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Bilaga — del 2/2

B.71 IN VITRO-TESTER AVSEENDE HUDSENSIBILISERING SOM BEHANDLAR
NYCKELHANDELSEN AKTIVERING AV DENDRITISKA CELLER INOM AOP:N
FOR HUDSENSIBILISERING

ALLMAN INLEDNING

Testmetod baserad pa nyckelhiindelsen aktivering av dendritiska celler

1.

Hudsensibiliserande &mnen dr dmnen som leder till en allergisk reaktion efter hudkontakt
enligt definitionen 1 FN:s globalt harmoniserade system for klassificering och mérkning av
kemikalier (GHS) (1) och forordning (EG) nr 1272/2008 om klassificering, mérkning och
forpackning av @mnen och blandningar (CLP-forordningen)'. Det rader allmén enighet om
de viktigaste biologiska héndelserna (nyckelhdndelserna) som utloser hudsensibilisering.
Den befintliga kunskapen om de kemiska och biologiska mekanismer som &r forknippade
med hudsensibilisering har sammanfattats i form av en AOP (Adverse Outcome Pathway)
under OECD:s AOP-program (2), fran den inledande molekyldra héndelsen, via de
mellanliggande hdndelserna och fram till den skadliga effekten, ndrmare bestdmt allergisk
kontaktdermatit. I det hér fallet &r den inledande molekyldra hdandelsen (det vill sdga den
forsta nyckelhdndelsen) den kovalenta bindningen av elektrofila &mnen till nukleofila
centrum 1 hudproteiner. Den andra nyckelhidndelsen i AOP:n sker i keratinocyterna och
innefattar inflammatoriska responser samt fordndringar 1 genuttryck kopplade till specifika
cellsignaleringsvégar, till exempel ARE-beroende végar (Antioxidant/Electrophile
Response Element). Den tredje nyckelhdndelsen dr aktiveringen av dendritiska celler, som
vanligen bedoms utifran uttrycket av specifika cellytemarkorer, kemokiner och cytokiner.
Den fjarde nyckelhdndelsen dr aktiveringen och spridningen av T-celler, som beddms
indirekt genom LLNA-testet pd mus (Local Lymph Node Assay) (3).

Den hér testmetoden (TM) motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 442E (2017). Den
beskriver in vitro-tester gillande mekanismer som beskrivs under nyckelhidndelsen
aktivering av dendritiska celler inom AOP:n for hudsensibilisering (2). Testmetoden utgors

! Europaparlamentets och radets forordning (EG) nr 1272/2008 av den 16 december 2008 om klassificering, mirkning
och forpackning av &mnen och blandningar, &ndring och upphdvande av direktiven 67/548/EEG och 1999/45/EG
samt dndring av forordning (EG) nr 1907/2006 (EUT L 353, 31.12.2008, s. 1).
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av tester som anvinds for att understddja uppdelningen mellan hudsensibiliserande &mnen
och icke-hudsensibiliserande &mnen i enlighet med GHS och CLP-férordningen.

Testerna som beskrivs i denna testmetod ar foljande:

- h-CLAT (Human Cell Line Activation Test).
- U-SENS™ (aktiveringstest for cellinjen U937).
- IL-8 Luc-testet (Interleukin-8 Reporter Gene Assay).

3. Testerna som ingar i denna testmetod och motsvarande OECD-testriktlinje kan skilja sig t
i frdga om forfarandet som anvinds for att generera data och de avldsningar som uppmats,
men de kan anvdndas utan atskillnad for att uppfylla lindernas krav pa testresultat
avseende nyckelhdndelsen aktivering av dendritiska celler inom AOP:n for
hudsensibilisering, samtidigt som de omfattas av OECD:s radslag om oOmsesidigt
erkdnnande av data (MAD).

Bakgrund och principer for testerna som ingér i den nyckelhiindelsebaserade testmetoden

4. Bedomning av hudsensibilisering har normalt inbegripit anvéndning av forsoksdjur. I de
klassiska metoder som anvinder sig av marsvin — Magnusson och Kligmans GPMT-test
(Guinea Pig Maximisation Test) och Buehler-testet (TM B.6) (4) — bedoms béade
induktions- och eliciteringsfaserna i hudsensibiliseringen. I testerna pa mus, LLNA (TM
B.42) (3) och de bada icke-radioaktiva modifieringarna LLNA: DA (TM B.50) (5) och
LLNA: BrdU-ELISA (TM B.51) (6), bedoms endast induktionsresponsen och dessa tester
har ocksd vunnit erkdnnande eftersom de har djurskyddsméssiga fordelar framfor
marsvinstester och ger en objektiv métning av hudsensibiliseringens induktionsfas.

5. P& senare tid har mekanistiskt baserade in chemico- och in vitro-testmetoder som
behandlar den forsta nyckelhdndelsen (TM B.59; DPRA [Direct Peptide Reactivity Assay]
[7]) och den andra nyckelhindelsen (TM B.60; testmetoden ARE-Nrf2-luciferas [8]) i
AOP:n for hudsensibilisering antagits for att bidra till utvdrderingen av kemikaliers
hudsensibiliseringspotential.

6. Testerna som beskrivs i den hidr testmetoden kvantifierar antingen fordndringar i uttrycket
av cellytemarkorer (en eller flera) som ér kopplade till aktiveringsprocessen for monocyter
och dendritiska celler efter exponering for sensibiliserande &mnen (till exempel CD54 eller
CD86) eller forandringar 1 uttrycket av IL-8, som &r en cytokin kopplad till aktiveringen av
dendritiska celler. Hudsensibiliserande d&mnen har rapporterats ge upphov till uttryck av
cellmembranmarkorer, som CD40, CD54, CD80, CD83 och CDS86, i tillagg till pro-
inflammatoriska cytokiner, som IL-1p och TNF-a, och atskilliga kemokiner, inklusive IL-8
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(CXCLS8) och CCL3, (9) (10) (11) (12) som é&r kopplade till aktiveringen av dendritiska
celler (2).

Eftersom aktivering av dendritiska celler endast utgér en av nyckelhindelserna inom
AOP:n for hudsensibilisering (2) (13), kan det emellertid hinda att information som
genereras genom tester som méter markdrer for aktivering av dendritiska celler inte pa
egen hand riacker for att man ska kunna avgoéra huruvida kemikalier har eller inte har
hudsensibiliseringspotential. Av den anledningen dr data som genereras genom de tester
som beskrivs 1 denna testmetod tdnkta att understddja uppdelningen mellan
hudsensibiliserande dmnen (det vill sidga &dmnen enligt kategori 1 1 GHS/CLP-
forordningen) och icke-hudsensibiliserande dmnen nédr de anvédnds inom ramen for en
IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment), tillsammans med annan relevant
kompletterande information, som exempelvis erhallits genom in vitro-tester som studerar
andra nyckelhdndelser inom AOP:n for hudsensibilisering och metoder som inte bygger pa
testning, vilket innefattar jimforelser med kemiskt analoga dmnen (13). Exempel pé
anvindning av data som genererats genom dessa tester inom ramen for definierade
arbetssitt (Defined Approaches), det vill sdga arbetsmetoder som &r standardiserade béde 1
friga om de informationskéllor som anvinds och i frdga om forfarandet som tillimpas for
att hirleda prediktioner frdn dessa data, har publicerats (13) och kan anvidndas som
anviandbara element inom aktuell IATA.

Testerna som beskrivs inom denna testmetod kan inte anvindas som fristaende tester, vare
sig for att dela in hudsensibiliserande &mnen i underkategorierna 1A och 1B enligt
definitionerna i GHS/CLP-forordningen, for myndigheter som anvinder sig av dessa bada
frivilliga underkategorier, eller for att forutsdga styrkan nédr det handlar om
sdkerhetsbedomningsbeslut. Beroende péa det tillaimpliga regelverket kan dock positiva
resultat som erhallits med dessa metoder anvéndas fristdende for att klassificera kemikalier
1 kategori 1 enligt GHS/CLP-forordningen.

I denna testmetod anvinds begreppet testkemikalie endast for att syfta pi det som testas'
och begreppet berdr inte testernas tillimplighet for att testa monokomponentimnen,
multikomponentdmnen och/eller blandningar. For nédrvarande finns endast begridnsad
information om testernas tillimplighet for multikomponentdmnen/blandningar (14) (15).

' 1 juni 2013 enades det gemensamma mdotet mellan OECD:s kemikaliekommitté och dess arbetsgrupp om

kemikalier, bekdmpningsmedel och bioteknik om att en mer enhetlig anvindning av termen testkemikalie, som
en beskrivning av vad som testas, bor anvéndas i nya och uppdaterade OECD-testriktlinjer, nér sa &r mdjligt.
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Testerna dr inte desto mindre tekniskt tillimpbara for att testa multikomponentdmnen och
blandningar. Innan testmetoden anvinds for en blandning i syfte att samla in data for ett
avsett tillsynsdndamél bor man dock Overvdga om, och i sd fall varfor, testmetoden
kommer att ge godtagbara resultat for detta #ndamal'. Sidana &verviiganden #r inte
nodvéindiga om blandningen maéste testas enligt lag. Vid testning av multikomponentdmnen
eller blandningar bér man dven ta hiansyn till eventuella storningar orsakade av cytotoxiska
bestandsdelar 1 de observerade responserna.

! Denna mening forslogs och godkindes vid WNT-métet i april 2014.
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Tillagg 1

IN VITRO-TEST AVSEENDE HUDSENSIBILISERING: H-CLAT (HUMAN CELL LINE
ACTIVATION TEST)

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

1.

h-CLAT-testet kvantifierar fordndringar i uttrycket av cellytemarkdrer som ar kopplade till
aktiveringsprocessen for monocyter och dendritiska celler (det vill siga CD86 och CD54) i
den humana cellinjen THP-1 (med ursprung i monocytisk leukemi) efter exponering for
sensibiliserande &mnen (1) (2). De uppmatta uttrycksnivéerna for cellytemarkérerna CD86
och CD54 anvinds sedan for att understddja uppdelningen mellan hudsensibiliserande
dmnen och icke-hudsensibiliserande &mnen.

h-CLAT-testet har utvérderats i en valideringsstudie samordnad av Europeiska unionens
referenslaboratorium for alternativ till djurférsok (EURL ECVAM) med efterf6ljande
oberoende kollegial granskning av EURL ECVAM:s riddgivande vetenskapliga kommitté
(ESAC, EURL ECVAM Scientific Advisory Committee). Med beaktande av alla
tillgdngliga bevis och inkomna asikter fran tillsynsmyndigheter och intressenter,
rekommenderades h-CLAT-testet av EURL ECVAM (3) att anvidndas som en del av en
IATA f{6r att understddja uppdelningen mellan hudsensibiliserande d&mnen och icke-
hudsensibiliserande dmnen for faroklassificering och -méarkning. Exempel pa anvindning
av data frdn h-CLAT-test i kombination med annan information finns redovisade i
litteraturen (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11).

. h-CLAT-testet har visat sig vara Overforbart till laboratorier som har erfarenhet av

cellodlingstekniker och flodescytometrisk analys. Testets forvdntade reproducerbarhet i
friga om prediktioner ar i storleksordningen 80 % inom och mellan laboratorier (3) (12).
De erhallna resultaten i valideringsstudien (13) och andra publicerade studier (14) visar
sammantaget att jamfort med LLNA-resultat dr noggrannheten nér det géller att skilja
mellan hudsensibiliserande dmnen (det vill sdga kategori 1 enligt GHS/CLP-férordningen)
och icke-hudsensibiliserande &mnen 85 % (N = 142), med en sensitivitet pa 93 % (94/101)
och en specificitet pad 66 % (27/41) (baserat pa en ny analys av EURL ECVAM [12] med
beaktande av alla befintliga data och utan hidnsyn tagen till negativa resultat for kemikalier
med ett log Kow-virde over 3,5, enligt beskrivningen i punkt 4). Det d4r mer sannolikt att
falska negativa prediktioner med h-CLAT-testet giller kemikalier som uppvisar en lag till
mattlig hudsensibiliserande styrka (det vill sdga underkategori 1B enligt GHS/CLP-
forordningen) dn kemikalier som uppvisar en hdg hudsensibiliserande styrka (det vill séga
underkategori 1A enligt GHS/CLP-forordningen) (4) (13) (15). Sammantaget visar
informationen att h-CLAT-testet pa ett anvéndbart sétt bidrar till identifieringen av risker
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for hudsensibilisering. De noggrannhetsviarden som anges héir for h-CLAT-testet som ett
fristdende test dr dock endast vigledande, eftersom testet bor beaktas i kombination med
andra informationskillor inom ramen for en IATA och i1 enlighet med bestimmelserna i
punkterna 7 och 8 1 Allmédn inledning. Vid utvirdering av tester utan djurforsok gillande
hudsensibilisering bor man dessutom tidnka pa att sdvdl LLNA -testet som andra djurforsok
eventuellt inte avspeglar situationen for ménniskor fullt ut.

. h-CLAT-testet har, baserat pa de uppgifter som finns tillgingliga fér ndrvarande, visat sig
vara tillampligt for testkemikalier som omfattar en rad olika organiska funktionella
grupper, reaktionsmekanismer, hudsensibiliseringsstyrkor (vilket har faststéllts i1 in vivo-
undersokningar) och fysikalisk-kemiska egenskaper (3) (14) (15). h-CLAT-testet &r
tillampligt for testkemikalier som &r l16sliga eller som bildar en stabil dispersion (det vill
sdga en kolloid eller en suspension i vilken testkemikalien inte sjunker till botten eller
separeras fran losningsmedlet/vehikeln till olika faser) i ett ldmpligt 16sningsmedel/en
lamplig vehikel (se punkt 14). Testkemikalier som har ett log Kow-vdrde dver 3,5 tenderar
att ge falska negativa resultat (14). Negativa resultat som erhalls med testkemikalier med
ett log Kow-vérde over 3,5 ska dérfor inte tas 1 beaktande. Positiva resultat som erhalls med
testkemikalier med ett log Kow-virde dver 3,5 kan dock fortfarande anvéndas som stod for
att identifiera testkemikalien som ett hudsensibiliserande &mne. P4 grund av den
begriansade metaboliska kapaciteten hos den anvédnda cellinjen (16) och testbetingelserna
kan dessutom prohaptener (det vill sdga &mnen som kridver enzymatisk aktivering, till
exempel via P450-enzymer) och prehaptener (det vill sdga @&mnen som aktiveras av
oxidation), i synnerhet om de har en langsam oxidationshastighet, ocksd ge negativa
resultat 1 h-CLAT-testet (15). Fluorescerande testkemikalier kan bedomas med h-CLAT-
testet (17), men det bor noteras att kraftigt fluorescerande testkemikalier som sidnder ut ljus
med samma vaglingd som fluoresceinisotiocyanat (FITC) eller propidiumjodid (PI)
kommer att stora den flodescytometriska detekteringen och darfor inte kan beddmas
korrekt med anvindning av FITC-konjugerade antikroppar eller PI. I sddana fall kan andra
fluorokrommarkta antikroppar respektive andra markorer for cytotoxicitet anvéndas, sa
lange det kan visas att de ger liknande resultat som FITC-maérkta antikroppar (se punkt 24)
eller PI (se punkt 18), till exempel genom test av kvalifikationsdmnena 1 tilligg 1.2. Mot
bakgrund av det ovanstdende boOr negativa resultat tolkas utifran de faststillda
begriansningarna och tillsammans med andra informationskillor, inom ramen for en IATA.
Om det finns bevis for att h-CLAT-testet inte ar tillampligt for andra specifika kategorier
av testkemikalier, bor det inte anvdndas for dessa specifika kategorier.

Som beskrivs ovan kan h-CLAT-testet anvéndas for att understddja uppdelningen mellan
hudsensibiliserande dmnen och icke-hudsensibiliserande @mnen. Eventuellt kan testet d&ven
bidra till beddmningen av sensibiliseringens styrka (4) (5) (9) nir det anvinds i integrerade
arbetssitt, exempelvis en IATA. Det krivs dock ytterligare arbete, foretrddesvis baserat pa
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data géllande ménniskor, for att avgora hur h-CLAT-resultat skulle kunna ligga till grund
for en bedomning av sensibiliseringens styrka.

6. Definitioner av begrepp finns i tilldgg 1.1.
TESTETS PRINCIP
7. h-CLAT-testet &ar ett in vitro-test som kvantifierar fordndringar 1 uttrycket av

cellytemarkorer (det vill siga CD86 och CD54) hos celler fran den humana cellinjen THP -
1 (med ursprung i monocytisk leukemi), efter 24 timmars exponering for testkemikalien.
Dessa ytmolekyler &r typiska markorer for monocytisk THP-1-aktivering och kan
efterlikna aktiveringen av dendritiska celler, som spelar en avgorande roll vid priming av
T-celler. Fordndringarna i uttrycket av cellytemarkorer mits genom flodescytometri efter
infargning av cellerna med fluorokrommaérkta antikroppar. Métningar av cytotoxiciteten
utfors ocksa parallellt for att bedoma huruvida uppregleringar av uttrycket av
cellytemarkorer forekommer vid subcytotoxiska koncentrationer. Den relativa
fluorescensintensiteten hos ytmarkorerna jamfort med 16sningsmedels-/vehikelkontrollen
berdknas och anvinds i prediktionsmodellen (se punkt 26) for att understddja uppdelningen
mellan hudsensibiliserande &mnen och icke-hudsensibiliserande dmnen.

DEMONSTRATION AV KOMPETENS

8.

Innan testet som beskrivs 1 detta tillagg till testmetod B.71 anvénds rutinméssigt, bor
laboratoriet visa sin tekniska kompetens med anvéndning av de tio kvalifikationsdmnen
som anges 1 tilldgg 1.2. Dessutom bor anvédndare av testet fora en historisk databas dver
data som erhélls genom reaktivitetskontrollerna (se punkt 11) och genom de positiva
kontrollerna och l6sningsmedels-/vehikelkontrollerna (se punkterna 20-22) och anvinda
dessa data for att styrka att testets reproducerbarhet bibehalls i laboratoriet over tid.

FORFARANDE

9.

Det hir testet dr baserat pA h-CLAT DB-ALM-protokoll (DataBase service on ALternative
Methods to animal experimentation) nr 158 (18), som dr det protokoll som anvindes for
den EURL ECVAM-samordnade valideringsstudien. Det rekommenderas att detta
protokoll tillimpas ndr h-CLAT-testet infors och anvénds i laboratoriet. Nedan fdljer en
beskrivning av de viktigaste delarna i och forfarandena for h-CLAT-testet, som utgdrs av
tva steg: ett dosfinnande test och en mdtning av CD86/CD54-uttryck.

Forberedelse av celler
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10. Den humana cellinjen THP-1 (med ursprung i monocytisk leukemi) ska anvéndas vid
utforandet av h-CLAT-testet. Det rekommenderas att celler (TIB-202™) erhalls fran en
vilmeriterad cellbank, exempelvis American Type Culture Collection.

11. THP-1-celler odlas, vid 37 °C 1 en fuktad atmosfar med 5 % CO2, i RPMI-1640-medium
som har kompletterats med 10 % fetalt bovint serum (FBS), 0,05 mM 2-merkaptoetanol,
100 enheter/ml penicillin och 100 pg/ml streptomycin. Om sa Onskas gar det att utelimna
anviandningen av penicillin och streptomycin i odlingsmediet. I sddana fall ska dock
anvindarna verifiera att frinvaron av antibiotika 1 odlingsmediet inte har ndgon inverkan
pa resultaten, till exempel genom att testa de kvalifikationsdimnen som anges 1 tilligg 1.2.
For att minimera risken for fororeningar ska, under alla omstindigheter, goda rutiner for
cellodling foljas, oberoende av om antibiotika ingér i cellodlingsmediet eller inte. THP-1-
celler sis regelbundet ut, varannan till var tredje dag, med en densitet pa 0,1 till 0,2 x 10°
celler/ml. Cellernas densitet bor hallas mellan 0,1 och 1,0 x 10° celler/ml. Innan de
anvinds for testning bor cellerna genomgéd en kvalificering 1 form av en
reaktivitetskontroll. Reaktivitetskontrollen av cellerna bor utféras med anvdndning av de
positiva kontrollerna 2,4-dinitroklorbensen (DNCB) (CAS-nr 97-00-7, > 99 % renhet) och
nickelsulfat (NiSO4) (CAS-nr 10101-97-0, > 99 % renhet) och den negativa kontrollen
mjolksyra (LA) (CAS-nr 50-21-5, >85 % renhet), vilket ska ske tvd veckor efter
upptining. Savil DNCB som NiSOg4 ska ge positiv respons for bade cellytemarkéren CD86
och cellytemarkdren CD54, och LA ska ge negativ respons for bade cellytemarkéren CD86
och cellytemarkoren CD54. Endast celler som har klarat reaktivitetskontrollen ska
anviandas for testet. Celler kan forokas upp till tvdA ménader efter upptining. Antalet
passager bor inte Overstiga 30. Reaktivitetskontrollen bor utféras 1 enlighet med de
forfaranden som beskrivs 1 punkterna 20-24.

12. For testet sds THP-1-celler ut med en densitet pa antingen 0,1 x 10° celler/ml eller
0,2 x 10° celler/ml, varefter de forodlas i odlingsflaskor under 72 timmar respektive 48
timmar. Det dr viktigt att celldensiteten 1 odlingsflaskan direkt efter forodlingsperioden ér
sa likartad som mdgjligt for varje experiment (genom anvédndning av en av de bdda
forodlingsbetingelser som beskrivs ovan), eftersom celldensiteten i odlingsflaskan direkt
efter forodlingen kan paverka det allergeninducerade uttrycket av CD86/CD54 (19). Pa
testdagen resuspenderas de skordade cellerna frdn odlingsflaskorna med nytt
odlingsmedium, si att en koncentration pid 2 x 10° celler/ml erhdlls. Direfter fordelas
cellerna i en flatbottnad 24-halsplatta med 500 ul per brunn (1 x 10° celler/brunn) eller en
flatbottnad 96-hélsplatta med 80 ul per brunn (1,6 x 10> celler/brunn).

Dosfinnande test

13. Ett dosfinnande test utfors for att faststilla CV75-vérdet, som ar den koncentration av
testkemikalien som resulterar 1 75 % cellviabilitet (CV) jamfort med 16sningsmedels-

447



D060575/02

/vehikelkontrollen. CV75-virdet anvinds for att faststélla testkemikaliekoncentrationen for
matningen av CD86/CD54-uttrycket (se punkterna 20-24).

Beredning av testkemikalier och kontrolldmnen

14. Testkemikalierna och kontrollimnena bereds péd testdagen. For h-CLAT-testet loses

15.

testkemikalierna upp eller dispergeras i en stabil dispersion (se dven punkt 4) i1 saltlosning
eller medium som primart 10sningsmedels-/vehikelalternativ eller dimetylsulfoxid (DMSO,
> 99 % renhet) som sekundirt 16sningsmedels-/vehikelalternativ om testkemikalien inte ar
16slig eller inte bildar en stabil dispersion i de tidigare bdda 16sningsmedlen/vehiklarna, till
en slutlig koncentration pa 100 mg/ml (i saltlosning eller medium) eller 500 mg/ml (i
DMSO). Andra losningsmedel/vehiklar &n de som beskrivs ovan kan anvindas om en
tillfredsstéllande vetenskaplig motivering tillhandahalls. Testkemikaliens stabilitet 1 det
slutliga l16sningsmedlet/den slutliga vehikeln ska tas i beaktande.

Med utgangspunkt i testkemikaliernas stamldsningar pd 100 mg/ml (i saltldsning eller
medium) eller 500 mg/ml (1 DMSO) ska foljande utspddningssteg utforas:

For saltlosning eller medium som 18sningsmedel/vehikel: Atta stamldsningar (tta
koncentrationer) bereds, genom tvafaldiga serieutspddningar med anvéindning av
motsvarande 16sningsmedel/vehikel. Dessa stamldsningar spdds sedan vidare 50-faldigt 1
odlingsmedium (arbetslosningar). Om den hogsta slutliga koncentrationen i1 plattan pd
1 000 pg/ml ar icke-toxisk, ska den maximala koncentrationen faststéllas pa nytt genom
att ett nytt cytotoxicitetstest utfors. Den slutliga koncentrationen 1 plattan bor inte
overstiga 5 000 pg/ml for testkemikalier som ar uppldsta eller dispergerade 1 en stabil
dispersion 1 saltlosning eller medium.

Fér DMSO som lésningsmedel/vehikel: Atta stamlosningar (4tta koncentrationer) bereds,
genom  tvédfaldiga  serieutspddningar med  anvdndning av = motsvarande
l16sningsmedel/vehikel. Dessa stamlosningar spdds sedan vidare 250-faldigt i
odlingsmedium (arbetsldsningar). Den slutliga koncentrationen i plattan bor inte dverstiga
1 000 pg/ml, inte ens om denna koncentration &r icke-toxisk.

Arbetslosningarna anvénds slutligen for exponeringen genom att en lika stor volym
arbetslosning som volymen THP-1-cellsuspension tillsitts till plattan (se dven punkt 17),
vilket ger en ytterligare tvdfaldig spddning (normalt ar det slutliga intervallet av
koncentrationer i plattan 7,8 1-1 000 pg/ml).

16. Losningsmedels-/vehikelkontrollen som anvinds 1 h-CLAT-testet utgdrs av

odlingsmedium (for testkemikalier som ar upplosta eller dispergerade 1 en stabil dispersion
[se punkt 4] 1 antingen medium eller saltlosning) eller DMSO (for testkemikalier som ar
upplosta eller dispergerade 1 en stabil dispersion i DMSO) som testas vid en enda slutlig
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koncentration i plattan pa 0,2 %. Kontrollen genomgér samma utspddning som beskrivs for
arbetslosningarna i punkt 15.

Applicering av testkemikalier och kontrolldimnen
17. Odlingsmediet eller arbetslosningarna som beskrivs i punkterna 15 och 16 blandas 1:1
(volymforhallande) med de cellsuspensioner som beretts i den flatbottnade 24- eller 96-
halsplattan (se punkt 12). De behandlade plattorna inkuberas darefter i 24 + 0,5 timmar vid
37 °C 1 en atmosfdr med 5 % COx. Se till att flyktiga testkemikalier inte avdunstar och att
det inte sker ndgon korskontaminering mellan testkemikalier i olika brunnar, till exempel
genom att plattan forseglas innan testkemikalierna inkuberas (20).

Infdrgning med propidiumjodid (PI)

18. Efter 24 + 0,5 timmars exponering overfors cellerna till provror och samlas upp genom
centrifugering. Supernatanterna kasseras och de kvarvarande cellerna resuspenderas med
200 pl (vid anvédndning av en 96-halsplatta) eller 600 pl (vid anvdndning av en 24-
halsplatta) av en fosfatbuffrad saltlosning som innehdller 0,1 % bovint serumalbumin
(infargningsbuffert). 200 pl cellsuspension dverfors till en rundbottnad 96-halsplatta (vid
anvindning av en 96-hdlsplatta) eller mikrordr (vid anvéndning av en 24-hdlsplatta) och
tvittas tvad ganger med 200 pl (vid anvdndning av en 96-halsplatta) eller 600 pl (vid
anvindning av en 24-hdlsplatta) infargningsbuffert. Slutligen resuspenderas cellerna i
infargningsbuffert (till exempel 400 pl) varpd PI-16sning (till exempel 20 pl) tillsétts (den
slutliga  koncentrationen PI kan till exempel vara 0,625 pg/ml). Andra
cytotoxicitetsmarkorer, som 7-aminoaktinomycin D (7-AAD), trypanblatt eller annan
markor, kan anvindas om det kan visas att den alternativa infargningen ger liknande
resultat som PI, till exempel genom test av kvalifikationsdmnena i tilldgg 1.2.

Cytotoxicitetsmdtning genom flodescytometri och uppskattning av CV75-vdrdet
19. Upptaget av PI analyseras med hjdlp av flodescytometri, med anvéindning av
fluorescenskanalen FL-3. Totalt 10 000 levande celler (PI-negativa) mits. Cellviabiliteten
kan berdknas av cytometriundersokningens analysprogram med anvdndning av
nedanstaende formel. Om cellviabiliteten ar 1ag bor upp till 30 000 celler, inklusive doda
celler, mitas. Alternativt kan data samlas in under en minut fran det att analysen paborjas.

L. Antal l de cell
Cellviabilitet = ntal levande celler x 100

Totalt antal registrerade celler

CV75-virdet (se punkt 13), det vill sdga en koncentration som uppvisar 75 % 6verlevnad
hos THP-1-cellerna (25 % cytotoxicitet), berdknas genom log-linjér interpolering med
anvindning av foljande formel:

(75—c)xLog(b)—(75—a)xLog(d)
a—c

Log CV75 =
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dar
a 4r minimivardet for en cellviabilitet Gver 75 %,
¢ 4r maximivardet for en cellviabilitet under 75 %,

b och d dr koncentrationerna som ger upphov till cellviabilitetsvirdena a respektive c.

100

a <

'Cellviabilitet (%)
S

0
h

o

1 10 100 1000
Testdos (ug/ml)

Andra metoder for att fa fram CV75-virdet kan anvéndas sa linge det kan visas att detta
inte har ndgon inverkan pa resultaten (till exempel genom test av kvalifikationsimnena).

M:itning av CD86/CD54-uttryck

Beredning av testkemikalier och kontrolldmnen
20. Lampligt 16sningsmedel/lamplig vehikel (saltlosning, medium eller DMSO, se punkt 14)
anviands for att 16sa upp testkemikalierna eller dispergera dem i en stabil dispersion.
Testkemikalierna spdds forst till den koncentration som motsvarar 100-faldig (for
saltlosning eller medium) eller 500-faldig (for DMSO) koncentration i forhdllande till
1,2 x CV75-virdet som faststilldes 1 det dosfinnande testet (se punkt 19). Om CV75-
virdet inte kan faststillas (det vill sdga om tillracklig cytotoxicitet inte kan observeras i det
dosfinnande testet), ska den hogsta 10sliga eller stabilt dispergerade koncentrationen av
testkemikalien som beretts med varje 16sningsmedel/vehikel anvindas som
startkoncentration. Observera att den slutliga koncentrationen i plattan inte bor dverstiga
5000 pg/ml (for saltlosning eller medium) eller 1 000 pg/ml (for DMSO). Dérefter gors
1,2-faldiga serieutspddningar med anvidndning av motsvarande 16sningsmedel/vehikel for
att erhalla de stamldsningar (atta koncentrationer som stracker sig fran 100 x 1,2 x CV75
till 100 x 0,335 x CV75 [for saltlosning eller medium] eller frdn 500 x 1,2 x CV75 till
500 x 0,335 x CV75 [for DMSO]) som ska testas med h-CLAT-testet (se DB ALM-
protokoll nr 158 for ett exempel pa doseringsprocedur). Stamldsningarna spdds sedan
vidare 50-faldigt (for saltlosning eller medium) eller 250-faldigt (for DMSO) 1
odlingsmediet (arbetsldsningar). Dessa arbetslosningar anvinds slutligen for exponeringen
med en ytterligare avslutande tvéafaldig utspadningsfaktor i plattan. Om resultaten inte
uppfyller acceptanskriterierna som beskrivs 1 punkterna 29 och 30 i friga om cellviabilitet,
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kan det dosfinnande testet upprepas for att faststilla ett mer exakt CV75-virde. Observera
att endast 24-hélsplattor kan anvindas for métningen av CD86/CD54 -uttryck.

21. Losningsmedels-/vehikelkontrollen bereds enligt beskrivningen i punkt 16. Den positiva
kontroll som anvéinds i1 h-CLAT-testet utgdérs av DNCB (se punkt 11), for vilken
stamlosningar bereds i DMSO och spads enligt beskrivningen for stamldsningar i punkt 20.
DNCB bor anviandas som positiv kontroll for mdtning av CD86/CD54-uttryck 1 en enda
slutlig koncentration 1 plattan (normalt 4,0 pg/ml). For att uppna en koncentration pa 4,0
png/ml DNCB 1 plattan bereds en stamlosning med 2 mg/ml DNCB i DMSO, som sedan
spids vidare 250-faldigt med odlingsmedium till en arbetslosning pd 8 pg/ml. Alternativt
kan dven CV75-virdet for DNCB, som faststdlls inom varje testanldggning, anvdndas som
koncentration for positiv kontroll. Andra lampliga positiva kontroller kan anvindas om
historiska data finns att tillgd for att hirleda jamforbara acceptanskriterier. For positiva
kontroller bor den slutliga och enda koncentrationen i plattan inte overstiga 5 000 pg/ml
(for saltlosning eller medium) eller 1 000 pg/ml (for DMSO). Acceptanskriterierna ar
desamma som de som beskrivs for testkemikalien (se punkt 29), forutom vad giller det
sista acceptanskriteriet eftersom den positiva kontrollen testas vid endast en koncentration.

Applicering av testkemikalier och kontrolldmnen

22. For varje testkemikalie och kontrolldimne krivs ett experiment for att erhélla en prediktion.
Varje experiment bestdr av &tminstone tva oberoende testomgangar for mdtning av
CD86/CD54-uttryck (se punkterna 26—28). De oberoende testomgangarna ska utféras pa
olika dagar, alternativt pd samma dag under forutsittning att foljande géller for varje
testomgang: a) oberoende farska stamldsningar och arbetslosningar av testkemikalien och
antikroppslosningar bereds och b) oavhéngigt skordade celler anvéinds (det vill sdga celler
hdmtas fran olika odlingsflaskor); cellerna far dock komma fran samma passage.
Testkemikalier och kontrollimnen som beretts som arbetslosningar (500 pl) blandas med
500 pl suspenderade celler (1 x 10° celler) i forhallandet 1:1, varpé cellerna inkuberas i
24 £ 0,5 timmar enligt beskrivningen i1 punkterna 20 och 21. For varje testomgéng riacker
det med ett enda replikat for varje koncentration av testkemikalien och kontrolldmnet,
eftersom en prediktion erhalls fran dtminstone tva oberoende testomgéngar.

Cellinfdrgning och analys

23. Efter 24 £ 0,5 timmars exponering dverfors cellerna fran 24-hélsplattan till provror, samlas
upp genom centrifugering och tvéttas sedan tva ganger med 1 ml infargningsbuffert (vid
behov kan ytterligare tvittsteg genomforas). Efter tvittningen blockeras cellerna med 600
ul blockeringslosning (infargningsbuffert innehdllande 0,01 % [vikt/volym] globulin
[Cohn-fraktion II, III frdn méanniska; SIGMA, nr G2388-10G eller motsvarande]) och
inkuberas vid 4 °C i 15 minuter. Efter blockeringen delas cellerna upp 1 tre alikvoter om
180 pl i en rundbottnad 96-halsplatta eller mikroror.
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24. Efter centrifugering férgas cellerna med 50 pl FITC-mairkta antikroppar av typ anti-CD86,
anti-CD54 eller IgG1 frdn mus (isotyp) vid 4 °C under 30 minuter. Antikropparna som
beskrivs i h-CLAT DB-ALM-protokoll nr 158 (18) bor anvdndas genom utspddning 3:25
(volymforhallande) (for CD86 [BD-PharMingen, nr 555657; klon: Fun-1]) eller 3:50
(volymforhallande) (for CD54 [DAKO, nr F7143; klon: 6.5B5] och IgGl [DAKO,
nr X0927]) med infargningsbuffert. Dessa utspddningsfaktorer for antikropparna har
definierats av testutvecklarna som de som ger det bista signal-brusforhallandet. Enligt
testutvecklarnas erfarenhet dr fluorescensintensiteten hos antikropparna vanligtvis likartad
mellan olika satser. Anvéndarna kan dock dvervéga att titrera antikropparna under de egna
laboratorieforhallandena for att fi fram de bdsta anvindningskoncentrationerna. Andra
fluorokrommarkta antikroppar av typ anti-CD86 och/eller anti-CD54 kan anvidndas om det
kan visas att de ger liknande resultat som FITC-konjugerade antikroppar, till exempel
genom test av kvalifikationsdmnena 1 tilligg 1.2. Det bor noteras att byte av klon eller
leverantér av antikropparna, enligt beskrivningen i h-CLAT DB-ALM-protokoll nr 158
(18), kan péverka resultaten. Efter tvd eller flera tvittar med 150 pl infargningsbuffert
resuspenderas cellerna i infargningsbuffert (till exempel 400 pl) och PI-I6sningen (till
exempel 20 pl for att erhélla en slutlig koncentration pa 0,625 pg/ml) eller en annan
16sning med en cytotoxicitetsmarkor (se punkt 18) tillsétts. Uttrycksnivierna for CD86 och
CD54 och cellviabiliteten analyseras med hjélp av flodescytometri.

DATA OCH RAPPORTERING

Utvirdering av data

25. Uttrycket av CD86 och CDS54 analyseras genom flodescytometri med anvindning av
fluorescenskanalen  FL-1. Baserat pd det geometriska medelvirdet for
fluorescensintensiteten (MFI) berdknas den relativa fluorescensintensiteten (RFI) for CD86
och CD54 for celler anvinda for positiv kontroll och kemikaliebehandlade celler enligt
foljande formel:

MFI for kemikaliebehandlade celler—MFI for kemikaliebehandlade isotyp-kontrollceller

RFI = x 100

MFI for losningsmedels-/vehikelbehandlade kontrollceller—MFI fo6r lésningsmedels-/vehikelbehandlade isotyp-kontrollceller

Cellviabiliteten for isotyp-kontrollcellerna (som dr fargade med IgG1-antikroppar fran mus
[isotyp]) berdknas ocksa enligt den formel som beskrivs 1 punkt 19.

Prediktionsmodell
26. For médtningen av CD86/CD54-uttryck testas varje testkemikalie 1 minst tvd oberoende
testomgangar for att fa fram en enda prediktion (POSITIV eller NEGATIV). En h-CLAT-
prediktion anses vara POSITIV om atminstone ett av foljande villkor uppfylls 1 tva av tv4,

eller i atminstone tvd av tre, oberoende testomgangar; i annat fall anses h-CLAT-
prediktionen vara NEGATIV (figur 1):
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- RFI-virdet for CD86 ér lika med eller stérre an 150 % vid nagon testad koncentration
(med cellviabilitet > 50 %).

- RFI-virdet for CD54 ér lika med eller storre dn 200 % vid nagon testad koncentration
(med cellviabilitet > 50 %).

27.Baserat pa ovanstdende géller att om bada de forsta tva testomgéngarna &r positiva for
CD86 och/eller for CD54 anses h-CLAT-prediktionen vara POSITIV och nagon tredje
testomgang behdver inte genomforas. P4 motsvarande sétt géller att om de fOrsta tva
testomgdngarna dr negativa for bdda markdrerna anses h-CLAT-prediktionen vara
NEGATIV (med hidnsyn tagen till bestimmelserna i punkt 30) utan att ndgon tredje
testomgang behover genomforas. Om de forsta tvd testomgéngarna emellertid inte ger
samma resultat for minst en av markdrerna (CD54 eller CD86), krivs en tredje testomgéing
och den slutliga prediktionen baseras da p& majoritetsresultatet for de tre enskilda
testomgangarna (det vill sdga tvd av tre). I detta sammanhang bor det noteras att om tva
oberoende testomgdngar genomfors och en endast dr positiv for CD86 (nedan kallat P;)
och den andra endast r positiv for CD54 (nedan kallat P>) krdvs en tredje testomgang. Om
denna tredje testomgéng &r negativ for bdda markdrerna (nedan kallat N) anses h-CLAT-
prediktionen vara NEGATIV. Om & andra sidan den tredje testomgéngen &r positiv for
nagon av markdrerna (P; eller P;) eller for bada markorerna (nedan kallat P;2) anses h-
CLAT-prediktionen vara POSITIV.

Figur 1: Prediktionsmodell som anvénds for h-CLAT-testet. En h-CLAT-prediktion bor beaktas inom
ramen for en [ATA och i enlighet med bestimmelserna i punkterna 7 och 8 i Allmén inledning.
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Pi: testomgang med endast CD86 positiv, P2: testomgang med endast CD54 positiv, P12: testomgéng med bade CD86
och CD54 positiva, N: testomgang med varken CD86 eller CD54 positiva.

* Rutorna visar de relevanta kombinationerna av resultat fran de fOrsta tvd testomgéngarna, oberoende av i vilken
ordning de kan ha erhéllits.

# Rutorna visar de relevanta kombinationerna av resultat frin de tre testomgangarna baserat pa resultaten frin de forsta
tva testomgangarna i rutan ovanfor, men aterspeglar inte den ordning i vilken de kan ha erhallits.

28. For testkemikalier som predikteras vara POSITIVA med h-CLAT-testet kan, om sa onskas,
tvd EC-viérden (effektiv koncentration) faststéllas, EC150 for CD86 och EC200 for CD54,
det vill sdga de koncentrationer vid vilka testkemikalierna ger upphov till ett RFI-virde pa
150 eller 200. Dessa EC-viarden kan potentiellt bidra till beddmningen av
sensibiliseringsstyrka (9) ndr de anvénds i integrerade arbetssétt, som exempelvis en IATA
(4) (5) (6) (7) (8). De kan berdknas med hjélp av foljande formler:

EC150 (fﬁ?‘ CD86) = Bkonc + [(150 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Akonc - Bkonc)]

454



D060575/02

EC200 (fér CD54) = Bkonc + [(200 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Akonc - Bkonc)]

dér
Axonc dr den 14gsta koncentration i pg/ml vid vilken RFI > 150 (CD86) eller 200 (CD54),
Bione dr den hogsta koncentration i pg/ml vid vilken RFI < 150 (CD86) eller 200 (CD54),

Arpr dr RFI-vérdet vid den ldgsta koncentration vid vilken RFI > 150 (CD86) eller 200
(CD54),

Brrr dr RFI-vérdet vid den hogsta koncentration vid vilken RFI <150 (CD86) eller 200
(CD54).

For att f4 fram mer exakta EC150- och EC200-véirden kan tre oberoende testomgangar for
mdtning av CD86/CDS54-uttryck krivas. De slutliga EC150- och EC200-vérdena faststélls
sedan som medianvirdet for EC-virdena som rdknats fram utifran de tre oberoende
testomgingarna. Om endast tvd av tre oberoende testomgangar uppfyller kriterierna for
positivt resultat (se punkterna 26—27) anvinds det hogre EC150- eller EC200-vardet av de
tva berdknade vérdena.

Acceptanskriterier

29. Foljande acceptanskriterier ska vara uppfyllda vid anvéndning av h-CLAT-testet (22) (27):

Cellviabiliteten ska vara hogre dn 90% for medium- och 16sningsmedels-
/vehikelkontrollerna.

I 16sningsmedels-/vehikelkontrollen far inte RFI-virdena for vare sig CD86 eller CD54
overstiga kriterierna for positivt resultat (CD86 RFI > 150 % och CD54 RFI > 200 %).
RFI-virdena for 10sningsmedels-/vehikelkontrollen berdknas med anvéndning av formeln
som beskrivs 1 punkt 25 ("MFI f{or kemikalie” ska bytas ut mot “MFI for
l6sningsmedel/vehikel” och "MFI for 16sningsmedel/vehikel” ska bytas ut mot "MFI {or
[medium-] kontroll”).

For sdvdl medium- som I6sningsmedels-/vehikelkontrollerna ska MFI-forhallandet for
bade CD86 och CD54 gentemot isotypkontrollen vara > 105 %.

I den positiva kontrollen (DNCB) ska RFI-viardena for bade CD86 och CD54 uppfylla
kriterierna for positivt resultat (CD86 RFI > 150 och CD54 RFI > 200) och cellviabiliteten
ska vara hogre édn 50 %.

For testkemikalien ska cellviabiliteten vara hogre an 50 % 1 minst fyra testade
koncentrationer 1 varje testomgéng.

30. Negativa resultat godtas endast for testkemikalier som uppvisar en cellviabilitet som &r

lagre dn 90 % vid den hogsta testade koncentrationen (det vill sdga 1,2 x CV75 enligt den
procedur for serieutspadning som beskrivs 1 punkt 20). Om cellviabiliteten vid 1,2 x CV75
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ar lika med eller hogre dn 90 % ska det negativa resultatet forkastas. Nér sa ar fallet
rekommenderas det att man forsoker forfina dosvalet genom att upprepa faststdllandet av
CV75-virdet. Det bor noteras att nar 5 000 pg/ml i saltlosning (eller medium eller andra
losningsmedel/vehiklar), 1 000 pg/ml i DMSO eller den hogsta 16sliga koncentrationen
anviands som maximal testkoncentration for en testkemikalie &r ett negativt resultat
godtagbart dven om cellviabiliteten dr dver 90 %.

Testrapport

31. Testrapporten ska innehalla f6ljande information:

Testkemikalie

Monokomponentdmne:

- Kemisk identifiering, t.ex. med IUPAC- eller CAS-namn, CAS-nummer, Smiles- eller
InChlI-kod, strukturformel och/eller andra identifieringar.

- Fysiskt utseende, log Kow, vattenloslighet, 16slighet i DMSO, molekylvikt och andra
relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper, i den man sddana uppgifter finns tillgidngliga.

- Renhet, kemisk identitet for fororeningar i forekommande fall och nér si &r praktiskt
mojligt.

- Behandling fore testning, om detta ar tillampligt (t.ex. uppvarmning eller finférdelning).

- Testad koncentration/testade koncentrationer.

- Uppgifter om lagringsforhdllanden och stabilitet i den man sidana uppgifter finns
tillgdngliga.

- Motivering for valet av 16sningsmedel/vehikel for varje testkemikalie.

Multikomponentimne, UVCB och blandning:

- Karakteriseras sé langt det dr mdjligt genom exempelvis kemisk identitet (se ovan), renhet,
kvantitativ forekomst och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper (se ovan) hos
bestandsdelarna, i den man sddana uppgifter finns tillgéngliga.

- Fysiskt utseende, vattenloslighet, 16slighet 1 DMSO och andra relevanta fysikalisk-
kemiska egenskaper, 1 den man sddana uppgifter finns tillgédngliga.

- Molekylvikt eller uppskattad molekylvikt for blandningar/polymerer med kénda
sammansittningar eller annan information som &r relevant for utforandet av
undersokningen.

- Behandling fore testning, om detta ar tillampligt (t.ex. uppvérmning eller finférdelning).
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- Testad koncentration/testade koncentrationer.

- Uppgifter om lagringsforhdllanden och stabilitet i den man sddana uppgifter finns
tillgéngliga.

- Motivering for valet av 16sningsmedel/vehikel for varje testkemikalie.

Kontroller

Positiv kontroll;

- Kemisk identifiering, t.ex. med IUPAC- eller CAS-namn, CAS-nummer, Smiles- eller
InChlI-kod, strukturformel och/eller andra identifieringar.

- Fysiskt utseende, log Kow, vattenloslighet, 16slighet i DMSO, molekylvikt och andra
relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper, i den mén saddana uppgifter finns tillgéngliga och
ndr sd ar tillampligt.

- Renhet, kemisk identitet for fororeningar i forekommande fall och nér s ar praktiskt
mojligt.

- Behandling fore testning, om detta &r tillampligt (t.ex. uppvarmning eller finférdelning).

- Testad koncentration/testade koncentrationer.

- Uppgifter om lagringsforhdllanden och stabilitet i den man sddana uppgifter finns
tillgéngliga.
- Héanvisning till tidigare resultat fOr positiv kontroll som visar pa ldmpliga

acceptanskriterier for testomgangar, om detta ar tillampligt.

Negativ kontroll och 18sningsmedels-/vehikelkontroll:

- Kemisk identifiering, t.ex. med [UPAC- eller CAS-namn, CAS-nummer, Smiles- eller
InChl-kod, strukturformel och/eller andra identifieringar.

