kemikalija topna v X-VIVOTM 15 'J  ———— ﬂ
(1. ponovitev) Faktor redéenja 5 U
20 mg/ml Osnovna raztopina (4 mg/ml)

Faktor redéenja 2

l Dodajte v suspenzijo celic na 96-jamini ploi
| | |1 | | | 1 |
11 ] | ] [ | ]

0 mgfmi mgimi |
0 $ss-ssesssssssrsossssSssssssT 1 mzfmil
Dolocite najvisjo koncentracijo nasle dnjih poskusov
o .,..\\ CVOS5; najnizja koncentracija, pri kateri Inh-GAPLA
< postane < 0,05 (koncentracija osnovne

raztopine x 1/faktor redéenja (X))

Inh- GAPLA

a
"
[
)

.. AN ,

CAARANAAAAAS sl

Keodna Rorceatrsciis pri2., 3.in 4. poskusy

2., 3. ali 4. ponovitev U T U
razredcne
1x 4 x CVO5 (4 x koncentracija osnovne

X ™
Kontrolaz X-VIVO™ 15 Faktor redéenja 1,5 raztopine x 1/X)

e e e e e e e e

Dodajte v celice na 96-jamicni ploSCi (50 ul : SO pl)
l 2x V05
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(b) Za kemikalije, ki niso topne v X-VIVO™ 15 pri 20 mg/ml

Ce kemikalija ni topna v X-VIVOTM 15 '
| . Rotirajte in
(1. ponovitev) 20 mg/ml centrifugirajte A Supernatant

AlilutionHactor®E [ (osnovna raztopina)

HHHHHHHHHHH&

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

lDodajte v suspenzijo celic na 96-jamicni plosci (50 ul : 50 pl)

] ] e e e e e e e e

x1/20480 x1/5120 x1/1280 x1/320 x1/80 x1/20 . .
oOd x1/10240 x1/2560 x1/640 x1/160 x1/40 Koncna razredcina
< Pt ™ . ;
7 CV05; najnizja koncentracija, pri kateri Inh-GAPLA
5 * postane < 0,05 (koncentracija osnovne
7 )6
< raztopine x 1/faktor redéenja (X))

4

0.05 [

Konéna koncentracija pri 2., 3. in 4. poskusu

x1/204801 € ===l x1/80  x1/200
00 x1/10240 . xi1ed x1/40

2., 3. ali 4. ponovitev
razredcnte

4 x CV05 (4 x koncentracija osnovne,
Faktor redenja 1 5|:| raztopine x 1/X)

S JHHS R SR I

Dodajte v celice na 96-jamicni plosci (50 pl : 50 ul)

l 2 x CV05
e b e e e e e e

Kontrola z X-VIVO™ 15
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Dodatek 3.6

SHEMA METODE ZA RAZTOPITEV 4-NBB ZA POZITIVNO KONTROLO PRESKUSA
IL-8 LUC

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

D ‘ Faktor redéenja 4
) = iy,

Rotirajte in
centrifugirajte Supernatant x1/4
20 mg/m 3 2
x1
Faktor redCenja 2

-—
Kontrolaz X- x1/16 x1/8 x1/4
VIVO™ 15
Dodajte v celice na 96-jamicni

| plo&i (SO ul : 50 pl)

| |

| I

Kontrola z X- x1/32 x1/16 x1/8
VvIVO™ 15
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(9) V delu C se dodata naslednji poglaviji:

,C.52 RAZSIRJENI ENOGENERACIJSKI PRESKUS RAZMNOZEVANJA MEDAKE
(MEOGRT)

UvOoD

1.

Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskusanje (TG) 240 (2015).
Razsirjeni enogeneracijski preskus razmnozevanja medake (Medaka Extended One
Generation Test, MEOGRT) opisuje iz¢rpno preskusno metodo, temeljeCo na ribah,
izpostavljenth v ve¢ generacijah, za pridobitev podatkov, pomembnih za ekoloSko
nevarnost in oceno tveganja kemikalij, vklju¢no z domnevnimi endokrinimi motilci
(endocrine disrupting chemicals, EDC). Izpostavljenost pri preskusu MEOGRT traja do
izvalitve (do dveh tednov po oploditvi, tpo) v drugi generaciji (F2). Za utemeljitev
koristnosti razsiritve generacije F2 na ¢as po izvalitvi bi bile potrebne dodatne raziskave;
trenutno pa ni dovolj informacij za zagotovitev ustreznih pogojev ali meril za utemeljitev
raz§iritve generacije F2. Ta preskusna metoda bo sicer lahko posodobljena, ko se bodo
upostevale nove informacije in podatki. Na primer smernice o raz$iritvi generacije F2, tako
da bi bilo vkljuceno razmnoZevanje, bodo lahko koristne v nekaterih okoli§¢inah (npr. pri
kemikalijah z velikim biokoncentracijskim potencialom ali znakih c¢ezgeneracijskih
ucinkov pri drugih taksonih). Ta preskusna metoda se lahko uporabi za oceno morebitnih
kroni¢nih uéinkov kemikalij, vkljuéno s potencialnimi endokrinimi motilci, na ribe. Glavni
poudarek te metode je na morebitnih ucinkih, pomembnih za populacijo (tj. Skodljivih
ucinkih na preZivetje, razvoj, rast in razmnoZevanje), za izracun koncentracije brez
opaznega ucinka (NOEC) ali u¢inkovite koncentracije (ECx), Ceprav je treba navesti, da so
pristopi z ECx redko primerni za tovrstne velike Studije, pri katerih bo morda povecanje
Stevila preskusnih koncentracij, da bi se omogocila dolocitev Zelene ECx, neizvedljivo in
lahko tudi povzroci precejSnje pomisleke glede dobrobiti zivali zaradi velikega Stevila
uporabljenih Zivalih. Za kemikalije, pri katerih ni potrebna ocena v ,ve¢ generacijah‘, ali
kemikalije, ki niso potencialni endokrini motilci, bodo morda ustreznejSe druge preskusne
metode (1). Ustrezna vrsta za uporabo v tej preskusni metodi je japonska medaka zaradi
kratkega zivljenjskega cikla in moZnosti doloCitve njenega genetskega spola (2), ki se v tej
preskusni metodi Steje za kriticno komponento. Posebne metode in opazovane koncne
tocke, ki so podrobno navedene pri tej metodi, se uporabljajo samo za japonsko medako.
Podobnemu preskusnemu protokolu se lahko prilagodijo druge vrste majhnih rib (npr.
cebrica).

S to preskusno metodo se meri ve¢ bioloskih konénih tock. Prvotni poudarck je na
morebitnih $kodljivih uéinkih na parametre, pomembne za populacijo, ki vkljucujejo
preZivetje, razvoj, rast in razmnoZevanje. Drugi¢, da se zagotovijo mehanisti¢ni podatki in

521



D060575/02

povezava z rezultati iz drugih vrst terenskih in laboratorijskih $tudij, kadar obstajajo
naknadni dokazi, da je kemikalija potencialni endokrini motilec (npr. androgeno ali
estrogeno delovanje iz drugih preskusov in poskusov), se druge koristne informacije
pridobijo z merjenjem mRNK vitelogenina (vtg) (ali proteina vitelogenin, VTG),
fenotipskih sekundarnih spolnih znacilnosti (SSZ), kot so povezane z genetskim spolom, in
histopatoloS8ko oceno. Opozoriti je treba, da ¢e za preskusno kemikalijo ali njene
metabolite ne obstaja sum, da so EDC, morda ne bo treba izmeriti teh sekundarnih konénih
toCk, zato bodo morda primernejSe Studije, za katere bo potrebnih manj virov in man;j
zivali (1). Pojmi, uporabljeni v tej preskusni metodi, so opredeljeni v Dodatku 1.

ZACETNI PREUDARKI IN OMEJITVE

3. Zaradi omejenega Stevila preskuSenih kemikalij in laboratorijev, vklju¢enih v validacijo
tega razmeroma kompleksnega preskusa, se predvideva, da bo preskusna metoda
pregledana in po potrebi spremenjena glede na pridobljene izkuSnje, ko bo na voljo
zadostno Stevilo Studij za potrditev ucinka tega novega koncepta Studije. Podatki se lahko
uporabijo na ravni 5 temeljnega okvira OECD za preskuSanje in ocenjevanje endokrinih
motilcev (OECD Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine
Disrupters) (3). Preskusna metoda se zacne z izpostavitvijo odraslih rib (generacija FO)
preskusni kemikaliji v fazi razmnozevanja. Izpostavljenost se nadaljuje med razvojem in
razmnozevanjem v generaciji F1 in izvalitvijo v generaciji F2; preskus tako omogoca
oceno strukturnih in aktivacijskih endokrinih poti. Pri razlagi kon¢nih tock, povezanih z
endokrinim sistemom, se lahko uporabi pristop, ki temelji na zanesljivosti dokazov.

4. V preskus mora biti vklju¢eno zadostno Stevilo osebkov, da se zagotovi zadostna mo¢ za
oceno konénih tock, pomembnih za razmnozevanje (glej Dodatek 3), obenem pa je treba
poskrbeti, da je zaradi dobrobiti zivali uporabljeno najmanjSe potrebno Stevilo Zzivali.
Glede na veliko Stevilo uporabljenih preskusnih Zivali je pomembno, da se skrbno presodi
potreba po preskusu glede na obstojece podatke, ki Ze lahko vsebujejo ustrezne informacije
o Stevilnih konénih toCkah preskusa MEOGRT. Doloc¢eno pomo¢ v zvezi s tem je mogoce
najti v okviru OECD za preskuSanje toksi¢nosti za ribe (OECD Fish Toxicity Testing
Framework) (1).

5. Preskusna metoda je bila oblikovana predvsem za prepoznavanje ucinkov posamezne
snovi. Ce pa je potreben preskus zmesi, je treba preuditi, ali bo zagotovil sprejemljive
rezultate za predvideni regulativni namen.

6. Pred zacetkom preskusa je pomembno imeti informacije o fizikalno-kemijskih lastnostih
preskusne kemikalije, zlasti da se omogoci priprava stabilnih raztopin kemikalije. Prav
tako je treba imeti ustrezno obclutljivo analitsko metodo za preverjanje koncentracij
preskusne kemikalije.
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NACELO PRESKUSA

7.

Preskus se za¢ne s tritedensko izpostavitvijo spolno zrelih samcev in samic (najmanj 12
tpo) v parih za razmnoZevanje, med katero se preskusna kemikalija vnasa v organizem
starSevske generacije (FO) glede na njeno toksikokineti¢no obnasanje. Cim bliZje prvemu
dne ¢etrtega tedna se odvzamejo ikre, da se zane generacija F1. Med vzrejo generacije F1
(skupaj 15 tednov) se ocenita valilnost in prezivetje. Poleg tega se odvzame vzorec rib
pri 9. do 10. tpo za razvojne koncne tocke, drstenje pa se ocenjuje tri tedne od 12. do 14.
tpo. Generacija F2 se za¢ne po tretjem tednu od ocene razmnozevanja in vzreja do konca
1zvalitve.

MERILA ZA VELJAVNOST PRESKUSA

8.

Uporabljajo se naslednja merila za veljavnost preskusa:

koncentracija raztopljenega kisika mora biti med celotnim preskusom > 60 % nasi¢enosti z
zrakom;

srednja temperatura vode mora biti med celotnim trajanjem Studije med 24 in 26 °C.
Kratkotrajna odstopanja od srednje vrednosti v posameznih akvarijih ne smejo presegati
2 °C;

srednja plodnost kontrol v vsaki generaciji (FO in F1) mora biti ve¢ja od 20 iker na par na
dan. Fertilnost vseh iker, odloZenih med oceno, mora biti ve¢ kot 80-odstotna. Poleg tega

mora 16 od priporo¢enih 24 kontrolnih parov za razmnozevanje (> 65 %) proizvesti vec
kot 20 iker na par na dan;

valilnost iker mora biti > 80 % (povpre¢no) v kontrolah (v vsaki od generacij F1 in F2);

prezivetje po izvalitvi do 3 tpo in od 3 tpo do konca za generacijo F1 (1. 15 tpo) mora biti
> 80-odstotno (povprecno) oziroma > 90-odstotno (povprecno) v kontrolah (F1);

na voljo morajo bitt dokazi, da so se koncentracije preskusne kemikalije v raztopini
zadovoljivo vzdrzevale v okviru + 20 % srednjih 1izmerjenih vrednosti.

Kar zadeva temperaturo vode, ¢eprav to ni merilo za veljavnost, se ponovljeni vzorci v
okviru tretiranja ne smejo statisti€no razlikovati drug od drugega in tretirane skupine v
okviru preskusa se ne smejo statisticno razlikovati druga od druge (na podlagi dnevnih
meritev temperature in brez kratkotrajnih odstopany).

Ceprav se lahko v bolj izpostavljenih skupinah ugotovi zmanjiano razmnoZevanje, je
potrebno zadostno razmnozevanje v vsaj tretji najbolj izpostavljeni skupini in vseh manj
izpostavljenih skupinah generacije FO, da se zapolnijo valilniki. Poleg tega je potrebno
zadostno prezivetje zarodkov v tretji najbolj izpostavljeni skupini in manj izpostavljenih
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skupinah v generaciji F1, da se omogoc¢i ocena koné¢nih to¢k pri vzoréenju mladostnih
osebkov (glej odstavka 36 in 38 ter Dodatek 9). Poleg tega je potrebno vsaj minimalno
prezivetje po izvalitvi (~ 20-odstotno) v drugi najbolj izpostavljeni skupini generacije F1.
To niso merila veljavnosti kot taka, ampak priporocila, da se omogoc¢i izracun pribliznih
NOEC.

10. Ce je ugotovljeno odstopanje od meril za veljavnost preskusa, je treba posledice
obravnavati glede na zanesljivost rezultatov preskusa ter ta odstopanja in razmisleke
vkljuditi v porocilo o preskusu.

OPIS METODE

Oprema

11. Obicajna laboratorijska oprema in zlasti naslednje:

(a)  oksimetri in merilniki pH;
(b)  oprema za dolo¢anje trdote in alkalnosti vode;
(c)  ustrezne naprave za nadzor temperature in, po moznosti, stalno spremljanje;

(d)  akvariji iz kemijsko inertnih materialov in primerne prostornine glede na priporo¢eno
obremenitev in gostoto rib (glej Dodatek 3);

(¢)  ustrezno natan¢na tehtnica (tj. natan¢na na 0,5 mg).

Voda

12. Za preskusno vodo se lahko uporabi katera koli voda, v kateri preskusna vrsta kaZe
primerno dolgotrajno preZivetje in rast. Kakovost vode mora biti ves Cas trajanja preskusa
konstantna. Za zagotovitev, da voda za red¢enje ne bi neprimerno vplivala na rezultat
preskusa (na primer s kompleksacijo preskusne kemikalije) ali §kodljivo ucinkovala na
produktivnost plemenskih rib, je treba v Casovnih razmikih jemati vzorce za analizo.
Meritve tezkih kovin (npr. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), glavnih anionov in kationov (npr. Ca*",
Mg?', Na', K', CI, SO4%), pesticidov, skupnega organskega ogljika in suspendiranih
trdnih snovi je treba izvesti na primer vsakih $est mesecev, kadar se ve, da je kakovost
vode za redéenje relativno konstantna. Nekatere kemijske znacilnosti sprejemljive vode za
red¢enje so navedene v Dodatku 2. Vrednost pH vode mora biti med 6,5 in 8,5, znotraj
enega preskusa pa mora biti v obmoc¢ju £+ 0,5 pH enote.

Sistem izpostavljenosti

13. Koncept in materiali, uporabljeni za sistem izpostavljenosti, niso doloceni. Za postavitev
preskusnega sistema je treba uporabiti steklo, nerjavno jeklo ali druge kemijsko inertne
materiale, ki med predhodnimi preskusi niso bili kontaminirani. Za namen tega preskusa
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lahko primeren sistem izpostavljenosti zajema kontinuiran preto¢ni sistem (4) (5) (6) (7)

(8) (9) (10) (1) (12) (13).

Preskusne raztopine

14. Osnovno raztopino preskusne kemikalije je treba v sistem izpostavljenosti dovajati z

15.

ustrezno ¢rpalko. Pretok osnovne raztopine je treba pred zacetkom izpostavljenosti umeriti
v skladu z analitsko potrditvijo preskusnih raztopin in ga med preskusom redno
volumetri¢no preverjati. Preskusna raztopina v vsaki komori se ustrezno obnavlja (npr.
najmanj 5 izmenjav koli¢ine/dan do 16 izmenjav koli¢ine/dan ali pretok 20 ml/min),
odvisno od stabilnosti preskusne kemikalije in kakovosti vode.

Preskusne raztopine izbranih koncentracij se pripravijo z redCenjem osnovne raztopine.
Osnovno raztopino je treba po mozZnosti pripraviti preprosto z meSanjem ali stresanjem
preskusne kemikalije v vodi za redCenje z uporabo mehanskih sredstev (npr. z mesanjem
in/ali ultrazvokom). Za pridobitev primerno koncentrirane osnovne raztopine se lahko
uporabijo saturacijske kolone/sistemi ali metode pasivnega odmerjanja (14). Cim bolj si je
treba prizadevati za neuporabo topil ali nosilcev, ker: (1) lahko nekatera topila povzrocijo
toksi¢nost in/ali neZelene ali nepri¢akovane odzive, (2) lahko preskuSanje kemikalij nad
njihovo vodotopnostjo (kar se lahko pogosto zgodi pri uporabi topil) privede do netoénih
dolocitev ucinkovitih koncentracij, (3) lahko uporaba topil v dolgotrajnejsSih preskusih
privede do znatne stopnje razvoja biofilma, povezanega z mikrobno dejavnostjo, kar lahko
vpliva na okoljske pogoje in zmoznost vzdrzevanja koncentracij izpostavljenosti, ter (4) ob
neobstoju preteklih podatkov, ki kazejo, da topilo ne vpliva na rezultat Studije, uporaba
topil zahteva kontrolno tretiranje s topilom, kar ima posledice za dobrobit zivali, saj so za
izvedbo preskusa potrebne dodatne Zivali. Za kemikalije, ki jih je tezko preskusiti, se lahko
kot zadnja reSitev uporabi topilo, pri ¢emer je treba za doloditev najboljSe metode
upostevati Smernico OECD 5§t. 23 za preskusanje toksi¢nosti zahtevnih snovi in zmesi v
vodnem okolju (15). Topilo se izbere na podlagi kemijskih lastnosti preskusne kemikalije
in razpoloZljivosti preteklih podatkov o uporabi topila. Ce se uporabijo topila kot nosilci,
je treba poleg (negativnih) kontrol brez topila (samo voda za redCenje) oceniti ustrezne
kontrole s topilom. Ce se uporabi topila ni mogode izogniti in se pojavi mikrobna
dejavnost  (razvoj  biofilma), se med celotnim  preskusom  priporoca
evidentiranje/sporo€anje razvoja biofilma po akvarijih (vsaj tedensko). V idealnih
razmerah bi morala biti koncentracija topila konstantna v kontroli s topilom in vseh
preskusnih tretiranjih. Ce koncentracija topila ni konstantna, je treba v kontroli s topilom
uporabiti najvi§jo koncentracijo topila v preskusnem tretiranju. Kadar se uporabi topilo kot
nosilec, najvis§je koncentracije topila ne smejo presegati 100 ul/l ali 100 mg/l (15),
priporocljivo pa je tudi, da koncentracija topila ostane ¢im nizja (npr. < 20 ul/1), da bi se
1zognili morebitnemu ucinku topila na izmerjene kon€ne tocke (16).
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Preskusne Zivali

Izbira in vzdrzevanje rib

16.

17.

Preskusna vrsta je japonska medaka Oryzias latipes, in sicer zaradi kratkega Zivljenjskega
cikla in moznosti doloéitve genetskega spola. Ceprav se lahko podobnemu preskusnemu
protokolu prilagodijo druge vrste majhnih rib, se posebne metode in opazovane koncne
tocke, ki so podrobno predstavljene pri tej preskusni metodi, uporabljajo samo za japonsko
medako (glej odstavek 1). Medaka je Ze pripravljena za razmnoZevanje v ujetniStvu;
objavljene so metode za njeno gojenje (17) (18) (19), poleg tega so na voljo podatki iz
preskusov v zvezi s kratkorocno smrtnostjo, zgodnjo Zivljenjsko fazo in celotnim
zivljenjskim ciklom (5) (6) (8) (9) (20). Za vse ribe velja svetlobni cikel, v katerem
svetloba traja 16 ur, tema pa 8 ur. Ribe se hranijo z zivimi navpliji solinskih rakcev vrste
Artemia, ki se lahko po potrebi dopolnijo s hrano v kosmicih, ki je na voljo na trgu. Hrano
v kosmic€ih, ki je na voljo na trgu, je treba redno analizirati glede prisotnosti onesnazeval.

Ce se upostevajo ustrezne ribogojske prakse, poseben protokol gojenja ni potreben.
Medake se lahko na primer gojijo v dvolitrskih akvarijih z 240 larvalnimi ribami na akvarij
do 4. tpo, nato se lahko gojijo v dvolitrskih akvarijih z 10 ribami na akvarij do 8. tpo, nato
pa se v parih za razmnozevanje prenesejo v dvolitrske akvarije.

Aklimatizacija in izbira rib

18.

19.

Preskusne ribe je treba izbrati iz enega samega laboratorijskega staleza, ki se je vsaj dva
tedna pred preskusom aklimatiziral v podobnih pogojih kakovosti vode in osvetljenosti, kot
so tisti, ki se uporabijo v preskusu (opomba: to obdobje aklimatizacije ni in situ obdobje
pred izpostavljenostjo). Priporocljivo je, da se preskusne ribe odvzamejo iz internega
g0jisc¢a, saj je prestavljanje odraslih rib stresno in lahko vpliva na zanesljivo drstenje. Ribe
je treba v celothem obdobju vzdrzevanja in med fazo izpostavljenosti hraniti dvakrat na
dan z navpliji solinskih rakcev, ki se po potrebi dopolnijo s hrano v kosmicih, ki je na
voljo na trgu. Za zacetek tega preskusa in zagotovitev ustreznega Stevila ponovitev je
potrebnih najmanj 42 parov za razmnozevanje (54 parov za razmnozZevanje, ¢e je potrebna
kontrola s topilom, delno zaradi nepopolnih preteklih podatkov za podporo uporabi samo
kontrole s topilom). Poleg tega je treba za vsak par za razmnoZzevanje iz generacije FO
preveriti, da je XX-XY (tj. obi¢ajni par spolnih kromosomov pri vsakem spolu), da se
prepreci morebitna vkljucitev spontanih XX-samcev (glej odstavek 39).

Med fazo aklimatizacije je treba evidentirati pogine pri gojenih ribah in po 48-urnem
obdobju prilagajanja uporabiti naslednja merila:

ve¢ kot 10-odstotna smrtnost gojene populacije v sedmih dneh pred prenosom v preskusni
sistem: celotna serija se zavrne;
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- od 5- do 10-odstotna smrtnost populacije v sedmih dneh pred prenosom v preskusni
sistem: dvotedensko obdobje aklimatizacije se podalj$a za dodatnih sedem dni; ¢e je v teh
dodatnih sedmih dneh smrtnost veéja od 5 %, se celotna serija zavrne;

- manj kot 5-odstotna smrtnost populacije v sedmih dneh pred prenosom v preskusni sistem:
serija se sprejme.

20.Ribe se v dvotedenskem obdobju aklimatizacije pred preskusom in v obdobju
1zpostavljenosti ne smejo zdraviti zaradi bolezni, zdravljenju bolezni pa se je treba po
moznosti popolnoma izogniti. V §tudiji se ne smejo uporabiti ribe s klini¢nimi znaki
bolezni. Voditi je treba evidenco opazanj in kakr$nih koli profilakti¢nih ali terapevtskih
zdravljenj bolezni v obdobju gojenja pred preskusom.

21. Fazo izpostavljenosti je treba zaceti s spolno dimorfnimi odraslimi ribami z dolo¢enim
genetskim spolom iz laboratorijske zaloge razmnozevalno zrelih zivali, gojenih pri
25+ 2 °C. Ribe morajo biti v tednu pred izpostavljenostjo opredeljene kot dokazane
plemenske ribe (tj. so Ze proizvedle viabilne potomce). Za celotno skupino rib,
uporabljenith v preskusu, je treba teze posameznih rib po spolu na zaletku preskusa
vzdrzevati v obmocju £ 20 % aritmetiéne sredine teze istega spola. Pred preskusom je
treba stehtati podvzorec rib, da se oceni srednja teza. Izbrane ribe morajo biti najmanj
12 tpo, samice morajo tehtati > 300 mg, samci pa > 250 mg.

NACRT PRESKUSA

Preskusne koncentracije

22. PriporoCa se uporaba petih koncentracij kemikalije in kontrol. Pri izbiri obmocja
preskusnih koncentracij je treba upostevati vse vire informacij, vklju¢no s kvantitativnimi
razmerji med strukturo in aktivnostjo (QSAR), navzkriznim branjem iz podobnih
preskusov, rezultati preskusov pri ribah, kot so preskusi akutne smrtnosti (poglavje C.1 te
priloge), kratkotrajni preskus razmnoZevanja rib (poglavje C.48 te priloge) in druge
preskusne metode, npr. poglavja C.15, C.37, C.41, C.47 ali C.49 te priloge (21) (22) (23)
(24) (25) (26), ¢e so na voljo, ali po potrebi iz preskusa za dolocanje obmocja, ki po
moznosti vkljuéuje fazo razmnozevanja. Preskus za doloc¢anje obmodja se po potrebi lahko
izvede pod podobnimi pogoji (kakovost vode, preskusni sistem, Stevilo zivali), kot se
uporabijo za konéni preskus. Ce je treba uporabiti topilo in pretekli podatki niso na voljo,
se lahko za opredelitev primernosti topila uporabi preskus za dolocanje obmocja. Najvisja
preskusna koncentracija ne sme preseci topnosti v vodi, 10 mg/l ali 1/10 96h-LC50 (27).
NajniZja koncentracija mora biti za 10- do 100-krat nizja od najvisje koncentracije.
Uporaba petih koncentracij v tem preskusu omogofa ne samo meritev razmerja med
odmerkom in odzivom, ampak zagotavlja tudi najniZjo koncentracijo z opaZenim uc¢inkom
(LOEC) in NOEC, ki sta potrebni za oceno tveganja v nekaterih regulativnih programih ali
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jurisdikcijah. Na splosno je faktor razmika med nominalnimi koncentracijami preskusne
kemikalije med sosednjimi stopnjami tretiranja < 3,2.

Ponovljeni vzorci v okviru tretiranih skupin in kontrol

23. Uporabiti je treba najmanj Sest ponovitvenih preskusnih komor na preskusno koncentracijo
(glej Dodatek 7). Med fazo razmnozevanja (razen generacije F0) se ponovitvena struktura

podvoji za oceno plodnosti, vsak ponovljeni vzorec pa ima samo en par za razmnozevanje
(glej odstavek 42).

24. Poleg preskusnih koncentracij je treba izvesti tudi kontrolo z vodo za red€enje in po
potrebi kontrolo s topilom. Uporabiti je treba podvojeno Stevilo ponovitvenih komor za
kontrole, da se zagotovi ustrezna statisti¢cna mo¢ (tj. za kontrole je treba uporabiti vsaj
12 ponovljenih vzorcev). V fazi razmnozevanja se stevilo ponovljenih vzorcev v kontrolah
podvoji (). najmanj 24 ponovljentih vzorcev, vsak ponovljeni vzorec ima samo en paritveni
par). Po razmnozevanju lahko kontrolni ponovljeni vzorci vsebujejo najve¢ 20 zarodkov
(rib).

