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I

(Nezakonodavni akti)

UREDBE

UREDBA KOMISIJE (EU) 2019/1390
od 31.srpnja 2019.

o izmjeni Priloga Uredbi (EZ) br. 440/2008 o utvrdivanju ispitnih metoda u skladu s Uredbom (EZ)
br. 1907/2006 Europskog parlamenta i Vijeéa o registraciji, evaluaciji, autorizaciji i ogranicavanju
kemikalija (REACH) radi prilagodbe tehnickom napretku

(Tekst znacajan za EGP)

EUROPSKA KOMISJJA,

uzimajuéi u obzir Ugovor o funkcioniranju Europske unije,

uzimajuéi u obzir Uredbu (EZ) br. 1907/2006 Europskog parlamenta i VijeCa od 18. prosinca 2006. o registraciji,
evaluaciji, autorizaciji i ogranicavanju kemikalija (REACH) i osnivanju Europske agencije za kemikalije te o izmjeni
Direktive 1999/45/EZ i stavljanju izvan snage Uredbe Vijeca (EEZ) br. 793/93 i Uredbe Komisije (EZ) br. 1488/94
kao i Direktive Vijeca 76/769/EEZ i direktiva Komisije 91/155/EEZ, 93/67EEZ, 93/105/EZ i 2000/21[EZ (), a posebno
njezin ¢lanak 13. stavak 2.,

bududi da:

(1) Uredba Komisije (EZ) br. 440/2008 (%) sadrzava ispitne metode za potrebe odredivanja fizikalno-kemijskih svoj-
stava, toksicnosti i ekotoksi¢nosti kemikalija koje treba primijeniti za potrebe Uredbe (EZ) br. 1907/2006.

(2)  Organizacija za gospodarsku suradnju i razvoj (OECD) razvija uskladene i na medunarodnoj razini dogovorene
smjernice za ispitivanje kemikalija u regulatorne svrhe. OECD redovito izdaje nove i revidirane smjernice za
ispitivanje uzimajudi u obzir znanstveni napredak u tom podrudju.

(3)  Kako bi se uzeo u obzir tehnicki napredak i, kad je god mogude, u skladu s ¢lankom 13. stavkom 2. Uredbe (EZ)
br. 1907/2006 smanjio broj Zivotinja koje se koriste u eksperimentalne svrhe, nakon donosenja odgovarajucih
smjernica OECD-a za ispitivanje trebalo bi utvrditi dvije nove ispitne metode za procjenu ekotoksicnosti i devet
novih ispitnih metoda za utvrdivanje toksi¢nosti za ljudsko zdravlje te bi sedam ispitnih metoda trebalo aZzurirati.
Jedanaest od tih ispitnih metoda odnose se na in vitro ispitivanja nadraZivanjajnagrizanja koze i oka, izazivanje
osjetljivosti koze, genotoksi¢nost i endokrine ucinke. S dionicima je provedeno savjetovanje o predlozenoj izmjeni.

() SLL 396, 30.12.2006., str. 1.
(%) Uredba Komisije (EZ) br. 440/2008 od 30. svibnja 2008. o utvrdivanju ispitnih metoda u skladu s Uredbom (EZ) br. 1907/2006
Europskog parlamenta i Vijeca o registraciji, evaluaciji, autorizaciji i ograni¢avanju kemikalija (REACH) (SL L 142, 31.5.2008., str. 1.).
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(4 Uredbu (EZ) br. 440/2008 trebalo bi stoga na odgovarajui nacin izmijeniti.

(5)  Mjere predvidene ovom Uredbom u skladu su s misljenjem odbora uspostavljenog na temelju ¢lanka 133. Uredbe
(EZ) br. 1907/2006,

DONIJELA JE OVU UREDBU:

Clanak 1.
Prilog Uredbi (EZ) br. 440/2008 mijenja se u skladu s Prilogom ovoj Uredbi.

Clanak 2.

Ova Uredba stupa na snagu dvadesetog dana od dana objave u Sluzbenom listu Europske unije.

Ova je Uredba u cijelosti obvezujuéa i izravno se primjenjuje u svim drzavama ¢lanicama.

Sastavljeno u Bruxellesu 31.srpnja 2019.

Za Komisiju
Predsjednik
Jean-Claude JUNCKER
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PRILOG

Prilog Uredbi (EZ) br. 440/2008 mijenja se kako slijedi:

(1) u dijelu B poglavlje B.4. zamjenjuje se sljede¢im:

,B.4. AKUTNO NADRAZIVANJE/NAGRIZANJE KOZE
UvOoD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 404 (TG) (2015.). Smjernice OECD-a za ispiti-
vanje kemikalija periodicki se preispituju kako bi se osiguralo da odrazavaju najbolje dostupne znanstvene
spoznaje. Kod preispitivanja Smjernice OECD-a za ispitivanje 404 posebna je pozornost posveéena mogucim
poboljsanjima u vezi s dobrobiti Zivotinja i procjeni svih postoje¢ih informacija o ispitivanoj kemikaliji kako bi
se izbjegla nepotrebna ispitivanja na laboratorijskim Zivotinjama. AZurirana verzija Smjernice OECD-a za
ispitivanje 404 (izvorno donesena 1981., revidirana 1992., 2002. i 2015.) ukljucuje upucivanje na Smjernice
o integriranim pristupima ispitivanju i procjeni (IATA) za nadrazivanje/nagrizanje koze (1), u kojima se
predlaze modularan pristup ispitivanju nadraZivanja i nagrizanja koZe. U IATA-i je opisano nekoliko modula
u kojima se grupiraju izvori informacija i alati za analizu te i. pruzaju se smjernice o tome kako integrirati i
upotrijebiti postojee podatke o ispitivanju i podatke koji se dobivaju bez ispitivanja za procjenu potencijala
kemikalija da uzrokuju nadraZivanje i nagrizanje koze te ii. predlaze se pristup kad je potrebno daljnje
ispitivanje (1.). Osim toga, u toj se smjernici, prema potrebi, kod pocetnog ispitivanja in vivo preporucuje
postupna, a ne istodobna primjena triju ispitnih krpica (patch test) na Zivotinju.

2. Definicije za nadrazivanje i nagrizanje koZe utvrdene su u Dodatku ovoj ispitnoj metodi.

POCETNA RAZMATRANJA

3. Kako bi se osigurala pouzdanost znanstvenih rezultata i dobrobit Zzivotinja, in vivo ispitivanje ne bi trebalo
zapoceti sve dok se analizom snage dokaza ne ocijene svi raspoloZivi podaci koji su relevantni za mogude
nagrizajuce[nadrazujuce djelovanje ispitivane kemikalije na koZzu, kako je navedeno u Smjernicama o integri-
ranim pristupima ispitivanju i procjeni za nagrizanje i nadrazivanje koZe, tj. u trima dijelovima tih smjernica i
njihovim odgovarajuéim modulima (1.). Ukratko, u dijelu 1. postojeéi se podaci razmatraju u sedam modula
kojima su obuhvadeni podaci dobiveni ispitivanjima na ljudima, podaci dobiveni metodom in vivo, podaci
dobiveni metodom in vitro, podaci o fizikalno-kemijskim svojstvima (npr. pH-vrijednost, osobito jaka kiselost
ili luznatost) i metode koje ne uklju¢uju ispitivanje. U dijelu 2. provodi se analiza snage dokaza. Ako analiza
snage dokaza i dalje nije jednoznacna, trebao bi se provesti dio 3. s dodatnim ispitivanjem, pri ¢emu se pocinje
s in vitro metodama, a in vivo ispitivanja koriste se kao posljednja opcija. Ta bi analiza stoga trebala smanjiti
potrebu za in vivo ispitivanjem nagrizajueg/nadrazujuceg djelovanja ispitivanih kemikalija na kozu za koje u
pogledu te dvije krajnje tocke ve¢ postoji dovoljno dokaza na temelju drugih istraZivanja.

NACELO IN VIVO ISPITIVANJA

4. Jedna doza ispitivane kemikalije nanosi se na kozu pokusne Zivotinje; netretirani dijelovi koZe ispitne Zivotinje
sluze za kontrolu. Stupanj nadrazenosti/nagriZenosti ocitava se i biljezi u odredenim vremenskim intervalima i
zatim se dodatno opisuje kako bi se mogla napraviti kompletna ocjena ucinaka. IstraZivanje treba trajati
dovoljno dugo da bude mogude ocijeniti jesu li uoceni ucinci reverzibilni ili ireverzibilni.

5. Zivotinje koje pokazuju stalne znakove jakog stresa ifili boli u bilo kojoj fazi ispitivanja treba humano usmirtiti
te ispitivanu kemikaliju s tim u skladu ocijeniti. Kriteriji za donoSenje odluke 0 humanom usmréivanju Zivotinja
koje su na umoru i koje jako pate navedeni su u zasebnom dokumentu sa smjernicama (2.).
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PRIPREME ZA IN VIVO ISPITIVANJE
Odabir Zivotinjske vrste

6. Kao pokusne Zivotinje preporucuje se upotrijebiti albino kunile, i to zdrave, mlade odrasle primjerke. U slucaju
da se koristi neka druga Zivotinjska vrsta, treba navesti razloge za to.

Priprema Zivotinja

7. Otprilike 24 sata prije ispitivanja Zivotinjama se s lednog dijela trupa uklanja dlaka $iSanjem neposredno uz
kozu. Pritom treba paziti da se koZa ne oSteti te treba koristiti samo Zivotinje sa zdravom, netaknutom koZom.

8. Kod nekih su sojeva kuniéa odredeni dijelovi koZe prekriveni vrlo gustom dlakom, 3to je posebno izrazeno u
odredeno doba godine. Na takvima se gusto obraslim dijelovima kozZe ispitivanja ne bi smjela obavljati.

Uvjeti smjestaja i hranjenja

9. Zivotinje treba smjestiti pojedinacno. Kad su u pitanju kunici, temperatura prostorije u kojoj se drze pokusne
Zivotinje treba biti 20 °C (£3 °C). lako bi relativna vlaga trebala biti najmanje 30 % te je poZeljno da ne prijede
70 %, osim tijekom ciscenja prostorije, cilj bi trebao biti 50-60 %. Rasvjeta bi trebala biti umjetna uz izmjenu
12 sati svjetla i 12 sati mraka. Kad je rije¢ o hranjenju, mozZe se primjenjivati standardna hrana za laboratorijske
Zivotinje uz neogranicene koli¢ine vode za pice.

ISPITNI POSTUPAK
Primjena ispitivane kemikalije

10. Ispitivanu kemikaliju treba nanijeti na malu povrsinu (priblizno 6 cm?) koze i prekriti gazenom krpicom koju
treba pricvrstiti nenadrazujuom ljepljivom trakom. U slu¢ajevima kad izravno nanoSenje nije mogude (npr.
tekudine ili neke paste) ispitivanu kemikaliju prvo treba nanijeti na gazenu krpicu koja se zatim stavlja na kozu.
Krpicu treba drzati labavo u kontaktu s kozom s pomoéu odgovarajuéeg poluokluzivnog obloga tijekom cijelog
razdoblja izlaganja. Ako se ispitivana kemikalija nanosi na krpicu, na koZu je treba pri¢vrstiti na takav nacin da
se ostvari dobar kontakt izmedu kemikalije i koZe te da kemikalija bude jednoliko rasporedena po kozi.
Zivotinju treba sprijeciti da dosegne krpicu te da kemikaliju unese u organizam gutanjem ili udisanjem.

11. Tekuce ispitivane kemikalije obi¢no se koriste nerazrijedene. Kad se ispituju krute tvari (koje mogu biti usitnjene
u prah ako se smatra potrebnim), ispitivanu kemikaliju treba navlaziti najmanjom moguéom koli¢inom vode
(ili, prema potrebi, nekim drugim odgovaraju¢im nosacem) koja je dovoljna da omoguéi dobar kontakt s
kozom. Kad se koriste drugi nosadi, a ne voda, potencijalni utjecaj nosaca na nadrazenost koZe izazvanu
ispitivanom kemikalijom treba biti minimalan ili nikakav.

12. Na kraju razdoblja izlaganja, koje obi¢no traje Cetiri sata, ostatke ispitivane kemikalije po moguénosti treba
ukloniti vodom ili odgovarajuéim otapalom, ne mijenjajui nastao odgovor ili integritet povriinskog sloja koze
(epiderme).

Visina doze

13. Na pripremljeni dio koZe nanosi se doza od 0,5 ml tvari u tekuéem obliku ili 0,5 g u krutom obliku ili u obliku
paste.
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Pocetno ispitivanje (ispitivanje nadrazujudih/nagrizajucih svojstava in vivo na jednoj Zivotinji)

14. Ako se na temelju analize snage dokaza ili prethodnog in vitro ispitivanja utvrdi da je ispitivana kemikalija
korozivna, nadrazujuca ili nerazvrstana, daljnje in vivo ispitivanje obi¢no nije potrebno. Medutim, u slucajevima
u kojima se smatra da su potrebni dodatni podaci provodi se in vivo ispitivanje u kojem se prvo upotrebljava
jedna Zivotinja i primjenjuje se sljedeci pristup. Na koZu jedne Zivotinje u slijedu se stavljaju najvise tri krpice.
Prva se krpica uklanja nakon tri minute. Ako se na koZzi ne uoci jaka reakcija, na drugo se mjesto stavlja druga
krpica koja se uklanja nakon jednog sata. Ako se na temelju opazanja u ovoj fazi moze zakljuciti da ne bi bilo
nehumano produziti izlaganje, stavlja se treca krpica koja se uklanja nakon Cetiri sata i utvrduje stupanj
odgovora.

15. Ako se nakon bilo kojeg od tri izlaganja u nizu opazi nagrizajule djelovanje, ispitivanje se odmah prekida. Ako
se nakon uklanjanja posljednje krpice ne uoéi nagrizajuce djelovanje, Zivotinja se opaza 14 dana, osim u slucaju
da do nagrizanja dode ranije.

16. U slucajevima kad se ne ocekuje da Ce ispitivana kemikalija uzrokovati nagrizanje, ali da moze biti nadrazujuda,
treba na jednu Zivotinju staviti jednu krpicu i drzati je Cetiri sata.

Potvrdni test (ispitivanje nadraZivanja koZe in vivo na dodatnim Zivotinjama)

17. Ako se tijekom pocetnog ispitivanja ne opazi nagrizaju¢i ucinak, nadrazujudi ili negativan odgovor treba
potvrditi ispitivanjem na najviSe dvije dodatne Zivotinje, od kojih na svaku treba primijeniti po jednu krpicu
u trajanju od Cetiri sata. Ako se tijekom pocetnog ispitivanja opazi nadrazujuéi ucinak, potvrdno se ispitivanje
moze izvesti sekvencijski ili istodobnim izlaganjem dviju dodatnih Zivotinja. U iznimnim slucajevima kod kojih
se pocetno ispitivanje ne provodi, moZe se tretirati dvije ili tri Zivotinje jednom krpicom koja se nakon Cetiri
sata uklanja. Ako pri koriStenju dviju Zivotinja obje pokazu isti odgovor, daljnje ispitivanje nije potrebno. U
suprotnom, ispitivanju se podvrgava i treta Zivotinja. Dvosmislene odgovore ponekad treba ocijeniti ispitiva-
njem na dodatnim Zivotinjama.

Razdoblje opaZanja

18. Opazanje treba trajati dovoljno dugo da se u potpunosti moze utvrditi reverzibilnost uo¢enih u¢inaka. Medutim,
pokus treba prekinuti u bilo kojem trenutku ako Zivotinja pokazuje trajne znakove jake boli ili stresa. Da bi se
utvrdila reverzibilnost ucinaka, Zivotinje treba opazati do 14 dana nakon uklanjanja krpica. Ako se reverzibil-
nost utvrdi prije isteka 14 dana, pokus odmah treba prekinuti.