- Renhet, kemisk identitet for fororeningar i forekommande fall och nér sa ar praktiskt
mojligt.
- Fysiskt utseende, molekylvikt och andra relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper om

annat 16sningsmedel/annan vehikel for kontroll &n de som anges i testriktlinjen anvénds, i
den man sadana uppgifter finns tillgdngliga.

- Uppgifter om lagringsforhdllanden och stabilitet i den mén sddana uppgifter finns
tillgdngliga.

- Motivering for valet av 16sningsmedel/vehikel for varje testkemikalie.

Testbetingelser
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Namn och adress for sponsor, testanldggning och forsoksledare.
Beskrivning av anvint test.

Anvind cellinje samt dess lagringsforhdllanden och killa (till exempel den anlidggning
varifran cellerna erholls).

Anviand utrustning for flodescytometri (till exempel modell), inklusive anvédnda
instrumentinstillningar,  anvdnt  globulin och  anvdnda  antikroppar  och
cytotoxicitetsmarkorer.

Det forfarande som anvénts fOr att visa att laboratoriet dr kvalificerat att utfGra testet,
genom test av kvalifikationsdmnen, samt det forfarande som anvénts for att visa att testet
kan reproduceras Over tid, till exempel historiska kontrolldata och/eller historiska data for
reaktivitetskontroller.

Testets acceptanskriterier

Erhallna vérden for cellviabilitet, MFI och RFI med losningsmedels-/vehikelkontrollen
jamfort med de godkinda intervallen.

Erhallna virden for cellviabilitet och RFI med den positiva kontrollen jamfort med de
godkinda intervallen.

Cellviabiliteten for alla testade koncentrationer av den testade kemikalien.

Testforfarande

Antal utforda testomgéngar.

Testkemikaliens koncentrationer, applicering och exponeringstid (vid avvikelser fran
rekommendationerna).

Exponeringens langd (vid avvikelser fran rekommendationerna).
Beskrivning av de utvdrderings- och beslutskriterier som anvénts.

Beskrivning av eventuella modifieringar av testforfarandet.

Resultat

Tabelluppstéllning av erhdllna data, inklusive CV75 (om detta &r tillampligt), individuella
geometriska MFI-, RFI- och cellviabilitetsvarden samt EC150/EC200-vérden (om detta ar
tillimpligt), for testkemikalien och for den positiva kontrollen i varje testomgang, samt en
indikering av testkemikaliens klassificering enligt prediktionsmodellen.

Beskrivning av andra relevanta observationer, i forekommande fall.

Diskussion kring resultaten
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- Diskussion kring de resultat som har erhéllits med h-CLAT-testet.

- Beaktande av testets resultat inom ramen for en IATA, om annan relevant information
finns att tillga.

Slutsatser
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Tillagg 1.1

DEFINITIONER

Noggrannhet: Anger hur vidl testresultaten och de godtagna referensviardena
overensstimmer med varandra. Det &r ett matt pa testets prestanda och en relevansaspekt.
Detta begrepp anvidnds ofta omvédxlande med “konkordans” for att beskriva andelen
korrekta resultat med ett test (21).

AQOP (Adverse Outcome Pathway): Sekvens av hédndelser, fran den kemiska strukturen
hos en malkemikalie eller en grupp av liknande kemikalier, genom den molekyldra
inledande héndelsen och fram till ett in vivo-resultat av intresse (22).

Kemikalie: Ett imne eller en blandning.

CV75: Den uppskattade koncentration som uppvisar 75 % cellviabilitet.
EC150: Koncentrationer som uppvisar RFI-virden pa 150 for CD86-uttryck.
EC200: Koncentrationer som uppvisar RFI-vérden pd 200 for CD54-uttryck.

Flodescytometri: En cytometrisk teknik dér celler som &r suspenderade i en vitska en i
taget flodar genom ett fokuserat exciterande ljus, som sprids i monster som é&r
kidnnetecknande for cellerna och deras komponenter; celler mirks ofta med fluorescerande
markdrer, s att ljus forst absorberas och sedan emitteras med dndrad frekvens.

Fara: Inneboende egenskap hos ett @mne eller en situation som har potential att orsaka
skadliga effekter nir en organism, ett system eller en (del-)population exponeras for &mnet.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): En strukturerad strategi som
anvinds for identifiering av fara (risk), karakterisering av fara (styrka) och/eller
sdkerhetsbedomning (risk/styrka och exponering) for en kemikalie eller en grupp av
kemikalier, som strategiskt integrerar och véger in alla relevanta data som underlag for
tillsynsbeslut om potentiell fara och/eller risk och/eller om behovet av ytterligare riktad och
ddrigenom minimerad testning.

Mediumkontroll: Ett obehandlat replikat som innehéller alla komponenter 1 ett testsystem.
Detta prov hanteras tillsammans med testkemikaliebehandlade prover och andra
kontrollprover for att avgora huruvida losningsmedlet/vehikeln interagerar med
testsystemet.

Blandning: En blandning eller en 16sning som bestar av tva eller flera &mnen.

Monokomponentimne: Ett dmne, definierat av sin kvantitativa sammanséttning, dédr en
huvudsaklig bestdndsdel utgdr minst 80 viktprocent.
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Multikomponentimne: Ett &mne, definierat av sin kvantitativa sammansattning, dar fler 4n
en huvudsaklig bestdndsdel forekommer i en koncentration pd > 10 viktprocent och < 80
viktprocent. Ett multikomponentdmne &r resultatet av en tillverkningsprocess. Skillnaden
mellan blandningar och multikomponentdmnen &r att en blandning erhalls genom att tva
eller flera &mnen blandas utan nagon kemisk reaktion. Ett multikomponentdmne &r resultatet
av en kemisk reaktion.

Positiv kontroll: Ett replikat som innehaller testsystemets alla komponenter och som
behandlats med ett dmne som man vet ger en positiv respons. For att sdkerstdlla att
variationer 1 den positiva kontrollens respons 6ver tid kan bedomas, bor den positiva
responsen inte vara alltfor kraftfull.

Prehaptener: Kemikalier som blir sensibiliserande &mnen genom abiotisk omvandling.

Prohaptener: Kemikalier som kridver enzymatisk aktivering for att deras
hudsensibiliserande potential ska aktiveras.

Relativ fluorescensintensitet (RFI): Relativa vidrden avseende MFI-viardet (det
geometriska medelvérdet for fluorescensintensiteten) for kemikaliebehandlade celler jamfort
med MFI-virdet for 16sningsmedels-/vehikelbehandlade celler.

Relevans: Beskrivning av forhéllandet mellan testet och den berdrda effekten och huruvida
testet ar meningsfullt och anvéndbart for ett visst &ndamal. Relevansen dr ett matt pa hur
pass vdl man genom testet korrekt kan méta eller prediktera den biologiska effekt det géller.
Relevansen omfattar &ven dverviganden om ett tests noggrannhet (konkordans) (21).

Tillforlitlighet: Matt pd 1 vilken utstrickning ett test kan reproduceras inom och mellan
laboratorier 6ver tid, nir det utfors med anvdndning av samma protokoll. Tillforlitligheten
bedoms genom att man berdknar reproducerbarheten inom och mellan laboratorier och
repeterbarheten inom laboratorier (21).

Testomgang: En testomging utgdrs av att en eller flera testkemikalier testas parallellt med
en losningsmedels-/vehikelkontroll och en positiv kontroll.

Sensitivitet: Den andel av alla positiva/aktiva kemikalier som klassificeras korrekt av testet.
Kaénsligheten dr ett matt pa noggrannheten hos ett test som ger kategoriserande resultat och
ar en viktig faktor vid beddmningen av ett tests relevans (21).

Infirgningsbuffert: En fosfatbuffrad saltlosning som innehdller 0,1 % bovint
serumalbumin.

Losningsmedels-/vehikelkontroll: Ett obehandlat prov som innehéller alla komponenter 1
ett testsystem forutom testkemikalien, men med det losningsmedel/den vehikel som
anvands. Losningsmedels-/vehikelkontrollen anviands for att faststdlla grundresponsen for
de prover som behandlas med testkemikalien som dr upplost eller dispergerad i en stabil
dispersion 1 samma l&sningsmedel/vehikel. Vid test med en parallell mediumkontroll, visar
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provet ocksa huruvida 16sningsmedlet/vehikeln interagerar med testsystemet.

Specificitet: Den andel av alla negativa/inaktiva kemikalier som klassificeras korrekt av
testet. Specificiteten dr ett matt pa noggrannheten hos ett test som ger kategoriserande
resultat och &r en viktig faktor vid beddmningen av ett tests relevans (21).

Amne: Ett kemiskt grundimne och foreningar av detta grunddmne i naturlig eller tillverkad
form, inklusive eventuella tillsatser som 4r nddvandiga for att bevara d&mnets stabilitet och
sadana fororeningar som hérrér fran tillverkningsprocessen, men exklusive eventuella
16sningsmedel som kan avskiljas utan att det paverkar dmnets stabilitet eller dndrar dess
sammansattning.

Testkemikalie: Alla amnen eller blandningar som testas med detta test.

FN:s globalt harmoniserade system for Kklassificering och mirkning av kemikalier
(GHS): Ett system for att klassificera kemikalier (dmnen och blandningar) utifran
standardiserade typer och nivaer av fysiska risker, hilsorisker och miljérisker och informera
om resultaten genom exempelvis piktogram, signalord, faroangivelser, skyddsangivelser och
sdkerhetsdatablad, 1 syfte att informera om kemikaliernas skadliga effekter for att skydda
minniskor (inklusive arbetsgivare, arbetstagare, transportorer, konsumenter och personal
inom rdddningstjansten) och miljon (23).

UVCB-imnen: Amnen med okind eller varierande sammansittning, komplexa
reaktionsprodukter eller biologiska material.

Giltigt test: Ett test som anses vara tillrdckligt relevant och tillforlitligt for ett sarskilt
dndamal och som &r baserat pd vetenskapligt sunda principer. Ett test dr aldrig giltigt 1
absolut bemirkelse, utan endast i forhéllande till ett faststillt &ndamal (21).
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Tilléigg 1.2

KVALIFIKATIONSAMNEN

Innan testet som beskrivs i detta tilligg till testmetod B.71 anvinds rutinméissigt, bor
laboratoriet styrka sin tekniska kompetens genom att korrekt erhalla den forvédntade h-
CLAT-prediktionen for de tio &mnen som rekommenderas i tabell 1 och genom att erhélla
CV75-, EC150- och EC200-vdrden som héller sig inom respektive referensintervall for
minst dtta av de tio kvalifikationsdmnena. Dessa kvalifikationsdmnen har valts ut for att
representera hela skalan av responser gillande risker for hudsensibilisering. Ovriga
urvalskriterier var att &mnena ska vara kommersiellt tillgéngliga, att det ska finnas in vivo-
referensdata av hog kvalitet och att det ska finnas in vitro-data av hog kvalitet genererade
med h-CLAT-testet. Det finns dessutom publicerade referensdata att tillga for h-CLAT-
testet (3) (14).

Tabell 1: Rekommenderade d&mnen for att pavisa teknisk kompetens i fraiga om h-CLAT-testet

h-CLAT-resultat | h-CLAT-resultat
CV75, .. =
Fysikalisk| In vivo- |referensinter for CD86 awediss
Kvalifikationsimne CAS-nr t}t,ills o vIvo- vall (EC150- (EC200-
RIS i uo/ml2 referensintervall | referensintervall
K8 i pg/ml)? i pg/ml)?
.. Sensibiliserande Positivt Positivt
2,4-dinitroklorbensen 97-00-7 Fast (extremt) 2-12 (0,5-10) (0,5-15)
Lo Sensibiliserande Positivt Negativt
4-fenylendiamin 106-50-3 Fast (starkt) 5-95 (< 40) > 1,5)°
. Sensibiliserande Positivt Positivt
Nickelsulfat 10101-97-0 Fast (mittligt) 30-500 (< 100) (10-100)
. Sensibiliserande Negativt Positivt
2-merkaptobensotiazol 149-30-4 Fast (méttligt) 30400 > 10)° (10-140)
. Sensibiliserande Negativt Positivt
R(+)-limonen 5989-27-5 | Flytande (svagt) >20 > 5) (< 250)
. L Sensibiliserande Positivt Positivt
Imidazolidinylurea 39236-46-9 Fast (svagt) 25-100 (20-90) (20-75)
Ej Negativt Negativt
Isopropanol 67-63-0 Flytande | . ibiliserande | > 900 (> 5 000) (> 5 000)
e Ej Negativt Negativt
Glycerol 36-81-5 Flytande sensibiliserande =3 000 (>5000) (>5000)
- Ej Negativt Negativt
M;jélksyra 50-21-5 Flytande sensibiliserande 1 500-5 000 > 5 000) > 5 000)
o 12 Ej Negativt Negativt
4-aminobensoesyra 150-13-0 Fast sensibiliserande >1000 (> 1 000) (> 1 000)

Forkortningar: CAS-nr = nummer i registret som fors av Chemical Abstracts Service.

! In vivo-prediktioner géllande fara (och styrka) &r baserade pd LLNA-data (3) (14). In vivo-styrkan hédrleds med anvéndning
av de kriterier som foreslagits av ECETOC (24).
2 Baserat pa historiskt observerade varden (13) (25).

3 Historiskt sett har negativa resultat varit i majoritet for denna markor och dérfor  forvdntas  huvudsakligen ettt negativt
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resultat. Intervallet som anges har definierats baserat pa ett fatal historiskt ~ observerade positiva resultat. Om ett positivt resultat
erhélls ska EC-vérdet ligga inom det redovisade referensintervallet.
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Tilléigg 2

IN VITRO-TEST AVSEENDE HUDSENSIBILISERING: U-SENS™ (AKTIVERINGSTEST
FOR CELLINJEN U937)

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

1.

U-SENS™-testet kvantifierar fordndringen i uttrycket av en cellytemarkdr som dr kopplad
till aktiveringsprocessen for monocyter och dendritiska celler (det vill siga CD86) hos den
humana cellinjen U937 (med ursprung 1 histiocytiskt lymfom) efter exponering for
sensibiliserande dmnen (1). De uppmétta uttrycksnivderna for cellytemarkéren CD86 i
cellinjen U937 anvénds sedan for att understddja uppdelningen mellan hudsensibiliserande
amnen och icke-hudsensibiliserande &mnen.

. U-SENS™-testet har utvdrderats i en valideringsstudie (2) samordnad av L’Oreal med

efterfoljande oberoende kollegial granskning av EURL ECVAM:s radgivande
vetenskapliga kommitté (ESAC) (3). Med beaktande av alla tillgidngliga bevis och inkomna
asikter fran tillsynsmyndigheter och intressenter, reckommenderades U-SENS™-testet av
EURL ECVAM (4) att anvdndas som en del av en IATA for att understddja uppdelningen
mellan  hudsensibiliserande  &mnen och icke-hudsensibiliserande = dmnen  fOr
faroklassificering och -mérkning. [ sitt végledande dokument om redovisning av
strukturerade arbetssétt for dataintegrering och individuella informationskéllor anvénda
inom ramen for en IATA for hudsensibilisering, diskuterar OECD for nérvarande ett antal
fallstudier som beskriver olika teststrategier och prediktionsmodeller. Ett av de definierade
arbetssétten dr baserat pd U-SENS™-testet (5). Exempel pa anvéndning av data fran U-
SENS™._test 1 kombination med annan information, daribland historiska data och
befintliga giltiga data gillande ménniskor (6), finns dven redovisade pa andra stillen i
litteraturen (4) (5) (7).

. U-SENST™-testet har visat sig vara Overforbart till laboratorier som har erfarenhet av

cellodlingstekniker och flodescytometrisk analys. Testets forvéntade reproducerbarhet 1
friga om prediktioner &r i storleksordningen 90 % inom laboratorier respektive 84 %
mellan laboratorier (8). De erhdllna resultaten 1 valideringsstudien (8) och andra
publicerade studier (1) visar sammantaget att jimfort med LLNA -resultat &r noggrannheten
ndr det géller att skilja mellan hudsensibiliserande &mnen (det vill sdga kategori 1 enligt
GHS/CLP-forordningen) och icke-hudsensibiliserande d&mnen 86 % (N = 166), med en
sensitivitet pa 91 % (118/129) och en specificitet pa 65 % (24/37). Jamfort med resultat pa
maéanniska dr noggrannheten nér det géller att skilja mellan hudsensibiliserande @mnen (det
vill sdga kategori 1 enligt GHS/CLP-férordningen) och icke-hudsensibiliserande d&mnen
77 % (N =101) med en sensitivitet pa 100 % (58/58) och en specificitet pa 47 % (20/43).
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Det dr mer sannolikt att falska negativa prediktioner med U-SENS™-testet, jamfort med
LLNA-resultat, giller kemikalier som uppvisar en lag till méttlig hudsensibiliserande
styrka (det vill sdga underkategori 1B enligt GHS/CLP-forordningen) dn kemikalier som
uppvisar en hog hudsensibiliserande styrka (det vill sdga underkategori 1A enligt
GHS/CLP-forordningen) (1) (8) (9). Sammantaget visar informationen att U-SENSTM-
testet pa ett anvandbart sdtt bidrar till identifieringen av risker for hudsensibilisering. De
noggrannhetsvirden som anges hir for U-SENS™-testet som ett fristdende test dr dock
endast vigledande, eftersom testet bor beaktas i kombination med andra informationskéllor
inom ramen for en IATA och i enlighet med bestimmelserna i punkterna 7 och 8 i Allméin
inledning. Vid utvirdering av tester utan djurforsok gillande hudsensibilisering bor man
dessutom ténka pa att savdl LLNA-testet som andra djurforsok eventuellt inte avspeglar
situationen for ménniskor fullt ut.

. U-SENS™-testet har, baserat pa de uppgifter som finns tillgdngliga for nérvarande, visat
sig vara tillimpligt for testkemikalier (inklusive bestindsdelar i kosmetika, till exempel
konserveringsmedel, ytaktiva &mnen, aktiva substanser och fargdmnen) som omfattar en
rad olika organiska funktionella grupper, fysikalisk-kemiska egenskaper och
hudsensibiliseringsstyrkor (vilket har faststéllts 1 in vivo-undersdkningar), samt spektrumet
av reaktionsmekanismer som &r kdnda fOr att vara associerade med hudsensibilisering (det
vill siga Michaeladdition, Schiff-basbildning, acylering, bimolekylar nukleofil substitution
[SN2] eller nukleofil aromatisk substitution [SNAr]) (1) (8) (9) (10). U-SENS™-testet ar
tillampligt for testkemikalier som dr 16sliga eller som bildar en stabil dispersion (det vill
sidga en kolloid eller en suspension 1 vilken testkemikalien inte sjunker till botten eller
separeras fran losningsmedlet/vehikeln till olika faser) i ett ldmpligt 16sningsmedel/en
lamplig vehikel (se punkt 13). Kemikalier i dataméngden som rapporteras vara prehaptener
(det vill sdga amnen som aktiveras genom oxidation) eller prohaptener (det vill sdga dmnen
som kraver enzymatisk aktivering, till exempel via P450-enzymer) har kunnat predikteras
korrekt med U-SENS™-testet (1) (10). Membranforstorande dmnen kan leda till falska
positiva resultat till f6ljd av en icke-specifik 0kning av CD86-uttrycket, vilket visas av att
tre av sju falska positiva svar i forhdllande till in vivo-referensklassificeringen var ytaktiva
amnen (1). Av den anledningen bor positiva resultat med ytaktiva d&mnen betraktas med
forsiktighet, medan negativa resultat med ytaktiva @mnen fortfarande kan anvéndas som
stod for identifieringen av testkemikalien som ett icke-sensibiliserande &mne.
Fluorescerande testkemikalier kan bedomas med U-SENS™-testet (1), men det bor noteras
att kraftigt fluorescerande testkemikalier som sdnder ut ljus med samma vaglingd som
fluoresceinisotiocyanat (FITC) eller propidiumjodid (PI) kommer att stora den
flodescytometriska detekteringen och dirfor inte kan beddomas korrekt med anvéndning av
FITC-konjugerade antikroppar (potential for falska negativa resultat) eller PI (viabiliteten
ar inte matbar). I sddana fall kan andra fluorokrommaérkta antikroppar respektive andra
markorer for cytotoxicitet anvindas, sa ldnge det kan visas att de ger liknande resultat som
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FITC-mérkta antikroppar eller PI (se punkt 18), till exempel genom test av
kvalifikationsdmnena 1 tilldgg 2.2. Mot bakgrund av det ovanstdende bor positiva resultat
med ytaktiva dmnen och negativa resultat med kraftigt fluorescerande testkemikalier tolkas
utifran de faststdllda begridnsningarna och tillsammans med andra informationskallor, inom
ramen for en IATA. Om det finns bevis for att U-SENS™-testet inte dr tillampligt for
andra specifika kategorier av testkemikalier, bor det inte anvédndas for dessa specifika
kategorier.

Som beskrivs ovan kan U-SENST™-testet anvidndas for att understddja uppdelningen
mellan hudsensibiliserande d&mnen och icke-hudsensibiliserande dmnen. Eventuellt kan
testet dven bidra till beddmningen av sensibiliseringens styrka ndr det anvinds i
integrerade arbetssitt, exempelvis en IATA. Det kridvs dock ytterligare arbete,
foretradesvis baserat pa data gillande ménniskor, for att avgéra hur U-SENS™-resultat
skulle kunna ligga till grund for en beddmning av sensibiliseringens styrka.

Definitioner av begrepp finns i tillagg 2.1.

TESTETS PRINCIP

7.

U-SENS™-testet dr ett in vitro-test som kvantifierar fordndringar 1 uttrycket av CD86-
cellytemarkor hos celler fran den humana cellinjen U937 (med ursprung 1 histiocytiskt
lymfom), efter 45 + 3 timmars exponering for testkemikalien. CD86-cellytemarkoren dr en
typisk markor for U937-aktivering. Det dr allmént ként att CD86 &r en samstimulerande
molekyl som kan efterlikna monocytisk aktivering, som spelar en avgorande roll vid
priming av T-celler. Fordndringarna 1 uttrycket av CD86-cellytemarkdren méts genom
flodescytometri efter infargning av cellerna, normalt med FITC-mérkta antikroppar.
Mitningar av cytotoxiciteten utfors ockséd parallellt (till exempel med anvéndning av PI)
for att bedoma huruvida uppregleringar av uttrycket av CD86-cellytemarkoren forekommer
vid subcytotoxiska koncentrationer. Stimulationsindexet (SI) for CD86-cellytemarkoren
jamfort med  16sningsmedels-/vehikelkontrollen  berdknas  och  anvdnds 1
prediktionsmodellen (se punkt 19) for att wunderstodja uppdelningen mellan
hudsensibiliserande &mnen och icke-hudsensibiliserande &mnen.

DEMONSTRATION AV KOMPETENS

8.

Innan testet som beskrivs i detta tilldgg till testmetod B.71 anvénds rutinméssigt, bor
laboratoriet styrka sin tekniska kompetens med anvdndning av de tio kvalifikationsdmnen
som anges i tilldgg 2.2, i enlighet med god praxis for in vitro-metoder (11). Dessutom bor
anviandare av testet fora en historisk databas Over data som erhdlls genom
reaktivitetskontrollerna (se punkt 11) och genom de positiva kontrollerna och
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l6sningsmedels-/vehikelkontrollerna (se punkterna 15-16) och anvénda dessa data for att
styrka att testets reproducerbarhet bibehélls i laboratoriet dver tid.

FORFARANDE

9.

Det hér testet ar baserat pa U-SENS™ DB-ALM-protokoll (DataBase service on
ALternative Methods to animal experimentation) nr 183 (12). Standardforfaranden (SOP,
Standard Operating Procedures) bor anvindas nir U-SENS™-testet infors och anvénds i
laboratoriet. Ett automatiserat system for genomforande av U-SENS™-testet kan anvéndas
om det kan styrkas att det ger liknande resultat, till exempel genom test av
kvalifikationsdmnena 1 tilligg 2.2. Nedan foljer en beskrivning av de viktigaste delarna i
och forfarandena for U-SENS™-testet.

Forberedelse av celler

10. Den humana cellinjen U937 (med ursprung i histiocytiskt lymfom) (13) ska anvidndas vid

11.

utforandet av U-SENS™-testet. Celler (av klon CRL1593.2) bor erhallas fran en
vilmeriterad cellbank, exempelvis American Type Culture Collection.

U937-celler odlas, vid 37 °C i en fuktad atmosfiar med 5 % CO2, 1 RPMI-1640-medium
som har kompletterats med 10 % fetalt kalvserum (FCS), 2 mM L-glutamin, 100
enheter/ml penicillin och 100 pg/ml streptomycin (nedan kallat komplett medium). U937-
celler ska regelbundet genomga cellpassage, varannan till var tredje dag, med en densitet
pa 1,5 respektive 3 x 10° celler/ml. Celldensiteten bor inte dverstiga 2 x 10° celler/ml och
cellviabiliteten, uppmatt genom inférgning av doda celler med trypanblitt, bor vara > 90 %
(géller inte vid den forsta cellpassagen efter upptining). Innan de anvinds for testning bor
varje sats med celler, FCS eller antikroppar genomgé en kvalificering i form av en
reaktivitetskontroll. Reaktivitetskontrollen av cellerna bor utféras med anvéndning av den
positiva kontrollen trinitrobensensulfonsyra (2,4,6-trinitrobensensulfonsyra: TNBS) (CAS-
nr 2508-19-2, > 99 % renhet) och den negativa kontrollen mjdlksyra (CAS-nr 50-21-5, >
85 % renhet), ndr det har gatt &tminstone en vecka efter upptining. For
reaktivitetskontrollen bor sex slutliga koncentrationer testas for var och en av de bdda
kontrollerna (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75 och 100 pg/ml och mjolksyra: 1, 10, 20, 50, 100
och 200 pg/ml). TNBS 16st 1 komplett medium bdér ge en positiv och
koncentrationsrelaterad respons for CD86 (till exempel ndr en positiv koncentration, CD86
SI > 150, foljs av en koncentration med ett hogre CD86 SI-védrde) och mjolksyra 16st 1
komplett medium bor ge en negativ respons for CD86 (se punkt 21). Endast sddana satser
med celler som har klarat reaktivitetskontrollen tvd ganger ska anvidndas for testet. Celler
kan forokas upp till sju veckor efter upptining. Antalet passager bor inte Gverstiga 21.
Reaktivitetskontrollen bor utforas i enlighet med de forfaranden som beskrivs i punkterna
18-22.
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For testet sds U937-celler ut med en densitet pa antingen 3 x 10° celler/ml eller 6 x 10°
celler/ml, varefter de forodlas i odlingsflaskor under tva dygn respektive ett dygn. Andra
forodlingsforhdllanden dn de som beskrivs ovan kan anvidndas om en tillfredsstdllande
vetenskaplig motivering tillhandahalls och om det kan styrkas att liknande resultat uppnas,
till exempel genom test av kvalifikationsdmnena 1 tilligg 2.2. P4 testdagen resuspenderas
de skordade cellerna fran odlingsflaskorna med nytt odlingsmedium, s& att en
koncentration pa 5 x 10° celler/ml erhalls. Direfter fordelas cellerna i en flatbottnad 96-
hilsplatta med 100 pl per brunn (vilket ger en slutlig celldensitet pa 0,5 x 10°
celler/brunn).

Beredning av testkemikalier och kontrolliimnen

13.

14.

Losligheten beddoms fore testet. For detta dndamédl 16ses testkemikalierna upp eller
dispergeras 1 en stabil dispersion, med koncentrationen 50 mg/ml, i komplett medium som
primért l6sningsmedelsalternativ eller dimetylsulfoxid (DMSO, >99 % renhet) som
sekunddrt 16sningsmedels-/vehikelalternativ. om testkemikalien inte &ar loslig i
16sningsmedlet/vehikeln komplett medium. For sjdlva testet loses testkemikalien till en
slutlig koncentration pa 0,4 mg/ml 1 komplett medium, om kemikalien &r 16slig i detta
16sningsmedel/denna vehikel. Om kemikalien endast dr 16slig 1 DMSO, loses kemikalien
till en koncentration pa 50 mg/ml. Andra losningsmedel/vehiklar an de som beskrivs ovan
kan anvdndas om en tillfredsstillande vetenskaplig motivering tillhandahélls.
Testkemikaliens stabilitet 1 det slutliga l6sningsmedlet/den slutliga vehikeln ska tas i1
beaktande.

Testkemikalierna och kontrolldmnena bereds péd testdagen. Eftersom nigot dosfinnande
test inte genomfors bor, for den forsta testomgéngen, sex slutliga koncentrationer testas (1,
10, 20, 50, 100 och 200 pg/ml), utspadda 1 motsvarande 10sningsmedel/vehikel, antingen
komplett medium eller 0,4 % DMSO i medium. For de efterfoljande testomgangarna ska
minst fyra arbetslosningar (det vill sdga minst fyra koncentrationer), med start frdn en
testkemikalielosning pd 0,4 mg/ml 1 komplett medium eller 50 mg/ml 1 DMSO, beredas
med anvindning av motsvarande 16sningsmedel/vehikel. Arbetslosningarna anvinds
slutligen for behandlingen genom att en lika stor volym U937-cellsuspension (se punkt 11
ovan) som volymen arbetslosning tillsétts till plattan, vilket ger en ytterligare tvafaldig
spadning (12). Koncentrationerna (minst fyra koncentrationer) for eventuella ytterligare
testomgangar véljs baserat pd de enskilda resultaten fran alla tidigare testomgangar (8). De
anvindbara slutliga koncentrationerna ar 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 och 200 pg/ml. Den maximala slutliga
koncentrationen dr 200 pg/ml. Om ett CD86-positivt virde observeras vid 1 pg/ml ska man
gora ett test vid 0,1 pg/ml for att hitta den koncentration av testkemikalien som inte ger
upphov till en CD86-respons Over grinsen for positivt resultat. For varje testomgang
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berdknas EC150-virdet (den koncentration vid vilken en kemikalie uppnir det CD86-
positiva griansviardet 150 %, se punkt 19), om en CD86-positiv koncentrationsrespons
observeras. Om testkemikalien ger upphov till en positiv CD86-respons som inte ar
koncentrationsrelaterad dr det eventuellt inte relevant att berdkna EC150-virdet, enligt
beskrivningen i U-SENS™ DB-ALM-protokoll nr 183 (12). For varje testomgéang
berdknas CV70-viardet (den koncentration vid vilken en kemikalie uppnar
cytotoxicitetsgrinsvardet pd 70 %, se punkt 19), om detta dr mojligt (12). For att undersoka
den koncentrationsrelaterade responsen vid okat CD86-vérde, bor valfria koncentrationer
bland de anvéndbara koncentrationerna véljas ut, jamnt spridda mellan EC150 (eller den
hogsta CD86-negativa icke-cytotoxiska koncentrationen) och CV70 (eller den hdogsta
tillatna koncentrationen, det vill siga 200 ug/ml). Minst fyra koncentrationer bor testas per
testomgang, dir dtminstone tvd koncentrationer dr gemensamma med den foregéende
testomgangen/de foregdende testomgangarna, for jamforelse.

15. Losningsmedels-/vehikelkontrollen som anviands i U-SENS™-testet utgdrs av komplett
medium (for testkemikalier som dr upplosta eller dispergerade i en stabil dispersion) (se
punkt 4) eller 0,4 % DMSO i komplett medium (for testkemikalier som ar uppldsta eller
dispergerade 1 en stabil dispersion i DMSO).

16. Den positiva kontrollen som anvédnds 1 U-SENS™-testet utgdrs av TNBS (se punkt 11),
som har beretts 1 komplett medium. TNBS bor anvindas som positiv kontroll fér méitning
av CD86-uttryck 1 en enda slutlig koncentration i plattan (50 pg/ml) som ger > 70 %
cellviabilitet. For att uppna en koncentration pd 50 pg/ml TNBS i plattan bereds en 1 M
(det vill sdga 293 mg/ml) stamlosning av TNBS 1 komplett medium, som sedan spids
vidare 2 930-faldigt med komplett medium till en arbetslosning pa 100 pg/ml. Mjdlksyra
(CAS-nr 50-21-5) bor anvindas som negativ kontroll med koncentrationen 200 pg/ml 16st 1
komplett medium (frén en stamlosning pa 0,4 mg/ml). I varje platta for varje testomgéng
bereds tre replikat med obehandlad kontroll (komplett medium), losningsmedels-
/vehikelkontroll, negativ kontroll och positiv kontroll (12). Andra ldmpliga positiva
kontroller kan anvéndas om historiska data finns att tillgd for att hirleda jimforbara
acceptanskriterier. Acceptanskriterierna 4 desamma som de som beskrivs for
testkemikalien (se punkt 12).

Applicering av testkemikalier och kontrolliimnen

17. Losningsmedels-/vehikelkontrollen eller arbetslosningarna som beskrivs i punkterna 14—16
blandas 1:1 (volymforhallande) med de cellsuspensioner som beretts i den flatbottnade 96-
halsplattan (se punkt 12). De behandlade plattorna inkuberas dérefter i 45 + 3 timmar vid
37°C 1 en atmosfir med 5% CO;. Innan inkuberingen forseglas plattorna med
semipermeabla membran, for att forhindra avdunstning av flyktiga testkemikalier och
korskontaminering mellan celler behandlade med testkemikalier (12).
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Cellinfirgning

18. Efter 45 £ 3 timmars exponering dverfors cellerna till en mikrotiterplatta med brunnar med
V-formad botten och samlas upp genom centrifugering. Stord 16slighet definieras som
kristaller eller droppar som kan observeras under mikroskop 45 +3 timmar efter
behandling (innan cellinfargningen). Supernatanterna kasseras och de kvarvarande cellerna
tvittas en gang med 100 pl iskall fosfatbuffrad saltlosning (PBS, Phosphate Buffered
Saline) som innehaller 5 % fetalt kalvserum (infargningsbuffert). Efter centrifugeringen
resuspenderas cellerna med 100 pl infargningsbuffert och fargas med 5 pl (till exempel
0,25 ng) FITC-mérkta antikroppar av typ anti-CD86 eller IgG1 frdn mus (isotyp) vid 4 °C
under 30 minuter, skyddat fran ljus. De antikroppar som beskrivs 1 U-SENS™ DB-ALM-
protokoll nr 183 (12) ska anvindas (for CD86: BD-PharMingen nr 555657, klon: Fun-1,
eller Caltag/Invitrogen nr MHCDS8601, klon: BU63; och for IgGl: BD-PharMingen
nr 555748 eller Caltag/Invitrogen nr GM4992). Enligt testutvecklarnas erfarenhet ar
fluorescensintensiteten hos antikropparna vanligtvis likartad mellan olika satser.
Antikroppar av andra kloner eller fran andra leverantérer som har klarat
reaktivitetskontrollen far anvidndas for testet (se punkt 11). Anviandarna kan dock 6verviga
att titrera antikropparna under de egna laboratorieforhallandena for att fa fram den bista
anvindningskoncentrationen. Andra  detekteringssystem, som  fluorokrommaérkta
antikroppar av typ anti-CD86, kan anvindas om det kan visas att de ger liknande resultat
som FITC-konjugerade antikroppar, till exempel genom av test av kvalifikationsdmnena 1
tillagg 2.2. Efter tva tvittar med 100 pl infargningsbuffert och en tvitt med 100 pl iskall
PBS resuspenderas cellerna 1 iskall PBS (till exempel 125 pl for prover som ska analyseras
manuellt ror for ror eller 50 pl vid anvéndning av en autosampler-platta) och PI-16sning
tillsdtts (med en slutlig koncentration pa 3 pug/ml). Andra cytotoxicitetsmarkorer, som 7-
aminoaktinomycin D (7-AAD) eller trypanblitt, kan anvindas om det kan visas att den
alternativa infdargningen ger liknande resultat som PI, till exempel genom test av
kvalifikationsdmnena i tillagg 2.2.

Analys genom flodescytometri

19. Uttrycksnivan for CD86 och cellviabiliteten analyseras med hjilp av flodescytometri.
Cellerna visas i1 ett punktdiagram med logaritmisk skala utifran storlek (FSC) och
granularitet (SSC), i syfte att tydligt identifiera populationen inom en forsta avgrinsning
R1 och eliminera skrép fran doda celler. Ett malantal pad 10 000 celler inom avgransning
R1 mits for varje brunn. Celler fran samma R1-avgransning visas i ett FL3 eller FL4/SSC-
punktdiagram. Viabla celler avskiljs genom en andra avgridnsning R2, som viljer ut
populationen av propidiumjodid-negativa celler (kanal FL3 eller FL4). Cellviabiliteten kan
berdknas av cytometriundersokningens analysprogram med anvidndning av nedanstaende
formel. Om cellviabiliteten ar 1lag bor upp till 20 000 celler, inklusive doda celler, mitas.
Alternativt kan data samlas in under en minut frén det att analysen péborjas.
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Antal levande celler

Cellviabilitet = x 100

Totalt antal registrerade celler

Procentandelen FL1-positiva celler mits sedan bland dessa viabla celler som avgrinsats
genom R2 (inom R1). Cellytornas uttryck av CD86 analyseras i ett FL1/SSC-punktdiagram
som avgrénsats till viabla celler (R2).

For brunnarna med komplett medium/IgG1 sitts analysmarkoren nidra huvudpopulationen,
sa att kontrollerna f6r komplett medium har IgG1 inom malzonen 0,6 % till 0,9 %.

Férginterferens definieras som en skiftning hos punktdiagrammet for FITC-mérkt IgG1 (SI
[geometriskt medelvirde] for IgG1 FL1 > 150 %)

Stimulationsindexet (SI) for CD86 for kontrollceller (obehandlade eller i 0,4 % DMSO) och
kemikaliebehandlade celler berdknas enligt foljande formel:

__ % CD86™ behandlade celler—% IgG1t behandlade celler
o % CD86™ kontrollceller—% IgG1t kontrollceller

S.1. x 100

% IgG1" obehandlade kontrollceller: avser procentandelen FL1-positiva IgG1-celler som
definierats med analysmarkdren (godként intervall > 0,6 % och < 1,5 %, se punkt 22) bland
de viabla obehandlade cellerna.

% IgG17/CD86" kontrollceller/behandlade celler: avser procentandelen FL1-positiva
IgG1/CD86-celler uppmitta utan fOrflyttning av analysmarkdren bland de viabla
kontrollcellerna/behandlade cellerna.

DATA OCH RAPPORTERING

Utvirdering av data

20. Foljande parametrar berdknas 1 U-SENS™-testet: CV70-vdrdet, det vill sdga den
koncentration som uppvisar 70 % Overlevnad hos U937-cellerna (30 % cytotoxicitet), och
EC150-virdet, det vill sdga den koncentration vid vilken testkemikalierna ger upphov till
ett CD86-stimulationsindex (SI) pa 150 %.

CV70-virdet berdknas genom log-linjir interpolering med anvéndning av foljande formel:
CV70=C1+[(V1-70)/(V1-V2)x(C2-Cl)]

dér

V1 ar minimivardet for en cellviabilitet 6ver 70 %,

V2 ar maximivardet for en cellviabilitet under 70 %,

C1 och C2 ar koncentrationerna som ger upphov till cellviabilitetsviardena V1 respektive
V2.
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% Viahilitet (genomsnitt)
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Cl _CV70 C2

Andra metoder for att fa fram CV70-vardet kan anvéndas sa linge det kan visas att detta
inte har ndgon inverkan pa resultaten (till exempel genom test av kvalifikationsdmnena).

EC150-vérdet berdknas genom log-linjir interpolering med anvéndning av foljande formel:
ECI50=C1 +[(150-SI1)/(SI2—-SI1)x(C2-Cl)]

dér
C1 ar den hogsta koncentrationen i pg/ml med ett CD86 SI-varde < 150 % (SI 1),
C2 ér den ldgsta koncentrationen 1 pg/ml med ett CD86 SI-virde > 150 % (SI 2).

CD86-1eG1 S|

si2
150 —f =iy

si1 o

1
v Dos {pg/ml)
Cl1 ECI50 C2 ve/

EC150- och CV70-virdena berdknas enligt foljande:

- For varje enskild testomgang: De enskilda EC150- och CV70-védrdena anvidnds som
verktyg for att undersdka den koncentrationsrelaterade responsen vid 6kat CD86-vérde (se
punkt 14).

- Det overgripande CV70-virdet faststélls baserat pd de genomsnittliga viabiliteterna (12).
- Det overgripande EC150-virdet faststdlls for en testkemikalie som predikterats som

POSITIV med U-SENS™-testet baserat pa genomsnittligt SI for CD86 (se punkt 21) (12).

Prediktionsmodell

21. For métningen av CD86-uttryck testas varje testkemikalie 1 minst fyra koncentrationer och
1 minst tva oberoende testomgéingar (som utfors pa olika dagar) for att f& fram en enda
prediktion (NEGATIV eller POSITIV).
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- Det enskilda resultatet for en U-SENS™-testomgéng anses vara negativt (nedan kallat N)
om Sl-virdet for CD86 ar lagre dn 150 % vid alla icke-cytotoxiska koncentrationer
(cellviabilitet > 70 %) och om ingen interferens observeras (cytotoxicitet, 16slighet: se
punkt 18 eller farg: se punkt 19, oberoende av de icke-cytotoxiska koncentrationer vid
vilka interferensen detekteras). I alla 6vriga fall: nar SI-véardet for CD86 dr hogre én eller
lika med 150 % och/eller interferens observeras, anses det enskilda resultatet for en U-
SENS™-testomgang vara positivt (nedan kallat P).

- En U-SENS™-prediktion anses vara NEGATIV om atminstone tva oberoende
testomgéangar dr negativa (N) (se figur 1). Om de forsta tvd testomgangarna béda ar
negativa (N) anses U-SENS™-prediktionen vara NEGATIV och nagon tredje testomgang
behover inte utforas.

- En U-SENS™.-prediktion anses vara POSITIV om atminstone tvd oberoende testomgangar
ar positiva (P) (se figur 1). Om de forsta tva testomgéngarna bada ar positiva (P) anses U-
SENS™.-prediktionen vara POSITIV och ndgon tredje testomgéing behdver inte utforas.

- Eftersom ndgot dosfinnande test inte utfors géller ett undantag om SI-vérdet for CD86 i1
den fOrsta testomgangen dr hogre dn eller lika med 150 % enbart vid den hogsta icke-
cytotoxiska koncentrationen. Testomgangen anses dé vara E] AVGORANDE (NC, NOT
CONCLUSIVE) och ytterligare koncentrationer (mellan den hdgsta icke-cytotoxiska
koncentrationen och den ligsta cytotoxiska koncentrationen — se punkt 20) bor testas i
ytterligare testomgangar. Om en testomgang identifieras som NC ska atminstone tva
ytterligare testomgéngar genomforas, samt en fjdrde testomgang om testomgangarna 2 och
3 inte dr samstdmmiga (den ena & N och den andra dr P) (se figur 1). Uppfoljande
testomgéngar anses positiva dven om endast en icke-cytotoxisk koncentration ger ett
CD86-virde som édr lika med eller hogre dn 150 %, eftersom koncentrationsvirdena har
justerats for den specifika testkemikalien. Den slutliga prediktionen ska baseras pa
majoritetsresultatet for de tre eller fyra enskilda testomgangarna (det vill sidga tva av tre
eller tvé av fyra) (se figur 1).

Figur 1: Prediktionsmodell som anvénds for U-SENS™-testet. En U-SENS™ -prediktion bor beaktas inom

ramen for en [ATA och i enlighet med bestimmelserna i punkt 4 samt punkterna 7, 8 och 9 i Allmén
inledning.
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Testomgéng utan positivt CD86-resultat och utan observerad interferens.
P: Testomgang med positivt CD86-resultat och/eller observerad interferens.

NC: Ej avgorande. Den forsta testomgéngen riknas som Ej avgorande ndr CD86-resultatet endast dr positivt vid
den hogsta icke-cytotoxiska koncentrationen.

#: Ett NC-resultat (ej avgorande), vilket endast &r aktuellt for den forsta testomgangen, medfor automatiskt att det
krévs en tredje testomgang for att uppnéd en majoritet positiva (P) eller negativa (N) resultat, det vill siga samma
resultat for minst tva av tre oberoende testomgangar.

$: Rutorna visar de relevanta kombinationerna av resultat fran de tre testomgangarna, baserat pa resultaten fran
de forsta tva testomgéngarna i rutan ovanfor.

°: Rutorna visar de relevanta kombinationerna av resultat fran de fyra testomgéngarna, baserat pa resultaten fran
de forsta tre testomgangarna i rutan ovanfor.
Acceptanskriterier

22. Foljande acceptanskriterier ska vara uppfyllda vid anvindning av U-SENS™-testet (12):

- Islutet av exponeringsperioden pa 45 + 3 timmar maste den genomsnittliga viabiliteten for
de tre replikaten med obehandlade U937-celler vara > 90 % och ingen drift av CD86-
uttrycket far observeras. Det grundliggande CD86-uttrycket for obehandlade U937-celler
madste ligga inom intervallet > 2 % och < 25 %.
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- Nar DMSO anvénds som 16sningsmedel bedoms giltigheten for DMSO-vehikelkontrollen
genom berdkning av ett DMSO Sl-virde som jimfors med motsvarande vérde for
obehandlade celler, och den genomsnittliga viabiliteten for de tre replikaten med celler
maste vara > 90 %. DMSO-vehikelkontrollen &r giltig om genomsnittet for de tre
replikatens CD86 SI-virden dr mindre dn 250 % av genomsnittet for CD86 SI-vérdena for
de tre replikaten med obehandlade U937-celler.

- Testomgéingarna anses giltiga om &atminstone tva av tre IgGl-virden for obehandlade
U937-celler hamnar inom intervallet > 0,6 % och < 1,5 %.

- Den parallellt testade negativa kontrollen (mjolksyra) anses giltig om atminstone tvé av de
tre replikaten dr negativa (CD86 SI < 150 %) och icke-cytotoxiska (cellviabilitet > 70 %).

- Den positiva kontrollen (TNBS) anses giltig om atminstone tva av de tre replikaten ar

positiva (CD86 SI > 150 %) och icke-cytotoxiska (cellviabilitet > 70 %).

Testrapport

23. Testrapporten ska innehélla foljande information:

Testkemikalie

Monokomponentdmne:

- Kemisk identifiering, t.ex. med IUPAC- eller CAS-namn, CAS-nummer, Smiles- eller
InChl-kod, strukturformel och/eller andra identifieringar.

- Fysiskt utseende, 16slighet 1 komplett medium, 16slighet 1 DMSO, molekylvikt och andra
relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper, i den man saddana uppgifter finns tillgidngliga.

- Renhet, kemisk identitet for fororeningar i forekommande fall och nér sa ar praktiskt
mojligt.

- Behandling fore testning, om detta ar tillimpligt (t.ex. uppvirmning eller finférdelning).

- Testad koncentration/testade koncentrationer.

- Uppgifter om lagringsforhillanden och stabilitet i den mén sddana uppgifter finns
tillgéngliga.

- Motivering for valet av 16sningsmedel/vehikel for varje testkemikalie.
Multikomponentimne, UVCB och blandning:

- Karakteriseras sa langt det d4r mojligt genom exempelvis kemisk identitet (se ovan), renhet,
kvantitativ forekomst och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper (se ovan) hos
bestandsdelarna, i den man sddana uppgifter finns tillgédngliga.
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- Fysiskt utseende, 16slighet i komplett medium, 16slighet i DMSO och andra relevanta
fysikalisk-kemiska egenskaper, i den man sddana uppgifter finns tillgéngliga.

- Molekylvikt eller uppskattad molekylvikt for blandningar/polymerer med kénda
sammansittningar eller annan information som é&r relevant for utforandet av
undersdkningen.