POSTOPEK

Zacetek preskusa

25. Spolno aktivne odrasle ribe, uporabljene za zacetek generacije FO za preskus, se izberejo
na podlagi dveh meril: starosti (obi¢ajno ve¢ kot 12 tpo, vendar se priporoca, da ne vec
16 tpo) in teZe (ki mora biti > 300 mg za samice in > 250 mg za samce).

26. Par1 samic in samcev, ki izpolnjujejo zgornje specifikacije, se kot posamezni pari
prenesejo v vsak ponovitveni akvarij, tj. 12 ponovljenih vzorcev v kontrolah in Sest
ponovljenih vzorcev v tretiranjih s kemikalijo na zacetku preskusa. Tem akvarijem se
naklju¢no dodelita tretirana skupina (npr. T1-T5 in kontrola) in ponovljeni vzorec (npr. A—
L v kontrolah in A-F v tretirani skupini), nato pa se vstavijo v sistem izpostavljenosti z
ustreznim tokom v vsak akvarij.

Pogoji izpostavljenosti
27. Celotni povzetek parametrov in pogojev preskusa je na voljo v Dodatku 3. Ob upostevanju

teh specifikacij bi morale imeti kontrolne ribe vrednosti konénih tock podobne tistim, ki so
navedene v Dodatku 4.

28. Med preskusom je treba meriti raztopljeni kisik, pH in temperaturo v vsaj eni preskusni
posodi vsake tretirane skupine in kontrole. Te meritve, razen temperature, je treba izvesti
vsaj enkrat tedensko v celotnem obdobju izpostavljenosti. Srednja temperatura vode med
celotnim trajanjem Studije mora biti med 24 in 26 °C. Temperaturo je treba meriti vsak dan
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v celotnem obdobju izpostavljenosti. Vrednost pH vode mora biti med 6,5 in 8,5, znotraj
encga preskusa pa mora biti v obmocju + 0,5 pH enote. Ponovljeni vzorci v okviru
tretiranja se ne smejo statisti¢no razlikovati drug od drugega in tretirane skupine v okviru
preskusa se ne smejo statisti¢no razlikovati druga od druge (na podlagi dnevnih meritev
temperature in brez kratkotrajnih odstopanj).

Trajanje izpostavljenosti

29.

V preskusu so spolno aktivne ribe iz generacije FO izpostavljene tri tedne. V Cetrtem tednu
se priblizno na 24. dan preskusa vzpostavi generacija F1, pari za razmnozevanje generacije
FO pa se humano usmrtijo, pri cemer se evidentirata teza in dolzina (glej odstavek 34).
Temu sledi izpostavljenost generacije F1 dodatnih 14 tednov (skupaj 15 tednov za
generacijo F1) in generacije F2 dva tedna do izvalitve. Skupno trajanje preskusa je v
glavnem 19 tednov (tj. do izvalitve generacije F2). Casovni okviri za preskus so prikazani
v preglednici 2 in podrobneje pojasnjeni v Dodatku 9.

Nacdin hranjenja

30.

Ribe se lahko hranijo s solinskimi rakci vrste Artemia (24 ur starimi navpliji) ad libitum, ki
se lahko po potrebi dopolnijo s hrano v kosmicih, ki je na voljo na trgu. Hrano v kosmicih,
ki je na voljo na trgu, je treba redno analizirati glede prisotnosti onesnazeval, kot so
organoklorni pesticidi, policikli¢ni aromatski ogljikovodiki (PAH) in poliklorirani bifenili
(PCB). Izogibati se je treba hrani z visoko ravnjo endokrinih aktivnih snovi (t].
fitoestrogenov), ki bi lahko ogrozila odziv preskusa. NezauZito hrano in iztrebke je treba
odstraniti iz preskusnih posod v skladu z zahtevami, npr. s previdnim ¢iS¢enjem dna
posameznega akvarija z uporabo sesalne natege. Enkrat ali dvakrat na teden je treba ocistiti
tudi stranice in dno vsakega akvarija (npr. s krtaCenjem). Primer Casovnega razporeda
hranjenja je v Dodatku 5. Stopnja hranjenja temelji na §tevilu rib na ponovljeni vzorec in
se torej zmanjsa v primeru poginov v ponovljenem vzorcu.

Analitsko dolo¢anje in meritve

31.

32.

Pred zac¢etkom obdobja izpostavljenosti je treba zagotoviti ustrezno delovanje sistema za
dovajanje kemikalije. Vzpostaviti je treba vse potrebne analitske metode, vkljuéno z
zadostnim znanjem o stabilnosti kemikalije v preskusnem sistemu. Med preskusom se
koncentracije preskusne kemikalije dolo€ajo v ustreznih ¢asovnih razmikih, po moZnosti
vsaj vsak teden v enem ponovljenem vzorcu za vsako tretirano skupino, pri ¢emer se vsak
teden rotira med ponovljenimi vzorci iste tretirane skupine.

Med preskusom je treba v cCasovnih razmikih ustrezno preverjati pretok razredCila in
osnovne raztopine (npr. najmanj trikrat tedensko). Priporo€ljivo je, da rezultati temeljijo na
izmerjenih koncentracijah. Ce pa se je koncentracija preskusne kemikalije v raztopini
zadovoljivo vzdrzevala znotraj + 20 % srednjih izmerjenih vrednosti ves ¢as preskusa,
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lahko rezultati temeljijo na nominalnih ali izmerjenih vrednostih. V primeru kemikalij, ki
se opazno kopicijo v ribah, se lahko preskusne koncentracije znizajo, ko ribe zrastejo. V
takih primerih je priporocljivo, da se v vsaki komori prilagodi stopnja izmenjave preskusne
raztopine, da bi preskusne koncentracije ostale ¢im bolj konstantne.

OpaZanja in izmerjene koncne tocke

33. Izmerjene konéne tocke za oceno mogocih udinkov na ravni populacije vkljucujejo
plodnost, fertilnost, izvalitev, rast in prezivetje. Vsak dan je treba opazovati tudi obnasanje
in zabeleziti vsako neobi¢ajno obnaSanje. Druge mehanisticne konéne tocke vkljucujejo
mRNK vtg ali ravni proteina VTG v jetrih z imunoloskim preskusom (28), spolne
fenotipske oznacevalce, kot so znacCilne papile na predrepni plavuti pri samcih, histolosko
oceno gonadnega spola in histopatolosko oceno ledvic, jeter in spolnih Zlez (glej seznam
kon¢nih tock v preglednici 1). Vse te specificne koncne toc¢ke se ocenijo v okviru dolocitve
genetskega spola posameznega osebka na podlagi prisotnosti ali odsotnosti gena za
dolo¢itev moskega spola dmy pri medaki (glej odstavek 41). Poleg tega se oceni tudi cas za
drstenje. Na podlagi informacij iz Stetja papil na predrepni plavuti se lahko izpeljejo tudi
preprosta fenotipska razmerja med spoloma, da se posamezne medake fenotipsko
opredelijo kot samci ali samice. Za to preskusno metodo se ne pri¢akuje, da bodo z njo
zaznana majhna odstopanja od priCakovanega razmerja med spoloma, ker razmeroma
majhno Stevilo rib na ponovljeni vzorec ne bo zagotovilo zadostne statisticne moci. Prav
tako se med histopatolosko oceno ocenijo spolne Zleze in izvedejo veliko mocnejSe analize
za oceno fenotipa spolnih Zlez v okviru genetskega spola.

34. Glavni namen te preskusne metode je oceniti morebitne u¢inke preskusne kemikalije, ki so
pomembni za populacijo. Tudi mehanisticne koncne to¢ke (VTG, SSZ in nekateri uéinki
na histopatoloske spremembe spolnih Zlez) lahko pomagajo pri ugotovitvi, ali endokrino
delovanje sprozi kakrSen koli u¢inek. Vendar pa lahko na te mehanisticne kon¢ne tocke
vplivajo tudi sistemske in druge toksi¢nosti. Zato se lahko podrobno ocenijo tudi
histopatoloSke spremembe jeter in ledvic, da bi bolje razumeli kakrSne koli odzive v
mehanistiénih konénih to¢kah. Ce se te podrobne ocene ne izvedejo, je treba Se vedno
zabeleziti in sporoCiti vecje nepravilnosti, nakljuéno ugotovljene med histopatolosko
oceno.

Humana usmrtitev rib

35. Ob koncani izpostavljenosti generacij FO in F1, ko se vzamejo podvzorci mladostnih
osebkov, je treba ribe evtanazirati s primernimi koli¢inami raztopine za anestezijo (npr.
trikain metan sulfonat, MS-222 (§t. CAS 886-86-2, 100-500 mg/l), pufran s 300 mg/l
NaHCO3 (natrijev bikarbonat, §t. CAS 144-55-8)), da se zmanj$a draZenje sluznice. Ce so
pri ribah vidni znaki precej$njega trpljenja (zelo hudo trpljenje, pogin je mogoce zanesljivo
napovedati) in se obravnavajo kot umirajoce, je treba Zivali anestezirati in evtanazirati ter
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jih za analizo podatkov obravnavati kot smrtne primere. Kadar se ribe evtanazirajo zaradi
obolevnosti, je to treba zabeleziti in sporociti. Odvisno od tega, kdaj med Studijo so ribe
evtanazirane, se lahko zadrzijo za histopatolosko analizo (fiksiranje rib za morebitno
histopatologijo).

Ravnanje z ikrami in larvalnimi ribami

Odvzem iker od parov za razmnozevanje za razmnozitev naslednje generacije

36.

37.

Ikre se odvzamejo prvi dan (ali po potrebi prva dva dneva) 4. tedna preskusa za prehod z
generacije FO na generacijo F1 in 18. tedna preskusa za prehod z generacije F1 na
generacijo F2. 18. teden preskusa ustreza generaciji F1, odraslim ribam 15 tpo (tednov po
oploditvi). Pomembno je, da se dan pred zacetkom odvzema iker odstranijo vse ikre iz
vsakega akvarija, s ¢imer se zagotovi, da so vse ikre, odvzete od para za razmnoZzevanje, iz
enega drstenja. Po drstenju samice medake vc€asih ikre nosijo blizu zadnji¢ne odprtine,
dokler iker ni mogo&e odloziti na substrat. Ce v akvariju ni substrata, je mogo&e ikre najti
pritrjene na samico ali na dnu akvarija. Odvisno od tega, kje so, se ikre bodisi previdno
odstranijo s samice bodisi izsesajo z dna v 4. tednu preskusa pri generaciji FO in 18. tednu
preskusa pri generaciji F1. Vse ikre, odvzete v okviru tretiranja, se pred razdelitvijo v
inkubacijske komore zdruZijo.

Filamente iker, ki povezujejo odloZene ikre, je treba odstraniti. Oplojene ikre (do 20) se
odvzamejo od vsakega para za razmnoZevanje (1 par na ponovljeni vzorec), zdruzijo po
tretiranjih in sistemati¢no razdelijo v primerne inkubacijske komore (dodatka 6 in 7). Z
zelo kakovostnim stereomikroskopom je mogoce videti znake zgodnje oploditve/razvoja,
kot so dvig oploditvene membrane (horija), delitev celic ali oblikovanje blastule.
Inkubacijske komore se lahko vstavijo v lo€ene ,inkubacijske akvarije®, vzpostavljene za
vsako tretiranje (v takem primeru je treba v njih meriti parametre kakovosti vode in
koncentracije preskusne kemikalije), ali v ponovitveni akvarij, v katerem bodo izvaljene
li¢inke (npr. zarod z mesickom). Ce je potreben drugi dan odvzema (23. dan preskusa), je
treba zdruziti vse ikre obeh dni in jih nato sistemati¢no porazdeliti v vsakega od
ponovljentih vzorcev tretiranja.

Gojenje iker do izvalitve

38.

Oplojene ikre se stalno meSajo, npr. z zra¢nimi mehurc¢ki v inkubatorju za ikre ali
navpi¢nim nihanjem inkubatorja za ikre. Vsak dan se preverja in evidentira smrtnost
oplojenih iker (zarodkov). Odmrle ikre se odstranijo iz inkubatorjev (Dodatek 9). 7. dan po
oploditvi (dpo) se meSanje ustavi ali zmanjSa, da se oplojene ikre usedejo na dno
inkubatorja. S tem se spodbudi izvalitev, ki se obicajno zgodi naslednjega dne ali v
naslednjih dveh dneh. Za vsako tretiranje in kontrolo se prestejejo izvaljene li¢inke (mlade
li¢inke; zarod z mesi¢kom) (na podlagi zdruzitve ponovljenih vzorcev). Oplojene ikre, ki
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se ne izvalijo do dvakratnika srednjega dne izvalitve v kontroli (obi¢ajno 16. ali 18. dpo),
se Stejejo za neviabilne in se zavrzejo.

V vsak ponovitveni akvarij se prenese dvanajst izvaljenih li¢ink. Izvaljene li¢inke iz
inkubacijskih komor se zdruzijo in sistemati¢no razdelijo v ponovitvene akvarije
(Dodatek 7). To je mogole storiti tako, da se izvaljene li¢inke naklju¢no izberejo iz
tretirane skupine in nato nediskriminatorno zaporedoma dodajajo v ponovitvene akvarije.
Vsak akvarij mora vsebovati enako Stevilo (n =12) izvaljenih li¢ink (vsak najvec
20 li¢ink). Ce ni dovolj izvaljenih li¢ink za zapolnitev vseh ponovljenih vzorcev tretiranja,
je priporocljivo zagotoviti, da ima ¢im ve¢ ponovljenih vzorcev 12 izvaljenih li¢ink. Z
li¢inkami je mogocCe varno ravnati s steklenimi pipetami s Siroko odprtino. Vse dodatne
izvaljene liCinke je treba humano usmrtiti z anestetikom. V nekaj tednih pred
vzpostavitvijo parov za razmnoZevanje je treba evidentirati dan, ko je v posameznem
ponovljenem vzorcu opazeno prvo drstenje.

Vzpostavitev parov za razmnoZevanje

Ods¢ip plavuti in dolocitev genotipskega spola

40. Genotipski spol z ods¢ipom plavuti se dolo¢i od 9 do 10 tpo (tj. 12.—13. teden preskusa za

41.

generacijo F1). Vse ribe v akvariju se anestezirajo (z odobrenimi metodami, npr. [ACUC),
z zgornjega ali spodnjega konca repne plavuti vsake ribe pa se odvzame majhen vzorec
tkiva za dolocitev genotipskega spola osebka (29). Ribe iz ponovljenega vzorca se lahko
namestijo v majhnih kletkah, po moZnosti ena na kletko, v ponovitvenem akvariju.
Alternativno sta lahko v vsaki kletki dve ribi, ¢e ju je mogoce razlikovati. Ena metoda je,
da se pri odvzemu vzorca tkiva razlitno odreze repna plavut (npr. z zgornjega ali
spodnjega konca repne plavuti).

Genotipski spol medake se dolo¢i z identificiranim in sekvenciranim genom (dmy), ki se
nahaja na kromosomu Y. Prisotnost dmy kaze osebek z geni XY ne glede na fenotip,
medtem ko odsotnost dmy kaze osebek z geni XX ne glede na fenotip (30); (31). Iz
vsakega dela odScipljene plavuti se ekstrahira deoksiribonukleinska kislina (DNK),
prisotnost ali odsotnost dmy pa se lahko dolo¢i z metodami verizne reakcije s polimerazo
(PCR) (glej Dodatek 9 v poglavju C.41 te priloge ali dodatka 3 in 4 v (29)).

Vzpostavitev parov za razmnoZevanje

42. Informacije o genotipskem spolu se uporabijo za vzpostavitev parov za razmnozevanje

XX-XY ne glede na zunanji fenotip, ki se lahko spremeni z izpostavljenostjo preskusni
kemikaliji. Na dan po dolo¢itvi genotipskega spola vsake ribe se iz vsakega ponovljencga
vzorca nakljuéno izbereta dve ribi XX in dve ribi XY ter vzpostavita dva para za
razmnoZevanje XX-XY. Ce v ponovljenem vzorcu ni bodisi dveh rib XX bodisi dveh rib
XY, je treba ustrezne ribe pridobiti iz drugih ponovljenih vzorcev v okviru tretiranja.
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Prednostna naloga je, da je v vsakem tretiranju in v kontrolah (24) priporoceno Stevilo
ponovitvenih parov za razmnozZevanje (12). Ribe z oc€itnimi nepravilnostmi (tezave s
plavalnim mehurjem, deformacije hrbtenice, izjemne razlike v velikosti itd.) se pri
vzpostavljanju parov za razmnoZevanje izkljucijo. V fazi razmnoZevanja za generacijo F1
mora vsak ponovitveni akvarij vsebovati le en par za razmnoZevanje.

Vzorcenje mladostnih osebkov in ocena koné¢nih tock

Vzorcenje rib, ki niso vkljucene v pare za razmnoZevanje

43. Po vzpostavitvi parov za razmnozevanje se ribe, ki niso bile izbrane za nadaljnje
razmnoZevanje, humano usmrtijo za meritev kon¢nih tock pri mladostnih osebkih v 12.—
13. tednu preskusa (F1). Izjemno pomembno je, da se z ribami ravna tako, da je pri
posamezni ribi Se vedno mogoce ugotoviti genotipski spol, doloCen za izbiro parov za
razmnozevanje. Vsi zbrani podatki se analizirajo v okviru genotipskega spola posameznih
rib. Vsaka riba se uporabi za razlicne meritve koncnih to¢k, med drugim za: doloditev
stopenj prezivetja mladic/mladostnih osebkov (7.—12./13. teden preskusa (F1)), rasti v
dolZino (standardna dolZina se lahko izmeri, ¢e je bila repna plavut skrajSana zaradi
vzorcenja za analizo genetskega spola. Skupna dolZzina se lahko izmeri, ¢e se za dmy vzorci
le delcek zgornjega ali spodnjega konca repne plavuti) in telesne teze (tj. mokra teZa,
osusena s pivnikom), mRNK vtg (ali VIG) v jetrih in papil na predrepni plavuti (glej
preglednici 1 in 2). UpoStevajte, da so za izracun srednje rasti v tretirani skupini potrebne
tudi teze in dolZine parov za razmnoZzevanje.

Vzorcenje tkiva in meritev vitelogenina

44 Jetra se do meritev mRNK vzg (ali VTG) secirajo in shranijo pri <-70 °C. Rep ribe,
vkljuéno s predrepno plavutjo, se shrani v ustreznem fiksativu (npr. Davidsonovem) ali
fotografira, tako da je mogoCe pozneje presteti papile na predrepni plavuti. Po Zelji se
lahko socasno vzor¢ijo in shranijo druga tkiva (tj. spolne Zzleze). Koncentracijo VTG v
jetrih je treba kvantificirati s homologno tehniko ELISA (glej priporoéene postopke za
medako v Dodatku 6 in poglavju C.48 te priloge). Agencija U.S EPA je vzpostavila tudi
metode za kvantificiranje mRNK vtg, t]. ekstrakcijo mRNK gena vig [ iz vzorca jeter in
kvantificiranje Stevila kopij gena vig I (na ng skupne mRNK) s kvantitativno metodo PCR
(29). Namesto dolocitve Stevila kopij gena vtg v kontrolnih in tretiranih skupinah je virom
bolj prijazna in tchni¢no ne tako tezavna metoda dololitev relativne (stopenjske)
spremembe v izrazanju vtg [ v kontrolnih in tretiranih skupinah.

Sekundarne spolne znacilnosti
45.V obicajnih okolis¢inah imajo samo spolno zreli samci medake papile, ki se razvijejo na
plosScicah nekaterih plavutnic predrepne plavuti kot sekundarna spolna znacilnost in so
lahko potencialni biooznacevalec za motnje endokrinega sistema. Metoda Stetja papil na
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predrepni plavuti (Stevilo plos&ic s papilami) je navedena v Dodatku 8. Stevilo papil na
predrepni plavuti na posamezni osebek se uporabi tudi, da se navedeni osebek glede na
zunanji fenotip kategorizira kot samec ali samica za namen izracuna preprostega razmerja
med spoloma v ponovljenem vzorcu. Medaka, pri kateri Stevilo presega 0, je opredeljena
kot samec; medaka, pri kateri je Stevilo papil na predrepni plavuti 0, je opredeljena kot
samica.

Ocena plodnosti in fertilnosti

46. Plodnost in fertilnost se v generaciji FO ocenjujeta od 1. do 3. tedna preskusa, v generaciji
F1 pa od 15. do 17. tedna preskusa. Ikre se pri vsakem paru za razmnozevanje odvzemajo
vsak dan 21 zaporednih dni. lkre se vsako jutro nezno odstranijo z ujetih samic in/ali
1zsesajo z dna akvarija. Za vsak ponovitveni par za razmnozevanje se vsak dan evidentirata
plodnost in fertilnost. Plodnost je opredeljena kot Stevilo odlozenih iker, fertilnost pa je
funkcionalno opredeljena kot Stevilo oplojenih in viabilnih iker v ¢asu Stetja. Ikre je treba
presteti ¢im prej po odvzemu.

47.Plodnost v ponovljenem vzorcu se vsak dan evidentira kot Stevilo iker na par za
razmnoZevanje, ki se analizira s priporoCenimi statistiénimi postopki z uporabo srednjih
vrednosti za ponovljeni vzorec. Fertilnost v ponovljenem vzorcu je vsota Stevila fertilnih
iker, ki jih proizvede par za razmnoZevanje, deljena z vsoto $tevila iker, ki jih proizvede ta
par. Statisticno se fertilnost analizira kot deleZ na ponovljeni vzorec. Valilnost v
ponovljenem vzorcu je Stevilo izvaljenih li¢ink, deljeno s Stevilom vnesenih zarodkov
(obicajno 20). Statisti¢no se valilnost analizira kot delez na ponovljeni vzorec.

Vzorcenje odraslih rib in ocena kon¢nih tock

Vzoréenje rib, ki so vkljucene v pare za razmnozevanje

48.Po 17. tednu preskusa (tj. potem ko se je generacija F2 uspesno zacela) se odrasle ribe
generacije F1 humano usmrtijo in ocenijo razli¢ne koncne toc¢ke (glej preglednici 1 in 2).
Predrepna plavut se slika za oceno papil na predrepni plavuti (glej Dodatek 8) in/ali pa se
rep takoj za zadnji¢no odprtino odstrani in fiksira za poznejSe Stetje papil. Ob tem se lahko
po zelji vzame vzorec dela repne plavuti in shrani za preverjanje genetskega spola (dmy).
Po potrebi se lahko vzame vzorec tkiva, da se ponovi analiza dmy za preverjanje
genetskega spola posameznih rib. Telesna votlina se odpre, da se omogoci perfuzija z
ustreznimi fiksativi (npr. Davidsonovim), preden se celoten trup potopi v fiksativ. Ce pa se
pred fiksacijo opravi ustrezna permeabilizacija, telesne votline ni treba odpirati.

Histopatologija
49. Pr1 vsaki ribi se histolosko ocenijo patoloske spremembe tkiva spolnih zlez (30); (29). Kot
je navedeno v odstavku 33, lahko na druge mehanisti¢éne konéne tocke, ocenjene v tem
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preskusu (). VTG, SSZ in nekateri ucinki na histopatoloske spremembe spolnih Zlez),
vplivajo sistemske ali druge toksi¢nosti. Zato se lahko podrobno ocenijo tudi
histopatoloSke spremembe jeter in ledvic, da bi bolje razumeli kakr$ne koli odzive v
mehanistiénih konénih totkah. Ce se te podrobne ocene ne izvedejo, je treba Se vedno
zabeleziti in sporociti veCje nepravilnosti, nakljuno ugotovljene med histopatolosko
oceno. Ceprav se priporoda upoStevanje smernic o histopatologiji (29), bi bilo mogode
pregledati in primerjati (,;reading down‘) tretirane skupine z najve€jim ucinkom (v
primerjavi s Kkontrolo) in tretirane skupine brez ucinka. Obiajno se vsi vzorci
obdelajo/segmentirajo, nakar jih preudi patolog. Ce se uporabi tak primerjalni pristop
(,read-down‘), je treba navesti, da se pri postopku Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices
(RSCABS) uporablja pricakovanje, da se s povecanjem odmerka poveca tudi bioloski
udinek (patologija). Ce se torej prouduje samo en velik odmerek brez kakr$nih koli
vmesnih odmerkov, bo moé izgubljena. Ce statisti¢na analiza ni potrebna za ugotovitev, da
velik odmerek nima ucinka, potem je ta pristop lahko sprejemljiv. Iz te ocene se izpelje
tudi fenotip spolnih zlez.

Druga opazanja

50. S preskusom MEOGRT se zagotovijo podatki, ki se lahko uporabijo (npr. pri pristopu, ki
temelji na zanesljivosti dokazov), da se so€asno ocenita najmanj dve sploSni vrsti poteka
neZelenega izida (AOP), ki se kona z reproduktivno okvaro: (a) endokrine poti, ki
vkljucujejo motnje na endokrini osi hipotalamus—hipofiza—spolne Zleze (HPG), ter (b) poti,
ki povzrofajo zmanjSanja preZivetja, rasti (dolZina in teZa) in razmnoZevanja z
neendokrino toksi¢nostjo. V ta preskus so vklju¢ene tudi konéne tocke, ki se obiajno
merijo pri preskusih kroniéne toksi¢nosti, kot sta preskus v celotnem Zivljenjskem ciklu in
preskus v zgodnjem Zivljenjskem obdobju, ter se lahko uporabijo za oceno nevarnosti, ki jo
predstavljata neendokrino toksi¢no delovanje in mehanizem endokrine toksi¢nosti. Med
preskusom je treba obnaSanje opazovati dnevno in zabeleziti vsako neobicajno obnaSanje.
Poleg tega je treba evidentirati vsak pogin ter izracunati prezivetje do izlo€itve rib (6. do
7. teden preskusa), prezivetje po izlo€itvi do vzorenja mladostnih osebkov (9. do 10. tpo)
in prezivetje od vzpostavitve parov do vzorcenja odraslih rib.

Preglednica 1: Pregled kon¢nih tock preskusa MEOGRT*

Zivljenjsko Koné¢na tocka Generacija
obdobje
Zarodek Izvalitev (% in ¢as do izvalitve) F1,F2
@ tpo)
Mladica PreZivetje F1
(4 tpo)

Mladostni PrezZivetje F1
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osebek Rast
(9 ali 10 tpo) (dolzina in teza)
Vitelogenin
(mRNK ali protein)

Sekundarne spolne znacilnosti
(papile na predrepni plavuti)

Zunanje razmerje med spoloma

Cas do 1. drstenja

Odrasla riba RazmnoZevanje FO, F1
(12 do 14 tpo) (plodnost in fertilnost)
Odrasla riba PreZivetje F1
(15 tpo) Rast

(dolzina in teza)

Sekundarne spolne znacilnosti
(papile na predrepni plavuti)

Histopatologija

(spolne zleze, jetra, ledvice)

*Te kon¢ne tocke je treba statisti¢no analizirati.

CASOVNI OKVIR

51. Casovni okvir za preskus MEOGRT v preglednici 2 prikazuje preskus. Preskus MEOGRT
vkljucuje 4 tedne 1zpostavljenosti odraslih rib generacije FO in 15 tednov i1zpostavljenosti
generacije F1 ter obdobje izpostavljenosti druge generacije (F2) do izvalitve (2 tpo).
Dejavnost v ¢asu preskusa MEOGRT je povzeta v Dodatku 9.
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Preglednica 2: Casovni okviri izpostavljenosti in meritev konénih to¢k za preskus MEOGRT

Casovni okvir izpostavljenosti in koné¢nih to¢k za preskus MEOGRT

FO 112]13]4
F1 112]13]4]5]6|7]8]9|10]11]12]13]14]15
F2 1]2
Teden 112134516 7]8]9|10]11]12)13]14|15|16]17]18|19
Klju¢no Zivljenjsko obdobje Zarodek Li¢inka Mladica Mladl;)slt;ni Odrasla riba
osebe
Koncne tocke
Plodnost Fo F e  V nalrtu poskusa je 7 skupin
) ponovljenih vzorcev
Fertilnost Fo F .
o 5 zatretiranja s preskusno
[zvalitev Fi ) kemikalijo
o 2 zakontrolna tretiranja (4, Ce
Prezivetje F I Fi se uporabi topilo)
Rast Fo o o e  Zasnova v skupini
- - o 12 ponovljenih vzorcev za
[Vitelogenin I razmnoZevanje, patologijo
Sekundame odraslih osebkov in SSZ
Iy 1 (od 10. do 18. ted.)
spolne L.
o 6 ponovljenih vzorcev za
Histopatologijal Fi izvalitev, prezivetje, Vtg; ter
SSZ in rast pri mladostnih
osebkih (od 1. do 9. ted.)
Teden 1l2lslalslel7lsolioli1lializlialisl16l17]18l 19 SSZE_sekundarne spolne znacilnosti; ted.:
preskusa tedni;
Vtg: vitelogenin

SPOROCANJE PODATKOV

Statistiéna analiza

52.