Klinicka opaZanja i stupnjevanje reakcija na kozi

19. Sve Zivotinje treba pregledati kako bi se vidjelo pokazuju li znakove crvenila koZe (eritema) ili oteklina (edema) i
to nakon 60 minuta, a zatim nakon 24, 48 i 72 sata po skidanju krpice. Za pocetno ispitivanje na jednoj
Zivotinji mjesto ispitivanja pregledava se i odmah nakon uklanjanja krpice. Stupanj reakcije na kozi utvrduje se i
biljezi prema stupnjevima opisanim u tablici u nastavku. Ako se na kozi pojavi osteéenje koje se nakon 72 sata
ne moZe definirati kao nadraZenost ili nagrizenost, mozda ¢e za utvrdivanje reverzibilnosti ucinaka biti
potrebno opazanje u trajanju od 14 dana. Uz opaZanja povezana s nadraZenosti koZe treba detaljno opisati
i zabiljeziti sve lokalne toksi¢ne ucinke, kao $to je isuSivanje koZe, i sve sustavne Stetne ucinke (npr. klinicki
znakovi toksi¢nosti i promjene u tjelesnoj masi). U slucaju dvosmislenih odgovora trebalo bi razmotriti
moguénost histopatoloskog pregleda.

20. Stupnjevanje odgovora na kozi po svojoj je prirodi subjektivno. Da bi se poboljsala uskladenost u stupnjevanju
odgovora na kozi te da bi se u tom smislu pomoglo ispitnim laboratorijima i onima koji obavljaju opazanja i
tumace rezultate, osoblje koje obavlja ta opazanja treba proéi odgovarajule osposobljavanje za primjenu sustava
ocjenjivanja (vidjeti tablicu u nastavku). Od pomo¢i bi mogao biti ilustrirani priru¢nik za utvrdivanje stupnja
nadraZenosti i drugih lezija koze (3.).
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PODACI I IZVJESCIVANJE

21. Rezultate istraZivanja, koji obuhvacaju sve stavke iz stavka 24., treba rezimirati u obliku tablice u kona¢nom
izvjes¢u o ispitivanju.

Ocjena rezultata

22. Pokazatelje nadrazenosti koZze treba ocijeniti ovisno o vrsti i stupnju lezija te o njihovoj reverzibilnosti ili
ireverzibilnosti. Pojedina¢ni rezultati ne predstavljaju apsolutni standard za nadrazujuca svojstva odredenog
ispitnog materijala, s obzirom na to da se ocjenjuju i drugi njegovi ucinci. Umjesto toga, na pojedinacne
rezultate treba gledati kao na referentne vrijednosti koje se ocjenjuju u kombinaciji sa svim ostalim opazanjima
iz istrazivanja.

23. Kod ocjenjivanja nadraZenosti koze treba uzeti u obzir reverzibilnost lezija. Ako reakcije kao $to su alopecija
(ograniCena povrsina), hiperkeratoza, hiperplazija i perutanje ostanu prisutne do kraja 14-dnevnog razdoblja
opaZanja, ispitivanu kemikaliju treba smatrati nadrazujuéom.

IzvjeSée o ispitivanju

24. Izvjesée o ispitivanju mora sadrZavati sljedece informacije:

Razlozi za ispitivanje in vivo:

— analiza snage dokaza postoje¢ih podataka dobivenih prethodnim ispitivanjima, ukljucujuéi rezultate dobi-
vene primjenom strategije sekvencijskog ispitivanja,

— opis relevantnih podataka dobivenih ranijim ispitivanjima,

— podaci dobiveni u svakoj fazi primijenjene strategije ispitivanja,

— opis obavljenih in vitro ispitivanja, ukljucujuéi pojedinosti o postupcima i rezultate dobivene ispitivanjem
ispitivanih/referentnih tvari,

— analiza snage dokaza radi provodenja istraZivanja in vivo.

Ispitivana kemikalija:

— tvar s jednim sastojkom: kemijske identifikacijske oznake, kao §to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj,
SMILES ili InChI oznaka, strukturna formula, ¢istoca, kemijski identitet necistoa prema potrebi i ako je
izvedivo u praksi, itd.,

— tvar s viSe sastojaka, smjesa i tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvodi ili
bioloski materijali (UVCB): opis (koliko je to moguée) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativnog
udjela i relevantnih fizikalno-kemijskih svojstava sastojaka,

— fizicki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

— izvor, broj serije, ako su dostupni,

— tretiranje ispitivane kemikalije/kontrolne tvari prije ispitivanja, ako je primjenljivo (npr. grijanje, mljevenje),
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— stabilnost ispitivane kemikalije, rok uporabe ili datum za ponovnu analizu ako je poznat,

— uvjeti skladistenja.

Nosac:

— identifikacijska oznaka, koncentracija (prema potrebi), upotrijebljeni volumen,

— obrazloZenje za odabir nosaca.

Ispitne Zivotinje:

— upotrijebljena vrsta/soj, razlozi za upotrebu drugih Zivotinja umjesto albino kunica,

— broj zivotinja svakog spola,

— tjelesna masa pojedina¢nih Zivotinja na pocetku i na kraju ispitivanja,

— dob na pocetku istrazivanja,

— podrijetlo Zivotinja, uvjeti smjestaja, prehrana itd.

Ispitni uvjeti:

— tehnika pripremanja mjesta na koje e se staviti krpica,

— pojedinosti o upotrijebljenim materijalima i tehnici stavljanja krpice,

— pojedinosti o pripremi ispitivane kemikalije, nano$enju i uklanjanju.

Rezultati:

— tabli¢ni prikaz stupnjeva nadrazujudeg/nagrizajueg odgovora za svaku Zivotinju u svakoj vremenskoj tocki
u kojoj se provodi opazanje,

— opis svih uocenih lezija,

— detaljni opis vrste i stupnja uocene nadraZenosti ili nagrizanja i svi histopatoloski nalazi,

— opis drugih Stetnih lokalnih (npr. isusivanje koZe) i sustavnih ucinaka koji se javljaju pored nadrazivanja i
nagrizanja koze.
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Rasprava o rezultatima
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Tablica

Utvrdivanje Stupnja Reakcije na KoZi

Nastanak eritema i eshara (crvenila koZe i krasta)

Nema eritema 0
Lagano izrazeni eritemi (jedva uocljivi) 1
Dobro definirani eritemi 2
Srednje do jako izrazeni eritemi 3

Jako izraZeni eritemi (tamno crvenilo, poput boje govedine) uz stvaranje eshara koji sprecavaju utvr- 4
divanje stupnja eritema

Najvisi mogudi stupanj: 4

Nastanak edema

Nema edema 0
Vrlo lagani edemi (jedva uocljivi) 1
Lagani edemi (rubovi povrine izdignuti i jasno definirani) 2
Srednji edemi (izdignuti priblizno 1 mm) 3
Jaki edemi (izdignuti viSe od 1 mm i $ire se izvan povrsine izlaganja) 4

Najvisi mogudi stupanj: 4

U slucaju dvosmislenih odgovora moze se obaviti histopatoloski pregled.
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Dodatak

DEFINICIJE

Kemikalija je tvar ili smjesa.

Nadrazivanje koZe je uzrokovanje reverzibilnog ostecenja koze nakon primjene ispitivane kemikalije u trajanju do najvise
Cetiri sata.

Nagrizanje koZe je uzrokovanje ireverzibilnog osteCenja koze, odnosno vidljive nekroze koja kroz epidermu prodire u
dermu nakon §to je ispitivana kemikalija primjenjivana u trajanju do najviSe Cetiri sata. Nagrizanje je obi¢no popraeno
¢irevima, krvarenjem, krvavim krastama, a do kraja razdoblja promatranja od 14 dana i promjenom boje zbog izbje-
liivanja koZe, potpunim gubitkom dlake na zahvaéenim dijelovima te oZiljcima. Za ocjenjivanje sumnjivih lezija treba
razmotriti mogucnost histopatoloskih pretraga.

Ispitivana kemikalija je svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.;”
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(2) u dijelu B poglavlje B.17. zamjenjuje se sljede¢im:

,B.17. IN VITRO ISPITIVANJA GENSKIH MUTACIJA STANICA SISAVACA UPOTREBOM GENA HPRT I XPRT
UvoD

1. Ova ispitna metoda odgovara smjernici OECD-a za ispitivanje 476 (2016.). Ispitne metode periodi¢no se
preispituju uzimajuéi u obzir znanstveni napredak, promjene regulatornih potreba i dobrobit Zivotinja. U
trenutacnoj revidiranoj verziji ispitne metode B.17. uzima se u obzir gotovo 30 godina iskustva s ovim
ispitivanjem te je ona rezultat razvoja posebne nove metode namijenjene in vitro ispitivanjima genskih mutacija
stanica sisavaca upotrebom gena za timidin kinazu. Ispitna metoda B.17. dio je niza ispitnih metoda u podrudju
genetske toksikologije. OECD je sastavio dokument u kojem se daju saZete informacije o ispitivanju u podrudju
genetske toksikologije te pregled novijih promjena smjernica OECD-a za ispitivanje genotoksi¢nosti (1.).

2. Svrha je in vitro ispitivanja genskih mutacija stanica sisavaca otkrivanje genskih mutacija induciranih kemika-
lijama. Stani¢ne linije koje se upotrebljavaju u tim ispitivanjima mjere napredne mutacije na reporterskim
genima, to¢nije na genu za endogenu hipoksantin-gvanin-fosforibozil-transferazu (Hprt kod stanica glodavaca,
HPRT kod ljudskih stanica; u ovoj se ispitnoj metodi zajednicki nazivaju gen Hprt i HPRT test) i transgenu za
ksantin-gvanin-fosforibozil-transferazu (gpt) (dalje u tekstu ,XPRT test”). Testovi mutacija HPRT i XPRT otkrivaju
razlicite spektre genetskih pojava. Uz mutacije otkrivene HPRT testom (npr. supstitucije baznih parova, pomaci
okvira ocitavanja, manje delecije i insercije), autosomalna lokacija transgena gpt moZe omoguditi otkrivanje
mutacija koje su rezultat velikih delecija i moguce mitotske rekombinacije koja nije otkrivena HPRT testom jer
se gen Hprt nalazi na X-kromosomu (2., 3., 4., 5., 6.1 7.). XPRT se trenutacno upotrebljava manje nego HPRT
test u regulatorne svrhe.

3. Upotrijebljene definicije navedene su u Dodatku 1.

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA

4. Ispitivanja koja se obavljaju in vitro obitno zahtijevaju primjenu egzogenog izvora metabolicke aktivacije.
Egzogenim sustavom metabolicke aktivacije ne oponasaju se u cijelosti in vivo uvjeti.

5. Trebalo bi voditi racuna o tome da se izbjegnu uvjeti koji bi doveli do lazno pozitivnih rezultata (odnosno
mogude interakcije s ispitnim sustavom) koji nisu uzrokovani izravnom interakcijom ispitivanih kemikalija i
genetskog materijala stanice; takvi uvjeti ukljuuju promjene pH-vrijednosti ili osmolalnosti (8., 9. i 10.),
interakciju s komponentama medija (11. i 12.) ili prekomjerne razine citotoksi¢nosti (13.). Citotoksi¢nost
koja premasuje preporucene najviSe razine citotoksicnosti, kako su definirane u stavku 19., smatra se preko-
mjernom za HPRT test.

6. Prije nego $to se ova ispitna metoda primijeni na smjesi radi dobivanja podataka za predvidenu regulatornu
svrhu, potrebno je razmotriti mogu li se te, ako se mogu, zasto se njome mogu dobiti primjereni rezultati za tu
svthu. Ta razmatranja nisu potrebna ako postoji regulatorni zahtjev za ispitivanje smjese.

NACELO ISPITIVANJA

7. Mutirane stanice kod kojih nema aktivnosti enzima Hprt u HPRT testu ili aktivnosti enzima xprt u XPRT testu
otporne su na citostatske u¢inke purin analognog 6-tiogvanina (TG). Stanice koje sadrzavaju dosta Hprta (u
HPRT testu) ili gpta (u XPRT testu) osjetljive su na TG, $to uzrokuje inhibiciju stanicnog metabolizma i sprecava
daljnju diobu stanica. Tako se mutirane stanice uz prisutnost TG-a mogu razmnoZavati, a normalne stanice koje
sadrzavaju enzim Hprt (u HPRT testu) ili gpt (u XPRT testu) ne mogu.
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8. Stanice u suspenziji ili jednoslojnim kulturama izlazu se u odgovarajuéem trajanju ispitivanoj kemikaliji (od tri
sata do Sest sati), s egzogenim izvorom metabolicke aktivacije i bez njega (vidjeti stavak 14.), te se zatim
supkultiviraju da bi se utvrdila citotoksi¢nost i omogucila fenotipska ekspresija prije selekcije mutanata (14., 15.,
16.1 17.). Citotoksi¢nost se utvrduje relativnom stopom preZivljavanja, tj. u¢inkovitoséu kloniranja koja se mjeri
odmah nakon tretiranja i prilagodava za moguéi gubitak stanica tijekom tretiranja u usporedbi s negativnom
kontrolom (stavak 18. i Dodatak 2.). Tretirane se kulture drze u mediju za rast tijekom dovoljno dugog
vremenskog razdoblja koje je karakteristicno za svaki tip stanice, kako bi se omogudila gotovo optimalna
fenotipska ekspresija induciranih mutacija (obi¢no najmanje 7-9 dana). Nakon fenotipske ekspresije utvrduje
se ucestalost pojave mutanata nasadivanjem poznatog broja stanica u medij koji sadrzava selektivni agens za
otkrivanje kolonija mutanata, a u medij bez selektivnog agensa za odredivanje ucinkovitosti kloniranja (vijabil-
nost). Nakon odgovarajuceg razdoblja inkubacije kolonije se prebroje. Ucestalost pojave mutanata ra¢una se na
temelju broja kolonija mutanata koji se ispravlja ucinkovito$¢u kloniranja u trenutku selekcije mutanata.

OPIS METODE
Pripreme
Stanice

9. Vrste stanica koje se koriste u testovima HPRT i XPRT trebale bi imati dokazanu osjetljivost na kemijske
mutagene, visoku ucinkovitost kloniranja, stabilan kariotip i stabilnu uCestalost pojave spontanih mutanata.
Stanice koje se najce$Ce upotrebljavaju za HPRT test ukljucuju linije stanica kineskog hrcka CHO, CHL i V79,
stanice limfoma miSa L5178Y te stanice ljudskih limfoblastoidnih stanica TK6 (18. i 19.). Za XPRT test
upotrebljavaju se stanice AS52 dobivene od stanica CHO koje sadrzavaju transgen gpt ( i kod kojih je izbrisan
gen Hprt) (20. i 21.); HPRT test ne moZe se provesti na stanicama AS52 jer je izbrisan gen hprt. Uporaba
drugih stani¢nih linija trebala bi se opravdati i validirati.

10. Rutinski bi trebalo provjeravati stabilnost modalnog broja kromosoma stani¢nih linija te odsustvo kontami-
nacije mikoplazmom (22. i 23.), a stanice ne bi trebalo upotrebljavati ako su kontaminirane ili ako je promije-
njen modalni broj kromosoma. Treba utvrditi uobicajeno trajanje stani¢nog ciklusa koje se upotrebljava u
ispitnom laboratoriju i ono treba biti u skladu s objavljenim znacajkama stanica. Trebalo bi provjeriti i
uCestalost pojave spontanih mutanata u glavnoj zalihi stanica te zalihu ne bi trebalo upotrebljavati ako ucesta-
lost pojave mutanata nije prihvatljiva.

11. Prije upotrebe u ovom ispitivanju iz kultura ¢e mozda trebati odstraniti mutirane stanice koje ve¢ postoje, npr.
uzgojem u HAT mediju za HPRT test i MPS mediju za XPRT test (5. i 24.) (vidjeti Dodatak 1.). Te prociséene
stanice mogu se krioprezervirati i zatim odmrznuti za uporabu kao radni uzorci. Radni uzorak koji se odmrzne
moze se upotrebljavati za ispitivanje nakon §to se dosegne normalno vrijeme dupliciranja. Pri provedbi XPRT
testa za rutinsku kulturu stanica AS52 trebali bi se primjenjivati uvjeti kojima se osigurava odrzavanje transgena
gpt (20.).