- Behandling fore testning, om detta ar tillimpligt (t.ex. uppvarmning eller finfordelning).
- Testad koncentration/testade koncentrationer.

- Uppgifter om lagringsforhdllanden och stabilitet i den man sidana uppgifter finns
tillgéngliga.

- Motivering for valet av 16sningsmedel/vehikel for varje testkemikalie.
Kontroller

Positiv kontroll:

- Kemisk identifiering, t.ex. med IUPAC- eller CAS-namn, CAS-nummer, Smiles- eller
InChlI-kod, strukturformel och/eller andra identifieringar.

- Fysiskt utseende, 16slighet i DMSO, molekylvikt och andra relevanta fysikalisk-kemiska
egenskaper, i den man saddana uppgifter finns tillgédngliga och nér sé ar tillampligt.

- Renhet, kemisk identitet for fororeningar i féorekommande fall och nér sd dr praktiskt
mojligt.
- Behandling fore testning, om detta ar tillampligt (t.ex. uppvirmning eller finférdelning).

- Testad koncentration/testade koncentrationer.

- Uppgifter om lagringsforhdllanden och stabilitet i den man sadana uppgifter finns
tillgangliga.
- Hanvisning till tidigare resultat for positiv kontroll som visar pa ldmpliga

acceptanskriterier for testomgéngar, om detta ar tillampligt.

Negativ kontroll och 16sningsmedels-/vehikelkontroll:

- Kemisk identifiering, t.ex. med IUPAC- eller CAS-namn, CAS-nummer, Smiles- eller
InChl-kod, strukturformel och/eller andra identifieringar.

- Renhet, kemisk identitet for fororeningar i forekommande fall och ndr sd dr praktiskt
mojligt.
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Fysiskt utseende, molekylvikt och andra relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper om
annat 16sningsmedel/annan vehikel for kontroll an de som anges i testriktlinjen anvénds, i
den man sadana uppgifter finns tillgdngliga.

Uppgifter om lagringsforhdllanden och stabilitet i den man sadana uppgifter finns
tillgéngliga.

Motivering for valet av 16sningsmedel/vehikel for varje testkemikalie.

Testbetingelser

Namn och adress for sponsor, testanldggning och forsoksledare.
Beskrivning av testet som anvénts.

Anvénd cellinje samt dess lagringsforhdllanden och kélla (till exempel den anldggning
varifran cellerna erholls).

Anvénd flodescytometri (till exempel modell), inklusive anvénda instrumentinstéllningar,
antikroppar och cytotoxicitetsmarkorer.

Det forfarande som anvénts fOr att visa att laboratoriet dr kvalificerat att utféra testet,
genom test av kvalifikationsdmnen, samt det forfarande som anvénts for att visa att testet
kan reproduceras Over tid, till exempel historiska kontrolldata och/eller historiska data for
reaktivitetskontroller.

Testets acceptanskriterier

Erhallna virden for cellviabilitet och CD86 SI med losningsmedels-/vehikelkontrollen
jamfort med de godkinda intervallen.

Erhallna véirden for cellviabilitet och SI med den positiva kontrollen jamfort med de
godkénda intervallen.

Cellviabiliteten for alla testade koncentrationer av den testade kemikalien.

Testforfarande

Antal utforda testomgéngar.

Testkemikaliens koncentrationer, applicering och exponeringstid (vid avvikelser fran
rekommendationerna).

Exponeringstid.
Beskrivning av de utvdrderings- och beslutskriterier som anvénts.

Beskrivning av eventuella modifieringar av testforfarandet.

Resultat
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- Tabelluppstillning av erhdllna data, inklusive CV70 (om detta ar tillimpligt), SI,
cellviabilitetsvdarden och EC150-vdrden (om detta dr tillampligt), for testkemikalien och
for den positiva kontrollen i varje testomging, samt en indikering av testkemikaliens
klassificering enligt prediktionsmodellen.

- Beskrivning av andra relevanta observationer, 1 forekommande fall.

Diskussion kring resultaten

- Diskussion kring de resultat som har erhéllits med U-SENS™.-testet.

- Beaktande av testets resultat inom ramen for en IATA, om annan relevant information
finns att tillga.

Slutsatser
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Tillagg 2.1

DEFINITIONER

Noggrannhet: Anger hur vidl testresultaten och de godtagna referensviardena
overensstimmer med varandra. Det &r ett matt pa testets prestanda och en relevansaspekt.
Detta begrepp anvidnds ofta omvéxlande med “konkordans” for att beskriva andelen
korrekta resultat med ett test (14).

AQOP (Adverse Outcome Pathway): Sekvens av hédndelser, fran den kemiska strukturen
hos en malkemikalie eller en grupp av liknande kemikalier, genom den molekyldra
inledande héndelsen och fram till ett in vivo-resultat av intresse (15).

Koncentrationsrelaterad respons for CD86: Det rader ett koncentrationsberoende (eller
en koncentrationsrelaterad respons) nér en positiv koncentration (CD86 SI > 150) {6ljs av en
koncentration med ett kande CD86 SI-vérde.

Kemikalie: Ett dmne eller en blandning.
CV70: Den uppskattade koncentration som uppvisar 70 % cellviabilitet.

Drift: Definitionen av drift 4r att i) det korrigerade % CD86"-virdet for det obehandlade
kontrollreplikatet med nr 3 dr mindre 4n 50 % av genomsnittet for de korrigerade % CD86"-
virdena for de obehandlade kontrollreplikaten med nr 1 och 2, och ii) det korrigerade
% CD86"-virdet for det negativa kontrollreplikatet med nr 3 &r mindre 4n 50 % av
genomsnittet for de korrigerade % CD86"-virdena for de negativa kontrollreplikaten med nr
1 och 2.

EC150: De uppskattade koncentrationer som uppvisar ett SI-virde pd 150 % for CD86-
uttryck.

Flodescytometri: En cytometrisk teknik dér celler som &r suspenderade i en vitska en 1
taget flodar genom ett fokuserat exciterande ljus, som sprids 1 monster som &ar
kénnetecknande for cellerna och deras komponenter; celler mérks ofta med fluorescerande
markorer, s att ljus forst absorberas och sedan emitteras med dndrad frekvens.

Fara: Inneboende egenskap hos ett dmne eller en situation som har potential att orsaka
skadliga effekter nér en organism, ett system eller en (del-)population exponeras for &mnet.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): En strukturerad strategi som
anvinds for identifiering av fara (risk), karakterisering av fara (styrka) och/eller
sdkerhetsbedomning (risk/styrka och exponering) for en kemikalie eller en grupp av
kemikalier, som strategiskt integrerar och viger in alla relevanta data som underlag for
tillsynsbeslut om potentiell fara och/eller risk och/eller om behovet av ytterligare riktad och
dédrigenom minimerad testning.
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Blandning: En blandning eller en 160sning som bestar av tva eller flera &mnen.

Monokomponentimne: Ett dmne, definierat av sin kvantitativa sammanséttning, dédr en
huvudsaklig bestandsdel utgor minst 80 viktprocent.

Multikomponentimne: Ett imne, definierat av sin kvantitativa sammanséttning, dér fler dn
en huvudsaklig bestandsdel forekommer i en koncentration pa > 10 viktprocent och < 80
viktprocent. Ett multikomponentdmne ir resultatet av en tillverkningsprocess. Skillnaden
mellan blandningar och multikomponentdmnen dr att en blandning erhalls genom att tva
eller flera &mnen blandas utan ndgon kemisk reaktion. Ett multikomponentdmne ar resultatet
av en kemisk reaktion.

Positiv kontroll: Ett replikat som innehéller testsystemets alla komponenter och som
behandlats med ett &mne som man vet ger en positiv respons. For att sdkerstdlla att
variationer i den positiva kontrollens respons over tid kan bedomas, bor den positiva
responsen inte vara alltfor kraftfull.

Prehaptener: Kemikalier som blir sensibiliserande &mnen genom abiotisk omvandling, till
exempel genom oxidering.

Prohaptener: Kemikalier som kridver enzymatisk aktivering for att deras
hudsensibiliserande potential ska aktiveras.

Relevans: Beskrivning av forhallandet mellan testet och den berérda effekten och huruvida
det 4r meningsfullt och anvédndbart for ett visst indamél. Relevansen ar ett mitt pd hur pass
vil man genom testet korrekt kan mata eller prediktera den biologiska effekt det géller.
Relevansen omfattar d&ven dvervdganden om ett tests noggrannhet (konkordans) (14).

Tillforlitlighet: Matt pa i vilken utstrdckning ett test kan reproduceras inom och mellan
laboratorier dver tid, ndr det utférs med anvindning av samma protokoll. Tillforlitligheten
bedoms genom att man berdknar reproducerbarheten inom och mellan laboratorier och
repeterbarheten inom laboratorier (14).

Testomgang: En testomgéing utgdrs av att en eller flera testkemikalier testas parallellt med
en losningsmedels-/vehikelkontroll och en positiv kontroll.

Sensitivitet: Den andel av alla positiva/aktiva kemikalier som klassificeras korrekt av testet.
Kaénsligheten dr ett méatt pa noggrannheten hos ett test som ger kategoriserande resultat och
ar en viktig faktor vid beddmningen av ett tests relevans (14).

SI: Stimulationsindex. Relativa viarden avseende MFI-vérdet (det geometriska medelvérdet
for fluorescensintensiteten) for kemikaliebehandlade celler jaimfort med MFI-vérdet for
16sningsmedels-/vehikelbehandlade celler.

Losningsmedels-/vehikelkontroll: Ett obehandlat prov som innehéller alla komponenter 1
ett testsystem forutom testkemikalien, men med det losningsmedel/den vehikel som
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anvands. Losningsmedels-/vehikelkontrollen anviands for att faststdlla grundresponsen for
de prover som behandlas med testkemikalien som dr upplost eller dispergerad i en stabil
dispersion 1 samma I&sningsmedel/vehikel. Vid test med en parallell mediumkontroll, visar
provet ocksa huruvida 16sningsmedlet/vehikeln interagerar med testsystemet.

Specificitet: Den andel av alla negativa/inaktiva kemikalier som klassificeras korrekt av
testet. Specificiteten dr ett matt pa noggrannheten hos ett test som ger kategoriserande
resultat och &r en viktig faktor vid bedomningen av ett tests relevans (14).

Inférgningsbuffert: En fosfatbuffrad saltlosning som innehéller 5 % fetalt kalvserum.

Amne: Ett kemiskt grundimne och féreningar av detta grundimne i naturlig eller tillverkad
form, inklusive eventuella tillsatser som 4r nddvandiga for att bevara d&mnets stabilitet och
sddana fororeningar som hdrrdr fran tillverkningsprocessen, men exklusive eventuella
16sningsmedel som kan avskiljas utan att det paverkar d&mnets stabilitet eller dndrar dess
sammansattning.

Testkemikalie: Alla amnen eller blandningar som testas med detta test.

FN:s globalt harmoniserade system for Kklassificering och mirkning av kemikalier
(GHS): Ett system for att klassificera kemikalier (dmnen och blandningar) utifran
standardiserade typer och nivaer av fysiska risker, hilsorisker och miljérisker och informera
om resultaten genom exempelvis piktogram, signalord, faroangivelser, skyddsangivelser och
sakerhetsdatablad, i1 syfte att informera om kemikaliernas skadliga effekter for att skydda
manniskor (inklusive arbetsgivare, arbetstagare, transportorer, konsumenter och personal
inom rdddningstjdnsten) och miljon (16).

UVCB-imnen: Amnen med okind eller varierande sammansittning, komplexa
reaktionsprodukter eller biologiska material.

Giltigt test: Ett test som anses vara tillrdckligt relevant och tillforlitligt for ett sarskilt
dndamal och som &r baserat pd vetenskapligt sunda principer. Ett test dr aldrig giltigt 1
absolut bemirkelse, utan endast i forhéllande till ett faststillt &ndamal (14).

488



KVALIFIKATIONSAMNEN

Tilléigg 2.2

D060575/02

Innan testet som beskrivs i detta tilligg till testmetod B.71 anvinds rutinméissigt, bor
laboratoriet styrka sin tekniska kompetens genom att korrekt erhalla den forvantade U-
SENS™.-prediktionen for de tio &amnen som rekommenderas i tabell 1 och genom att erhélla
CV70- och EC150-védrden som haller sig inom respektive referensintervall for minst atta av
de tio kvalifikationsdmnena. Dessa kvalifikationsdmnen har valts ut for att representera hela
skalan av responser gillande risker for hudsensibilisering. Ovriga urvalskriterier var att
dmnena ska vara kommersiellt tillgdngliga, att det ska finnas in vivo-referensdata av hog
kvalitet och att det ska finnas in vitro-data av hog kvalitet genererade med U-SENS™-testet.
Det finns dessutom publicerade referensdata att tillga for U-SENS™-testet (1) (8).

Tabell 1: Rekommenderade dmnen for att pavisa teknisk kompetens i fraga om U-SENS™.-testet

U- U-SENS™| U-SENS™
™
Fysikal S CV70- | EC150
Kvalifikations- iskt In vivo- o
Amne CAS-nr tillstan | prediktion! Losnings- | referens- | referens-
d P medel/ intervall | intervall
vehikel | ipg/ml> | ipg/ml?
Sensibiliser- .
4-fenylendiamin 106-50-3 | Fast ande Komplett <30 Positivt
(starkt) medium (=£10)
. Sensibiliser- .
Trinitrobensensulfon- 2508-19-2 | Flytande ande Komplett =50 Positivt
syra (starkt) medium (=50)
Sensibiliser- Positivt
Dietylmaleat 141-05-9 | Flytande ande DMSO 10-100 < 20\)]
(mattligt) -
Sensibiliser- Komplett Positivt
Resorcinol 108-46-3 Fast ande P > 100
(mattligt) medium (£50)
Sensibiliser- Positivt
Kanelalkohol 104-54-1 Fast ande DMSO > 100
(svagt) (10-100)
Sensibiliser- Positivt
4-allylanisol 140-67-0 | Flytande ande DMSO > 100 (2200)
(svagt)
. Ej sensibiliser- Negativt
Sackarin 81-07-2 Fast ande DMSO > 200 (> 200)
Ej sensibiliser-| Komplett Negativt
Glycerol 56-81-5 | Flytande ande medium > 200 (> 200)
Ej sensibiliser-| Komplett Negativt
Mjolksyra 50-21-5 | Flytande ande medium >200 (> 200)
. Ej sensibiliser- Negativt
Salicylsyra 69-72-7 Fast ande DMSO >200 (> 200)
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Forkortningar: CAS-nr = nummer i registret som fors av Chemical Abstracts Service.

! In vivo-prediktioner géllande fara (och styrka) dr baserade pa LLNA-data (1) (8). In vivo-styrkan hérleds med

anvindning av de kriterier som foreslagits av ECETOC (17).

2 Baserat pa historiskt observerade vérden (1) (8).

3 Komplett medium: RPMI-1640-medium kompletterat med 10 % fetalt kalvserum, 2 mM L-glutamin, 100 enheter/ml
penicillin och100 pg/ml streptomycin (8).
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Tilléigg 3

IN VITRO-TEST AVSEENDE HUDSENSIBILISERING: IL-8 LUC-TESTET

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

1.

Till skillnad fran tester som analyserar uttrycket av cellytemarkorer, kvantifierar IL-8 Luc-
testet fordndringar i uttrycket av IL-8, som dr en cytokin kopplad till aktiveringen av
dendritiska celler. I den pd THP-1 baserade IL-8-reporter-cellinjen (THP-GS, etablerad
frdn den humana cellinjen THP-1 med ursprung i akut monocytisk leukemi) mits IL-8-
uttrycket efter exponering for sensibiliserande &mnen (1). Uttrycket av luciferas anvinds
sedan for att understddja uppdelningen mellan hudsensibiliserande dmnen och icke-
hudsensibiliserande dmnen.

. IL-8 Luc-testet har utvirderats i en valideringsstudie (2) som genomforts av Japanese

Centre for the Validation of Alternatives Methods (JaCVAM), Ministry of Economy,
Trade and Industry (METI) och Japanese Society for Alternatives to Animal Experiments
(JSAAE) med efterfoljande oberoende kollegial granskning (3) pa uppdrag av JaCVAM
och Ministry of Health, Labour and Welfare (MHLW) med st6d av International
Cooperation on Alternative Test Methods (ICATM). Med beaktande av alla tillgdngliga
bevis och inkomna &sikter fran tillsynsmyndigheter och intressenter, anses IL-8 Luc-testet
vara en anviandbar del av en [ATA for att skilja mellan hudsensibiliserande @mnen och
icke-hudsensibiliserande dmnen for faroklassificering och -mirkning. Exempel pa
anvindning av data fran IL-8 Luc-test i kombination med annan information finns
redovisade i litteraturen (4) (5) (6).

. IL-8 Luc-testet har visat sig vara Overforbart till laboratorier som har erfarenhet av

cellodling och luciferasmdtning. Inom och mellan laboratorier var reproducerbarheten
87,7 % respektive 87,5 % (2). Data som erhéllits fran valideringsstudien (2) och andra
publicerade arbeten (1) (6) visar att jamfort med LLNA-tester bedomde IL-8 Luc-testet
118 av 143 kemikalier som positiva eller negativa och 25 kemikalier som oklara, och
noggrannheten hos IL-8 Luc-testet i fraga om att skilja mellan hudsensibiliserande &mnen
(kategori 1 enligt GHS/CLP-forordningen) och icke-hudsensibiliserande d&mnen (ingen
kategori enligt GHS/CLP-forordningen) uppgar till 86 % (101/118) med en sensitivitet pa
96 % (92/96) och en specificitet pa 41 % (9/22). Bortrdknat de &mnen som ligger utanfor
det tillimpningsomrdde som beskrivs nedan (punkt 5), bedomde IL-8 Luc-testet 113 av
136 kemikalier som positiva eller negativa och 23 kemikalier som oklara, och
noggrannheten hos IL-8 Luc-testet uppgér da till 89 % (101/113) med en sensitivitet pa
96 % (92/96) och en specificitet pd 53 % (9/17). Vid anvéndning av data fran ménniska
enligt Urbisch m.fl. (7) beddmde IL-8 Luc-testet 76 av 90 kemikalier som positiva eller
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negativa och 14 kemikalier som oklara, och noggrannheten uppgar till 80 % (61/76) med
en sensitivitet pd 93 % (54/58) och en specificitet pa 39 % (7/18) Bortrdknat de amnen som
ligger utanfor tillimpningsomridet, bedomde IL-8 Luc-testet 71 av 84 kemikalier som
positiva eller negativa och 13 kemikalier som oklara, och noggrannheten uppgér till 86 %
(61/71) med en sensitivitet pd 93 % (54/58) och en specificitet pd 54 % (7/13). Det dr mer
sannolikt att falska negativa prediktioner med IL-8 Luc-testet giller kemikalier som
uppvisar en lag/mattlig hudsensibiliserande styrka (underkategori 1B enligt GHS/CLP-
forordningen) dn kemikalier som uppvisar en hog hudsensibiliserande styrka
(underkategori 1A enligt GHS/CLP-forordningen) (6). Sammantaget visar informationen
att IL-8 Luc-testet har en uppgift att fylla i identifieringen av risker for hudsensibilisering.
Noggrannheten som anges for IL-8 Luc-testet som ett fristdende test dr endast vigledande,
eftersom testet bor beaktas 1 kombination med andra informationskéllor inom ramen for en
IATA och i enlighet med bestimmelserna i punkterna 7 och 8 i Allmén inledning. Vid
utvirdering av tester utan djurforsok gédllande hudsensibilisering bér man dessutom komma
thag att sdvdl LLNA-testet som andra djurforsok eventuellt inte avspeglar situationen for
manniskor fullt ut.

. IL-8 Luc-testet har, baserat pa de uppgifter som finns tillgéngliga for narvarande, visat sig
vara tilldmpligt for testkemikalier som omfattar en rad olika organiska funktionella
grupper, reaktionsmekanismer, hudsensibiliseringsstyrkor (vilket har faststéllts i in vivo-
undersokningar) och fysikalisk-kemiska egenskaper (2) (6).

. Aven om IL-8 Luc-testet anvinder X-VIVO™ 15 som Idsningsmedel har det korrekt
kunnat bedoma kemikalier med ett log Kow-védrde > 3,5 och kemikalier med en l6slighet 1
vatten pd runt 100 pg/ml, enligt berdkning med EPI Suite™, och testets formaga att
detektera sensibiliserande amnen med 14g 16slighet i vatten ar bittre dn den for IL-8 Luc-
test dar dimetylsulfoxid (DMSO) anvidnds som losningsmedel (2). Testkemikalier som inte
16ses upp vid 20 mg/ml kan dock ge falska negativa resultat, till f6ljd av deras oférmaga att
16sas upp 1 X-VIVO™ 15. Av detta skl bor negativa resultat for dessa kemikalier inte tas 1
beaktande. En hog andel falska negativa resultat uppticktes for anhydrider i
valideringsstudien. Dessutom kan, till foljd av den begransade metaboliska kapaciteten hos
cellinjen (8) och testets betingelser, prohaptener (dmnen som kriaver metabolisk aktivering)
och prehaptener (dmnen som aktiveras genom oxidering 1 luft) ge negativa resultat 1 testet.
Aven om negativa resultat for misstinkta prehaptener/prohaptener ska tolkas med
forsiktighet, lyckades dock IL-8 Luc-testet korrekt bedoma 11 av 11 prehaptener, 6 av 6
prohaptener och 6 av 8 pre/pro-haptener i IL-8 Luc-testets dataméngd (2). Baserat pa en
nyligen genomford omfattande genomgang av tre tester utan djurforsok (DPRA,
KeratinoSens™ och h-CLAT) med avseende pd detektering av pre- och prohaptener (9),
och med utgéngspunkt i det faktum att THP-G8-cellerna som anvinds 1 IL-8 Luc-testet
tillhor en cellinje som héarrdr frin THP-1 som anvénds i h-CLAT-testet, kan IL-8 Luc-testet
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dven bidra till att 6ka sensitiviteten hos tester utan djurforsok vad géller att detektera pre-
och prohaptener, i kombination med andra tester. De ytaktiva &mnen som har testats hittills
gav (falska) positiva resultat, oberoende av typ (till exempel katjoniska, anjoniska eller
icke-joniska). Slutligen kan kemikalier som interfererar med luciferas stora dmnets
aktivitet/médtning, vilket kan orsaka skenbar inhibition eller 6kad luminiscens (10). Till
exempel har fytoostrogenkoncentrationer som ar hogre &n 1 uM rapporterats stora
luminiscenssignaler i andra luciferasbaserade reportergentester till f6ljd av dveraktivering
av luciferasreportergenen. Dérfor krdvs en noggrann undersdkning av luciferasuttryck som
erhalls vid hoga koncentrationer av fytodstrogener eller foreningar som misstanks
producera en fytoostrogenliknande aktivering av luciferasreportergenen (11). Till foljd av
det ovanstdende ligger ytaktiva dmnen, anhydrider och kemikalier som interfererar med
luciferas utanfor tillimplighetsomréadet for detta test. Om det finns bevis for att IL-8 Luc-
testet inte dr tillampligt for andra specifika kategorier av testkemikalier, bor det inte
anvéndas for dessa specifika kategorier.

6. Som beskrivs ovan kan IL-8 Luc-testet anvéndas for att understddja uppdelningen mellan
hudsensibiliserande dmnen och icke-hudsensibiliserande &mnen. Ytterligare arbete,
foretrddesvis baserat pd data géllande ménniskor, krdvs for att avgora huruvida IL-8 Luc-
resultat skulle kunna bidra till bedomningar av sensibiliseringens styrka, ndr de beaktas 1
kombination med andra informationskallor.

7. Definitioner av begrepp finns i tilldgg 3.1.

TESTETS PRINCIP

8. For IL-8 Luc-testet anvdnds en human cellinje med ursprung 1 monocytisk leukemi, THP-
1, som har erhdllits frin American Type Culture Collection (Manassas, Virginia, Forenta
staterna). Med anvindning av denna cellinje har avdelningen for dermatologi vid Tohoku
University School of Medicine tagit fram en THP-1-deriverad IL-8-reporter-cellinje, THP-
G8, som innehaller luciferasgenerna SLO (Stable Luciferase Orange) och SLR (Stable
Luciferase Red) som styrs av IL-8- respektive GAPDH-promotorer (glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenas) (1). Detta mojliggdr kvantitativ métning av luciferasgenens induktion
genom detektering av luminiscensen fran viletablerade ljusproducerande luciferassubstrat,
som en indikator pd IL-8- och GAPDH-promotorernas aktivitet i celler efter exponering for
sensibiliserande kemikalier.

9. Testsystemet med dubbla farger baseras pé ett luciferasenzym som sidnder ut orangefargat
ljus (SLO, Amax = 580 nm) (12) for IL-8-promotorns genuttryck och ett luciferasenzym
som sdnder ut rott ljus (SLR, Amax = 630 nm) (13) for GAPDH-promotorns genuttryck
(promotorn for intern kontroll). De bada luciferasenzymerna sédnder ut ljus med olika
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farger nir de reagerar med D-luciferin (firefly) och deras luminiscens mits parallellt i en
enstegsreaktion genom att ljuset frin testblandningen delas upp med ett optiskt filter (14)
(se tillagg 3.2).

10. THP-G8-celler behandlas under 16 timmar med testkemikalien, varefter SLO-
luciferasaktiviteten (SLO-LA), som éaterspeglar IL-8-promotorns aktivitet, och SLR-
luciferasaktiviteten (SLR-LA), som &terspeglar GAPDH-promotorns aktivitet, mits. For att
gora forkortningarna enkla att forsta kallas SLO-LA och SLR-LA for ILSLA respektive
GAPLA nedan. I tabell 1 finns en beskrivning av de termer som é&r associerade med
luciferasaktiviteten i IL-8 Luc-testet. De uppmétta virdena anvidnds for att berdkna
normaliserad ILS8LA (nIL8LA), som é&r forhdllandet mellan ILSLA och GAPLA,
induktionen av nIL8LA (Ind-ILS8LA), som &r forhéllandet mellan de aritmetiska
medelvirdena for fyrfaldigt uppmétta nILSLA-varden for THP-G8-celler behandlade med
en testkemikalie och nIL8LA-virdena for obehandlade THP-G8-celler, samt inhiberingen
av GAPLA (Inh-GAPLA), som é&r forhallandet mellan de aritmetiska medelviardena for
fyrfaldigt uppmaétta GAPLA-vdrden for THP-G8-celler behandlade med en testkemikalie
och GAPLA-virdena for obehandlade THP-G8-celler, som anvidnds som en indikator pa
cytotoxicitet.

Tabell 1: Beskrivning av termer som é&r associerade med luciferasaktiviteten i IL-8 Luc-testet

Forkortning  Definition

GAPLA SLR-luciferasaktivitet som dterspeglar GAPDH-promotorns aktivitet
IL8LA SLO-luciferasaktivitet som aterspeglar IL-8-promotorns aktivitet
nIL8LA ILSLA/GAPLA

Ind-IL8LA nIL8LA for THP-G8-celler behandlade med kemikalier/nIL8LA for
obehandlade celler

Inh-GAPLA  GAPLA for THP-G8-celler behandlade med kemikalier/GAPLA for
obehandlade celler

CVO05 Den ldgsta koncentration av kemikalien vid vilken Inh-GAPLA blir
<0,05

11. Prestandastandarder (PS) (15) finns tillgdngliga for att underldtta valideringen av
modifierade in vitro-tester avseende IL-8-luciferas som liknar IL-8 Luc-testet, och for att
mojliggéra snabba &dndringar av OECD:s testriktlinje 442E for att inbegripa dessa.
Omsesidigt erkiinnande av data (MAD) enligt OECD-avtalet garanteras endast for tester
som validerats enligt prestandastandarderna och om de har granskats och inbegripits 1
testriktlinje 442E av OECD (16).

DEMONSTRATION AV KOMPETENS
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Innan testet som beskrivs i detta tilligg till testmetod B.71 anvénds rutinméssigt, bor
laboratoriet styrka sin tekniska kompetens med anvindning av de tio kvalifikationsdmnen
som anges i tilligg 3.3, i enlighet med god praxis for in vitro-metoder (17). Dessutom bor
anviandare av testet fora en historisk databas Over data som erhdlls genom
reaktivitetskontrollerna (se punkt 15) och genom de positiva kontrollerna och
losningsmedels-/vehikelkontrollerna (se punkterna 21-24) och anvédnda dessa data for att
styrka att testets reproducerbarhet bibehélls i laboratoriet dver tid.

FORFARANDE

13.

Ett standardférfarande (SOP) for IL-8 Luc-testet finns att tillgd och bor anvéndas nér testet
utfors (18). Laboratorier som vill utfora testet kan erhalla den rekombinanta THP-GS8-
cellinjen frdn GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japan, efter att ha undertecknat ett avtal om
materialoverforing (Material Transfer Agreement, MTA) 1 enlighet med OECD-mallens
villkor. 1 de foljande punkterna ges en beskrivning av de viktigaste delarna i och
forfarandena for testet.

Forberedelse av celler

14.

15.

16.

THP-G8-cellinjen fran GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japan, ska anvindas vid utforandet av
IL-8 Luc-testet (se punkterna 8 och 13). Nér cellerna har tagits emot forokas de (tv4 till
fyra passager) och lagras frysta som en enhetlig stam. Celler fran denna stam kan forokas
genom maximalt tolv passager eller under maximalt sex veckor. Odlingsmediet som ska
anviandas for forokningen d&r RPMI-1640-medium innehéllande 10 % fetalt bovint serum
(FBS), losning med antibiotika/antimykotika (100 enheter/ml penicillin G, 100 pg/ml
streptomycin och 0,25 pg/ml amfotericin B 1 0,85-procentig saltlosning) (till exempel
GIBCO katalognr 15240-062), 0,15 pg/ml Puromycin (till exempel CAS-nr 58-58-2) och
300 pg/ml G418 (till exempel CAS-nr 108321-42-2).

Innan cellerna anviands for testning bor de genomgéd en kvalificering i form av en
reaktivitetskontroll. Denna kontroll bor utforas 1-2 veckor eller 2—4 passager efter
upptining med anvéndning av den positiva kontrollen 4-nitrobensylbromid (4-NBB) (CAS-
nr 100-11-8, >99 % renhet) och den negativa kontrollen mjdlksyra (CAS-nr 50-21-5,
> 85 % renhet). 4-NBB ska ge en positiv respons for Ind-IL8LA (= 1,4) medan mj6lksyra
ska ge en negativ respons for Ind-ILSLA (<1,4). Endast celler som har klarat
reaktivitetskontrollen ska anvédndas for testet. Kontrollen bor utforas 1 enlighet med de
forfaranden som beskrivs 1 punkterna 22—24.

For testet sds THP-GS8-celler ut med en densitet pa 2 till 5 x 10° celler/ml, varefter de
forodlas 1 odlingsflaskor under 48 till 96 timmar. P4 testdagen tvittas skordade celler fran
odlingsflaskan med RPMI-1640 innehdllande 10 % FBS men utan innehdll av antibiotika
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och resuspenderas sedan i RPMI-1640 innehéllande 10 % FBS men utan innehéll av
antibiotika till densiteten 1 x 10° celler/ml. Direfter fordelas cellerna i en flatbottnad svart
96-halsplatta (till exempel Costar katalognr 3603) med 50 ul per brunn (5 x 10*
celler/brunn).

Beredning av testkemikalie och kontrollimnen

17.

18.

19.

Testkemikalien och kontrollimnena bereds péa testdagen. For IL-8 Luc-testet l8ses
testkemikalien upp i X-VIVO™ 15, som é&r ett kommersiellt tillgdngligt serumfritt medium
(Lonza, 04-418Q), till en slutlig koncentration pa 20 mg/ml. X-VIVO™ 15 tillsitts till 20
mg av testkemikalien (oavsett kemikaliens 16slighet) i ett mikrocentrifugror till en total
volym pa 1 ml, varefter roret roteras kraftigt och skakas i en rotor med en maximal
hastighet pa 8 varv per minut under 30 minuter vid en rumstemperatur pd ungefiar 20 °C.
Om fasta kemikalier fortfarande &r oldsta ska roret dessutom ultraljudsbehandlas till dess
att kemikalien har 16sts upp helt och hallet eller &r dispergerad i en stabil dispersion. For
testkemikalier som é&r 16sliga i X-VIVO™ 15 spédds 16sningen med en faktor 5 med X-
VIVO™ 15 och anvinds som en X-VIVO™ [5-stamlosning av testkemikalien (4 mg/ml).
For testkemikalier som inte dr 16sliga i X-VIVO™ 15 roteras blandningen igen under minst
30 minuter och centrifugeras sedan vid 15 000 varv per minut (=20 000 g) under 5
minuter; den resulterande supernatanten anvdnds som en X-VIVO™ [5-stamldsning av
testkemikalien. For anvindning av andra l6sningsmedel, som DMSO, vatten eller
odlingsmedium, ska en vetenskaplig motivering tillhandahallas. Det detaljerade forfarandet
for att 16sa upp kemikalier beskrivs 1 tilldgg 3.5. X-VIVO™ 15-16sningarna som beskrivs i
punkterna 18-23 blandas 1:1 (volymforhallande) med de cellsuspensioner som beretts i en
flatbottnad svart 96-halsplatta (se punkt 16).

Den forsta testomgéngen syftar till att faststélla den cytotoxiska koncentrationen och att
undersoka hudsensibiliseringspotentialen hos kemikalier. Med anvédndning av X-VIVO™
15 gors serieutspadningar av X-VIVO™ 15-stamldsningarna av testkemikalierna med en
utspadningsfaktor 2 (se tilldgg 3.5), och for detta anvinds en 96-halsplatta (till exempel
Costar katalognr EW-01729-03). Dérefter tillsdtts 50 pl utspadd 16sning per brunn till 50 pl
cellsuspension i en flatbottnad svart 96-hélsplatta. For testkemikalier som dr 16sliga 1 X-
VIVO™ 15 stricker sig darfor de slutliga koncentrationerna av testkemikalierna fran 0,002
till 2 mg/ml (se tilligg 3.5). For testkemikalier som inte dr losliga 1 X-VIVO™ 15 vid 20
mg/ml faststills endast utspiddningsfaktorer som stricker sig fran 2 till 2'°, diven om de
faktiska slutliga koncentrationerna av testkemikalierna forblir osédkra och édr beroende av
den mittade koncentrationen av testkemikalierna 1 X-VIVO™ [5-stamldsningen.

For de efterfoljande testomgingarna (det vill sdga de andra, tredje och fjdrde replikaten)
bereds X-VIVO™ 1]5-stamldsningen vid en koncentration som ar fyra ganger hogre én
koncentrationen CV0S5 (cellviabilitet 05, den ldgsta koncentration vid vilken Inh-GAPLA
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blir <0,05) i det forsta experimentet. Om Inh-GAPLA inte sjunker under 0,05 vid den
hogsta koncentrationen i den forsta testomgéngen, bereds X-VIVO™ 15-stamldsningen vid
den forsta testomgangens hogsta koncentration. Koncentrationen CV0S5 berdknas genom att
koncentrationen hos stamlosningen 1 den fOrsta testomgangen divideras med
utspadningsfaktorn for CVO05 (X) (utspddningsfaktorn for CV05 [X] é&r den
utspadningsfaktor som kriavs for att spdda stamlosningen till CV05) (se tilldgg 3.5). For
testkemikalier som inte ar I6sliga i X-VIVO™ 15 vid 20 mg/ml faststdlls CV05 utifran
koncentrationen hos stamldsningen X 1/X. For testomgéngarna tva till fyra bereds en andra
stamldsning med koncentrationen 4 x CVO05 (se tillagg 3.5).

Serieutspddningarna av  denna andra X-VIVO™ 15-stamlosning gors med en
utspadningsfaktor pad 1,5 med anvindning av en 96-halsplatta. Darefter tillsdtts 50 pl
utspadd 16sning per brunn till 50 pl cellsuspension i brunnarna i en flatbottnad svart 96-
halsplatta. Varje koncentration av varje testkemikalie ska testas i fyra brunnar. Proverna
blandas sedan med en plattskakare och inkuberas under 16 timmar vid 37 °C i en atmosfar
med 5 % CO», varefter luciferasaktiviteten méts enligt beskrivningen nedan.

Losningsmedelskontrollen &r en blandning av 50 pl/brunn med X-VIVO™ 15 och 50
ul/brunn med cellsuspension i RPMI-1640 innehallande 10 % FBS.

Den rekommenderade positiva kontrollen dr 4-NBB. 20 mg 4-NBB bereds i ett
mikrocentrifugror pa 1,5 ml, till vilket X-VIVO™ 15 tillsétts till en total volym pa 1 ml.
Roret roteras kraftigt och skakas i en rotor med en maximal hastighet pa 8 varv per minut
under minst 30 minuter. Efter centrifugering vid 20 000 g under fem minuter spids
supernatanten med en faktor 4 med X-VIVO™ 15, varpa 500 pl av den utspddda
supernatanten overfors till en brunn i en 96-halsplatta. Den utspddda supernatanten spéds
ytterligare med X-VIVO™ 15 med faktorerna 2 och 4, varefter 50 pl av 16sningen tillsitts
till 50 ul THP-G8-cellsuspension i brunnarna pa en flatbottnad svart 96-halsplatta (se
tillagg 3.6). Varje koncentration av den positiva kontrollen ska testas i fyra brunnar.
Plattan skakas 1 en plattskakare och inkuberas 1 en COz-inkubator under 16 timmar (37 °C,
5 % COy), varefter luciferasaktiviteten méts enligt beskrivningen i punkt 29.

Den rekommenderade negativa kontrollen dr mjolksyra. 20 mg mjolksyra bereds 1 ett
mikrocentrifugror pa 1,5 ml, till vilket X-VIVO™ 15 tillsétts till en total volym pd 1 ml
(20 mg/ml). Mjolksyraldsningen pd 20 mg/ml spdds sedan med en faktor 5 med X-VIVO™
15 (till 4 mg/ml), varpd 500 pl av denna mjdlksyralosning péd 4 mg/ml Sverfors till en
brunn i en 96-hdlsplatta. Denna 16sning spidds med en faktor 2 med X-VIVO™ 15 och
dérefter igen med en faktor 2, for att ge 10sningar pa 2 mg/ml och 1 mg/ml. 50 ul av dessa
tre losningar och vehikelkontrollen (X-VIVO™ 15) tillsdtts till 50 pl THP-GS-
cellsuspension i brunnarna pd en flatbottnad svart 96-halsplatta. Varje koncentration av
den negativa kontrollen testas 1 fyra brunnar. Plattan skakas 1 en plattskakare och inkuberas
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i en COz-inkubator under 16 timmar (37 °C, 5 % CO,), varefter luciferasaktiviteten maéts
enligt beskrivningen i punkt 29.

Andra lampliga positiva eller negativa kontroller kan anvdndas om historiska data finns att
tillga for att hédrleda jamforbara acceptanskriterier.

Se till att flyktiga testkemikalier inte avdunstar och att det inte sker nagon
korskontaminering mellan testkemikalier i olika brunnar, till exempel genom att plattan
forseglas innan testkemikalierna inkuberas.

Testkemikalierna och 16sningsmedelskontrollen kraver tva till fyra testomgangar for att fa
fram en positiv eller negativ prediktion (se tabell 2). Alla testomgéngar ska utforas pé olika
dagar med farska X-VIVO™ 15-stamlosningar av testkemikalierna och oavhéngigt
skordade celler. Cellerna far dock komma fran samma passage.

M:itning av luciferasaktiviteten

27.

28.

29.

30.

Luminiscensen mits med anvindning av en luminometer for 96-halsmikrotiterplattor som
ar forsedd med optiska filter, till exempel Phelios (ATTO, Tokyo, Japan), Tristan 941
(Berthold, Bad Wildbad, Tyskland) eller ARVO-serien (PerkinElmer, Waltham,
Massachusetts, Forenta staterna). Luminometern maste kalibreras infor varje test for att
sakerstilla reproducerbarheten (19). Rekombinanta luciferaser som avger orange- och
rodfargat ljus finns att tillgd for denna kalibrering.

100 ul forvirmt Tripluc®-reagens for luciferastest (Tripluc) dverfors till varje brunn i
plattan som innehéller cellsuspension, oavsett om den &dr behandlad med kemikalien eller
inte. Plattan skakas under tio minuter vid en rumstemperatur pa ungefar 20 °C. Dérefter
placeras plattan i luminometern for métning av luciferasaktiviteten. Bioluminiscensen méts
utan (FO) respektive med (F1) det optiska filtret, under tre sekunder vardera. Om
alternativa instillningar eller metoder anvénds, till exempel till f6ljd av den anvdnda
luminometermodellen, ska detta motiveras.

Parametrar for varje koncentration berdknas utifrdn de uppmétta vérdena, till exempel
ILSLA, GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, genomsnittlig +SD
(standardavvikelse) for ILSLA, genomsnittlig +SD for GAPLA, genomsnittlig +SD {or
nlL8LA, genomsnittlig £SD {or Ind-IL8LA, genomsnittlig +SD f6r Inh-GAPLA och det
95-procentiga konfidensintervallet for Ind-IL8LA. Definitioner av parametrarna som
anvénds i1 denna punkt finns 1 tilligg 1 respektive tilldgg 4.

Innan métningen startar gors vanligtvis, for reportertester med flera olika farger, en
fargseparering med hjdlp av detektorer (luminometer och plattavldsare) som har forsetts
med optiska filter, till exempel filter som blockerar korta eller ldanga vaglangder (l1angpass-
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eller kortpassfilter) eller bandpassfilter. Transmissionskoefficienterna for filtren for varje
bioluminiscens-signalfiarg bor kalibreras innan testet utfors, enligt tilldgg 3.2.

DATA OCH RAPPORTERING

Utvirdering av data

31. Kriterierna for en positiv/negativ bedomning &r, for varje testomgéng, enligt foljande:

- En prediktion i ett IL-8 Luc-test beddms som positiv om en testkemikalie har ett Ind-
IL8LA-vdrde > 1,4 och den nedre griansen for det 95-procentiga konfidensintervallet for
Ind-IL8LA &r > 1,0.

- En prediktion i ett IL-8 Luc-test beddms som negativ om en testkemikalie har ett Ind-
IL8LA-vdrde < 1,4 och/eller den nedre grinsen for det 95-procentiga konfidensintervallet
for Ind-IL8LA ar < 1,0.

Prediktionsmodell

32. Testkemikalier som uppvisar tva positiva resultat bland testomgéngarna 1, 2, 3 och 4
identifieras som positiva, medan de som uppvisar tre negativa resultat bland
testomgéngarna 1, 2, 3 och 4 identifieras som formodat negativa (se tabell 2). Bland de
formodat negativa kemikalierna beddms kemikalier som 16ses upp vid koncentrationen 20
mg/ml 1 X-VIVO™ 15 som negativa, medan kemikalier som inte 16ses upp vid
koncentrationen 20 mg/ml 1 X-VIVO™ 15 inte ska tas i beaktande (se figur 1).

Tabell 2: Kriterier for att identifiera positivt resultat och formodat negativt resultat

Testomgiang Testomgiang Testomging Testomgang Slutlig
1 2 3 4 prediktion

Positivt Positivt — — Positivt
Negativt Positivt - Positivt
Negativt Positivt Positivt

Negativt Formodat negativt
Negativt Positivt Positivt - Positivt
Negativt Positivt Positivt

Negativt Formodat negativt
Negativt Positivt Positivt Positivt

Negativt Férmodat negativt

Negativt - Férmodat negativt

Figur 1: Prediktionsmodell for slutlig beddmning
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Positivt —
Losligt vid 20

Kemikalier — Negativt
Formodat mg/ml k 5 ,
negativt Olosligt vid [ Ska inte |
20 mg/ml | beaktas |
Acceptanskriterier

33. Foljande acceptanskriterier ska vara uppfyllda vid anvéndning av IL-8 Luc-testet:

Ind-IL8LA ska vara hogre dn 5,0 for atminstone en av koncentrationerna av den positiva
kontrollen, 4-NBB, i varje testomgang.

Ind-IL8LA ska vara ligre dn 1,4 for varje koncentration av den negativa kontrollen,
mjolksyra, 1 varje testomgang.

Data fran plattor for vilka GAPLA-vérdet for kontrollbrunnar med celler och Tripluc men
utan testkemikalier d&r mindre dn 5 ginger virdet for brunnar som endast innehéller
testmedium (50 pl/hdl med RPMI-1640 innehéllande 10 % FBS och 50 pl/brunn med X-
VIVO™ 15) ska kasseras.

Data fran plattor for vilka Inh-GAPLA-virdet for alla koncentrationer av test- eller
kontrollkemikalierna dr ldgre dn 0,05 ska kasseras. Néar sa ar fallet ska det forsta testet
upprepas, sa att den hogsta slutliga koncentrationen for det upprepade testet dr den l4gsta
slutliga koncentrationen for det foregaende testet.

Testrapport

34. Testrapporten ska innehélla foljande information:

Testkemikalier

Monokomponentdmne:

Kemisk identifiering, t.ex. med IUPAC- eller CAS-namn, CAS-nummer, Smiles- eller
InChl-kod, strukturformel och/eller andra identifieringar.
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- Fysiskt utseende, vattenldslighet, molekylvikt och andra relevanta fysikalisk-kemiska
egenskaper, i den man séddana uppgifter finns tillgéngliga.

- Renhet, kemisk identitet for fororeningar i forekommande fall och nér s& ar praktiskt
mojligt.
- Behandling fore testning, om detta ar tillimpligt (t.ex. uppvarmning eller finfordelning).

- Loslighet 1 X-VIVO™ 15, For kemikalier som dr olosliga i X-VIVO™ 15, huruvida
fallning eller flotation observeras efter centrifugering.

- Testad koncentration/testade koncentrationer.

- Uppgifter om lagringsforhdllanden och stabilitet i den man sidana uppgifter finns
tillgéngliga.
- Motivering for valet av losningsmedel/vehikel for varje testkemikalie om X-VIVO™ 15

inte har anvénts.

Multikomponentdmne, UVCB och blandning:

- Karakteriseras sa langt det dr mojligt genom exempelvis kemisk identitet (se ovan), renhet,
kvantitativ forekomst och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper (se ovan) hos
bestandsdelarna, i den mén sadana uppgifter finns tillgingliga.

- Fysiskt utseende, vattenldslighet och andra relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper, 1 den
man sadana uppgifter finns tillgéingliga.

- Molekylvikt eller uppskattad molekylvikt for blandningar/polymerer med kénda
sammansdttningar eller annan information som &r relevant for utforandet av
undersdkningen.

- Behandling fore testning, om detta ar tillampligt (t.ex. uppvirmning eller finférdelning).

- Loslighet 1 X-VIVO™ 15. For kemikalier som dr olosliga 1 X-VIVO™ 15, huruvida
fallning eller flotation observeras efter centrifugering.

- Testad koncentration/testade koncentrationer.

- Uppgifter om lagringsforhdllanden och stabilitet i den man siddana uppgifter finns
tillgdngliga.

- Motivering for valet av 16sningsmedel/vehikel for varje testkemikalie om X-VIVO™ 15
inte har anvénts.

Kontroller

Positiv kontroll:
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Kemisk identifiering, t.ex. med IUPAC- eller CAS-namn, CAS-nummer, Smiles- eller
InChlI-kod, strukturformel och/eller andra identifieringar.

Fysiskt utseende, vattenloslighet, molekylvikt och andra relevanta fysikalisk-kemiska
egenskaper, 1 den mén sddana uppgifter finns tillgdngliga och nér sa ér tillimpligt.

Renhet, kemisk identitet for fororeningar 1 forekommande fall och nér sa dr praktiskt
mojligt.
Behandling fore testning, om detta dr tillampligt (t.ex. uppvarmning eller finférdelning).