53.

Ker je genotipski spol dolocen za vse preskusne ribe, je treba podatke analizirati lo¢eno za
vsak genotipski spol (tj. XY samce in XX samice). Brez tega se bo statisti¢na mo¢ analize
moc¢no zmanjSala. Priporocljivo je, da se pri statisticnih analizah podatkov upostevajo
postopki, opisani v dokumentu OECD z naslovom Sedanji pristopi k statisti¢ni analizi
podatkov o ekotoksicnosti: smernice za uporabo (32). Dodatek 10 vsebuje nadaljnje
smernice za statisti¢no analizo.

Naclrt preskusa in izbira statisti¢nih testov morata zagotavljati ustrezno mo¢ opaZanja
biolosko pomembnih sprememb pri kon¢nih tockah, kjer se poroca o NOEC (32).
PoroCanje o pomembnih koncentracijah z uc¢inkom in parametrih je lahko odvisno od
regulativnega okvira. Opredeliti je treba odstotek spremembe pri vsaki konéni tocki, ki je
pomemben za zaznavanje ali oceno. Poskus mora biti zasnovan tako, da to omogoc¢a. Enak
odstotek spremembe najverjetneje ne bo veljal za vse koncne tocke, poleg tega
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izvedljivega poskusa najverjetneje ne bo mogocCe zasnovati tako, da bodo ta merila
izpolnjena pri vseh kon¢nih tockah, zato se je treba pri ustreznem nacrtovanju poskusa
osredotoditi na koncne tocke, ki so pomembne za poskus. Statisticni diagram in smernice
so na voljo v Dodatku 10; namenjeni so pomoc¢i pri obdelavi podatkov in izbiri
najustreznejSega statisticnega testa ali modela. Lahko se uporabijo tudi drugi statisti¢ni
pristopi, vendar le, ¢e so znanstveno utemeljeni.

54. Variacije je treba v vsakem nizu ponovljenih vzorcev analizirati z analizo variance ali s
postopki kontingen¢ne tabele ter na podlagi zgornje analize izbrati zadostne in ustrezne
metode statisticne analize. Da bi naredili veckratno primerjavo med rezultati pri
posameznih koncentracijah in rezultati kontrol, se za zvezne odzive priporoa uporaba
regresijskega postopka (npr. testa po Jonckheere-Terpstraju). Kadar podatki niso skladni z
monotonim odzivom na koncentracijo, je treba uporabiti Dunnettov test ali Dunnov test
(po ustrezni pretvorbi podatkov, ¢e je to potrebno).

55.Za opredelitev plodnosti se ikre Stejejo dnevno, vendar se lahko analizirajo kot skupno
Stevilo iker ali kot ponovljena meritev. Dodatek 10 vsebuje podrobnosti o tem, kako se
analizira ta koncna tocka. Za histopatoloske podatke, ki so v obliki ocen resnosti, je bil
razvit nov statisti¢ni test, tj. Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices (RSCABS) (33).

56. Porocati je treba o vseh konc¢nih toCkah, opaZenih pri tretiranjih s kemikalijjo, ki se
bistveno razlikujejo od ustreznih kontrol.

Pomisleki o analizi podatkov
Uporaba ogrozenih stopenj tretiranja

57. Pri dolocanju, ali se o€itna toksi¢nost kaze pri ponovljenem vzorcu ali celotnem tretiranju,
se obravnava ve¢ dejavnikov, ki jih je treba izkljuéiti iz analize. OcCitna toksi¢nost je
opredeljena kot > 4 smrtni primeri v katerem koli ponovljenem vzorcu med 3. in 9. tpo, ki
jih ni mogoce pojasniti s tehni¢no napako. Drugi znaki oditne toksi¢nosti vkljucujejo
hemoragijo, nenormalno obnasanje, nenormalne nacine plavanja, anoreksijo in katere koli
druge klini¢ne znake bolezni. Za subletalne znake toksi¢nosti bodo lahko potrebne
kvalitativne ocene, ki jih je vedno treba izvesti za kontrolno skupino z vodo za redCenje
(samo &ista voda). Ce je oditna toksiénost opazna pri najbolj obremenjenih tretiranjih, je
priporoc€ljivo, da se ta tretiranja izkljucijo iz analize.

Kontrole s topilom

58. Uporabo topila je treba obravnavati le kot zadnjo moznost, ko so bile obravnavane ze vse
druge moznosti dovajanja kemikalije. Ce se uporabi topilo, je treba skladno izvesti
kontrolo z vodo za red¢enje. Ob koncu preskusa je treba izvesti oceno potencialnih
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ucinkov topila. Ocena se izvede s statisti¢no primerjavo kontrolne skupine s topilom in
kontrolne skupine z vodo za redCenje. NajpomembnejSe konéne tocke, ki jih je treba
obravnavati v tej analizi, so dejavniki rasti (teza), saj lahko nanje vplivajo splo$ne
toksi¢nosti. Ce se pri teh konénih to¢kah ugotovijo statistiéno znalilne razlike med
kontrolno skupino z vodo za redCenje in kontrolno skupino s topilom, je treba za
ugotovitev, ali je veljavnost preskusa ogroZena, uporabiti najbolj$o strokovno presojo. Ce
se dve kontrolni skupini razlikujeta, je treba tretirane skupine, izpostavljene kemikaliji,
primerjati s kontrolo s topilom, razen ¢e je znano, da je zazelena primerjava s kontrolo z
vodo za redgenje. Ce med dvema kontrolnima skupinama ni statisti¢no znadilne razlike, se
priporoca, da se tretirane skupine, izpostavljene preskusni kemikaliji, primerjajo z
zdruzenima kontrolnima skupinama (kontrolno skupino s topilom in kontrolno skupino z
vodo za redCenje), razen Ce je znano, da je zazelena le primerjava s kontrolno skupino z
vodo za red¢enje ali kontrolno skupino s topilom.

Porocdilo o preskusu

59.

V porocilo o preskusu se vkljucijo podatki, navedeni v nadaljevanju.

Preskusna kemikalija: fizikalne lastnosti in, Ce je ustrezno, fizikalno-kemijske lastnosti;

kemijski identifikacijski podatki.

Snov 1z ene sestavine:

fizi¢ni videz, topnost v vodi in dodatne pomembne fizikalno-kemijske lastnosti;

kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi IUPAC ali ime CAS,
stevilka CAS, koda po sistemu SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula,
Cistost, kemijska identiteta necisto€, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo itd. (vklju¢no z
vsebnostjo organskega ogljika, ¢e je to ustrezno).

Snov z ve¢ sestavinami, UVCB in zmesi:

¢im obseznejSa opredelitev lastnosti s kemijsko identiteto (glej zgoraj), kvantitativnim
pojavljanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi sestavin.

Preskusna vrsta:

Znanstveno ime, sev, ¢e je na voljo, vir, metoda zbiranja oplojenih iker in nadaljnje
ravnanje.

Preskusni pogoji:

obdobje osvetljenost;

nacrt preskusa (npr. velikost, material in vodna prostornina komor, $tevilo preskusnih
komor in ponovljenih vzorcev, Stevilo izvaljenih li¢ink na ponovljeni vzorec);
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- metoda priprave osnovnih raztopin in pogostost obnavljanja (navesti je treba sredstvo za
raztapljanje in njegovo koncentracijo, ¢e je uporabljeno);

- metoda odmerjanja preskusne kemikalije (npr. ¢rpalke, sistemi za red¢enje);

- analitski izkoristek metode in nominalne preskusne koncentracije, meja dolocljivosti,
srednje izmerjene vrednosti in njihovi standardni odkloni v preskusnih posodah ter
metoda, po kateri so bile pridobljene, in dokazi, da se meritve nanaSajo na koncentracije
preskusne kemikalije v dejanski raztopini;

- znaCilnosti vode za redCenje: pH, trdota, temperatura, koncentracija raztopljenega kisika,
ravni preostalega klora (Ce so bile merjene), skupni organski ogljik (e je bil merjen),
suspendirane trdne snovi (Ce so bile merjene), slanost preskusnega medija (Ce je bila
merjena) in druge izvedene meritve;

- nominalne preskusne koncentracije, srednje izmerjene vrednosti in njihovi standardni
odkloni;

- kakovost vode v preskusnih posodah: pH, temperatura (merjena vsak dan) in koncentracija
raztopljenega kisika;

- podrobne informacije o hranjenju (npr. vrsta hrane, vir, dana koli¢ina in pogostost).

Rezultati:

- dokazi, da so kontrole izpolnjevale sploSna merila za veljavnost;

- podatki za kontrolno skupino (in kontrolo s topilom, kadar se uporabi) in tretirano
skupino, kot so izvalitev (valilnost in ¢as do izvalitve) za F1 in F2, prezivetje po izvalitvi
za F1, rast (dolzina in telesna teza) za F1, genotipski spol in razlikovanje med spoloma
(npr. sekundarne spolne znacilnosti na podlagi papil na predrepni plavuti in histologije
spolnih Zlez) za F1, fenotipski spol za F1, sekundarne spolne znacilnosti (papile na
predrepni plavuti) za F1, mRNK vzg (ali protein VTG) za F1, histopatoloSka ocena (spolne
Zleze, jetra in ledvice) za F1 in razmnoZevanje (plodnost in fertilnost) za FO, F1; (glej
preglednici 1 in 2);

- pristop k statisti¢ni analizi (regresijska analiza ali analiza variance) in obdelava podatkov
(uporabljeni statisti¢ni testi in modeli);

- koncentracija brez opaznega u€inka (NOEC) za vsak ocenjeni odziv;

- najnizja koncentracija z opazenim uéinkom (LOEC) ) za vsak ocenjeni odziv (p = 0,05);
ECx za vsak ocenjeni odziv, Ce je ustrezno, intervali zaupanja (npr. 90- ali 95-odstotni) in
graf prilagojenega modela, uporabljenega za izracun, naklon krivulje odziva na
koncentracijo, formula regresijskega modela, ocenjeni parametri modela in njithove
standardne napake;
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- vsako odstopanje od te preskusne metode in odkloni od meril za sprejemljivost ter
razmisleki o morebitnih posledicah za rezultat preskusa.

60. Za rezultate meritev kon¢nih toCk je treba predstaviti srednje vrednosti in njihove
standardne odklone (na podlagi ponovljenih vzorcev in koncentracij, ¢e je mogoce).
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DODATEK 1

OPREDELITVE POJMOV
Kemikalija: snov ali zmes.
ELISA: encimski imunski test.
Plodnost = Stevilo iker.
Fertilnost = Stevilo viabilnih iker/plodnost.

Dolzina do razcepa repne plavuti (FL): je dolZina od konice nosu do konca zajede med
repnima plavutnicama in se uporablja za ribe, pri katerih je tezko dolociti, kje se konca
hrbtenica (www.fishbase.org).

Valilnost = izvaljene li¢inke/Stevilo zarodkov, vloZenih v inkubator.

TACUC: odbor za varstvo in uporabo zivali v laboratorijskih poskusih (Institutional Animal
Care and Use Committee).

Standardna dolzina (SL): je dolzina ribe od konice nosu do posteriornega konca zadnjega
hrbteni¢nega vretenca ali posteriornega konca osrednjega dela hipuralne plosce, kjer se
konca hrbtenica. Ta meritev torej ne vkljucuje dolzine repne plavuti (www.fishbase.org).

Skupna dolzina (TL): je dolzina od konice nosu do skrajnega dela daljSega reZznja repne
plavuti in se obi¢ajno izmeri tako, da sta reznja stisnjena ob sredinski ¢rti. To je meritev, ki
se izvede v ravni Crti in ne uposteva oblike telesa (www.fishbase.org).

Standardna doldina .o ______

e —— -

Dol3ina do razrepa - cco e arted

RSP S S S Skupna doldind s cmmememeemeao o -

Slika 1: Opis razli¢nih uporabljenih dolzin
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ECx: (uc¢inkovita koncentracija za x-odstotni uc¢inek) je koncentracija, ki v primerjavi s
kontrolo povzro¢i x-odstotni ucinek na preskusni organizem v danem obdobju
izpostavljenosti. EC50 je na primer koncentracija, pri kateri je ocenjeno, da bo imela v
dolo¢enem obdobju izpostavljenosti ucinek na kon¢no tocko preskusa pri 50 %
1zpostavljene populacije.

Preto¢ni preskus: preskus, pri katerem se preskusne raztopine med izpostavljenostjo
neprekinjeno pretakajo skozi preskusni sistem.

Os HPG: os hipotalamus—hipofiza—spolne Zleze.

TUPAC: Mednarodna zveza za Cisto in uporabno kemijo.

Stopnja obremenitve: mokra teZa rib na prostornino vode.

NajniZja koncentracija z opaZenim uéinkom (LOEC): je najnizja preskusena
koncentracija preskusne kemikalije, pri kateri se opazi, da ima kemikalija statisticno
znacilen u€inek (pri p < 0,05) v primerjavi s kontrolo. Vendar b1 morale imeti vse preskusne
koncentracije nad vrednostjo LOEC skodljiv ucinek, ki je enak ali ve¢ji od skodljivega
ucinka, opazenega pri vrednosti LOEC. Ce teh dveh pogojev ni mogoce izpolniti, je treba
podrobno pojasniti nacin izbire vrednosti LOEC (in posledicno NOEC). Smernice so zajete

v dodatkih 5 in 6.

Srednja smrtna koncentracija (LC50): je koncentracija preskusne kemikalije, za katero se
oceni, da je med preskusom smrtonosna za 50 % preskusnih organizmov.

Koncentracija brez opaznega ucdinka (NOEC): je preskusna koncentracija takoj pod
vrednostjo LOEC, ki v primerjavi s kontrolo nima statisti¢no znacilnega ucinka (p <0,05) v
danem obdobju izpostavljenosti.

SMILES: sistem za poenostavljen zapis strukture molekul.
Gostota rib: Stevilo rib na prostornino vode.
Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, preskusSena s to preskusno metodo.

UVCB: snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali
bioloski materiali.

VTG: vitelogenin je fosfolipoglikoprotein in predstopnja beljakovin jajénega rumenjaka, ki
se obicajno pojavi pri spolno aktivnih samicah vseh oviparnih vrst.

TPO: tedni po oploditvi.
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NEKATERE KEMIJSKE LASTNOSTI SPREJEMLJIVE VODE ZA REDCENJE

Snov Mejna ..
koncentracija
delci 5 mg/l
skupni organski ogljik 2 mg/l
neionizirani amoniak 1 pg/l
preostali klor 10 pg/l
skupni organofosforni pesticidi 50 ng/l
skupni organoklorni pesticidi in poliklorirani bifenili 50 ng/l
skupni organski klor 25 ng/l
aluminij 1 pg/l
arzen 1 pg/l
krom 1 pg/l
kobalt 1 pg/l
baker 1 pg/l
Zelezo 1 pg/l
svinec 1 pg/l
nikelj 1 g/l
cink 1 pg/l
kadmij 100 ng/1
Zivo srebro 100 ng/1
srebro 100 ng/1
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DODATEK 3

PRESKUSNI POGOJI ZA PRESKUS MEOGRT

1. Priporocena vrsta Japonska medaka (Oryzias latipes).
2. Vrsta preskusa Kontinuirani preto¢ni sistem.
3. Temperatura vode Nominalna temperatura pri preskusu je 25 °C. Srednja temperatura med

celotnim preskusom v vsakem akvariju je od 24 do 26 °C.

4. Kakovost osvetlitve Fluorescencne sijalke (Siroki spekter in ~ 150 lumnov/m?)
(~ 150 luksov).

16 ur svetlobe, 8 ur teme.

6. Stopnja obremenitve FO: 2 odrasla osebka/ponovljeni vzorec; F1: zaéne se z najvec 20 ikrami
(zarodki)/ponovljeni vzorec, pri izvalitvi se zmanjSa na 12
zarodkov/ponovljeni vzorec, nato na dva odrasla osebka (XX-XY par za
razmnozevanje) pri 9. do 10. tpo za fazo razmnoZevanja.

7. NajmanjSa uporabna 1,8 1 (npr. velikost preskusne komore: 18 x 9 x 15 cm).
prostornina preskusne komore

8. Izmenjave kolic¢ine preskusnih Najmanj 5 izmenjav koli¢ine/dan do 16 izmenjav koli¢ine/dan (ali
raztopin pretok 20 ml/min).

9. Starost preskusnih organizmov FO: > 12 tpo, vendar je priporoc¢ljivo, da ne ve¢ kot 16 tpo.
na zacetku

10. Stevilo organizmov na FO: 2 ribi (par samca in samice); F1: najve¢ 20 rib (iker)/ponovljeni
ponovljeni vzorec vzorec (iz parov za razmnozevanje FO in F1).
11. Stevilo tretiranj 5 tretiranj s preskusno kemikalijo in ustrezne kontrole.

12. Stevilo ponovljenih vzorcev naNajmanj 6 ponovljenih vzorcev na tretiranje za preskusno kemikalijo in
tretiranje najmanj 12 ponovljenih vzorcev za kontrolo ter za kontrolo s topilom, ¢e
se uporabi (Stevilo ponovljenih vzorcev je podvojeno v fazi
razmnozevanja v F1).

13. Stevilo organizmov na preskus Najmanj 84 rib v FO in 504 v F1. (Ce se uporabi kontrola s topilom,
potem 108 1ib v FO in 648 v F1.) Enota, ki se §teje, je zarodek v fazi
brez mesicka.

14. Nacin hranjenja Ribe se hranijo s solinskimi rakei vrste Artemia (24 ur starimi navpliji)
ad libitum, ki se lahko po potrebi dopolnijo s hrano v kosmicih, ki je na
voljo na trgu (primer nacrta hranjenja za zagotovitev ustrezne rasti in
razvoja, da se podpre zanesljivo razmnoZevanje, je naveden v
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15. PrezraCevanje

16. Voda za red¢enje

17. Obdobje izpostavljenosti

18.Bioloske kon¢ne tocke

(primarne)

19. Merila za veljavnost preskusa

D060575/02

Dodatku 6).

Brez prezraCevanja, razen e se raztopljeni kisik pribliza < 60 %
vrednosti nasi¢enosti z zrakom.

Cista povriinska voda, voda iz vodnjaka ali modelna razredéevalna voda
ali deklorirana vodovodna voda.

V glavnem 19 tednov (od FO do izvalitve F2).

Valilnost (F1 in F2); prezivetje (F1, od izvalitve do 4. tpo (konec
obdobja li¢inke/zacetek obdobja mladice), od 4. do 9. (ali 10.) tpo
(zaCetek obdobja mladice do obdobja mladostnega osebka) in od 9. do
15. tpo (obdobje mladostnega osebka do konca odraslega osebka)); rast
(F1, dolzina in teza pri 9 in 15 tpo); sekundame spolne znacilnosti (F1,
papile na predrepni plavuti pri 9 in 15 tpo); vitelogenin (F1, mRNK vig
ali protein VTG pri 15 tpo); fenotipski spol (F1, na podlagi histologije
spolnih zlez pri 15 tpo); razmnoZevanje (FO in F1, plodnost in fertilnost
za 21 dni); ¢as do drstenja (F1) in histopatologija (F1, spolne Zleze, jetra
in ledvice pri 15 tpo).

Raztopljeni kisik > 60 % vrednosti nasi¢enosti z zrakom; srednja
temperatura vode od 24 do 26 °C med celotnim preskusom; uspesno
razmnoZevanje > 65 % samic v kontrolah; srednja dnevna plodnost > 20
iker v kontrolah; valilnost > 80-odstotna (povprec¢no) v kontrolah (v
vsaki od generacij F1 in F2); prezivetje po izvalitvi do 3. tpo > 80-
odstotna (povpre¢no) in od 3. tpo do konca za generacijo > 90-odstotna
(povprecno) v kontrolah (F1), koncentracije preskusne kemikalije v
raztopini je treba zadovoljivo vzdrZevati v okviru £ 20 % srednjih
izmerjenih vrednosti.
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Dodatek 4

SMERNICE O OBICAJNIH KONTROLNIH VREDNOSTIH

Navesti je treba, da te kontrolne vrednosti temeljijo na omejenem Stevilu validacijskih Studij in se

Rast

lahko spremenijo na podlagi nadaljnjih izkusen;.

Teza in dolzina se pri vseh vzoréenih ribah izmerita pri 9 ali (10) in 15 tednih po oploditvi
(tpo). Z upostevanjem tega protokola bo priCakovana mokra teza pri 9 tpo 85-145 mg za
samce in 95-150 mg za samice. Pricakovana teza pri 15 tpo je 250-330 mg za samce In
280-350 mg za samice. Ceprav lahko pri posameznih ribah obstajajo precej$nja odstopanja
od teh vrednosti, kontrolne srednje teZe, ki bistveno odstopajo od teh razponov, zlasti nizje,
kazejo na tezave s hranjenjem, nadzorom temperature, kakovostjo vode, bolezen ali
kombinacijo teh dejavnikov.

Izvalitev

Uspesnost izvalitve v kontrolah je obicajno priblizno 90-odstotna, vendar tudi tako nizke
vrednosti, kot je 80 %, niso neobiajne. Manj kot 75-odstotna uspesnost izvalitve lahko kaze
na nezadostno mesanje razvijajo¢ih se iker ali nezadostno skrb pri ravnanju z njimi, kot je
nepravocasna odstranitev odmrlih iker, zaradi ¢esar se lahko razvijejo gliviéne okuzbe.

Prezivetie

Stopnje prezivetja do 3. tpo od izvalitve in po 3. tpo so obicajno 90-odstotne ali visje pri
kontrolah, vendar tudi tako nizke stopnje preZivetja v zgodnjih Zivljenjskih fazah, kot je
80 %, niso skrb vzbujajofe. Manj kot 80-odstotne stopnje prezivetja v kontrolah so vzrok za
zaskrbljenost in lahko kaZejo na nezadostno ¢iS¢enje akvarija, ki vodi do izgube larvalnih
rib zaradi bolezni ali zaduSitve zaradi nizkih ravni raztopljenega kisika. Vzrok za pogine so
lahko tudi poSkodbe med ¢iS¢enjem bazena in izguba larvalnih rib prek sistema odtekanja
vode iz akvarija.

Gen vitelogenin

Ceprav se lahko absolutne ravni gena vitelogenin (vig), izrazenega kot kopije/ng celokupne
mRNK, med laboratoriji zelo razlikujejo zaradi uporabljenih postopkov ali instrumentov,
mora biti deleZz vtg pri kontrolnih samicah priblizno 200-krat ve¢ji kot pri kontrolnih
samcih. Ni¢ neobiajnega ni, ¢e to razmerje sega celo od 1000 do 2 000, vendar pa so
razmerja, manj$a od 200, sumljiva in lahko kaZejo na teZave z okuZbo vzorca ali teZave z
uporabljenim postopkom in/ali reagenti.

Sekundarne spolne znacdilnosti

Pri samcih je obicajni razpon sekundarnih spolnih znacilnosti, opredeljen kot skupno Stevilo
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segmentov papil na plavutnicah predrepne plavuti, od 40 do 80 segmentov pri 9 do 10 tpo.
Pri 15 tpo mora biti razpon pri kontrolnih samcih priblizno od 80 do 120 in 0 pri kontrolnih
samicah. Iz nepojasnjenih razlogov nekateri samci v redkih primerih do 9. tpo nimajo
prisotnih papil, ker pa vsi kontrolni samci razvijejo papile do 15. tpo, je vzrok za to verjetno
zapoznel razvoj. Prisotnost papil pri kontrolnih samicah kaZe na prisotnost XX-samcev v
populaciji.

XX-samci

Obicajna pojavnost XX-samcev v kulturi se zdi priblizno 4-odstotna ali nizja pri 25 °C, pri
¢emer se pojavnost zviSuje z zviSevanjem temperature. Sprejeti je treba ukrepe za
zmanjSanje deleza XX-samcev v populaciji. Ker se zdi, da je pojavnost XX-samcev
genetsko pogojena in torej dedna, je spremljanje staleza, ki se goji, in zagotavljanje, da se
XX-samci ne uporabijo za razmnoZevanje staleZa, ucinkovito sredstvo za zmanjSanje
njthove pojavnosti v populaciji.

Drstenje

Drstenje v kontrolnih ponovljenih vzorcih je treba pred oceno plodnosti spremljati dnevno.
Pri kontrolnih parih se lahko znaki drstenja ocenijo kvalitativno vizualno. Pri 12 do 14 tpo
bi se morala drstiti ve¢ina kontrolnih parov. Majhno Stevilo drstecih se parov ob tem ¢asu
kaZe na morebitne teZave z zdravjem, zrelostjo ali dobrim pocutjem rib.

Plodnost

Zdrave 1n dobro hranjene medake pri 12 do 14 tpo se obicajno drstijo vsak dan in
proizvedejo od 15 do 50iker na dan. 16 od priporoCenih 24 kontrolnih parov za
razmnoZevanje (> 65 %) mora proizvesti ve¢ kot 20 iker na par na dan, lahko pa jih celo 40.
Manjse Stevilo lahko kaze na nezrele, slabo hranjene ali nezdrave drstece se pare.

Fertilnost

Delez fertilnih iker pri kontrolnih drstecih se parih je obi¢ajno v obmocju 90 %, pri Cemer
vrednosti, ki znaSajo od 95 do 99 %, niso neobiCajne. Manj kot 80-odstotne stopnje
fertilnosti pri kontrolnih ikrah so sumljive in lahko kaZejo na nezdrave osebke ali pogoje
gojenja, ki niso idealni.
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Dodatek 5

PRIMER NACRTA HRANJENJA

V preglednici 1 je prikazan primer nacrta hranjenja za zagotovitev ustrezne rasti in razvoja,
da se podpre =zanesljivo razmnozevanje. Odstopanja od tega nadrta hranjenja so
sprejemljiva, vendar jih je priporocljivo preskusiti, da se preveri upoStevanje sprejemljive
rasti in razmnozevanja. Da bi se upoSteval predlagani nacrt hranjenja, je treba pred
zacetkom preskusa dolociti suho teZo solinskih rakcev na koli¢ino kase iz solinskih rakcev.
To se lahko stori s tehtanjem opredeljene koli¢ine kaSe iz solinskih rakcev, ki se je 24 ur
susila pri 60 °C na predhodno stehtanih posodah. Da bi se upostevala masa soli v kasi, je
treba posusiti tudi enako koli¢ino enake raztopine soli, uporabljene v kaSi, jo stehtati in
odsteti od teze posuSene kaSe iz solinskih rakcev. Alternativno se lahko solinski rakei pred
suSenjem prefiltrirajo in sperejo z destilirano vodo, s ¢imer se odpravi potreba po merjenju
mase ,soli v kasi‘. Ta podatek se uporabi za pretvorbo podatka v preglednici iz suhe teze
solinskih rakcev v koli¢ino kaSe iz solinskih rakcev, ki jo je treba dati ribam. Poleg tega je
priporo€ljivo tedensko tehtati alikvote kaSe iz solinskih rakcev in s tem preveriti, da se
ribam daje pravilna suha teZa solinskih rakcev.
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Preglednica 1: Primer nac¢rta hranjenja

Cas (po izvalitvi) Solinski rakci (mg suhe
teZe/ribo/dan)

1. dan 0,5

2. dan 0,5
3. dan 0,6
4. dan 0,7
5. dan 0,8
6. dan 1,0
7. dan 1,3

8. dan 1,7

9. dan 2,2
10. dan 2.8
11. dan 3,5
12. dan 42
13. dan 45
14. dan 4.8
15. dan 5,2
16.-21. dan 5,6
4. teden 7,7
5. teden 9,0
6. teden 11,0
7. teden 13,5
8. teden—usmrtitev 22.5
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DODATEK 6

PRIMERA INKUBACIJSKE KOMORE ZA IKRE

Primer A

K

4

Ta inkubator je sestavljen iz precno prerezane steklene centrifugirke, ki je povezana z
ovojem iz nerjavnega jekla, na mesto pa je pritrjena z vija¢no kapico. 1z kapice moli majhna
steklena cevka ali cevka iz nerjavnega jekla, ki je nameS¢ena blizu ukrivljenega dna in
nezno mesa zrak, da so ikre suspendirane in da se zmanjSa prenos saprofitskih gliviénih
okuzb med njimi, obenem pa omogoca tudi izmenjavo kemikalije med inkubatorjem in
zadrZevalnim akvarijem.