Uvijeti koje moraju zadovoljavati podloge i kulture

12. Za odrzavanje kultura trebalo bi primjenjivati prikladne uvjete za medije za uzgoj kulture i uvjete inkubacije
(posude za kulture, vlazne atmosferske uvjete od 5 % CO, i temperaturu inkubacije od 37 °C). Stani¢ne kulture
uvijek bi se trebale odrzavati u uvjetima kojima se osigurava da one rastu u logaritamskoj fazi. Posebno je
vazno odabrati uvjete medija i kultura kojima se osiguravaju optimalni rast stanica tijekom razdoblja ekspresije i
optimalna ucinkovitost kloniranja kako mutiranih tako i nemutiranih stanica.

Priprema kultura

13. Stani¢ne linije razmnoZzavaju se iz mati¢nih kultura te se nasaduju u medij za uzgoj kulture takvom gustocom
da stanice u suspenziji ili jednoslojnoj kulturi nastave eksponencijalno rasti tijekom razdoblja tretiranja i
ekspresije (npr. treba izbjegavati konfluenciju kod stanica koje rastu kao jednoslojna kultura).
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Metabolicka aktivacija

14. Kod uporabe stanica s neodgovarajuom endogenom sposobno$¢éu metabolizma trebalo bi upotrebljavati egzo-
gene sustave metabolickog djelovanja. Sustav koji se najcesce upotrebljava i automatski preporucuje, osim ako je
drukeije opravdano, jest postmitohondrijska frakcija s dodanim kofaktorom (S9), pripravljena od jetre glodavaca
(obi¢no stakora), koja je bila tretirana sredstvima za enzimsku indukciju, kao $to je Aroclor 1254 (25., 26., 27. i
28.), ili mjesavinom fenobarbitala i P-naftoflavona (29., 30., 31. i 32.). Upotreba navedene smjese nije u
suprotnosti sa Stockholmskom konvencijom o postojanim organskim oneliséujuéim tvarima (33.) i dokazano
je da je za indukciju oksidaza s mijeSanom funkcijom jednako ucinkovita kao Aroclor 1254 (29. i 31.). Frakcija
S9 obi¢no se upotrebljava u koncentracijama u rasponu od 1 do 2 % (v/v), ali moze se povecati na 10 % (v[v) u
kona¢nom ispitnom mediju. Na odabir vrste i koncentracije upotrijebljenog egzogenog sustava metabolicke
aktivacije ili metabolickog pokretaca moZze utjecati kategorija tvari koje se ispituju (34., 35. i 36.).

Priprema ispitivane kemikalije

15. Krute ispitivane kemikalije trebalo bi pripremiti u prikladnim otapalima i prema potrebi razrijediti prije treti-
ranja stanica (vidjeti stavak 16.). Tekude ispitivane kemikalije mogu se dodati izravno u ispitni sustav ifili
razrijediti prije tretiranja ispitnog sustava. Plinovite ili hlapljive ispitivane kemikalije trebalo bi ispitivati
nakon $to se prikladno izmijene standardni protokoli, kao §to je tretiranje u hermeticki zatvorenim posudama
za kulture (37. i 38.). Ispitivanu kemikaliju potrebno je pripremiti neposredno prije tretiranja, osim ako je
prema podacima o stabilnosti prihvatljivo skladistenje.

ISPITNI UVJETI
Otapala

16. Otapalo bi trebalo odabrati tako da se optimizira topljivost ispitivanih kemikalija bez negativnih u¢inaka na
provedbu ispitivanja, kao $to su npr. promjena rasta stanica, u¢inak na integritet ispitivane kemikalije, reagiranje
s posudama za kulture ili osteCenje sustava metabolicke aktivacije. Preporucuje se da se, kad je god moguce,
prvo uzme u obzir upotreba vodenog otapala (ili medija za uzgoj kulture). Uobicajena su otapala, na primjer,
voda i dimetil sulfoksid. Opéenito, organska otapala ne bi trebala prelaziti 1 % (v/v), a vodena otapala (fizioloska
otopina ili voda) ne bi trebala prelaziti 10 % (v/v) u mediju za zavr$no tretiranje. Ako se upotrebljavaju
neuobicajena otapala (npr. etanol ili aceton), potrebno je opravdati njihovu uporabu podacima iz kojih se
vidi da su ta otapala kompatibilna s ispitivanim kemikalijama i ispitnim sustavom te da ne djeluju genotoksi¢no
pri upotrijebljenoj koncentraciji. Ako ne postoje ti popratni podaci, vazno je dodati netretirane kontrole (vidjeti
Dodatak 1.) kako bi se dokazalo da odabrano otapalo ne inducira $tetne ili mutagene ucinke.

Mjerenje citotoksi¢nosti i odabir koncentracija izlaganja

17. Pri utvrdivanju najviSe koncentracije ispitivane kemikalije trebalo bi izbjegavati koncentracije koje imaju sposob-
nost izazivanja lazno pozitivnih odgovora, kao $to su koncentracije koje izazivaju prekomjernu citotoksi¢nost
(vidjeti stavak 20.), taloZenje u mediju za uzgoj kulture (vidjeti stavak 21.) ili znatne promjene pH-vrijednosti ili
osmolalnosti (vidjeti stavak 5.). Ako ispitivana kemikalija u trenutku dodavanja uzrokuje znatnu promjenu pH-
vrijednosti medija, pH-vrijednost moze se prilagoditi puferiranjem medija za zavr$no tretiranje kako bi se
izbjegli lazno pozitivni rezultati te odrzali primjereni uvjeti za uzgoj kulture.

18. Odabir koncentracije temelji se na citotoksi¢nosti i drugim razmatranjima (vidjeti stavke 20.-22.). lako ocjena
citotoksi¢nosti u pocetnom ispitivanju mozZe biti korisna za bolje odredivanje koncentracija koje e se upotreb-
ljavati u glavnom pokusu, pocetno ispitivanje nije potrebno. Cak i ako se provodi pocetna ocjena citotoksicno-
sti, i dalje je obvezno mjerenje citotoksi¢nosti za svaku kulturu u glavnom pokusu. Citotoksicnost bi se trebala
ocjenjivati primjenom relativne stope preZivljavanja, tj. u¢inkovitos¢u kloniranja stanica koje se nasade odmah
nakon tretiranja, prilagodeno za mogudi gubitak stanica tijekom tretiranja, na temelju broja stanica, u usporedbi
s prilagodenom ucinkovitos¢u kloniranja u negativnim kontrolama (kojima se dodjeljuje stopa preZivljavanja od
100 %) (formulu vidjeti u Dodatku 2.).
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19. Potrebno je ocijeniti najmanje Cetiri ispitne koncentracije (ne ukljucujuéi kontrolu s otapalom i pozitivnu
kontrolu) koje ispunjavaju kriterije prihvatljivosti (odgovarajuca citotoksi¢nost, broj stanica itd.). lako se prepo-
ruCuje upotreba usporednih kultura, za svaku se ispitivanu koncentraciju moze upotrijebiti samo jedna tretirana
kultura ili viSe njezinih ponovljenih uzoraka. Rezultati dobiveni iz viSe neovisnih ponovljenih kultura pri
odredenoj koncentraciji trebali bi se navoditi odvojeno, ali mogu se objediniti radi analize podataka (17.). Za
ispitivane kemikalije koje pokazuju malu ili nikakvu citotoksi¢nost uglavnom ¢e biti prikladne priblizno
dvostruke ili trostruke koncentracije. Ako se pojavi citotoksi¢nost, odabranim bi ispitnim koncentracijama
trebalo obuhvatiti raspon od koncentracije koja uzrokuje citotoksi¢nost do koncentracija pri kojima je citoto-
ksi¢nost umjerena, niska ili nepostojeca. Mnoge ispitivane kemikalije imaju ostre krivulje odgovora na koncen-
traciju te ¢e za obuhvacanje cijelog raspona citotoksi¢nosti ili podrobno istraZivanje odnosa koncentracije i
odgovora mozda biti potrebno upotrijebiti blize rasporedene koncentracije i viSe od Cetiri koncentracije,
posebno u situacijama u kojima je potrebno ponavljanje pokusa (vidjeti stavak 43.). Upotreba viSe od cetiri
koncentracije moze biti osobito vazna kad se upotrebljava jedna kultura.

20. Ako se maksimalna koncentracija temelji na citotoksi¢nosti, najve¢om koncentracijom trebala bi se nastojati
ostvariti relativna stopa preZivljavanja od 20 do 10 %. Trebalo bi s oprezom tumaditi pozitivne rezultate koji se
nalaze samo pri relativnoj stopi prezivljavanja od 10 % ili manjoj (stavak 43.).

21. Za slabo topljive ispitivane kemikalije koje nisu citotoksicne pri koncentracijama niZima od najnize koncen-
tracije pri kojoj kemikalija nije topljiva najvisa bi analizirana koncentracija trebala dovesti do zamudenosti ili
taloga vidljivog golim okom ili inverznim mikroskopom na kraju tretiranja ispitivanom kemikalijom. Cak i ako
se citotoksi¢nost pojavi iznad najnize netopljive koncentracije, preporucuje se ispitivanje pri samo jednoj
koncentraciji koja dovodi do zamuéenja ili s vidljivim talogom jer lazni udinci mogu biti posljedica taloga.
Pri koncentraciji zbog koje nastaje talog potrebno je osigurati da taj talog ne utje¢e na izvodenje ispitivanja.
Moze biti korisno odrediti topljivost u mediju za uzgoj kulture prije izvodenja pokusa.

22. Ako nisu zapazeni talog ili ograniavajuca citotoksi¢nost, najvisa ispitna koncentracija trebala bi odgovarati
najnizoj od sljede¢ih vrijednosti: 10 mM, 2 mg/ml ili 2 pl/ml (39. i 40.). Ako sastav ispitivane kemikalije nije
definiran, npr. ako je rije¢ o tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZenim reakcijskim proizvodima ili
bioloskim materijalima (tj. kemijskim tvarima nepoznatog ili promjenjivog sastava ili UVCB tvarima) (41.),
proizvodima ekstrahiranima iz okolisa itd., mozda ¢e trebati povecati najvisu koncentraciju (npr. 5 mg/ml), u
odsustvu dovoljne citotoksi¢nosti, kako bi se povecala koncentracija svakog sastojka. Medutim, trebalo bi
napomenuti da ti zahtjevi mogu biti drukciji za farmaceutske proizvode namijenjene ljudima (42.).

Kontrole

23. Kod svakog uvjeta pokusa potrebno je ukljuciti istodobne negativne kontrole (vidjeti stavak 16.) koje se sastoje
samo od otapala u mediju za tretiranje i koje su tretirane na isti nacin kao kulture za tretiranje.

24. Istodobne pozitivne kontrole potrebne su za dokazivanje sposobnosti laboratorija za odredivanje mutagena u
uvjetima upotrijebljenog protokola ispitivanja i ucinkovitosti egzogenog sustava metabolicke aktivacije ako je
primjenjivo. Primjeri pozitivnih kontrola navedeni su u tablici 1. u nastavku. Ako je to opravdano, mogu se
koristiti alternativne tvari za pozitivnu kontrolu. S obzirom na to da je in vitro ispitivanje genotoksi¢nosti na
stanicama sisavaca u dostatnoj mjeri standardizirano, ispitivanja u kojima se upotrebljavaju tretiranja s egzo-
genom metabolickom aktivacijom i bez nje mogu se provoditi upotrebom samo pozitivnih kontrola koje
zahtijevaju metabolicku aktivaciju. U tom Ce slucaju taj jedan odgovor pozitivne kontrole dokazati djelovanje
sustava metabolicke aktivacije i osjetljivost ispitnog sustava. Svaku pozitivnu kontrolu trebalo bi primijeniti pri
jednoj ili vise koncentracija za koje se ocekuje da ¢e dovesti do ponovljivih i zamjetnih povecanja u odnosu na
pozadinu kako bi se dokazala osjetljivost ispitnog sustava, a odgovor ne bi trebala dovesti u pitanje citoto-
ksi¢nost koja prelazi grani¢ne vrijednosti utvrdene u ispitnoj metodi (vidjeti stavak 20).
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Tablica 1.

Referentne tvari preporuene za ocjenu osposobljenosti laboratorija i za odabir pozitivnih kontrola

Stanje metabolicke aktivacije Lokus Tvar i CAS br.
Odsutnost egzogene metabolicke aktiva- | Hprt Etil metansulfonat [CAS br. 62-50-0]
cije Etil nitrozoureja [CAS br. 759-73-9]

4-nitrokinolin-1-oksid [CAS br. 56-57-5]

xprt Streptonigrin [CAS br. 3930-19-6]
Mitomicin C [CAS br. 50-07-7]

Prisutnost egzogene metabolicke aktiva- | Hprt 3-metilkolantren [CAS br. 56-49-5]
cije 7,12-dimetilbenzantracen [CAS br. 57-97-6]
Benzo[a]piren [CAS br. 50-32-8]

xprt Benzo[a]piren [CAS br. 50-32-8]

POSTUPAK
Tretiranje ispitivanom kemikalijjom

25. Stanice koje se razmnozZavaju tretiraju se ispitivanom kemikalijom uz prisutnost i odsutnost sustava metabolicke
aktivacije. Izlaganje treba trajati odgovarajuce vrijeme (obi¢no je primjereno od tri do Sest sati).

26. Minimalni broj stanica koje se koriste za svaku ispitnu kulturu (kontrolnu i tretiranu) u svakoj fazi ispitivanja
trebao bi se temeljiti na ucestalosti pojave spontanih mutanata. Opca je smjernica tretirati i pasazirati dovoljno
stanica kako bi se odrzalo deset spontanih mutacija u svakoj kulturi u svim fazama ispitivanja (17.). Ucestalost
pojave spontanih mutanata opcenito iznosi od 5 do 20 x 107°. Kako bi se postigla ucestalost pojave spontanih
mutanata od 5 x 1076 i kako bi se odrzao dovoljan broj spontanih mutacija (10 ili vise) ¢ak i za kulture koje se
tretiraju pri koncentracijama koje uzrokuju 90-postotnu citotoksicnost tijekom tretiranja (relativna stopa
prezivljavanja od 10 %), bilo bi potrebno tretirati najmanje 20 x 106 stanica. Osim toga, mora se kultivirati
dovoljan broj stanica (ali nikad manje od dva milijuna) tijekom razdoblja ekspresije i nasaditi radi selekcije
mutanata (17.).

Vrijeme fenotipske ekspresije i mjerenje ulestalosti pojave mutanata

27. Nakon razdoblja tretiranja stanice se kultiviraju kako bi se omogudila ekspresija fenotipa mutanata. Obi¢no je
dovoljno od sedam do devet dana da bi se omogudila gotovo optimalna fenotipska ekspresija novoinduciranih
mutanata Hprta i xprta (43. i 44.). Tijekom tog razdoblja stanice se moraju redovno supkultivirati kako bi se
odrzao eksponencijalni rast. Nakon fenotipske ekspresije stanice se ponovno nasaduju u medij sa selektivnim
agensom (6-tiogvanin) odnosno bez njega kako bi se utvrdili broj mutanata odnosno u¢inkovitost kloniranja u
trenutku selekcije. To nasadivanje mozZe se provesti upotrebom zdjelica za jednoslojne kulture ili ploce s
mikrojazicama za stanice u suspenziji. Za selekciju mutanata stanice bi trebalo nasaditi pri gustoci kojom se
osigurava optimalna regeneracija mutanata (tj. izbjegava se metabolicka suradnja) (17.). Ploce se inkubiraju
tijekom odgovarajuleg vremenskog razdoblja za optimalan rast kolonije (npr. od sedam do 12 dana) i kolonije
se prebrojavaju. Ucestalost pojave mutanata ra¢una se na temelju broja kolonija mutanata koji se ispravlja
ucinkovitoséu kloniranja u trenutku selekcije mutanata (formule vidjeti u Dodatku 2.).
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Osposobljenost laboratorija

28. Kako bi steklo dovoljno iskustva u izvodenju ispitivanja prije njegove rutinske primjene, laboratorij treba izvesti
niz pokusa s referentnim pozitivnim tvarima koje djeluju putem razli¢itih mehanizama (najmanje jedna aktivna
s metabolickom aktivacijom i jedna aktivna bez metabolicke aktivacije, odabrana s popisa tvari iz tablice 1.) te s
razli¢itim negativnim kontrolama (upotrebom razli¢itih otapalajnosaca). Odgovori pozitivnih i negativnih
kontrola trebali bi biti u skladu s literaturom. To se ne primjenjuje na laboratorije koji ve¢ imaju iskustva,
tj. one koji imaju bazu podataka o prijanjim ispitivanjima kako je utvrdeno u stavcima od 30. do 33.