Testad koncentration/testade koncentrationer.

Uppgifter om lagringsforhdllanden och stabilitet i den man sddana uppgifter finns
tillgéngliga.
Hanvisning till tidigare resultat for positiv kontroll som visar pa ldmpliga

acceptanskriterier, om detta dr tillimpligt.

Negativ kontroll:

Kemisk identifiering, t.ex. med IUPAC- eller CAS-namn, CAS-nummer och/eller andra
identifieringar.

Renhet, kemisk identitet for fororeningar i forekommande fall och nédr sa dr praktiskt
mojligt.
Fysiskt utseende, molekylvikt och andra relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper om

andra negativa kontroller &n de som anges i testriktlinjen anvinds och i den man sadana
uppgifter finns tillgdngliga.

Uppgifter om lagringsforhdllanden och stabilitet i den méin sddana uppgifter finns
tillgéngliga.

Motivering for valet av l1dsningsmedel for varje testkemikalie.

Testbetingelser

Namn och adress for sponsor, testanliggning och forsoksledare.
Beskrivning av testet som anvénts.

Anvind cellinje samt dess lagringsforhdllanden och killa (till exempel den anlidggning
varifrén cellinjen erholls).

Partinummer och ursprung for FBS, namn pa leverantdr, partinummer for flatbottnad svart
96-hélsplatta och partinummer for Tripluc-reagens.

Passageantal och celldensitet som anvénds for testet.
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Cellrdkningsmetod som anvénts for utsddden fore testet, samt vidtagna atgédrder for att
sakerstilla en homogen fordelning av celler.

Anvind luminometer (till exempel modell), inklusive instrumentinstéllningar och anvént
luciferassubstrat, samt ett uppvisande av korrekta luminiscensmétningar baserat pa det
kontrolltest som beskrivs i tilldgg 3.2.

Det forfarande som anvénts for att visa att laboratoriet dr kvalificerat att utfora testet (till
exempel genom test av kvalifikationsimnen) eller for att visa att testet kan reproduceras
over tid.

Testforfarande

Antal replikat och genomforda testomgéingar.

Testkemikaliens koncentrationer, appliceringsforfarande och exponeringstid (vid avvikelse
frdn rekommendationerna).

Beskrivning av de utvdrderings- och beslutskriterier som anvénts.
Beskrivning av de anvinda acceptanskriterierna for undersokningen.

Beskrivning av eventuella modifieringar av testforfarandet.

Resultat

Mitresultat for ILSLA och GAPLA.
Berdkningar av nIL8LA, Ind-IL8LA och Inh-GAPLA.
Det 95-procentiga konfidensintervallet for Ind-ILSLA.

Ett diagram som visar dos-effektkurvorna for induktionen av luciferasaktivitet samt
viabilitet.

Beskrivning av andra relevanta observationer, 1 forekommande fall.

Diskussion kring resultaten

Diskussion kring de resultat som har erhallits med IL-8 Luc-testet.

Beaktande av testets resultat inom ramen for en IATA, om annan relevant information
finns att tillga.

Slutsats
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Tillagg 3.1

DEFINITIONER

Noggrannhet: Anger hur vidl testresultaten och de godtagna referensviardena
overensstimmer med varandra. Det &r ett matt pa testets prestanda och en relevansaspekt.
Detta begrepp anvidnds ofta omvédxlande med “konkordans” for att beskriva andelen
korrekta resultat med ett test (16).

AOP (Adverse Outcome Pathway): Sekvens av hindelser, frdn den kemiska strukturen
hos en malkemikalie eller en grupp av liknande kemikalier, genom den molekyldra
inledande héndelsen och fram till ett in vivo-resultat av intresse (20).

Kemikalie: Ett imne eller en blandning.

CV05: Cellviabilitet 05, det vill sdga den ldgsta koncentration vid vilken kemikalier
uppvisar ett Inh-GAPLA-virde som dr ldgre &n 0,05.

FInSLO-LA: Forkortning som anvénds 1 valideringsrapporten och 1 tidigare publikationer
gillande IL-8 Luc-testet med samma betydelse som Ind-ILSLA. Se Ind-IL8LA for ndrmare
definition.

GAPLA: SLR-luciferasaktivitet (Amax =630 nm) som styrs av GAPDH-promotorn och
som indikerar cellviabiliteten och antalet viabla celler.

Fara: Inneboende egenskap hos ett amne eller en situation som har potential att orsaka
skadliga effekter nér en organism, ett system eller en (del-)population exponeras for dmnet.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): En strukturerad strategi som
anvands for identifiering av fara (risk), karakterisering av fara (styrka) och/eller
sakerhetsbedomning (risk/styrka och exponering) for en kemikalie eller en grupp av
kemikalier, som strategiskt integrerar och véger in alla relevanta data som underlag for
tillsynsbeslut om potentiell fara och/eller risk och/eller om behovet av ytterligare riktad och
dédrigenom minimerad testning.

II-SLR-LA: Forkortning som anvinds 1 valideringsrapporten och 1 tidigare publikationer
géillande IL-8 Luc-testet med samma betydelse som Inh-GAPLA. Se Inh-GAPLA {6r

narmare definition.

IL-8 (Interleukin-8): En cytokin som erhdlls frdn endotelceller, fibroblaster, keratinocyter,
makrofager och monocyter som orsakar kemotaxis hos neutrofiler och T-lymfocyter.

IL8LA: SLO-luciferasaktivitet (Amax = 580 nm) som styrs av [L-8-promotorn.

Ind-IL8LA: Induktionsforhallande for ILSLA. Virdet erhalls genom att nIL8LA-véardet for
THP-G8-celler behandlade med kemikalier divideras med motsvarande virde for icke-
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stimulerade THP-G8-celler och representerar induktionen av IL-8-promotoraktivitet till
foljd av kemikalier.

Inh-GAPLA: Inhibering av GAPLA. Virdet erhalls genom att GAPLA-virdet for THP-G8-
celler behandlade med kemikalier divideras med GAPLA-vérdet for obehandlade THP-G8-
celler och representerar kemikaliernas cytotoxicitet.

Légsta grinsvirde for induktion (MIT, Minimum Induction Threshold): Den ldgsta
koncentration vid vilken en kemikalie uppfyller kriteriet for positivt resultat.

Blandning: En blandning eller en 16sning som bestér av tva eller flera &mnen.

Monokomponentimne: Ett dmne, definierat av sin kvantitativa sammanséttning, dédr en
huvudsaklig bestandsdel utgér minst 80 viktprocent.

Multikomponentimne: Ett imne, definierat av sin kvantitativa sammanséttning, dér fler &n
en huvudsaklig bestdndsdel forekommer 1 en koncentration pad > 10 viktprocent och < 80
viktprocent. Ett multikomponentdmne &r resultatet av en tillverkningsprocess. Skillnaden
mellan blandningar och multikomponentdmnen &r att en blandning erhalls genom att tva
eller flera &mnen blandas utan ndgon kemisk reaktion. Ett multikomponentdmne &r resultatet
av en kemisk reaktion.

nIL8LA: SLO-luciferasaktiviteten som &terspeglar IL-8-promotorns aktivitet (ILSLA)
normaliserad genom SLR-luciferasaktiviteten som aterspeglar GAPDH-promotorns aktivitet
(GAPLA). Virdet representerar IL-8-promotorns aktivitet efter beaktande av cellviabilitet
eller cellantal.

nSLO-LA: Forkortning som anvinds 1 valideringsrapporten och i tidigare publikationer
géillande IL-8 Luc-testet med samma betydelse som nIL8LA. Se nIL8LA for ndrmare
definition.

Positiv kontroll: Ett replikat som innehéller testsystemets alla komponenter och som
behandlats med ett dmne som man vet ger en positiv respons. For att sdkerstdlla att
variationer 1 den positiva kontrollens respons 6éver tid kan bedomas, bor den positiva
responsen inte vara alltfor kraftfull.

Prehaptener: Kemikalier som blir sensibiliserande @&mnen genom abiotisk omvandling.

Prohaptener: Kemikalier som krdver enzymatisk aktivering for att deras
hudsensibiliserande potential ska aktiveras.

Relevans: Beskrivning av forhallandet mellan testet och den berérda effekten och huruvida
det ar meningsfullt och anvéndbart for ett visst &ndamal. Relevansen &r ett matt pa hur pass
vdl man genom testet korrekt kan madta eller prediktera den biologiska effekt det géller.
Relevansen omfattar &ven overviganden om ett tests noggrannhet (konkordans) (16).

Tillforlitlighet: Matt pd 1 vilken utstridckning ett test kan reproduceras inom och mellan
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laboratorier dver tid, ndr det utfors med anvdndning av samma protokoll. Tillforlitligheten
beddms genom att man berdknar reproducerbarheten inom och mellan laboratorier och
repeterbarheten inom laboratorier (16).

Testomgang: En testomging utgdrs av att en eller flera testkemikalier testas parallellt med
en losningsmedels-/vehikelkontroll och en positiv kontroll.

Sensitivitet: Den andel av alla positiva/aktiva kemikalier som klassificeras korrekt av testet.
Kénsligheten ar ett matt pd noggrannheten hos ett test som ger kategoriserande resultat och
ar en viktig faktor vid bedomningen av ett tests relevans (16).

SLO-LA: Forkortning som anvinds i valideringsrapporten och i tidigare publikationer
gillande IL-8 Luc-testet med samma betydelse som IL8LA. Se IL8LA fo6r nidrmare
definition.

SLR-LA: Forkortning som anvidnds i valideringsrapporten och i tidigare publikationer
gillande IL-8 Luc-testet med samma betydelse som GAPLA. Se GAPLA for ndrmare
definition.

Losningsmedels-/vehikelkontroll: Ett obehandlat prov som innehaller alla komponenter i
ett testsystem forutom testkemikalien, men med det losningsmedel/den vehikel som
anvinds. Losningsmedels-/vehikelkontrollen anvinds for att faststélla grundresponsen for
de prover som behandlas med testkemikalien som &r upplost eller dispergerad i en stabil
dispersion 1 samma l6sningsmedel/vehikel. Vid test med en parallell mediumkontroll, visar
provet ocksa huruvida 16sningsmedlet/vehikeln interagerar med testsystemet.

Specificitet: Den andel av alla negativa/inaktiva kemikalier som klassificeras korrekt av
testet. Specificiteten dr ett matt pd noggrannheten hos ett test som ger kategoriserande
resultat och ér en viktig faktor vid bedomningen av ett tests relevans (16).

Amne: Ett kemiskt grunddmne och foreningar av detta grunddmne i naturlig eller tillverkad
form, inklusive eventuella tillsatser som dr nddvédndiga for att bevara dmnets stabilitet och
sddana fororeningar som héarrér fran tillverkningsprocessen, men exklusive eventuella
l16sningsmedel som kan avskiljas utan att det piverkar dmnets stabilitet eller dndrar dess
sammanséattning.

Ytaktivt dimne: Ett dmne, exempelvis ett rengoringsmedel, som kan minska en vétskas
ytspanning sa att vitskan kan 16ddra eller penetrera fasta dmnen; kallas dven tensid eller
vatmedel. (Testriktlinje 437)

Testkemikalie: Alla &mnen eller blandningar som testas med detta test.
THP-G8: En IL-8-reportercellinje som anvinds i IL-8 Luc-testet. Den utgar frin den

humana makrofagliknande cellinjen THP-1 som sedan transfekterats med luciferasgenerna
SLO och SLR, styrda av promotorerna IL-8 respektive GAPDH.
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FN:s globalt harmoniserade system for klassificering och mirkning av kemikalier
(GHS): Ett system for att klassificera kemikalier (dmnen och blandningar) utifran
standardiserade typer och nivéer av fysiska risker, hélsorisker och miljorisker och informera
om resultaten genom exempelvis piktogram, signalord, faroangivelser, skyddsangivelser och
sdkerhetsdatablad, i syfte att informera om kemikaliernas skadliga effekter for att skydda
méinniskor (inklusive arbetsgivare, arbetstagare, transportorer, konsumenter och personal
inom rdddningstjansten) och miljon (21).

UVCB-imnen: Amnen med okind eller varierande sammansittning, komplexa
reaktionsprodukter eller biologiska material.

Giltigt test: Ett test som anses vara tillrickligt relevant och tillforlitligt for ett sirskilt
dndaméal och som &r baserat pd vetenskapligt sunda principer. Ett test dr aldrig giltigt 1
absolut bemiérkelse, utan endast 1 forhallande till ett faststallt &ndamal.
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Tilléigg 3.2

PRINCIP FOR MATNING AV LUCIFERASAKTIVITET OCH FASTSTALLANDE AV
TRANSMISSIONSKOEFFICIENTER FOR OPTISKA FILTER FOR SLO OCH SLR

Multireporter-testsystemet Tripluc (MultiReporter Assay System — Tripluc) kan
anvindas med en luminometer for mikrotiterplattor som har ett flerfargsdetektorsystem
som gar att forse med ett optiskt filter (till exempel Phelios AB-2350 [ATTO], ARVO
[PerkinElmer] eller Tristar LB941 [Berthold]). Det optiska filter som anvénds vid
matningen ar ett ldng- eller kortpassfilter pd 600—620 nm eller ett bandpassfilter pa
600700 nm.

M:itning av luciferas med tva firger med hjélp av ett optiskt filter

Nedan beskrivs ett exempel med anvdndning av Phelios AB-2350 (ATTO). Denna
luminometer dr forsedd med ett langpassfilter pa 600 nm (R60 HOYA Co., 600 nm LP,

filter 1) for att dela upp luminiscensen mellan SLO (Amax = 580 nm) och SLR (Amax
=630 nm).

For att faststilla transmissionskoefficienterna for langpassfiltret pa 600 nm behdver
man, med anvindning av renade SLO- och SLR-luciferasenzymer, i) méta intensiteten
hos SLO- och SLR-bioluminiscensen utan filter (F0), ii) mita intensiteten hos SLO-
och SLR-bioluminiscensen efter att ljuset har passerat genom ldngpassfiltret pa 600 nm
(filter 1) och iii1) berdkna transmissionskoefficienterna for langpassfiltret pa 600 nm {or
SLO och SLR, enligt instruktionerna nedan.

Transmissionskoefficienter Forkortning Definition
SLO Transmissionskoefficient | «<Ogeo Filtrets
for filter 1 transmissionskoefficient
for SLO
SLR Transmissionskoefficient | «Rge Filtrets
for filter 1 transmissionskoefficient
for SLR

Niér intensiteten for SLO och SLR 1 provet definieras som O respektive R beskrivs 1)
intensiteten hos ljuset utan filter (helt optiskt), FO, och ii) intensiteten hos ljuset som
passerar genom langpassfiltret pa 600 nm (filter 1), F1, enligt nedan.

FO=0+R
F1 =xO0rs0 X O + kRreo X R

Dessa formler kan dven formuleras om pa féljande sitt:

<FO> ( 1 1 )(0>
F1 KOpso  KRpgo/ \R
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Med anvindning av de berdknade transmissionsfaktorerna (kOreo och KRRreo) och de
uppmitta virdena FO och F1 gar det sedan att berikna O- och R-virdena enligt
foljande:

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

Material och metoder for att faststilla transmissionsfaktorer

1) Reagenser

Enkla renade luciferasenzymer:

Frystorkat renat SLO-enzym
Frystorkat renat SLR-enzym

(som for valideringsarbetet erhdlls frain GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japan, med
anvindning av THP-G8-cellinjen)

Testreagens:

Tripluc®-reagens for luciferastest (till exempel frin TOYOBO, katalognr MRA-301)

Medium: for luciferastest (30 ml, forvarat vid 2—8 °C)

Slutlig konc. | Méngd som
Reagens Kone. | ]

1 medium behdvs
RPMI-1640 |- — 27 ml
FBS - 10 % 3 ml

2) Beredning av enzymlosning:

L&s upp frystorkat renat luciferasenzym i ett provror genom att tillsdtta 200 ul 10100
mM Tris-HCl eller Hepes-HCl (pH 7,5-8,0) som har kompletterats med 10 %
(vikt/volym) glycerol, dela upp enzymldsningen i alikvoter om 10 pl 1 engangsprovror
pa 1,5 ml och forvara dem 1 frys vid —80 °C. Den frysta enzymldsningen kan anvéndas 1
upp till sex ménader. Vid anvindning tillsétts 1 ml medium for luciferastest (RPMI-
1640 med 109% FBS) till varje provror som innehéller enzymlosning (utspadd
enzymldsning), varpa provroren forvaras pa is for att forhindra deaktivering.

3) Mdtning av bioluminiscens

Tina upp Tripluc®-reagens for luciferastest (Tripluc) och forvara reagensen i
rumstemperatur, antingen 1 ett vattenbad eller pa en plats dir den omgivande luften har
rumstemperatur. Sétt pad luminometern 30 minuter innan métningen ska borja, sd att
fotomultiplikatorn far tid att stabiliseras. Overfor 100 pl av den utspidda
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enzymlOsningen till en svart 96-halsplatta (flatbottnad) (SLO-referensprov till #BI,
#B2 och #B3, och SLR-referensprov till #D1, #D2 och #D3). Overfor direfter 100 pl
forvairmd Tripluc till var och en av brunnarna i plattan som innehéller utspadd
enzymlosning, med hjélp av en pipett. Skaka plattan under 10 minuter vid
rumstemperatur (ungefar 25 °C) med hjidlp av en plattskakare. Avldgsna eventuella
bubblor fran l6sningarna i brunnarna. Placera plattan i luminometern for att méta
luciferasaktiviteten. Bioluminiscensen méts utan (F0) respektive med (F1) det optiska
filtret, under tre sekunder vardera.

Transmissionskoefficienten for det optiska filtret berdknas enligt féljande:

Transmissionskoefficient (SLO [kOreo]) = (#B1 vid F1 + #B2 vid F1 + #B3 vid F1) /
#B1 vid FO + #B2 vid FO + #B3 vid F0)

Transmissionskoefficient (SLR [KOreo]) = (#D1 vid F1 + #D2 vid F1 + #D3 vid F1) /
(#D1 vid FO + #D2 vid FO + #D3 vid F0)

De berdknade transmissionsfaktorerna anvédnds for alla métningar som utférs med
anvindning av samma luminometer.

Kvalitetskontroll for utrustning

De forfaranden som beskrivs i IL-8 Luc-protokollet bor anviandas (18).
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Tilléigg 3.3

KVALIFIKATIONSAMNEN

Innan testet som beskrivs i detta tilligg till testmetod B.71 anvinds rutinméissigt, bor
laboratoriet styrka sin tekniska kompetens genom att erhalla den forvéntade IL-8 Luc-
prediktionen for de tio amnen som rekommenderas i tabell 1 och genom att erhélla virden
som haller sig inom respektive referensintervall for minst é&tta av de tio
kvalifikationsdmnena (som &r utvalda for att representera hela skalan av responser géillande
risker for hudsensibilisering). Ovriga urvalskriterier var att imnena ska vara kommersiellt
tillgdngliga, att det ska finnas in vivo-referensdata av hog kvalitet och att det ska finnas in
vitro-data av hog kvalitet genererade med IL-8 Luc-testet. Det finns dessutom publicerade

referensdata att tillga for IL-8 Luc-testet (1) (6).

Tabell 1: Rekommenderade dmnen for att pavisa teknisk kompetens i fraga om IL-8 Luc-testet

Loslighet IL-8 Luc- Referensintervall
i prediktion’ (ug/ml)®
Kvalifikationsimne CAS- Fysikaliskt X- In vivo-
nr tillstind ~ VIVO™  prediktion' cvost -8 Luc
15 vid 20 MIT?
mg/ml
2,4-dinitroklorbensen o7- Fast Olosligt  Sensibiliserande 5 i 5339 05-23
00-7 (extremt)
50- - Sensibiliserande o
Formaldehyd 00-0 Flytande Losligt (starkt) Positiv 9-30 4-9
. 149- i Sensibiliserande o
2-merkaptobensotiazol 30-4 Fast Olosligt (méttligt) Positiv 250-290  60-250
. 107- I Sensibiliserande .
Etylendiamin 153 Flytande Losligt (méttligt) Positiv 500-700  0,1-0,4
Etylenglykoldimetakrylat /. Flytande  Olosligt ~Sensioiliserande  p i 52000  0,04-0,1
ylengly: y 90-5 yt g (svagt) ’ ’
. 140- 1 Sensibiliserande .\ 0,01-
4-allylanisol (Estragol) 67-0 Flytande Olosligt (svagt) Positiv >2 000 0.07
Streptomycinsulfat 3810- Fast Losligt Ej Negativ >2 000 >2 000
74-0 sensibiliserande
56- i Ej .
Glycerol 81-5 Flytande Losligt sensibiliserande Negativ >2 000 >2 000
67- _— Ej .
Isopropanol 63-0 Flytande Losligt sensibiliserande Negativ >2 000 >2 000

Forkortningar: CAS-nr = nummer i registret som fors av Chemical Abstracts Service.
!'In vivo-styrkan hérleds med anviindning av de kriterier som foreslagits av ECETOC (19).

2 Baserat p4 historiskt observerade vérden (1) (6).

3 CVO05 och IL-8 Luc MIT har beriknats med anviindning av den vattenldslighet som anges av EPI Suite™.
4 CVO05: den ligsta koncentration vid vilken kemikalier uppvisar ett Inh-GAPLA-viirde som #r ligre én 0,05.

S MIT: den ligsta koncentration vid vilken en kemikalie uppfyller kriteriet for positivt resultat.
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Tillagg 3.4

INDEX OCH BEDOMNINGSKRITERIER
nILSLA (nSLO-LA)

Den j:te repetitionen (j = 1-4) for den i:te koncentrationen (i = 0—11) mits for ILSLA (SLO-
LA) respektive GAPLA (SLR-LA). Normaliserad IL8LA, som kallas for nILSLA (nSLO-
LA), definieras enligt f6ljande:

nIL8LA;; = IL8LA;;/GAPLA;
Det hér ar den grundliggande méttenheten i detta test.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

Ind-IL8LA, som &r den X-faldiga 6kningen av det genomsnittliga nIL8LA-vérdet (nSLO-
LA) for de upprepade mitningarna av den i:te koncentrationen 1 forhédllande till
motsvarande virde for nollkoncentrationen, dr det primira méatvérdet i detta test. Detta
forhéllande skrivs med foljande formel:

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

Huvudlaboratoriet (laboratoriet som styrde valideringsarbetet) har foreslagit att ett varde pa
1,4 ska motsvara ett positivt resultat for den testade kemikalien. Detta vérde dr baserat pa
det huvudlaboratoriets undersokning av historiska data. Datahanteringsgruppen har sedan
anvint detta virde under alla faser av valideringsstudien. Det priméra resultatet, Ind-IL8LA,
ar forhdllandet mellan tvé aritmetiska genomsnitt, vilket visas i formeln.

95-procentigt konfidensintervall (95 % CI)

Det 95-procentiga konfidensintervallet (95 % CI) for det nyss nimnda forhéllandet kan
uppskattas for att visa exaktheten 1 det primédra resultatmattet. Den nedre griansen for 95 %
CI >1 anger att nIL8LA-virdet med den i:te koncentrationen &r betydligt hogre &n
motsvarande vdrde med l6sningsmedelskontroll. Det finns flera olika siétt att faststélla det
95-procentiga konfidensintervallet. Vi har anvint oss av metoden som kallas Fiellers teorem
1 den hir studien. Detta teorem for det 95-procentiga konfidensintervallet anvénder sig av
foljande formel:

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

dar
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— g2 _ 42 sdj _ S T _ o2 _ .2 Sd?’i —
A= Xp — t0_975(v) X n_, B=-2XxXX Y, C= Vi — t0.975(v) X n_, and ng = 4‘,
0 yi

Xo = (1/ng) x ¥;nIL8LAy;, sdf ={1/(ny — 1)} x ¥;(nIL8LA,; — xo)z,

ny =4, y; = (1 /nyi) X Z]—(nILSLAi]-), sd}z,i ={1 /(ny]- - 1)} x Zj(nILSLAij - yi)z.

t)975() dr den 97,5:e percentilen for den centrala t-fordelningen med frihetsgraden v, dér

o (2 () - 0+ () e )

y1

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Inh-GAPLA ér forhéllandet mellan det genomsnittliga GAPLA-vérdet (SLR-LA) for de
upprepade métningarna av den i:te koncentrationen jamfort med motsvarande virde for
16sningsmedelskontrollen, vilket skrivs pa foljande sétt:

Inh — GAPLA; = {(1/4) x £;GAPLA;;}/{(1/4) x ¥; GAPLA,;}.
Eftersom GAPLA-virdet dr ndamnare vid utrdkningen av nIL8LA, orsakar ett extremt litet

virde en stor variation i nIL8LA-virdet. Av den anledningen kan Ind-IL8LA-védrden med ett
extremt litet virde for Inh-GAPLA (mindre dn 0,05) anses ha en délig precision.
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Tilléigg 3.5

SCHEMATISK BESKRIVNING AV DE METODER SOM ANVANDS FOR ATT LOSA
UPP KEMIKALIER FOR IL-8 LUC-TESTET

a) For kemikalier som dr 16sliga i X-VIVO™ 15 vid koncentrationen 20 mg/ml
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Om kemikalien &r lgslig i X-VIvO™ 15

(forsta testomgangen) UtSIJatlﬂlﬂg:‘z-‘fEh‘cc'l 5
20 mg/mil Stamldsning
Ltspadningsfakior 2 (4 mg/mil)

auuuaauauuaé

Lmg/ml dmg' ml

!

Zmg ml
I_ Tillsstt till cellsuspension i en 98- halsplatta (S0 plS0 W)

el b e b

05 mE ml 2w ml
1 mg mil

Faststall den hagsta koncentrationen i foljande experiment

N CVOS, den l3gsta koncentration vid vilken Ink- GAPLA
.5 \}“\\ Blir < 0,05 (staml@sningens koncentration =

) \ / 1/ utspadningsfaktorn [X7)
y
i L

Slutlig boncentration iandm tredje och fRrde testo n'é ng=n

=
—
(Vi
=
9
=

Img'ml dmg ml

g EresEEEasmssE 05 mg'ml Zmg'ml
Andra, tredje eller fjarde testomgangen I U
Foad
T, 1= 4= V05 {4 = stam|@sningens
¥ IO 15-kontrall
S Utspadningsfaktor 1.5 koncentration = 17x)

e bl e e b b b

Tillsgtts till celler i en 96-hal splatta (50 IS0 pl)
2 = OV D5

-

b) For kemikalier som dr olosliga i X-VIVO™ 15 vid koncentrationen 20 mg/ml
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Om kemikalien dr olslig | X-VIVO™ 15 ke ok I
(forsta testomgangen) 20 mg/ml centrifugera Supernata nt
Utspadning sfaktor 2 {stam[u sning)

HHHHHHHHHHHJ&

wmm ¥ 171256
®*1/912 K‘I;"‘IE’B X132 ®12

Tlisatt till cellsuspensmn i en 36-halsplatta (50 pl:50 pl)

HHHHHHHHHHHH

¥ 1/2048 ®17512 x HE\E w12
0 ®1/1024 1525 ®116 w14

CW05, den lagsta koncentration vid vilken Inh-GAPLA
: blir < 0,05 (stamlosningens koncentration =
_, / 1/utspadningsfaktorn [X])
= |

Sll.lth] koncentration i andra, tredje och ﬂ*‘dl‘ tastompingen

Slutlig utspadning

Inh-GAPLA
n = b b

0 € ek~ - aang g
X L1/x
Andra, tredje eller fjirde testomgangen E — E
4 x CV05 (4 = staml@sningens
e  Thel g kﬂﬂ
et kol Utspadningsfaktor 1.5 koncentration x 1/X)

e e b e e e e e e

Tillsitts till celler | en 96-hilsplatta (50 pl:50 )

I 2o
) e e e e e b b b
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Tillagg 3.6

SCHEMATISK BESKRIVNING AV DEN METOD SOM ANVANDS FOR ATT LOSA UPP
4-NBB FOR IL-8 LUC-TESTETS POSITIVA KONTROLL

Positiv kontroll: 4-NBB (olosligt i X-VIVO™ 15

Utspadningsfaktor 4

— E—
Rotera och
20 mg/m| centrifugera Supe:;atant x1/4

Utspadningsfaktor 2

 ——
CvivoMs 1B xds s X1

kontroll
Tillsatts till celler i en 96-

lv halsplatta (50 p1:50 ul)

|_|

¥-VIvO™ 15- 132 ®1M6 x1/8
kontroll

2
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(9) I del C ska foljande kapitel ldggas till:

”C.52 UTOKAD ENGENERATIONSSTUDIE AVSEENDE REPRODUKTION HOS
JAPANSK RISFISK

INLEDNING

1.

Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 240 (2015). Den utdkade
engenerationsstudien avseende reproduktion hos japansk risfisk (MEOGRT, Medaka
Extended One Generation Reproduction Test) dr en omfattande testmetod som, baserat pa
exponering av fisk under flera generationer, tillhandahéller data som é&r relevanta for
beddmning av kemikaliers ekologiska fara och risk, vilket innefattar misstdnkta
hormonstérande d@mnen (EDC-dmnen, Endocrine Disrupting Chemicals). Exponeringen 1
MEOGRT-testmetoden fortsédtter fram till klackningen (fram till tvd veckor efter
befruktningen [wpf, “weeks past fertilisation”]) for den andra generationen (F2).
Ytterligare undersokningar skulle kravas for att motivera nyttan av att forlinga F2-
generationen bortom klickningen; for nérvarande finns det inte tillrdckligt med
information for att tillhandahalla relevanta forutséttningar eller kriterier som réttfardigar en
forlangning av F2-generationen. Den hdr testmetoden kan dock komma att uppdateras
allteftersom ny information och nya data tas i beaktande. Till exempel skulle riktlinjer
géllande forldngning av F2-generationen genom reproduktionsfasen potentiellt kunna vara
anvindbara under vissa forhdllanden (exempelvis for kemikalier med hog
biokoncentrationspotential eller vid indikationer pd generationsdverskridande effekter
inom andra taxa). Den hér testmetoden kan anvédndas for att bedoma de potentiella
kroniska effekterna av kemikalier, vilket innefattar potentiellt hormonstdrande kemikalier,
pa fisk. Metoden lagger tonvikten primért vid potentiella populationsrelevanta effekter (det
vill sdga negativ péverkan péd oOverlevnad, utveckling, tillvixt och reproduktion) for
berdkning av en nolleffektkoncentration (NOEC, No Observed Effect Concentration) eller
en effektiv koncentration (ECx, Effect Concentration), 4&ven om det bor noteras att ECx-
strategier sdllan ldmpar sig for stora studier av den hir typen dér en 6kning av antalet
testkoncentrationer for att mojliggora ett faststillande av onskat ECx-vdrde kan stota pa
praktiska problem och dven vara tveksamt ur ett djurskyddsperspektiv pd grund av det
stora antalet djur som behover anvdndas. For kemikalier som inte krdver bedomning dver
“flera generationer” eller kemikalier som inte &dr potentiellt hormonstérande kan andra
testmetoder vara mer lampliga (1). Den japanska risfisken dr den art som lampar sig att
anvinda for den hér testmetoden, med tanke pa fiskens korta livscykel och mojligheten att
faststélla dess genetiska kon (2), ndgot som ridknas som en avgdrande komponent i denna
testmetod. De specifika metoder och de observerbara endpoints som anges i denna
testmetod dr endast tillampliga for den japanska risfisken. Andra sma fiskarter (till
exempel sebrafisk) kan anpassas till ett liknande testprotokoll.
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2. 1 den hér testmetoden méts flera biologiska endpoints. Tonvikten ldggs primirt vid
potentiella skadliga effekter gillande populationsrelevanta parametrar, déribland
overlevnad, allmén utveckling, tillvixt och reproduktion. For att tillhandahélla mekanistisk
information och skapa en koppling mellan resultat fran andra typer av fdlt- och
laboratoriestudier, ndr det finns a posteriori-bevis for att en kemikalie har potentiell
hormonstorande verkan (till exempel androgen eller Ostrogen aktivitet i andra tester och
forsok), kan dock annan anvidndbar information erhallas sekundédrt genom mitning av
mRNA fran vitellogenin (vtg) (eller vitellogeninprotein, VTG), undersdokning av
fenotypiska sekunddra konskaraktdrer (SSC, Secondary Sex Characteristics) i forhdllande
till det genetiska konet och utvirderande histopatologi. Det bor noteras att om en
testkemikalie eller dess metaboliter inte misstinks vara hormonstérande dmnen dr det
eventuellt inte n6dvindigt att méta dessa sekundira endpoints och mindre resurskrdvande
och djurintensiva studier kan da vara mer ldmpliga (1). Definitioner av begrepp som
anvénds i1 denna testmetod finns 1 tilldgg 1.

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

3. Till f6ljd av det begrinsade antalet kemikalier som testats och det begridnsade antalet
laboratorier som varit involverade i valideringen av detta relativt komplicerade test, kan
det forvéntas att nér ett tillrickligt antal studier finns tillgdngliga for att det ska gé att
utrona effekterna av denna nya testutformning kommer testmetoden att gas igenom och vid
behov revideras i ljuset av den vunna erfarenheten. De data som erhélls kan anvidndas for
nivd 5 enligt OECD:s ramverk for testning och beddmning av hormonstérande &mnen
(OECD Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupters) (3).
Testmetoden inleds med att vuxen fisk (generation FO) exponeras for testkemikalien under
reproduktionsfasen.  Exponeringen  fortsdtter sedan under utvecklings- och
reproduktionsfaserna for generation F1 och klackningen av generation F2; pa sd sitt
mojliggor testet bedomning av savil strukturella som aktiveringsstyrda endokrina végar.
En sammanvdgd beddomning av resultaten kan anvdndas vid tolkningen av
endokrinrelaterade endpoints.

4. Testet bor innefatta ett tillrdckligt antal individer for att sdkerstilla att det finns
tillfredsstéllande statistisk sdkerhet for bedomningen av reproduktionsrelevanta endpoints
(se tilligg 3), samtidigt som antalet anvdnda djur ska vara sd litet som mgjligt av
djurskyddsskil. Med tanke pa det stora antalet forsoksdjur som anvinds &r det viktigt att
noggrant overvéiga behovet av testet, sett i forhallande till befintliga data som kanske redan
innehaller relevant information kring manga av MEOGRT -testmetodens endpoints. Viss
hjélp 1 detta hianseende kan erhéllas fran OECD:s ramverk for testning av toxicitet for fisk
(OECD Fish Toxicity Testing Framework) (1).
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Testmetoden har framfor allt tagits fram for att urskilja effekterna av ett enstaka &mne. Om
ett test med en blandning &nda krdvs, bor det dvervidgas huruvida testet kommer att ge
godtagbara resultat for det avsedda tillsynsdndamalet.

Innan testet inleds dr det viktigt att ha information om testkemikaliens fysikalisk-kemiska
egenskaper, framfor allt for att mojliggora framtagningen av stabila kemiska 16sningar. Det
ar dven nodvéndigt att ha en tillrickligt kénslig analytisk metod for att verifiera
testkemikaliens koncentrationer.

TESTETS PRINCIP

7.

Testet inleds med exponering av konsmogna hanar och honor (minst 12 wpf) i avelspar
under tre veckor, varunder testkemikalien distribueras i organismen hos
fordldragenerationen (FO) i enlighet med dess toxikokinetiska egenskaper. S& ndra den
forsta dagen i1 den fjirde veckan som mdgjligt samlas dgg in fOr att starta F1-generationen.
Under uppfodningen av Fl-generationen (sammanlagt 15 veckor) bedoms klackbarheten
och overlevnaden. Dessutom tas prover pd fiskarna vid 9-10 wpf {f6r endpoint-méitningar
géllande utvecklingen, och fiskarnas lek bedoms under tre veckor frdn 12 till 14 wpf. En
F2-generation startas efter den tredje veckan av reproduktionsbedomningen och fods upp
till dess att kldckningen ar slutford.

GILTIGHETSKRITERIER FOR TESTET

8.

Foljande kriterier ska vara uppfyllda for att testet ska beddmas som giltigt:

Koncentrationen upplost syre ska vara > 60 % av luftmittnadsvérdet under hela testet.

Medelvattentemperaturen under hela studien ska ligga mellan 24 och 26 °C. Kortvariga
avvikelser frdn det genomsnittliga virdet 1 enskilda akvarier ska inte 6verstiga 2 °C.

Den genomsnittliga fekunditeten for kontrollgrupperna i varje generation (FO och F1) ska
vara hogre dn 20 dgg per par och dygn. Fertiliteten for samtliga d4gg som produceras under
bedomningen ska vara hogre dn 80 %. Dartill ska 16 av de rekommenderade 24 avelsparen
1 kontrollgrupperna (> 65 %) producera fler dn 20 dgg per par och dygn.

Aggens klickbarhet ska vara > 80 % (i genomsnitt) i kontrollgrupperna (fér var och en av
generationerna F1 och F2).

Overlevnaden efter klickning och fram till 3 wpf och frdn 3 wpf till avslutandet av
generation F1 (det vill sdga 15 wip) ska vara > 80 % (genomsnitt) respektive > 90 %
(genomsnitt) i kontrollgrupperna (for F1).
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- Bevis ska finnas tillgdngliga som visar att koncentrationerna av testkemikalien 1
16sningarna pa ett tillfredsstédllande sétt har héllits inom + 20 % av de genomsnittliga
uppmatta vardena.

I friga om vattentemperaturen bor, d&ven om det inte dr ett giltighetskriterium for testet,
replikat inom en och samma behandling inte statistiskt skilja sig &t och inte heller bor olika
behandlingsgrupper inom testet statistiskt skilja sig 4t (baserat pd dagliga
temperaturmatningar och bortraknat kortvariga avvikelser).

9. Aven om en minskad reproduktion kan observeras i grupperna som utsitts for hogst
exponering, bor det finnas en tillrdcklig reproduktion dtminstone i gruppen med den tredje
hogsta exponeringen och 1 samtliga grupper med ldgre exponering inom FO sd att
inkubatorerna for kldckningen kan fyllas. Dértill bor det finnas en tillrdcklig dverlevnad
hos embryona i gruppen med den tredje hogsta exponeringen och i grupperna med lagre
exponering inom F1 s& att det gar att genomféra en endpoint-utviardering vid
provtagningstidpunkten for subadult fisk (se punkterna 36 och 38, samt tilligg 9).
Dessutom bor det rada atminstone en miniminiva av dverlevnad efter kldckning (~20 %) i
gruppen med den ndst hogst exponeringen inom F1. Det hédr 4r inte nagra
giltighetskriterier, utan rekommendationer for att mojliggora en tillforlitlig berdkning av
nolleffektkoncentrationerna.

10. Om en avvikelse frdn giltighetskriterierna for testet observeras, bor konsekvenserna av
detta beaktas 1 forhallande till testresultatens tillforlitlighet och dessa avvikelser och
beaktanden bor tas med 1 testrapporten.

BESKRIVNING AV METODEN

Utrustning

11. Normal laboratorieutrustning och i synnerhet féljande:

a) Syrgas- och pH-matare.
b) Utrustning for att bestimma vattnets hardhet och alkalinitet.
c¢) Lamplig utrustning for temperaturreglering, helst med kontinuerlig 6vervakning.

d) Akvarier tillverkade av kemiskt inert material och tillrdckligt stora for den
rekommenderade fisktitheten och antalstitheten (se tillagg 3),

e) Lamplig precisionsvdg (med en noggrannhet pd + 0,5 mg).

Vatten

12. Valfritt vatten 1 vilket testarten uppvisar ldmplig 6verlevnad och tillvdxt pa ldng sikt kan
anvédndas som testvatten. Vattnet ska héalla en konstant kvalitet under hela testperioden. For
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att sédkerstélla att spadvattnet inte paverkar testresultaten pa ooOnskat sitt (till exempel
genom komplexbildning med testkemikalien) eller har skadlig paverkan pa de lekmogna
avelsfiskarnas prestationsforméga, ska vattenprover tas regelbundet for analys. Méatningar
av tungmetaller (till exempel Cu, Pb, Zn, Hg, Cd och Ni), viktiga anjoner och katjoner (till
exempel Ca?", Mg?", Na*, K, CI" och SO4>"), bekimpningsmedel, totalt organiskt kol och
uppslammade fasta substanser bor utforas exempelvis var sjdtte manad 1 fall dar man vet
att spadvattnet haller en relativt jamn kvalitet. Nagra kemiska egenskaper for ett godtagbart
spadvatten anges i tilldgg 2. Vattnets pH-virde ska ligga inom intervallet 6,5-8,5, men far
under ett givet test variera med hogst = 0,5 pH-enheter.

Exponeringssystem

13.

Utformningen av och de anvinda materialen i exponeringssystemet specificeras inte. Glas,
rostfritt stil eller andra kemiskt inerta material, som inte har kontaminerats under tidigare
tester, bor anvindas vid konstruktionen av testsystemet. For det har testets syften kan ett
lampligt exponeringssystem utgoras av ett system for kontinuerligt genomflode (4) (5) (6)

(7) (8) (9) (10) (A1) (12) (13).

Testlosningar

14. Stamldsningen av testkemikalien ska levereras in i1 exponeringssystemet med en lamplig

15.

pump. Flodeshastigheten for stamlosningen ska kalibreras utifrdn en analytisk bekriftelse
av testlosningarnas koncentration innan exponeringen péaborjas, samt kontrolleras
volymetriskt med jamna mellanrum under testet. Testlosningen i1 varje kammare fornyas pa
lampligt satt (till exempel med minst 5 volymfornyelser/dygn, till upp till 16
volymfornyelser/dygn, eller genom ett flode pa upp till 20 ml/minut) beroende pa
testkemikaliens stabilitet och vattnets kvalitet.

Testlosningar med de valda koncentrationerna bereds genom utspddning av en
stamlosning. Stamlosningen bor helst beredas genom att man helt enkelt blandar eller
skakar testkemikalien i spéddvattnet pd mekanisk vég (till exempel genom omrdrning
och/eller ultraljudsbehandling). Mittnadskolonner/-system eller passiva doseringsmetoder
(14) kan anvéndas for att f4 en stamlosning med lamplig koncentration. Man bor pa alla
satt forsoka undvika lOsningsmedel eller bdrdmnen, av foljande skél: 1) vissa
losningsmedel kan 1 sig sjdlva medfora toxicitet och/eller oonskad eller ovéintad respons, 2)
testkemikalier 1 koncentrationer som ligger 6ver kemikaliernas vattenloslighet (vilket ofta
kan vara fallet vid anvindning av losningsmedel) kan leda till felaktigt faststdllande av
effektiva koncentrationer, 3) anvindning av 16sningsmedel 1 ldngre tester kan leda till en
betydande grad av ”biofilm-bildning” kopplad till mikrobiell aktivitet, vilket kan paverka
savil miljoforhallandena som formégan att upprétthélla korrekta
exponeringskoncentrationer, och 4) i avsaknad av historiska data som styrker att
16sningsmedlet inte paverkar studiens resultat, krdvs vid anvindning av 16sningsmedel en
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kontrollgrupp med 16sningsmedel vilket far konsekvenser ur ett djurskyddsperspektiv
eftersom ytterligare djur kravs for testets utforande. For kemikalier som dr svara att testa
kan ett 16sningsmedel anvéndas som en sista utvidg, och OECD:s vigledande dokument 23
om akvatisk toxicitetstestning av svara d@mnen och blandningar (OECD Guidance
Document 23 on Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and Mixtures) (15) bor
radfragas for att faststdlla vilken metod som passar bidst. Valet av 16sningsmedel ska
avgoras av testkemikaliens kemiska egenskaper och av tillgdngen till historiska data om
anvindning av losningsmedlet. Om losningsmedel anvinds som bidrdmne bor lampliga
l6sningsmedelskontroller beddmas 1 tilldgg till (de negativa) kontrollerna utan
losningsmedel (endast spidvatten). Om det inte gar att undvika att anvinda ett
l6sningsmedel och mikrobiell aktivitet (bildande av biofilm) uppkommer, rekommenderas
det att registrera/rapportera bildandet av biofilm for varje akvarium (dtminstone en ging i
veckan) under hela testet. Helst bor losningsmedelskoncentrationen hallas konstant for
16sningsmedelskontrollen (kontrollgruppen med 16sningsmedel) och alla testbehandlingar.
Om  l0sningsmedelskoncentrationen  inte  halls konstant bdér den  hogsta
16sningsmedelskoncentrationen i testbehandlingen anvindas for l16sningsmedelskontrollen.
I fall diar I6sningsmedel anvinds som  bdrdmne bor den maximala
losningsmedelskoncentrationen inte Overskrida 100 pl/l eller 100 mg/l (15) och det
rekommenderas att 16sningsmedelskoncentrationen halls sa lag som mgjligt (till exempel
<20 pl/l) for att undvika potentiell paverkan fran 16sningsmedlet pa de uppmaétta endpoint-
virdena (16).

Forsoksdjur

Val av fisk och fiskhallning

16.

17.

Arten som ska anvindas for testet dr den japanska risfisken Oryzias latipes, till f6ljd av
dess korta livscykel och méjligheten att faststilla dess genetiska kon. Aven om andra smé
fiskarter kan anpassas till ett liknande testprotokoll, dr de specifika metoder och de
observerbara endpoints som anges 1 denna testmetod endast tillimpliga for den japanska
risfisken (se punkt 1). Risfisken dr litt att {4 att foroka sig i fingenskap; det finns
publicerade metoder for odling av fisken (17) (18) (19) och det finns dven data frin tester
géllande kortsiktig letalitet, det tidiga levnadsstadiet och den kompletta livscykeln (5) (6)
(8) (9) (20). Alla fiskar ska hallas 1 en milj6 med en fotoperiod bestdende av 16 timmars
ljus och 8 timmars morker. Fiskarna ska matas med levande naupliuslarver av saltkréfta,
Artemia spp., som kan kompletteras med ett kommersiellt tillgéngligt flingfoder vid behov.
Det kommersiellt tillgdngliga flingfodret bor regelbundet analyseras med avseende pé
fororeningar.

Sa ldnge ldmpliga djurhallningsrutiner foljs krdvs inget specifikt fiskodlingsprotokoll.
Risfiskar kan exempelvis fodas upp 1 2-litersakvarier med 240 fiskyngel per akvarium fram
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till 4 wpf, varefter de fods upp 1 2-litersakvarier med 10 fiskar per akvarium fram till 8
wpf, varpa de delas upp i ett avelspar per 2-litersakvarium.

Acklimatisering och urval av fisk

18.

19.

20.

21.

Testfiskarna ska véljas ut fran en och samma laboratoriestam, som under minst tva veckor
fore testets borjan har acklimatiserats for testet genom att hallas 1 vatten med liknande
kvalitet och under liknande ljusférhallanden. (Observera: Denna acklimatiseringsperiod &r
inte en forexponeringsperiod in situ). Det rekommenderas att testfiskarna erhalls fran en
odling inom laboratoriet, eftersom transport av vuxen fisk ar stressande for fisken och kan
forhindra ett tillforlitlig lekbeteende. Fiskarna ska matas med naupliuslarver av saltkrifta
tvd ganger om dagen under hela fiskhallningsperioden och under exponeringsfasen,
kompletterat med ett kommersiellt tillgédngligt flingfoder vid behov. Minst 42 avelspar (54
avelspar om en losningsmedelskontroll krivs till foljd av, bland annat, brist pé historiska
data som stoder anvindning av enbart en 16sningsmedelskontroll) anses nddvéindigt for att
starta testet, for att sdkerstilla en tillricklig reproduktion. Dessutom ska varje avelspar
inom FO-generationen verifieras vara XX-XY (det vill sdga ha en normal uppséttning
konskromosomer for varje kon) for att undvika eventuell inkludering av spontant
uppkomna XX-hanar (se punkt 39).