Primer B
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Ta inkubator je sestavljen iz steklenega valjastega telesa (premer 5 cm, visina 10 cm) in
nerjavne Zzicnate mrezice (0,25 ¢ in 32 mesh), ki je pritrjena na dno telesa s PTFE-
obroCkom. Inkubatorji so spusc€eni z dvizne precke v akvarije in se vertikalno stresajo
(amplituda priblizno 5 cm) v ustreznem ciklu (priblizno vsake 4 sekunde) za ikre medake.
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DODATEK 7

SHEMATSKI DIAGRAM ZA ZDRUZEVANJE IN VKLJUCEVANJE OSEBKOV V
PONOVLJENE VZORCE SKOZI CELOTNO PRESKUSNO METODO MEOGRT

Slika 1: Zdruzevanje in vkljuevanje osebkov v ponovljene vzorce v preskusu MEOGRT. Slika
prikazuje eno tretiranje ali %2 kontrole. Zaradi zdruZevanja identiteta ponovljenega vzorca ni stalna
skozi celoten preskus.Upostevajte, da se izraz ,ikre‘ nanaSa na viabilne, oplojene ikre (enakovredne
zarodkom).

Konéne tocke

| izvalitev | preZivetje l rast, VTG, SSZ razmnoZevanje, patologija, SSZ izvalitev
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Tretiranja in ponovitve

V tej preskusni metodi se priporoc€a pet tretiranj s preskusno kemikalijo z uporabo materiala
ustrezne tehni¢ne kakovosti in negativna kontrola. Stevilo ponovljenih vzorcev na tretiranje
ne ostane konstantno med celotnim preskusom MEOGRT, §tevilo ponovljenih vzorcev v
kontrolnem tretiranju pa je dvakratnik vsakega posameznega tretiranja s preskusno
kemikalijo. V generaciji FO je pri vsakem tretiranju s preskusno kemikalijo Sest ponovljenih
vzorcev, medtem ko je pri negativni kontroli 12 ponovljenih vzorcev. Topila so mocno
odsvetovana, ¢e pa se uporabijo, je treba v poroilo o preskusu MEOGRT vkljuciti
utemeljitev tako za uporabo topila kot tudi za izbiro topila. Ce se uporabi topilo, sta poleg
tega potrebni dve vrsti kontrol: (a) kontrola s topilom in (b) negativna kontrola. Vsaka od
teh dveh kontrolnih skupin mora vsebovati celoten niz ponovljenih vzorcev na vseh tockah
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casovnega okvira preskusa MEOGRT. Ta struktura ponovljenih vzorcev ostane enaka ves
Cas razvoja preskusnega organizma v generaciji F1 (in F2 do izvalitve). Vendar pa se v fazi
odraslih rib, ko se vzpostavijo pari za razmnoZevanje generacije F1, Stevilo ponovljenih
VZorcev s pari za razmnozevanje na tretiranje v optimalnem primeru podvoji; obstaja torej
do 12 ponovitvenih parov v vsakem tretiranju s preskusno kemikalijo in 24 ponovitvenih
parov v kontrolni skupini (in po potrebi e 24 ponovitvenih parov v kontroli s topilom).
Doloc¢itev izvalitve iz zarodkov, ki so jih odloZili pari F1, se opravi na podlagi enake
ponovitvene strukture, kot je bila uporabljena za zarodke, ki so jih odlozili pari FO, kar
pomeni Sest ponovljenih vzorcev na tretiranje s preskusno kemikalijo in 12 ponovljenih
vzorcev v kontrolnih skupinah.
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DODATEK 8

STETJE PAPIL NA PREDREPNI PLAVUTI

Glavni materiali in reagenti

- Stereomikroskop (z neobvezno kamero)

- Fiksativ (npr. Davidsonov (Bouinov ni priporocen)), e se papile ne Stejejo po sliki
Postopki

Po obdukciji je treba predrepno plavut slikati, da se omogoc¢i ustrezno Stetje papil na
predrepni plavuti. Ceprav je slikanje priporodena metoda, se lahko predrepna plavut
priblizno 1 minuto fiksira z Davidsonovim ali drugim ustreznim fiksativom. Pomembno je,
da je predrepna plavut med fiksiranjem ravna, da se omogoci lazje Stetje papil. Trup s
predrepno plavutjo se lahko do analize shrani v Davidsonovem ali drugem ustreznem
fiksativu. Prestejte Stevilo ploscic (glej sliko 1) s papilami, ki Strlijo iz posteriornega roba
ploscice.

Slika 1: Papile na predrepni plavuti

& &~ Ploscice : ™

o —
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DODATEK 9

PODROBEN CASOVNI OKVIR PRESKUSA MEOGRT
1. do 3. teden preskusa (F0)

Drstece se ribe generacije FO, ki izpolnjujejo merila za izbiro (glej odstavke od 16 do 20), so
izpostavljene tri tedne, da bi bile lahko razvijajo¢e se gamete in tkivo spolnih Zlez
izpostavljeni preskusni kemikaliji. Vsak ponovitveni akvarij vkljuuje en sam par rib za
razmnozevanje (par za razmnoZevanje XX-samica in XY-samec). Odlozene ikre se
odvzemajo, Stejejo in ocenjujejo glede fertilnosti 21 zaporednih dni, zacen$i s 1. dnem
preskusa.

4. teden preskusa (F0 in F1)

Zazeleno je, da se oplojene in viabilne ikre (zarodki) odvzamejo na isti dan; ¢e zarodkov ni
dovolj, pa se lahko odvzamejo v dveh dneh. Ce se odvzamejo v dveh dneh, se vsi zarodki v
okviru tretiranj, ki so bili odvzeti prvi dan, zdruzijo z zarodki, odvzetimi drugi dan. Nato se
vsi zdruZeni zarodki za vsako tretiranje naklju¢no razdelijo v vse ponovitvene inkubatorje,
in sicer po 20 zarodkov na inkubator. Vsak dan se preverja in evidentira smrtnost oplojenih
iker (zarodkov). Odmrle ikre se odstranijo iz inkubatorjev (odmrle ikre je mogoce zlasti v
zgodnjih stopnjah prepoznati po opazni izgubi prosojnosti in spremembi barve, ki jo
povzro¢i koagulacija in/ali obarjanje beljakovin, ki povzrocajo bel moten videz;
OECD 210).

Opomba: Ce je drugi dan odvzema potreben za eno samo tretiranje, morajo temu postopku
slediti vsa tretiranja (vklju¢no s kontrolami). Ce po drugem dnevu odvzema ni dovolj
zarodkov v okviru tretiranja, da bi se v inkubatorje vloZilo po 20 zarodkov, zmanjsajte
Stevilo zarodkov, vlozenih v okviru tega doloCenega tretiranja, na 15 zarodkov na inkubator.
Ce ni dovolj zarodkov za vloZzitev 15 zarodkov na inkubator, zmanjSajte Stevilo
ponovitvenih inkubatorjev, tako da bo dovolj zarodkov za 15 zarodkov na inkubator. Poleg
tega se¢ lahko v FO doda ve¢ parov za razmnoZevanje na tretiranje in kontrole, da se
proizvede ve¢ iker za dosego priporoCenih 20 zarodkov na ponovljeni vzorec.

Na 24. dan preskusa se pari za razmnozevanje generacije FO humano usmrtijo, pri emer se
evidentirata teza in dolzina. Po potrebi se lahko pari za razmnozevanje generacije FO
ohranijo $e en ali dva dni, da se znova za¢ne generacija F1.

S.in 6. teden preskusa (F1)

En do dva dneva pred predvidenim zacetkom izvalitve ustavite ali zmanjsajte mesanje iker v
inkubatorju, da pospeSite izvalitev. Ker se zarodki valijo vsak dan, se izvaljene licinke
zdruzijo po tretiranjih in sistemati¢no razdelijo v vsak ponovitveni akvarij za li¢inke v
okviru dolo¢enega tretiranja, ki ne vsebuje ve¢ kot 12 izvaljenih li¢ink. To se stori tako, da
se izvaljene li¢inke naklju¢no izberejo in nato nediskriminatorno zaporedoma vkljuéijo v
ponovljene vzorce ter tako po vrsti prek ponovljenih vzorcev doloCenega tretiranja, dokler
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ni v vseh ponovljenih vzorcih v okviru tretiranja 12 izvaljenih li¢ink. Ce ni dovolj izvaljenih
li¢ink, da bi zapolnili vse ponovljene vzorce, je treba zagotoviti, da ima ¢im ve¢ ponovljenih
vzorcev 12 izvaljenih li¢ink, da se zacne faza F1.

Ikre, ki se niso izvalile do dvakratnika srednjega kontrolnega dne izvalitve, se Stejejo za
neviabilne in se zavrzejo. Stevilo izvaljenih li¢ink se evidentira in izracuna se uspes$nost
izvalitve (valilnost) v vsakem ponovljenem vzorcu.

7. do 11. teden preskusa (F1)

Vsak dan se preverja in evidentira prezivetje larvalnih rib v vseh ponovljenih vzorcih. Na
43. dan preskusa se evidentirata Stevilo prezivelih rib v vsakem ponovljenem vzorcu in tudi
zacetno Stevilo izvaljenih li¢ink, vstavljenih v ponovljeni vzorec (nominalno 12). To
omogoca izracun stopnje prezivetja od izvalitve do faze mladostnega osebka.

Tedni preskusa (F1)

Na 78.-85. dan preskusa se z repne plavuti vsake ribe odvzame majhen vzorec tkiva za
dolocitev genotipskega spola osebka (tj. odS¢ip plavuti) pri vseh ribah. Ta podatek se
uporabi za vzpostavitev parov za razmnozevanje.

V treh dneh po dolo€itvi genotipskega spola vsake ribe se naklju¢no vzpostavi 12 parov za
razmnozevanje na tretiranje in 24 parov na kontrolo. Iz vsakega ponovljenega vzorca se
naklju€no izbereta po dve ribi XX in XY, ki se nato zdruZijo po spolu, ter nato naklju¢no
1zberejo za vzpostavitev para za razmnozevanje (tj. par XX-XY). Vzpostavi se najman]
12 ponovljenih vzorcev na tretiranje s kemikalijo in najmanj 24 ponovljenih vzorcev za
kontrolo z enim parom za razmnoZevanje na ponovljeni vzorec. Ce v ponovljenem vzorcu ni
bodisi dveh rib XX bodisi dveh rib XY, ki so na voljo za zdruzevanje, je treba ribe z
ustreznim genotipskim spolom pridobiti iz drugih ponovljenih vzorcev v okviru tretiranja.

Preostale ribe (najvec¢ 8 rib na ponovljeni vzorec) se humano usmrtijo in vzorcijo za razlicne
kon¢ne tocke pri mladostnih osebkih. Podatki o dmy (XX ali XY) za vse vzorce mladostnih
osebkov se ohranijo za zagotovitev, da je mogoce vse podatke o kon¢nih tockah povezati z
genetskim spolom vsake posamezne ribe.

13. in 14. teden preskusa (F1)

Izpostavljenost se nadaljuje, ko se pari mladostnih osebkov za razmnozevanje razvijajo v
odrasle ribe. Na 98. dan preskusa (tj. dan pred zafetkom odvzema iker) se ikre odstranijo iz
akvarijev in s samic.

15. do 17. teden preskusa (F1)

Odlozene ikre se odvzemajo dnevno 21 zaporednih dni v vsakem ponovljenem vzorcu,
ocenita se plodnost in fertilnost.

18. teden preskusa (ponovitev 4. tedna preskusa) (F1 in F2)
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Na 120. dan preskusa se zjutraj odvzamejo ikre v vsakem ponovitvenem akvariju. Odvzete
ikre se ocenijo, oplojene ikre (z odstranjenimi filamenti) vsakega od parov za
razmnoZevanje pa se zdruzijo po tretiranjih in sistemati¢no razdelijjo v inkubacijske komore
za ikre z 20 oplojenimi ikrami na inkubator. Inkubatorji se lahko postavijo v loene
,inkubacijske akvarije‘, vzpostavljene za vsako tretiranje, ali v ponovitveni akvarij, ki bo po
izvalitvi vseboval izvaljene li¢inke. ZaZeleno je, da se zarodki odvzamejo na isti dan; ¢e pa
jih ni dovolj, se lahko odvzamejo v dveh dneh. Ce se odvzamejo v dveh dneh, se vsi zarodki
v okviru tretiranj, ki so bili odvzeti prvi dan, zdruzijo z zarodki, odvzetimi drugi dan. Nato
se vsi zdruZeni zarodki za vsako tretiranje naklju¢no razdelijo v vse ponovitvene
inkubatorje, in sicer po 20 zarodkov na inkubator. Opomba: ¢e je drugi dan odvzema
potreben za eno samo tretiranje, morajo temu postopku slediti vsa tretiranja (vklju¢no s
kontrolami). Ce po drugem dnevu odvzema ni dovolj zarodkov v okviru tretiranja, da bi se v
inkubatorje vlozilo po 20 zarodkov, zmanjsajte Stevilo zarodkov, vlozenih v okviru tega
dologenega tretiranja, na 15 zarodkov na inkubator. Ce ni dovolj zarodkov za vloZitev
15 zarodkov na inkubator, zmanjsajte Stevilo ponovitvenih inkubatorjev, tako da bo dovolj
zarodkov za 15 zarodkov na inkubator.

Na 121. dan preskusa (ali 122. dan preskusa, da se zagotovi dober zacetek generacije) se
pari za razmnoZevanje generacije F1 humano usmrtijo in analizirajo za kon¢ne tocke pri
odraslih ribah. Po potrebi se lahko pari za razmnoZevanje generacije F1 ohranijo $e¢ en ali
dva dni, da se znova za¢ne generacija F2.

19. in 20. teden preskusa (F2)

En do dva dneva pred predvidenim zacetkom izvalitve ustavite ali zmanjSajte meSanje iker v
inkubatorju, da pospesite izvalitev. Ce se preskus konéa z dokonéno izvalitvijo generacije
F2, se izvaljene li¢inke vsak dan evidentirajo in zavrZejo. (Zarodki, ki se niso izvalili po
podaljSanem ¢asu inkubacije, opredeljenem kot dvakratnik srednjega kontrolnega dne
izvalitve, se Stejejo za neviabilne.)
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Dodatek 10

STATISTICNA ANALIZA

Vrste bioloskih podatkov, pridobljenih s preskusom MEOGRT, niso edinstvene zanj, tako
da so bile razen za podatke o patologiji razvite Stevilne ustrezne statistiéne metodologije za
pravilno analizo podobnih podatkov, odvisne od znacilnosti podatkov, vklju¢no z
normalnostjo, homogenostjo variance, s tem, ali nacrt Studije omogocCa preskusanje
predpostavk ali regresijsko analizo, parametrskimi in neparametrskimi preskusi itd. Na
splosno predlagane statistiéne analize sledijo priporoilom OECD za podatke o
ekotoksi¢nosti (OECD 2006), diagram poteka odlo¢anja za analizo podatkov preskusa
MEOGRT pa je prikazan v preglednici 2.

Predvideva se, da bodo podatkovni nizi najpogosteje prikazali monotone odzive. Poleg tega
je treba razmisliti o vprasanju uporabe enostranskega statisticnega testa v primerjavi z
dvostranskim statisticnim testom. Razen Ce obstajajo bioloSki razlogi, zaradi katerih
enostranski test ne bi bil primeren, se predlaga uporaba enostranskih testov. Ceprav so v
naslednjem oddelku priporoceni nekateri statisticni testi, bodo, ¢e bodo za uporabo za
specificne podatke, pridobljene s preskusom MEOGRT, razvite ustreznejSe in/ali mocnejSe
statisticne metode, ti statisticni testi uporabljeni za okrepitev teh prednosti.

Podatke preskusa MEOGRT je treba analizirati lo¢eno za vsak genotipski spol. Obstajata
dve strategiji za analizo podatkov o ribah z zamenjanim spolom (bodisi XX-samci bodisi
XY-samice). (1) Izlo€ite vse podatke o ribah z zamenjanim spolom v celotnem preskusu,
razen prevalence zamenjave spola v vsakem ponovljenem vzorcu. (2) Pustite podatke o vseh
ribah z zamenjanim spolom v podatkovnem nizu in analizo opravite na podlagi genotipa.

Histopatoloski podatki

Histopatoloski podatki se navedejo kot ocene resnosti, ki se doloCijo z novorazvitim
statisticnim postopkom, tj. Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices (RSCABS), (Green et
al., 2014). Pri Rao-Scottovi prilagoditvi se upostevajo informacije o ponovitvah v preskusu;
postopek by Slices vkljucuje bioloSko pri¢akovanje, da se ocene resnosti obic¢ajno zvisajo z
zviSanjem koncentracij tretiranja. Za vsako diagnozo rezultat RSCABS opredeljuje, v
katerih tretiranjih je prevalenca patologije vi§ja kot v kontrolah, in s tem doloca povezano
stopnjo resnosti.

Podatki o plodnosti

Analize za podatke o plodnosti vkljucujejo regresijski test po Jonckheere-Terpstraju ali
Williamsov test za dolocitev u¢inkov tretiranja, ¢e so podatki skladni z monotonim odzivom
na koncentracijo. Pri regresijskem testu se vse primerjave opravijo na ravni znacilnosti 0,05,
prilagoditev za Stevilo opravljenih primerjav pa se ne izvede. Za podatke se pricakuje, da so
skladni z monotonim odzivom na koncentracijo, vendar pa je to mogoce preveriti bodisi z
vizualnim pregledom podatkov bodisi z oblikovanjem linearnih in kvadratnih kontrastov
srednjih vrednosti tretiranj po pretvorbi porazdelitve podatkov. Razen ¢e je kvadratni
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kontrast statisticno znacilen, linearni kontrast pa ne, se izvede trendni test. Sicer se za
dolo¢itev u¢inkov tretiranja uporabi Dunnettov test, ¢e so podatki normalno porazdeljeni s
homogenostjo varianc. Ce te zahteve niso izpolnjene, se uporabi Dunnov test z Bonferonni-
Holmovo prilagoditvijo. Vsi navedeni testi se izvedejo neodvisno od kakr$nega koli
celovitega F-testa ali Kruskal-Wallisovega testa. Ve¢ podrobnosti o tem je v OECD 2006.

Uporabijo se lahko alternativne metode, kot je posploSeni linearni model s Poissonovimi
napakami za Stetje iker (brez pretvorbe), Ce so statisticno utemeljene (Cameron in Trividi,
2013). Ce se uporabi alternativni pristop, se priporoca statisticno svetovanje.

Dnevno §tetje iker v eni generaciji

Model analize variance ANOVA je podan z enacbo
Y = Cas*Cas + tretiranje + *tretiranje + Cas*tretiranje + *Cas*tretiranje z nakljuénimi ucinki
ponovljenega vzorca (generacija*tretiranje), in cas*ponovljeni vzorec (tretiranje), ki
dopusca neenake komponente variance obeh vrst po generacijah. Tukaj se ¢as nanasa na
pogostost Stetja iker (npr. na dan ali teden). To je analiza ponovljenih meritev s korelacijami
med opazanji pri enakih ponovljenih vzorcih, ki predstavljajo naravo ponovljenith meritev
podatkov.

Glavni ucinki tretiranja se preskusijo z Dunnettovim (ali Dunnettovim in Hsujevim) testom,
pri katerem se opravi prilagoditev za Stevilo primerjav. Potrebni sta prilagoditvi za glavni
ucinek generacije ali Casa, saj pri teh dveh dejavnikih ni ,kontrolne‘ ravni in je vsak par
ravni primerjava, ki bi lahko bila zanimiva. Ce je za ta dva glavna u¢inka F-test za glavni
ucinek statisticno znacilen na ravni 0,05, potem se lahko parne primerjave po ravneh
navedenega faktorja preskusijo na ravni 0,05 brez nadaljnje prilagoditve.

Model vkljucuje interakcije dveh in treh faktorjev, tako da glavni u¢inek za, na primer, ¢as,
morda ne bo statisti¢no znagilen, eprav ima &as pomemben uéinek na rezultate. Ce je torej
interakcija dveh ali treh faktorjev, med katerimi je Cas, statisticno znadilna na ravni 0,05,
potem se lahko sprejmejo primerjave ravni ¢asa na ravni znacilnosti 0,05 brez nadaljnje
prilagoditve.

Naslednji so F-testi za statisticno znacilnost tretiranja v okviru casa, tako imenovana
obmodja v preglednici ANOVA. Ce je na primer obmogje za tretiranje v okviru F1 in &asa
12 statisticno znacilno na ravni 0,05, potem se¢ lahko sprejmejo parne primerjave za
tretiranje v okviru F1 in ¢asa 12 na ravni 0,05 brez nadaljnje prilagoditve. Enake izjave
veljajo za teste za ¢as v okviru F1 in tretiranja ter za generacijo v okviru ¢asa in tretiranja.

Nazadnje, za primerjave, ki ne spadajo pod nobeno od navedenih kategorij, je treba
primerjave prilagoditi z uporabo Bonferroni-Holmove prilagoditve za p-vrednosti. Dodatne
informacije o analizah takih modelov je mogoce najti v Hocking (1985) ter Hochberg in
Tamhane (1987).

Alternativno se evidentirajo neobdelani podatki, ki se v porocilu o Studiji predstavijo kot
plodnost (Stevilo iker) na ponovljeni vzorec za vsak dan. Izradunati je treba srednjo vrednost
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neobdelanih podatkov ponovljenega vzorca in nato uporabiti transformacijo s kvadratnim
korenom. IzraCunati je treba enofaktorsko analizo variance ANOVA za transformirane
srednje vrednosti ponovljenega vzorca, ki ji sledijo Dunnettovi kontrasti. Morda bo koristno
tudi, da se vizualno pregledajo podatki o plodnosti za vsako tretiranje in/ali ponovljeni
vzorec z razsevnim grafikonom, ki prikazuje podatke skozi ¢as. To bo omogocilo
neformalno oceno morebitnih uc¢inkov skozi ¢as.

Vsi drugi bioloski podatki

Statisti¢ne analize temeljijo na osnovni predpostavki, da bodo z izbiro pravilnega odmerka
podatki monotoni. Za podatke se torej predpostavlja, da so monotoni, pri emer se
monotonost formalno oceni z uporabo linearnih in kvadratnih kontrastov. Ce so podatki
monotoni, se priporoca trendni test za mediane ponovljenih vzorcev po Jonckheere-
Terpstraju (kot je priporoden v OECD 2006). Ce je kvadratni kontrast statistiéno znadilen,
linearni kontrast pa ne, se $teje, da podatki niso monotoni.

Ce podatki niso monotoni, zlasti zaradi zmanj$anega odziva enega ali dveh najbolj
obremenjenih tretiranj, je treba razmisliti o cenzuriranju podatkovnega niza, tako da se
analiza opravi brez navedenih tretiranj. To odlocitev bo treba sprejeti na podlagi strokovne
presoje in vseh razpolozljivih podatkov, zlasti podatkov, ki kazejo o€itno toksi¢nost na
navedenih ravneh tretiranja.

Za tezo in dolzino se transformacije ne priporo¢ajo, ¢eprav bodo ob¢asno morda potrebne.
Vendar pa se za podatke o vitelogeninu priporoca logaritemska transformacija; za podatke o
SSZ (papile na predrepni plavuti) se priporo¢a kvadratnokorenska transformacija; arkus-
sinus-kvadratnokorenska transformacija se priporoca za podatke o delezu izvalitve, stopnji
prezivetja, razmerju med spoloma in delezu fertilnih iker. Cas do izvalitve in &as do prvega
drstenja je treba obravnavati kot podatke o ¢asu do dogodka, pri ¢emer se posamezni
zarodki, ki se ne izvalijo v opredeljenem obdobju, ali ponovljent vzorci, ki se nikoli ne
drstijo, obravnavajo kot desno cenzurirani podatki. Cas do izvalitve je treba izratunati od
srednjega dne izvalitve vsakega ponovljenega vzorca. Te kon¢ne tocke je treba analizirati z
uporabo meSanega Coxovega modela sorazmernih tveganj.

Bioloski podatki iz vzorcev odraslih rib imajo eno meritev na ponovljeni vzorec, tj. obstaja
ena XX- in ena XY-riba na ponovitveni akvarij. Zato je priporocljivo, da se za srednje
vrednosti ponovljenega vzorca izvede enofaktorska ANOVA. Ce sta predpostavki analize
ANOVA (normalnost in homogenost variance, kot sta ocenjeni pri ostankih i1z analize
ANOVA s Shapiro-Wilkovim testom oziroma Levenovim testom) izpolnjeni, je treba
uporabiti Dunnettove kontraste za dologitev tretiranj, ki so se razlikovala od kontrole. Ce pa
predpostavki analize ANOVA nista izpolnjeni, je treba opraviti Dunnov test za dolocitev,
katera tretiranja so se razlikovala od kontrole. Podoben postopek se priporoca za podatke, ki
so v obliki odstotkov (plodnost, izvalitev in prezivetje).

Bioloski podatki iz vzorcev mladostnih osebkov imajo od 1 do 8 meritev na ponovljeni
vzorec, tj. lahko obstaja spremenljivo Stevilo osebkov, ki prispevajo k srednji vrednosti
ponovljenih vzorcev za vsak genotipski spol. Zato se priporo¢a uporaba meSanega modela
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ANOVA in nato Dunnettovih kontrastov, ¢e sta bili predpostavki glede normalnosti in
homogenosti variance izpolnjeni (pri ostankih iz meSane analize ANOVA). Ce nista bili
izpolnjeni, je potreben Dunnov test za dolocitev, katera tretiranja so se razlikovala od
kontrole.

Slika 2: Diagram poteka za priporocene statisti¢ne postopke za analizo podatkov preskusa MEOGRT

‘ Vrsta podatkov

Enofaktorska

¢ ANOVA z apriori
transformacijami
Cas do _ | |pruge konéne
Plodnost dogodka Histologija totke T
Odrasli osebek Ne
RSCABS 3 : v A
Coxov mesani Opravljen preskus _}-_} Starost pri Izpolnjuje predpost?yke
model u¢inkov monotonosti m vzoréenju glede normalnosti in
— homogenosti
ANOVA za srednje i + : A ' v

vrednosti ponovljenih
vzorcev z uporabo
transformacije s
kvadratnim korenom

Mladostni osebek

Jonckeere-Terpstra
na ponovljenem
vzorcu

Model mesanih
ucinkov z apriori
transformacijami

Dunnettovi
kontrasti

Dunnettovi
kontrasti
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C.53 PRESKUS RASTI IN RAZVOJA LICINK DVOZIVK (LAGDA)

UvOD

1.

Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskusanje 241 (2015). Preskus,
s katerim se lahko ugotovijo in opredelijo Skodljive posledice izpostavljenosti strupenim
kemikalijam pri dvozivkah, je treba razviti in validirati zaradi pomislekov, da bi lahko
okoljske ravni kemikalij povzrocile Skodljive uinke za ljudi in prostoZivece Zivali. V
smernici OECD za preskusanje, ki se nanasa na preskus rasti in razvoja li¢ink dvozivk
(LAGDA), je opisan preskus toksi¢nosti pri dvozivkah, v katerem se obravnavata rast in
razvoj od oploditve do zgodnjega juvenilnega obdobja. Pri tem preskusu (ki obi¢ajno traja
16 tednov) se ocenijo zgodnji razvoj, preobrazba, preZivetje, rast in delna spolna zrelost.
Omogoca tudi meritev vrste drugih kon¢nih tock za diagnosti€no oceno kemikalij, ki so
domnevni endokrini motilci (endocrine disrupting chemicals, EDC), ali drugih vrst snovi,
ki so strupene za razvoj in razmnoZevanje. Metoda, opisana v tej preskusni metodi, je
1zpeljana 1z validacijskega dela v zvezi z navadno krempljarko (Xenopus laevis), ki ga je
opravila agencija ZDA za varstvo okolja (U.S. Environmental Protection Agency (U.S.
EPA)), pri &emer je bilo podporno delo opravljeno na Japonskem (1). Ceprav se lahko
druge vrste dvozivk prilagodijo podobnemu preskusnemu protokolu za rast in razvoj, pri
¢emer je pomembna komponenta moznost dolocitve genetskega spola, se posebne metode
in opazovane kon¢ne tocke, ki so podrobno opisane pri tej preskusni metodi, uporabljajo
samo za Xenopus laevis.

. Preskus LAGDA se pri dvozivkah uporablja kot preskus vi§je stopnje za pridobitev

iz&rpnejSih podatkov o Skodljivih ucinkih glede na razmerje med koncentracijo in
odzivom, ki so primerni za uporabo pri ugotavljanju in opredeljevanju nevarnosti ter oceni
ekoloSkega tveganja. Preskus spada na raven 4 temeljnega okvira OECD za preskuSanje in
ocenjevanje endokrinth motilcev (OECD Conceptual Framework for Testing and
Assessment of Endocrine Disrupters), na kateri preskusi in vivo zagotavljajo tudi podatke o
Skodljivih ucinkih na kon¢ne toCke, pomembne za endokrini sistem (2). Splo$ni nacrt
poskusa zajema izpostavljenost zarodkov X. laevis v 8§-10. fazi po Nieuwkoopu in Faberju
(NF) (3) najmanj Stirim razlicnim koncentracijam preskusne kemikalije (obicajno
razdeljenim na najmanj pollogaritemske intervale) in kontrole do 10 tednov po srednjem
¢asu do 62. faze NF v kontroli, z enim vmesnim podvzorcem v 62. fazi NF (<45 po
oploditvi; obiCajno priblizno 45 dni (dpo)). Pri vsaki preskusni koncentraciji so Stirje
ponovljeni vzorci, za kontrolo pa je osem ponovljenih vzorcev. Med konénimi to¢kami, ki
se ocenjujejo med izpostavljenostjo (ob vmesnem podvzorcu in konénem vzorcu ob koncu
preskusa), so tiste, ki kazejo na sploSno toksi¢nost: smrtnost, nenormalno obnaSanje in
dejavnika rasti (dolzina in teza), ter koncne tocke, ki naj bi oznacevale posebno endokrino
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toksi¢no delovanje, usmerjeno na fizioloske procese, ki jih nadzorujejo estrogeni,
androgeni ali §¢itnica. Glavni poudarek te metode je na morebitnih uéinkih, pomembnih za
populacijo (tj. Skodljivih u¢inkih za prezivetje, razvoj, rast in reproduktivni razvoj), za
izraun koncentracije brez opaznega ulinka (NOEC) ali ucinkovite koncentracije, ki
povzroCi x-odstotno spremembo (ECx) v izmerjeni konc¢ni tocki. Opozoriti je sicer treba,
da so pristopi z ECx redko primerni za tovrstne velike Studije, pri katerith bo morda
poveCanje Stevila preskusnih koncentracij, da se omogoci doloCitev Zelene ECx,
neizvedljivo. Opozoriti je treba tudi, da metoda ne zajema same reproduktivne faze. Pojmi,
uporabljeni v tej preskusni metodi, so opredeljeni v Dodatku 1.

ZACETNI PREUDARKI IN OMEJITVE

3. Zaradi omejenega Stevila preskuSenih kemikalij in laboratorijev, vklju€enih v validacijo
tega razmeroma kompleksnega preskusa, in ker do zdaj obnovljivost med laboratoriji ni
bila dokumentirana s podatki iz poskusov, se predvideva, da bo smernica OECD za
preskusanje 241 pregledana in po potrebi spremenjena glede na pridobljene izkusnje, ko bo
na voljo zadostno Stevilo Studij za ugotovitev ucinka tega novega koncepta Studije.
LAGDA je pomemben preskus za obravnavanje morebitnih dejavnikov, ki prispevajo k
zmanjSevanju populacije dvoZivk, pri katerem se ocenjujejo ucinki izpostavljenosti
kemikalijam med obcutljivo fazo li¢inke, v kateri lahko ucinki na preZivetje in razvoj,
vkljuéno z normalnim razvojem reproduktivnih organov, §kodljivo vplivajo na populacije.

4. Preskus je zasnovan za odkrivanje u¢inkov na vi§jem nivoju, ki izhajajo iz endokrinih in
neendokrinih mehanizmov, ter vkljucuje diagnosti¢ne konéne toc¢ke, ki so delno specifi¢ne
za kljuéne endokrine nacine delovanja. Opozoriti je treba, da pred razvojem preskusa
LAGDA ni obstajal noben validiran preskus, ki bi sluzil tej funkciji za dvozivke.

5. Pred zacetkom preskusa je pomembno imeti informacije o fizikalno-kemijskih lastnostih
preskusne kemikalije, zlasti da se omogoci priprava stabilnih raztopin kemikalije. Prav
tako je treba imeti ustrezno obcutljivo analitsko metodo za preverjanje koncentracij
preskusne kemikalije. Za preskus, ki traja priblizno 16 tednov, je potrebnih skupaj 480
zivali, tj. zarodkov X. laevis (ali 640 zarodkov, Ce se uporabi kontrola s topilom), da se
zagotovi zadostna mo¢ preskusa za oceno konc¢nih to¢k, pomembnih za populacijo, kot so
rast, razvoj in spolna zrelost.

6. Pred uporabo preskusne metode za regulativno preskusanje zmesi je treba preuciti, ali bo
dala sprejemljive rezultate za predvideni regulativni namen. Poleg tega se s tem preskusom
plodnost ne ocenjuje neposredno, zato morda ne bo uporaben na poznejsi stopnji po ravni 4
temeljnega okvira OECD za preskuSanje in ocenjevanje endokrinih motilcev.
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ZNANSTVENA PODLAGA ZA PRESKUSNO METODO

7.

10.

Veliko sedanjega znanja o biologiji dvoZivk je bilo pridobljenega z uporabo laboratorijske
modelne vrste X. laevis. Ta vrsta se lahko rutinsko goji v laboratoriju, ovulacija se lahko
sproZi z uporabo humanega horionskega gonadotropina (hCQ), staleZi Zivali pa so na voljo
pri komercialnih rejcih.

. Kot pri vseh vretenCarjih razmnozevanje pri dvoZivkah poteka pod nadzorom osi

hipotalamus—hipofiza—spolne zleze (HPG) (4). Posredniki v tem endokrinem sistemu so
estrogeni in androgeni, ki narekujejo razvoj in fiziologijo spolno dimorfnih tkiv. V
zivljenjskem ciklu dvozivk obstajajo tri loCene faze, ko je ta os Se posebno aktivna: (1)
diferenciacija spolnih zlez med razvojem li¢inke, (2) razvoj sekundarnih spolnih
znaCilnosti in zorenje spolnih Zlez v juvenilni fazi ter (3) funkcionalno razmnoZevanje
odraslih osebkov. V vsaki od teh treh razvojnih faz se lahko pojavijo endokrine motnje, ki
jih povzroc¢ajo nekatere kemikalije, kot so estrogeni in androgeni, ki nazadnje privedejo do
1zgube reproduktivne sposobnosti organizmov.

Spolne zleze se zaénejo razvijati v 43. fazi NF, ko se prvi¢ razvije bipotencialni genitalni
greben. Diferenciacija spolnih Zlez se za¢ne v 52. fazi NF, ko primordialne zarodne celice
bodisi migrirajo v mozgovno tkivo (samci) bodisi ostanejo v kortikalni regiji (samice)
razvijajoCih se spolnih zZlez (3). O dovzetnosti tega procesa spolne diferenciacije spolnih
Zlez za kemijske spremembe pri Xernopus se je prvic porocalo v 50. letih prej$njega stoletja
(5) (6). Izpostavljenost paglavcev estradiolu v tem obdobju diferenciacije spolnih Zlez
privede do zamenjave spola pri samcih, ki so v odrasli dobi popolnoma funkcionalne
samice (7) (8). Mogoca je tudi zamenjava funkcionalnega spola samic v samce, o kateri se
je poro¢alo po vsaditvi tkiva testisov v paglavee (9). Ceprav izpostavljenost inhibitorju
aromataze povzro¢i zamenjavo funkcionalnega spola tudi pri X. tropicalis (10), pa ni bilo
dokazano, da se to zgodi pri X. laevis. V preteklosti so se ucinki strupenih snovi na
diferenciacijo spolnih Zlez ocenjevali s histoloskim pregledom spolnih Zlez ob preobrazbi,
tako da se je zamenjava spola lahko dolocila le z analizo razmerij med spoloma. Do
nedavnega ni bilo sredstev za neposredno dolocitev genetskega spola Xenopus. Vendar pa
je zaradi nedavne dolocitve s spolom povezanih oznacevalcev pri X. laevis mogoce dolociti
genetski spol, kar omogoca neposredno opredelitev zivali z zamenjanim spolom (11).

Pri samcih se razvoj juvenilnih osebkov nadaljuje z zviSanjem ravni testosterona v krvi,
kar sovpada z razvojem sekundarnih spolnih znadilnosti in testisov. Pri samicah jajéniki
proizvajajo estradiol, kar povzro¢i pojav vitelogenina (VTG) v plazmi, vitelogeninskih
oocitov v jajéniku in razvoj jajcevodov (12). Jajcevodi so sekundarna spolna znacilnost pri
samicah in delujejo pri zorenju oocitov med razmnozevanjem. Ko oociti potujejo po
jajcevodu in se zberejo v jajéni vrecki, pripravljeni za oploditev, je njihova zunanjost
obdana s sluzastim ovojem. Zdi se, da razvoj jajcevodov regulirajo estrogeni, saj je
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povezan z ravnmi estradiola v krvi pri X. laevis (13) in X. tropicalis (12). Obstajajo
porocila o razvoju jajcevodov pri samcih po izpostavljenosti polikloriranim bifenilom (14)
in 4-terc-oktilfenolu (15).

NACELO PRESKUSA

11.

Nacrt preskusa zajema izpostavljenost zarodkov X. laevis v 8.—10. fazi NF prek vodne poti
Stirim razliénim koncentracijam preskusne kemikalije in kontrole do 10 tednov po
srednjem ¢asu do 62. faze NF v kontroli, z enim vmesnim podvzorcem v 62. fazi NF.
Ceprav je mogode visoko hidrofobne kemikalije odmerjati tudi prek hrane, je bilo do danes
pridobljenih malo izkuSenj z uporabo te poti izpostavljenosti v tem preskusu. Pri vsaki
preskusni koncentraciji so S$tirje ponovljeni vzorci, pri vsaki uporabljeni kontroli pa je
osem ponovljenih vzorcev. Med kon¢nimi tockami, ki se ocenjujejo med izpostavljenostjo,
so tiste, ki kaZzejo na splosno toksi¢nost (tj. smrtnost, nenormalno obnasanje in dejavnika
rasti (dolZina in teza)), ter kon¢ne tocke, ki naj bi oznacevale posebno endokrino toksi¢no
delovanje, usmerjeno na fizioloSke procese, ki jih nadzorujejo estrogeni, androgeni ali
S€itnica (tj. histopatologija S§citnice, histopatologija spolnih zlez in spolnih vodov,
nenormalni  razvoj, vitelogenin v  plazmi (neobvezno) in razmerja med
genotipskim/fenotipskim spolom).

MERILA ZA VELJAVNOST PRESKUSA

12.

Uporabljajo se naslednja merila za veljavnost preskusa:

koncentracija raztopljenega kisika mora biti med celotnim preskusom > 40 % nasic¢enosti z
zrakom;

temperatura vode mora biti v obmocju 21 £+ 1 °C, razlike med ponovljenimi vzorci in med
tretiranji pa ne smejo presegati 1,0 °C;

pH preskusne raztopine je treba vzdrZevati med 6,5 in 8,5, razlike med ponovljenimi
vzorci in med tretiranji pa ne smejo presegati 0,5;

na voljo morajo biti dokazi, da so se koncentracije preskusne kemikalije v raztopini
zadovoljivo vzdrzevale v okviru + 20 % srednjih izmerjenih vrednosti;

smrtnost v obdobju izpostavljenosti mora biti < 20-odstotna v vsakem ponovljenem vzorcu
v kontrolah;

> 70-odstotna viabilnost v mrestu, izbranem za zacetek Studije;

srednji ¢as do 62. faze NF v kontrolah mora biti <45 dni;
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- srednja teza preskusnih organizmov pri 62. fazi NF in ob koncu preskusa v kontrolah in
kontrolah s topilom (Ce se uporabijo) mora biti 1,0 + 0,2 g oziroma 11,5+3 g.

13. Ceprav to ni merilo za veljavnost, je priporo¢ljivo, da so za analizo na voljo vsaj tri ravni
tretiranja s tremi neogroZenimi ponovljenimi vzorci. Cezmerna smrtnost, ki ogroza
tretiranje, je opredeljena kot >4 smrtni primeri (> 20 %) v dveh ali ve¢ ponovljenih
vzorcih, ki jih ni mogoce pojasniti s tehni¢no napako. Za analizo morajo biti na voljo vsaj
tri ravni tretiranja brez ocitne toksicnosti. Znaki ocitne toksi¢nosti lahko med drugim
vkljucujejo lebdenje na gladini, leZzanje na dnu akvarija, obrnjen ali nepravilen nacin
plavanja, odsotnost povrSinske aktivnosti in neodzivanje na drazljaje, morfoloske
nenormalnosti (npr. deformacije krakov), hemoragicne lezije in edeme v trebusni votlini.

14.Ce je ugotovljeno odstopanje od meril za veljavnost preskusa, je treba posledice
obravnavati glede na zanesljivost rezultatov preskusa ter ta odstopanja in razmisleke
vkljuciti v poro€ilo o preskusu.

OPIS METOD

Oprema
15. Obicajna laboratorijska oprema in zlasti naslednje:
(a) naprave za nadzor temperature (npr. grelniki ali hladilniki (prilagodljivi do 21 °C
+1°C));
(b) termometer;
(c)  binokularni stereomikroskop in pripomocki za seciranje;

(d) digitalni fotoaparat z lo¢ljivostjo vsaj 4 milijone slikovnih tock in funkcijo mikro (po
potrebi);

(e) analitska tehtnica, s katero je mogoce meriti na 0,001 mg ali 1 pg natan¢no;
(f)  merilnik raztopljenega kisika in merilnik vrednosti pH;

(g) merilnik jakosti svetlobe, s katerim je mogoce meriti v luksih.
Voda

Vir in kakovost
16. Uporabi se lahko vsaka lokalno razpolozljiva voda za redCenje (npr. izvirska voda ali
vodovodna voda, preci$¢ena z ogljem), ki omogoca normalno rast in razvoj X. laevis, na
voljo pa morajo biti dokazi o normalni rasti v tej vodi. Ker se lahko kakovost lokalne vode
med posameznimi obmocji bistveno razlikuje, je treba izvesti analizo kakovosti vode,
zlasti ¢e niso na voljo podatki iz preteklih preskusov o uporabi vode za gojenje licink
dvozivk. Meritve tezkih kovin (npr. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), glavnih anionov in kationov
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(npr. Ca*", Mg?", Na‘, K", CI-, SO4*), pesticidov, skupnega organskega ogljika in
suspendiranih trdnih snovi je treba izvesti pred zacetkom preskusa in/ali na primer vsakih
Sest mesecev, kadar se ve, da je kakovost vode za red¢enje relativno konstantna. Nekatere
kemijske znacilnosti sprejemljive vode za redCenje so navedene v Dodatku 2.

Koncentracija jodida v preskusni vodi

17. Da lahko $Citni¢na zleza sintetizira $¢itni¢ne hormone za podporo normalni preobrazbi,
mora imeti li¢inka na voljo dovolj jodida v vodi in hrani. Trenutno ni empiri¢nih smernic
za najmanjSe koncentracije jodida v hrani ali vodi za zagotovitev pravilnega razvoja.
Vendar lahko razpoloZljivost jodida vpliva na odzivnost §¢itnicnega sistema na snovi, ki
vplivajo na §¢itnico, in spremeni bazalno aktivnost $€itni¢ne Zleze, kar je treba upostevati
pri razlagi rezultatov histopatologije S¢itnice. Na podlagi predhodnega dela je bilo
dokazano, da je preskus uspesen, kadar so koncentracije jodida (I") v vodi za red¢enje med
0,5 in 10 pg/l. Najprimernej$a najmanjSa koncentracija jodida v vodi za red¢enje med
celotnim preskusom je 0,5 pg/l (dodan kot natrijeva ali kalijeva sol). Ce je preskusna voda
modelna razred¢evalna voda iz deionizirane vode, je treba dodati najmanjSo koncentracija
joda, tj. 0,5 pg/l. Izmerjene koncentracije jodida v preskusni vodi (tj. vodi za redcenje) in
dodajanje jodovih ali drugih soli v preskusno vodo (Ce se uporabi) je treba navesti v
porocCilu. Vsebnost joda se lahko izmeri ne le v preskusni vodi, ampak tudi v hrani.

Sistem izpostavljenosti

18. Preskus je bil razvit z uporabo pretocnega sistema za redcenje. Sestavni deli sistema, ki
pridejo v stik z vodo, morajo biti iz stekla, nerjavnega jekla in/ali drugih kemijsko inertnih
materialov. Posode za izpostavljanje morajo biti akvariji iz stekla ali nerjavnega jekla,
uporabna prostornina akvarija pa mora biti med 4,0 in 10,01 (najmanjSa globina vode
med 10 in 15 cm). Sistem mora podpirati vse koncentracije izpostavljenosti in kontrolo ter
po potrebi kontrolo s topilom, s Stirimi ponovljenimi vzorci na tretiranje in osmimi v
kontrolah. Pretok v posameznem akvariju mora biti konstanten zaradi vzdrzevanja
bioloskih pogojev in izpostavljenosti kemikaliji. Priporocljivo je, da so pretoki ustrezni
(npr. naymanj 5 izmenjav v akvarijith na dan), da se prepre¢i zmanjSanje koncentracije
kemikalije zaradi metabolizma preskusnih organizmov in vodnih mikroorganizmov,
prisotnih v akvarijih, ali abiotskih poti razkroja (hidroliza, fitoliza) ali disipacije
(izhlapevanje, sorpcija). Tretirane akvarije je treba nakljuéno dodeliti na poloZaj v sistemu
1zpostavljenosti, da se zmanjSajo potencialni ucinki zaradi polozaja, vkljuéno z majhnimi
razlikami v temperaturi, jakosti svetlobe itd. Ve¢ informacij o vzpostavitvi preto¢nega
sistema izpostavljenosti je na voljo v Standardnih smernicah ASTM za izvajanje preskusov
akutne toksi¢nosti na preskusnih materialih z ribami, velikimi vretencarji in dvozivkami

(16).
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Dodajanje kemikalije: priprava preskusnih raztopin

19.

20.

21

Za vnos preskusnih raztopin v sistem izpostavljenosti je treba osnovno raztopino preskusne
kemikalije v sistem izpostavljenosti odmerjati z ustrezno ¢rpalko ali drugo napravo. Pretok
osnovne raztopine je treba pred zaCetkom izpostavljenosti umeriti v skladu z analitsko
potrditvijo preskusnih raztopin in ga med preskusom redno volumetri¢no preverjati.
Preskusno raztopino v vsaki komori je treba obnavljati z najmanj 5 izmenjavami
koli¢ine/dan.

Metoda, ki se uporablja za uvajanje preskusne kemikalije v sistem, se lahko razlikuje glede
na njene fizikalno-kemijske lastnosti. Zato je treba pred preskusom pridobiti osnovne
informacije o kemikaliji, ki so ustrezne za doloCitev njene preverljivosti. Med uporabne
informacije o specificnih lastnostih preskusne kemikalije spadajo strukturna formula,
molekulska masa, Cistost, obstojnost v vodi in na svetlobi, pKa in Kow, topnost v vodi (po
moznosti v preskusnem mediju), parni tlak in rezultati preskusa za lahko biolosko
razgradljivost (preskusna metoda C.4 (17) ali C.29 (18)). Topnost in parni tlak se lahko
uporabita za izraCun Henryjeve konstante, ki pokaze, ali so verjetne izgube zaradi
izhlapevanja preskusne kemikalije. O izvedbi tega preskusa brez zgoraj navedenih
informacij je treba skrbno razmislili, saj bo nacrt Studije odvisen od fizikalno-kemijskih
lastnosti preskusne kemikalije, brez teh podatkov pa bo morda rezultate preskusa tezko
razloZiti ali pa bodo brez pomena. Na voljo mora biti zanesljiva analitska metoda za
kvantifikacijo preskusne kemikalije v preskusnih raztopinah z znano in izpri¢ano to¢nostjo
ter mejo zaznavnosti. Vodotopne preskusne kemikalije se lahko raztopijo v alikvotih vode
za redCenje pri koncentraciji, ki omogoc¢a dodajanje pri ciljni preskusni koncentraciji v
preto¢nem sistemu. Za kemikalije, ki so pri sobni temperaturi tekoce ali trdne in zmerno
topne v vodi, bodo morda potrebne saturacijske kolone (npr. iz steklene volne)
tekodina : teko¢ina ali tekodina : trdna snov (19). Ceprav je mogode zelo hidrofobne
preskusne kemikalije odmerjati tudi prek hrane, je bilo pridobljenih malo izkuSenj z
uporabo te poti izpostavljenosti v tem preskusu.

. Preskusne raztopine izbranih koncentracij se pripravijo z redenjem osnovne raztopine.

Osnovno raztopino je treba po moznosti pripraviti preprosto z mesanjem ali stresanjem
preskusne kemikalije v vodi za red¢enje z mehanskimi sredstvi (npr. z meSanjem in/ali
ultrazvokom). Za pridobitev primerno koncentrirane osnovne raztopine se lahko uporabijo
saturacijske kolone/sistemi ali metode pasivnega odmerjanja (20). Zazelena je uporaba
preskusnega sistema brez pomoZnega topila; vendar imajo razli¢ne preskusne kemikalije
razli¢ne fizikalno-kemijske lastnosti, zaradi katerih bodo verjetno potrebni razli¢ni pristopi
za pripravo vode za izpostavljenost kemikalijam. Cim bolj si je treba prizadevati za
neuporabo topil ali nosilcev, ker: (1) lahko nekatera topila povzro€ijo toksi¢nost in/ali
nezelene ali nepriCakovane odzive, (2) lahko preskusanje kemikalij nad njihovo
vodotopnostjo (kar se lahko pogosto zgodi pri uporabi topil) privede do neto¢nih dolocitev
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ucinkovitih koncentracij, (3) lahko uporaba topil v dolgotrajnejsih preskusih privede do
znatne stopnje razvoja biofilma, povezanega z mikrobno dejavnostjo, kar lahko vpliva na
okoljske pogoje in zmoznost vzdrzevanja koncentracij izpostavljenosti, ter (4) ob
neobstoju preteklih podatkov, ki kazejo, da topilo ne vpliva na rezultat Studije, uporaba
topil zahteva kontrolno tretiranje s topilom, kar ima precejSnje posledice za dobrobit Zivali,
saj so za izvedbo preskusa potrebne dodatne Zivali. Za kemikalije, ki jih je teZko preskusiti,
se lahko kot zadnja reSitev uporabi topilo, pri Cemer je treba za dolocitev najboljSe metode
upostevati Smernico OECD za preskuSanje toksi¢nosti zahtevnih snovi in zmesi v vodnem
okolju (21). Topilo se i1zbere na podlagi kemijskih lastnosti preskusne kemikalije in
razpolozljivosti preteklih kontrolnih podatkov o topilu. Ob neobstoju preteklih podatkov je
treba primernost topila dolo¢iti pred izvedbo dokonéne §tudije. Ce se uporabi topila ni
mogoce izogniti in se pojavi mikrobna dejavnost (razvoj biofilma), se priporoca
evidentiranje/sporo¢anje razvoja biofilma po akvarijih (vsaj tedensko) med celotnim
preskusom. V idealnih razmerah bi morala biti koncentracija topila konstantna v kontroli s
topilom in vseh preskusnih tretiranjih. Ce koncentracija topila ni konstantna, je treba v
kontroli s topilom uporabiti najvi§jo koncentracijo topila v preskusnem tretiranju. Kadar se
uporabi topilo kot nosilec, najvisje koncentracije topila ne smejo presegati 100 pl/l1 ali
100 mg/1 (21), priporocljivo pa je tudi, da koncentracija topila ostane ¢im niZja (npr.
< 20 pl/1), da bi se izognili moZnim u¢inkom topila na izmerjene koncne tocke (22).

Preskusne zivali

Preskusna vrsta
22. Preskusna vrsta je X. laevis, ker: (1) se rutinsko goji v laboratorijih po vsem svetu, (2) se
lahko enostavno pridobi prek komercialnih dobaviteljev in (3) je mogoce pri njej dolociti
genetski spol.

Oskrba odraslih osebkov in razmnoZevanje
23. Ustrezna oskrba in razmnozevanje X. laevis sta opisana s standardnimi smernicami (23).
Nastanitev in skrb za X. /aevis je opisal tudi Read (24). Za zacetek razmnoZevanja se v tri
do pet parov odraslih samic in samcev intraperitonealno injicira humani horionski
gonadotropin (hCG). V samice in samce se injicira npr. priblizno 800—1 000 IU oziroma
500-800 IU hCG, raztopljenega v 0,6—0,9-odstotni solni raztopini (npr. Ringerjeva
raztopina za  Zabe, fizioloska raztopina za  uporabo  pri  dvoZzivkah;
www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR.html). Injekeijski
volumen mora biti priblizno 10 ul/g telesne teze (~ 1 000 ul). Pari, pri katerih se je zacelo
razmnozevanje, so nato v velikih akvarijih v okolju, ki jih ne ovira, in v stati¢nih pogojih,
da se spodbuja ampleksus. Dno vsakega akvarija za razmnoZzevanje mora imeti navidezno

dno iz mreZe iz nerjavnega jekla (npr. 1,25 cm velike odprtine), ki omogoca prehajanje
jajéec na dno akvarija. Zabe, v katere je bil hCG injiciran pozno popoldne, obigajno
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odlozijo vecino jaj¢ec do sredine naslednjega dopoldneva. Ko je odlozenih in oplojenth
dovolj jajcec, je treba odrasle osebke odstraniti iz akvarijev za razmnozevanje. Jajceca se
nato zberejo, sluzast ovoj pa se odstrani s tretiranjem z L-cisteinom (23). Pripraviti je treba
2-odstotno L-cisteinsko raztopino, vrednost pH pa prilagoditi na 8,1 z 1 M NaOH. Ta
raztopina s temperaturo 21 °C se doda v 500-mililitrsko erlenmajerico, ki vsebuje jajceca iz
enega samega mresta, nato pa se eno do dve minuti neZno mesa in temeljito od 6- do 8-krat
spere z vodo za gojenje s temperaturo 21 °C. JajCeca se nato prenesejo v kristalizirko in
ugotovi se > 70-odstotna viabilnost z minimalnimi nenormalnostmi pri zarodkih, pri
katerih se deljjo celice.