29. Odabir tvari za pozitivou kontrolu (vidjeti tablicu 1. u stavku 25.) trebao bi se ispitati u odsutnosti i prisutnosti
metabolicke aktivacije kako bi se dokazala osposobljenost za otkrivanje mutagenih kemikalija, za utvrdivanje
ucinkovitosti sustava metabolicke aktivacije i za dokazivanje primjerenosti uvjeta za rast stanica tijekom tretira-
nja, fenotipske ekspresije i selekcije mutanata te postupaka ocjenjivanja. Potrebno je izabrati raspon koncen-
tracija odabranih tvari pri kojima ¢e do¢i do ponovljivih povecanja u odnosu na pozadinske vrijednosti, koja su
povezana s koncentracijom, kako bi se dokazala osjetljivost i dinamicki raspon ispitnog sustava.

Podaci o prijasnjim kontrolama

30. Laboratorij bi trebao utvrditi:

— raspon i distribuciju prijanjih pozitivnih kontrola,

— raspon i distribuciju prijasnjih negativnih kontrola (netretirane kulture, kontrole s otapalom).

31. Pri prvom prikupljanju podataka za distribuciju prijasnjih negativnih kontrola istodobne negativne kontrole
trebale bi biti u skladu s objavljenim podacima o kontrolama (22.). Kako se budu dodavali novi eksperimentalni
podaci o distribuciji kontrola, istodobne negativne kontrole trebale bi u idealnom slucaju biti unutar kontrolnih
granica od 95 % te distribucije (17., 45. i 46.).

32. Baza podataka o prija$njim negativnim kontrolama laboratorija trebala bi u pocetku obuhvacati najmanje deset
pokusa, ali bilo bi poZeljno da se sastoji od najmanje 20 pokusa provedenih u usporedivim pokusnim uvjetima.
Laboratoriji bi trebali primjenjivati metode za kontrolu kvalitete, kao $to su kontrolni dijagrami (npr. C-
dijagrami ili X-stupcasti dijagrami (47.)), kako bi utvrdili koliko su promjenjivi njihovi podaci o pozitivnim i
negativnim kontrolama te dokazali da je u njihovu laboratoriju metodologija ,pod kontrolom” (46.). Daljnje
preporuke o tome kako uspostaviti i upotrebljavati prijasnje podatke (npr. kriteriji za ukljucivanje podataka u
prijasnje podatke i njihovo izuzimanje iz tih podataka te kriteriji prihvatljivosti za odredeni pokus) nalaze se u
literaturi (45.).

33. Podaci o negativnim kontrolama trebali bi se sastojati od podataka o ucestalosti pojave mutanata u jednoj
kulturi ili, po moguénosti, u ponovljenim kulturama kako je opisano u stavku 23. Istodobne negativne kontrole
u idealnom bi slucaju trebale biti unutar kontrolnih granica od 95 % distribucije prijasnjih podataka o nega-
tivnim kontrolama koji se nalaze u bazi podataka laboratorija (17., 45. 1 46.). Ako se podaci o istodobnim
negativnim kontrolama nalaze izvan kontrolnih granica od 95 %, mogu biti prihvatljivi za ukljucenje u distri-
buciju prijasnjih kontrola pod uvjetom da ti podaci nisu ekstremne netipi¢ne vrijednosti te da postoje dokazi o
tome da je ispitni sustav ,pod kontrolom” (vidjeti prethodno navedeno) i da nema tehnicke ili ljudske pogreske.

34. Svaku izmjenu pokusnog protokola trebalo bi razmotriti s obzirom na to je li u skladu s postoje¢im bazama
podataka laboratorija o prijasnjim kontrolama. Svaka vea nesukladnost trebala bi dovesti do uspostave nove
baze podataka o prijanjim kontrolama.
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PODACI I IZVJESCIVANJE
Predstavljanje rezultata

35. Predstavljanje rezultata trebalo bi uklju¢ivati sve podatke koji su potrebni za izracun citotoksi¢nosti (izraZzeno
kao relativna stopa preZivljavanja). Podaci za tretirane i kontrolne kulture trebali bi uklju¢ivati broj stanica na
kraju tretiranja, broj stanica nasadenih odmah nakon tretiranja i brojeve kolonija (ili broj jazica bez kolonija za
metodu s mikrojaZicama). Relativna stopa prezivljavanja za svaku kulturu trebala bi se izraziti kao postotak u
odnosu na istodobnu kontrolu s otapalom (definicije potraziti u Dodatku 1.).

36. Predstavljanje rezultata trebalo bi ukljucivati i sve podatke koji su potrebni za izratun ucestalosti pojave
mutanata. Podaci za tretirane i kontrolne kulture trebali bi ukljucivati: (1) broj stanica nasadenih sa selektivnim
agensom i bez njega (kad se stanice nasaduju radi selekcije mutanata) i (2) broj izbrojanih kolonija (ili broj
jazica bez kolonija za metodu s mikrojaZzicama) na plo¢ama sa selektivnim agensom i bez njega. UCestalost
pojave mutanata rauna se na temelju broja kolonija mutanata (na ploama sa selektivnim agensom) koji se
ispravlja uc¢inkovito$¢u kloniranja (s ploca bez selektivnog agensa). Ucestalost pojave mutanata trebala bi se
izraziti kao broj mutiranih stanica po milijunu vijabilnih stanica (definicije potraziti u Dodatku 1.).

37. Potrebno je navesti podatke o pojedina¢nim kulturama. Osim toga, sve je podatke potrebno sazeto prikazati u
obliku tablice.

Kriteriji prihvatljivosti

38. Prihvatljivost ispitivanja temelji se na sljede¢im kriterijima:

— smatra se da je istodobnu negativnu kontrolu prihvatljivo dodati u bazu podataka o prijasnjim negativnim
kontrolama laboratorija kako je opisano u stavku 33.,

— istodobne pozitivne kontrole (vidjeti stavak 24.) trebale bi inducirati odgovore koji su u skladu s odgovo-
rima generiranima u bazi podataka o prija$njim pozitivnim kontrolama i dovesti do statisticki znacajnog
povecanja u odnosu na istodobnu negativnu kontrolu,

— ispitana su dva pokusna uvjeta (tj. s metabolickom aktivacijom i bez nje) osim ako je jedan doveo do
pozitivnog rezultata (vidjeti stavak 25.),

— odgovarajuéi broj stanica i koncentracija prikladan je za analizu (stavci 25., 26. 1 19.),

— kriteriji za odabir najviSe koncentracije u skladu su s kriterijima opisanima u stavcima 20., 21. i 22.

Ocjenjivanje i tumacenje rezultata

39. Pod uvjetom da su ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti, ispitivana kemikalija smatra se jasno pozitivnom ako u
bilo kojem od ispitanih pokusnih uvjeta:

— najmanje pri jednoj ispitnoj koncentraciji zapazeno je statisticki znacajno povecanje u odnosu na istodobnu
negativnu kontrolu,

— odgovarajudi test trenda pokazuje da je povelanje povezano s koncentracijom,
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— bilo koji od rezultata je izvan distribucije podataka o prijasnjim negativnim kontrolama (npr. kontrolne
granice od 95 % prema Poissonovoj distribuciji; vidjeti stavak 33.).

Kad su ispunjeni svi ti uvjeti, smatra se da ispitivana kemikalija moZe inducirati genske mutacije u uzgojenim
stanicama sisavaca u tom sustavu ispitivanja. Preporuke za najprikladnije statisticke metode nalaze se u literaturi
(46. i 48.).

40. Pod uvjetom da su ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti, ispitivana kemikalija smatra se jasno negativnom ako u
svim ispitanim pokusnim uvjetima:

— ni pri jednoj ispitnoj koncentraciji nije zapaZeno statisticki znacajno poveéanje u odnosu na istodobnu
negativnu kontrolu,

— odgovarajudi test trenda pokazuje da nema poveanja povezanog s koncentracijom,

— svi su rezultati u okviru distribucije podataka o prija$njim negativnim kontrolama (npr. kontrolne granice od
95 % prema Poissonovoj distribuciji; vidjeti stavak 33.).

Tad se smatra da ispitivana kemikalija ne moZe inducirati genske mutacije u uzgojenim stanicama sisavaca u
tom sustavu ispitivanja.

41. Jasan pozitivan ili negativan odgovor nije potrebno provjeravati.

42. Ako odgovor nije ni jasno pozitivan ni jasno negativan kako je prethodno opisano ili kako bi se pridonijelo
utvrdivanju bioloske relevantnosti rezultata, podatke bi trebalo ocjenjivati na temelju struéne prosudbe ifili
daljnjih istraZivanja. Moglo bi biti korisno ponoviti pokus, eventualno u izmijenjenim pokusnim uvjetima
(npr. razmak izmedu koncentracija, drugi uvjeti metabolicke aktivacije (tj. koncentracija S9 ili podrijetlo S9)).

43. U rijetkim slucajevima, ¢ak i nakon dodatnih istrazivanja, skup podataka nece omoguditi donosenje zakljucka o
tome je li rezultat pozitivan ili negativan. Stoga bi se trebalo zakljuciti da je odgovor na ispitivanu kemikaliju
dvosmislen (tumaci se da je jednako vjerojatno da je pozitivan ili negativan).

Izvjesce o ispitivanju

44. Tzvjesce o ispitivanju trebalo bi sadrZavati sljedee informacije:

Ispitivana kemikalija:

— izvor, broj serije, rok uporabe, ako su dostupni,

— stabilnost ispitivane kemikalije, ako je poznata,

— topljivost i stabilnost ispitivane kemikalije u otapalu, ako su poznate,

— izmjerene vrijednosti za pH, osmolalnost i taloZenje u mediju za uzgoj kulture u koji je dodana ispitivana
kemikalija, prema potrebi.
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Tvar s jednim sastojkom:

— fizicki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

— kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj, SMILES ili InChI oznaka,
strukturna formula, Cistoca, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.

Tvari s viSe sastojaka, UVCB tvari i smjese:

— opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativnog udjela i relevantnih fizikalno-
kemijskih svojstava sastojaka.

Otapalo:

— obrazloZenje odabira otapala,

— postotak otapala u kona¢nom mediju za uzgoj kulture.

Stanice:

Za laboratorijske glavne kulture:

— vrsta, izvor stani¢nih linija,

— broj pasaza, ako je dostupan, i povijest laboratorija,

— kariotipna svojstva i/ili modalni broj kromosoma,

— metode odrZavanja stani¢nih kultura,

— odsustvo mikoplazme,

— vremena udvostrucivanja stanica.

Ispitni uvjeti:

— obrazloZenje za odabir koncentracija i broja kultura, uklju¢ujuéi npr. podatke o citotoksi¢nosti i ogranicenja
topljivosti,

— sastav medija, koncentracija CO,, razina vlaznosti,

— koncentracija ispitivane kemikalije izraZena kao kona¢na koncentracija u mediju za uzgoj kulture (npr. pg ili
mg/ml ili mM medija za uzgoj kulture),
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— koncentracija (ifili volumen) otapala i ispitivane kemikalije koji su dodani mediju za uzgoj kulture,

— temperatura inkubacije,

— vrijeme inkubacije,

— trajanje tretiranja,

— gustoca stanica za vrijeme tretiranja,

— wvrsta i sastav sustava metabolicke aktivacije (izvor S9, metoda pripreme mjesavine S9, koncentracija ili
volumen mjesavine S9 i S9 u kona¢nom mediju za uzgoj kulture, kontrole kvalitete S9),
tvari pozitivne i negativne kontrole, konacne koncentracije za svaki uvjet tretiranja,

— duljina razdoblja ekspresije (uklju¢ujuéi broj nasadenih stanica te rezim uzgoja supkultura i dodavanja
hranjivih tvari, ako je primjereno),

— identitet selektivnog agensa i njegova koncentracija,

— kriteriji prihvatljivosti ispitivanja,

— metode koriStene za utvrdivanje broja vijabilnih i mutiranih stanica,

— metode mjerenja citotoksi¢nosti,

— sve dodatne informacije koje se odnose na citotoksi¢nost i upotrijebljenu metodu,

— trajanje inkubacije nakon nasadivanja,

— kriteriji prema kojima se istraZivanje smatra pozitivnim, negativnim ili dvosmislenim,

— metode upotrijebljene za odredivanje pH-vrijednosti, osmolalnosti i taloZenja.

Rezultati:

— broj tretiranih stanica i broj supkultiviranih stanica za svaku kulturu,

— mjerenja citotoksi¢nosti i druga opazanja, ako postoje,

— znakovi taloZenja i vrijeme utvrdivanja,
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— broj stanica nasadenih na selektivni i neselektivni medij,

— broj kolonija u neselektivnom mediju i broj otpornih kolonija u selektivnom mediju te povezana uéestalost
pojave mutanata,

— odnos koncentracije i odgovora, ako je mogude,

— podaci o istodobnim negativnim kontrolama (s otapalom) i pozitivnim kontrolama (koncentracije i otapala),

— podaci o prijainjim negativnim kontrolama (s otapalom) i prijasnjim pozitivnim kontrolama, zajedno s
rasponima, srednjim vrijednostima i standardnim devijacijama, interval pouzdanosti (npr. 95 %) te broj

podataka,

— statisticke analize (za pojedina¢ne kulture i objedinjena ponavljanja ako je primjereno) i p-vrijednosti, ako
postoje.

Rasprava o rezultatima

Zakljucak

LITERATURA

1. OECD (2016). Overview of the set of OECD Genetic Toxicology Test Guidelines and updates performed in
2014-2015. ENV Publications. Series on Testing and Assessment, No. 234, OECD, Pariz.

2. Moore M-M., DeMarini D.M., DeSerres FJ. and Tindall, K.R. (Eds.) (1987). Banbury Report 28: Mammalian
Cell Mutagenesis, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, New York.

3. Chu EHY. and Malling H.V. (1968). Mammalian Cell Genetics. II. Chemical Induction of Specific Locus
Mutations in Chinese Hamster Cells In Vitro, Proc. Natl. Acad. Sci., SAD, 61, 1306-1312.

4. Moore M.M., Harrington-Brock K., Doerr C.L. and Dearfield K.L. (1989). Differential Mutant Quantitation at
the Mouse Lymphoma TK and CHO HGPRT Loci. Mutagen. Res., 4, 394.-403.

5. Aaron CS. and Stankowski Jr. LF. (1989). Comparison of the AS52/XPRT and the CHO/HPRT Assays:
Evaluation of Six Drug Candidates. Mutation Res.,223, 121.-128.

6. Aaron C.S., Bolcsfoldi G., Glatt HR., Moore M., Nishi Y., Stankowski L., Theiss J. and Thompson E. (1994).
Mammalian Cell Gene Mutation Assays Working Group Report. Report of the International Workshop on
Standardisation of Genotoxicity Test Procedures. Mutation Res.,312, 235.-239.

7. Li AP, Gupta RS., Heflich RH. and Wasson J. S. (1988). A Review and Analysis of the Chinese Hamster
Ovary/Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase System to Determine the Mutagenicity of
Chemical Agents: A Report of Phase III of the U.S. Environmental Protection Agency Gene-tox Program.Mu-
tation Res., 196, 17.-36.

8. Scott D., Galloway S.M., Marshall R.R., Ishidate M., Brusick D., Ashby J. and Myhr B.C. (1991). Genotoxicity
Under Extreme Culture Conditions. A Report from ICPEMC Task Group 9. Mutation Res., 257, 147.-204.


https://Program.Mu

L 247/22

Sluzbeni list Europske unije 26.9.2019.

9.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Morita T., Nagaki T., Fukuda 1. and Okumura K. (1992). Clastogenicity of Low pH to Various Cultured
Mammalian Cells. Mutation Res., 268, 297.-305.