Under acklimatiseringsfasen ska dodsfall bland den odlade fisken registreras och fo6ljande
kriterier tillimpas efter en stabiliseringsperiod pd 48 timmar:

Vid dodstal som overstiger 10 % av odlingens population under de sju dagar som foregér
overforingen till testsystemet: kassera hela partiet.

Vid dodstal pa mellan 5 % och 10 % av odlingens population under de sju dagar som
foregar overforingen till testsystemet: acklimatisera under ytterligare sju dagar, 1 tilldgg till
acklimatiseringsperioden pa tva veckor; om dodstalet under den extra sjudagarsperioden
overstiger 5 % ska hela partiet kasseras.

Vid dodstal som understiger 5 % av odlingens population under de sju dagar som foregér
overforingen till testsystemet: godkénn partiet.

Fiskar ska inte behandlas for sjukdomar under acklimatiseringsperioden pé tvd veckor som
foregér testet eller under exponeringsperioden, och om mdjligt bor behandling av
sjukdomar undvikas helt och hallet. Fiskar med kliniska tecken pa sjukdom ska inte
anvindas 1 studien. Dokumentation bor foras dver observationer som gors och eventuella
profylaktiska och terapeutiska behandlingar av sjukdomar som sker under odlingsperioden
som foregar testet.

Exponeringsfasen ska startas med sexuellt dimorfa och genetiskt konsbestimda vuxna
fiskar fran en laboratorieodling med konsmogna djur, framodlade vid 25 + 2 °C. Fiskarna
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ska ha faststélld fertilitet (det vill sdga ha producerat livskraftig avkomma) under veckan
innan exponeringen. For hela det fiskbestdnd som anvinds i testet bor variationen mellan
individernas vikt, baserat pa kon, vid testets borjan héllas inom = 20 % av den aritmetiska
medelvikten for aktuellt kon. Ett delprov av fiskarna bor végas fore testet for att uppskatta
medelvikten. De valda fiskarna ska vara minst 12 wpf och ha en vikt pa > 300 mg for
honor och > 250 mg f6r hanar.

TESTETS UTFORMNING

Testkoncentrationer

22. Det rekommenderas att man anvidnder fem kemikaliekoncentrationer plus en kontrollgrupp
(eller flera kontrollgrupper). Alla informationskéllor ska beaktas vid valet av
testkoncentrationernas intervall, déribland kvantitativa struktur-aktivitetssamband
(QSARs, Quantitative Structure Activity Relationships), jamforelser med kemiskt analoga
dmnen och resultat frén tester pa fisk, exempelvis test avseende akut toxicitet (kapitel C.1 1
denna bilaga), korttidstest av reproduktion hos fisk (kapitel C.48 i denna bilaga) och andra
testmetoder, till exempel enligt kapitlen C.15, C.37, C.41, C.47 eller C.49 i1 denna bilaga
(21) (22) (23) (24) (25) (26), om sadana tester finns att tillgd eller, vid behov, frén ett
preliminért test for att hitta rétt intervall som mojligen innefattar en reproduktionsfas. Vid
behov kan det preliminira testet for att hitta ritt intervall utféras under forhéllanden (i
friga om vattenkvalitet, testsystem och djurtdthet) som liknar dem som ska anvéndas vid
det slutliga testet. Om ett 16sningsmedel maste anvdndas och inga historiska data finns att
tillgd, kan det prelimindra testet for att hitta ritt intervall anvidndas for att identifiera
losningsmedlets ldmplighet. Den hogsta testkoncentrationen bor inte Overstiga
vattenlosligheten, 10 mg/l eller 1/10 av LC50-96 timmar (27). Den l4gsta koncentrationen
bor vara 10- till 100-tals ginger ldgre dn den hogsta koncentrationen. Anvéndningen av
fem koncentrationer i1 det hdr testet gor det inte bara mojligt att méta dos-effektsamband
utan ger dven viardena LOEC (ldgsta koncentration med observerad effekt) och NOEC
(nolleffektkoncentration), vilka kravs for riskbedomning enligt vissa regelverk eller 1 vissa
jurisdiktioner. Generellt sett ska avstdndsfaktorn mellan nominella koncentrationer av
testkemikalien for intilliggande behandlingsnivéaer vara < 3,2.

Replikat inom behandlingsgrupper och kontrollgrupper

23. Minst sex replikat-testkammare ska anvindas for varje testkoncentration (se tilligg 7).
Under reproduktionsfasen (forutom for FO-generationen) fordubblas replikatstrukturen for
beddmning av fekunditeten och varje replikat ska endast ha ett enda avelspar (se punkt 42).

24. En kontrollgrupp med spédvatten och, vid behov, en med 16sningsmedel bor anvéndas i
tillagg till testkoncentrationerna. Ett dubblerat antal replikatkammare ska anvidndas for
kontrollgrupperna for att sdkerstédlla en tillracklig statistisk sdkerhet (det vill sdga minst
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tolv replikat for kontrollgrupperna). Under reproduktionsfasen fordubblas antalet replikat i
kontrollgrupperna (det vill sdga minst 24 replikat, och varje replikat ska endast ha ett enda
avelspar). Efter reproduktionen ska kontrollgruppernas replikat inte innehdlla mer &dn 20
embryon (fiskar).

FORFARANDE

Testets inledning

25.

26.

De reproduktivt aktiva vuxna fiskar som ska anvédndas for att starta testets FO-generation
viljs ut baserat pd tva kriterier: dlder (normalt 6ver 12 wpf, men det rekommenderas att
aldern inte overstiger 16 wpf) och vikt (bor vara > 300 mg f6r honor och > 250 mg for
hanar).

Par bestdende av hona-hane som uppfyller ovanstdende specifikationer flyttas som
individuella par till de olika replikatakvarierna, det vill sdga tolv replikat for
kontrollgrupper och sex replikat for grupper med kemikaliebehandling vid testets start.
Dessa akvarier tilldelas slumpvis en behandling (till exempel T1-T5 och kontroll) och ett
replikat (till exempel A—L i kontrollgrupper och A—F i behandlingsgrupper), varefter de
placeras i exponeringssystemet med korrekt flode till varje akvarium.

Exponeringsforhillanden

27.

28.

En komplett sammanstéllning av testparametrarna och testbetingelserna finns 1 tilligg 3.
Nar dessa specifikationer foljs bor resultatet bli kontrollfiskar med endpoint-virden som
liknar virdena 1 tillagg 4.

Under testet ska upplost syre, pH och temperatur métas 1 atminstone ett testkirl for varje
behandlingsgrupp och kontrollgruppen. Som minimum ska dessa métningar, férutom vad
géiller temperaturen, goras en gang i veckan under hela exponeringsperioden.
Medelvattentemperaturen ska, for hela testet och under hela testets langd, ligga mellan 24
och 26 °C. Temperaturen ska mitas varje dag under hela exponeringsperioden. Vattnets
pH-virde ska ligga inom intervallet 6,5-8,5, men far under ett givet test variera med hogst
+ 0,5 pH-enheter. Replikat inom en och samma behandling bor inte statistiskt skilja sig &t
och inte heller bor olika behandlingsgrupper inom testet statistiskt skilja sig at (baserat pa
dagliga temperaturmétningar och bortrdknat kortvariga avvikelser).

Exponeringstid

29.

Vid testet exponeras sexuellt reproduktiva fiskar frdn FO-generationen under tre veckor. I
vecka fyra, ungefir pé testdag 24, dr F1-generationen etablerad och FO-avelsparen avlivas
pa ett skonsamt satt varefter deras vikt och ldngd registreras (se punkt 34). Detta foljs av
exponering av Fl-generationen under ytterligare 14 veckor (sammanlagt 15 veckor for F1-
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generationen) och av F2-generationen under tvd veckor fram till kldckning. Testets totala
langd ar huvudsakligen 19 veckor (det vill sdga fram till dess att F2-generationen klécks).
Tidslinjer for testet visas i tabell 2 och forklaras i nirmare detalj i tilligg 9.

Utfodringsprogram

30.

Fiskarna kan matas med saltkrifta, Artemia spp., (24 timmar gamla naupliuslarver) med fri
tillgdng (ad libitum), kompletterat med ett kommersiellt tillgdngligt flingfoder vid behov.
Det kommersiellt tillgdngliga flingfodret bor regelbundet analyseras med avseende pa
fororeningar, till exempel klororganiska bekdmpningsmedel, polycykliska aromatiska
kolvéten (PAH:er) och polyklorerade bifenyler (PCB:er). Foder med en forhdjd niva av
endokrint aktiva d@mnen (det vill sdga fytodstrogener), som skulle kunna &ventyra
testresultaten, ska undvikas. Ej konsumerat foder och fekalt material ska avldgsnas fran
testkdrlen vid behov, till exempel genom omsorgsfull rengdring av varje akvariums botten
med hjélp av en hivert. Dessutom bor sidorna och bottnen pé varje akvarium rengdras en
eller tva ganger i veckan (till exempel genom skrapning med en spatel). Ett exempel pa ett
utfodringsschema finns i tilligg 5. Utfodringsmidngden 4r baserad pa antalet fiskar per
replikat. Darfor ska utfodringsmangden minskas om det har intriaffat dodsfall i ett replikat.

Analytisk bestimning och mitningar

31.

32.

Innan exponeringsperioden pabdrjas bor man sidkerstilla att systemet for kemikalietillsats
fungerar pa korrekt sétt. Alla analysmetoder som kan komma att behovas ska faststéllas,
och likasd krivs tillrackliga kunskaper om kemikaliens stabilitet i testsystemet. Under
testet faststdlls koncentrationerna av testkemikalien med ldmpliga intervall, helst
atminstone en gang i veckan for ett replikat i varje behandlingsgrupp, med rotering mellan
replikaten i samma behandlingsgrupp varje vecka.

Under testet bor flodeshastigheterna for spiddvattnet och stamldsningen kontrolleras med
lampliga intervall (till exempel minst tre ganger i veckan). Det rekommenderas att
resultaten baseras pd de wuppmitta koncentrationerna. Om koncentrationen av
testkemikalien 1 16sningen pd ett tillfredsstdllande sdtt har héllits inom + 20 % av de
genomsnittliga uppmatta koncentrationsvirdena under hela testet, kan dock resultaten
baseras antingen pd nominella eller pa uppmitta varden. Nér det ror sig om kemikalier som
pa ett markant sétt ackumuleras 1 fiskarna, kan det hénda att testkoncentrationerna sjunker 1
takt med att fiskarna véxer. I s fall rekommenderas det att fornyelsetakten for
testlosningen 1 varje kammare anpassas sa att testkoncentrationerna kan héllas sé konstanta
som mojligt.

Observationer och uppmiitta endpoints

33.

De uppmitta endpoint-virdena innefattar fekunditet, fertilitet, kldckning, tillvixt och
overlevnad, for bedomning av mojliga effekter pd populationsnivd. Observationer av
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fiskarnas beteende bor ocksa goras dagligen och eventuellt onormalt beteende registreras.
Till andra mekanistiska endpoint-virden hor leverbaserade nivder av vig-mRNA eller
VTG-protein uppmétta via ett immuntest (28), markorer for fenotypiskt kon, som
karakteristiska papilldra utvixter pa analfenan for hanar, histologisk bedémning av
gonadbaserat kon och histopatologisk beddomning av njurar, lever och gonader (se
endpoint-forteckningen 1 tabell 1). Alla dessa specifika endpoint-virden utviarderas mot
bakgrund av ett faststdllande av individens genetiska kon, som baseras pa narvaron eller
frdnvaron av den japanska risfiskens konsbestimmande gen for hanar, dmy (se punkt 41).
Dessutom utvérderas tiden till lek. Dértill kan enkla fenotypbaserade konsfordelningar tas
fram med anviandning av information frdn rdkning av antalet papillira utvixter pa
analfenan, som gors for att definiera enskilda japanska risfiskar som fenotypiska hanar
eller honor. Denna testmetod kan inte forvédntas detektera sma avvikelser frdn den
forviantade konsfordelningen, eftersom det relativt lilla antalet fiskar per replikat inte ger
en tillricklig statistisk sékerhet. Dessutom utvirderas, i samband med den histopatologiska
beddmningen, gonaderna och en mycket mer noggrann analys for bedomning av den
gonadbaserade fenotypen mot bakgrund av det genetiska konet genomfors.

34. Det primdra syftet med den hér testmetoden &r att beddma de potentiella
populationsrelevanta effekterna av en testkemikalie. Mekanistiska endpoints (VTG,
sekunddra konskaraktirer och vissa histopatologiska effekter gillande gonaderna) kan
ocksa vara till hjalp for att faststdlla huruvida ndgon effekt medieras via en hormonell
verkningsmekanism. Dessa mekanistiska endpoints kan dock dven paverkas av systemisk
toxicitet och annan toxicitet. Darfor kan en noggrann histopatologisk undersokning av
lever och njurar ocksa utforas, for att man ska fa en bittre forstaelse av eventuella
reaktioner inom mekanistiska endpoint-virden. Om sadana detaljerade undersokningar inte
utfors, bor dnda omfattande avvikelser som observeras i samband med arbetet med den
histopatologiska bedomningen registreras och rapporteras.

Skonsam avlivning av fisk

35. Vid slutet av exponeringen av generationerna FO och F1, nér delprov ska goras pa subadult
fisk, ska fiskarna avlivas med ldmpliga méngder beddvningslosning (till exempel
trikainmetansulfonat, MS-222 [CAS-nr 886-86-2], 100-500 mg/l) som buffrats med 300
mg/l NaHCO; (natriumvétekarbonat, CAS-nr 144-55-8) for att minska irritationen av
slemhinnorna. Om fiskar visar tecken pa avsevért lidande (pd en mycket allvarlig niva dir
fiskens dod kan forutsdgas med tillforlitlighet) och kan betraktas som ddende, ska djuren
bedovas och avlivas och behandlas som dodsfall vid dataanalysen. Néar en fisk avlivas pa
grund av sjukdom ska detta registreras och rapporteras. Beroende pad nir fisken avlivas
under studien, kan fisken bevaras for histopatologisk analys (fisken fixeras for eventuell
histopatologisk undersdkning).
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Hantering av iigg och yngel

Insamling av dgg frdan avelspar for att foda upp ndsta generation

36.

37

Insamling av dgg gors pa forsta dagen (eller de tva forsta dagarna, vid behov) i testvecka 4,
for att ga fran FO till F1, och 1 testvecka 18, for att g frdn F1 till F2. Testvecka 18
motsvarar 15 wpf for generation F1, det vill vuxen fisk. Det dr viktigt att samtliga dgg
avldgsnas fran alla akvarier dagen innan dgginsamlingen paborjas, sa att det sikerstills att
alla 4gg som samlas in fran ett avelspar kommer fran samma lektillfille. Efter leken bér
risfiskhonorna ibland sina dgg nédra anus/genitaloppningen till dess att 4ggen kan placeras
pa ett lampligt substrat. Om det inte finns ndgot lampligt substrat i akvariet, kan dggen
antingen hittas fista pd honan eller pd akvariets botten. Beroende pa deras placering ska
dggen antingen fOrsiktigt avldgsnas frdn honan eller sugas upp frdn akvariets botten i
testvecka 4 for FO och testvecka 18 for F1. Alla 4gg som samlas in inom en och samma
behandling samlas i en gemensam pool innan de fordelas till inkubationskamrarna.

. Aggfilament, som héller samman de lagda dggen, ska avligsnas. Befruktade dgg (upp till

20 stycken) samlas in fran varje avelspar (ett par per replikat), samlas i en gemensam pool
for varje behandling och fordelas systematiskt till lampliga inkubationskammare (se tilldgg
6 och 7). Med ett dissektionsmikroskop av god kvalitet kan man se tecken pa tidig
befruktning/utveckling, till exempel resningen av den yttre fosterhinnan (korion), pagdende
celldelning eller bildandet av blastulan. Inkubationskamrarna kan placeras i1 separata
“inkubationsakvarier” som har iordningstéllts for varje behandling (varvid
vattenkvalitetsparametrarna och testkemikaliekoncentrationerna maste méitas for dessa)
eller i replikatakvariet déar de kldckta ynglen (t.ex. gulesidcksyngel) senare ska héllas. Om
en andra insamlingsdag (testdag 23) behdvs, ska alla dgg frdn bdda dagarna liggas samman
1 en gemensam pool och dérefter systematiskt fordelas till de olika behandlingsreplikaten.

Uppfodning av dgg fram till kldickning

38.

Befruktade dgg halls hela tiden 1 rorelse, till exempel inom &dgginkubatorn med hjélp av
luftbubblor eller genom vertikal svingning av hela dgginkubatorn. Eventuella dodsfall
bland befruktade dgg (embryon) kontrolleras och registreras dagligen. Doda dgg avldgsnas
fran inkubatorerna (se tilldgg 9). Pa det sjunde dygnet efter befruktningen (dpf, ’day post
fertilisation”) avbryts eller minskas rorelsen, sé att de befruktade dggen kommer till ro pa
inkubatorns botten. Detta framjar klickningen, som normalt sker under de kommande ett
till tvd dygnen. Fiskynglen (unga fisklarver, gulesidcksyngel) rdknas for varje behandling
och kontrollgrupp (utifran replikatens samlade pool). Befruktade dgg som inte har kldckts
ndr det har gatt dubbelt s& l4ng tid som mediandagen for klidckning i kontrollgruppen
(normalt 16 eller 18 dpf) rdknas som ej levnadsdugliga och kasseras.
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39. Tolv yngel 6verfors till varje replikatakvarium. Ynglen frdn inkubationskamrarna samlas i

en gemensam pool och fordelas sedan systematiskt till replikatakvarierna (se tilldgg 7).
Detta kan astadkommas genom att yngel slumpvis véljs ut fran behandlingens
gemensamma pool och dérefter, med slumpens hjdlp, 1 tur och ordning placeras i
replikatakvarier. Varje akvarium ska innehalla ett lika stort antal (n = 12) av de klackta
ynglen (maximalt 20 embryon per akvarium). Om det inte finns tillrickligt med yngel for
att fylla alla behandlingsreplikat, rekommenderas det att sdkerstdlla att s& manga replikat
som mojligt har 12 yngel. Ynglen kan hanteras pa ett sékert sitt med hjdlp av glaspipetter
med stor diameter. Eventuella Overblivna yngel avlivas pa ett skonsamt sétt med
beddvningsmedel. Under de fa veckor som foregar bildandet av avelspar, ska dagen da det
forsta lektillfallet observeras i varje replikat registreras.

Bildande av avelspar

Fenklippning och faststdllande av genotypiskt kén

40. Faststéllandet av genotypiskt kon med hjilp av fenklippning goérs vid 9—10 wpf (det vill

41.

sdga testvecka 12—13 for Fl-generationen). All fisk inom ett akvarium beddvas (med
anvindning av godkidnda metoder, till exempel enligt IACUC) och ett litet vidvnadsprov tas
frdn stjartfenans spets, antingen pa ryggsidan eller p4 buksidan, pd varje fisk for att
faststilla individens genotypiska kon (29). Fiskarna frén ett replikat kan héllas i smé burar,
om mojligt en fisk per bur, i replikatakvariet. Alternativt kan tva fiskar hallas i varje bur
om de gér att skilja fran varandra. En metod é&r att klippa stjirtfenan pa olika sétt (till
exempel pa ryggsidans respektive pd buksidans spets) nir vdvnadsprovet tas.

Det genotypiska konet for japanska risfiskar faststdlls med hjélp av en identifierad och
sekvenserad gen (dmy) som sitter pd Y-kromosomen. Férekomst av dmy visar att det dr en
XY-individ, oavsett individens fenotyp, medan avsaknad av dmy visar att det dr en XX-
individ, oavsett individens fenotyp (30), (31). Deoxiribonukleinsyra (DNA) frédn varje
fenprov extraheras och forekomsten eller franvaron av dmy kan sedan faststéillas med hjilp
av PCR-metoder (polymeraskedjereaktion) (se tilldgg 9 till kapitel C.41 1 denna bilaga eller
tilldgg 3 och 4 till [29]).

Sammansdttning av avelspar

42. Informationen om genotypiskt kon anvidnds for att sdtta samman XX-XY-avelspar, utan

hénsyn till externa fenotyper som kan fordndras genom exponeringen for en testkemikalie.
P& dagen efter det att det genotypiska konet for varje fisk har faststillts, véljs tva XX-
fiskar och tvd XY-fiskar slumpvis ut fran varje replikat och tvd XX-XY-avelspar bildas.
Om ett replikat saknar antingen tva XX- eller tvd XY-fiskar, ska lampliga fiskar erhallas
frdn andra replikat inom samma behandling. Prioriteringen ar att ha det rekommenderade
antalet replikatavelspar for varje behandling (12) och for kontrollgrupperna (24). Fiskar
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med uppenbara missbildningar eller avvikelser (problem med simblasan, deformerad
ryggrad, extrema storleksvariationer etc.) ska uteslutas nér avelsparen sétts samman. Under
den reproduktiva fasen for F1-generationen ska varje replikatakvarium endast innehalla ett
enda avelspar.

Provtagning pa subadult fisk och endpoint-bedomning

Provtagning pd fiskar som inte ingar i avelspar

43. Nér avelsparen har bildats ska de fiskar som inte valts ut for fortsatt avel avlivas pa ett
skonsamt sitt for méitning av endpoint-virden for subadult fisk i testvecka 12—13 (F1). Det
ar extremt viktigt att fiskarna hanteras pa ett sddant sitt att det genotypiska konet som
faststilldes infor urvalet av avelspar fortfarande kan sparas till varje enskild fisk. Alla data
som samlas in analyseras mot bakgrund av det genotypiska konet for den specifika fisken.
Varje fisk anvénds for en rad olika endpoint-métningar, diribland fljande: faststidllande av
Overlevnadstal for juvenil/subadult fisk (testveckorna 7-12/13 [F1]), tillvixt med avseende
pa lingd (standardlingden kan mitas om stjartfenan har forkortats till foljd av provtagning
for analys av genetiskt kon; den totala lingden kan mitas om endast en del av stjértfenan,
pa rygg- eller buksidan, har klippts bort for undersokning av dmy) och kroppsvikt (det vill
sdga vatvikt for avtorkad fisk), leverbaserade nivier av vig-mRNA (eller VTG) och
papilldra utvéixter pa analfenan (se tabellerna 1 och 2). Observera att avelsparens vikter och
langder ocksd behdvs for att det ska gad att berdkna medeltillvixten inom en
behandlingsgrupp.

Tagning av vivnadsprov och mdtning av vitellogenin

44. Levern dissekeras och ska forvaras vid <70 °C tills det dr dags att méta nivan av vig-
mRNA (eller VTG). Fiskens stjirt, inklusive analfenan, konserveras med ett lampligt
fixativ (till exempel Davidsons fixativ) eller fotograferas, sa att analfenans papilldra
utvixter kan ridknas vid en senare tidpunkt. Om sa Onskas kan prov tas fran andra vivnader
(till exempel frdn gonaderna) och konserveras vid denna tidpunkt. Den leverbaserade
VTG-koncentrationen ska kvantifieras med en motsvarande ELISA-teknik (se de
rekommenderade forfarandena for risfiskar 1 tilldgg 6 till kapitel C.48 1 denna bilaga). Som
ett alternativ har metoder for kvantifiering av vig-mRNA, det vill siga mRNA-extraktion
av vtg I-genen fran ett leverprov och kvantifiering av antalet kopior av vtg I-genen (per ng
totalt mRNA) genom kvantitativ PCR-teknik, tagits fram av Forenta staternas
miljovardsmyndighet (29). I stéllet for att faststédlla antalet kopior av vig-genen i kontroll-
och behandlingsgrupperna, dr en mer resursvdnlig och tekniskt mindre svar metod att
faststidlla den relativa (X-faldiga) fordndringen av vtg [l-uttrycket utifrdn kontroll- och
behandlingsgrupperna.

Sekunddra konskaraktdarer
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Under normala forhéllanden har endast kdnsmogna risfiskhanar papillira utvéxter, som
utvecklas pa ledplattorna for vissa fenstrilar pa analfenan som en sekundéir konskaraktir,
vilket ger en potentiell biomarkor for hormonstorande effekter. Metoden for att rikna
papilldra utvixter pa analfenan (antalet ledplattor med papilldra utvixter) anges 1 tilligg 8.
Dessutom anvinds antalet papilldra utvaxter pa analfenan per individ for att kategorisera
individen som en externt fenotypisk hane eller hona, 1 syfte att berdkna en enkel
konsfordelning per replikat. En risfisk med ett antal som overstiger noll definieras som en
hane; en risfisk med noll papilldra utvixter pd analfenan definieras som en hona.

Fekunditets- och fertilitetsbedomning

46.

47.

Fekunditeten och fertiliteten beddéms under testveckorna 1-3 for FO-generationen och
testveckorna 15-17 for F1-generationen. Agg samlas dagligen in frin varje avelspar under
21 pa varandra foljande dygn. Aggen tas forsiktigt loss frdn honor som fingas in med hav
och/eller sugs upp fran akvariets botten varje morgon. Bade fekunditeten och fertiliteten
registreras dagligen for varje replikatavelspar. Fekunditeten definieras som antalet lagda
agg, och fertiliteten definieras funktionellt som antalet befruktade och livskraftiga dgg vid
tidpunkten for rdknandet. Raknandet bor utforas sé fort som mojligt efter insamlingen av
dggen.

Replikatets fekunditet registreras dagligen som antalet 4gg per avelspar, vilket analyseras
genom de rekommenderade statistiska metoderna med anviandning av replikatmedelvarden.
Replikatets fertilitet dr antalet befruktade dgg som produceras av ett avelspar dividerat med
det totala antalet 4gg som produceras av detta par. Statistiskt sett analyseras fertilitet som
en kvot per replikat. Replikatets kldckbarhet dr antalet kldckta yngel dividerat med antalet
anvinda embryon (normalt 20). Statistiskt sett analyseras kldckbarhet som en kvot per
replikat.

Provtagning pa vuxna fiskar och endpoint-bedomning

Provtagning pd fiskar som ingdr i avelspar

48.

Efter testvecka 17 (det vill séga efter att F2-generationen har etablerats ordentligt) avlivas
de vuxna fiskarna 1 Fl-generationen pa ett skonsamt sétt och olika endpoint-védrden
bedoms (se tabellerna 1 och 2). En bild tas av analfenan for beddmning av papilldra
utvixter pd analfenan (se tilldgg 8), och/eller sd avlidgsnas stjdrten, precis bakom
anus/genitaloppningen, och fixeras for senare rdkning av de papilldra utvixterna. En del av
stjartfenan kan tas som prov och arkiveras vid denna tidpunkt, om si Onskas, for
verifiering av det genetiska konet (dmy). Vid behov kan sedan ett vdvnadsprov tas for att
upprepa dmy-analysen, i syfte att verifiera det genetiska konet for specifika fiskar.
Kroppshédlan 6ppnas for att mojliggora perfusion med ldmpligt fixativ (till exempel
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Davidsons fixativ) innan hela kroppen sédnks ned i fixativet. Om en ldmplig atgérd for att
oka permeabiliteten utfors fore fixeringen, behdver dock inte kroppshélan 6ppnas.

Histopatologi

49. Varje fisk bedoms histologiskt med avseende pa patologi i gonadvévnaden (30) (29). Som
namns 1 punkt 33 kan andra mekanistiska endpoints som bedéms 1 detta test (det vill sdga
VTG, sekundéra konskaraktirer och vissa histopatologiska effekter gidllande gonaderna)
paverkas av systemisk toxicitet eller annan toxicitet. Darféor kan en noggrann
histopatologisk undersokning av lever och njurar ocksé utforas, for att man ska fa en battre
forstdelse av eventuella reaktioner inom mekanistiska endpoint-virden. Om sadana
detaljerade undersokningar inte utfors, bor dndd omfattande avvikelser som observeras i
samband med arbetet med den histopatologiska bedomningen registreras och rapporteras.
Det kan vara en idé att borja studera behandlingsgruppen med den hogsta koncentrationen
(jdmfort med kontrollgruppen) och sedan “arbeta sig ned” till en behandling utan effekt,
men det rekommenderas dock att man radfrdgar den histopatologiska végledningen (29).
Normalt ska alla prover behandlas/snittas varefter de studeras av patologen. Om ett sddant
arbetssitt dar man “arbetar sig ned” anvénds, kan det noteras att RSCABS-metoden (Rao-
Scott Cochrane-Armitage by Slices) utgdr frdn en fOrvédntan att ndr dosnivderna oOkar
kommer dven den biologiska paverkan (patologin) att 6ka. Som en f6ljd av detta forlorar
man en del av den statistiska sikerheten om man bara tittar pd en enstaka hog dos utan
nagra mellanliggande doser. Om statistisk analys inte behdvs for att faststélla att den hoga
dosen inte har ndgon effekt, kan detta arbetssitt vara godtagbart. Den gonadbaserade
fenotypen faststélls ocksd genom denna beddmning.

Andra iakttagelser

50. MEOGRT-testet tillhandahéller data som kan anvéndas (till exempel i en sammanvigd
beddmning) for att samtidigt utvdrdera d&tminstone tva generella typer av AOP:er (Adverse
Outcome Pathways) som resulterar i forsdmrad reproduktion: a) endokrint medierade
vagar, vilket innefattar storning av den endokrina HPG-axeln (hypotalamus-hypofys-
gonad), och b) vdgar som orsakar minskad Overlevnad, tillvixt (lingd och vikt) och
reproduktion genom icke-endokrint medierad toxicitet. Endpoints som normalt méts 1
tester avseende kronisk toxicitet, som test av den kompletta livscykeln och test av det
tidiga levnadsstadiet, ingdr ocksa i detta test och kan anvindas for att bedoma faror som
utgdrs av savil icke-endokrint medierade toxiska verkningsmekanismer som endokrint
medierade toxicitetsvdgar. Under testet bor observationer av fiskarnas beteende goras
dagligen och eventuellt onormalt beteende registreras. Dessutom bor eventuella dodsfall
registreras och Overlevnaden fram till gallringen (testvecka 6/7), Overlevnaden efter
gallringen och fram till provtagningen pé subadult fisk (9—-10 wpf) och déverlevnaden frén
bildandet av avelspar och fram till provtagningen pd vuxen fisk beréknas.
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Levnadsstadium Endpoint Generation
Embryo Klackning (i procent och tid till F1,F2
(2 wpf) klackning)

Juvenil fisk Overlevnad F1
(4 wpf)
Subadult Overlevnad F1
(9 eller 10 wpf) Tillviixt
(langd och vikt)
Vitellogenin
(mRNA eller protein)
Sekundira konskaraktérer
(papillara utvixter pa analfenan)
Extern konsfordelning
Tid till forsta lektillfélle
Vuxen Reproduktion FO, F1
(12-14 wpf) (fekunditet och fertilitet)
Vuxen Overlevnad F1
(15 wpf) Tillviixt
(langd och vikt)
Sekundira konskaraktérer
(papillara utvixter pa analfenan)
Histopatologi
(gonader, lever, njurar)

* Dessa endpoints ska analyseras statistiskt.

TIDSLINJE

51. En tidslinje for MEOGRT-testet som visar testets uppbyggnad finns i tabell 2. MEOGRT-
testet innefattar 4 veckors exponering av vuxna fiskar i FO-generationen och 15 veckors
exponering av Fl-generationen, samt en exponeringsperiod for den andra generationen
(F2) fram till klickning (2 wpf). Aktiviteterna under MEOGRT-testets hela forlopp
sammanfattas i tilldgg 9.
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Tabell 2: Tidslinje for exponering och endpoint-métning for MEOGRT-testet

MEOGRT - tidslinje for exponering och endpoint-miitning

FO 112]13(4
F1 1[2]13[4]|5]6[7]8[9]10]11]12|13]14]15
F2 112
Testvecka 1213456789 ]10f{11]12]13[14[15])16{17|18]19
Levnadsstadier Embryo Yngel Juvenil fisk Subadult fisk Vuxen fisk
Endpoints
Fekunditet FO F1 e I testet anvénds sju grupper med
. replikat:
Fertilitet FO F1 .
o Fem for
Klickning Fl1 F2 testkemikaliebehandling
- o  Tva for kontrollbehandling
Overlevnad Fl1 Fl1 F1 (fyra om 16sningsmedel
e anvands)
Tillvaxt FO F1 F1 .
e  Varje grupp bestar av:
Vitellogenin Fl o  Tolv replikat for reproduktion
Sekundiira och for patologi och SSC for
onskaraktirer Fl1 Fl1 vuxen fisk (v 10-18)
o  Sex replikat for klackning,

Histopatologi Fl overlevnad och vtg, samt for

SSC och tillvaxt for subadult

fisk (v 1-9)
Testvecka 112345167819 ]10f[11]12]13]14]15]|16|17|18|19|SSC: sekundira konskaraktérer, v: veckor,

vtg: vitellogenin

RAPPORTERING AV UPPGIFTER

Statistisk analys

52. Eftersom genotypiskt kon faststélls for alla fiskar 1 testet, ska data analyseras separat for

53.

varje genotypiskt kon (det vill sdga XY -hanar och XX-honor). Om detta inte gérs minskar
analysens statistiska sdkerhet avsevirt. Statistiska analyser av data bor helst folja de
forfaranden som beskrivs 1 OECD-dokumentet Current Approaches in the Statistical
Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to Application (32). 1 tilligg 10 finns ytterligare
vagledning gillande den statistiska analysen.

Testets utformning och urvalet av statistiska tester bor ge en tillricklig statistisk sékerhet
for att fordndringar av biologisk betydelse 1 endpoint-védrdena ska kunna detekteras nir en
nolleffektkoncentration (NOEC) ska rapporteras (32). Rapporteringen av relevanta
effektiva koncentrationer och parametrar kan vara beroende av regelverket. Den
procentuella fordndringen for varje endpoint som det dr viktigt att uppticka eller bedoma
ska identifieras. Forsoket bor utformas for att mojliggora en saddan identifiering. Samma
procentuella fordndring géller sannolikt inte for alla endpoints, och det dr inte heller troligt
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att man kan utforma ett test som uppfyller ovanndmnda kriterier for alla endpoints, sa det
ar viktigt att fokusera pa de endpoints som ir betydelsefulla for varje test for att kunna
utforma testet pa lampligt sétt. Ett statistiskt flodesdiagram och en végledning finns i
tillagg 10 for att underlédtta databehandlingen och valet av det mest ldmpade statistiska
testet eller den mest ldmpade statistiska modellen att anvdnda. Andra statistiska metoder
kan anvéndas under forutsittning att de dr vetenskapligt motiverade.

54. Det dr nodviandigt att analysera variationerna inom varje replikatgrupp med hjilp av
variansanalys eller kontingenstabellprocedurer, och tillrdckliga och lampliga statistiska
analysmetoder ska anvdndas baserat pd denna analys. For multipla jaimforelser mellan
resultaten vid de enskilda koncentrationerna och resultaten for kontrollgrupperna
rekommenderas ett step-down-test (till exempel ett Jonckheere-Terpstra-test) for
kontinuerlig respons. Om uppgifterna inte Overensstimmer med en monoton
koncentrationsrespons ska Dunnetts test eller Dunns test anvéndas (efter en lamplig
dataomvandling, om detta behovs).

55. 1 fraga om fekunditeten ska dggen riknas varje dag, men analysen kan goras baserat pa det
totala antalet 4gg eller som en upprepad mitning. I tilligg 10 finns en ndrmare beskrivning
av hur denna endpoint ska analyseras. For histopatologiska data som &r i form av
allvarlighetsgrader har ett nytt statistiskt test, RSCABS (Rao-Scott Cochran-Armitage by
Slices), utvecklats (33).

56. Endpoints observerade for grupper med kemikaliebehandling som avsevirt avviker fran
motsvarande véirden for kontrollgrupperna ska redovisas.

Overviiganden for dataanalys
Anvdndning av ogiltiga behandlingsnivder

57. Flera faktorer ska beaktas ndr man faststéller huruvida ett replikat eller en hel behandling
uppvisar uppenbar toxicitet och bor avldgsnas frdn analysen. Uppenbar toxicitet definieras
som >4 dddsfall i1 ett replikat mellan 3 wpf och 9 wpf som inte kan forklaras av ett
tekniskt fel. Andra tecken pé uppenbar toxicitet dr exempelvis blodning, onormala
beteenden, onormala simmonster, anorexi och andra kliniska tecken péd sjukdom. For
subletala tecken pa toxicitet kan det vara nddvandigt att gora kvalitativa bedomningar, och
dessa bor alltid goras 1 jamforelse med kontrollgruppen med spiddvatten (endast rent
vatten). Om  uppenbar toxicitet forekommer 1  behandlingsgruppen eller
behandlingsgrupperna  med hogst koncentration, rekommenderas det att denna
behandlingsgrupp eller dessa behandlingsgrupper utesluts fran analysen.

Kontrollgrupper med l6sningsmedel
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58. Anvindning av 16sningsmedel bor endast ses som en sista utvig, nér alla andra alternativ
for kemikalietillsats har overvigts. Om ett 16sningsmedel anviands ska man samtidigt ha en
kontrollgrupp med spadvatten. I slutet av testet ska en wutvdrdering goras av
losningsmedlets eventuella effekter. Detta gors genom en statistisk jamforelse mellan
kontrollgruppen med 16sningsmedel och kontrollgruppen med spadvatten. De endpoints
som dr mest relevanta att beakta i denna analys &r de som géller tillvaxt (vikt), eftersom
dessa kan paverkas av en generell toxicitet. Om statistiskt signifikanta skillnader kan
pavisas mellan kontrollgruppen med spidvatten och kontrollgruppen med losningsmedel
for dessa endpoints, ska bésta professionella bedomning anvidndas for att faststdlla om
testets giltighet har &dventyrats Om de bdda kontrollgrupperna skiljer sig at bor
behandlingarna med kemikalieexponering jamforas med kontrollgruppen med
16sningsmedel, sdvida det inte dr vidl kédnt att jamforelse med kontrollgruppen med
spadvatten dr att foredra. Om det inte finns nagra statistiskt signifikanta skillnader mellan
de bada kontrollgrupperna  rekommenderas det att behandlingarna  med
kemikalieexponering jidmfors med kontrollgrupperna som helhet (bdde kontrollgruppen
med losningsmedel och kontrollgruppen med spéddvatten), sdvida det inte dr vil kant att
jamforelse med antingen enbart kontrollgruppen med spadvatten eller enbart
kontrollgruppen med 16sningsmedel ér att foredra.

Testrapport

59. Testrapporten ska innehalla f6ljande information:

Testkemikalie: fysikaliskt tillstand och, ndr sa dr relevant, fysikalisk-kemiska egenskaper:

- Uppgifter f6r kemisk identifiering.
Monokomponentdmne:
- Fysiskt utseende, vattenloslighet och andra relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper.

- Kemisk identifiering, t.ex. med IUPAC- eller CAS-namn, CAS-nummer, Smiles- eller
InChl-kod, strukturformel, renhet samt motsvarande identifiering av fOroreningar i
forekommande fall och nédr s& ar praktiskt mojligt (inklusive halten organiskt kol i
forekommande fall).

Multikomponentimne, UVCB-dmnen och blandningar:
- Karakteriseras sa ldngt det dr mojligt genom kemisk identitet (se ovan), kvantitativ

forekomst och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper hos bestdndsdelarna.

Art som anvinds for testet:

- Vetenskapligt namn, stam (om denna information &r tillgénglig), hdrkomst samt metod for
insamling av befruktade dgg och efterfoljande hantering.
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Testbetingelser:

Fotoperiod/-perioder.

Testets utformning (till exempel testkamrarnas storlek, material och vattenvolym, antalet
testkammare och replikat och antalet yngel per replikat).

Metod for beredning av stamldsningar och fornyelsefrekvensen (i forekommande fall bor
dven solubiliseringsmedlet och dess koncentration anges).

Metod for dosering av testkemikalien (till exempel pumpar och spadningssystem).

Metodens atervinningseffektivitet och de nominella testkoncentrationerna,
kvantifieringsgransen, de uppmétta virdenas medelvédrden och deras standardavvikelser i
testkdrlen, samt den metod med vilken dessa erholls och bevis for att métningarna hanfor
sig till testkemikaliens koncentrationer i en dkta ldsning.

Spédvattnets egenskaper: pH-virde, hardhet, temperatur, upplost syre, restklornivaer (om
de har uppmiitts), totalt organiskt kol (om det har uppmitts), uppslammade partiklar (om
det har uppmiitts), testmediets salinitet (om den har uppmétts) och resultatet av eventuella
ovriga mitningar.

De nominella testkoncentrationerna, de uppmaétta viardenas medelvirden och deras
standardavvikelser.

Vattenkvaliteten i testkdrlen, pH-virde, temperatur (daglig métning) och upplost syre.

Detaljerade uppgifter om utfodringen (till exempel typ av foder, killa, hur stor mdngd som
getts och hur ofta).

Resultat:

Belédgg for att kontrollgrupperna uppfyller de allménna giltighetskriterierna.

Data for kontrollgruppen (plus kontrollgruppen med 16sningsmedel om sédan anvénds)
och behandlingsgrupperna, enligt foljande: klackning (klackbarhet och tid till kldckning)
for F1 och F2, dverlevnad efter klackning for F1, tillvixt (1&ngd och kroppsvikt) for F1,
genotypiskt kon och konsdifferentiering (till exempel sekundéra konskaraktérer som
baseras pé papilldra utviaxter pa analfenan och histologisk undersékning av gonaderna) for
F1, fenotypiskt kon for F1, sekunddra konskaraktérer (papilldra utvéixter pa analfenan) for
F1, vtg-mRNA (eller VTG-protein) for F1, histopatologisk bedomning (gonader, lever och
njurar) for F1 och reproduktion (fekunditet och fertilitet) for FO och F1 (se tabellerna 1
och 2).

Anvind metod for den statistiska analysen (regressionsanalys eller variansanalys) och
databehandlingen (anvinda statistiska tester och modeller).

Nolleffektkoncentrationen (NOEC) for varje beddmd respons.
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- Léagsta koncentration med observerad effekt (LOEC) for varje bedomd respons (vid
p =0,05), ECx for varje bedomd respons, i forekommande fall, samt konfidensintervallen
(till exempel 90 % eller 95 %) och en kurva for den anpassade modell som anvénts for att
berdkna vardet, lutningen for koncentration-respons-kurvan, formeln for
regressionsmodellen och de uppskattade modellparametrarna och deras standardfel.

- Eventuella avvikelser fran denna testmetod och avvikelser fran acceptanskriterierna, samt
overviaganden kring potentiella konsekvenser for testets resultat.

60. For resultaten av endpoint-mitningar bor medelviarden och deras standardavvikelser (om
mojligt pa bade replikat- och koncentrationsbasis) presenteras.
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Tilligg 1
DEFINITIONER
Kemikalie: ett &mne eller en blandning.

ELISA: enzymkopplad immunadsorberande analys (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay).

Fekunditet: antal dgg.
Fertilitet: antal livskraftiga dgg/fekunditet.

Fork length (FL): lingd fran nosspetsen till stjartfenans delning, anviands for fiskarter dér
det dr svart att sdga var ryggraden slutar (www.fishbase.org).

Klickbarhet: antal yngel/antal embryon placerade i en inkubator.
IACUC: Institutional Animal Care and Use Committee.

Standardléingd (SL): ldngd fran nosspetsen till bakre dnden av den sista ryggkotan eller till
bakre dnden av den mellersta delen av hypuralplattan. Enkelt uttryckt utesluter detta matt
stjartfenans langd. (www.fishbase.org)

Total léingd (TL): ldngd fran nosspetsen till slutet av stjartfenans lingre flik, vanligen matt
med flikarna sammanforda ldngs mittlinjen. Detta ar ett linjart matt, som inte foljer
kroppskurvan. (www.fishbase.org)

e Standardléngd @ . _____________ !

_______________________ FL (fork length) S B

B s i s et s s e Total langd i
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Figur 1: Beskrivning av de olika ldngdmatt som anvénds

ECx (koncentration som orsakar x % effekt): den koncentration som orsakar en x-
procentig effekt pd testorganismerna inom en given exponeringsperiod jamfort med en
kontrollgrupp. Till exempel dar EC50 en koncentration som berdknas ha en effekt gillande
en av testets endpoints for 50 % av en exponerad population under en faststélld
exponeringsperiod.

Genomflodestest: ett test med ett kontinuerligt flode av testlosningar genom testsystemet
under exponeringens hela varaktighet.

HPG-axel: hypotalamus-hypofys-gonad-axeln.
IUPAC: Internationella kemiunionen (International Union of Pure and Applied Chemistry).
Fisktithet: vatvikten fisk per vattenvolym.

Ligsta koncentration med observerad effekt (LOEC): den ldgsta testade koncentration
av en testkemikalie vid vilken man kan faststilla att testkemikalien har en statistiskt
signifikant effekt (vid p <0,05) jaimfort med kontrollgruppen. Alla testkoncentrationer som
ar hogre an LOEC bor dven ha skadliga effekter som &r lika stora som eller storre édn de
effekter som observeras vid LOEC. Om dessa bada villkor inte dr uppfyllda bor en
fullstindig forklaring ges till hur man har valt LOEC (och ddrmed NOEC). Nirmare
vigledning ges i tilldgg 5 och 6.

Genomsnittlig dodlig koncentration (LC50): den koncentration av en testkemikalie som
uppskattas vara dodlig for 50 % av testorganismerna under testperioden.

Nolleffektkoncentration (NOEC): den testkoncentration omedelbart under LOEC som
inom en faststélld exponeringsperiod inte framkallar ndgon statistiskt signifikant effekt
(p <0,05) jamfort med kontrollgruppen.

Smiles: Simplified Molecular Input Line Entry Specification.
Antalstithet: antalet fiskar per vattenvolym.
Testkemikalie: alla &mnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

UVCB-imnen: dmnen med okdnd eller varierande sammansittning, komplexa
reaktionsprodukter eller biologiska material.

VTG: vitellogenin ér ett fosfolipoglykoprotein, en prekursor till d4gguleprotein som normalt
forekommer hos sexuellt aktiva honor inom alla dgglaggande arter.

WPF (Weeks post fertilisation): veckor efter befruktning.
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Amne

Grinsvarde for

koncentration
Partiklar 5 mg/l
Totalt organiskt kol 2 mg/l
Icke-joniserad ammoniak 1 png/l
Restklor 10 pg/l
Total mangd bekdmpningsmedel som innehaller organiska
fosforforeningar >0 ng/l
Total méingd bekéim‘pningsmedel som innehéll‘er 50 ng/l
klororganiska foreningar plus polyklorerade bifenyler
Totalt organiskt klor 25 ng/l
Aluminium 1 pg/l
Arsenik 1 pg/l
Krom 1 pg/l
Kobolt 1 pg/l
Koppar 1 pg/l
Jarn 1 ng/l
Bly 1 ng/l
Nickel 1 pg/l
Zink 1 ng/l
Kadmium 100 ng/l
Kvicksilver 100 ng/1
Silver 100 ng/1
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Tilldgg 3

TESTBETINGELSER FOR MEOGRT-TESTET

1. Rekommenderad art
2. Testtyp

3. Vattentemperatur

4. Belysningstyp

6. Fisktéthet

Japansk risfisk (Oryzias latipes).
Kontinuerligt genomflode.

Den nominella testtemperaturen ar 25 °C. Medeltemperaturen under
testet i varje enskilt akvarium ska vara 24-26 °C.

Fluorescerande lampor (brett spektrum och ~150 lumen/m?)
(~150 lux).

16 timmars ljus, 8 timmars morker.

FO: 2 vuxna fiskar/replikat; F1: inleds med maximalt 20 dgg
(embryon)/replikat, minskas till 12 embryon/replikat vid klackning och
sedan till 2 vuxna fiskar (XX-XY-avelspar) vid 9-10 wpf for
reproduktionsfasen.