NACRT PRESKUSA

Preskusne koncentracije

24 Priporoca se uporaba najmanj Stirih preskusnih koncentracij in ustreznih kontrol (vklju¢no

25.

s kontrolami s topilom, ¢e je to potrebno). Na sploSno se priporofa razmik med
koncentracijami (faktor razmika), ki ne presega 3,2.

Za namene tega preskusa je treba pri dolocitvi najvi§je preskusne koncentracije, kolikor je
mogoce, uporabiti rezultate iz obstojeCih Studij dvozivk, da se tako preprecijo ocitno
strupene koncentracije. K doloditvi te koncentracije lahko prispevajo informacije iz, na
primer, kvantitativnih razmerij med strukturo in aktivnostjo, navzkrizna branja in podatki
iz obstojecih $tudij dvozivk, kot so preskus preobrazbe dvozivk, preskusna metoda C.38
(25) in preskus teratogeneze embriov zab — Xenopus (23) in/ali preskusi na ribah, kot so
preskusne metode C.48, C.41 in C.49 (26) (27) (28). Pred izvedbo preskusa LAGDA se
lahko izvede poskus za dolocanje obmocja. Priporoc¢ljivo je, da se izpostavljenost za
dolo¢anje obmocja zacne v 24 urah od oploditve in nadaljuje od 7 do 14 dni (ali po potrebi
vec), preskusne koncentracije pa se doloCijo tako, da intervali med njimi niso ve¢ji od
faktorja 10. Rezultate poskusa za doloCanje obmocja je treba uporabiti za doloCitev
najvisje preskusne koncentracije v preskusu LAGDA. Upostevajte, da se lahko, ¢e je treba
uporabiti topilo, v okviru $tudije za dolo¢anje obmocja dolo¢i tudi primernost topila (tj. ali
lahko vpliva na rezultat Studije).

Ponovljeni vzorci v okviru tretiranih skupin in kontrol

26.

Uporabiti je treba najmanj S§tiri ponovitvene akvarije na preskusno koncentracijo in
najmanj osem ponovljenih vzorcev za kontrole (in kontrolo s topilom, ¢e je potrebna) (t;.
da se zagotovi ustrezna statisticna moc¢, mora biti ponovljenih vzorcev v kontroli in
morebitni kontroli s topilom dvakrat toliko kot ponovljenih vzorcev vsake tretirane
skupine). Vsak ponovljeni vzorec lahko vsebuje najve¢ 20 Zivali. NajmanjSe Stevilo
obdelanih zival bi bilo 15 (5 za podvzorec pri 62. fazi NF in 10 mladih osebkov). Vendar
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se v vsak ponovljeni vzorec dodajo dodatne zivali, da se uposSteva moznost pogina, pri
¢emer se vzdrzuje kriti¢no Stevilo 15.

POSTOPEK

Pregled preskusa

27.

Preskus se za¢ne z novoodloZzenimi zarodki (8.—10. faza NF) in nadaljuje do razvoja
mladih osebkov. Zivali se pregledujejo dnevno zaradi pogina in kakr$nih koli znakov
nenormalnega obnaSanja. V 62. fazi NF se vzame podvzorec li¢ink (do 5 Zivali na
ponovljeni vzorec) in preucijo se razlicne koncne toCke (preglednica 1). Ko vse zivali
dosezejo 66. fazo NF, tj. kon¢ano preobrazbo (ali 70 dni po zacetku preskusa, odvisno od
tega, kaj je prej), se izvede nakljucna izlocitev (vendar brez podvzorcenja), da se zmanjSa
Stevilo zivali (10 na akvarij) (glej odstavek 43), preostale Zivali pa ostanejo izpostavljene
do 10 tednov po srednjem casu do 62. faze NF v kontroli. Ob koncu preskusa (vzorcenje
mladih osebkov) se izvedejo dodatne meritve (preglednica 1).

Pogoji izpostavljenosti

28.

29.

Celotni povzetek parametrov preskusa je v Dodatku 3. V obdobju izpostavljenosti je treba
vsak dan meriti raztopljeni kisik, temperaturo in vrednost pH preskusnih raztopin.
Prevodnost, alkalnost in trdota se merijo enkrat mese¢no. Kar zadeva temperaturo vode
preskusnih raztopin, razlike med ponovljenimi vzorci in med tretiranji (v enem dnevu) ne
smejo presegati 1,0 °C. Tudi pri pH preskusnih raztopin razlike med ponovljenimi vzorci
in med tretiranji ne smejo presegati 0,5.

Izpostavljeni akvariji se lahko vsak dan o€istijo z izsesavanjem, da se odstranijo nezauZita
hrana in odpadki, pri ¢emer je treba paziti, da ne pride do navzkrizne kontaminacije
akvarijev. Cim bolj je treba zmanj3ati stres in travmo za Zivali, zlasti med seljenjem,
¢is¢enjem akvarija in ravnanjem z njimi. Prepreciti je treba stresne razmere/dejavnosti, kot
so glasen in/ali nenchen hrup, trkanje po akvariju, tresljaji v akvariju.

Trajanje izpostavljenosti preskusni kemikaliji

30.

Izpostavljenost se za¢ne z novoodlozenimi zarodki (8.—10. faza NF) in nadaljuje do
10 tednov po srednjem casu do 62. faze NF (<45 dni od zacetka preskusa) v kontrolni
skupini. Na splosno preskus LAGDA traja 16 tednov (najvec¢ 17 tednov).

Zacetek preskusa

31.

Za starSe, ki se uporabijo za zacetek preskusa, je treba predhodno dokazati, da proizvajajo
potomce, ki jim je mogoce dolociti genetski spol (Dodatek 5). Po mrestenju odraslih
osebkov se zarodki odvzamejo, tretirajo s cisteinom, da se odstrani sluzasti ovoj, in
presejejo za viabilnost (23). Tretiranje s cisteinom omogoca ravnanje z zarodki med

575



D060575/02

presejalnim pregledom, ne da bi se ti prijemali na povrsSine. Presejalni pregled se opravi
pod stereomikroskopom z ustrezno veliko kapalko, da se odstranijo neviabilni zarodki.
Zazeleno je, da se za preskus uporabi en sam mrest z ve¢ kot 70-odstotno viabilnostjo.
Zarodki v 8.—10. fazi NF se naklju¢no razdelijo v tretirane akvarije za izpostavljenost, ki
vsebujejo ustrezno koli¢ino vode za redCenje, dokler ni v vsakem akvariju po 20 zarodkov.
Med tem prenosom je treba z zarodki ravnati zelo previdno, da se ¢im bolj zmanjSa stres
zaradi prenosa in preprecijo poskodbe. V 96 urah po oploditvi se morajo paglavci
premakniti navzgor po vodnem stolpcu in se zaceti prijemati na stranice akvarija.

Nacdin hranjenja

32. Hrana in stopnja hranjenja se v razli¢nih Zivljenjskih fazah X. /aevis razlikujeta in sta zelo
pomemben vidik protokola LAGDA. Cezmerno hranjenje v fazi li¢ink obi¢ajno privede do
povecane pojavnosti in resnosti skolioze (Dodatek 8), zato se mu je treba izogibati. Po
drugi strani nezadostno hranjenje v fazi li¢ink privede do zelo razli¢nih hitrosti razvoja
med kontrolami, kar lahko ogrozi statisticno moc¢ ali vpliva na rezultate preskusa. V
Dodatku 4 sta navedena priporocena prehrana in nacin hranjenja li¢ink in mladih osebkov
X. laevis v preto¢nih razmerah, vendar pa so dopustne druge moZnosti, ¢e preskusni
organizmi zadovoljivo rastejo in se razvijajo. Opozoriti je treba, da ¢e se merijo koncne
tocke, specificne za endokrini sistem, mora biti hrana brez endokrinih aktivnih snovi, kot
je sojina moka.

Hranjenje licink
33. Priporo¢ena prehrana li¢ink je sestavljena iz zaCetne hrane za postrvi, ploscic alg spirulina
in &ipsa za zlate ribice (npr. kosmiéi TetraFin®, Tetra, Nem¢&ija), zmeSanih skupaj v vodi za
gojenje (ali redCenje). Ta meSanica se daje trikrat dnevno ob delovnikih in enkrat dnevno
ob koncu tedna. Paglavci se od 8. dne po oploditvi hranijo tudi s 24-ur starimi Zivimi
navpliji solinskih rakcev vrste Artemia, in sicer dvakrat dnevno ob delovnikih in enkrat
dnevno ob koncu tedna. Hranjenje li¢ink, ki mora biti skladno v vseh preskusnih posodah,
mora omogocati ustrezno rast in razvoj preskusnih zivali, da se zagotovita obnovljivost in
prenosljivost rezultatov preskusa: (1) srednji ¢as do 62. faze NF v kontrolah mora biti
<45dni 1 (2) pri 62.fazi NF v kontrolah je priporo¢ena srednja teza v obmocju

1,0+£0,2g.

Hranjenje mladih osebkov
34. Ko je preobrazba koncana, je prehrana sestavljena iz visokokakovostne tonece hrane za
zabe, npr. Sinking Frog Food -3/32 (Xenopus Express, Florida, ZDA) (Dodatek 4). Za
zabice (zgodnje mlade osebke) se peleti na hitro zmeljejo v kavnem mlinc¢ku ali meSalniku
ali zdrobijo v mozZnarju, da se zmanj$ajo. Ko so mladi osebki dovolj veliki, da lahko
zauZijejo cele pelete, mletje ali drobljenje ni veé potrebno. Zivali je treba hraniti enkrat
dnevno. Tudi hranjenje mladih osebkov mora omogocati ustrezno rast in razvoj
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organizmov: pri kontrolnih mladih osebkih je ob koncu preskusa priporocena srednja teza
v obmoc¢ju 11,5+3 g.

Analiti¢na kemija

35.

36.

Pred zacetkom preskusa je treba oceniti stabilnost preskusne kemikalije (npr. topnost,
razgradljivost in hlapnost) in doloditi vse potrebne analitske metode, na primer na podlagi
obstojecih informacij ali znanja. Pri odmerjanju prek vode za redCenje je priporoceno, da
se preskusne raztopine iz vsakega ponovitvenega akvarija analizirajo pred zacetkom
preskusa, da se preveri ucinkovitost sistema. V obdobju izpostavljenosti se koncentracije
preskusne kemikalije doloCajo v ustreznih ¢asovnih razmikih, po moznosti vsak teden za
vsaj en ponovljeni vzorec v vsaki tretirani skupini, pri ¢emer se vsak teden rotira med
ponovljenimi vzorci iste tretirane skupine. Priporocljivo je, da rezultati temeljijo na
izmerjenih koncentracijah. Ce pa se je koncentracija preskusne kemikalije v raztopini
zadovoljivo vzdrzevala znotraj + 20 % nominalne koncentracije ves cas preskusa, lahko
rezultati temeljijo na nominalnih ali izmerjenih vrednostih. Prav tako je treba tudi
koeficient variacije (CV) izmerjenih preskusnih koncentracij v celotnem obdobju preskusa
v okviru tretiranja pri vsaki koncentraciji vzdrZevati pri najve¢ 20 %. Ce izmerjene
koncentracije ne ostanejo v obmocju 80-120 % nominalne koncentracije (kadar se na
primer preskusSajo zelo biorazgradljive ali adsorptivne kemikalije), je treba koncentracije z
u¢inkom pri pretonih preskusih dolo¢iti in izraziti glede na aritmeti¢no sredino
koncentracij.

Pretoke vode za redCenje in osnovne raztopine je treba med celotnim trajanjem
izpostavljenosti preverjati v ustreznih ¢asovnih razmikih (npr. trikrat tedensko). V primeru
kemikalij, ki jih pri nekaterih ali vseh nominalnih koncentracijah ni mogoce zaznati (npr.
zaradi hitrega razkroja ali adsorpcije v preskusnih posodah ali opaznega kopicenja
kemikalije v telesih izpostavljenih Zivali), je priporo€ljivo v vsaki komori prilagoditi
stopnjo izmenjave preskusne raztopine, da bi preskusne koncentracije ostale ¢im bolj
konstantne.

OpaZanja in meritve kon¢nih tock

37.

Med kon¢nimi tockami, ki se ocenjujejo med izpostavljenostjo, so tiste, ki kazejo na
toksi¢nost, vklju¢no s smrtnostjo, nenormalnim obnasanjem, kot so klini¢ni znaki bolezni
in/ali splo$ne toksi¢nosti, in dejavnika rasti (dolzina in teza)), ter patoloske konéne tocke,
ki lahko ustrezajo tako splo$ni toksi¢nosti kot tudi endokrinemu delovanju, usmerjenemu
na poti, ki jih nadzorujejo estrogeni, androgeni ali §Citnica. Poleg tega se lahko ob koncu
preskusa neobvezno izmeri koncentracija VIG v plazmi. Meritev VTG lahko koristi pri
razumevanju rezultatov Studije v okviru endokrinih mehanizmov za domnevne EDC.
Koncéne tocke in ¢asovni okvir meritev so povzeti v preglednici 1.
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Preglednica 1: Pregled koncnih tock preskusa LAGDA

« . | Ob koncu preskusa

9 . Vmesno vzoréenje

Koncne tocke* Dnevno o e (vzor&enje mladih
(vzorcenje li¢ink)
osebkov)

Smrtnost in anomalije X
Cas do 62. faze NF X
Histo(pato)logija (3¢itni¢ne Zleze) X
Morfometrija (rast po teZi in dolZini) X X
Jetrno-somatski indeks (L.SI) X
Razmerje med genetskim/fenotipskim X
spolom
Histopatologija (spolne Zleze, spolni X
vodi, ledvice in jetra)
Vitelogenin (VTG) (neobvezno) X

* Vse koncne tocke se statisti¢no analizirajo.

Smrtnost in dnevna opaZanja

38.

39.

Vsak dan je treba pregledati, ali so v preskusnih akvarijih mrtve Zivali, in evidentirati
pogine za posamezne akvarije. Mrtve Zivali je treba takoj, ko so opaZene, odstraniti iz
preskusnega akvarija. Razvojno fazo mrtvih zivali je treba uvrstiti pred 58. fazo NF (pred
pojavom sprednjih krakov), med 58. in 62. fazo NF, med 63. in 66. fazo NF (med 62. fazo
NF 1n popolno resorpcijo repa) ali po 66. fazi NF (po fazi li¢inke). Stopnje smrtnosti, ki
presegajo 20 %, lahko kaZzejo neustrezne preskusne pogoje ali o€itno toksicne udinke
preskusne kemikalije. Zivali so za pogine, ki jih ne povzro&a kemikalija, obi¢ajno najbolj
obcutljive v prvih nekaj dneh razvoja po mrestenju in med metamorfoznim klimaksom.
Taka smrtnost je lahko razvidna iz kontrolnih podatkov.

Poleg tega je treba evidentirati vsako opaZzeno nenormalno obnasanje, zelo vidne
deformnosti (npr. skoliozo) ali lezije. Opazene primere skolioze je treba presteti
(pojavnost) in oceniti glede na resnost (npr. neopazna — NO, minimalna — 1, zmerna — 2,
huda — 3; Dodatek 8). Prizadevati si je treba za zagotovitev, da je prevalenca zmeme in
hude skolioze ves Cas Studije omejena (npr. pod 10 % v kontrolah), Ceprav vecja
prevalenca nenormalnosti v kontrolah ni nujno razlog za ustavitev preskusa. Za normalno
obnasanje li¢ink je znalilno, da plavajo v vodnem stolpcu z repom nad glavo, redno
ritmi¢no udarjajo z repno plavutjo, redno prihajajo na povrsino, premikajo Skrzni poklopec
in se odzivajo na draZljaje. Nenormalno obnaSanje bi na primer vkljucevalo lebdenje na
gladini, leZanje na dnu akvarija, obrnjen ali nepravilen nacin plavanja, odsotnost
povrSinske aktivnosti in neodzivanje na draZljaje. Pri Zivalih po preobrazbi je treba poleg
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zgoraj navedenega nenormalnega obnasanja evidentirati tudi velike razlike pri porabi hrane
med tretiranji. Velike deformnosti in lezije lahko med drugim vkljucujejo morfoloske
nenormalnosti (npr. deformacije krakov), hemoragi¢ne lezije, edeme v trebusni votlini in
bakterijske ali glivicne okuzbe. Pojav lezij na glavi mladih osebkov, takoj za nosnicami, je
lahko znak nezadostne stopnje vlage. Te ugotovitve so kvalitativne, pri Cemer jih je treba
obravnavati podobno kot klini¢ne znake bolezni/stresa in jih primerjati s kontrolnimi
zivalmi. Ce je stopnja pojavnosti v izpostavljenih akvarijih ve&ja kot v kontrolnih
akvarijih, jo je treba obravnavati kot dokaz ocitne toksi¢nosti.

Podvzorcenje li¢ink

Pregled podvzorcenja licink

40. Paglavce, ki so dosegli 62. fazo NF, je treba odstraniti iz akvarijev in jih bodisi vzor¢iti ali

41.

preseliti v naslednji del izpostavljenosti v novem akvariju bodisi fizi¢no lociti od preostalih
paglavcev v istem akvariju s predelnim elementom. Paglavci se preverjajo vsak dan, pri
¢emer se evidentira dan S$tudije, ko posamezni paglavec doseze 62. fazo NF. Odlocilna
znacilnost, ki se uporabi pri tej oceni, je oblika glave. Ko se velikost glave zmanjSa, tako
da je vizualno priblizno enako Siroka kot trup paglavca, sprednji krak pa je v viSini sredine
srca, se za posamezni osebek Steje, da je dosegel 62. fazo NF.

Cilj je, da se vzor¢i skupaj pet paglavecev v 62. fazi NF na ponovitveni akvarij. Vzorcenje
mora biti popolnoma naklju¢no, vendar se je treba o njem odlociti predhodno. Hipoteti¢ni
primer ponovitvenega akvarija je prikazan na sliki 1. Ce je v posameznem akvariju
20 prezivelih paglavcev, ko prvi doseze 62. fazo NF, je treba izbrati pet naklju¢nih Stevilk
med 1 in 20. Paglavec #1 je prvi osebek, ki je dosegel 62. fazo NF, paglavec #20 pa osebek
v akvariju, ki jo je dosegel zadnji. Podobno je treba izbrati pet nakljucnih $tevilk med 1 in
18, ¢e je v akvariju 18 prezivelih li¢ink. To je treba opraviti za vsak ponovitveni akvarij,
ko prvi osebek v preskusu doseze 62. fazo NF. V primeru poginov med vzoréenjem med
62. fazo NF je treba preostale vzorce naklju¢no prerazporediti glede na to, koliko li¢nik je
ostalo < 62. faze NF in koliko vzorcev je Se potrebnih za skupaj pet vzorcev iz zadevnega
ponovitvenega akvarija. Na dan, ko paglavec doseze 62. fazo NF, se uposteva pripravljeni
nacrt vzorcenja, da se doloci, ali je treba ta osebek vzorciti ali fizi¢no lociti od preostalih
paglavcev za nadaljnjo izpostavljenost. V predstavljenem primeru (slika 1) je prvi osebek,
ki doseze 62.fazo NF (tj. okence #1), fizicno locen od drugih li¢ink in Se naprej
1zpostavljen, poleg tega se evidentira dan Studije, ko je ta osebek dosegel 62. fazo NF.
Nadalje se osebka #2 in #3 obravnavata enako kot osebek #1, osebek #4 pa se nato vzor¢i
za rast in histologijo $¢itnice (glede na ta primer). Ta postopek se nadaljuje, dokler se
20. osebek bodisi pridruzi preostalim osebkom po 62.fazi NF bodisi vzoréi. Z
uporabljenim nakljunim postopkom je treba vsakemu organizmu, ki se preskusa,
zagotoviti enako verjetnost izbire. To je mogoce doseci z uporabo katere koli metode
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nakljuénega vzorca, vendar je treba pri tem na neki to¢ki v obdobju podvzoréenja pri
62. fazi NF tudi yjeti vsakega paglavca.

Slika 1: Hipoteti¢ni primer nacrta vzorCenja pri 62. fazi NF za en ponovitveni akvarij

Cas

En ponovitveni akvarij — brez poginov

11234 |5|6|7|8]|9|10/11(12|13|14|15|16|17|18| 19|20
Posamezne li¢inke Podvzorec

42. Pri podvzorcenju li¢ink so pridobljene konéne tocke: (1) ¢as do 62. faze NF (4. Stevilo dni

med oploditvijo in 62. fazo NF), (2) zunanje nenormalnosti, (3) morfometrija (npr. teza in
dolZina) in (4) histologija §¢itnice.

Humana usmrtitev paglavcev

43.

44.

Podvzorec paglavcev pri 62. fazi NF (5 osebkov na ponovljeni vzorec) je treba
evtanazirati, tako da se za 30 minut potopijo v ustrezne koli¢ine (npr. 500 ml) raztopine za
anestezijo (npr. 0,3-odstotna raztopina MS-222, trikain metan sulfonat, §t. CAS 886-86-2).
Raztopino MS-222 je treba pufrati z natrijevim bikarbonatom do vrednosti pH priblizno
7,0, ker je nepufrana raztopina MS-222 kisla in drazi kozo Zzab, kar povzro¢i slabo
absorpcijo in nepotreben dodaten stres za organizme.

Paglavec se z majhnim sakom odstrani i1z poskusne komore in prenese (vnese) v raztopino
za evtanazijo. Zival je pravilno evtanazirana in pripravljena za obdukcijo, ko se ne odziva
na zunanje drazljaje, kot je §¢ipanje v zadnji krak s kleS¢ami.

Morfometrija (teza in dolzZina)

45.

Mokro tezo (na mg natan¢no) in dolzino od ust do zadnji¢ne odprtine (SVL) (na 0,1 mm
natan¢no) vsakega paglavca je treba izmeriti takoj, ko z anestezijo postane neodziven
(slika 2a). Za meritev SVL s fotografije se lahko uporabi programska oprema za analizo
slike. Paglavce je treba pred tehtanjem osuSiti s pivnikom, da se odstrani odvecna
adherentna voda. Po meritvah velikosti (teZa in SVL) je treba evidentirati ali zapisati vse
velike morfoloske nenormalnosti in/ali klini€ne znake toksi¢nosti, kot so skolioza (glej
Dodatek 8), petehije ali hemoragija, priporoca pa se tudi digitalna dokumentacija. Petehije
so majhne rdece ali vijoliéne krvavitve v koznih kapilarah.

Odvzem in fiksacija tkiva
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46. Pri podvzorcu li¢ink se opravi histoloska analiza $€itnicne zleze. Spodnji del trupa za
sprednjimi kraki se odstrani in zavrze. Obrezani trup se fiksira v Davidsonovem fiksativu.
Fiksativa mora biti v posodi vsaj desetkrat ve¢ od priblizne prostornine tkiv. Za ustrezno
fiksiranje zadevnih tkiv je treba dosec€i ustrezno mesSanje ali kroZenje fiksativa. Vsa tkiva
ostanejo v Davidsonovem fiksativu najmanj 48 ur, vendar ne ve¢ kot 96 ur, nakar se

sperejo v deionizirani vodi in shranijo v 10-odstotnem nevtralnem pufranem formalinu (1)
(29).

Histologija scitnice
47.Pri vsakem podvzorcu li¢ink (fiksirana tkiva) se opravi histoloSka preiskava $¢itni¢ne
zleze, t). diagnoza in ocena resnosti (29) (30).

Slika 2: Orientacijske tocke za merjenje dolZine od ust do zadnji¢ne odprtine pri preskusu LAGDA pri
62. fazi NF (a) in mladih Zabah (b). Odlocilne znacilnosti pri 62. fazi NF (a): glava je enako Siroka kot
trup, vohalni zivec je krajsi od premera vohalnega bulbusa (hrbtni pogled), sprednja kraka pa sta v vi§ini
srca (trebusni pogled). Slike povzete po Nieuwkoopu in Faberju (1994).

a. Podvzoréenje li€ink (62. faza NF) b. Vzoréenje mladiCev
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Konec izpostavljenosti licink

48. Glede na zacetno Stevilo paglavcev se pri¢akuje, da bo verjetno majhen delez osebkov, ki
se ne bodo razvili normalno in dokoncali preobrazbe (66. faza NF) v razumnem casu.
Izpostavljenost li¢ink ne sme trajati ve¢ kot 70 dni. Vse preostale paglavce ob koncu tega
obdobja je treba evtanazirati (glej odstavek 43), izmeriti njihovo mokro tezo in SVL,
doloditi fazo po Nieuwkoopu in Faberju, 1994, ter zabeleziti vse razvojne nenormalnosti.

Izlocitev po 66. fazi NF

49.0d 66. faze NF (popolna resorpcija repa) mora do konca izpostavljenosti ostati deset
osebkov na akvarij. Ko vse zivali dosezejo 66. fazo NF ali po 70 dneh (odvisno od tega,
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kaj je prej), je zato potrebna izlogitev. Zivali po 66. fazi NF, ki ne bodo ostale
izpostavljene, je treba izbrati naklju¢no.

50. Zivali, ki niso izbrane za nadaljnjo izpostavljenost, se evtanazirajo (glej odstavek 43). Pri
vsaki zivali se izmerijo razvojna faza, mokra teza in SLV (slika 2b) ter opravi
makroskopska obdukcija. Fenotipski spol (na podlagi morfologije spolnih Zlez) se zabelezi
kot samica, samec ali nedolocen.

Vzoréenje mladih osebkov

Pregled vzorcenja mladih osebkov

51. Preostale zivali ostanejo izpostavljene do 10 tednov po srednjem ¢asu do 62. faze NF v
kontroli z vodo za redCenje (in/ali kontroli s topilom, ¢e je ustrezno). Po koncu obdobja
izpostavljenosti se preostale Zivali evtanazirajo (najve¢ 10 Zab na ponovljeni vzorec), pri
¢emer se izmerijo ali ocenijo in evidentirajo razli¢ne konc¢ne tocke: (1) morfometrija (teza
in dolzina), (2) razmerja med fenotipskim/genotipskim spolom, (3) teza jeter (jetrno-
somatski indeks), (4) histopatologija (spolne zleze, spolni vodi, jetra in ledvice) in
neobvezno (5) VTG v plazmi.

Humana usmrtitev zab

52.Vzorci mladih osebkov, tj. zab po preobrazbi, se evtanazirajo z intraperitonealnim
injiciranjem anestetika, npr. 10-odstotnega MS-222 v ustrezni raztopini fosfatnega pufra.
Zabe se lahko vzoréijo, ko postanejo neodzivne (priblizno dve minuti po injiciranju, e se
uporabi 10-odstotni MS-222 v odmerku 0,01 ml na g Zabe). Ceprav bi se lahko mlade Zabe
potopile v vi§jo koncentracijo anestetika (MS-222), so izkuSnje pokazale, da anesteziranje
po tej metodi traja dlje in da zaradi tega vzorcenje morda ne bo mogoce. Z injiciranjem se
zagotovi ucinkovita in hitra evtanazija pred vzoréenjem. Vzorcenje se lahko zacne Sele, ko
je potrjena neodzivnost Zab, da se zagotovi, da so Zivali mrtve. Ce so pri Zabah vidni znaki
precejSnjega trpljenja (zelo hudo trpljenje, pogin je mogoce zanesljivo napovedati) in se
obravnavajo kot umirajocCe, je treba Zivali anestezirati in evtanazirati ter jih za analizo
podatkov obravnavati kot smrtne primere. Kadar se Zaba evtanazira zaradi obolevnosti, je
to treba zabelezZiti in sporociti. Odvisno od tega, kdaj med studijo je Zaba evtanazirana, se
lahko zaba zadrzi za histopatolo$ko analizo (fiksiranje zabe za morebitno histopatologijo).