. Brusick D. (1986). Genotoxic Effects in Cultured Mammalian Cells Produced by Low pH Treatment Condi-
tions and Increased Ion concentrations, Environ. Mutagen., 8, 789.-886.

. Nesslany F., Simar-Meintieres S., Watzinger M., Talahari I. and Marzin D. (2008). Characterization of the
Genotoxicity of Nitrilotriacetic Acid. Environ. Mol. Mutation Res., 49, 439.-452.

. Long L.H., Kirkland D., Whitwell ]. and Halliwell B. (2007). Different Cytotoxic and Clastogenic Effects of
Epigallocatechin Gallate in Various Cell-Culture Media Due to Variable Rates of its Oxidation in the Culture
Medium, Mutation Res., 634, 177.-183.

. Kirkland D., Aardema M., Henderson L., and Miiller L. (2005). Evaluation of the Ability of a Battery of
Three In Vitro Genotoxicity Tests to Discriminate Rodent Carcinogens and Non-Carcinogens. I: Sensitivity,
Specificity and Relative Predictivity. Mutation Res., 584, 1.-256.

. Li AP, Carver J.H., Choy W.N., Hsie A.W., Gupta R.S., Loveday K.S., O'Neill J.P., Riddle J.C., Stankowski L.F.
Jr. and Yang L.L. (1987). A Guide for the Performance of the Chinese Hamster Ovary Cell/Hypoxanthine-
Guanine Phosphoribosyl Transferase Gene Mutation Assay. Mutation Res., 189, 135.-141.

. Liber H.L,, Yandell D.W. and Little ].B. (1989). A Comparison of Mutation Induction at the TK and HPRT
Loci in Human Lymphoblastoid Cells; Quantitative Differences are Due to an Additional Class of Mutations
at the Autosomal TK Locus. Mutation Res., 216, 9.-17.

. Stankowski LF. Jr, Tindall KR. and Hsie A.W. (1986). Quantitative and Molecular Analyses of Ethyl
Methanesulfonate- and ICR 191-Induced Molecular Analyses of Ethyl Methanesulfonate- and ICR 191-
Induced Mutation in AS52 Cells. Mutation Res., 160, 133.-147.

. Arlett CF., Smith DM, Clarke GM., Green M.HL., Cole J., McGregor D.B. and Asquith J.C. (1989).
Mammalian Cell Gene Mutation Assays Based upon Colony Formation. U: Statistical Evaluation of Muta-
genicity Test Data, Kirkland, D/J. (Eds.), Cambridge University Press, str. 66.-101.

. Hsie AW, Casciano D.A., Couch D.B., Krahn D.F, O'Neill J.P., and Whitfield B.L. (1981). The Use of
Chinese Hamster Ovary Cells to Quantify Specific Locus Mutation and to Determine Mutagenicity of
Chemicals; a Report of the Gene-Tox Program, Mutation Res., 86, 193.-214.

. Li A.P. (1981). Simplification of the CHO/HGPRT Mutation Assay Through the Growth of Chinese Hamster
Ovary Cells as Unattached Cultures, Mutation Res., 85, 165.-175.

. Tindall K.R., Stankowski Jr., L.F.,, Machanoff R., and Hsie A.W. (1984). Detection of Deletion Mutations in
pSV2gpt-Transformed Cells, Mol. Cell. Biol., 4, 1411.-1415.

. Hsie A. W., Recio L., Katz D. S., Lee C. Q., Wagner M., and Schenley R. L. (1986). Evidence for Reactive
Oxygen Species Inducing Mutations in Mammalian Cells. Proc Natl Acad Sci., 83(24): 9616.-9620.



26.9.2019. Sluzbeni list Europske unije L 247/23

22. Lorge E., Moore M., Clements J., Donovan M. O., Honma M., Kohara A., Van Benthem J., Galloway S.,
Armstrong MJ., Thybaud V., Gollapudi B., Aardema M., Kim J., Sutter A., Kirkland D.J. (2015). Standardized
Cell Sources and Recommendations for Good Cell Culture Practices in Genotoxicity Testing. (Rukopis u
pripremi).

23. Coecke S., Balls M., Bowe G., Davis ]., Gstraunthaler G., Hartung T., Hay R., Merten O.W., Price A,
Schechtman L., Stacey G. and Stokes W. (2005). Guidance on Good Cell Culture Practice. A Report of
the Second ECVAM Task Force on Good Cell Culture Practice, ATLA, 33, 261.-287.

24. Rosen M.P,, San R.H.C. and Stich H.F. (1980). Mutagenic Activity of Ascorbate in Mammalian Cell Cultures,
Can. Lett. 8, 299.-305.

25. Natarajan A.T., Tates A.D, Van Buul P.P.W., Meijers M. and de Vogel N. (1976). Cytogenetic Effects of
Mutagens/Carcinogens after Activation in a Microsomal System In Vitro, I Induction of Chromosomal
Aberrations and Sister Chromatid Exchanges by Diethylnitrosamine (DEN) and Dimethylnitrosamine
(DMN) in CHO Cells in the Presence of Rat-Liver Microsomes. Mutation Res., 37, 83.-90.

26. Abbondandolo A., Bonatti S., Corti G., Fiorio R., Loprieno N. and Mazzaccaro A. (1977). Induction of 6-
Thioguanine-Resistant Mutants in V79 Chinese Hamster Cells by Mouse-Liver Microsome-Activated Dimet-
hylnitrosamine. Mutation Res., 46, 365.-373.

27. Ames B.N,, McCann J. and Yamasaki E. (1975). Methods for Detecting Carcinogens and Mutagens with the
Salmonella/Mammalian-Microsome Mutagenicity Test. Mutation Res., 31, 347.-364.

28. Maron D.M. and Ames B.N. (1983). Revised Methods for the Salmonella Mutagenicity Test. Mutation Res.,
113, 173, 215.

29. Elliott B.M., Combes R.D., Elcombe C.R., Gatehouse D.G., Gibson G.G., Mackay J.M. and Wolf R.C. (1992)
Alternatives to Aroclor 1254-Induced S9 in In Vitro Genotoxicity Assays. Mutagen. 7, 175-177.

30. Matsushima T., Sawamura M., Hara K. and Sugimura T. (1976). A Safe Substitute for Polychlorinated
Biphenyls as an Inducer of Metabolic Activation Systems. U: In Vitro Metabolic Activation in Mutagenesis
Testing, de Serres F.J., Fouts JR.,, Bend J.R. and Philpot R.M. (Eds), Elsevier, North-Holland, str. 85.-88.

31. Ong T.-m., Mukhtar M., Wolf C.R. and Zeiger E. (1980). Differential Effects of Cytochrome P450-Inducers
on Promutagen Activation Capabilities and Enzymatic Activities of S-9 from Rat Liver, J. Environ. Pathol.
Toxicol., 4, 55.-65.

32. Johnson T.E., Umbenhauer D.R. and Galloway S.M. (1996). Human Liver S-9 Metabolic Activation: Profi-
ciency in Cytogenetic Assays and Comparison with Phenobarbital/beta-Naphthoflavone or Aroclor 1254
Induced Rat S-9, Environ. Mol. Mutagen., 28, 51.-59.

33. UNEP. (2001). Stockholm Convention on Persistent Organic Pollutants, United Nations Environment
Programme (UNEP). Dostupno na: [http://www.pops.inthtml].

34. Tan E.-L. and Hsie A.-W. (1981). Effect of Calcium Phosphate and Alumina Cy Gels on the Mutagenicity and
Cytotoxicity of Dimethylnitrosamine as Studied in the CHO/HGPRT System. Mutation Res., 84, 147.-156.



L 247)24 Sluzbeni list Europske unije 26.9.2019.

35. O'Neill J.P., Machanoff R., San Sebastian J.R., Hsie A.W. (1982). Cytotoxicity and Mutagenicity of Dimet-
hylnitrosamine in Cammalian Cells (CHO/HGPRT system): Enhancement by Calcium Phosphate. Environ.
Mol. Mutation., 4, 7.-18.

36. Li, A.P. (1984). Use of Aroclor 1254-Induced Rat Liver Homogenate in the Assaying of Promutagens in
Chinese Hamster Ovary Cells. Environ. Mol. Mutation, 4, 7.-18.

37. Krahn D.F, Barsky F.C. and McCooey K.T. (1982). CHO/HGPRT Mutation Assay: Evaluation of Gases and
Volatile Liquids. U: Tice, R.R., Costa, D.L., Schaich, KM. (eds.) Genotoxic Effects of Airborne Agents. New
York, Plenum, str. 91.-103.

38. Zamora P.O., Benson ].M., Li AP. and Brooks A.L. (1983). Evaluation of an Exposure System Using Cells
Grown on Collagen Gels for Detecting Highly Volatile Mutagens in the CHO/HGPRT Mutation Assay.
Environ. Mutagen., 5, 795.-801.

39. OECD (2014). Document Supporting the WNT Decision to Implement Revised Criteria for the Selection of
the Top Concentration in the In Vitro Mammalian Cell Assays on Genotoxicity (Test Guidelines 473, 476
and 487). Na zahtjev dostupno kod Organizacije za gospodarsku suradnju i razvoj.

40. Brookmire L., Chen ].J. and Levy D.D. (2013). Evaluation of the Highest Concentrations Used in the In Vitro
Chromosome Aberrations Assay, Environ. Mol. Mutation, 54, 36.—43.

41. EPA, Office of Chemical Safety and Pollution Prevention. (2011). Chemical Substances of Unknown or
Variable Composition, Complex Reaction Products and Biological Materials: UVCB Substances,

42. USFDA (2012). International Conference on Harmonisation (ICH) Guidance S2 (R1) on Genotoxicity
Testing and Data Interpretation for Pharmaceuticals Intended for Human Use. Dostupno na: [https:/|
federalregister.gov/a/2012-13774].

43. O'Neill J.P. and Hsie A.-W. (1979). Phenotypic Expression Time of Mutagen-Induced 6-thioguranine resi-
stance in Chinese hamster ovary cells (CHO/HGPRT system), Mutation, Res., 59, 109.-118.

44. Chiewchanwit T., Ma H., El Zein R., Hallberg L., and Au W.W. (1995). Induction of Deletion Mutations by
Methoxyacetaldehyde in Chinese Hamster Ovary (CHO)-AS52 cells. Mutation, Res., 1335(2):121-8.

45. Hayashi M., Dearfield K., Kasper P., Lovell D., Martus H.J., and Thybaud V. (2011). Compilation and Use of
Genetic Toxicity Historical Control Data, Mutation,Res., 723, 87.-90.

46. OECD (2014). Statistical Analysis Supporting the Revision of the Genotoxicity Test Guidelines. Environ-
mental, Health and Safety, Series on testing and assessment (No 199), Organisation for Economic Coopera-
tion and Development, Pariz.

47. Richardson C., Williams D.A., Allen J.A., Amphlett G., Chanter D.O., and Phillips B. (1989). Analysis of
Data from In Vitro Cytogenetic Assays. U: Statistical Evaluation of Mutagenicity Test Data. Kirkland, D.J,
(Ed) Cambridge University Press, Cambridge, str. 141.-154.

48. Fleiss J. L., Levin B., and Paik M. C. (2003). Statistical Methods for Rates and Proportions, Third Edition,
New York: John Wiley & Sons.



26.9.2019. Sluzbeni list Europske unije L 247)25

Dodatak 1.
DEFINICIJE
Mutageni supstitucije baznih parova: kemikalije koje uzrokuju supstituciju baznih parova u DNK-u.

Kemikalija: tvar ili smjesa.

Ucinkovitost kloniranja: postotak stanica nasadenih pri malenoj gustoéi koje mogu narasti u koloniju koja se moze
prebrojiti.

Koncentracije: znaci kona¢ne koncentracije ispitivane kemikalije u mediju za uzgoj kulture.

Citotoksi¢nost: za testove obuhvaene ovom ispitnom metodom citotoksi¢nost se definira kao smanjenje relativne stope
prezivljavanja tretiranih stanica u odnosu na negativnu kontrolu (vidjeti poseban stavak).

Napredna mutacija: genska mutacija od roditeljskog tipa u mutantni oblik, koja uzrokuje promjenu ili gubitak enzimskog
djelovanja ili funkcije kodiranog proteina.

Mutageni pomaka okvira ocitavanja (frameshift mutageni): kemikalije koje uzrokuju adiciju ili deleciju jednog baznog para
ili viSe njih u molekuli DNK.

Genotoksi¢nost: opéi izraz kojim su obuhvadene sve vrste oSte¢enja DNK ili kromosoma uklju¢ujuéi lomove DNK,
adukte, premjeStanja, mutacije, aberacije kromosoma i aneuploidiju. Ne dovode sve vrste genotoksi¢nih ucinaka do
mutacija ili trajnog ostecenja kromosoma.

HAT medij: medij koji sadrzava hipoksantin, aminopterin i timidin, koji se koristi za odstranjivanje Hprt mutanata.

Mitotska rekombinacija: rekombinacija izmedu homolognih kromatida koja moze dovesti do indukcije lomova oba lanca
DNK ili gubitka heterozigotnosti, a do koje dolazi tijekom mitoze.

MPA medij: medij koji sadrzava ksantin, adenin, timidin, aminopterin i mikofenolnu kiselinu, koji se koristi za odstra-
njivanje Xprt mutanata.

Mutagen: uzrokuje nasljednu promjenu slijeda (sljedova) parova baza DNK u genima ili strukture kromosoma (kromo-
somske aberacije).

Ucestalost pojave mutanata (MF): broj uocenih mutantnih kolonija podijeljen brojem stanica nasadenih u selektivni medyj,
koji se ispravlja ucinkovitoséu kloniranja (ili vijabilnosti) u trenutku selekcije.

Vrijeme fenotipske ekspresije: vrijeme nakon tretiranja tijekom kojeg se genetske modifikacije fiksiraju unutar genoma i
postojeci genski produkti odstranjuju do te mjere da se mijenja fenotipsko svojstvo.

Relativna stopa prezivljavanja (RS): relativna stopa preZivljavanja upotrebljava se kao mjera citotoksi¢nosti povezane s
tretiranjem. Relativna stopa preZivljavanja je ucinkovitost kloniranja stanica koje se nasade odmah nakon tretiranja,
prilagodeno za mogudi gubitak stanica tijekom tretiranja, u usporedbi s u¢inkovito$¢u kloniranja u negativnim kontro-
lama (kojima se dodjeljuje stopa preZivljavanja od 100 %).
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Frakcije jetre S9: supernatant homogenata jetre centrifugiran na 9 000 g, tj. ekstrakt sirove jetre.
Mjesavina S9: mjeSavina frakcije jetre S9 i kofaktora potrebnih za djelovanje metabolickih enzima.

Kontrola s otapalom: op¢i izraz za oznacivanje kontrolnih kultura kojima je dodano jedino otapalo koje je upotrijebljeno
za otapanje ispitivane kemikalije.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

Netretirana kontrola: kulture koje nisu ni s ¢im tretirane (tj. ni ispitivanom kemikalijom ni otapalom), ali se obraduju
istodobno i na isti na¢in kao kulture tretirane ispitivanom kemikalijom.

UVCB: kemijske tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvodi i bioloski materijali.
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Dodatak 2.

FORMULE ZA PROCJENU CITOTOKSICNOSTI I UCESTALOSTI POJAVE MUTANATA

Citotoksi¢nost se ocjenjuje relativnom stopom prezivljavanja, tj. ucinkovito$¢u kloniranja stanica koje se nasade odmah
nakon tretiranja, prilagodeno za moguéi gubitak stanica tijekom tretiranja, u usporedbi s prilagodenom ucinkovitoséu
kloniranja u negativnim kontrolama (kojima se dodjeljuje stopa prezivljavanja od 100 %) (vidjeti formulu za relativnu
stopu prezivljavanja u nastavku).