7. Minsta anvdndbara volym for 1,8 I (till exempel en testkammare med storleken: 18 x 9 x 15 cm).

testkammare

8. Volymutbyten av testlosningar Minst 5 volymfornyelser/dygn till upp till 16 volymfornyelser/dygn

9. Testorganismernas alder vid
testets start

(eller ett flode pa 20 ml/min).

FO: > 12 wpf, men det rekommenderas att dldern inte 6verstiger 16 wpf.

10. Antal organismer per replikat FO: 2 fiskar (par av hane och hona); F1: maximalt 20 fiskar

11. Antal behandlingar

12. Antal replikat per behandling

13. Antal organismer per test

14. Utfodringsprogram

(agg)/replikat (producerade fran FO- och F1-avelspar).

5 testkemikaliebehandlingar plus ldmplig kontrollgrupp (eller l1aimpliga
kontrollgrupper).

Minst 6 replikat per behandling for testkemikaliegrupper och minst 12
replikat for kontrollgruppen, liksom for kontrollgruppen med
16sningsmedel om sédan anvinds (antalet replikat fordubblas under
reproduktionsfasen for F1).

Minst 84 fiskar i FO och 504 fiskar i F1. (Om kontrollgrupp med
16sningsmedel anvénds, 108 fiskar i FO och 648 fiskar i F1.) Den
riaknade enheten dr individer efter stadiet som gulesdcksyngel.

Fiskarna matas med saltkréfta, Artemia spp., (24 timmar gamla
naupliuslarver) med fri tillgéng (ad libitum), kompletterat med ett
kommersiellt tillgdngligt flingfoder vid behov. (Ett exempel pa ett
utfodringsschema for att sdkerstélla tillfredsstdllande tillvéxt och
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15. Luftning

16. Spadvatten

17. Exponeringsperiod

18.Biologiska endpoints

(priméra)

19. Giltighetskriterier for testet

D060575/02

utveckling, som stod for en tillforlitlig reproduktion, finns 1 tilldgg 5.)

Ingen, sévida inte det uppldsta syret nirmar sig < 60 % av
luftméttnadsvérdet.

Rent ytvatten, brunnsvatten eller rekonstituerat vatten eller avklorerat
kranvatten.

Huvudsakligen 19 veckor (fran FO till klickning av F2).

Klackbarhet (F1 och F2), 6verlevnad (F1, fran klackning till 4 wpf
[slutet av yngelstadiet/borjan av juvenilstadiet], fran 4 till 9 [eller 10]
wpf [frén borjan av juvenilstadiet till subadultstadiet] och fran 9 till 15
wpf [fran subadultstadiet till avlivning som vuxen fisk]), tillvaxt (F1,
langd och vikt vid 9 och 15 wpf), sekundéra konskaraktarer (F1,
papilldra utvixter pa analfenan vid 9 och 15 wpf), vitellogenin (F1, vtg-
mRNA eller VTG-protein vid 15 wpf), fenotypiskt kon (F1, via
histologisk undersdkning av gonaderna vid 15 wpf), reproduktion (FO
och F1, fekunditet och fertilitet under 21 dygn), tid till lek (F1) och
histopatologi (F1, gonader, lever och njurar vid 15 wpf).

Upplost syre > 60 % av luftméttnadsvardet, medelvattentemperatur pa
24-26 °C under hela testet, framgangsrik reproduktion hos > 65 % av
honorna i kontrollgruppen (kontrollgrupperna), genomsnittlig daglig
fekunditet pa > 20 dgg i kontrollgruppen (kontrollgrupperna),
klackbarhet pa > 80 % (i genomsnitt) i kontrollgrupperna (for saval F1
som F2), 6verlevnad efter kldckning till 3 wpf pa > 80 % (i genomsnitt)
och frén 3 wpf'till avslutandet av generationen pa > 90 % (i genomsnitt)
i kontrollgrupperna (for F1), koncentrationerna av testkemikalien i
16sningarna ska pa ett tillfredsstdllande sétt hallas inom + 20 % av de
genomsnittliga uppmatta virdena.
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Tillagg 4

VAGLEDNING OM TYPISKA KONTROLLVARDEN

Det bor noteras att dessa kontrollviarden ér baserade pé ett begrinsat antal valideringsstudier och
att de kan komma att dndras nir erfarenheten okar.

Tillviixt

Vikt och lingd mits for alla fiskar som ingér i provtagningen vid 9 (eller 10) wpf och vid 15
wpf. Nir detta testprotokoll {6ljs &r den forviantade vétvikten vid 9 wpf 85-145 mg {6r hanar
och 95-150 mg for honor. Den forvintade vikten vid 15 wpf dr 250-330 mg for hanar och
280-350 mg for honor. Aven om det kan finnas betydande avvikelser fran dessa intervall for
enskilda fiskar, tyder genomsnittliga vikter inom kontrollgruppen som ligger avsevirt
utanfor dessa intervall, i synnerhet om de ligger ldgre, pa problem med utfodringen,
temperaturregleringen, vattenkvaliteten, sjukdomar eller ndgon kombination av dessa
faktorer.

Kléckning

Andelen framgéangsrikt klackta dgg 1 kontrollgrupperna ligger normalt runt 90 %, men
vérden sa pass laga som 80 % ér inte ovanliga. Om andelen framgéngsrikt klidckta dgg ligger
under 75 % kan det tyda pd otillrdcklig rorelse av dggen som utvecklas eller otillricklig
omsorg vid hanteringen av dggen, till exempel att doda dgg inte avldgsnas i tid vilket leder
till svampangrepp.

Overlevnad

Overlevnadstalen frin klickning och fram till 3 wpf och efter 3 wpf 4r normalt 90 % eller
hogre for kontrollgrupperna, men dverlevnadstal under de tidiga levnadsstadierna som ar sa
pass liga som 80 % for kontrollgrupperna dr inte alarmerande. Overlevnadstal for
kontrollgrupperna som ligger under 80 % ger dock anledning till oro och kan tyda pa
otillracklig rengdring av akvarierna, vilket leder till forlust av fiskyngel genom sjukdomar
eller genom kvavning till foljd av 1aga nivaer av upplost syre. Dodsfall kan dven ske genom
att fiskar skadas under rengoringen av akvariet eller genom att yngel forsvinner ut genom
akvariets utlopp.

Vitellogenin-genen

Aven om de absoluta nivderna av vitellogenin-genen (vtg), uttryckt som kopior/ng totalt
mRNA, kan variera kraftigt mellan olika laboratorier till foljd av de metoder eller den
utrustning som anvénds, ska vig-forhallandet vara ungefar 200 ganger hogre bland honorna 1
kontrollgruppen &n bland hanarna i kontrollgruppen. Det &r inte ovanligt att detta
forhéllande dr sa hogt som 1 000 till 2 000, men om det &r ldgre an 200 finns det anledning
till oro och det kan tyda pd problem med kontaminering av prov eller med den metod
och/eller de reagenser som anvands.
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Sekunddra konskaraktdrer

For hanar ar det normala intervallet av sekundéra konskaraktérer, definierat som det totala
antalet segment 1 fenstralarna pa analfenan med papilldra utvéxter, 40—80 segment vid 9—-10
wpf. Vid 15 wpf bor intervallet for hanar i kontrollgruppen vara ungefir 80—120 och for
honor 1 kontrollgruppen ska antalet vara 0. Av outredda skil har vissa hanar 1 sillsynta fall
inga papilldra utvixter vid 9 wpf, men eftersom alla hanar i kontrollgrupperna utvecklar
papilldra utvéxter senast vid 15 wpf beror detta sannolikt pa en forsenad utveckling. Om det
forekommer papilldra utvédxter bland honorna i kontrollgruppen tyder detta pa att det finns
XX-hanar i1 populationen.

XX-hanar

Den normala bakomliggande incidensen av XX-hanar i odlingar verkar ligga runt 4 % eller
ligre vid 25 °C och incidensen 6kar med stigande temperatur. Atgirder bor vidtas for att
minimera andelen XX-hanar i populationen. Eftersom incidensen av XX-hanar verkar ha en
genetisk komponent och dérigenom ar érftlig, ar Overvakning av stammen och
sakerstéllande att XX-hanar inte anvidnds for att foroka stammen ett effektivt sétt att minska
incidensen av XX-hanar i populationen.

Fiskarnas lek

Fiskarnas lek i kontrollreplikaten bor Overvakas dagligen innan fekunditetsbedomningen
genomfors. Kontrollparen kan bedomas kvalitativt, med visuella metoder, for att styrka
forekomsten av lekbeteende. Vid 12—14 wpf bor de flesta kontrollpar leka. Ett 1agt antal
lekande par vid denna tidpunkt tyder pa potentiella problem med fiskarnas hélsa, mognad
eller vilbefinnande.

Fekunditet

Friska och vl utfodrade risfiskar pd 12—14 wpf leker normalt dagligen och producerar
mellan 15 och 50 dgg per dygn. Aggproduktionen for 16 av de rekommenderade 24
kontrollavelsparen (> 65 %) bor ligga pa over 20 dgg per par och dygn och siffran kan né s
hogt som 40 dgg per dygn. Ett lagre antal &n 20 kan vara ett tecken pé att de lekande paren
ar omogna, undernérda eller sjuka.

Fertilitet

Procentandelen befruktade (fertila) d4gg for lekande kontrollpar ligger normalt runt 90 %,
och det ar inte ovanligt med vdrden frdn 95 % och uppéat. Fertilitetstal for &dgg i
kontrollgruppen som ér ldgre &n 80 % ger anledning till oro och kan antingen vara ett tecken
pa sjuka individer eller pa brister i fiskodlingens forhédllanden.
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Tillagg S
EXEMPEL PA ETT UTFODRINGSSCHEMA

Ett exempel péd ett utfodringsschema for att sdkerstilla tillfredsstidllande tillvixt och
utveckling, som stdd for en tillforlitlig reproduktion, finns i tabell 1. Avvikelser frén detta
utfodringsschema kan vara godtagbara, men det rekommenderas att de i sa fall testas och att
det sdkerstélls att en godtagbar tillvixt och reproduktion kan observeras. For att det
foreslagna utfodringsschemat ska kunna fo6ljas, maste torrvikten saltkrifta per volym med
suspension av saltkrifta faststdllas innan testet startar. Man kan gora detta genom att viga
en definierad volym med suspension av saltkrdfta som har fitt torka under 24 timmar vid
60 °C i pa forhand végda skalar. For att ta hdnsyn till salternas vikt i suspensionen ska en
lika stor volym med samma saltlosning som anvinds i suspensionen ocksa torkas, vigas och
dérefter subtraheras fran vikten av den torkade suspensionen av havskréfta. Alternativt kan
saltkrdftorna filtreras och skdljas med destillerat vatten fore torkningen, vilket eliminerar
behovet av att méata vikten pd motsvarande mingd salt. Informationen som erhalls anvinds
for att omvandla uppgifterna i1 tabellen fran torrvikt havskrifta till den volym med
suspension av havskrifta som ska utfodras per fisk. Det rekommenderas dven att alikvoter
av suspensionen av havskrifta vdgs varje vecka for att verifiera att korrekt torrvikt
havskréfta utfodras.
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Tabell 1: Exempel pé ett utfodringsschema

Tid (efter klickning) Havskrifta (mg
torrvikt/fisk/dygn)
Dag 1 0,5
Dag 2 0,5
Dag 3 0,6
Dag 4 0,7
Dag 5 0,8
Dag 6 1,0
Dag 7 1,3
Dag 8 1,7
Dag 9 2,2
Dag 10 2,8
Dag 11 3,5
Dag 12 4,2
Dag 13 4,5
Dag 14 4,8
Dag 15 5,2
Dag 16-21 5,6
Vecka 4 7,7
Vecka 5 9,0
Vecka 6 11,0
Vecka 7 13,5
Vecka 8 till avlivning 22,5
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Tilligg 6
EXEMPEL PA EN INKUBATIONSKAMMARE FOR AGG

Exempel A

Den hir inkubatorn bestir av ett avdelat centrifugror 1 glas, som ansluts via en hylsa 1
rostfritt stal och hélls pé plats av centrifugrorets skruvlock. Ett litet ror av glas eller rostfritt
stal tranger igenom locket och slutar nira den rundade bottnen, varigenom det forsiktigt
bubblar ut luft som far dggen att lyfta och minskar &verforingen av saprofytiska
svampinfektioner mellan dggen, samtidigt som utbytet av kemikalier mellan inkubatorn och
akvariet den befinner sig 1 underlittas.

Exempel B
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Den hér inkubatorn bestdr av en glascylinder (med 5 cm diameter och 10 cm héjd) och ett
nét 1 rostfritt stal (0,25 ¢ och meshstorlek 32) som é&r fiast mot cylinderns botten med en
PTFE-ring. Inkubatorerna hénger fran lyftstdngen ned i akvarier och skakas vertikalt (med
en amplitud pa cirka 5 cm) i en ldmplig cykel (ungefir en gang var fjarde sekund) for
risfiskdgg.
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Tillagg 7

DIAGRAM OVER INSAMLING TILL EN GEMENSAM POOL OCH FORDELNING TILL
REPLIKAT UNDER HELA MEOGRT-TESTET

Figur 1: Insamling till en gemensam pool och fordelning till replikat under hela MEOGRT -testet.
Figuren representerar en behandlingsgrupp eller en halv kontrollgrupp. P& grund av insamlingen till en
gemensam pool dr replikatidentiteten inte densamma under hela testet. Observera att begreppet ’dgg”
syftar pa livskraftiga, befruktade dgg (motsvarande embryon).
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Behandlingar och replikation

For testmetoden rekommenderas fem testkemikaliebehandlingar med anvédndning av
kemikalier av teknisk kvalitet och en negativ kontroll. Antalet replikat per behandling
forblir inte konstant under hela MEOGRT-testet och antalet replikat i kontrollbehandlingen
ar dubbelt sd stort som for ndgon enskild testkemikaliebehandling. For FO har varje
testkemikaliebehandling sex replikat medan den negativa kontrollbehandlingen har tolv
replikat. Det avrads starkt frdn anvindning av l6sningsmedel, och om ett siddant dnda
anvdnds ska en motivering savil for anvindningen av I6sningsmedlet som for valet av
16sningsmedel tas med i MEOGRT-testrapporten. Om ett l9sningsmedel anvénds krivs
dessutom tva typer av kontrollgrupper: a) en losningsmedelskontroll och b) en negativ
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kontroll. Var och en av dessa bdda kontrollgrupper ska vid varje tidpunkt i MEOGRT-
tidslinjen bestd av en komplett uppséttning replikat. Under testorganismernas hela
utvecklingsfas i F1-generationen (och i F2-generationen fram till kldickning) forblir denna
replikatstruktur intakt. I det vuxna stadiet, ndr F1-avelspar bildas, ska dock antalet replikat
med reproducerande par helst fordubblas per behandling; det ska séledes finnas upp till 12
replikatpar for varje testkemikaliebehandling och 24 replikatpar for kontrollgruppen (och
ytterligare 24 replikatpar for kontrollgruppen med 16sningsmedel, om sadan anvinds).
Kldckningen av embryona som har producerats av Fl-paren undersdks med samma
replikatstruktur som anvidndes for embryona som producerades av FO-paren, det vill sidga
inledningsvis sex replikat per testkemikaliebehandling och tolv replikat i kontrollgruppen
(eller kontrollgrupperna).
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Tillsigg 8
RAKNING AV ANALFENANS PAPILLARA UTVAXTER

Huvudsaklig utrustning och huvudsakliga reagenser

- Dissektionsmikroskop (med kamera monterad om sa 6nskas)

Fixativ (till exempel Davidsons fixativ [Bouins fixativ rekommenderades inte]), om man
inte véljer att rdkna fran en bild

Forfarande

Efter obduktionen bor en bild tas av analfenan for att mojliggéra en enkel rdkning av
analfenans papilldra utviixter. Aven om fotografering ir den rekommenderade metoden, kan
analfenan dven fixeras med Davidsons fixativ eller annat lampligt fixativ under ungefir en
minut. Det &r viktigt att halla analfenan platt under fixeringen sé att det sedan blir enklare att
rdkna de papillédra utviaxterna. Fiskkroppen med analfenan kan forvaras i Davidsons fixativ
eller annat 1ampligt fixativ tills det dr dags for analys. Rékna antalet ledplattor (se figur 1)
med papilldra utvéxter som sticker fram fran ledplattans bakre kant.

Figur 1: Papilldra utvixter pa analfenan

Ledplattor " ¢

=
\ =y v 4 o "
. - T ———— e — —
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Tillagg 9
DETALJERAD TIDSLINJE FOR MEOGRT-TESTET

Testveckorna 1-3 (F0)

FO-generationen, som bestdr av lekande fiskar som har uppfyllt urvalskriterierna (se
punkterna 16-20), exponeras under tre veckor sa att de framvédxande konscellerna och
gonadvdvnaderna exponeras for testkemikalien. I varje replikatakvarium ska det endast
finnas ett enda avelspar (avelspar med XX-hona och XY-hane). De lagda dggen samlas in,
rdknas och bedoms med avseende pa fertilitet (befruktning) under 21 pé varandra foljande
dagar, med start testdag 1.

Testvecka 4 (FO och F1)

Helst bor de befruktade och livskraftiga dggen (embryona) samlas in under en och samma
dag, men finns det inte tillrdckligt med embryon kan embryona samlas in under tva dagar.
Om insamlingen sker under tvd dagar ska alla embryon inom samma behandling som
samlades in under den forsta dagen ldggas samman med dem som samlades in under den
andra dagen 1 en gemensam pool. Direfter fordelas de samlade embryona for varje
behandling slumpvis till de olika replikatinkubatorerna med 20 embryon per inkubator.
Eventuella dodsfall bland befruktade d4gg (embryon) kontrolleras och registreras dagligen.
Doda édgg tas bort fran inkubatorerna (dodsfall bland befruktade dgg kan, sérskilt i tidiga
stadier, mérkas genom en tydlig forlust av genomskinlighet och genom fargfoérandringar
som orsakas av koagulering och/eller utfillning av protein, vilket leder till ett vitt och
ogenomskinligt utseende, OECD 2010).

Anmirkning: Om ndgon av behandlingarna kriver en andra dag av insamling, maste alla
behandlingar (inklusive kontrollgrupperna) folja detta forfarande. Om det efter den andra
dagen av insamling fortfarande inte finns tillrdckligt med embryon inom en behandling {for
att placera 20 embryon i varje inkubator, ska antalet embryon som anvinds inom denna
specifika behandling minskas till 15 embryon per inkubator. Om det inte finns tillrickligt
med embryon for att placera 15 embryon 1 varje inkubator, ska antalet replikatinkubatorer
minskas tills det finns tillrdckligt med embryon for att placera 15 embryon i varje inkubator.
Dessutom kan ytterligare avelspar tillforas till varje behandlingsgrupp och kontrollgrupp 1
FO for oka produktionen av dgg, sd att rekommendationen pad 20 embryon per replikat
uppnés.

P& testdag 24 avlivas FO-avelsparen pa ett skonsamt sitt och deras vikt och ldngd
registreras. Vid behov kan FO-avelsparen eventuellt behallas ytterligare 1-2 dygn for att
starta om F1.

Testveckorna 5-6 (F1)

Ett till tvd dygn innan klidckningen forvintas starta ska rorelsen av dggen i inkubatorn
avbrytas eller minskas, for att pdskynda klidckningen. Allteftersom embryona klicks ska
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ynglen varje dag samlas 1 en gemensam pool utifrdn behandling och sedan systematiskt
fordelas till de olika replikatakvarierna for yngel inom en viss behandling, med maximalt 12
yngel per akvarium. Detta gérs genom att yngel slumpvis viljs ut, varefter ett yngel i taget
placeras i replikat efter replikat med slumpens hjélp; pa sé sitt arbetar man sig igenom den
specifika behandlingens replikat till dess att alla replikat inom behandlingen har 12 yngel.
Om det inte finns tillrackligt med yngel for att fylla alla replikat, ska det sékerstéllas att sa
manga replikat som mojligt har 12 yngel for att starta F1-fasen.

Agg som inte har klickts nir det har gitt dubbelt s ling tid som mediandagen for klickning
1 kontrollgruppen riknas som e¢j levnadsdugliga och kasseras. Antalet yngel registreras och
klackningens resultat (kldckbarheten) beréknas for varje replikat.

Testveckorna 7-11 (F1)

Overlevnaden hos fiskynglen kontrolleras och registreras varje dag for samtliga replikat. P4
testdag 43 registreras antalet dverlevande fiskar i varje replikat, liksom det antal fiskyngel
som ursprungligen placerades i replikatet (nominellt 12 stycken). Dérigenom géar det att
berdkna 6verlevnaden i procent fran klackning till stadiet for subadult fisk.

Testvecka 12 (F1)

Under testdagarna 78—85 ska ett litet prov tas fran stjartfenan pa varje enskild fisk for att
faststdlla det genotypiska konet for individen (det vill sdga genom fenklippning). Denna
information anvénds for bildandet av avelspar.

Inom tre dygn fran det att det genotypiska konet har faststillts for varje enskild fisk bildas
12 avelspar per behandling och 24 avelspar per kontrollgrupp pé ett slumpvis sitt. Tva XX-
och tva XY-fiskar fran varje replikat viljs slumpvis ut och samlas sedan i en gemensam
pool utifran kon, varefter de med hjélp av slumpen véljs ut att bilda avelspar (det vill séga
XX-XY-par). Minst 12 replikat per kemikaliebehandling och minst 24 replikat for
kontrollgruppen bildas med ett avelspar per replikat. Om ett replikat saknar antingen tva
XX- eller tvd XY-fiskar for samlingen 1 en gemensam pool, ska fiskar med ldmpliga
konsgenotyper erhéllas fran andra replikat inom samma behandling.

De kvarvarande fiskarna (maximalt atta fiskar per replikat) avlivas pé ett skonsamt sétt och
anvinds for provtagning avseende de olika endpoint-virdena for subadult fisk. Dessutom
sparas dmy-data (XX eller XY) for all undersokt subadult fisk, for att sdkerstélla att alla
endpointdata kan kopplas till det genetiska konet for varje enskild fisk.

Testveckorna 13-14 (F1)
Exponeringen fortsitter medan de subadulta avelsparen utvecklas till vuxna fiskar. Pa
testdag 98 (det vill sdga dagen innan dgginsamlingen paborjas) avldgsnas alla 4gg fran savil

akvarierna som honorna.

Testveckorna 15-17 (F1)
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De lagda dggen samlas in dagligen under 21 dagar i f6ljd i1 varje replikat och bedéms med
avseende pa fekunditet och fertilitet.

Testvecka 18 (repetition av testvecka 4) (F1 och F2)

P& morgonen testdag 120 samlas dggen in i alla replikatakvarier. De insamlade dggen
bedoms och befruktade dgg (med filamenten avldgsnade) fran vart och ett av avelsparen
samlas i en gemensam pool for varje behandling, varefter de systematiskt fordelas till
inkubationskammare for dgg med 20 befruktade dgg per inkubator. Inkubatorerna kan
placeras i separata “inkubationsakvarier” som har stillts i ordning for varje behandling eller
1 det replikatakvarium som efter kldckning kommer att innehélla de klickta fiskynglen.
Helst bor embryona samlas in under en och samma dag, men om det inte finns tillrdckligt
med embryon kan de samlas in under tvd dagar. Om insamlingen sker under tvd dagar ska
alla embryon inom samma behandling som samlades in under den forsta dagen ldggas
samman med dem som samlades in under den andra dagen i en gemensam pool. Dérefter
fordelas de samlade embryona for varje behandling slumpvis till de olika
replikatinkubatorerna med 20 embryon per inkubator. Anmérkning: Om nigon av
behandlingarna kriver en andra dag av insamling, maste alla behandlingar (inklusive
kontrollgrupperna) folja detta forfarande. Om det efter den andra dagen av insamling
fortfarande inte finns tillrackligt med embryon inom en behandling for att placera 20
embryon 1 varje inkubator, ska antalet embryon som anvdnds inom denna specifika
behandling minskas till 15 embryon per inkubator. Om det inte finns tillrdckligt med
embryon for att placera 15 embryon i1 varje inkubator, ska antalet replikatinkubatorer
minskas tills det finns tillrackligt med embryon for att placera 15 embryon 1 varje inkubator.

Pa testdag 121 (eller testdag 122 for att sékerstélla att F2-generationen har fétt en bra start)
avlivas Fl-avelsparen péd ett skonsamt sitt och analyseras med avseende pd endpoint-
virdena for vuxen fisk. Vid behov kan Fl-avelsparen eventuellt behéllas ytterligare 1-2
dygn for att starta om F2.

Testveckorna 19-20 (F2)

Ett till tvd dygn innan kldckningen forvéntas starta ska rorelsen av dggen i inkubatorn
avbrytas eller minskas, for att paskynda kldckningen. Om testet avslutas i och med
slutforandet av kldckningen av F2-generationen, ska ynglen varje dag rdknas och kasseras.
(Embryon som inte har klickts efter en l&ng inkuberingstid, vilket definieras som dubbelt sd
lang tid som mediandagen for klackning i kontrollgruppen, rdknas som ej levnadsdugliga.)
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Tillagg 10

STATISTISK ANALYS

De typer av biologiska data som erhalls genom MEOGRT-testet ar inte unika for testet och
med undantag for patologiska data har minga ldmpliga statistiska metoder tagits fram for att
pa ett korrekt sétt analysera liknande data utifrdn datauppgifternas egenskaper, vilket
innefattar normalitet, varianshomogenitet, huruvida studiens utformning passar f{or
hypotestest eller regressionsanalys, parametriska respektive icke-parametriska tester etc.
Generellt sett foljer de statistiska analyser som foreslds rekommendationerna frdin OECD
gillande ekotoxicitetsdata (OECD 2006) och ett flodesschema Over beslutsgangen vid
MEOGRT-dataanalys kan hittas i figur 2.

Det forvintas att datamingderna mestadels kommer att uppvisa monotona responser. Dartill
bor det dvervégas huruvida ett ensidigt statistiskt test eller ett tvasidigt statistiskt test ska
anvindas. Sévida det inte finns en biologisk motivering for att ett ensidigt test ar olampligt,
rekommenderas det att ett ensidigt test anvinds. Samtidigt som specifika statistiska tester
rekommenderas 1 foljande avsnitt ska, om ldmpligare och/eller mer kraftfulla statistiska
metoder finns framtagna for tillimpning pa de specifika data som genereras i MEOGRT-
testet, 1 stéllet sddana statistiska tester anvindas sé att dessa fordelar kan utnyttjas.

MEOGRT-data ska analyseras separat for varje genotypiskt kon. Det finns tva strategier for
att analysera data for fisk som har bytt kon (antingen XX-hanar eller XY-honor). 1) Uteslut
alla data for fiskar som har bytt kon inom hela testet, utom prevalensen av konsbyten inom
varje enskilt replikat. 2) Behdll data for alla fiskar som har bytt kon i datamingden och
analysera data baserat pa genotyp.

Histopatologiska data

Histopatologiska data rapporteras 1 form av allvarlighetsgrader, vilka bedoms med hjélp av
en nyutvecklad statistisk metod, RSCABS (Rao-Scott Cochrane-Armitage by Slices) (Green
m.fl., 2014). Anpassningen Rao-Scott bevarar information gillande testreplikationen medan
metoden by Slices inkluderar den biologiska forvintan att allvarlighetsgraden tenderar att
oka med okande behandlingskoncentrationer. For varje diagnos specificerar RSCABS-
resultaten vilka behandlingar som har hogre prevalens for patologi dn kontrollgrupperna och
den tillhérande allvarlighetsnivan.

Fekunditetsdata

Analyser av fekunditetsdata sker genom ett step-down-test av typen Jonckheere-Terpstra
eller Williams test for att faststdlla behandlingens effekter, forutsatt att data Gverensstammer
med en monoton koncentrationsrespons. Med ett step-down-test gors alla jaimforelser vid
signifikansnivdn 0,05 och utan justering for antalet gjorda jimforelser. Data forvéntas
overensstimma med en monoton koncentrationsrespons, men detta kan verifieras antingen
genom visuell inspektion av data eller genom framtagning av linjdra och kvadratiska
kontraster for behandlingarnas medelvdrden efter en rangordningsomvandling av data.
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Savida inte den kvadratiska kontrasten dr signifikant och den linjdra kontrasten &r icke-
signifikant kan trendtestet betraktas som slutfort. I annat fall anviinds Dunnetts test for att
faststilla behandlingseffekterna, om data dr normalfordelade med homogena varianser. Om
dessa krav inte dr uppfyllda anvinds Dunns text med en Bonferonni-Holm-justering. Alla
angivna tester utfors oberoende av eventuella 6vergripande F- eller Kruskal-Wallis-tester.
Nérmare upplysningar anges i OECD 2006.

Alternativa metoder kan anvédndas, som en generaliserad linjir modell med Poisson-fel {for
dggrdkning (utan omvandling), om detta kan motiveras statistiskt (Cameron och Trividi,
2013). Radfragning av statistikexpertis rekommenderas om en alternativ metod anviands.

Daglig dggrikning inom en och samma generation

For variansanalysmodellen (ANOVA-modellen) giller att Y =Tid*Tid+Behandling +
*Behandling + Tid*Behandling + *Tid*Behandling, med slumpmaissiga effekter for
Replikat(Generation*Behandling) och  Tid*Replikat(Behandling), vilket mojliggor
komponenter med ojdmn varians av bada typer mellan generationer. Hir syftar tid pa hur
ofta dggrakningen dger rum (till exempel varje dag eller varje vecka). Detta dr en analys
avseende upprepade métningar, dir korrelationerna mellan observationer gillande samma
replikat forklarar datauppgifternas karaktir av upprepade métningar.

Huvudeftfekterna av behandling testas med hjidlp av Dunnetts test (eller Dunnett-Hsus test),
som tar hinsyn till antalet jimforelser. Justeringar krdvs for huvudeffekten av generation
eller tid, eftersom det for dessa bada faktorer inte finns ndgon “’kontrollniva” och varje par
av nivder utgor en jamforelse av mdjligt intresse. For dessa badda huvudeffekter kan, om F-
testet for huvudeffekten ar signifikant pa 0,05-nivén, de parvisa jamforelserna mellan olika
nivaer av faktorn testas pa 0,05-nivan utan ytterligare justering.

Modellen innefattar tva- och trefaktorinteraktioner, vilket innebdr att en huvudeffekt for
exempelvis tid eventuellt inte dr signifikant trots att #id har en signifikant pdverkan pd
resultaten. Detta innebdr att om en tvd- eller trefaktorinteraktion som innefattar tid &r
signifikant pd 0,05-nivdn, sd kan man acceptera jimfOrelserna av nivéer av tid pa 0,05-
signifikansnivan utan ytterligare justering.

Diarefter foljer F-tester gillande signifikansen av behandling sett till tid, de sa kallade
skivorna (slices”) 1 variansanalystabellen. Om exempelvis skivan for behandling inom F1
och tid 12 &r signifikant pd 0,05-nivan, kan de parvisa jimforelserna for behandling inom
F1 och tid 12 accepteras péa 0,05-niva utan ytterligare justering. Liknande pédstaenden giller
for tester avseende fid inom F1 och behandling och for gemeration inom en tid och
behandling.

Slutligen giller for jimforelser som inte faller under nigon av ovanstidende kategorier att
jamforelser ska justeras med anvdndning av Bonferroni-Holm-justeringen for p-vérden.
Ytterligare information om analyser av sddana modeller kan hittas 1 Hocking (1985) och
Hochberg och Tamhane (1987).
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Alternativt registreras radata som presenteras i testrapporten som fekunditeten (antalet 4gg)
per replikat for varje dygn. Replikatets genomsnitt inom dessa radata ska da beréknas med
en kvadratrotstransformation. En ensidig variansanalys for de transformerade
replikatgenomsnitten ska beréknas foljt av Dunnett-kontraster. Det kan dven vara till hjilp
att visuellt inspektera fekunditetsuppgifterna for varje behandling och/eller replikat via ett
punktdiagram som visar data i forhdllande till tid. P& sd sétt gar det att gora en informell
bedomning av de potentiella effekterna 6ver tid.

Alla 6vriga biologiska data

De statistiska analyserna dr baserade pd det underliggande antagandet att med rétt val av dos
blir data monotona. Foljaktligen forvintas data vara monotona och de utvarderas formellt
med avseende pd monotonicitet med anvindning av linjdra och kvadratiska kontraster. Om
data dr monotona rekommenderas ett Jonckheere-Terpstra-test for trender inom replikats
medianvérden (enligt rekommendationerna i OECD 2006). Om den kvadratiska kontrasten
ar signifikant och den linjdra kontrasten inte dr det, anses data vara icke-monotona.

Om data dr icke-monotona, i synnerhet om det beror pa reducerad respons hos behandlingen
med hogst koncentration eller de bada behandlingar som har hogst koncentrationer, bor det
Overvdgas om datamidngden ska censureras sd att analysen utfors utan dessa behandlingar.
Detta beslut méste fattas genom professionell bedomning och utifrén alla tillgéngliga data, i
synnerhet data som indikerar uppenbar toxicitet vid dessa behandlingsnivaer.

For vikt och langd rekommenderas inga transformationer, dven om sadana da och da kan
behovas. Det rekommenderas dock att man gor en logaritmisk transformation for
vitellogenin-data, en kvadratrotstransformation for SSC-data (papillira utvixter pa
analfenan) och en arcussinus-kvadratrotstransformation for data géllande andelen kldckta
dgg, overlevnaden i1 procent, konsfordelningen och procentandelen fertila (befruktade) dgg.
Tiden till klackning och tiden till forsta lektillfdlle ska behandlas som tid till hdandelse”-
data, dér individuella embryon som inte klickts inom den definierade perioden eller replikat
som aldrig leker behandlas som hogercensurerade data. Tiden till klickning ska berdknas
utifran mediandagen for klickning for varje replikat. Dessa endpoints bor analyseras med
anvindning av en proportionell riskmodell av Cox-typ med blandade effekter.

Biologiska data fran prov pa vuxna fiskar har en métning per replikat, det vill sdga det finns
en XX-fisk och en XY-fisk per replikatakvarium. Déarfor rekommenderas det att en ensidig
variansanalys gors pa replikatgenomsnitten. Om variansanalysens fOrutsdttningar
(normalitet och varianshomogenitet, enligt bedomning utifrdn residualerna fran
variansanalys med Shapiro-Wilks test respektive Levenes test) dr uppfyllda, ska Dunnett-
kontraster anvidndas for att faststélla behandlingar som avviker fran kontrollgruppen. Om &
andra sidan variansanalysens forutsittningar inte dr uppfyllda, ska ett Dunns test utforas for
att faststélla vilka behandlingar som avviker frdn kontrollgruppen. Ett liknande forfarande
rekommenderas for data som ar 1 form av procentantal (fertilitet, klackning och 6verlevnad).

Biologiska data fran prov pa subadult fisk har mellan en och atta métningar per replikat,
vilket innebdr att det kan vara ett varierande antal individer som bidrar till replikatets
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genomsnitt for varje genotypiskt kon. Darfor reckommenderas det att en variansanalysmodell
med blandade effekter anvénds foljt av Dunnett-kontraster, om forutsdttningarna gillande
normalitet och varianshomogenitet dr uppfyllda (utifran residualerna frdn variansanalysen
med blandade effekter). Om de inte dr uppfyllda ska ett Dunns test utforas for att faststilla
vilka behandlingar som avviker frdn kontrollgruppen.

Figur 2: Flodesschema 6ver de rekommenderade statistiska metoderna for analys av MEOGRT-data.
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C.53 TEST AVSEENDE TILLVAXT OCH UTVECKLING HOS GRODYNGEL

INLEDNING

1.

Den hir testmetoden motsvarar OECD:s testriktlinje 241 (2015). Behovet av att utveckla
och validera ett test som kan identifiera och karakterisera de negativa konsekvenserna av
exponering for giftiga kemikalier hos groddjur hérrdr frin farhdgor att koncentrationen av
kemikalier 1 miljon kan orsaka skadliga effekter gidllande bade minniskor och vilda djur.
OECD-testriktlinjen for LAGDA-testet (test avseende tillvixt och utveckling hos
grodyngel, Larval Amphibian Growth and Development Assay) beskriver ett toxicitetstest
med en groddjursart som foljer djurens tillviaxt och utveckling frdn befruktning och genom
den tidiga juvenila perioden. Testet (som normalt pagér under 16 veckor) bedomer djurens
tidiga utveckling, metamorfos, dverlevnad, tillvixt och partiella reproduktiva mognad. Det
kan dven anvidndas fOr att médta en rad andra endpoints som mdjliggor diagnostisk
bedomning av misstinkta hormonstérande &mnen (EDC-damnen, Endocrine Disrupting
Chemicals) eller andra typer av giftiga dmnen som péverkar utvecklingen eller
reproduktionen. Arbetsmetoden som beskrivs i den hédr testmetoden héarror fran
valideringsarbete som utforts pd den afrikanska klogrodan (Xenopus laevis) av Forenta
staternas miljovardsmyndighet (EPA) med stdd av japanskt forskningsarbete (1). Aven om
andra groddjursarter kan anpassas till ett testprotokoll avseende tillvixt och utveckling dér
formégan att avgora det genetiska konet dr en viktig komponent, dr de specifika metoder
och observerbara endpoints som anges 1 denna testmetod endast tillimpliga for Xenopus
laevis.

LAGDA-testet ar ett test med groddjur pa hogre niva ("higher tier test”) for insamling av
mer omfattande information om koncentrationsrespons rorande skadliga effekter, som
lampar sig for anvandning vid identifiering och karakterisering av faror och vid bedomning
av ekologiska risker. Testet passar for nivd 4 i OECD:s ramverk for testning och
beddmning av hormonstérande d&mnen (OECD Conceptual Framework for Testing and
Assessment of Endocrine Disrupters), dér in vivo-tester ocksd tillhandahéller data om
skadliga effekter géllande endpoints som &r relevanta for det endokrina systemet (2). Testet
gér 1 stora drag ut pa att exponera Xenopus laevis-embryon i NF-stadium (Nieuwkoop och
Faber) 8-10 (3) for minst fyra olika koncentrationer av testkemikalien (normalt med
koncentrationsintervall som inte understiger halvlogaritmiska intervall), samtidigt som det
ska finnas en kontrollgrupp (eller flera kontrollgrupper), och denna exponering ska paga
fram till 10 veckor efter mediantiden for NF-stadium 62 1 kontrollgruppen, med en
mellanliggande delprovtagning vid NF-stadium 62 (< 45 dygn efter befruktning [dpf, "days
post fertilisation”], normalt i nérheten av 45 dpf). Det ska finnas fyra replikat for varje
testkoncentration och atta replikat for kontrollgruppen. De endpoints som utvérderas under
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exponeringens forlopp (vid den mellanliggande delprovtagningen och vid den slutliga
provtagningen vid testets slut) innefattar sidana endpoints som tyder pd allmin toxicitet:
dodlighet, onormalt beteende och tillviaxtmaétt (I&ngd och vikt), liksom endpoints som é&r
framtagna for att kénneteckna specifika hormonella verkningsmekanismer gillande
toxicitet, med fokus pa Ostrogen-, androgen- eller skoldkortelmedierade fysiologiska
processer. Metoden lagger tonvikten primért vid potentiella populationsrelevanta effekter
(det vill sdga negativ paverkan pa Overlevnad, utveckling, tillvdxt och reproduktiv
utveckling) for berdkning av en nolleffektkoncentration (NOEC, No Observed Effect
Concentration) eller en effektiv koncentration som orsakar x % fordandring (ECx, Effect
Concentration) for den uppmaitta endpointen. Det bor dock noteras att ECx-strategier sillan
lampar sig for stora studier av den hér typen, dir en 6kning av antalet testkoncentrationer
for att mojliggora ett faststdllande av onskat ECx-vdrde kan stota pd praktiska problem.
Det bor dven noteras att metoden inte omfattar sjidlva reproduktionsfasen. Definitioner av
begrepp som anvénds 1 denna testmetod finns i tilldgg 1.

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

3. Till f6ljd av det begrinsade antalet kemikalier som testats och det begridnsade antalet
laboratorier som varit involverade i valideringen av detta relativt komplicerade test — 1
synnerhet r, dn sa ldnge, inte reproducerbarheten mellan laboratorier dokumenterad med
experimentella data — kan det forvéntas att nér ett tillrackligt antal studier finns tillgéngliga
for att det ska gd att utrona effekterna av denna nya testutformning kommer OECD:s
testriktlinje 241 att gds igenom och vid behov revideras i ljuset av den vunna erfarenheten.
LAGDA-testet dr ett viktigt test for att visa pa potentiella bidragande faktorer till minskade
groddjurspopulationer genom en beddmning av effekterna av exponering for kemikalier
under det kénsliga yngelstadiet, dar effekter som ror dverlevnad och utveckling, inklusive
normal utveckling av de reproduktiva organen, kan fa en negativ paverkan pa populationer.

4. Testet ar utformat for att detektera en apikal effekt (eller flera apikala effekter) som &r en
foljd av sévil endokrina som icke-endokrina mekanismer, och det innefattar diagnostiska
endpoints som delvis dr specifika for viktiga endokrina modaliteter. Det bor noteras att
innan LAGDA-testet utvecklades fanns det inget validerat test som fyllde denna funktion
for groddjur.

5. Innan testet inleds dr det viktigt att ha information om testkemikaliens fysikalisk-kemiska
egenskaper, framfor allt for att mojliggora framtagningen av stabila kemiska 16sningar. Det
ar dven nodvéndigt att ha en tillrickligt kénslig analytisk metod for att verifiera
testkemikaliens koncentrationer. Under ett tidsforlopp péd ungefédr 16 veckor kréiver testet
totalt 480 djur, det vill sdga Xenopus laevis-embryon, (eller 640 embryon om en
kontrollgrupp med I6sningsmedel anvinds) for att sékerstilla en tillracklig tillforlitlighet
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hos testresultaten for bedomning av populationsrelevanta endpoints som tillvixt,
utveckling och reproduktiv mognad.

6. Innan testmetoden anvidnds for testning av en blandning for tillsynsdndamal, bor man
Overvdga huruvida den kommer att ge godtagbara resultat for det avsedda
tillsynsdndamalet. Det bor dven ndmnas att detta test inte bedomer fekunditeten direkt, sa
det kan hédnda att det inte gér att anvénda fOr ett mer avancerat skede @n niva 4 i OECD:s
ramverk for testning och beddmning av hormonstérande &mnen.

VETENSKAPLIG GRUND FOR TESTMETODEN

7. En stor del av var nuvarande kunskap om groddjurens biologi har erhéllits med hjdlp av
den laboratorieodlade modellarten Xenopus laevis. Den hér arten kan odlas rutinméssigt i
laboratoriet, ovulation kan framkallas med anvéndning av humant koriongonadotropin
(hCGQG) och det gar litt att fa tag pd djurstammar frdn kommersiella uppfodare.

8. Precis som for alla ryggradsdjur styrs reproduktionen hos groddjur av HPG-axeln
(hypotalamus-hypofys-gonad-axeln) (4). Ostrogener och androgener 4r mediatorer i detta
endokrina system och styr utvecklingen och fysiologin for sexuellt dimorfa vivnader. Det
finns tre distinkta faser i livscykeln for groddjur dd den hér axeln dr sdrskilt aktiv: 1)
gonaddifferentiering under yngelutvecklingen, 2) utveckling av sekundéra konskaraktarer
och gonadmognad under fasen som juvenila grodor och 3) funktionell reproduktion hos
vuxna djur. Vart och ett av dessa tre utvecklingsfonster dr sannolikt mottagligt for
endokrina storningar orsakade av vissa kemikalier som Ostrogener och androgener, vilket 1
slutinden kan leda till forlust av organismernas reproduktionsduglighet.

9. Gonaderna borjar utvecklas i NF-stadium 43, did den bipotentiella genitaldsen forst
utvecklas. Differentieringen av gonaderna borjar 1 NF-stadium 52 nédr primordiala
konsceller antingen migrerar till mérgvavnaden (hanar) eller forblir kvar i barkomradet
(honor) hos de framvixande gonaderna (3). Denna konsdifferentieringsprocess hos
gonaderna rapporterades vara kinslig for kemiska fordndringar hos Xenopus for forsta
gidngen under 1950-talet (5) (6). Exponering av grodyngel for Ostradiol under den hér
perioden med gonaddifferentiering resulterar i konsbyte for hanar som nir de ndr vuxet
stadium é&r fullt fungerande honor (7) (8). Det ar likasda mojligt for honor att genomgé ett
funktionellt konsbyte till hanar och detta har rapporterats efter transplantation av
testikelvdvnad till grodyngel (9). Aven om exponering for en aromatashimmare ocksa
orsakar funktionellt konsbyte hos Xenopus tropicalis (10), har dock detta inte visat sig vara
fallet for Xemopus laevis. Historiskt sett har giftiga kemikaliers paverkan pé
gonaddifferentieringen beddmts genom histologisk undersdkning av gonaderna vid
metamorfos och konsbyte har bara kunnat faststillas genom analys av konsfordelningen.
Fram till nyligen har det inte funnits ndgot sétt att direkt faststilla det genetiska konet for
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Xenopus. Faststéllandet av konskopplade markorer hos Xenopus laevis under senare tid gor
det dock numera mdjligt att faststélla det genetiska konet och skapar forutséttningar for en
direkt identifiering av djur som har bytt kon (11).

Hos hanar fortsdtter den juvenila utvecklingen i takt med att nivéerna av testosteron i
blodet okar, vilket &r kopplat till utvecklingen av sekunddra konskaraktirer och
utvecklingen av testiklar. Hos honor produceras Ostradiol av dggstockarna, vilket leder till
upptridande av vitellogenin (VTG) i plasman och vitellogena oocyter i dggstockarna, samt
utveckling av dggledare (12). Aggledare ir sekundira konskaraktirer for honor som har en
funktion vid oocytmognaden under reproduktionen. Ett geléaktigt holje bildas pd utsidan
av oocyterna nir de passerar genom &dggledaren och samlas i &dggsdcken, redo for
befruktning. Utvecklingen av 4ggledarna verkar styras av Ostrogener, eftersom
utvecklingen korrelerar med Ostradiolnivaerna i blodet hos Xenopus laevis (13) och
Xenopus tropicalis (12). Utveckling av dggledare hos hanar efter exponering for PCB-
foreningar (polyklorerade bifenyler) (14) och 4-fert-oktylfenol (15) har rapporterats.

TESTETS PRINCIP

11.

Testet gar ut pa att, via vattnet, exponera Xenopus laevis-embryon i NF-stadium 8—10 for
fyra olika koncentrationer av testkemikalien, samtidigt som det ska finnas en kontrollgrupp
(eller flera kontrollgrupper), och denna exponering ska pagd fram till 10 veckor efter
mediantiden for NF-stadium 62 i kontrollgruppen, med en mellanliggande delprovtagning
vid NF-stadium 62. Aven om det ocksi kan vara mojligt att dosera mycket hydrofoba
kemikalier via fodret, finns det dn sa ldnge inte sdrskilt mycket erfarenhet av att anvénda
detta exponeringssitt i detta test. Det ska finnas fyra replikat for varje testkoncentration
och atta replikat for varje anvdnd kontrollgrupp. De endpoints som utvdrderas under
exponeringens forlopp innefattar sddana endpoints som tyder pa allmén toxicitet (det vill
sdga dodlighet, onormalt beteende och tillvixtmaétt [14ngd och vikt]), liksom endpoints som
ar framtagna for att kdnneteckna specifika hormonella verkningsmekanismer géllande
toxicitet med fokus pa Ostrogen-, androgen- eller skoldkortelmedierade fysiologiska
processer (det vill sdga histopatologi gillande skéldkorteln, histopatologi gédllande gonader
och gonadernas gangar, onormal utveckling, vitellogenin 1 plasma [frivilligt] och
genotypiska/fenotypiska konsfordelningar).