Morfometrija (teza in dolzina)
53. Meritve mokre teze in SLV (slika 2b) so enake meritvam, predstavljenim pri podvzoréenju
li¢ink.

VTG v plazmi (neobvezno)
54. VTG je splosno sprejet biooznacevalec, ki izhaja iz izpostavljenosti estrogenim
kemikalijam. Za preskus LAGDA se lahko pri vzorcih mladih osebkov neobvezno izmeri
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VTG v plazmi (to je lahko Se posebej ustrezno, kadar se zdi, da je preskusna kemikalija
estrogen).

55.Pri evtanaziranem mladem osebku se odrezeta zadnja kraka in odvzame kri s
heparinizirano kapilaro (¢eprav so lahko primerne druge metode odvzema krvi, na primer
punkcija srca). Kri se iztisne v mikrocentrifugirko (npr. s prostornino 1,5 ml), in ta se
centrifugira za pridobitev plazme. Vzorce plazme je treba do doloc¢itve VTG hraniti pri —
70 °C ali nizji temperaturi. Koncentracija VIG v plazmi se lahko izmeri z metodo
encimskega imunskega testa (ELISA) (Dodatek 6) ali drugo metodo, kot je masna
spektrometrija (31). Zaradi vecje obCutljivosti so zazelena protitelesa, specifi¢na za vrsto.

Dolocitev genetskega spola

56. Genetski spol vsake mlade zabe se oceni na podlagi oznacdevalcev, ki so jih razvili
Yoshimoto et al. (11). Za doloCitev genetskega spola se med seciranjem odvzame del
zadnjega kraka (ali cel krak) (ali katerega koli drugega tkiva) in shrani v mikrocentrifugirki
(vzorci tkiva Zab se lahko vzamejo i1z katerega koli tkiva). Do izolacije
deoksiribonukleinske kisline (DNK) se lahko tkivo shrani pri —20 °C ali nizji temperaturi.
Izolacija DNK iz tkiv se lahko opravi s pripomocki, ki so na voljo na trgu, prisotnost ali
odsotnost oznalevalca pa se analizira z metodo verizne reakcije s polimerazo (PCR)
(Dodatek 5). Na splosno je ujemanje med histoloskim spolom in genotipom pri kontrolnih
zivalih ob vzor¢enju mladih osebkov v kontrolnih skupinah ve¢ kot 95-odstotno.

Odvzem in fiksacija tkiva za histopatologijo

57.Pri konCnem vzorlenju se za histolosko analizo odvzamejo spolne Zleze, spolni vodi,
ledvice in jetra. Trebusna votlina se odpre, jetra se izrezejo in stehtajo. Nato se iz
spodnjega dela trebusne votline previdno odstranijo prebavni organi (npr. Zelodec, ¢reva),
da se razkrijejo spolne Zleze, ledvice in spolni vodi. ZabeleZiti je treba vse velike
morfoloske nenormalnosti v spolnih Zlezah. Nazadnje je treba odstraniti zadnja kraka, Ce
nista bila predhodno odstranjena Ze za odvzem krvi. Odvzeta jetra in trup s spolnimi
Zlezami in situ je treba nemudoma vnesti v Davidsonov fiksativ. Fiksativa mora biti v
posodi vsaj desetkrat ve¢ od priblizne prostornine tkiv. Vsa tkiva ostanejo v
Davidsonovem fiksativu najmanj 48 ur, vendar ne ve¢ kot 96 ur, nakar se sperejo v
deionizirani vodi in shranijo v 10-odstotnem nevtralnem pufranem formalinu (1) (29).

Histopatologija
58. Pri vsakem vzorcu mladega osebka se opravi histoloSka ocena patoloSkih sprememb v
tkivu spolnih zlez, spolnih vodov, jeter in ledvic, tj. diagnoza in ocena resnosti (32). Iz te
ocene se izpelje tudi fenotip spolnih zZlez (npr. jajénik, testis, dvospolna), pri ¢emer se
lahko te ugotovitve skupaj z meritvami posameznega genetskega spola uporabijo za
izraCun razmerij med fenotipskim/genotipskim spolom.
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SPOROCANJE PODATKOV

Statisti¢na analiza

59.

60.

61.

S preskusom LAGDA se pridobijo tri oblike podatkov, ki jih je treba statisticno analizirati:
(1) kvantitativni kontinuirani podatki (teza, SVL, LSI, VTG), (2) podatki o ¢asu do
dogodka za razvojne stopnje (tj. dnevih do 62. faze NF od zacetka preskusa) in (3)
ordinalni podatki v obliki ocen resnosti ali razvojnih faz iz histopatoloskih ocen.

Priporo¢ljivo je, da nacrt preskusa in izbira statistiénega testa zagotavljata ustrezno moc
opazanja bioloSko pomembnih sprememb pri kon¢nih tockah, kjer se poroca o NOEC ali
ECx. Priporocljivo je, da se pri statisticnih analizah podatkov (na sploSno na podlagi
srednje vrednosti pri ponovljenem vzorcu) upoStevajo postopki, opisani v dokumentu
Sedanji pristopi k statisti¢ni analizi podatkov o ekotoksi¢nosti: smernice za uporabo (33).
Dodatek 7 te preskusne metode vsebuje priporoceno drevo odlocanja za statisticno analizo
ter smernice za obdelavo podatkov in izbiro najustreznejSega statisticnega testa ali modela
za uporabo pri preskusu LAGDA.

Ker je genotipski spol doloCen za vse zabe, je treba podatke iz vzor¢enja mladih osebkov
(npr. rast, LSI) analizirati lo€eno za vsak genotipski spol.

Pomisleki o analizi podatkov

Uporaba ogrozenih ponovljenih vzorcev in tretiranj

62.

Ponovljeni vzorci in tretiranja lahko postanejo ogrozeni zaradi ¢ezmerne smrtnosti zaradi
oditne toksi¢nosti, bolezni ali tehni¢ne napake. Ce je tretiranje ogrozeno zaradi bolezni ali
tehni¢ne napake, morajo biti za analizo na voljo tri neogrozena tretiranja s tremi
neogrozenimi ponovljenimi vzorci. Ce se oéitna toksi¢nost pojavi v zelo obremenjenih
tretiranjih, je zazeleno, da so za analizo na voljo vsaj tri ravni tretiranj s tremi
neogroZenimi ponovljenimi vzorci (v skladu s pristopom najvisje tolerancne koncentracije
za smernice OECD za preskusanje (34)). Znaki ocitne toksi¢nosti lahko poleg smrtnosti
vkljucujejo u¢inke na obnaSanje (npr. lebdenje na gladini, leZanje na dnu akvarija, obrnjen
ali nepravilen nacin plavanja, odsotnost povrSinske aktivnosti), morfoloSke lezije (npr.
hemoragi¢ne lezije, edeme v trebusni votlini) ali inhibicijo normalnih odzivov na hranjenje
pri kvalitativni primerjavi s kontrolnimi zivalmi.

Kontrola s topilom

63.

Ob koncu preskusa je treba izvesti oceno potencialnih u€inkov topila (e se uporabi).
Ocena se izvede s statisticno primerjavo kontrolne skupine s topilom in kontrolne skupine
z vodo za red¢enje. Najpomembnejsi konéni toc¢ki, ki ju je treba obravnavati v tej analizi,
sta dejavnika rasti (teZa in dolZina), saj lahko nanju vplivajo splogne toksinosti. Ce se pri
teh kon¢nih tockah ugotovijo statisticno znacilne razlike med kontrolno skupino z vodo za

584



D060575/02

red¢enje in kontrolno skupino s topilom, je treba za ugotovitev, ali je veljavnost preskusa
ogrozena, uporabiti najbolj§o strokovno presojo. Ce se dve kontrolni skupini razlikujeta, je
treba tretirane skupine, izpostavljene kemikaliji, primerjati s kontrolo s topilom, razen ¢e je
znano, da je zaZelena primerjava s kontrolo z vodo za redéenje. Ce med dvema
kontrolnima skupinama ni statisticno znacilne razlike, je priporocCljivo, da se tretirane
skupine, izpostavljene preskusni kemikaliji, primerjajo z zdruZzenima kontrolnima
skupinama (kontrolna skupina s topilom in kontrolna skupina z vodo za redCenje), razen ce
je znano, da je zazelena primerjava le s kontrolno skupino z vodo za red¢enje ali kontrolno
skupino s topilom.

Porodilo o preskusu

64. V porocilo o preskusu se vkljucijo podatki, navedeni v nadaljevanju.

Preskusna kemikalija:

- fizikalne lastnosti in, Ce je ustrezno, fizikalno-kemijske lastnosti;
- snov iz ene sestavine:
fizi¢ni videz, topnost v vodi in dodatne pomembne fizikalno-kemijske lastnosti;

kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi IUPAC ali ime CAS,
stevilka CAS, koda po sistemu SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula,
Cistost, kemijska identiteta necisto€, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo itd.
(vklju¢no z vsebnostjo organskega ogljika, e je to ustrezno);

- snov z vec¢ sestavinami, UVCB in zmesi:
¢im obseZnejSa opredelitev lastnosti s kemijsko identiteto (glej zgoraj), kvantitativnim

pojavljanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi sestavin.

Preskusna vrsta:

- znanstveno ime, sev, ¢e je na voljo, vir in metoda zbiranja oplojenih jaj¢ec ter nadaljnje
ravnanje;

- pojavnost skolioze v preteklih kontrolah za uporabljeno zalozno kulturo.

Preskusni pogoji:
- obdobje osvetljenosti;

- nacrt preskusa (npr. velikost, material in vodna prostornina komor, $tevilo preskusnih
komor in ponovljenih vzorcev, Stevilo preskusnih organizmov na ponovljeni vzorec);

- metoda priprave osnovnih raztopin in pogostost obnavljanja (navesti je treba sredstvo za
raztapljanje in njegovo koncentracijo, ¢e je uporabljeno);
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metoda odmerjanja preskusne kemikalije (npr. ¢rpalke, sistemi za red¢enje);

analitski izkoristek metode in nominalne preskusne koncentracije, meja dolo¢ljivosti,
srednje izmerjene vrednosti in njithovi standardni odkloni v preskusnih posodah ter
metoda, po kateri so bile pridobljene, in dokazi, da se meritve nanaSajo na koncentracije
preskusne kemikalije v dejanski raztopini;

znaclilnosti vode za redCenje: pH, trdota, temperatura, koncentracija raztopljenega kisika,
ravni preostalega klora (Ce so bile merjene), skupni jodid, skupni organski ogljik (e je bil
merjen), suspendirane trdne snovi (Ce so bile merjene), slanost preskusnega medija (Ce je
bila merjena) in druge izvedene meritve;

nominalne preskusne koncentracije, srednje 1zmerjene vrednosti in njihovi standardni
odkloni;

kakovost vode v preskusnih posodah: pH, temperatura (dnevna) in koncentracija
raztopljenega kisika;

podrobne informacije o hranjenju (npr. vrsta hrane, vir, dana koli¢ina in pogostost).

Rezultati:

dokazi, da so kontrole izpolnjevale merila za veljavnost;

podatki za kontrolne skupine (in kontrolo s topilom, kadar se uporabi) in tretirane skupine:
opazeni smrtnost in nenormalnost, ¢as do 62. faze NF, histoloSka ocena $¢itnice (samo pri
vzorcu li¢ink), rast (teza in dolzina), LSI (samo pri vzorcu mladih osebkov), razmerje med
genetskim/fenotipskim spolom (samo prt vzorcu mladih osebkov), rezultati histopatoloske
ocene za spolne Zleze, spolne vode, ledvice in jetra (samo pri vzorcu mladih osebkov) in
VTG v plazmi (samo pri vzorcu mladih osebkov, ¢e se opravi);

pristop k statisti¢ni analizi in obdelava podatkov (uporabljeni statisti¢ni test ali model);
koncentracija brez opaznega ucinka (NOEC) za vsak ocenjeni odziv;

najnizja koncentracija z opazenim u¢inkom (LOEC) ) za vsak ocenjeni odziv (o = 0,05).
ECx za vsak ocenjeni odziv, e je ustrezno, intervali zaupanja (npr. 95-odstotni) in graf
prilagojenega modela, uporabljenega za izracun, naklon krivulje odziva na koncentracijo,
formula regresijskega modela, ocenjeni parametri modela in njihove standardne napake;

vsako odstopanje od preskusne metode in odkloni od meril za sprejemljivost ter razmisleki
o morebitnih posledicah za rezultat preskusa.

65. Za rezultate meritev kon¢nih toCk je treba predstaviti srednje vrednosti in njihove

standardne odklone (na podlagi ponovljenih vzorcev in koncentracij, ¢e je mogoce).
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66. IzraCunati je treba srednji ¢as do 62. faze NF v kontrolah in ga predstaviti kot srednjo
vrednost median ponovljenih vzorcev in njihovega standardnega odklona. Prav tako je
treba za tretiranja izraCunati mediano tretiranja in jo predstaviti kot srednjo vrednost
median ponovljenih vzorcev in njihovega standardnega odklona.
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Dodatek 1

OPREDELITVE POJMOV

Konéna tofka preskusa na viSjem nivoju bioloSke organizacije: povzroc¢a ucinke na
ravni populacije.

Kemikalija: snov ali zmes.

ELISA: encimski imunski test.

ECx: (uinkovita koncentracija za x-odstotni u¢inek) je koncentracija, ki v primerjavi s
kontrolo povzro¢i x-odstotni ucfinek na preskusni organizem v danem obdobju
1zpostavljenosti. EC50 je na primer koncentracija, pri kateri je ocenjeno, da bo imela v
doloCenem obdobju izpostavljenosti u€inek na koncno tocko preskusa pri 50 %
1zpostavljene populacije.

dpo: dnevi po oploditvi.

Preto¢ni preskus: preskus, pri katerem se preskusne raztopine med izpostavljenostjo
neprekinjeno pretakajo skozi preskusni sistem.

Os HPG: os hipotalamus—hipofiza—spolne Zleze.

TUPAC: Mednarodna zveza za Cisto in uporabno kemijo.

Najnizja koncentracija z opaZenim udinkom (LOEC): je najnizja preskusena
koncentracija preskusne kemikalije, pri kateri se opazi, da ima kemikalija statisti¢no
znacdilen uc¢inek (pri p < 0,05) v primerjavi s kontrolo. Vendar bi morale imeti vse preskusne
koncentracije nad vrednostjo LOEC Skodljiv uinek, ki je enak ali ve¢ji od Skodljivega
ucinka, opazenega pri vrednosti LOEC. Ce teh dveh pogojev ni mogoce izpolniti, je treba
podrobno pojasniti nacin izbire vrednosti LOEC (in posledi¢cno NOEC). Smernice so zajete
v Dodatku 7.

Srednja smrtna koncentracija (LCS50): je koncentracija preskusne kemikalije, za katero se
oceni, da je med preskusom smrtonosna za 50 % preskusnih organizmov.

Koncentracija brez opaznega ufinka (NOEC): je preskusna koncentracija takoj pod
vrednostjo LOEC, ki v primerjavi s kontrolo nima statisti¢no znacilnega ucinka (p <0,05) v
danem obdobju izpostavljenosti.

SMILES: sistem za poenostavljen zapis strukture molekul.

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, presku$ena s to preskusno metodo.

UVCB: snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali
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bioloski materiali.

VTG: vitelogenin je fosfolipoglikoprotein in predstopnja beljakovin jajénega rumenjaka, ki
se obi€ajno pojavi pri spolno aktivnih samicah vseh oviparnih vrst.
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NEKATERE KEMIJSKE LASTNOSTI SPREJEMLJIVE VODE ZA REDCENJE

Snov Mejna ..
koncentracija
delci 5 mg/l
skupni organski ogljik 2 mg/l
neionizirani amoniak 1 pg/l
preostali klor 10 pg/l
skupni organofosforni pesticidi 50 ng/l
skupni organoklorni pesticidi in poliklorirani bifenili 50 ng/l
skupni organski klor 25 ng/l
aluminij 1 pg/l
arzen 1 pg/l
krom 1 pg/l
kobalt 1 pg/l
baker 1 pg/l
Zelezo 1 pg/l
svinec 1 pg/l
nikelj 1 g/l
cink 1 pg/l
kadmij 100 ng/1
Zivo srebro 100 ng/1
srebro 100 ng/1
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Dodatek 3

PRESKUSNI POGOJI ZA PRESKUS LAGDA

1. Preskusna vrsta
2. Vrsta preskusa

3. Temperatura vode

4. Kakovost osvetlitve

5. Obdobje osvetljenosti

Xenopus laevis.

Kontinuirani pretocni sistem.

Nominalna temperatura je 21 °C. Srednja temperatura med trajanjem
preskusa je 21 £ 1 °C (razlike med ponovljenimi vzorci in med tretiranji

ne smejo presegati 1,0 °C).

Fluorescenéne sijalke (Siroki spekter), 600-2 000 luksov (lumnov/m?)
na povrsini vode.

12 ur svetlobe, 12 ur teme.

6. Kolicina preskusne raztopine in4—10 I (najmanj$a globina vode 10-15 cm).

preskusna posoda (akvarij)

Akvarjj iz stekla ali nerjavnega jekla.

7. Izmenjave koli¢ine preskusnih Konstantne zaradi vzdrZevanja bioloskih pogojev in izpostavljenosti

raztopin

kemikaliji (npr. 5 izmenjav koli¢ine na akvarij na dan).

8. Starost preskusnih organizmov 8.—10. faza po Nieuwkoopu in Faberju (NF).

na zacetku

9. Stevilo organizmov na
ponovljeni vzorec

10. Stevilo tretiranj

20 Zivali (zarodkov)/akvarij (ponovljeni vzorec) ob zacetku
izpostavljenosti in 10 zivali (mladih osebkov)/akvarij (ponovljeni
vzorec) po 66. fazi NF do konca izpostavljenosti.

Najmanj 4 tretiranja s preskusno kemikalijo in ustrezne kontrole.

11. Stevilo ponovljenih vzorcev na 4 ponovljeni vzorci na tretiranje za preskusno kemikalijo in 8

tretiranje

12. Stevilo organizmov na
preskusno koncentracijo

13. Voda za red¢enje

14.Prezracevanje

15.Raztopljeni kisik preskusne
raztopine

ponovljenih vzorcev za kontrole.

Najmanj 80 Zivali na tretiranje za preskusno kemikalijo in najmanj 160
ponovljenih vzorcev za kontrole.

Vsaka voda, ki omogoca normalno rast in razvoj X. laevis (npr. izvirska
voda ali vodovodna voda, preciscena z ogljem).

Se ne zahteva, vendar bo prezra¢evanje akvarijev morda potrebno, ¢e
ravni raztopljenega kisika padejo pod priporo¢ene meje in ¢e povecanje

pretoka preskusne raztopine doseze zgornjo mejo.

Raztopljeni kisik: > 40 % vrednosti nasi¢enosti z zrakom ali > 3,5 mg/1.
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16.pH preskusne raztopine

17. Trdota in alkalnost preskusne
raztopine

18.Nacin hranjenja

19. Obdobje izpostavljenosti

20.Bioloske kon¢ne tocke

21.Merila za veljavnost preskusa

D060575/02

6,5-8,5 (razlike med ponovljenimi vzorci in med tretiranji ne smejo
presegati 0,5).

10-250 mg CaCOs/1.

(Glej Dodatek 4.)

Od 8.-10. faze NF do desetih tednov po srednjem ¢asu do 62. faze NF v
kontrolni skupini z vodo in/ali topilom (najve¢ 17 tednov).

Smrtnost (in nenormalen videz), ¢as do 62. faze NF (pri vzorcu li¢ink),
histoloska ocena §¢itnice (pri vzorcu li¢ink), rast (teZza in dolZina),
jetrno-somatski indeks (pri vzorcu mladih osebkov), razmerje med
genetskim/fenotipskim spolom (pri vzorcu mladih osebkov), rezultati
histopatoloske ocene za spolne Zleze, spolne vode, ledvice in jetra (pri
vzorcu mladih osebkov) ter VTG v plazmi (pri vzorcu mladih osebkov,
neobvezno).

Raztopljeni kisik > 40 % vrednosti nasienosti z zrakom; srednja
temperatura vode mora biti 21 + 1 °C, razlike med ponovljenimi vzorci
in med tretiranji pa morajo biti < 1,0 °C; pH preskusne raztopine mora
biti med 6,5 in 8,5; smrtnost v kontroli mora biti < 20 % pri vsakem
ponovljenem vzorcu, srednji ¢as do 62. faze NF v kontroli mora biti
<45 dni; srednja teZa preskusnih organizmov pri 62. fazi NF in ob
koncu preskusa v kontrolah in kontrolah s topilom (¢e se uporabijo)
mora biti 1,0 + 0,2 oziroma 11,5 + 3 g; na voljo morajo biti dokazi, da
so se koncentracije preskusne kemikalije v raztopini zadovoljivo
vzdrzevale v okviru £ 20 % srednjih izmerjenih vrednosti.
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Dodatek 4

NACIN HRANJENJA

Opozoriti je treba, da so kljub temu priporo¢enemu nacinu hranjenja dovoljene druge
moznosti, ¢e preskusni organizmi ustrezno hitro rastejo in se razvijajo.

Hranjenje licink

Pripravek za prehrano licink
A. 1:1(v/v)zaletna hrana za postrvi: alge/TetraFin® (ali enakovredna hrana)
1. Zacetna hrana za postrvi: pri visoki hitrosti meSalnika 20 sekund meSajte 50 g zacetne hrane
za postrvi (drobna zrnca ali prah) in 300 ml primerne filtrirane vode.
2. Mesanica alge/TetraFin® (ali enakovredna hrana): pri visoki hitrosti mesalnika 40 sekund
mesajte 12 g ploscic alg spirulina in 500 ml filtrirane vode, zmesajte 12 g hrane Tetrafin®
(ali enakovredne hrane) s 500 ml filtrirane vode 1n nato obe mesanici zdruzite, da dobite 1 1
z 12 g/l alg spirulina in 12 g/l hraneTetrafin® (ali enakovredne hrane).
3. ZmeSajte enake koliine zmesSane zacetne hrane za postrvi in meSanice alge/TetraFin® (ali
enakovredne hrane).

B. Solinski rakei:

15 ml jajcec solinskih rakcev se vali v 11 slane vode (pripravljene tako, da se v 11
deionizirane vode doda 20 ml NaCl). Po 24-urnem prezraevanju pri sobni temperaturi in
konstantni svetlobi se solinski rakei zberejo. Na kratko se pusti, da se solinski rakci usedejo,
tako da se za 30 minut ustavi prezracevanje. Ciste, ki splavajo na vrh posode, se odlijejo in
zavrzejo, rakei pa se pretocijo skozi ustrezne filtre in razredéijo do 30 ml s filtrirano vodo.

Protokol hranjenja

V preglednici 1 sta navedeni vrsta in koli¢ina hrane, uporabljeni med izpostavljenostjo
li¢ink. Zivali je treba od ponedeljka do petka hraniti trikrat dnevno, ob koncih tedna pa
enkrat dnevno.

Preglednica 1: Nacin hranjenja li¢ink X. /aevis v pretocnih razmerah

Zacetna hrana za postrvi: alge/TetraFin® Lo .
. . Solinski rakci
Cas* (ali enakovredna hrana)
(po oploditvi) delavnik konec tedna delavnik konec tedna
(trikrat na dan) (enkrat na dan) (dvakrat na dan) (enkrat na dan)
4.-14. 0,5 ml 0,5ml
4. dan 0,33 ml 1,2 ml > >
(vtednih 0in 1) (od 8. do 15. dneva) | (od 8. do 15. dneva)
1 ml 1 ml
2. teden 0,67 ml 2,4 ml (od 16. dneva) (od 16. dneva)
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3. teden 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
4. teden 1,5ml 4,0 ml 1 ml 1ml
5. teden 1,6 ml 4,4 ml 1 ml 1 ml
6. teden 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
7. teden 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
8.-10. teden 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* Dan 0 je opredeljen kot dan, ko se injicira hCG.

Prehod s prehrane za li¢inke na prehrano za mlade osebke

Ko li¢inke konc¢ajo preobrazbo, preidejo na prehransko formulo za mlade osebke, kot je
pojasnjena spodaj. Pri tem prehodu je treba ob povecanju kolic¢ine prehrane za mlade osebke
koli¢ino prehrane za li¢inke zmanjSati. To je mogoce dosec€i s sorazmernim zmanj$evanjem
hrane za li€inke ob sorazmernem povecevanju hrane za mlade osebke, ko vsaka skupina
petih paglavcev preseze 62. fazo NF in se pribliza dokoncanju preobrazbe v 66. fazi NF.

Hranjenje mladih osebkov
Prehrana mladih osebkov

Ko je preobrazba koncana (66. faza), se nacin hranjenja spremeni v samo visokokakovostno
tone¢o hrano za Zabe v velikosti 3/32 palcev (Xenopus Express™, Florida, ZDA) ali
enakovredno hrano.

Pripravek iz zdrobljenih pelet za prehod s prehrane za licinke na prehrano za mlade osebke

Peleti toneCe hrane za zabe se na hitro zmeljejo v kavnem mlincku ali meSalniku ali zdrobijo
v moznarju, da se njihova velikost zmanjSa za priblizno tretjino. Ob predolgi obdelavi
nastane prah, ki pa se odsvetuje.

Protokol hranjenja

V preglednici 2 sta navedeni vrsta in koli¢ina hrane, uporabljeni v zivljenjskih fazah mladih
osebkov in odraslih Zivali. Zivali je treba hraniti enkrat dnevno. Opozoriti je treba, da Zivali
med postopkom preobrazbe Se naprej prejemajo delez solinskih rakcev, dokler ni
preobrazba koncana pri > 95 % Zivali.

Na dan konca preskusa se zivali ne smejo hraniti, tako da hrana ne vpliva na meritve teze.
Preglednica 2: Nacin hranjenja mladih osebkov X. laevis v pretocnih razmerah. Opozoriti je treba, da

zivali, ki se niso preobrazile, vklju¢no s tistimi, pri katerih je preobrazba zakasnila zaradi tretiranja s
kemikalijo, ne morejo jesti nezdrobljenih peletov.
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Cas Koli¢ina zdrobljenih peletov Koli¢ina celih peletov
(tedni po srednjem datumu preobrazbe) (v mg na Zabico) (v mg na Zabico)
Ko zivali konéajo preobrazbo 25 0
0.-1. teden 25 28
2.-3. teden 0 110
4.-5. teden 0 165
6.-9. teden 0 220

* Prvi dan tedna O je srednji datum preobrazbe pri kontrolnih Zivalih.
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Dodatek 5

DOLOCITEV GENETSKEGA SPOLA
Metoda dolocitve genetskega spola za Xenopus laevis temelji na Yoshimoto et al., 2008.
Podrobne postopke za genotipizacijo je po potrebi mogoce najti v tej publikaciji. Uporabijo
se lahko tudi druge metode (npr. visokozmogljivostna qPCR), Ce se Stejejo za primerne.
Zacetna oligonukleotida X. laevis
Oznacevalec DM-W
Smerni zaéetni oligonukleotid: 5’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Protismerni zacetni oligonukleotid: 5’-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Pozitivna kontrola
Smerni zacetni oligonukleotid: 5’-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’

Protismerni zacetni oligonukleotid: 5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3’

PreciS§¢evanje DNK

DNK izolirajte iz miSi¢nega ali koZnega tkiva, npr. s kompletom Qiagen DNeasy Blood and
Tissue Kit (cat # 69506) ali podobnim proizvodom v skladu z navodili iz kompleta. DNK se
lahko spere iz centrifugiranih kolon z manj pufra, da se dobijo bolj koncentrirani vzorci, ¢e
se Stejejo za potrebne za PCR. UpoSstevajte, da je DNK precej stabilna, zato se je treba
1zogibati navzkrizni kontaminaciji, zaradi katere bi bili lahko samci napa¢no opredeljeni kot
samice ali obratno.