Prilagodena ucinkovitost kloniranja za kulturu tretiranu ispitivanom kemikalijom racuna se na sljede¢i nacin:

broj stanica na kraju tretiranja
broj stanica na pocetku tretiranja

Prilagodeni CE =

Relativna stopa preZivljavanja za kulturu tretiranu ispitivanom kemikalijom racuna se na sljede¢i nacin:

S— prilagodeni CE u tretiranoj kulturi « 100
~ prilagodeni CE u kontroli s otapalom

Ucestalost pojave mutanata je ucinkovitost kloniranja kolonija mutanata u selektivnom mediju podijeljeno ucinkovitoséu
kloniranja u neselektivnom mediju koja se mjeri za istu kulturu u trenutku selekcije.

ucinkovitost kloniranja kolonija mutanata u selektivnom mediju

Utestalost pojave mutanata = — - — ; =
ucinkovitost kloniranja u neselektivnom mediju

Kad se za ucinkovitost kloniranja upotrebljavaju ploce:

CE (u¢inkovitost kloniranja) = broj kolonija | broj nasadenih stanica.

Kad se za ucinkovitost kloniranja upotrebljavaju ploce s mikrojazicama:

broj kolonija po jazici na plo¢ama s mikrojazicama slijedi Poissonovu distribuciju,

ucinkovitost kloniranja = -LnP(0) | broj nasadenih stanica po jaZici,

pri ¢emu je -LnP(0) vjerojatan broj praznih jaZica od jaZzica u koje su nasadene stanice i dobiva se sljede¢om formulom:

LnP(0) = -Ln (broj praznih jaZica [ broj jaZica u koje su nasadene stanice);”
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(3) u dijelu B poglavlje B.22. zamjenjuje se sljede¢im:

,B.22. ISPITIVANJE DOMINANTNIH LETALNIH GENA NA GLODAVCIMA
UvOD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 478 (2016.). Ispitne metode periodi¢no se
preispituju uzimajuéi u obzir znanstveni napredak, promjene regulatornih potreba i razmatranja o dobrobiti
Zivotinja. U ovoj izmijenjenoj verziji ispitne metode uzima se u obzir viSe od trideset godina iskustva s tim
ispitivanjem i mogucénost integriranja ili kombiniranja tog ispitivanja s drugim ispitivanjima toksi¢nosti kao $to
su razvojne studije ili studije reproduktivne toksi¢nosti ili genotoksi¢nosti; medutim, zbog njegovih ogranicenja i
upotrebe velikog broja Zivotinja, ovo ispitivanje nije namijenjeno za upotrebu kao primarna metoda, ve¢ kao
dodatna ispitna metoda koja se moze upotrebljavati samo ako ne postoji alternativa za regulatorne zahtjeve.
Kombiniranjem ispitivanja toksi¢nosti stvara se moguénost da se u ispitivanjima toksi¢nosti ne upotrijebi
mnogo Zivotinja. OECD je sastavio dokument u kojem se daju saZete informacije o ispitivanju u podrudju
genetske toksikologije te pregled novijih promjena smjernica OECD-a za ispitivanje genotoksi¢nosti (1.).

2. Svrha je ispitivanja dominantnih letalnih gena ispitati uzrokuju li kemikalije mutacije koje su posljedica
kromosomskih aberacija zametnih stanica. Osim toga, ispitivanje dominantnih letalnih gena relevantano je za
ocjenu genotoksi¢nosti jer, iako se mogu razlikovati medu vrstama, faktori in vivo metabolizma, farmakokinetika
i procesi popravka DNK aktivni su i pridonose odgovorima. Indukcija mutacije dominantnih letalnih gena
nakon izlaganja ispitivanoj kemikaliji ukazuje na cinjenicu da je kemikalija djelovala na zametno tkivo
ispitne Zivotinje.

3. Mutacije dominantnih letalnih gena uzrokuju embrionalnu ili fetalnu smrt. Indukcija mutacije dominantnih
letalnih gena nakon izlaganja ispitivanoj kemikaliji ukazuje na ¢injenicu da je kemikalija djelovala na zametne
stanice ispitne Zivotinje.

4. Test dominantnih letalnih gena koristan je kao potvrda pozitivnih rezultata ispitivanja u kojima se upotreb-
ljavaju somatske in vivo krajnje tocke te je relevantna krajnja tocka za predvidanje rizika po ljude i rizika od
genetskih bolesti koje se prenose zametnom lozom. Medutim, za taj je test potrebno mnogo Zivotinja i sati
rada; stoga je i vrlo skup te dugo traje. Bududi da je spontana ucestalost mutacija dominantnih letalnih gena
prili¢no velika, osjetljivost testa za otkrivanje malih povecanja ucestalosti mutacija oplenito je ogranicena.

5. Definicije klju¢nih pojmova utvrdene su u Dodatku 1.

POCETNA RAZMATRANJA

6. Ispitivanje se najces¢e provodi na miSevima (2., 3. i 4.), ali u odredenim slucajevima mogu biti primjerene i
druge vrste, kao $to su stakori (5., 6., 7. i 8.), ako je to znanstveno opravdano. Dominantni letalni geni obi¢no
su rezultat velikih kromosomskih aberacija (strukturnih i numerickih abnormalnosti) (9., 10. i 11.), ali ne mogu
se iskljuciti genske mutacije. Mutacija dominantnih letalnih gena je mutacija do koje dolazi u zametnoj stanici
automatski ili se fiksira nakon oplodnje u ranoj fazi embrija, a ne uzrokuje disfunkciju gamete, ali je
smrtonosna za oplodeno jajasce ili embrij u razvoju.

7. Svaki se muzjak u odgovarajuéim vremenskim intervalima uzastopno pari sa Zenkama koje se prethodno nisu
parile. Broj parenja nakon tretiranja ovisi o krajnjoj svrsi istrazivanja dominantnih letalnih gena (stavak 23.) i
trebao bi osigurati da se sve faze sazrijevanja zametnih stanica muzjaka ocijene u pogledu dominantnih letalnih
gena (12.).

8. Ako postoje dokazi da ispitivana kemikalija ili njezini metaboliti nele dospjeti do sjemenika, ovaj oblik
ispitivanja nije prikladan.
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NACELO ISPITIVANJA

9. Obi¢no se muZjaci izlazu ispitivanoj kemikaliji prikladnim nacinom izlaganja te se pare s netretiranim Zenkama
koje se prethodno nisu parile. Razli¢ite vrste zametnih stanica mogu se ispitati primjenom uzastopnih intervala
parenja. Nakon parenja Zenke se nakon odgovarajuceg razdoblja eutanaziraju i njihove se maternice pregleda-
vaju kako bi se utvrdio broj implantata te Zivih i mrtvih embrija. Dominantno letalno djelovanje ispitivane
kemikalije utvrduje se usporedbom Zivih implantata po Zenki u tretiranoj skupini sa Zivim implantatima po
zenki u kontrolnoj skupini s nosacem/otapalom. Povecanje broja mrtvih implantata po Zenki u tretiranoj
skupini u odnosu na broj mrtvih implantata po Zenki u kontrolnoj skupini odrazava postimplantacijski
gubitak induciran ispitivanom kemikalijom. Postimplantacijski gubitak ra¢una se utvrdivanjem omjera mrtvih
implantata u odnosu na njihov ukupan broj u tretiranoj skupini u usporedbi s omjerom mrtvih implantata u
odnosu na njihov ukupan broj u kontrolnoj skupini. Predimplantacijski gubitak moze se procijeniti usporedbom
broja zutih tijela umanjenog za ukupan broj implantata ili ukupnog broja implantata po Zenki u tretiranoj i
kontrolnoj skupini.

PROVJERA OSPOSOBLJENOSTI LABORATORIJA

10. Osposobljenost za provedbu ovog ispitivanja trebalo bi utvrditi dokazivanjem sposobnosti reproduciranja
uCestalosti pojave mutacija dominantnih letalnih gena na temelju objavljenih podataka (npr. 13., 14, 15,
16., 17. 1 18.) s tvarima za pozitivnu kontrolu (ukljucujuéi slabe odgovore) kao §to su one navedene u
tablici 1., i kontrolama s nosadem te postizanja ucestalosti u negativnim kontrolama koje su u skladu s
prihvatljivim rasponom podataka (vidjeti prethodna upudivanja) ili distribucijom prijasnjih kontrola laboratorija,
ako su dostupni.

OPIS METODE
Pripreme

Odabir Zivotinjske vrste

11. Trebalo bi upotrebljavati zdrave, spolno zrele Zivotinje sojeva koji se obi¢no upotrebljavaju u laboratorijskim
istrazivanjima. Obi¢no se upotrebljavaju misevi, iako i Stakori mogu biti prikladan odabir. Moguca je uporaba
bilo koje druge prikladne vrste sisavaca ako je to znanstveno opravdano u izvjeséu.

Uvjeti smjestaja i hranjenja Zivotinja

12. U slucaju glodavaca, temperatura prostorije u kojoj se drze Zivotinje trebala bi biti 22 °C (£3 °C). lako bi u
idealnim okolnostima relativna vlaZnost trebala biti 50-60 %, ona bi trebala biti najmanje 40 %, a poZeljno je
da ne prelazi 70 %, osim tijekom ¢iScenja prostorije. Rasvjeta bi trebala biti umjetna uz izmjenu 12 sati svjetla i
12 sati mraka. Za hranjenje se moZe upotrebljavati konvencionalna laboratorijska hrana uz neogranicenu
koli¢inu vode za pice. Kad se ispitivana kemikalija primjenjuje ovim nacinom izlaganja, na izbor prehrane
moZe utjecati potreba da se osigura odgovarajua primjesa ispitivane kemikalije. Prije tretiranja ili parenja
glodavce bi trebalo drzati u malim skupinama (najviSe pet) istog spola ako se ne ocekuje ili ne opazi agresivno
ponasanje, po moguénosti u ¢vrstim kavezima s primjereno obogacenim okoliSem. Ako je to znanstveno
opravdano, Zivotinje se mogu drZati u zasebnim nastambama.

Priprema Zivotinja

13. Zdrave, spolno zrele muzjake i Zenke nasumce se rasporeduje u kontrolne skupine i skupine za tretiranje.
Pojedinacne Zivotinje oznacuju se na jedinstven nacin upotrebom humane, najmanje invazivne metode (npr.
prstenovanjem, stavljanjem oznaka, mikrocipiranjem ili biometrijskom identifikacijom, ali ne rezanjem prsta i
uha) i prilagodavaju laboratorijskim uvjetima najmanje pet dana. Kaveze bi trebalo rasporediti tako da se ucinci
do kojih bi moglo do¢i zbog polozaja kaveza svedu na minimum. Trebalo bi izbjegavati unakrsnu kontami-
naciju pozitivnom kontrolom i ispitivanom kemikalijom. Na pocetku istraZivanja razlike u tjelesnoj masi
Zivotinja trebale bi biti minimalne i ne bi trebale prelaziti £20 % srednje vrijednosti mase svakog spola.
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Priprema doza

14. Prije nego 3to se doza daje Zivotinjama, krute ispitivane tvari po potrebi treba otopiti ili suspendirati u
odgovarajuéim otapalima ili nosa¢ima ili dodati hrani ili vodi za pice. Tekule ispitivane kemikalije mogu se
dozirati izravno ili razrijediti prije doziranja. Za potrebe inhaliranja, ispitivane kemikalije mogu se primijeniti u
obliku plina, pare ili krutog/tekuceg aerosola, ovisno o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima. Ako prema
podacima o stabilnosti skladistenje nije prihvatljivo i ako nisu utvrdeni prikladni uvjeti skladiStenja, preparate
ispitivane kemikalije trebalo bi upotrebljavati svjeze.

Ispitni uvjeti
Otapalo/nosa¢

15. Pri upotrijebljenom volumenu doze otapalo/nosa¢ ne smije imati toksi¢ne ucinke i ne smije postojati sumnja da
bi mogao kemijski reagirati s ispitivanom tvari. Ako se upotrebljavaju otapala/nosaci koji nisu dobro poznati,
njihovo uklju¢ivanje u ispitivanje trebalo bi potkrijepiti referentnim podacima kojima se dokazuje njihova
uskladenost. Kad je god mogudle, preporuuje se najprije razmotriti moguénost primjene vodenog otapala/no-
saca. Primjeri uobicajeno koriStenih uskladenih otapala/nosaca ukljucuju vodu, fiziolosku otopinu, otopinu
metil-celuloze, otopinu natrijeve soli karboksimetilne celuloze, maslinovo ulje i kukuruzno ulje.

Pozitivne kontrole

16. Uvijek bi se trebale upotrebljavati Zivotinje istodobnih pozitivnih kontrola, osim ako je laboratorij dokazao
osposobljenost za provedbu ispitivanja te je u nedavnoj proslosti rutinski upotrebljavao ispitivanje (npr. u
posljednjih pet godina). Medutim, Zivotinje pozitivnih kontrola nije potrebno tretirati istim putem izlaganja
kao Zivotinje koje primaju ispitivanu kemikaliju ili uzimati uzorke u svim intervalima parenja. Za tvari za
pozitivnu kontrolu trebalo bi biti poznato da proizvode dominantne letalne gene u uvjetima koji se upotreb-
ljavaju za ispitivanje. Izuzimajudi tretiranje, sa Zivotinjama u kontrolnim skupinama treba postupati jednako kao
sa Zivotinjama u tretiranim skupinama.

17. Doze tvari za pozitivou kontrolu trebale bi se odabrati tako da proizvode slabe ili umjerene ucinke kojima se
kriticki procjenjuju uspjesnost i osjetljivost ispitivanja, ali da dosljedno dovode do pozitivnih dominantno
letalnih ucinaka. Primjeri tvari za pozitivnu kontrolu i primjerene doze navedeni su u tablici 1.

Tablica 1.

Primjeri tvari za pozitivou kontrolu

Tvar [CAS br.] Raspon ucinkovitih doza (mg/kg) o .

(referentni br.) (vrsta glodavca) Trajanje primjene (u danima)
Trietilenmelamin [51-18-3] (15.) 0,25 (misevi) 1
Ciklofosfamid [50-18-0] (19.) 50-150 (miSevi) 5
Ciklofosfamid [50-18-0] (5.) 25-100 (3takori) 1
Etil metansulfonat [62-50-0] (13.) 100-300 (miSevi) 5
Monomerni akrilamid [79-06-1] (17.) 50 (miSevi) 5
Klorambucil [305-03-3] (14.) 25 (miSevi) 1
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Negativne kontrole

18. Zivotinje negativne kontrole, koje se tretiraju samo s otapalom ili nosacem i koje su osim toga tretirane na
jednak nacin kao i skupine za tretiranje, trebale bi biti uklju¢ene u svako vrijeme uzorkovanja (20.). Ako ne
postoje prijasnji ili objavljeni kontrolni podaci kojima se dokazuje da odabrano otapalo ili nosa¢ ne inducira
dominantne letalne gene ili druge 3tetne ucinke, netretirane kontrolne Zivotinje takoder bi trebale biti ukljucene
u svako vrijeme uzorkovanja kako bi se utvrdila prihvatljivost kontrole s nosacem.

POSTUPAK
Broj zivotinja

19. Svaki se muzjak u odgovarajuéim unaprijed utvrdenim vremenskim intervalima (npr. u tjednim intervalima,
stavci 21. i 23.) uzastopno pari, po moguénosti s jednom Zenkom koja se prethodno nije parila. Broj muzjaka
po skupini treba unaprijed utvrditi kako bi bio dovoljan (u kombinaciji s brojem parenih Zenki u svakom
intervalu parenja) za osiguravanje statisticke snage potrebne kako bi se otkrilo barem udvostrucenje ucestalosti
pojave dominantnih letalnih gena (stavak 44.)

20. Broj Zenki po intervalu parenja isto treba unaprijed utvrditi izra¢unima statisticke snage kako bi se omogucilo
otkrivanje barem udvostrucenja ucestalosti pojave dominantnih letalnih gena (tj. dovoljan broj gravidnih Zenki
kako bi se ukupno dobilo najmanje 400 implantata) (20., 21., 22. i 23.) i tako da se o¢ekuje najmanje jedan
mrtvi implantat po jedinici analize (tj. skupini parenja po dozi) (24.).