GILTIGHETSKRITERIER FOR TESTET

12.

Foljande kriterier ska vara uppfyllda for att testet ska bedémas som giltigt:

Koncentrationen upplost syre ska vara > 40 % av luftmittnadsvérdet under hela testet.
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- Vattentemperaturen ska ligga inom intervallet 21 = 1 °C och skillnaderna mellan olika
replikat och olika behandlingar ska inte 6verskrida 1,0 °C.

- pH-vérdet for testlosningen ska héllas mellan 6,5 och 8,5 och skillnaderna mellan olika
replikat och olika behandlingar ska inte 6verskrida 0,5.

- Bevis ska finnas tillgdngliga som visar att koncentrationerna av testkemikalien i
l6sningarna pa ett tillfredsstéllande sétt har hallits inom + 20 % av de genomsnittliga
uppmatta virdena.

- Daddligheten under exponeringsperioden ska vara < 20 % i varje enskilt replikat 1
kontrollgrupperna.

- Aggen som viljs ut for att starta testet ska ha en viabilitet pa > 70 %.
- Mediantiden till NF-stadium 62 ska vara <45 dygn i kontrollgrupperna.

- Den genomsnittliga vikten for testorganismerna vid NF-stadium 62 och vid testets slut i
kontrollgruppen och kontrollgruppen med 16sningsmedel (om sddan anvénds) ska vara
1,0 £ 0,2 g respektive 11,5+ 3 g.

13. Aven om det inte #r ett giltighetskriterium for testet, reckommenderas det att 4tminstone tre
behandlingsnivder med tre giltiga replikat finns tillgdngliga for analys. Alltfor hog
dodlighet, som péaverkar giltigheten for en behandling, definieras som >4 dddsfall
(>20%) 1 tva eller fler replikat som inte kan forklaras av tekniska fel. Minst tre
behandlingsnivder utan uppenbar toxicitet bor finnas tillgingliga for analys. Tecken pa
uppenbar toxicitet kan vara, men ir inte begrinsat till, att yngel flyter pa ytan, ligger pa
akvariets botten, simmar upp och ned eller med ojdmna rorelser, inte gar upp till ytan och
inte reagerar pa stimuli, liksom morfologiska missbildningar (till exempel missbildade
lemmar), blédande lesioner och bukddem.

14. Om en avvikelse frdn giltighetskriterierna for testet observeras, bor konsekvenserna av
detta beaktas 1 forhallande till testresultatens tillforlitlighet och dessa avvikelser och
beaktanden bor tas med i testrapporten.

BESKRIVNING AV METODER

Utrustning

15. Normal laboratorieutrustning och i synnerhet féljande:

a) Utrustning for temperaturreglering (till exempel virmare eller kylare som kan stéllas in pa
21 +£1°C).

b) Termometer.

c¢) Binokulért dissektionsmikroskop och dissektionsverktyg.
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d) Digitalkamera med minst fyra megapixels upplosning och mikrofunktion (vid behov).
e) Analysvdg som klarar att mita ned till 0,001 mg (1 pg).
f) Mitare for upplost syre och pH-métare.

g) Ljusintensitetsmétare som kan maéta i lux.

Vatten

Kdlla och kvalitet

16.

17.

Alla typer av spddvatten som finns att tillgd lokalt (till exempel kéllvatten eller
kolfilterrenat kranvatten) och som mojliggdr normal tillvixt och normal utveckling hos
Xenopus laevis kan anvédndas, och det ska finnas bevis som styrker normal tillvéixt i detta
vatten. Eftersom den lokala vattenkvaliteten kan variera avsevért fran ett omréade till ett
annat bor vattenkvaliteten analyseras, i synnerhet om historiska data om vattnets
anvéindbarhet for odling av grodyngel inte finns att tillgd. Métningar av tungmetaller (till
exempel Cu, Pb, Zn, Hg, Cd och Ni), viktiga anjoner och katjoner (till exempel Ca?",
Mg?*, Na*, K*, CI" och SO4*), bekimpningsmedel, totalt organiskt kol och uppslammade
fasta substanser bor utféras innan testningen péborjas och/eller exempelvis var sjitte
manad 1 fall ddr man vet att spiddvattnet héller en relativt jimn kvalitet. Nagra kemiska
egenskaper for ett godtagbart spaddvatten anges i tilligg 2.

Jodidkoncentrationen i testvatinet

For att skoldkorteln ska kunna bilda skdldkortelhormoner som skapar forutsittningar for en
normal metamorfos, maéste tillrickligt med jodid finnas tillgdngligt for ynglen via en
kombination av vatten- och foderkéllor. For ndrvarande finns det inga empiriskt framtagna
riktlinjer som anger de minimala jodidkoncentrationerna, vare sig for foder eller for vatten,
for att sdkerstilla en korrekt utveckling. Tillgangen pa jodid kan dock péverka
skoldkortelsystemets mottaglighet for skoldkortelaktiva @mnen, och det dr vélkéant att jodid
paverkar skoldkortelns grundlidggande aktivitet, vilket bor uppmérksammas vid tolkning av
resultaten fran skoldkortelns histopatologi. Tidigare arbeten har visat pa ett framgangsrikt
utforande av testet ndr spddvattnets jodidkoncentration (I") har legat mellan 0,5 och 10
pg/l. Helst bor den ldgsta forekommande jodidkoncentrationen i spiddvattnet under hela
testet vara 0,5 pg/l (tillsatt som natrium- eller kaliumsalt). Om testvattnet har
rekonstituerats fran avjoniserat vatten bor jod tillsdttas med en koncentration pa minst 0,5
pug/l. De uppmitta jodidkoncentrationerna i testvattnet (det vill sdga spiddvattnet) och
kompletteringen av testvattnet med jodsalter eller andra salter (ndr sa &ar aktuellt) bor
redovisas. Jodinnehdllet kan, forutom 1 spddvattnet, dven métas 1 fodret (fodren).

Exponeringssystem
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Testet har tagits fram med anvidndning av ett utspddningssystem med genomflode.
Systemkomponenter som ska vara i kontakt med vatten bor vara av glas, rostfritt stil
och/eller andra kemiskt inerta material. Exponeringsakvarierna ska vara av glas eller
rostfritt stal och ha en anvdndbar volym pa mellan 4,0 och 10,0 liter (med ett minsta
vattendjup pa 10-15 ocm). Systemet ska kunna klara att hantera alla
exponeringskoncentrationer, en kontrollgrupp och en kontrollgrupp med l6sningsmedel
(vid behov) med fyra replikat per behandling och atta for kontrollgrupperna.
Flodeshastigheten till varje akvarium ska vara konstant, med tanke pa savél bevarandet av
de biologiska betingelserna som den kemiska exponeringen. Det rekommenderas att
anvianda ldmpliga flodeshastigheter (till exempel minst fem volymbyten i akvariet per
dygn) for att undvika att kemikaliekoncentrationen sjunker till foljd av metabolism fran
savil testorganismerna som vattenlevande mikroorganismer som finns i akvarierna,
abiotisk nedbrytning (hydrolys, fotolys) eller upplosning (fordngning, sorption).
Behandlingsakvarierna bor tilldelas sina platser i exponeringssystemet slumpmassigt, for
att minska eventuella positionsberoende effekter, inbegripet sma variationer i temperatur,
ljusintensitet etc. Ytterligare information om inrdttandet av exponeringssystem med
genomflode kan erhéllas fran ASTM:s Standard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests
on Test Materials with Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians (16).

Tillsats av kemikalier: beredning av testlosningar

19.

20.

For att bereda testlosningar i exponeringssystemet ska stamlosningen av testkemikalien
doseras 1 exponeringssystemet med en ldmplig pump eller annan anordning.
Flodeshastigheten for stamlosningen ska kalibreras utifran en analytisk bekriftelse av
testlosningarnas  koncentration innan exponeringen pabdrjas, samt kontrolleras
volymetriskt med jimna mellanrum under testet. Testlosningen 1 varje kammare ska
fornyas med minst 5 volymbyten/dygn.

Vilken metod som anvénds for att tillsdtta testkemikalien 1 systemet kan variera beroende
pa kemikaliens fysikalisk-kemiska egenskaper. Darfor ska, innan testet péaborjas,
grundlidggande information om kemikalien som &r relevant for att faststélla dess testbarhet
erhallas. Till anvindbar information rdrande testkemikaliespecifika egenskaper hor
strukturformel, molekylvikt, renhet, stabilitet i vatten och ljus, pKa och Kow, vattenloslighet
(helst 1 testmediet) och angtryck, liksom resultaten av ett test avseende latt
bionedbrytbarhet (testmetod C.4 [17] eller C.29 [18]). Loslighet och éngtryck kan
anvindas for att berdkna Henrys lags konstant, som anger huruvida forluster till f6ljd av
avdunstning av testkemikalien kan uppstd. Om informationen som anges ovan saknas bor
det Gvervdgas noga om testet kan utfGras, eftersom testets utformning &dr beroende av
testkemikaliens fysikalisk-kemiska egenskaper och utan dessa data kan testresultaten bli
svdra att tolka eller helt meningslésa. Man bor ha tillgang till en tillforlitlig analysmetod
for kvantifiering av testkemikalien i testlosningarna, med kdnd och redovisad noggrannhet
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och detektionsgrins. Vattenlosliga testkemikalier kan uppldsas i alikvoter av spéadvatten,
vid en koncentration som mdjliggor leverans vid den avsedda testkoncentrationen i ett
genomflodessystem. Kemikalier som dr flytande eller fasta i rumstemperatur och som é&r
mattligt 16sliga 1 vatten kan behOova mittnadskolonner av typen vétska/vitska eller
vitska/fast dmne (till exempel kolonner med glasull) (19). Aven om det ocksi kan vara
mojligt att dosera mycket hydrofoba testkemikalier via fodret, finns det inte sarskilt
mycket erfarenhet av att anvinda det exponeringssittet i detta test.

Testlosningar med de valda koncentrationerna bereds genom utspddning av en
stamlosning. Stamldsningen bor helst beredas genom att man helt enkelt blandar eller
skakar testkemikalien i spiddvattnet pa mekanisk vdg (till exempel genom omrdrning
och/eller ultraljudsbehandling). Méttnadskolonner/-system eller passiva doseringsmetoder
(20) kan anvindas for att fa en stamldsning med 1dmplig koncentration. Helst bor man
anvinda ett testsystem utan hjélplosningsmedel, men olika testkemikalier har olika
fysikalisk-kemiska egenskaper som sannolikt kan krédva olika strategier for beredningen av
exponeringsldsningen med kemikalien. Man bor pé alla sitt forsoka undvika l6sningsmedel
eller bardmnen, av foljande skil: 1) vissa 16sningsmedel kan i sig sjdlva medfora toxicitet
och/eller odnskad eller ovdntad respons, 2) testkemikalier i koncentrationer som ligger
over kemikaliernas vattenldslighet (vilket ofta kan vara fallet vid anvéndning av
l6sningsmedel) kan leda till felaktigt faststillande av effektiva koncentrationer, 3)
anviandning av 16sningsmedel 1 ldngre tester kan leda till en betydande grad av "’biofilm-
bildning” kopplad till mikrobiell aktivitet, vilket kan paverka savél miljoforhallandena som
formégan att uppritthilla korrekta exponeringskoncentrationer och 4) i avsaknad av
historiska data som styrker att 16sningsmedlet inte paverkar studiens resultat, kriavs vid
anviandning av 16sningsmedel en kontrollgrupp med ldsningsmedel vilket far betydande
konsekvenser ur ett djurskyddsperspektiv eftersom ytterligare djur krdvs for testets
utforande. For kemikalier som dr svara att testa kan ett 1dsningsmedel anvéndas som en
sista utvdg, och OECD:s végledande dokument om akvatisk toxicitetstestning av svéra
amnen och blandningar (OECD Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of
Difficult Substances and Mixtures) (21) bor radfragas for att faststédlla vilken metod som
passar bist. Valet av losningsmedel ska avgdras av testkemikaliens kemiska egenskaper
och av tillgdngen till historiska kontrolldata gillande 16sningsmedlet. Om historiska data
saknas ska ldmpligheten hos ett 16sningsmedel avgodras innan den slutgiltiga studien
genomfors. Om det inte gir att undvika att anvénda ett l6sningsmedel och mikrobiell
aktivitet uppkommer (biofilm bildas), rekommenderas det att registrera/rapportera
bildandet av biofilm for varje akvarium (atminstone en ging i veckan) under hela testet.
Helst bor losningsmedelskoncentrationen héllas konstant for l16sningsmedelskontrollen
(kontrollgruppen med 16sningsmedel) och alla testbehandlingar. Om
losningsmedelskoncentrationen inte halls konstant bor den hogsta
losningsmedelskoncentrationen i testbehandlingen anvidndas for 16sningsmedelskontrollen.
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I fall déir ett I10sningsmedel anvinds som bérdmne bor den maximala
l6sningsmedelskoncentrationen inte Overskrida 100 pl/l eller 100 mg/l (21) och det
rekommenderas att 16sningsmedelskoncentrationen halls sa lag som mgjligt (till exempel
< 20 pl/1) for att undvika potentiell paverkan fran 16sningsmedlet pa de uppmétta endpoint-
virdena (22).

Forsoksdjur

Art som anvinds for testet
22. Arten som anviands for testet dr Xenopus laevis, av foljande skil: 1) arten odlas
rutinmissigt i laboratorier over hela virlden, 2) den gér litt att fi tag pa genom
kommersiella leverantdrer och 3) det gar att faststéilla individernas genetiska kon.

Skotsel och avel av vuxna djur
23. Korrekt skotsel av och ldmpliga avelsmetoder for Xenopus laevis beskrivs 1 en
standardiserad riktlinje (23). Forvar och omvérdnad av Xenopus laevis beskrivs dven av
Read (24). For att framkalla parning injiceras tre till fem par av vuxna honor och hanar
intraperitonealt med humant koriongonadotropin (hCG). Hon- och hanexemplar injiceras
med exempelvis cirka 800—1 000 IU respektive 500-800 IU hCG uppldst i en saltlosning
pa 0,6-0,9 % (eller Ringers 16sning for grodor, som dr en fysiologisk koksaltlosning for
groddjur, www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR.html).
Injektionsvolymerna ska vara runt 10 pl/g kroppsvikt (~1 000 pl). Dérefter halls
avelsparen for vilka parning har framkallats i1 stora akvarier, ddr de dr ostorda och under
stabila forhallanden for att uppmuntra till amplexus. Varje avelsakvarium bor ha en falsk
botten i form av ett nét av rostfritt stal (med Sppningar pa exempelvis 1,25 cm) som gor att
dggen kan sjunka till akvariets botten. Grodor som injicerats med hCG sent pa
eftermiddagen kommer normalt att ldgga storre delen av sina dgg pa formiddagen dagen
darpa. Efter att en tillricklig miangd dgg har lagts och befruktats bor de vuxna djuren
avligsnas fran avelsakvarierna. Aggen samlas direfter in och de geléaktiga hdljena tas bort
genom behandling med L-cystein (23). En L-cysteinlosning pa 2 % ska beredas och pH-

virdet ska justeras till 8,1 med 1 M NaOH. Losningen, som ska ha en temperatur pa 21 °C,
tillsatts till en E-kolv pd 500 ml som innehéller dggen frin ett visst lektillfdlle och kolven
roteras forsiktigt under en till tvd minuter, varefter dggen skoljs noggrant 6—8 gidnger med
odlingsvatten som haller temperaturen 21°C. Aggen &verfors direfter till en
kristalliseringsskal och det kontrolleras att de dr > 70 % livskraftiga med minimalt med
avvikelser eller missbildningar 1 de embryon som uppvisar celldelning.

TESTETS UTFORMNING

Testkoncentrationer
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24. Det rekommenderas att man anvinder minst fyra kemikaliekoncentrationer och ldmpliga
kontrollgrupper (inklusive kontrollgrupper med 16sningsmedel vid behov). Generellt sett
rekommenderas en koncentrationsseparation (avstindsfaktor) som inte dverskrider 3,2.

25. Vid tillimpningen av det hér testet bor resultat frdn befintliga groddjursstudier anvindas, 1
den méan det dr mdjligt, for att faststilla den hogsta testkoncentrationen, s att
koncentrationer som &r uppenbart toxiska kan undvikas. Information fran exempelvis
kvantitativa struktur-aktivitetssamband, jimforelser med liknande @mnen och data fran
befintliga groddjursstudier, som testet pa groddjursmetamorfos (testmetod C.38 [25]) och
testet géllande fosterskador hos grodor — Xenopus (23), och/eller fisktester som
testmetoderna C.48, C.41 och C.49 (26) (27) (28) kan bidra till faststdllandet av denna
koncentration. Innan LAGDA-testet utfors kan ett preliminidrt test for att hitta ratt
koncentrationsintervall genomforas. Det rekommenderas att exponeringen vid ett sadant
prelimindrt test startar inom 24 timmar fran befruktningen och fortsétter under 7-14 dygn
(eller langre tid vid behov) och testkoncentrationerna bor viljas s att intervallen mellan
testkoncentrationerna inte dr stérre dn en faktor 10. Resultaten fran det prelimindra testet
for att hitta ratt koncentrationsintervall bor anvindas for att faststilla den hdgsta
testkoncentrationen 1 LAGDA-testet. Observera att om ett 16sningsmedel maste anvédndas
ska I6sningsmedlets 1dmplighet (det vill sdga huruvida det kan ha en paverkan pé studiens
resultat) faststillas som en del av det prelimindra testet fOr att hitta ratt
koncentrationsintervall.

Replikat inom behandlingsgrupper och kontrollgrupper

26. Minst fyra replikatakvarier per testkoncentration och minst 4tta replikat for
kontrollgruppen (och kontrollgruppen med 16sningsmedel, vid behov) ska anvdndas (det
vill séga antalet replikat i kontrollgruppen och i kontrollgruppen med 16sningsmedel, om
sadan anvinds, ska vara dubbelt s manga som antalet replikat for varje behandlingsgrupp,
for att sékerstdlla en tillricklig statistisk sidkerhet). Varje replikat ska innehalla maximalt
20 djur. Det minsta antalet djur som anvénds &r 15 (5 for delprovtagningen 1 NF-stadium
62 och 10 juvenila grodor). Varje replikat bor dock dven ha nagra extra djur, for att det ska
finnas en marginal vid eventuella dodsfall sa att det kritiska antalet 15 kan upprétthéllas.

FORFARANDE

Oversikt over testet

27. Testet startas med nylagda embryon (NF-stadium 8-10) och fortsitter in i den juvenila
fasen. Djuren undersdks dagligen, sa att eventuella dodsfall och tecken pa onormalt
beteende uppticks. I NF-stadium 62 samlas ett delprov av yngel (upp till fem djur per
replikat) in och olika endpoints undersoks (se tabell 1). Nar alla djuren har natt NF-stadium
66, det vill sdga vid slutférd metamorfos (eller efter 70 dagar fran testets start, beroende pa
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vilket som intréffar forst), gérs en slumpvis gallring (men utan delprovtagning) for att
minska antalet djur (tio per akvarium) (se punkt 43) och for de kvarvarande djuren
fortsdtter exponeringen till 10 veckor efter mediantiden for NF-stadium 62 1
kontrollgruppen. Vid testets slut (provtagning pa juvenila grodor) gors ytterligare
maétningar (se tabell 1).

Exponeringsforhillanden

28.

29.

En komplett sammanstillning av testparametrarna finns 1 tilldgg 3. Under
exponeringsperioden bor testlosningarnas koncentration av uppldst syre, temperatur och
pH-véirde métas dagligen. Konduktivitet, alkalinitet och hardhet méts en gang i manaden.
Vad giller testlosningarnas vattentemperatur ska skillnaderna mellan olika replikat och
olika behandlingar (inom en och samma dag) inte dverskrida 1,0 °C. I friga om pH-vérdet
for testlosningar ska skillnaderna mellan olika replikat och olika behandlingar inte
Overskrida 0,5.

Exponeringsakvarierna kan sugas ur dagligen s& att okonsumerat foder och
avfallsprodukter avldgsnas, men forsiktighet bor iakttas sd att akvarierna inte
korskontamineras. Var noga med att inte utsdtta djuren for onddig stress och onddiga
trauman, sdrskilt under forflyttning, rengoring av akvarierna och hantering. Stressande
forhallanden/hdndelser bor undvikas, till exempel starka och/eller ihallande ljud,
knackningar pé akvarierna eller vibrationer i akvarierna.

Exponeringstiden for testkemikalien

30.

Exponeringen startas med nylagda embryon (NF-stadium 8—10) och fortsitter fram till tio
veckor efter mediantiden for NF-stadium 62 (<45 dygn fran testets start) 1
kontrollgruppen. I allménhet 4r LAGDA -testets ldngd 16 veckor (maximalt 17 veckor).

Testets start

31.

Foréldradjuren som anvénds for att inleda testet ska tidigare ha visat sig kunna producera
avkomma som gér att konsbestimma genetiskt (se tilldgg 5). Efter att de vuxna djuren har
lekt ska embryona samlas in, behandlas med cystein sa att de geléaktiga holjena avldgsnas
och undersokas med avseende pa viabilitet (23). Cysteinbehandlingen gor att embryona
kan hanteras utan att fastna pd olika ytor under unders6kningen. Undersdkningen dger rum
under ett dissektionsmikroskop med anvéndning av en pasteurpipett av lamplig storlek for
avldgsnande av ej levnadsdugliga embryon. Helst bor en och samma dggliggning som
resulterar i 6ver 70 % viabilitet anvidndas for testet. Embryon i NF-stadierna 8—10 fordelas
slumpvis till exponeringsakvarier som innehdller en ldmplig volym spéddvatten, till dess att
alla akvarier innehdller 20 embryon. Embryona boér hanteras varsamt under denna
overforing, for att minimera hanteringsstressen och for att undvika skador pd embryona.
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Vid 96 timmar efter befruktningen ska ynglen ha rort sig uppfor vattenpelaren och borjat
klanga sig fast vid akvariets kanter.

Utfodringsprogram

32. Forandringar av fodret och utfodringsmdngden under de olika levnadsstadierna for
Xenopus laevis dr en mycket viktig aspekt av LAGDA -testprotokollet. Alltfér omfattande
utfodring under yngelfasen leder normalt till 6kat antal fall av och allvarligare grad av
skolios (se tilligg 8) och bor undvikas. Omvént leder otillrdcklig utfodring under
yngelfasen till mycket varierande utvecklingstakter hos kontrollgrupperna, vilket
potentiellt kan péverka den statistiska sédkerheten eller skapa oklara testresultat. I tilligg 4
anges det rekommenderade fodret for yngel och juvenila grodor och utfodringsprogram for
Xenopus laevis under genomflodesforhallanden, men alternativa 16sningar kan tillatas
forutsatt att testorganismerna véxer och utvecklas pd ett tillfredsstdllande sdtt. Det ar
viktigt att notera att om endokrinspecifika endpoints ska mitas, ska fodret vara fritt fran
hormonellt verkande amnen som sojam;jol.

Utfodring av yngel

33. Den rekommenderade foderblandningen for yngel utgors av startfoder for 6ring, Spirulina-
algflingor och guldfiskflingor (till exempel TetraFin®-flingor, Tetra, Tyskland) som
blandas samman i odlingsvatten (eller spadvatten). Blandningen ges tre ganger om dagen
pa vardagar och en gdng om dagen pé helgen. Yngel utfodras 4ven med levande, 24 timmar
gamla naupliuslarver av saltkrifta, Artemia spp., tvd gdnger om dagen pd vardagar och en
gidng om dagen pd helgen frdn och med dag 8§ efter befruktningen. Utfodringen av ynglen,
som ska vara densamma for alla testkérl, ska skapa forutsittningar for lamplig tillvdxt och
utveckling av forsoksdjuren, for att sdkerstdlla reproducerbarhet och Overforbarhet av
testresultaten, enligt f6ljande: 1) mediantiden till NF-stadium 62 i kontrollgrupperna ska
vara <45 dygn, och 2) en genomsnittlig vikt pad 1,0+£0,2 g rekommenderas i
kontrollgrupperna vid NF-stadium 62.

Utfodring av juvenila grodor

34. Sé snart metamorfosen dr klar utgdrs utfodringen av sjunkande grodfoder av god kvalitet,
till exempel Sinking Frog Food -3/32 (Xenopus Express, Florida, Forenta staterna) (se
tilligg 4). For grodor som precis har genomgatt metamorfosen (tidigt i fasen som juvenila
grodor) ska pelletarna koras lite snabbt i en kaffekvarn eller mixer, eller krossas med
mortelstot 1 en mortel, sa att storleken minskar. S& snart de juvenila grodorna ar stora nog
att dta hela pelletar behdvs inte langre ndgon malning eller krossning. Djuren ska utfodras
en gang om dagen. Utfodringen av de juvenila grodorna ska skapa forutsittningar for
lamplig tillvixt och utveckling av organismerna: en genomsnittlig vikt pd 11,5+3 g
rekommenderas for de juvenila grodorna i kontrollgruppen vid testets slut.
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Analytisk kemi

35.

36.

Innan testet paborjas ska testkemikaliens stabilitet (till exempel 16slighet, nedbrytbarhet
och flyktighet) faststéllas, liksom alla analysmetoder som kan komma att behovas, till
exempel med anvidndning av befintlig information eller kunskap. Nér doseringen sker via
spiadvattnet rekommenderas det att testlosningar frdn varje koncentration hos
replikatakvarierna analyseras innan testet inleds, for att verifiera systemets prestanda.
Under exponeringsperioden faststdlls koncentrationerna av testkemikalien med ldmpliga
intervall, helst varje vecka for atminstone ett replikat i varje behandlingsgrupp, med
rotering mellan replikaten 1 samma behandlingsgrupp varje vecka. Det rekommenderas att
resultaten baseras pd de uppmaitta koncentrationerna. Om koncentrationen av
testkemikalien 1 16sningen pé ett tillfredsstdllande sétt har héllits inom + 20 % av den
nominella koncentrationen under hela testet, kan dock resultaten baseras antingen pa
nominella eller pd uppmétta virden. Dessutom ska variationskoefficienten for de uppmaitta
testkoncentrationerna inom en behandling, sett till hela testperioden, héllas inom 20 % for
varje enskild koncentration. Nir de uppmatta koncentrationerna inte héller sig inom 80—
120 % av den nominella koncentrationen (till exempel vid test av kemikalier som é&r
kraftigt biologiskt nedbrytbara eller adsorptiva), ska de effektiva koncentrationerna
faststdllas och uttryckas 1 forhallande till den genomsnittliga koncentrationen for
genomflodestest.

Flodeshastigheterna for spiddvattnet och stamlosningen bor kontrolleras med ldmpliga
intervall (till exempel tre ganger i veckan) under hela exponeringstiden. Nér det ror sig om
kemikalier som inte kan detekteras vid vissa eller samtliga av de nominella
koncentrationerna (till exempel till {61jd av snabb nedbrytning eller adsorption i testkérlen,
eller omfattande ackumulering av kemikalien i kropparna pa de exponerade djuren)
rekommenderas det att testlosningens fornyelsetakt i varje kammare anpassas si att
testkoncentrationerna kan héllas s& konstanta som mojligt.

Observationer och endpoint-méitningar

37.

De endpoints som utvirderas under exponeringens forlopp dr siddana endpoints som tyder
pa toxicitet, daribland dodlighet, onormalt beteende i form av exempelvis kliniska tecken
pd sjukdom och/eller allmén toxicitet, samt tillvixtmatt (ldangd och vikt), liksom
patologiska endpoints som kan vara tecken bade pd allmidn toxicitet och pa hormonella
verkningsmekanismer med fokus pd Ostrogen-, androgen- eller skoldkortelmedierade
processer. Dirtill kan VTG-koncentrationen 1 plasma maétas vid testets slut, om sa onskas.
Mitning av VTG kan vara anvindbart for att fOrstd testresultaten mot bakgrund av
endokrina mekanismer for misstinkta hormonstdrande dmnen. Testets endpoints och
tidpunkten for mitningarna sammanfattas i tabell 1.

Tabell 1: Endpoint-6versikt for LAGDA-testet
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Mellanllggfmde Vid testets slut
. . provtagning
Endpoints* Varje dag . . (provtagning pa
(provtagning pa . .
juvenila grodor)
yngel)
Dodsfall och missbildningar X
Tid till NF-stadium 62 X
Histologi/histopatologi (skoldkortel) X
Morfometrisk mitning (tillvixt i vikt X X
och lingd)
Leversomatiskt index (LSI) X
Genetiska/fenotypiska X
konsfordelningar
Histopatologi (gonader, dggledare X
eller siidesledare, njure och lever)
Vitellogenin (VTG) (valfritt) X

* Alla endpoints analyseras statistiskt.

Daodlighet och dagliga observationer

38.

39.

Alla testakvarier bor dagligen kontrolleras for forekomst av déda djur och antalet dodstall
ska registreras for varje akvarium. Ddda djur ska avldgsnas frén testakvariet s& snart de har
upptickts. De doda djurens utvecklingsstadium bor kategoriseras som antingen fore NF-
stadium 58 (innan frambenen framtrider), NF-stadium 58 till NF-stadium 62, NF-stadium
63 till NF-stadium 66 (mellan NF-stadium 62 och fullstindig resorption av svansen) eller
efter NF-stadium 66 (efter yngelstadiet). En dodlighet som 6verstiger 20 % kan vara ett
tecken pa oldmpliga testbetingelser eller pa uppenbart toxiska effekter hos testkemikalien.
Djuren tenderar att 10pa storst risk for ej kemikalieorsakade dodsfall under de forsta
dagarnas utveckling efter leken och under metamorfosens klimax. Sddana dodsfall kan
synas 1 kontrollgruppens data.

Dirtill bor eventuella observationer av onormalt beteende, mycket synliga missbildningar
(till exempel skolios) eller lesioner registreras. Observationer av skolios ska riknas
(frekvens) och graderas utifran allvarlighetsgrad (till exempel: ej pdfallande — EP, minimal
— 1, méttlig — 2, allvarlig — 3, se tilligg 8). Anstrangningar bor goras for att sékerstilla att
prevalensen av mattlig och allvarlig skolios begrinsas (till exempel till under 10 % 1
kontrollgrupperna) genom hela testet, 4ven om en mer omfattande forekomst av
missbildningar 1 kontrollgrupperna inte nédvandigtvis dr en anledning att avbryta testet.
Normalt beteende for yngel dr att de simmar fritt 1 vattenpelaren med svansen négot hogre
dn huvudet och med regelbundna rytmiska slag med svansen, att de periodvis stiger till
ytan, att de ror pd géllocken nir de andas och att de reagerar pd stimulus. Onormalt
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beteende kan till exempel vara att ynglen flyter pd ytan, ligger pa botten av akvariet,
simmar upp och ned eller med ojamna rorelser, inte gar upp till ytan eller inte reagerar pa
stimulus. For djur som har genomgétt metamorfos ska, i tilldgg till ovanstdende onormala
beteenden, dven stora skillnader i foderkonsumtion mellan olika behandlingar registreras.
Till omfattande missbildningar och lesioner kan rdknas morfologiska avvikelser (till
exempel missbildade armar och ben), blodande lesioner, bukdédem och bakteriella
infektioner eller svampinfektioner, for att bara ndmna nagra. Forekomst av lesioner pa
huvudet pé juvenila grodor, precis bakom nésborrarna, kan vara ett tecken pa otillricklig
fuktighetsniva. Dessa bestimningar ar kvalitativa och bor betraktas som motsvarigheter till
kliniska tecken pé sjukdom eller stress, och ska goras i jaimforelse med kontrolldjuren. Om
forekomsten ar storre i exponerade akvarier dn i kontrollgrupperna bor detta betraktas som
bevis pa uppenbar toxicitet.

Delprovtagning pa yngel

Kortfattad beskrivning av delprovtagningen pd yngel

40. Grodyngel som har nétt NF-stadium 62 ska avlidgsnas fran akvarierna och antingen

41.

anvéndas for provtagning eller forflyttas till nidsta del av exponeringen i ett nytt akvarium,
alternativt separeras fysiskt fran de kvarvarande grodynglen i samma akvarium med en
avskiljande végg. Grodynglen kontrolleras dagligen och den dag i testet di ett enskilt
grodyngel ndr NF-stadium 62 registreras. Den definierande egenskap som ska anvindas for
denna beddmning dr formen péd huvudet. S& snart huvudet har minskat i storlek sd att det
visuellt sett har ungefdr samma bredd som ynglets bal och framben, métt i nivd med
hjartats mitt, ska individen anses ha uppnatt NF-stadium 62.

Malet &r att utfora provtagning pa totalt fem grodyngel i NF-stadium 62 per
replikatakvarium. Urvalet ska goras helt slumpvis, men bestdmmas a priori. Ett hypotetiskt
exempel for ett replikatakvarium finns 1 figur 1. Om det skulle finnas 20 6verlevande
grodyngel i ett visst akvarium nir den fOrsta individen nar NF-stadium 62, ska fem
slumpvisa nummer viljas mellan 1 och 20. Grodyngel nr 1 &r den forsta individen att na
NF-stadium 62 och grodyngel nr 20 &r den sista individen i ett akvarium att nd NF -stadium
62. Om det 1 stillet dr 18 Overlevande yngel 1 ett akvarium, ska fem slumpvisa nummer
viljas mellan 1 och 18. Detta ska goras for varje replikatakvarium nér den forsta individen
1 testet nar NF-stadium 62. Om det sker dodsfall under den tid som provtagningen i NF-
stadium 62 pagér, maste de kvarvarande proven slumpas pd nytt baserat pa hur minga
yngel < NF-stadium 62 som finns kvar och hur méinga fler prov som behdvs for att uppnd
totalt fem prov fran detta replikat. Den dag da ett grodyngel nar NF-stadium 62 ska det
kontrolleras i det forberedda provtagningsschemat huruvida denna individ ska anvidndas for
provtagning eller fysiskt separeras fran de kvarvarande grodynglen for fortsatt exponering.
I exemplet som tillhandahalls hér (figur 1) separeras den forsta individen att nd NF-
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stadium 62 (det vill sdga ruta 1) fysiskt fran de andra ynglen och utsitts for fortsatt
exponering, och den testdag pa vilken denna individ nddde NF-stadium 62 registreras.
Dérefter behandlas individerna nr 2 och nr 3 pa samma sitt som nr 1, varpa individ nr 4
anviands for provtagning avseende tillvixt och skoldkortelns histologi (enligt detta
exempel). Detta forfarande fortsétter till dess att den 20:e individen antingen férenas med
resten av individerna som passerat NF-stadium 62 eller anvénds for provtagning. Det
slumpmaissiga forfarande som anvidnds maste ge varje enskild organism 1 testet samma
mojlighet att viljas ut. Detta kan uppnds med anvdndning av valfri randomiseringsmetod,
men det krdver dven att varje grodyngel fingas in med hav vid ndgon tidpunkt under
delprovtagningsperioden vid NF-stadium 62.

Figur 1: Hypotetiskt exempel pa schema for provtagningen vid NF-stadium 62 for ett visst
replikatakvarium

Tid

\ 4

Ett replikatakvarium —inga dodsfall

1123|456 |7|8|9|(10(11(12(13|14|15|16|17 18|19 |20

Individuellt yngel Delprovtagning

42. For delprovtagningen pa yngel dr de erhdllna endpoint-virdena: 1) tid till NF-stadium 62
(det vill séga antalet dagar mellan befruktningen och NF-stadium 62), 2) yttre avvikelser,
3) morfometrisk métning (till exempel vikt och lingd) och 4) skoldkortelns histologi.

Skonsam avlivning av grodyngel

43. De grodyngel som ska anvidndas for delprovtagningen i NF-stadium 62 (fem individer per
replikat) ska avlivas genom nedsédnkning under 30 minuter 1 ldmplig méngd (till exempel
500 ml) bedovningslosning (till exempel 0,3-procentig 10sning av MS-222,
trikainmetansulfonat, CAS-nr 886-86-2). MS-222-16sningen ska buffras med
natriumvétekarbonat till ett pH-vérde pd cirka 7,0 eftersom obuffrad MS-222-16sning &r sur
och irriterande for grodskinn, vilket leder till délig absorbering och onddig extra stress for
organismerna.

44. Med hjélp av en hav fiskas ett grodyngel upp ur testkammaren och fors over till (laggs ned
1) avlivningsldsningen. Djuret dr korrekt avlivat och redo for obduktion nir det inte ldngre
reagerar pa yttre stimulus, till exempel nyp 1 bakbenen med en ting.

Morfometrisk mdtning (vikt och ldngd)
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45. Mitningar av vatvikt (nirmaste mg) och lingd frdn nos till kloak (SVL, snout-to-vent
length) (ndrmaste 0,1 mm) for varje grodyngel ska utféras omedelbart efter att djuret blir
icke-responsivt av bedovningen (figur 2a). Programvara for bildanalys kan anvédndas for att
maéta SVL fran ett fotografi. Grodyngel bor torkas av fore vigningen for att avldgsna vatten
fran ynglet. Efter maétning av kroppsstorleken (vikt och SVL) ska eventuella
makroskopiska morfologiska avvikelser och/eller kliniska tecken pa toxicitet, som skolios
(se tillagg 8), petekier och blodningar, registreras eller noteras, varvid digital
dokumentation rekommenderas. Observera att petekier & smé roda eller lilafdrgade
blodningar i hudkapilldrer.

Insamling och fixering av vdavnad

46. For delprov pa yngel ska en histologisk bedomning goras av skoldkortlarna. Den nedre
delen av torson bakom frambenen avlidgsnas och kasseras. Den kapade kroppen fixeras
sedan med Davidsons fixativ. Fixativets volym i behallaren ska vara minst tio génger
storre dn den uppskattade vdvnadsvolymen. Lamplig omrorning eller cirkulation av
fixativet bor astadkommas for att erhalla en tillfredsstdllande fixering av de aktuella
viavnaderna. Alla viavnader ska forbli 1 Davidsons fixativ under minst 48 timmar, men inte
langre &n 96 timmar, varefter de skoljs i avjoniserat vatten och forvaras i 10-procentigt
neutralt buffrat formalin (1) (29).

Histologisk bedomning av skoldkortlarna
47.Varje delprov pa yngel (i form av fixerade védvnader) ska genomgéd en histologisk
bedomning av skoldkortlarna, det vill sdga en diagnos stélls och en allvarlighetsgradering
gors (29) (30).

Figur 2: Mitpunkter for méitning av SVL (ldngden frén nos till kloak) for LAGDA-testet i NF-stadium 62
(a) och for juvenila grodor (b). De definierande egenskaperna for NF-stadium 62 (a): huvudet har samma
bredd som balen, luktnervens lingd dr kortare dn luktbulbens diameter (ryggsidan) och frambenen &r i niva
med hjértat (buksidan). Bilderna dr himtade fran Nieuwkoop och Faber (1994) och anpassade.
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a. Delprovtagning pa yngel (NF-stadium 62) b. Provtagning pa juvenil groda

Ldngd fran nos till kloak

» 3l
- L

Yngelexponeringens slut

48. Med tanke pa det inledande antalet grodyngel kan det forvintas att en liten procentandel av
individerna sannolikt inte kommer att utvecklas normalt och inte slutfér metamorfosen
(NF-stadium 66) inom en rimlig tid. Exponeringen under yngelstadiet ska inte dverskrida
70 dygn. Eventuella grodyngel som &r kvar vid slutet av denna period ska avlivas (se punkt
43), deras vatvikt och SVL matas, deras stadium faststéllas enligt Nieuwkoop och Faber
(1994) och eventuella avvikelser i1 utvecklingen registreras.

Gallring efter NF-stadium 66

49. Tio individer per akvarium ska finnas kvar frdn NF-stadium 66 (fullstindig resorption av
svansen) till exponeringens slut. Det innebér att efter det att alla djur har uppnatt NF-
stadium 66 eller efter 70 dygn (beroende pa vilket som intraffar forst) ska en gallring
genomforas. De djur som har passerat NF-stadium 66 och som inte ska fortsitta
exponeringen ska viljas ut slumpvis.

50. De djur som inte har valts for fortsatt exponering avlivas (se punkt 43). Métningar av
utvecklingsstadium, vatvikt och SVL (figur 2b) och en obduktion genomfors for varje
enskilt djur. Det fenotypiska konet (baserat pa gonadernas morfologi) registreras som
hona, hane eller obestamt.

Provtagning p4 juvenila grodor

Kortfattad beskrivning av provtagning pd juvenila grodor
51. De kvarvarande djuren fortsdtter att exponeras till 10 veckor efter mediantiden for NF-
stadium 62 1 kontrollgruppen med spéddvatten (och/eller kontrollgruppen med
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l6sningsmedel, om detta ar relevant). I slutet av exponeringsperioden ska de kvarvarande
djuren (maximalt tio grodor per replikat) avlivas och de olika endpoint-virdena maitas eller
utvirderas och registreras: 1) morfometrisk métning (vikt och lidngd), 2)
fenotypiska/genotypiska konsfordelningar, 3) levervikt (leversomatiskt index), 4)
histopatologi (gonader, dggledare eller sddesledare, lever och njure) och, om sa 6nskas, 5)
VTG i plasma.

Skonsam avlivning av grodor

52. De juvenila grodor fran vilka proverna ska tas, det vill siga grodorna som har genomgatt

metamorfosen, avlivas genom en intraperitoneal injektion med beddvningsmedel, till
exempel 10-procentig MS-222 i en ldmplig fosfatbuffrad 16sning. Prover kan tas frén
grodorna nér de inte langre reagerar pa stimulus (vilket vanligtvis ér cirka tvd minuter efter
injiceringen om 10-procentig MS-222 anvinds i en dos pa 0,01 ml per g groda). Aven om
juvenila grodor kan sdnkas ned i en hogre koncentration av bedévningsmedel (MS-222),
har erfarenheten visat att det tar ldngre tid for dem att beddvas med denna metod och det ar
svart att veta hur lang tid de maste vara nedsénkta innan provtagning. Injicering ger en
snabb och effektiv avlivning infor provtagningen. Provtagningen ska inte pdborjas forrdn
grodans brist pé respons har bekréftats, for att sdkerstilla att djuret verkligen ar dott. Om
grodor visar tecken pa avsevirt lidande (pa en mycket allvarlig niva déar grodans dod kan
forutsdgas med tillforlitlighet) och kan betraktas som ddende, ska djuren beddvas och
avlivas och behandlas som dodsfall vid dataanalysen. Nér en groda avlivas pa grund av
sjukdom ska detta registreras och rapporteras. Beroende pé nir grodan avlivas under
studien kan grodan bevaras for histopatologisk analys (grodan fixeras for eventuell
histopatologisk undersdkning).

Morfometrisk mdtning (vikt och ldngd)

53.

Mitningarna av vatvikt och SVL (figur 2b) dr identiska med de som beskrivs for
delprovtagningen pa yngel.

VTG i plasma (valfritt)

54.

55.

VTG ér en allmédnt accepterad biomarkér som uppkommer vid exponering for
ostrogenkemikalier. Inom LAGDA-testet kan VTG 1 plasman métas for de juvenila grodor
som ingdr 1 provtagningen (detta kan 1 synnerhet vara relevant om testkemikalien
misstidnks vara en Gstrogen).

De bakre benen pa den avlivade juvenila grodan skérs av och blod samlas in med ett
hepariniserat kapilldrror (dven om andra blodinsamlingsmetoder, till exempel
hjartpunktering, ocksa kan vara ldmpliga). Blodet fors over till ett mikrocentrifugrdor (till
exempel med volymen 1,5 ml) och centrifugeras sa att plasma erhalls. Plasmaproverna bor
lagras vid —70 °C eller ldgre tills det &r dags att faststilla VTG-virdet. VTG-
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koncentrationen i1 plasman kan mitas med en enzymkopplad immunadsorberande analys
(ELISA) (se tillagg 6) eller genom en alternativ metod som exempelvis masspektrometri
(31). Artspecifika antikroppar &r att foredra till f61jd av en hogre sensitivitet.

Faststdillande av genetiskt kon

56. Det genetiska konet for varje juvenil groda beddms baserat pd de markdrer som har
utvecklats av Yoshimoto m.fl. (11). For att faststédlla det genetiska konet samlas en del av
ett av bakbenen (eller hela bakbenet, alternativt ndgon annan vdvnad) som har tagits bort
under dissektionen in och ldggs i ett mikrocentrifugrér (vdvnadsprover fran grodor kan
erhéllas fran valfri vdvnad). Vdvnaden kan lagras vid —20 °C eller lagre tills det dr dags att
isolera DNA (deoxiribonukleinsyra). Isoleringen av DNA fran vdvnader kan goras med
kommersiellt tillgédnglig utrustning och analysen av markdrens forekomst eller franvaro
gors via en PCR-metod (polymeraskedjereaktion) (se tilligg 5). Generellt sett &ar
Overensstimmelsen mellan det histologiskt bestimda konet och genotypen 6ver 95 % for
djuren 1 kontrollgrupperna vid tidpunkten for provtagning pé juvenila grodor.

Insamling av vdvnad och fixering for histopatologi

57. Gonader, dggledare eller sddesledare, njurar och lever samlas in for histologisk analys
under den slutliga provtagningen. Forst 6ppnas bukhdalan och levern dissekeras ut och végs.
Dérefter avldgsnas matsmaltningsorganen (till exempel mage och tarmar) forsiktigt fran
den nedre delen av buken sa att gonader, njurar och dggledare eller sddesledare blottlaggs.
Eventuella makroskopiska morfologiska avvikelser 1 gonaderna ska noteras. Slutligen ska
bakbenen avldgsnas, om de inte redan tidigare har avldgsnats for blodinsamling. Den
insamlade levern och kroppen med gonaderna kvar pa plats ska omedelbart placeras i
Davidsons fixativ. Fixativets volym i behallaren ska vara minst tio ginger storre dn den
uppskattade vivnadsvolymen. Alla vdvnader ska forbli i Davidsons fixativ under minst 48
timmar, men inte ldngre dn 96 timmar, varefter de skoljs i avjoniserat vatten och forvaras i
10-procentigt neutralt buffrat formalin (1) (29).

Histopatologi
58. Varje juvenil groda som ingir i provtagningen bedoms histologiskt med avseende pa
patologiska fordandringar 1 gonader, dggledare eller sddesledare, njurar och levervdvnad, det
vill sdga en diagnos stdlls och en allvarlighetsgradering gors (32). Den gonadbaserade
fenotypen bestims ocksd utifrdn denna bedomning (till exempel &dggstockar, testiklar,
intersexuell) och tillsammans med individuella métningar av det genetiska konet kan dessa
observationer anvéndas for att berdkna de fenotypiska/genotypiska konsfordelningarna.

RAPPORTERING AV UPPGIFTER

Statistisk analys
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59. LAGDA-testet genererar tre typer av data som kan analyseras statistiskt: 1) kvantitativa
kontinuerliga data (vikt, SVL, LSI och VTG), 2) tid-till-hdndelse-data avseende
utvecklingstakt (det vill sédga dagar till NF-stadium 62 fran testets start) och 3) ordinaldata
1 form av allvarlighetsgrader eller utvecklingsstadier fran histopatologiska bedémningar.