PCR
V preglednici 1 je predstavljen protokol za vzorec z uporabo JumpStart™ 7Tagq iz Sigme.

Preglednica 1:  Protokol za vzorec z uporabo JumpStart™ Tag iz Sigme

Osnovna zmes (Master 1x(ul) [Kon¢nal
Mix)
NFW 11 -
10 x pufer 2,0 -
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MgClL (25 mM) 2,0 2,5 mM
dNTP (10 mM vsak) 0,4 200 uM
Oznacevalec za zacetn]| 0,8 0,3 uM
oligonukleotid (8 uM)

Oznadevalec za  protismerni 0,8 0,3 uM
zaCetni oligonukleotid (8 uM)

Kontrola za zacetn] 0,8 0,3 uM
oligonukleotid (8 uM)

Kontrola za protismerni zacetni 0,8 0,3 uM
oligonukleotid (8 uM)

JumpStart™ Taq 0,4 0,05 enot/ul
Matri¢na DNK 1,0 ~ 200 pg/pl

D060575/02

Opomba: Ko pripravljate osnovno zmes, pripravite dodatno koli¢ino, da upostevate morebitne
1zgube, do katerih lahko pride pri pipetiranju (primer: 25 x je treba uporabiti za samo 24

reakcij).

Reakcija:

Osnovna zmes19,0 ul

Matrica

Skupaj

1,0 ul

20,0 ul

Profil termopomnozevalnika:

1. korak
2. korak
3. korak
4. korak
5. korak
6. korak

7. korak

94°C 1 min
94 °C 30 sek
60 °C 30 sek
72°C 1 min
Pojdite na 2. korak.35 ciklov
72°C 1 min

4°C zadrZevanje

Produkti PCR se lahko nemudoma nanesejo na gel ali pa shranijo pri 4 °C.

Agarozna gelska elektroforeza (3 %) (protokol za vzorec)

S0XTAE
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Tris 242 g
Ledocetna kislina 5,71 ml
Naz (EDTA)2H20 3,72 g

Dodajte vodo do 100 ml.

1 XTAE
H0 392 ml
50 X TAE 8 ml

3 : 1 agaroza

3 deli agaroze NuSieve™ GTG™

1 del agaroze Fisher z nizko elektroendoosmozo (EEQO)

Metoda

l.

© =N Nk

Pripravite 3-odstotni gel, tako da v 43 ml 1 X TAE dodate 1,2 g agarozne meSanice.
PremesSajte, da se velike grude razpustijo.

Agarozno meSanico prevrite v mikrovalovni pecici, dokler se popolnoma ne razpusti (pazite,
da ne bo skipela). Pustite, da se malo ohladi.

Dodajte 1,0 pL etidijevega bromida (10 mg/ml). Pretresite steklenicko. Upostevajte, da je
etidijev bromid mutagen, tako da je treba za ta korak, kolikor je tehni¢no mogoce, uporabiti
druge kemikalije, da se zmanj$a tveganje za zdravije delavcev'.

Gel vlijte v kalup z glavni¢kom. Pustite, da se popolnoma ohladi.

Gel dodajte v napravo. Prekrijte ga z 1 X TAE.

Vsakim 10 pl produkta PCR dodajte 1 pl nanasalnega barvila (6x loading dye).
Vzorce s pipeto prenesite v jamice.

Elektroforeza ~ 20 minut poteka pri konstantni napetosti 160 voltov.

Slika agaroznega gela, na kateri so vidni vzorci prog, znacilni za moski in Zenski osebek, je

1V skladu s &lenom 4(1) Direktive 2004/37/ES Evropskega parlamenta in Sveta z dne 29. aprila 2004 o
varovanju delavcev pred nevarnostmi zaradi izpostavljenosti rakotvornim ali mutagenim snovem pri delu
(Sesta posebna direktiva v skladu s ¢lenom 16(1) Direktive Sveta 89/391/EGS) (UL L 158, 30.4.2004, str. 50).
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prikazana na sliki 1.

Slika 1: Slika agaroznega gela, na kateri je viden vzorec proge, znadilen za mo3ki (J) osebek (ena proga
~ 203 bp: DMRT]1) in Zenski ({) osebek (dve progi pri ~ 259 bp:DM-W in 203 bp:DMRT1).

VIRI

Yoshimoto, S., Okada, E., Umemoto, H., Tamura, K., Uno, Y., Nishida-Umehara, C.,
Matsuda, Y., Takamatsu, N., Shiba, T., in 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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Dodatek 6

MERJENJE VITELOGENINA

Vitelogenin (VIG) se meri z metodo encimskega imunskega testa (ELISA), ki je bila
prvotno razvita za VTG pri ¢rnoglavem pisancu (Parks et al., 1999). Protitelesa za X. laevis
trenutno niso komercialno dostopna. Vendar je glede na obilico informacij za ta protein in
razpolozljivost stroSkovno uéinkovitih komercialnih storitev za izdelavo protiteles razumno,
da lahko laboratoriji zlahka razvijejo ELISA za to merilo (Olmstead er al., 2009). Tudi
Olmstead et al. (2009) zagotavljajo opis testa, kot je prilagojen za VIG pri X. tropicalis, kot
je prikazano v nadaljevanju. Pri metodi se uporablja protitelo, izdelano za VTG X
tropicalis, vendar je znano, da deluje tudi pr1 VIG X laevis. Opozoriti je treba, da je
mogoc¢e uporabiti tudi nekonkurenéne teste ELISA in da imajo lahko ti niZje meje
zaznavnosti kot spodaj opisana metoda.

Pribor in reagenti

Serum predabsorbiranega 1. protitelesa

En del seruma 1. protitelesa proti VIG X. tropicalis zmesajte z dvema deloma plazme
kontrolnih samcev in pustite pri sobni temperaturi ~ 75 minut, dajte na led za 30 minut,
centrifugirajte > 20 K x G 1 uro pri 4 °C, odstranite supernatant, alikvot, shranite pri —20 °C.

- 2. protitelo
HRP konjugat kozjih protikunéjih protiteles IgG (npr. Bio-Rad 172-1019)
- Standard VTG
precisceni VIG X. laevis pri 3,3 mg/ml.
- TMB (3,3',5,5' tetrametil-benzidin) (npr. KPL 50-76-00; ali Sigma T0440)
- Normalni kozji serum (NGS) (npr. Chemicon® S26—100 ml)

- Polistirenske 96-jamicne mikrotitrne plos¢e za encimskim imunski test (npr. ICN: 76-381-
04, Costar:53590, Fisher:07-200-35)

- Hibridizacijska pecica pri 37 °C (ali inkubator s hitrim uravnavanjem pogojev) za plosce,
vodna kopel za epruvete

- Druga obiajna laboratorijska oprema, kemikalije in pribor
Recepti
Premazni pufer (50 mM karbonatni pufer, pH 9,6):
NaHCO3 126 g

Na:COs 0,68 g
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voda 428 ml
10 x PBS (0,1 M fosfata, 1,5 M NaCl):
NaH>PO4-H20 0,83 g
Na;HPO4+7HO  20,1g
NaCl T1g
voda 810 ml
Pufer za spiranje (PBST):
10 x PBS 100 ml
voda 900 ml
Vrednost pH prilagodite na 7,3 z 1 M HCI, nato dodajte 0,5 ml Tween-20.
Analizni pufer:
normalni kozji serum (NGS) 3,75 ml
pufer za spiranje 146,25 ml
Odvzem vzorcev

Kri se odvzame s heparinizirano mikrohematokritsko cevko in postavi na led. Po
triminutnem centrifugiranju se cevka zareze in prelomi, plazma pa se iztisne v 0,6-
mililitrske mikrocentrifugirke, ki vsebujejo 0,13 enote liofiliziranega aprotinina. (Te
mikrocentrifugirke se pripravijo vnaprej, tako da se doda ustrezna koli¢ina aprotinina, nato
se zamrznejo in liofilizirajo v vakuumskem koncentratorju pri nizki temperaturi, dokler niso
suhe.) Plazmo do analize hranite pri —80 °C.

Postopek za eno plosco

Prekrivanje plosce
Zmesajte 20 pl precisc¢enega VTG z 22 ml karbonatnega pufra (kon¢ni 3 pg/ml). V vsako
jamico na 96-jamic¢ni plos$¢i dodajte 200 pl. Plos¢o prekrijte z lepilnim tesnilnim filmom in
pustite dve uri inkubirati pri 37 °C (ali ¢ez noc€ pri 4 °C).

Blokiranje plosce
Blokirna raztopina se pripravi tako, da se 2 ml normalnega kozjega seruma (NGS) doda v

38 ml karbonatnega pufra. Odstranite prekrivno raztopino in osuSite. V vsako jamico

604



D060575/02

dodajte 350 ul blokirne raztopine. Prekrijte z lepilnim tesnilnim filmom in dve uri
inkubirajte pri 37 °C (ali ¢ez no¢ pri 4 °C).

Priprava standardov

5,8 ul standarda preciS€enega VTG se zmeSa z 1,5 ml analiznega pufra v 12 x 75-
milimetrski epruveti iz borosilikatnega stekla za enkratno uporabo. S tem se pridobi
12 760 ng/ml. Nato se opravi zaporedno redCenje, tako da se doda 750 ul predhodne
razred€ine v 750 pl analiznega pufra, da se dobijo kon¢ne koncentracije 12 760, 6 380,
3190, 1 595,798, 399, 199, 100 in 50 ng/ml.

Priprava vzorcev

Zagnite z razred¢ino 1 : 300 (npr. zmeSajte 1 pl plazme z 299 pl analiznega pufra) ali 1 : 30
plazme v analiznem pufru. Ce se pricakuje velika koli¢ina VTG, bodo morda potrebne
dodatne ali vecje razredCine. B/B, poskuSajte ohraniti v obmocju standardov. Za vzorce brez
znatnega VTG, npr. kontrolne samce in samice (ki so vsi nezreli), uporabite razred¢ino
1 : 30. Manj razred¢eni vzorci lahko pokaZejo neZelene u¢inke matrice.

Poleg tega je priporocljivo, da se na vsaki plos¢i izvede pozitivna kontrola. Vzorec za
kontrolo je pridobljen iz plazme, ki vsebuje visoke ravni VTG. Plazma se najprej razred¢i v
NGS, razdeli v alikvote in shrani pri —80 °C. Za vsako plos¢o se alikvot odtaja, nadalje
razred€i v analiznem pufru in uporabi podobno kot preskusni vzorec.

Inkubacija s 1. protitelesom

Prvo protitelo se pripravi tako, da se serum predabsorbiranega 1. protitelesa razred¢i v
razmerju 1:2 000 v analiznem pufru (npr. 8 pul v 16 ml analiznega pufra). V stekleni
epruveti zmesajte 300 pl raztopine 1. protitelesa s 300 pl vzorca/standarda. Epruveta B, se
pripravi podobno s 300 pul analiznega pufra in 300 ul protitelesa. Pripraviti je treba tudi
epruveto NSB samo z uporabo 600 pl analiznega pufra, tj. brez protiteles. Epruvete prekrijte
s parafilmom in neZzno obracajte, da se premesajo. Eno uro inkubirajte v vodni kopeli pri
37 °C.

Spiranje plosce
Tik pred koncano inkubacijo 1. protitelesa plos€o sperite. To se stori tako, da se vsebina
strese iz plosce, ploS€a pa osu$i z vpojnim papirjem. Jamice najprej napolnite s 350 pl
raztopine za spiranje, nato pa to izlijte in jamice osuSite. Pri tem je koristna veckanalna
pipeta ali spiralnik za plosce. Ta korak spiranja se ponovi e dvakrat za skupaj tri spiranja.

Nanos na plosco

Ko je plos¢a sprana, vzemite epruvete iz vodne kopeli in jih neZno zavrtite. V dvojne jamice
na plos¢i dodajte 200 ul iz vsake epruvete z vzorcem, standardom, B, in NSB. Plos¢o
prekrijte z lepilnim tesnilnim filmom in pustite eno uro inkubirati pri 37 °C.
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Inkubacija z 2. protitelesom

Po koncu inkubacije iz prej$njega koraka je treba ploS¢o znova trikrat sprati, kot je
navedeno zgoraj. Razred¢ina 2. protitelesa se pripravi tako, da se 2,5 pl 2. protitelesa zmeSa
s 50 ml analiznega pufra. V vsako jamico dodajte 200 pl razred¢ine 2. protitelesa in eno uro
inkubirajte pri 37 °C.

Dodajanje substrata

Ko je inkubacija z 2. protitelesom koncana, plosCo trikrat sperite, kot je opisano zgoraj.
Nato v vsako jamico dodajte 100 pl substrata TMB. Pustite, da reakcija poteka 10 minut, po
moznosti ne na svetlobi. Ustavite reakcijo, tako da dodate 100 ul 1 M fosforjeve kisline. S
tem se bo barva spremenila z modre na zivo rumeno. Z uporabo Citalca plosce izmerite
absorbanco pri 450 nm.

Izracun B/Bo

Odstejte povprecno vrednost NSB od vseh meritev. B/B, za vsak vzorec in standard se
izracuna z delitvijo vrednosti absorbance (B) s povpre¢no absorbanco vzorca B,

Pridobitev standardne krivulje in dolocitev neznanih kolicin

Izdelajte standardno krivuljo s pomocjo racunalniske programske opreme za izdelavo grafov
(npr. Slidewrite™ ali Sigma Plot®), ki bo ekstrapolirala koli¢ino iz B/B, vzorca na podlagi
B/B, standardov. Vrednosti, izrisane na logaritemski skali, obi¢ajno oblikujejo sigmoidno
krivuljo. Lahko pa se pokazejo kot lincarne, ¢e se uporabi ozko obmoc¢je standardov.
Popravite koli¢ine vzorcev glede na faktor red¢enja in navedite kot mg VTG/ml plazme.

Dolocitev minimalnih meja zaznavnosti (MDL)

Pogosto, zlasti pri normalnih samcih, ne bo jasno, kako porocati o rezultatih pri nizkih
vrednostih. V takih primerih je treba uporabiti 95-odstotne ,meje zaupanja‘, da se doloci, ali
je treba vrednost navesti kot ni¢ ali kot neko drugo Stevilko. Ce je rezultat vzorca v intervalu
zaupanja nicelnega standarda (Bo), je treba rezultat navesti kot ni¢. Minimalna meja
intervala zaupanja se ne prekrivata. Za vsak rezultat vzorca, ki je v okviru meje zaupanja
minimalne ravni zaznavnosti ali nad njo, se navede izra¢unana vrednost. Ce vzorec spada
med nicelni standard in intervale minimalne ravni zaznavnosti, je treba za vrednost tega
vzorca navesti polovico minimalne ravni zaznavnosti.

VIRI

Olmstead, A. W_, Korte, J. J., Woodis, K. K., Bennett, B. A., Ostazeski, S., in Degitz, S. J.
(2009). Reproductive maturation of the tropical clawed frog: Xenopus tropicalis. General
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Parks, L. G., Cheek, A. O., Denslow, N. D., Heppell, S. A., MclLachlan, J. A., LeBlanc,
G. A, Sullivan, C.V. (1999). Fathead minnow (Pimephales promelas) vitellogenin:
purification, characterisation and quantitative immunoassay for the detection of estrogenic
compounds. Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology &
Pharmacology 123: 113-125.
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Dodatek 7

STATISTICNA ANALIZA

S preskusom LAGDA se pridobijo tri oblike podatkov, ki jih je treba statistiCno analizirati:
(1) kvantitativni kontinuirani podatki, (2) podatki o ¢asu do dogodka za razvojne stopnje (t;.
Cas do 62. faze NF) in (3) ordinalni podatki v obliki ocen resnosti ali razvojnih faz iz
histopatoloskih ocen. Priporo¢eno drevo odlo¢anja za statisti¢no analizo za preskus LAGDA
je prikazano na sliki 1. Prav tako so v nadaljevanju navedene nekatere opombe, ki bodo
morda potrebne za izvedbo statistine analize meritev iz preskusa LAGDA. Pri drevesu
odloCanja za analizo je treba rezultate meritev za smrtnost, rast (teZza in dolzina) in jetrno-
somatski indeks (LSI) analizirati v skladu z vejo ,Druge koncne tocke*.

Kontinuirani podatki

Pri podatkih za kontinuirane koncne toCke je treba najprej preveriti monotonost s
transformacijo podatkov z rangi, prilagoditvijo modelu ANOVA ter primerjavo linearnih in
kvadratnih kontrastov. Ce so podatki monotoni, je treba izvesti regresijski trendni test po
Jonckheere-Terpstraju na medianah ponovljenih vzorcev, pri ¢emer nadaljnja analiza ni
potrebna. Druga moznost za podatke, ki so normalno porazdeljeni s homogenimi
variancami, je regresijski Williamsov test. Ce podatki niso monotoni (kvadratni kontrast je
statisti¢no znacilen, linearni kontrast pa ne), jih je treba analizirati z uporabo meSanega
modela ANOVA. Pri podatkih je nato treba oceniti normalnost (priporo€a se uporaba
Shapiro-Wilkovega ali Anderson-Darlingovega testa) in homogenost varianc (priporoca se
uporaba Levenejevega testa). Oba testa se izvedeta na ostankih iz meSanega modela
ANOVA. Namesto teh formalnih testov za normalnost in homogenost varianc se lahko
uporabi strokovna presoja, &eprav se priporoa uporaba formalnih testov. Ce so podatki
normalno porazdeljeni s homogenostjo varianc, so izpolnjene predpostavke meSanega
modela ANOVA in se znaten udinek tretiranja dolo¢i na podlagi Dunnettovega testa. Ce je
ugotovljena nenormalnost ali heterogenost varianc, potem predpostavke Dunnettovega testa
niso izpolnjene in je treba poiskati normalizacijsko pretvorbo, ki stabilizira variance. Ce
take pretvorbe ni mogoce najti, se znaten ucinek tretiranja dolo¢i z Dunnovim testom. Kjer
je mogoce, je treba opraviti enostranski test, ne dvostranskega testa, vendar je za doloditev,
kateri je primeren za dolo¢eno kon¢no toCko, potrebna strokovna presoja.

Smritnost

Podatke o smrtnosti je treba analizirati za obdobje, ki zajema celoten preskus, 1n jih izraziti
kot delez osebkov, ki so poginili v posameznem akvariju. Paglavci, ki preobrazbe ne
konc¢ajo v dolo¢enem Casovnem okviru, paglavci, ki so v kohorti podvzorcev li¢ink, mlade
zabe, ki so izloCene, in vse Zivali, ki poginejo zaradi napake pri poskusu, je treba
obravnavati kot cenzurirane podatke in se ne smejo vkljuciti v imenovalec izracuna
odstotka. Pred kakrino koli statisti¢no analizo je treba deleZe smrtnosti pretvoriti z arkus-
sinus-kvadratnokorensko transformacijo. Druga moznost je, da se uporabi regresijski
Cochran-Armitageev test, po moznosti z Rao-Scottovo prilagoditvijo v primeru
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nadrazprSenosti.
Teza in dolzina (podatki o rasti)

Samci in samice med preobrazbo niso spolno dimorfni, zato je treba podatke o rasti na
podlagi podvzorcev li¢ink analizirati neodvisno od spola. Vendar pa je treba podatke o rasti
mladih osebkov analizirati loCeno na podlagi genetskega spola. Za te koncne tocke bo
morda potrebna logaritemska transformacija, saj logaritemsko normalna porazdelitev
podatkov o velikosti ni neobicajna.

Jetrno-somatski indeks (LSI)

Teze jeter je treba normalizirati kot deleze tez celotnega telesa (tj. LSI) in analizirati loceno
na podlagi genetskega spola.

Cas do 62. faze NF

Podatke o Casu do preobrazbe je treba obravnavati kot podatke o casu do dogodka, pri
¢emer se vsi pogini ali osebki, ki niso dosegli 62. faze NF v 70 dneh, obravnavajo kot desno
cenzurirani podatki (tj. prava vrednost je ve¢ja od 70 dni, vendar se Studija konca, preden so
zivali dosegle 62. fazo NF v 70 dneh). Za dolocitev datuma koncanja preskusa je treba
uporabiti srednji ¢as do koncanja preobrazbe v 62. fazi NF v kontrolah z vodo za redcenje.
Srednji ¢as do koncanja preobrazbe je mogocée doloditi s Kaplan-Meierjevimi cenilkami. To
kon¢no tocko je treba analizirati z uporabo meSanega Coxovega modela sorazmernih
tveganj, pri katerem se uposteva ponovitvena struktura Studije.

HistopatoloSki podatki (ocene resnosti in razvojne faze)

Histopatoloski podatki so v obliki ocen resnosti ali razvojnih faz. Test, imenovan RSCABS
(Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices), uporablja regresijski Cochran-Armitageev trendni
test z Rao-Scottovo prilagoditvijo na vsaki stopnji resnosti v histopatoloskem odzivu (Green
et al., 2014). Z Rao-Scottovo prilagoditvijo je v test vkljucen nacrt poskusa s ponovitvenimi
posodami. Postopek ,by Slices® vkljucuje biolosko pri¢akovanje, da se resnost ucinka
obiCajno poveca s poveCanjem odmerkov ali koncentracij, pri ¢emer se ohranijo
individualne ocene osebkov in razkrije resnost kakrSnega koli ugotovljenega ucinka. S
postopkom RSCABS se ne samo dolo¢i, katera tretiranja se statisticno razlikujejo od kontrol
(tj. imajo tezjo patologijo kot kontrole), ampak se doloc¢i tudi, pri kateri oceni resnosti
nastopi razlika, s ¢imer se zagotovi zelo potreben kontekst za analizo. V primeru doloitve
razvojne faze spolnih Zlez in spolnih vodov je treba za podatke uporabiti dodatno
manipulacijo, ker je predpostavka RSCABS, da se resnost u¢inka povecuje z odmerkom.
OpaZeni ucinek je lahko zakasnel ali prehiter razvoj. Podatke o doloc€itvi razvojne faze je
torej treba analizirati takoj, ko so zbrani, da se odkrije pospesitev razvoja, in nato rocno
transformirati pred drugo analizo, da se zazna zakasnitev v razvoju.
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Slika 1:Drevo odlocanja za statisti¢no analizo podatkov preskusa LAGDA
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Green, J. W, Springer, T. A, Saulnier, A. N., in Swintek, J. (2014). Statistical analysis of
histopathology endpoints. Environmental Toxicology and Chemistry 33, 1108-1116.
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Dodatek 8

PREUDARKI ZA ODKRIVANJE IN ZMANJSEVANJE POJAVA SKOLIOZE

Zaradi idiopatske skolioze, ki so obi¢ajno kaZze kot ,ukrivljen rep‘ pri paglavcih Xenopus
laevis, se lahko morfoloska in vedenjska opazanja pri preskusnih populacijah zapletejo. Zato
si je treba prizadevati, da bi se pojavnost skolioze tako v stalezu kot tudi v preskusnih
pogojih ¢im bolj zmanj$ala ali odpravila. Pri konénem preskusu je priporocljivo, da je
prevalenca zmerne in hude skolioze manj kot 10-odstotna, zaradi izboljSanja zaupanja, da se
lahko s preskusom odkrijejo s tretiranjem povezani u€inki na razvoj sicer zdravih li¢ink
dvozivk.

Pri dnevnih opazanjih med kon¢nim preskusom je treba evidentirati pojavnost (Stetje
posameznih osebkov) in resnost skolioze, kadar je prisotna. Naravo nenormalnosti je treba
opisati glede na mesto (npr. pred zadnji¢no odprtino ali za njo) in smer ukrivljenosti (npr.
vstran ali od hrbtnega dela proti trebuSnemu delu). Resnost se lahko oceni kot:

(NO) neopazna: ukrivljenost ni prisotna;

(1) minimalna: rahla ukrivljenost vstran za zadnji¢no odprtino; opazna samo pri
mirovanju;

(2) zmerna: ukrivljenost vstran za zadnji¢no odprtino; vedno vidna, vendar ne ovira
gibanja;

(3) huda: ukrivljenost vstran pred zadnji¢no odprtino; ALI vsaka ukrivljenost, ki ovira
gibanje; ALI ukrivljenost od hrbtnega proti trebusnemu delu.

Znanstveno-svetovalni odbor US EPA FIFRA (FIFRA SAP 2013) je pregledal zbirne
podatke za skoliozo pri petnajstih preskusih preobrazbe dvozivk pri X. laevis (51. faza NF
do 60+) in zagotovil splosna priporoc¢ila za zmanjSanje prevalence te nenormalnosti pri
preskusnih populacijah. Za preskus LAGDA so ta priporocila ustrezna, ¢eprav je z njim
zajeto daljSe razvojno obdobje.

Pretekla uspeSnost mrestenja

Na splosno je treba kot pare za razmnoZevanje uporabiti visokokakovostne zdrave odrasle
osebke; z izlocitvijo parov za razmnoZevanje, katerih potomci imajo skoliozo, se lahko
zmanjSa njeno pojavljanje skozi Cas. Zlasti je treba ¢im bolj zmanjSati uporabo zivali za
razmnoZevanje, ujetih v naravnem okolju. Obdobje izpostavljenosti v preskusu LAGDA se
zaéne z zarodki v 8—10. fazi NF, zato na zaletku preskusa ni mogoce dolociti, ali se bo pri
zadevnih osebkih pokazala skolioza. Poleg sledenja pojavnosti skolioze pri zivalih, ki so
vklju€ene v preskus, je torej treba dokumentirati preteklo uspesnost izvalitve (vklju¢no s
prevalenco skolioze pri vseh li¢inkah, ki so se lahko razvile). Morda bo koristno nadalje
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spremljati delez vsake izvalitve, ki ni bil uporabljen v zadevni Studiji, in porocati o teh
opaZanjih (FIFRA SAP 2013).

Kakovost vode

Pri laboratorijskem stalezu in med preskusom je treba zagotoviti ustrezno kakovost vode.
Poleg meril kakovosti vode, ki se redno ocenjujejo za preskuse toksic¢nosti za vodno okolje,
je lahko koristno spremljati in odpraviti kakr$na koli pomanjkanja hranilnih snovi (npr.
pomanjkanje vitamina C, kalcija, fosforja) ali preseZne ravni selena in bakra, za katere se
poroca, da povzroCajo razlicne stopnje skolioze pri laboratorijsko gojenih Rana sp. in
Xenopus sp. (Marshall et al. 1980; Leibovitz et al. 1992; Martinez et al. 1992; kot je
navedeno v FIFRA SAP 2013). Kakovost vode in zdravje preskusnih osebkov se bosta na
splosno izboljSala z uporabo ustrezne prehrane (glej Dodatek 4) in rednim ¢iS¢enjem
akvarija.

Prehrana

Posebna priporocila za prehrano, za katero je bilo v preskusu LAGDA ugotovljeno, da je
uspesna, so podrobno navedena v Dodatku 4. Priporo¢ljivo je, da se viri hrane pregledajo
glede bioloskih toksinov, herbicidov in drugih pesticidov, za katere je znano, da povzrocajo
skoliozo pri X. laevis ali drugih vodnih Zivalih (Schlenk in Jenkins 2013). Izpostavljenost
nekaterim inhibitorjem holinesteraze je bila na primer povezana s skoliozo pri ribah
(Schultz et al. 1985) in zabah (Bacchetta ef al. 2008).
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(Rana catesbeiana) reared at two pH levels. Journal of the World Aquaculture Society 13:
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Marshall, G. A., Amborski, R. L., in Culley, D. D. (1980). Calcium and pH requirements in
the culture of bullfrog (Rana catesbeiana) larvae. Journal of the World Aquaculture Society
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