Razdoblje primjene i intervali parenja

21. Broj intervala parenja koji slijedi nakon tretiranja odreden je rezimom tretiranja i trebao bi osigurati ocjenjivanje
svih faza sazrijevanja zametnih stanica muzjaka u pogledu induciranja dominantnih letalnih gena (12. i 25)).
Kod jednog tretiranja u kojem se primjenjuje do pet dnevnih doza trebalo bi provesti osam (misevi) ili deset
(Stakori) parenja u tjednim intervalima nakon posljednjeg tretiranja. Kod primjene vise doza broj intervala
parenja moZe se smanjiti razmjerno produljenju razdoblja primjene, ali tako da se zadrzi cilj ocjenjivanja
svih faza spermatogeneze (npr. kod miSeva su nakon 28-dnevnog izlaganja dovoljna samo Cetiri tjedna
parenja kako bi se ocijenile sve faze spermatogeneze). Svi reZimi tretiranja i parenja trebali bi biti znanstveno
opravdani.

22. Zenke bi trebale ostati s muzjacima barem tijekom jednog ciklusa estrusa (npr. kod miSeva i $takora jedan
tjedan obuhvaca jedan ciklus estrusa). Zenke koje se nisu parile tijekom jednotjednog intervala mogu se
upotrijebiti za sljedeci interval parenja. Ili dok ne dode do parenja, $to se utvrduje na temelju prisutnosti
sperme u vagini ili na temelju prisutnosti vaginalnog cepa.

23. Izlaganje i rezim parenja koji se primjenjuju ovise o krajnjoj svrsi istraZivanja dominantne letalnosti. Ako je cilj
utvrditi inducira li odredena kemikalija mutacije dominantnih letalnih gena automatski, tad bi prihvatljiva
metoda bila izlaganje cijelog ciklusa spermatogeneze (npr. sedam tjedana kod miseva, 5-7 tretiranja tjedno) i
jedno parenje na kraju ciklusa. Medutim, ako je cilj utvrditi vrstu zametnih stanica osjetljivu na induciranje
dominantnih letalnih gena, prednost se daje jednom ili petodnevnom izlaganju nakon kojeg slijedi tjedno

parenje.

Visine doza

24. Ako se provodi preliminarno istraZivanje za odredivanje raspona jer jo§ nisu dostupni prikladni podaci koji bi
pomogli u odabiru doza, trebalo bi ga provesti u istom laboratoriju primjenom iste vrste, soja, spola i rezima
tretiranja kao i u glavnom istraZivanju (26.). Istrazivanjem bi se trebala odrediti maksimalna podnosljiva doza
(MTD), koja je definirana kao najvisa doza koja ¢e se podnijeti bez dokaza o toksiCnosti ograniene istraziva-
njem, povezane s trajanjem istraZivanja (na primjer, neuobiCajeno ponasanje ili reakcije, manji gubitak tjelesne
mase ili hematopoetska sustavna citotoksi¢nost), iskljucujuéi smrt ili dokaze o boli, patnji ili stresu zbog kojih se
zahtijeva humana eutanazija (27.).
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25. Maksimalna podnosljiva doza ne smije negativno utjecati ni na uspjeh parenja (21.).

26. Ispitivane kemikalije s posebnim bioloskim djelovanjem u slabim netoksi¢nim dozama (kao $to su hormoni i
mitogeni) i kemikalije koje pokazuju zasienost toksikokinetickih svojstava mogu se izuzeti iz kriterija u
pogledu odredivanja doza i trebale bi se procjenjivati od slucaja do slucaja.

27. Kako bi se dobile informacije o odgovoru na dozu, potpuno istrazivanje trebalo bi ukljucivati negativnu
kontrolnu skupinu i minimalno tri visine doze pri ¢emu je svaka uglavnom dvostruko veca od prethodne,
ali najviSe Cetverostruko. Ako ispitivana kemikalija u istraZivanju za odredivanje raspona ili na temelju posto-
jec¢ih podataka ne izaziva toksi¢nost, najvisa doza za jednu primjenu trebala bi biti 2 000 mg/kg tjelesne mase.
Medutim, ako ispitivana kemikalija uzrokuje toksi¢nost, MTD bi trebao biti najvi§a primijenjena doza i pozeljno
je da se primijenjenim visinama doze obuhvati raspon od maksimalne doze do doze koja izaziva malu
toksi¢nost ili ne izaziva toksicnost. Za netoksi¢ne kemikalije grani¢na doza za razdoblje primjene od 14
dana ili vise iznosi 1 000 mg/kg tjelesne mase dnevno, a za razdoblja primjene kraca od 14 dana grani¢na
doza iznosi 2 000 mg/kg tjelesne mase dnevno.

Primjena doza

28. Pri planiranju testa u obzir bi trebalo uzeti ocekivani nacin izlaganja kod ljudi. Stoga se, ako je to opravdano,
mogu odabrati nacini izlaganja kao $to su unos s hranom, unos s vodom za pile, potkoZna primjena,
intravenozna primjena, lokalna primjena, inhalacija, oralna primjena (oralna intubacija) ili implantacija. U
svakom slucaju, nacdin izlaganja trebalo bi odabrati tako da se osigura prikladno izlaganje ciljnog tkiva. Intra-
peritonealna injekcija obi¢no se ne preporucuje jer nije nacin izlaganja namijenjen ljudima i trebalo bi je
upotrebljavati samo uz posebno znanstveno opravdanje. Ako se ispitivana kemikalija dodaje hrani ili vodi za
pice, posebno u slucaju primjene jedne doze, trebalo bi voditi ratuna o tome da se osigura dostatno vrijeme od
unosa hrane i vode do parenja kako bi se omogudilo otkrivanje ucinaka (stavak 31.). Maksimalni volumen
tekucine koji se odjednom moze primijeniti oralnom intubacijom ili injekcijom ovisi o velicini ispitne Zivotinje.
Taj volumen obi¢no ne bi trebao biti veéi od 1 ml/100 g tjelesne mase, osim u slucaju vodenih otopina kod
kojih je dopusteno upotrijebiti maksimalno 2 ml/100 g. Primjene ve¢ih volumena od navedenog (ako je dopu-
Steno zakonodavstvom o dobrobiti Zivotinja) treba opravdati. Variranje ispitnih volumena treba svesti na
minimum podeSavanjem koncentracije kako bi se kod svih visina doza osigurao stalni volumen u odnosu
na tjelesnu masu.

Opazanja

29. Najmanje jednom dnevno treba provoditi opéa klinicka opazanja o ispitnim Zivotinjama i zabiljeziti klinicke
znakove, po moguénosti svaki dan u isto vrijeme ili vremena, vodeéi racuna o razdoblju najveceg intenziteta
ocekivanih ucinaka nakon doziranja. Najmanje dvaput dnevno tijekom razdoblja primjene doze, kod svih
zivotinja treba provijeriti ima li slucajeva morbiditeta ili smrtnosti. Sve bi Zivotinje trebalo izvagati na
pocetku istrazivanja i najmanje jednom tjedno tijekom istrazivanja s ponovljenim dozama te prilikom euta-
nazije. Unos hrane treba mjeriti najmanje jednom tjedno. Ako se ispitivana kemikalija daje s vodom za pile,
unos vode trebalo bi mijeriti pri svakoj promjeni vode i najmanje jednom tjedno. Zivotinje koje pokazuju
nesmrtonosne pokazatelje prekomjerne toksi¢nosti trebalo bi eutanazirati prije dovrietka razdoblja ispitivanja
(27).

Prikupljanje i obrada tkiva

30. Zenke se eutanaziraju u drugoj polovini gravidnosti, na 13. dan gestacije kod migeva i 14.-15. dan kod §takora.
Maternice se pregledavaju s obzirom na dominantno letalne uc¢inke kako bi se utvrdio broj implantata, Zivih i
mrtvih embrija te Zutih tijela.

31. Rog maternice i jajnici izlazu se kako bi se prebrojala Zuta tijela, a fetusi se uklanjaju, broje i vazu. Trebalo bi
oprezno pregledati maternice kako bi se otkrile resorpcije koje mogu prikriti Zivi fetusi i kako bi se osiguralo da
se nabroje sve resorpcije. Biljezi se fetalna smrtnost. Biljezi se i broj uspjesno oplodenih Zenki i ukupan broj
implantacija, predimplantacijskih gubitaka i postimplantacijska smrtnost (uklju¢ujuéi rane i kasne resorpcije).
Osim toga, vidljivi fetusi mogu se ¢uvati u Bouinovu fiksativu najmanje dva tjedna, nakon cega slijedi pregled
kojim se utvrduju velike vanjske deformacije (28.) kako bi se dobile dodatne informacije o reproduktivnim i
razvojnim ucincima ispitnog agensa.
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PODACI I IZVJESCIVANJE
Obrada rezultata

32. Podatke treba prikazati u obliku tablice iz koje se moze vidjeti broj muzjaka koji su se parili, broj gravidnih
zenki i broj negravidnih Zenki. Rezultate svakog parenja, ukljucujuéi identifikacijsku oznaku svakog muzjaka i
Zenke, treba biljeZiti pojedina¢no. Za svaku Zenku trebalo bi navesti interval parenja, visinu doze za tretirane
muzjake i broj Zivih i mrtvih implantata.

33. Postimplantacijski gubitak ra¢una se utvrdivanjem omjera mrtvih implantata u odnosu na njihov ukupan broj iz
tretirane skupine u usporedbi s omjerom mrtvih implantata u odnosu na njihov ukupan broj iz kontrolne
skupine s nosa¢em/otapalom.

34. Predimplantacijski gubitak racuna se kao razlika izmedu broja Zutih tijela i broja implantata ili kao smanjenje
prosjecnog broja implantata po Zenki u usporedbi s parenjima u kontrolnoj skupini. Ako su procijenjeni gubici
prije implantacije, treba ih zabiljeZiti.

35. Cimbenik dominantne letalnosti procjenjuje se kao: (broj postimplantacijskih smrti | ukupan broj implantacija
po Zzenki) x 100.

36. Treba izvijestiti o podacima o toksi¢nosti i klinickim znakovima (u skladu sa stavkom 29.).

Kriteriji prihvatljivosti

37. Prihvatljivost ispitivanja utvrduje se na temelju sljedeéih kriterija.

— Istodobna negativna kontrola u skladu je s objavljenim normama za podatke o prijasnjim negativnim
kontrolama i podacima laboratorija o prijasnjim kontrolama, ako su dostupni (vidjeti stavke 10. i 18.).

— Istodobne pozitivne kontrole induciraju odgovore koji su u skladu s objavljenim normama za podatke o
prijadnjim pozitivnim kontrolama ili bazom podataka laboratorija o prijasnjim pozitivnim kontrolama, ako
je dostupno, i dovode do statisticki znacajnog povecanja u usporedbi s negativnom kontrolom (vidjeti
stavke 17.1 18.).

— Analiziran je odgovaraju¢i ukupan broj implantata i doza (stavak 20.).
— Kiriteriji za odabir najvide doze u skladu su s kriterijima opisanima u stavcima 24. i 27.

Ocjenjivanje i tumacenje rezultata

38. Treba analizirati barem tri skupine tretirane dozom da bi se prikupilo dovoljno podataka za analizu doze i
odgovora.

39. Pod uvjetom da su ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti, ispitivana kemikalija smatra se jasno pozitivnom:

— ako najmanje jedna od ispitnih doza pokazuje statisticki znacajno povecanje u usporedbi s istodobnom
negativnom kontrolom,

— ako je povecanje povezano s dozom u najmanje jednom pokusnom uvjetu (npr. tjedni interval parenja) kad
se ocjenjuje odgovarajuim testom, i

— ako je bilo koji od rezultata izvan prihvatljivog raspona podataka o negativnim kontrolama ili distribucije
podataka laboratorija o prija$njim negativnim kontrolama (npr. kontrolne granice od 95 % prema Poisso-
novoj distribuciji), ako su dostupni.
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Tad se smatra da ispitivana kemikalija mozZe inducirati mutacije dominantnih letalnih gena u zametnim stani-
cama ispitnih Zivotinja. Preporuke za najprikladnije statisticke metode opisane su u stavku 44.; drugi preporu-
eni statisticki pristupi mogu se pronadi i u literaturi (20. 21. 22, 24. i 29.). Upotrijebljena statisticka
ispitivanja trebala bi kao pokusnu jedinicu uzimati Zivotinju.

40. Pod uvjetom da su ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti, ispitivana kemikalija smatra se jasno negativnom:

— ako ni pri jednoj ispitnoj dozi nije zapaZeno statisticki znacajno povecanje u odnosu na istodobnu nega-
tivnu kontrolu,

— ako ni u jednom pokusnom uvjetu nema poveanja povezanog s dozom, i

— ako su svi rezultati unutar prihvatljivog raspona podataka o negativnim kontrolama ili podataka o prijasnjim
negativnim kontrolama laboratorija (npr. kontrolne granice od 95 % prema Poissonovoj distribuciji), ako su
dostupni.

Tad se smatra da ispitivana kemikalija ne moZze inducirati mutacije dominantnih letalnih gena u zametnim
stanicama ispitnih Zivotinja.

41. Jasan pozitivan ili negativan odgovor nije potrebno provjeriti.

42. Ako odgovor nije jasno negativan ili pozitivan i kako bi se pomoglo utvrditi biolosku relevantnost rezultata
(npr. slabo ili graniéno povelanje), podatke bi trebalo ocjenjivati na temelju stru¢ne prosudbe ifili daljnjih
istrazivanja uz upotrebu postojecih eksperimentalnih podataka, kao $to su razmatranja o tome je li pozitivan
rezultat izvan prihvatljivog raspona podataka o negativnim kontrolama ili podataka laboratorija o prijasnjim
negativnim kontrolama (30.).

43. U rijetkim slucajevima, ¢ak i nakon dodatnih istrazivanja, skup podataka nece omoguditi donosenje zakljucka o
tome je li rezultat pozitivan ili negativan te Ce se stoga zakljuciti da je dvosmislen.

44. Upotrijebljena statisticka ispitivanja trebala bi kao pokusnu jedinicu uzimati muzjaka. lako je moguce da podaci
o broju (npr. broj implantata po Zenki) mogu odgovarati Poissonovoj distribuciji i/ili da udjeli (npr. udio mrtvih
implantata) mogu biti binomno distribuirani, ti su podaci cesto previSe rasprieni (31.). U skladu s tim, u
statistickoj analizi prvo bi se trebao primijeniti test za vecu ili manju raspr§enost upotrebom testa varijance
kao 3to je Cochranov test binomne varijance (32.) ili Taroneov C(a) test za binomnu veéu rasprsenost (31. i
33.). Ako se ne otkrije odstupanje od binomne rasprienosti, trendovi udjela u svim visinama doza mogu se
ispitati upotrebom Cochran-Armitageova testa trenda (34.), a usporedba u parovima s kontrolnom skupinom
moze se ispitati upotrebom Fisherova egzaktnog testa (35.). Isto tako, ako se ne otkrije odstupanje od Poisso-
nove rasprienosti, trendovi u brojevima mogu se ispitati upotrebom Poissonove regresije (36.), a usporedba u
parovima s kontrolnom skupinom moze se ispitati u kontekstu Poissonova modela upotrebom kontrasta u
parovima (36.). Ako se otkrije znatno veca ili manja rasprsenost, preporucuju se neparametarske metode (23. i
31.). One obuhvacaju testove koji se temelje na rangovima, kao $to su Jonckheere-Terpstraov test trenda (37.) i
Mann-Whitneyjevi testovi (38.) za usporedbu u parovima s kontrolnom skupinom s nosa¢em/otapalom te
testovi permutacija, ponovnog uzorkovanja i samonadopunjavanja (bootstrap) za trendove i usporedbe u paro-
vima s kontrolnom skupinom (31. i 39.).

45. Pozitivni test dominantnih letalnih gena pruza dokaze o genotoksi¢nosti ispitivane kemikalije u zametnim
stanicama tretiranog muZjaka ispitne vrste.

46. Pri procjeni bioloske vaznosti odgovora kao orijentacija mogu posluziti razmatranje o tome jesu li uocene
vrijednosti unutar ili izvan raspona prijasnjih kontrola (40.).
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IzvjeSée o ispitivanju

47. lIzvjese o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedece informacije.

SaZetak

Ispitivana kemikalija:

— izvor, broj serije, rok uporabe, ako su dostupni,

— stabilnost ispitivane kemikalije, ako je poznata,

— topljivost i stabilnost ispitivane kemikalije u otapalu, ako su poznate,

— izmjerene vrijednosti za pH, osmolalnost i taloZenje u mediju za uzgoj kulture u koji je dodana ispitivana
kemikalija, prema potrebi.