60. Testets utformning och urvalet av statistiska tester bor ge en tillricklig statistisk sékerhet
for att forandringar av biologisk betydelse 1 endpoint-véirden ska kunna upptéckas nér en
nolleffektkoncentration (NOEC) eller ett ECx-virde ska rapporteras. Statistiska analyser av
data (i allménhet baserade pa replikatgenomsnitt) bor helst folja de forfaranden som
beskrivs 1 dokumentet Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data:
A Guidance to Application (33). I tillagg 7 till denna testmetod anges det rekommenderade
beslutstridet for den statistiska analysen och dir finns é&ven végledning for
databehandlingen och for valet av det mest ldmpade statistiska testet eller den mest
lampade statistiska modellen att anvdnda i samband med LAGDA -testet.

61. Data fran provtagningen pa juvenila grodor (till exempel tillvixt och LSI) ska analyseras
separat for varje genotypiskt kon, eftersom genotypiskt kon faststélls for alla grodor.

Overviiganden for dataanalys

Anvdndning av replikat och behandlingar som forlorat sin giltighet

62. Replikat och behandlingar kan forlora sin giltighet till foljd av alltfor hog dodlighet
orsakad av uppenbar toxicitet, sjukdomar eller tekniska fel. Om en behandling forlorar sin
giltighet till f6ljd av sjukdom eller tekniskt fel, bor det finnas tre giltiga behandlingar med
tre giltiga replikat tillgdngliga for analys. Om uppenbar toxicitet forekommer 1
behandlingen/behandlingarna med hogst koncentration, bor helst &atminstone tre
behandlingsnivder med tre giltiga replikat finnas tillgdngliga for analys (i enlighet med
strategin for hogsta tolererade koncentration i OECD:s testriktlinjer [34]). Vid sidan av
dodsfall, kan tecken pd uppenbar toxicitet exempelvis vara beteendemaissig paverkan (till
exempel att djuren flyter pa ytan, ligger pa akvariets botten, simmar upp och ned eller med
ojdmna rorelser eller inte gar upp till ytan), morfologiska lesioner (till exempel bloédande
lesioner eller bukddem) eller en hamning av den normala utfodringsresponsen, vid en
kvalitativ jdmforelse med kontrolldjuren.

Kontrollgrupp med losningsmedel
63.1 slutet av testet bor en utvirdering goras av l6sningsmedlets eventuella effekter (om
sddant anvinds). Detta gors genom en statistisk jamforelse mellan kontrollgruppen med
l6sningsmedel och kontrollgruppen med spddvatten. De endpoints som dr mest relevanta
att beakta i denna analys dr de som giller tillvdxt (vikt och lingd), eftersom dessa kan
paverkas av en generell toxicitet. Om statistiskt signifikanta skillnader kan pévisas mellan
kontrollgruppen med spddvatten och kontrollgruppen med 16sningsmedel for dessa
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endpoints, ska bdsta professionella beddmning anvindas for att faststilla om testets
giltighet har dventyrats Om de bada kontrollgrupperna skiljer sig at bor behandlingarna
med kemikalieexponering jimforas med kontrollgruppen med 16sningsmedel, sdvida det
inte dr vél kant att jdmforelse med kontrollgruppen med spadvatten ar att foredra. Om det
inte finns nagra statistiskt signifikanta skillnader mellan de bada kontrollgrupperna
rekommenderas det att behandlingarna med kemikalieexponering jadmfors med
kontrollgrupperna som helhet (bade kontrollgruppen med 16sningsmedel och
kontrollgruppen med spéddvatten), savida det inte dr vél ként att jimforelse med antingen
enbart kontrollgruppen med spéddvatten eller enbart kontrollgruppen med 16sningsmedel &r
att foredra.

Testrapport

64. Testrapporten ska innehalla f6ljande information:

Testkemikalie:

- Fysikaliskt tillstdnd och, nir s ar relevant, fysikalisk-kemiska egenskaper.
- Monokomponentimne:
Fysiskt utseende, vattenldslighet och andra relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper.

Kemisk identifiering, t.ex. med [UPAC- eller CAS-namn, CAS-nummer, Smiles- eller
InChl-kod, strukturformel, renhet samt motsvarande identifiering av fororeningar i
forekommande fall och nir sa ar praktiskt mojligt (inklusive halten organiskt kol i
forekommande fall).

- Multikomponentdmne, UVCB-dmnen och blandningar:
Karakteriseras sa langt det dr mojligt genom kemisk identitet (se ovan), kvantitativ

forekomst och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper hos bestdndsdelarna.

Art som anvinds for testet:

- Vetenskapligt namn, stam (om denna information éar tillgénglig), hdrkomst och metod for
insamling av befruktade dgg och efterfoljande hantering.

- Forekomst av skolios i tidigare kontrollgrupper for den anvénda stamkulturen.

Testbetingelser:

- Fotoperiod/-perioder.

- Testets utformning (till exempel testkamrarnas storlek, material och vattenvolym, antalet
testkammare och replikat och antalet testorganismer per replikat).
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Metod for beredning av stamldsningar och fornyelsefrekvensen (i forekommande fall bor
dven solubiliseringsmedlet och dess koncentration anges).

Metod for dosering av testkemikalien (till exempel pumpar och spadningssystem).

Metodens atervinningseffektivitet och de nominella testkoncentrationerna,
kvantifieringsgriansen, de uppmétta viardenas medelviarden och deras standardavvikelser i
testkérlen, samt den metod med vilken dessa erhdlls och bevis for att méatningarna hanfor
sig till testkemikaliens koncentrationer 1 en dkta I6sning.

Spédvattnets egenskaper: pH-virde, hardhet, temperatur, upplost syre, restklornivaer (om
de har uppmiitts), total jodhalt, totalt organiskt kol (om det har uppmatts), uppslammade
partiklar (om det har uppmatts), testmediets salinitet (om den har uppmatts) och resultatet
av eventuella dvriga métningar.

De nominella testkoncentrationerna, de uppmatta virdenas medelvarden och deras
standardavvikelser.

Vattenkvaliteten i testkdrlen, pH-virde, temperatur (daglig métning) och upplost syre.

Detaljerade uppgifter om utfodringen (till exempel typ av foder, kélla, hur stor méngd som
getts och hur ofta).

Resultat:

Beldgg for att kontrollgrupperna uppfyller giltighetskriterierna.

Data for kontrollgruppen (plus kontrollgruppen med 16sningsmedel nir sédan anvénds)
och behandlingsgrupperna, enligt foljande: observerade dodsfall och missbildningar, tid
till NF-stadium 62, bedomning av skdldkortelns histologi (endast provtagning pé yngel),
tillvaxt (vikt och ldngd), LSI (endast provtagning pa juvenila grodor),
genetiska/fenotypiska konsfordelningar (endast provtagning pa juvenila grodor), resultat
fran histopatologisk bedomning av gonader, dggledare eller sddesledare, njure och lever
(endast provtagning pa juvenila grodor) och VTG i plasma (endast provtagning pa juvenila
grodor, om séddan undersdkning har utforts).

Anvind metod for den statistiska analysen och databehandlingen (anvént statistiskt test
eller anvand statistisk modell).

Nolleffektkoncentrationen (NOEC) for varje beddmd respons.

Lagsta koncentration med observerad effekt (LOEC) for varje bedomd respons (vid

o = 0,05), ECx for varje bedomd respons, 1 forekommande fall, samt konfidensintervallen
(till exempel 95 %) och en kurva for den anpassade modell som anvints for att berdkna
vérdet, lutningen for koncentration-respons-kurvan, formeln for regressionsmodellen och
de uppskattade modellparametrarna och deras standardfel.
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- Eventuella avvikelser frdn denna testmetod och avvikelser fran acceptanskriterierna, samt
overviaganden kring potentiella konsekvenser for testets resultat.

65. For resultaten av endpoint-méitningar bor medelviarden och deras standardavvikelser (om
mojligt pa bade replikat- och koncentrationsbasis) presenteras.

66. Mediantiden till NF-stadium 62 i kontrollgrupperna bor berdknas och presenteras som
genomsnittet for replikatens medianvirden och deras standardavvikelse. P4 samma sitt
bor, for behandlingar, en behandlings medianviarde berdknas och presenteras som
genomsnittet for replikatens medianvarden och deras standardavvikelse.
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Tillagg 1

DEFINITIONER
Apikal endpoint: orsakar effekter pa populationsniva.

Kemikalie: ett &mne eller en blandning.

ELISA: enzymkopplad immunadsorberande analys (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay).

ECx (koncentration som orsakar x % effekt): den koncentration som orsakar en x-
procentig effekt pa testorganismerna inom en given exponeringsperiod jamfort med en
kontrollgrupp. Till exempel & EC50 en koncentration som berdknas ha en effekt géillande
en av testets endpoints for 50 % av en exponerad population under en faststélld
exponeringsperiod.

dpf: dagar efter befruktning (“days post fertilization”).

Genomflodestest: ett test med ett kontinuerligt flode av testlosningar genom testsystemet
under exponeringens hela varaktighet.

HPG-axel: hypotalamus-hypofys-gonad-axeln.
IUPAC: Internationella kemiunionen (International Union of Pure and Applied Chemistry).

Ligsta koncentration med observerad effekt (LOEC): den ldgsta testade koncentration
av en testkemikalie vid vilken man kan faststilla att testkemikalien har en statistiskt
signifikant effekt (vid p <0,05) jaimfort med kontrollgruppen. Alla testkoncentrationer som
ar hogre an LOEC bor dven ha skadliga effekter som &r lika stora som eller storre dn de
effekter som observeras vid LOEC. Om dessa bada villkor inte dr uppfyllda bor en
fullstindig forklaring ges till hur man har valt LOEC (och ddrmed NOEC). Nirmare
vigledning ges i tilldgg 7.

Genomsnittlig dodlig koncentration (LCS50): den koncentration av en testkemikalie som
uppskattas vara dodlig for 50 % av testorganismerna under testperioden.

Nolleffektkoncentration (NOEC): den testkoncentration omedelbart under LOEC som
inom en faststdlld exponeringsperiod inte framkallar ndgon statistiskt signifikant effekt
(p <0,05) jamfort med kontrollgruppen.

Smiles: Simplified Molecular Input Line Entry Specification.
Testkemikalie: alla &mnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

UVCB-imnen: dmnen med okdnd eller varierande sammansittning, komplexa
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reaktionsprodukter eller biologiska material.

VTG: vitellogenin ir ett fosfolipoglykoprotein, en prekursor till dgguleprotein som normalt
forekommer hos sexuellt aktiva honor inom alla dggliaggande arter.
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NAGRA KEMISKA EGENSKAPER FOR ETT GODTAGBART SPADVATTEN
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Amne

Grinsvarde for

koncentration
Partiklar 5 mg/l
Totalt organiskt kol 2 mg/l
Icke-joniserad ammoniak 1 png/l
Restklor 10 pg/l
Total mangd bekdmpningsmedel som innehaller organiska
fosforforeningar >0 ng/l
Total méingd bekéim‘pningsmedel som innehéll‘er 50 ng/l
klororganiska foreningar plus polyklorerade bifenyler
Totalt organiskt klor 25 ng/l
Aluminium 1 pg/l
Arsenik 1 pg/l
Krom 1 pg/l
Kobolt 1 pg/l
Koppar 1 pg/l
Jarn 1 ng/l
Bly 1 ng/l
Nickel 1 pg/l
Zink 1 ng/l
Kadmium 100 ng/l
Kvicksilver 100 ng/1
Silver 100 ng/1
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Tillagg 3

TESTBETINGELSER FOR LAGDA-TESTET

1. Art som anvinds fOr testet
2. Testtyp

3. Vattentemperatur

4. Belysningstyp

5. Fotoperiod

6. Testlosningens volym och
testkarl (akvarium)

7. Volymutbyten av testlosningar

8. Testorganismernas alder vid
testets start

9. Antal organismer per replikat

10. Antal behandlingar

11. Antal replikat per behandling

12. Antal organismer per

testkemikaliekoncentration

13. Spadvatten

14. Luftning

15. Upplost syre i testlosning

Xenopus laevis

Kontinuerligt genomflode

Den nominella temperaturen dr 21 °C. Medeltemperaturen under hela
testets langd ska vara 21 + 1 °C (skillnaderna mellan olika replikat och

olika behandlingar ska inte 6verskrida 1,0 °C)

Fluorescerande lampor (brett spektrum) pa 600-2 000 lux (lumen/m?)
vid vattenytan

12 timmars ljus, 12 timmars morker

4-10 1 (med ett minsta vattendjup pa 10—15 cm)

Akvarium i glas eller rostfritt stél

Konstant, med tanke pé savil bevarandet av de biologiska betingelserna
som den kemiska exponeringen (till exempel fem byten av
akvarievolymen per dygn)

NF-stadium (Nieuwkoop och Faber) 8-10
20 djur (embryon)/akvarium (replikat) vid exponeringens borjan och 10
djur (juvenila grodor)/akvarium (replikat) efter NF-stadium 66 och fram

till exponeringens slut

Minst fyra testkemikaliebehandlingar plus lamplig kontrollgrupp (eller
lampliga kontrollgrupper)

Fyra replikat per behandling for testkemikalien och é&tta replikat for
kontrollgruppen (eller kontrollgrupperna)

Minst 80 djur per behandling for testkemikalien och minst 160 djur for
kontrollgruppen (eller kontrollgrupperna)

Valfritt vatten som mdjliggoér normal tillvaxt och normal utveckling hos
Xenopus laevis (till exempel kéllvatten eller kolfilterrenat kranvatten)

Ingen luftning krévs, men luftning av akvarierna kan behvas om nivan
av upplost syre faller under de rekommenderade grianserna och flodet av

testlosning maximeras

Upplost syre: > 40 % av luftméttnadsvirdet eller > 3,5 mg/I
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17. Testlosningens hérdhet och
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18. Utfodringsprogram
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20.Biologiska endpoints

21.Giltighetskriterier for testet
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6,5-8,5 (skillnaderna mellan olika replikat och olika behandlingar bor
inte Overstiga 0,5)

10-250 mg CaCOs/1

(Se tilligg 4)

Fréan NF-stadium 8—10 och fram till tio veckor efter mediantiden for
NF-stadium 62 i kontrollgruppen for vatten och/eller 16sningsmedel
(maximalt 17 veckor)

Daodlighet (och avvikande utseende/missbildningar), tid till NF-stadium
62 (provtagning pa yngel), bedomning av skoldkdrtelns histologi
(provtagning pa yngel), tillvéxt (vikt och ldngd), leversomatiskt index
(provtagning pa juvenila grodor), genetiska/fenotypiska
konsfordelningar (provtagning pa juvenila grodor), histopatologisk
bedomning av gonader, dggledare eller sddesledare, njure och lever
(provtagning pa juvenila grodor) och vitellogenin i plasma (provtagning
pa juvenila grodor, valfritt)

Upplost syre ska vara > 40 % av luftméittnadsvardet, den genomsnittliga
vattentemperaturen ska vara 21 £+ 1 °C och skillnaderna mellan olika
replikat och olika behandlingar ska vara < 1,0 °C, pH-vérdet for
testlosningen ska ligga mellan 6,5 och 8,5, dodligheten i
kontrollgruppen ska vara <20 % i varje enskilt replikat, den
genomsnittliga tiden till NF-stadium 62 i kontrollgruppen ska vara < 45
dygn, den genomsnittliga vikten for testorganismerna vid NF-stadium
62 och vid testets slut i kontrollgruppen och kontrollgruppen for
16sningsmedel (om sddan anvénds) ska vara 1,0 £ 0,2 g respektive

11,5 £ 3 g och bevis ska finnas tillgéingliga som visar att
koncentrationerna av testkemikalien i I0sningarna pa ett
tillfredsstillande sétt har hallits inom = 20 % av de genomsnittliga
uppmétta virdena.
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Tilléigg 4

UTFODRINGSPROGRAM

Det bor noteras att dven om detta utfodringsprogram rekommenderas &r alternativ tilldtna,
forutsatt att testorganismerna véxer och utvecklas i en lamplig takt.

Utfodring av yngel

Beredning av foder for yngel
A. 1:1 (volymfdrhallande) startfoder for dring: alger/TetraFin® (eller motsvarande), enligt
foljande:
1. Startfoder for 6ring: blanda 50 g startfoder for 6ring (fint granulat eller pulver) och 300 ml
lampligt filtrerat vatten pa en hog blandarinstéllning under 20 sekunder.
2. Blandning av alger/TetraFin® (eller motsvarande): blanda 12 g Spirulina-algflingor och 500
ml filtrerat vatten pé en hog blandarinstillning under 40 sekunder, blanda 12 g TetraFin®
(eller motsvarande) med 500 ml filtrerat vatten och kombinera sedan dessa losningar for att
skapa 1 liter vitska med 12 g/l Spirulina-alger och 12 g/l TetraFin® (eller motsvarande).
3. Kombinera lika stora volymer av blandat startfoder for 6ring och blandningen av
alger/TetraFin® (eller motsvarande).

B. Havskréfta:

15 ml dgg fran havskrifta fir klackas i 1 liter saltvatten (som bereds genom att 20 ml NaCl
tillsatts till 1 liter avjoniserat vatten). Efter luftning 1 24 timmar vid rumstemperatur under
konstant belysning skordas havskridftorna. Havskréftorna tillats sjunka till botten en kort
stund, 30 minuter, genom att luftningen stoppas. Cystor som flyter upp till behallarens yta
hélls av och kasseras, varpd kriftorna hélls genom lampliga filter och filtrerat vatten fylls pa
till 30 ml.

Utfodringsschema

I tabell 1 anges typen av foder och méingden foder som ska ges under yngelstadierna av
exponeringen. Djuren ska matas tre gidnger per dygn méndag till fredag och en géng per
dygn under helgen.

Tabell 1: Utfodringsprogram for yngel av Xenopus laevis under genomflodesforhallanden

3 e . . ®
Startfoder for oring: alger/TetraFin Havskrifta
Tid* (eller motsvarande)
(efter befruktning) Vardagar Helg Vardagar Helg
(tre ganger per dygn)| (en ging per dygn) | (tva ginger per dygn) | (en gang per dygn)
Dag 4-14 0,5 ml 0,5 ml
0,33 ml 1,2 ml . . . .
(i vecka 0-1) (frén dag 8 till dag 15) |(fr&n dag 8 till dag 15)
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1 ml 1 ml

Vecka 2 0,67 ml 24 ml (fran och med dag 16) |(fran och med dag 16)
Vecka 3 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Vecka 4 1,5 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Vecka 5 1,6 ml 4.4 ml 1 ml 1 ml
Vecka 6 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Vecka 7 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Vecka 8-10 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* Dag 0 definieras som den dag d& hCG-injiceringen gors.

Overging fran foder for yngel till foder for juvenila grodor

Nér ynglen har slutfort sin metamorfos dvergar de till en foderblandning f6r juvenila grodor
enligt beskrivningen nedan. Nir denna 6vergang sker ska fodret for yngel fasas ut i takt med
att fodret for juvenila grodor fasas in. Detta kan dstadkommas genom att man proportionellt
minskar fodret for yngel samtidigt som man proportionellt 6kar fodret for juvenila grodor
allteftersom varje grupp om fem yngel passerar NF-stadium 62 och nidrmar sig slutet av
metamorfosen i NF-stadium 66.

Utfodring av juvenila grodor
Foder for juvenila grodor

Sa snart metamorfosen dr slutford (stadium 66) dndras utfodringsprogrammet till enbart
sjunkande grodfoder av god kvalitet med storleken 3/32 tum (Xenopus Express™, Florida,
Forenta staterna) eller motsvarande.

Beredning av krossade pelletar for 6vergdng fran yngel till juvenila grodor

Pelletar av sjunkande grodfoder kors lite snabbt i en kaffekvarn eller mixer, eller krossas
med mortelstot i en mortel, for att minska storleken pé pelletarna med ungefér 1/3. Alltfor
lang malning eller krossning leder till att pelletarna blir pulver, vilket inte rekommenderas.

Utfodringsschema

I tabell 2 anges typen av foder och méngden foder som ska ges under stadierna for juvenila
grodor och vuxna djur. Djuren ska utfodras en gang om dagen. Det bor noteras att medan
djuren genomgar metamorfosen fortsitter de att f en portion havskriftor, till dess att
> 95 % av djuren har slutfort metamorfosen.

Djuren ska inte utfodras den dag da testet avslutas, for att inte utfodringen ska skapa
osdkerhet 1 viktmatningen.
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Tabell 2: Utfodringsprogram for juvenila grodor av arten Xenopus laevis under genomflodesforhallanden.
Det bor noteras att djur som inte har genomgétt metamorfosen, inklusive de vars metamorfos har fordrojts

av kemikaliebehandlingen, inte kan dta okrossade pelletar.

Tid Volym krossade pelletar Volym hela pelletar
(veckor efter mediandagen for metamorfos) (mg per juvenil groda) (mg per juvenil groda)
Allteftersom djuren slutfor metamorfosen 25 0
Vecka 0-1 25 28
Vecka 2-3 0 110
Vecka 4-5 0 165
Vecka 6-9 0 220

* Den forsta dagen i vecka 0 dr mediandagen for metamorfos for djuren i kontrollgruppen.
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Tillagg S

FASTSTALLANDE AV GENETISKT KON (GENETISK KONSBESTAMNING)

Metoden for genetisk konsbestimning for Xenopus laevis bygger pa Yoshimoto m.fl.
(2008). Detaljerade forfaranden for genotypningen kan vid behov hdmtas frdn denna
publikation. Alternativa metoder (till exempel realtids-PCR [qPCR] med hog
genomstromning) kan anvéndas om det anses lampligt.

Primrar for Xenopus laevis
DM-W-markor
Framatriktad primer: 5’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Bakétriktad primer:  5’-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Positiv kontroll
Framatriktad primer: 5’-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’

Bakétriktad primer:  5’-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3’

DNA-rening

Rena DNA:t frdn muskel- eller hudvivnad med anvdndning av exempelvis Qiagen DNeasy
Blood and Tissue Kit (katalognr 69506) eller ndgon liknande produkt, i enlighet med
produktens instruktioner. DNA kan elueras frdn spinnkolonnerna med anvindning av
mindre buffertlosning for att fi fram mer koncentrerade prov, om det bedoms nddvéndigt
for PCR-undersokningen. Observera att DNA &r mycket stabilt, s se till att undvika
korskontaminering som skulle kunna leda till felaktig bestimning av hanar som honor eller
vice versa.

PCR

Ett provprotokoll med anvéndning av JumpStart™ 7agq fran Sigma anges i tabell 1.

Tabell 1: Provprotokoll med anvéndning av JumpStart™ 7agq fran Sigma
Mastermix Ix (ub) [Slutlig]
NFW 11 -
10X buffertlosning 2,0 -
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MgCl (25 mM) 2,0 2,5mM

Deoxinukleosidtrifosfater (ANTP) 0,4 200 uM

(10 mM vardera)

Markér, framatriktad primer (8 0,8 0,3 uM

uM)

Markor, bakétriktad primer (8 0,8 0,3 uM

uM)

Kontroll, framétriktad primer (8 0,8 0,3 uM

uM)

Kontroll, bakatriktad primer (8 0,8 0,3 uM

uM)

JumpStart™ Taq 0,4 0,05
enheter/pul

DNA-mall 1,0 ~200 pg/ul

D060575/02

Anmirkning:  Vid beredning av mastermixar bor extra mix beredas for eventuella forluster som
kan ske i samband med pipettering (till exempel bor 25 satser forberedas for enbart 24

reaktioner).
Reaktion:

Mastermix 19,0 pl

Mall 1,0 ul
Totalt 20,0 ul
Termocykler-profil:

Steg 1 94 °C 1 minut

Steg 2 94 °C 30 sekunder

Steg 3 60 °C 30 sekunder

Steg 4 72 °C 1 minut

Steg 5 Gatill steg 2. 35 cykler
Steg 6 72 °C 1 minut

Steg 7 4°C Stanna

PCR-produkterna kan koras direkt i en gel eller forvaras vid 4 °C.

Agarosgel-elektrofores (3 %) (provprotokoll)
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50X TAE
Tris 242 ¢
Iséttika 5,71 ml

Naz (EDTA)-2H,03,72 g

Tillsétt vatten till 100 ml

IXTAE
H>O 392 ml
50X TAE 8 ml
3:1-agaros

3 delar NuSieve™ GTG™-agaros

1 del Fisher-agaros med 14g elektroosmos (EEO)

Metod

1.

® Nk

Bered en 3-procentig gel genom att tillsétta 1,2 g agarosmix till 43 ml 1X TAE. Rotera for att
16sa upp stora klumpar.

Kor agarosblandningen i mikrovagsugn tills den &r helt upplost (se till att den inte kokar
over). Lat blandningen svalna nagot.

Tillsdtt 1,0 pl etidiumbromid (10 mg/ml). Rotera kolven. Observera att etidiumbromid &r
mutagent, sa alternativa kemikalier bor i den man det ar tekniskt mojligt anvéndas for detta
steg for att minimera hilsoriskerna for personalen’.

Hill gelen i en form med kam. Lt svalna helt.

Tillsatt gel till apparaten. Tack gelen med 1X TAE.

Tillsétt 1 ul med 6x laddningsfarg till varje PCR-produkt pa 10 pl.
Pipettera proverna i brunnarna.

Kor med konstant spanning, 160 volt, under ~20 minuter.

!'T enlighet med artikel 4.1 i Europaparlamentets och radets direktiv 2004/37/EG av den 29 april 2004 om
skydd for arbetstagare mot risker vid exponering for carcinogener eller mutagena dmnen i arbetet (sjétte
sardirektivet enligt artikel 16.1 i radets direktiv 89/391/EEG) (EUT L 158, 30.4.2004, s. 50).
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En bild pa agarosgel som uppvisar bandmonstren for hane och hona visas i figur 1.

Figur 1: Bild pd agarosgel som uppvisar bandménstret for en hane (3) (ett enda band vid ~203 bp:
DMRT1) och for en hona (%) (tva band vid ~259 bp: DM-W och 203 bp: DMRT1).

N DM-W
BN DMRT1
LITTERATUR

Yoshimoto S, Okada E, Umemoto H, Tamura K, Uno Y, Nishida-Umehara C, Matsuda Y,
Takamatsu N, Shiba T och 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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Tillagg 6

MATNING AV VITELLOGENIN

Vitellogenin (VTG) mits med hjédlp av en metod for enzymkopplad immunadsorberande
analys (ELISA) som ursprungligen utvecklades for mitning av VTG hos kndlskalleloja
(Parks m.fl., 1999). For nirvarande finns det inga kommersiellt tillgdngliga antikroppar for
Xenopus laevis. Med tanke pé all den information som finns om detta protein och tillgdngen
till kostnadseffektiva kommersiella tjanster for produktion av antikroppar, dr det dock
rimligt att tro att laboratorier enkelt kan utveckla en ELISA for att utféra denna métning
(Olmstead m.fl., 2009). Olmstead m.fl. (2009) ger dven en beskrivning av testet modifierat
for mitning av VTG hos Xenopus tropicalis, enligt nedan. For metoden anvinds en
antikropp som har tagits fram avseende VTG hos Xenopus tropicalis, men det ar ként att
den dven fungerar for VTG hos Xenopus laevis. Det bor noteras att icke-kompetitiva
ELISA-metoder ocksd kan anvéndas och att dessa kan ha lidgre detektionsgrinser dn den
metod som beskrivs nedan.

Utrustning och reagenser

Foradsorberat serum for primér antikropp (Ab)

Blanda 1 del anti-Xenopus tropicalis VTG-serum for primar antikropp med 2 delar plasma
frén kontrollhane och ldmna i rumstemperatur under ~75 minuter, l4gg sedan blandningen
pa is under 30 minuter, centrifugera vid >20 000 g under 1 timme vid 4 °C, avlidgsna
supernatanten, dela upp i alikvoter och forvara vid —20 °C

Sekundér antikropp
Get-anti-kanin-IgG-HRP-konjugat (till exempel Bio-Rad 172-1019)
VTG-standard
Renad Xenopus laevis-VTG 1 koncentrationen 3,3 mg/ml
TMB (3,3',5,5'-tetrametylbenzidin) (till exempel KPL 50-76-00 eller Sigma T0440)
Normalt getserum (NGS)(till exempel Chemicon® S26, 100 ml)

EIA-mikrotiterplattor av polystyren med 96 brunnar (till exempel ICN: 76-381-04, Costar:
53590, Fisher: 07-200-35)

Hybridiseringsugn som héller 37 °C (eller en luftinkubator som snabbt hittar ratt
temperatur) for plattor, vattenbad for ror

Annan normalt forekommande laboratorieutrustning och andra normalt féorekommande
kemikalier och material

Beredning

Coating-buffert (50 mM karbonatbuffert, pH 9,6):
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NaHCO3 1,26 g
Na;COs 0,68 g
Vatten 428 ml

10X PBS (0,1 M fosfat, 1,5 M NaCl):
NaH>PO4-H20 0,83 g

Na;HPO47H,O 20,1 g

NaCl Tl g
Vatten 810 ml
Tvdttbuffert (PBST):

10X PBS 100 ml

Vatten 900 ml

Justera pH-virdet till 7,3 med 1 M HCI och tillsitt sedan 0,5 ml Tween-20
Testbuffert:

Normalt getserum (NGS) 3,75 ml

Tvittbuffert 146,25 ml
Provtagning

Blod samlas in med ett hepariniserat mikrohematokritrér och 14ggs pa is. Efter tre minuters
centrifugering repas roret, varefter det bryts upp och plasman hélls 6ver i mikrocentrifugror
pa 0,6 ml som innehéller 0,13 enheter frystorkad aprotinin. (Dessa ror forbereds i forvig
genom att lamplig mingd aprotinin tillsétts, fryses och frystorkas i en vakuumcentrifug
[speed-vac] instilld pa 14g temperatur tills &mnet &r torrt.) Forvara plasman vid —80 °C tills
det dr dags for analys.

Forfarande for en platta
Bestrykning (“coating”) av plattan

Blanda 20 pl renad VTG med 22 ml karbonatbuffert (slutlig koncentration pa 3 pg/ml).
Tillsdtt 200 pl till varje brunn i en 96-hélsplatta. Tack plattan med sjdlvhiftande tétningsfilm
och 1at den inkubera vid 37 °C under tva timmar (eller vid 4 °C &ver natten).
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Blockering av plattan

Blockeringslosning bereds genom att 2 ml normalt getserum (NGS) tillsdtts till 38 ml
karbonatbuffert. Avldgsna coating-losningen och skaka torrt. Tillsdatt 350 pul
blockeringslosning i varje brunn. Téck med sjdlvhéftande titningsfilm och &t plattan
inkubera vid 37 °C under tva timmar (eller vid 4 °C dver natten).

Beredning av standardlosningar

Blanda 5,8 pl renad VTG-standard med 1,5 ml testbuffert i ett engéngsprovror av
borsilikatglas pa 12 x 75 mm. Detta ger en koncentration pa 12 760 ng/ml. Gor dérefter en
serieutspadning genom att tillsdtta 750 pl av den tidigare 16sningen till 750 pl testbuffert, for
att fa slutliga koncentrationer pa 12 760, 6 380, 3 190, 1 595, 798, 399, 199, 100, och 50
ng/ml.

Beredning av prov

Starta med en 16sning av plasma 1 testbuffert pad 1:300 (kombinera exempelvis 1 pl plasma
med 299 pl testbuffert) eller 1:30. Om en stérre miangd VTG forvintas kan ytterligare eller
mer omfattande utspddningar behdvas. Forsok hélla B/B, inom standardlésningarnas
intervall. For prover utan mérkbara VTG-nivaer, till exempel fran hanar och honor i
kontrollgruppen (som alla &r omogna), ska 16sningen pé 1:30 anvindas. Prover som spéds ut
mindre dn sa kan uppvisa oonskade matriseffekter.

Dartill rekommenderas det att man anvénder ett prov for positiv kontroll pa varje platta.
Detta prov hdmtas fran en plasmasamling som innehaller hoga inducerade VTG-nivéer.
Samlingen spdds inledningsvis i NGS, delas upp i alikvoter och forvaras vid —80 °C. For
varje platta tinas en alikvot som spads ytterligare i testbuffert och hanteras pa samma sétt
som ett vanligt prov i testet.

Inkubering med primdr antikropp

Den priméra antikroppen bereds genom att foradsorberat serum for den priméra antikroppen
spéds 1 testbuffert i forhallandet 1:2 000 (till exempel 8 pl 1 16 ml testbuffert). Kombinera
300 pl 16sning av den priméra antikroppen med 300 pl av provet/standardldsningen 1 ett
glasror. Bo-roret bereds pa ett liknande sétt med 300 pl testbuffert och 300 pl antikropp.
Dessutom ska ett NSB-ror beredas med enbart 600 pl testbuffert, det vill séga utan
antikropp. Tdck roren med Parafilm och rotera dem forsiktigt for att blanda om. L&t
inkubera 1 vattenbad vid 37 °C under en timme.

Tvditt av plattan

Precis innan inkuberingen av den primira antikroppen &r klar ska plattan tvéttas. Detta gors
genom att innehdllet skakas ut och plattan bankas torr pa absorberande papper. Fyll direfter
brunnarna med 350 pl tvittldsning, tom ut 16sningen och banka plattan torr. En multipipett
med repetitionsfunktion eller en platt-tvétt kan komma val till pass 1 detta sammanhang.
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Tvéttsteget upprepas tva ganger till, si att det sammanlagt blir tre tvittar.
Fyllande av plattan

Naér plattan har tvittats ska roren tas ut ur vattenbadet och roteras forsiktigt. Tillsdtt 200 pl
fran varje ror med provldsning, standardlosning, B, och NSB till dubbla brunnar i plattan.
Téack plattan med sjdlvhéftande titningsfilm och lat den inkubera under en timme vid 37 °C.

Inkubering med sekunddr antikropp

Nar inkuberingen 1 foregéende steg ar klar ska plattan tvéttas tre ganger igen, pa samma sétt
som ovan. Den utspddda sekundira antikroppen bereds genom att 2,5 ul av den sekundira
antikroppen blandas med 50 ml testbuffert. Tillsétt 200 pl utspddd sekundir buffertlosning
till varje brunn, tita pd samma sétt som ovan och inkubera under en timme vid 37 °C.

Tillsdittning av substrat

Nér inkuberingen med den sekundira antikroppen ér klar ska plattan tvittas tre ganger pa
samma sitt som beskrivs ovan. Tillsdtt sedan 100 pl TMB-substrat i varje brunn. Lat
reaktionen fortgd under 10 minuter, helst pad en plats utan starkt ljus. Stoppa reaktionen
genom att tillsdtta 100 pul 1 M fosforsyra. Detta dndrar fargen frén bl till intensivt gul. Mt
absorbansen vid 450 nm med en plattldsare.

Berdkning av B/B,

Subtrahera det genomsnittliga NSB-vérdet fran alla mitresultat. B/B, for varje prov och
standardldsning berdknas genom att absorptionsvérdet (B) divideras med den genomsnittliga
absorptionen for Bo-provet.

Erhallande av standardkurva och faststdillande av okinda méngder

Ta fram en standardkurva med hjdlp av nagon programvara for framtagning av grafer (till
exempel Slidewrite™ eller Sigma Plot®) som extrapolerar kvantiteten frin provets B/Bo-
virde utifran B/Bo-vdardena for standardlosningar. Normalt plottas médngden pa en
logaritmisk skala och kurvan far en sigmoidform (S-form). Det kan dock hinda att den ser
linjir ut vid anvidndning av ett smalt intervall av standardlosningar. Korrigera
provmingderna utifran utspiddningsfaktorn och redovisa som mg VTG/ml plasma.

Faststdillande av ldgsta detektionsgrdnser (MDL — Minimum Detection Limits)

Ofta, 1 synnerhet for normala hanar, &r det inte helt klart hur resultat frdn 14ga virden ska
redovisas. I dessa fall bor 95-procentiga konfidensgrianser anvindas for att faststilla om
virdet ska redovisas som noll eller som nagot annat tal. Om provresultatet ligger inom
konfidensintervallet for nollstandarden (B,) ska resultatet redovisas som noll. Den ldgsta
detektionsnivdn blir den ldgsta standard som konsekvent avviker fran nollstandarden, det
vill sdga de bada konfidensintervallen 6verlappar inte varandra. For alla provresultat som
ligger inom konfidensgridnsen for den ldgsta detektionsnivan, eller hogre, redovisas det

610



D060575/02

berdknade viardet. Om ett prov hamnar mellan intervallen for nollstandarden och den ldgsta
detektionsnivan ska hélften av den ldgsta detektionsnivin redovisas som vérde for detta
prov.

LITTERATUR
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Reproductive maturation of the tropical clawed frog: Xenopus tropicalis. General and
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Tillagg 7
STATISTISK ANALYS

LAGDA-testet genererar tre typer av data som kan analyseras statistiskt: 1) kvantitativa
kontinuerliga data, 2) tid-till-hdndelse-data avseende utvecklingstakt (tid till NF-stadium 62)
och 3) ordinaldata 1 form av allvarlighetsgrader eller utvecklingsstadier fran
histopatologiska beddmningar. Det rekommenderade beslutstriddet for statistisk analys for
LAGDA-testet visas 1 figur 1. Nedan anges dven vissa forklarande kommentarer som kan
behovas for utforandet av den statistiska analysen av mitningarna frain LAGDA-testet. Vid
anviandning av beslutstridet for analysen ska resultat frin méitningarna av dodlighet, tillvéxt
(vikt och lingd) och leversomatiskt index (LSI) analyseras enligt grenen “Ovriga
endpoints”.

Kontinuerliga data

Data for kontinuerliga endpoints bor forst kontrolleras med avseende pd monotonicitet
genom rangordningsomvandling av data, tillimpning av en variansanalysmodell och
jamforelse av linjdra och kvadratiska kontraster. Om data & monotona bor ett step-down-
trendtest av typen Jonckheere-Terpstra utforas pa replikatens medianvdrden varpd inga
efterfoljande analyser ska utforas. Ett alternativ for data som 4r normalférdelade med
homogena varianser dr step-down-testet av Williams-typ. Om data ar icke-monotona
(kvadratisk kontrast dr signifikant och linjir &r inte signifikant), bor de analyseras med
anviandning av en variansanalysmodell med blandade effekter. Data bor direfter bedomas
med avseende pad normalitet (helst med anvindning av Shapiro-Wilk-testet eller Anderson-
Darling-testet) och varianshomogenitet (helst med anvindning av Levenes test). Bada
testerna utfors pa residualerna fran variansanalysmodellen med blandade effekter.
Expertbedomning kan anvindas 1 stéllet for dessa formella tester avseende normalitet och
varianshomogenitet, men de formella testerna ar att foredra. Om data dr normalfordelade
med homogen varians dr fOrutsidttningarna for en variansanalys med blandade effekter
uppfyllda och en signifikant behandlingseffekt faststills genom Dunnetts test. Nér icke-
normalitet eller variansheterogenitet upptiacks uppfylls inte forutsittningarna for Dunnetts
test och en normaliserande och variansstabiliserande omvandling ska eftersokas. Om ingen
sddan omvandling gar att hitta faststélls en signifikant behandlingseffekt med Dunns test.
Nér s dr mojligt ska ett ensidigt test utforas 1 stéllet for ett tvdsidigt test, men det kravs
expertbedomning for att avgora vad som ar ldmpligt for en viss endpoint.

Daodlighet

Data géllande dodlighet ska analyseras for en tidsperiod som omfattar hela testet och ska
uttryckas som andelen som dog i ett visst akvarium. Grodyngel som inte slutfor
metamorfosen inom den angivna tidsramen, grodyngel som ingdr 1 kohorten for
delprovtagning péd yngel, juvenila grodor som gallras bort och alla djur som eventuellt dor
till f6ljd av fel fran testutdvarens sida, ska behandlas som censurerade data och inte
inkluderas i ndmnaren vid procentberdkningen. Innan négon statistisk analys genomfors ska
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dodlighetsforhallandena genomgé en arcussinus-kvadratrotstransformation. Ett alternativ ar
att anvinda step-down-testet av Cochran-Armitage-typ, eventuellt med en Rao-Scott-
justering vid dverdispersion.

Vikt och ldngd (tillvixtdata)

Hanar och honor ar inte sexuellt dimorfa under metamorfosen, sd tillvdxtdata fran
delprovtagningen pa yngel ska analyseras oberoende av kon. Tillvixtdata for juvenila
grodor bor dock analyseras separat utifran genetiskt kon. En log-transformation kan behovas
for dessa endpoints eftersom logaritmisk normalitet inte dr ovanligt for storleksdata.

Leversomatiskt index (LSI)

Levervikter ska normaliseras som en proportion av hela kroppsvikten (det vill sdga LSI) och
analyseras separat utifran genetiskt kon.

Tid till NF-stadium 62

Data gillande tiden till metamorfos ska behandlas som tid-till-hdndelse-data, med eventuella
dodsfall eller individer som inte uppnar NF-stadium 62 inom 70 dygn behandlade som
hoger-censurerade data (det vill sdga det verkliga virdet dr hogre d4n 70 dygn, men studien
avslutas efter 70 dygn innan djuren har uppnéatt NF-stadium 62). Mediantiden till
slutférandet av metamorfosen, det vill sdga NF-stadium 62, for kontrollgrupperna med
spadvatten ska anvindas for att faststdlla testets slutdatum. Mediantiden till slutférandet av
metamorfosen kan faststillas genom Kaplan-Meier-skattningar (’product-limit”). Denna
endpoint bor analyseras med anvindning av en proportionell riskmodell av Cox-typ med
blandade effekter som tar hinsyn till studiens replikatstruktur.

Histopatologiska data (allvarlighetsgrader och utvecklingsstadier)

Testets histopatologiska data rapporteras 1 form av allvarlighetsgrader eller
utvecklingsstadier. Ett test vid namn RSCABS (Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices)
anvinder ett step-down-trendtest av Cochran-Armitage-typ med Rao-Scott-justering for
varje allvarlighetsnivd inom en histopatologisk respons (Green m.fl., 2014). Rao-Scott-
justeringen inkluderar testutformningen med replikatkdrl i testet. Metoden by Slices”
inkluderar den biologiska forviantan att effekternas allvarlighetsgrad tenderar att 6ka med
okande doser eller koncentrationer, samtidigt som de enskilda allvarlighetsgraderna
bibehdlls och graden av allvar hos eventuella funna effekter visas. RSCABS-metoden
faststiller inte bara vilka behandlingar som statistiskt skiljer sig fran kontrollgrupperna (det
vill sdga har en allvarligare patologi dn kontrollgrupperna), utan faststiller 4ven vid vilken
allvarlighetsgrad skillnaden intrédffar, vilket ger en vilbehovlig kontext for analysen. Om
utvecklingsstadiet for gonader och dggledare eller sddesledare ska faststéllas, bor en
ytterligare databearbetning utforas eftersom en forutsittning for RSCABS-metoden dr att
effektens allvarlighetsgrad 6kar med dosen. Den observerade effekten skulle kunna vara en
fordrojning eller ett paskyndande av utvecklingen. Av den anledningen bor data géllande
utvecklingsstadier analyseras sdsom de redovisas for att ett pdskyndande av utvecklingen
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ska kunna detekteras, varefter de inverteras manuellt infor en andra analys for att en
fordrojning av utvecklingen ska kunna detekteras.

Figur 1: Beslutstrad for statistisk analys for LAGDA-testets data
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Tillagg 8

ATT TANKA PA FOR ATT KUNNA FOLJA OCH MINIMERA FOREKOMSTEN AV
SKOLIOS

Idiopatisk skolios, som vanligtvis visar sig som en “bdjd svans” hos Xenopus laevis-
grodyngel, kan komplicera de morfologiska och beteendemaissiga observationerna gillande
testpopulationer. Anstrangningar bor goras for att minimera eller eliminera forekomsten av
skolios, bade i stammen och under testbetingelserna. I det slutliga testet rekommenderas det
att prevalensen av mattlig och svér skolios ska vara lagre dn 10 %, for att 6ka konfidensen
for att testet kan detektera behandlingsrelaterade utvecklingseffekter hos i Ovrigt friska
grodyngel.

Vid dagliga observationer under det slutliga testet bor savél forekomsten av skolios (rdkning
av antalet individer) som hur allvarlig denna skolios ar registreras, i de fall da skolios
forekommer. Missbildningarnas karaktér bor beskrivas med avseende pa plats pd kroppen
(till exempel framfor eller bakom anus/genitaloppningen) och krokningens riktning (till
exempel t sidan eller fran rygg till buk). Hur allvarlig skoliosen &r kan graderas pa foljande
satt:

(NR) Ej péafallande (Not Remarkable): ingen krokning.
(1) Minimal: 14tt krokning &t sidan bakom anus/genitaloppningen, mérks endast vid vila.

(2) Mittlig: krokning &t sidan bakom anus/genitaldppningen, syns hela tiden med hdmmar
inte rorelsen.

(3) Allvarlig: krokning at sidan framfGr anus/genitaloppningen, ELLER nédgon typ av
krokning som hdmmar rorelsen, ELLER négon typ av krokning frén rygg till buk.

En vetenskaplig radgivande panel upprittad av Forenta staternas miljovardsmyndighet EPA
(FIFRA SAP 2013) har gatt igenom sammanstillda data rérande skolios 1 femton tester
avseende groddjursmetamorfos med Xenopus laevis (NF-stadium 51 till 60+) och ldmnat
allménna rekommendationer for hur man kan minska prevalensen av denna missbildning i
testpopulationer. Dessa rekommendationer dr relevanta for LAGDA-testet, &ven om detta
test omfattar en ldngre utvecklingsmaéssig tidslinje.

Historiska lekresultat

Generellt sett ska friska, vuxna grodor av god kvalitet anvdndas som avelspar; genom att
eliminera avelspar som ger upphov till avkomma med skolios kan man minimera
forekomsten av skolios Over tid. I synnerhet kan en minimerad anvéndning av vildfangat
avelsbestdnd vara gynnsamt. LAGDA-testets exponeringsperiod bdrjar med embryon i NF-
stadium 8-10 och det gir inte att faststélla vid testets start huruvida enskilda individer
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kommer att utveckla skolios. Darfor bor man, férutom att f6lja prevalensen av skolios hos
de djur som anvinds i testet, dokumentera de historiska kullresultaten (inklusive
prevalensen av skolios hos eventuella yngel som har fatt utvecklas). Det kan vara vérdefullt
att fortsitta folja den del av varje kull som inte anvinds i en viss studie och att redovisa
dessa observationer (FIFRA SAP 2013).

Vattenkvalitet

Det ar viktigt att sdkerstdlla en fullgod vattenkvalitet, sdvdl for laboratoriestammen som
under testet. Forutom de kriterier avseende vattenkvalitet som rutinméssigt bedoms i
samband med tester av akvatisk toxicitet, kan det vara virdefullt att kontrollera och
korrigera eventuella néringsbrister (till exempel brist pd vitamin C, kalcium eller fosfor)
eller alltfor hoga nivaer av selen och koppar, vilka rapporteras orsaka skolios 1 varierande
grad hos laboratorieuppfodda Rana sp. och Xenopus sp. (Marshall m.fl., 1980, Leibovitz
m.fl., 1992, Martinez m.fl., 1992, enligt rapport fran FIFRA SAP 2013). Anvidndning av ett
lampligt utfodringsprogram (se tilligg 4) och regelbunden rengdring av akvarierna
forbattrar generellt vattenkvaliteten och forsoksdjurens hilsa.

Foder

Specifika rekommendationer for ett utfodringsprogram som har visat sig fungera vil for
LAGDA-testet anges 1 detalj i tilligg 4. Det rekommenderas att foderkéllorna kontrolleras
med avseende pa biologiska gifter, herbicider och andra bekdmpningsmedel som man vet
kan orsaka skolios hos Xenopus laevis eller andra vattenlevande djur (Schlenk och Jenkins,
2013). Till exempel har exponering for vissa kolinesterashdmmare kopplats till skolios hos
fiskar (Schultz m.fl., 1985) och grodor (Bacchetta m.fl., 2008).
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