Tvar s jednim sastojkom:

— fizicki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

— kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj, SMILES ili InChl oznaka,
strukturna formula, Cistoca, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.

Tvari s viSe sastojaka, UVCB tvari i smjese:

— opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativnog udjela i relevantnih fizikalno-
kemijskih svojstava sastojaka.

Priprema ispitivane kemikalije:

— obrazloZenje za odabir nosaca,

— topljivost i stabilnost ispitivane kemikalije u otapalu/nosacu, ako su poznate,

— priprema formulacija koje se unose s hranom, vodom za pice ili udisanjem,

— analiticka odredivanja formulacija (npr. stabilnost, homogenost, nominalne koncentracije), ako se provode.

Ispitne Zivotinje:

— vrsta/soj te obrazloZenje tog odabira,

— broj, dob i spol Zivotinja,
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— podrijetlo, uvjeti smjestaja, prehrana itd.,

— metoda jedinstvenog identificiranja Zivotinja,

— za kratkotrajna istrazivanja: pojedinacna tjelesna masa muzjaka na pocetku i na kraju ispitivanja; za istra-
Zivanja dulja od tjedan dana: pojedinac¢na tjelesna masa tijekom istraZivanja i unos hrane. Trebalo bi ukljuciti
raspon tjelesne mase, srednju vrijednost i standardno odstupanje za svaku skupinu.

Ispitni uvjeti:

— podaci o pozitivnim i negativnim kontrolama (nosa¢/otapalo),

— podaci iz istrazivanja za odredivanje raspona,

— obrazloZenje odabira visine doze,

— pojedinosti o pripremi ispitivane kemikalije,

— pojedinosti o primjeni ispitivane kemikalije,

— obrazloZenje odabira nadina primjene,

— metode mjerenja toksi¢nosti Zivotinje, uklju¢ujudi, ako je dostupno, histopatoloske ili hematoloske analize i
ucestalost kojom su obavljeni promatranje i vaganje Zivotinje,

— metode kojima se provjerava je li ispitivana kemikalija dospjela u ciljno tkivo ili krvotok, ako se dobiju
negativni rezultati,

— stvarna doza (mg/kg tjelesne mase/dan) izraCunata na temelju koncentracije ispitivane kemikalije u hrani/
vodi za pife (ppm) i unosa hrane/vode, ako je primjenjivo,

— pojedinosti o kvaliteti hrane i vode,

— pojedinosti o obogacivanju okolisa u kavezu,

— detaljan opis reZima tretiranja i uzorkovanja te obrazloZenje tih odabira,

— metoda analgezije,

— metoda eutanazije,

— postupak izdvajanja i ocuvanja tkiva,

— izvor i serijski brojevi sve opreme i reagensa (ako je primjenjivo),
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— metode prebrojavanja dominantnih letalnih gena,

— reZim parenja,

— metode koriStene da bi se utvrdilo da je doslo do parenja,

— vrijeme eutanazije,

— kriteriji za ocjenjivanje dominantno letalnih u¢inaka, ukljucujuéi Zuta tijela, implantacije, resorpcije i predim-
plantacijske gubitke, Zive implantate i mrtve implantate.

Rezultati:

— stanje Zivotinje prije i tijekom razdoblja ispitivanja, ukljucujuéi znakove toksi¢nosti,

— tjelesna masa muzjaka tijekom razdoblja tretiranja i parenja,

— broj parenih Zenki,

— odnos doze i odgovora, ako je to mogude,

— podaci o istodobnim i prijanjim negativnim kontrolama s rasponima, srednjim vrijednostima i standardnim
odstupanjima,

— podaci o istodobnim pozitivnim kontrolama,

— tabli¢ni podaci za svaku Zenku (majku), uklju¢ujuéi: broj Zutih tijela po Zenki; broj implantacija po Zenki;
broj resorpcija i predimplantacijskih gubitaka po Zenki; broj Zivih implantata po Zenki; broj mrtvih implan-
tata po Zenki; teZine fetusa,

— prethodno navedeni podaci sazeti za svako razdoblje parenja i dozu, s ulestalostima pojave mutacija
dominantnih letalnih gena,

— primijenjene statisticke analize i metode.

Rasprava o rezultatima.

Zakljucak.
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Dodatak 1.

DEFINICIJE

Kemikalija: tvar ili smjesa

Zuto tijelo (tijela): struktura koja lu¢i hormone i koja nastaje na jajniku na mjestu folikula koji je ispustio jajasce. Broj
zutih tijela u jajnicima odgovara broju jajasaca koja su ovulirala.

Mutacija dominantnih letalnih gena: mutacija do koje dolazi u zametnoj stanici ili koja se fiksira nakon oplodnje, a
uzrokuje embrionalnu ili fetalnu smrt.

Stopa plodnosti: broj parenih gravidnih Zenki u odnosu na broj parenih Zenki.

Interval parenja: vrijeme od kraja izlaganja do parenja tretiranih muzjaka. Kontrolom tog intervala mogu se procijeniti
kemijski ucinci na razlicite vrste zametnih stanica. Kod miSeva koji se pare tijekom 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7. 1 8. tjedna nakon
kraja izlaganja mjere se ucinci na spermu, kondenzirane spermatide, okrugle spermatide, spermatocite u fazi pahitena,
rane spermatocite, diferencirane spermatogonije, diferencirajuée spermatogonije i mati¢ne spermatogonije.

Predimplantacijski gubitak: razlika izmedu broja implantata i broja Zutih tijela. MoZe se procijeniti i usporedbom ukupnog
broja implantata po Zenki u tretiranoj i kontrolnoj skupini.

Predimplantacijski gubitak: omjer mrtvih implantata u tretiranoj skupini u usporedbi s omjerom mrtvih implantata u
odnosu na njihov ukupan broj u kontrolnoj skupini.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

UVCB: kemijske tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvodi i bioloski materijali.
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Dodatak 2.

TIJEK SPERMATOGENEZE U SISAVACA

WIS 6 ‘ 14
Stakor 105 ‘
Ljudi 19
Zametne Diferencirajuca Spermatociti (mejotski) Spermatide testikularni epididimalni
stanice spermatogonija (prije (nakon mejoze) spermiji

mejoze)

Slika 1.: Usporedba trajanja (u danima) razvoja muskih zametnih stanica u miSeva, $takora i ljudi. Do popravka DNK ne
dolazi tijekom razdoblja koja su osjencana.

Gore je prikazan shematski prikaz spermatogeneze u miseva, Stakora i ljudi (preuzeto iz Adler, 1996.). Nediferencirane
spermatogonije ukljuCuju: spermatogonije tipa A, Ap 1 Ay (Hess i de Franca, 2008.). A, se smatra pravom maticnom
stanicom; stoga od posljednje injekcije ispitivane kemikalije do parenja mora proci najmanje 49 dana (kod miseva) kako
bi se procijenili u¢inci na zametne stanice.

Referentni dokumenti

Adler, ID (1996). Comparison of the duration of spermatogenesis between rodents and humans. Mutat Res,
352:169.-172.

Hess, RA, De Franca LR (2008). Spermatogenesis and cycle of the seminiferous epithelium. U: Molecular Mechanisms in
Spermatogenesis, C. Yan Cheng (Ed), Landes Biosciences and Springer Science&Business Media:1.-15.”
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(4) u dijelu B poglavlje B.23. zamjenjuje se sljede¢im:

,B.23. ISPITIVANJE KROMOSOMSKIH ABERACIJA U SPERMATOGONIJAMA SISAVACA
UvOoD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 483 (2016.). Ispitne metode periodi¢no se
preispituju uzimajudi u obzir znanstveni napredak, promjene regulatornih potreba i razmatranja o dobrobiti
Zivotinja. U ovoj izmijenjenoj verziji ispitne metode uzimaju se u obzir godine iskustva s tim testom i
moguénost integriranja ili kombiniranja tog ispitivanja s drugim studijama toksi¢nosti ili genotoksi¢nosti.
Kombiniranjem studija toksicnosti moze se smanjiti broj Zivotinja koje se upotrebljavaju u ispitivanjima toksi¢-
nosti. Ova je ispitna metoda dio niza ispitnih metoda u podru¢ju genetske toksikologije. OECD je sastavio
dokument u kojem se daju saZete informacije o ispitivanju u podrucju genetske toksikologije te pregled novijih
promjena smjernica OECD-a za ispitivanje genotoksi¢nosti (1.).

2. Svrha je in vivo testa kromosomskih aberacija u spermatogonijama sisavaca utvrditi kemikalije koje uzrokuju
strukturne kromosomske aberacije u spermatogonijskim stanicama sisavaca (2., 3. i 4.). Osim toga, ovo je
ispitivanje relevantno za ocjenu genotoksi¢nosti jer, iako se mogu razlikovati medu vrstama, faktori in vivo
metabolizma, farmakokinetika i procesi popravka DNK aktivni su i pridonose odgovorima. Ova ispitna metoda
nije namijenjena mjerenju numerickih abnormalnosti; test se ne upotrebljava rutinski u tu svrhu.

3. Ovim se ispitivanjem mjere strukturne kromosomske aberacije (i kromosomskog i kromatidnog tipa) u sper-
matogonijskim zametnim stanicama u fazi diobe te se stoga ocekuje da se tim ispitivanjem moze predvidjeti
indukcija nasljednih mutacija u tim zametnim stanicama.

4. Definicije klju¢nih pojmova utvrdene su u Dodatku.

POCETNA RAZMATRANJA

5. U ovom ispitivanju obi¢no se upotrebljavaju glodavci, ali i druge vrste mogu biti prikladne u odredenim
sluajevima, ako je to znanstveno opravdano. Standardni citogenetski preparati sjemenika glodavaca daju
mitotske (spermatogonije) i mejotske (spermatocit) metafaze. Mitotske i mejotske metafaze utvrduju se na
temelju morfologije kromosoma (4.). Ovim se in vivo citogenetskim testom otkrivaju strukturne kromosomske
aberacije pri spermatogonijskoj mitozi. Druge ciljne stanice nisu predmet ove ispitne metode.

6. Kako bi se moglo otkriti aberacije kromatidnog tipa u spermatogonijskim stanicama, treba ispitati prvu
mitotsku diobu stanica nakon tretiranja, prije nego $to se te aberacije pretvore u aberacije kromosomskog
tipa u kasnijim stani¢nim diobama. Dodatne informacije o tretiranim spermatocitima mogu se dobiti analizom
strukturnih kromosomskih aberacija kod kromosoma tijekom mejoze u dijakinezi-metafazi I i metafazi II.

7. U sjemeniku se nalaze brojne generacije spermatogonija (5.) i te razliite vrste zametnih stanica mogu biti
razli¢ito osjetljive na tretiranje kemikalijama. Prema tome, uocene aberacije predstavljaju skupnu reakciju
tretiranih populacija spermatogonijskih stanica. Ve¢inu mitotskih stanica u preparatima sjemenika ¢ine sperma-
togonije tipa B, koje imaju stani¢ni ciklus od priblizno 26 sati (3.).

8. Ako postoje dokazi da ispitivana kemikalija ili njezini metaboliti nele dospjeti do sjemenika, ovaj oblik
ispitivanja nije prikladan.
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10.

11.

12.

13.

14.

NACELO ISPITNE METODE

Obicno se Zzivotinje izlazu ispitivanoj kemikaliji prikladnim nac¢inom izlaganja i eutanaziraju u odgovaraju¢im
trenucima nakon tretiranja. Prije eutanazije Zivotinje se tretiraju agensom za zaustavljanje metafaze (npr.
kolhicinom ili Colcemidom®). Nakon toga naprave se i oboje kromosomski preparati zametnih stanica te se
analizom utvrduje je li doslo do kromosomskih aberacija metafaznih stanica.

PROVJERA OSPOSOBLJENOSTI LABORATORIJA

Osposobljenost za provedbu ovog testa trebalo bi utvrditi dokazivanjem sposobnosti reproduciranja o¢ekivanih
rezultata za uCestalost pojave kromosomske aberacije kod spermatogonija s tvarima za pozitivnu kontrolu
(ukljuCujuéi slabe odgovore), kao $to su one navedene u tablici 1., te postizanja ucestalosti u negativnim
kontrolama koje su u skladu s prihvatljivim rasponom podataka o kontrolama u objavljenoj literaturi (npr.
2, 3., 6., 7,8, 9.1 10) ili distribucijom prijasnjih kontrola laboratorija, ako su dostupni.

OPIS METODE
Pripreme

Odabir Zivotinjske vrste

Trebalo bi upotrebljavati zdrave, mlade odrasle Zivotinje sojeva koji se obi¢no upotrebljavaju u laboratorijskim
istrazivanjima. Obi¢no se upotrebljavaju muzjaci miSeva; medutim, mogu se upotrebljavati muzjaci drugih
prikladnih vrsta sisavaca ako za to postoji znanstveno opravdanje i ako se time omogucuje da se ispitivanje
provodi zajedno s drugom ispitnom metodom. U izvje$¢u bi trebalo navesti znanstveno opravdanje za uporabu
drugih vrsta osim glodavaca.

Uvjeti smjestaja i hranjenja Zivotinja

U slucaju glodavaca, temperatura prostorije u kojoj se drze Zivotinje trebala bi biti 22 °C (3 °C). lako bi u
idealnim okolnostima relativna vlaznost trebala biti 50-60 %, ona bi trebala biti najmanje 40 %, a poZzeljno je
da ne prelazi 70 %, osim tijekom ¢iS¢enja prostorije. Rasvjeta bi trebala biti umjetna uz izmjenu 12 sati svjetla i
12 sati mraka. Za hranjenje se moze upotrebljavati konvencionalna laboratorijska hrana uz neograni¢enu
koli¢inu vode za pile. Kad se ispitivana kemikalija primjenjuje ovim nacinom izlaganja, na izbor prehrane
moze utjecati potreba da se osigura odgovarajuca primjesa ispitivane kemikalije. Glodavci bi trebali biti smje-
Steni u malim skupinama (ne vise od pet po kavezu) ako se ne ocekuje agresivno ponasanje, po moguénosti u
kavezima s ¢vrstim podom i uz prikladno obogadivanje okolisa. Ako je to znanstveno opravdano, Zivotinje se
mogu drZati u zasebnim nastambama.

Priprema Zivotinja

Obicno se upotrebljavaju zdravi mladi odrasli muZjaci (stari 8-12 tjedana na pocetku tretiranja) te se nasumce
rasporeduju u kontrolne skupine i skupine za tretiranje. Pojedinacne Zivotinje oznacuju se na jedinstven nacin
upotrebom humane, najmanje invazivne metode (npr. prstenovanjem, stavljanjem oznaka, mikro¢ipiranjem ili
biometrijskom identifikacijom, ali ne rezanjem uha ili prsta) i prilagodavaju laboratorijskim uvjetima najmanje
pet dana. Kaveze bi trebalo rasporediti tako da se ucinci do kojih bi moglo do¢i zbog polozaja kaveza svedu na
minimum. Trebalo bi izbjegavati unakrsnu kontaminaciju pozitivnom kontrolom i ispitivanom kemikalijjom. Na
pocetku istraZivanja variranje tjelesne mase pojedina¢nih Zivotinja treba biti §to manje i ne smije prelaziti
+20 %.

Priprema doza

Prije nego $to se doza daje Zivotinjama, krute ispitivane tvari po potrebi treba otopiti ili suspendirati u
odgovarajuéim otapalima ili nosa¢ima ili dodati hrani ili vodi za pice. Tekude ispitivane kemikalije mogu se
dozirati izravno ili razrijediti prije doziranja. Za potrebe inhaliranja, ispitivane kemikalije mogu se primijeniti u
obliku plina, pare ili krutog/tekuceg aerosola, ovisno o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima. Ako prema
podacima o stabilnosti skladistenje nije prihvatljivo i ako nisu utvrdeni prikladni uvjeti skladiStenja, preparate
ispitivane kemikalije trebalo bi upotrebljavati svjeze.
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Ispitni uvjeti — otapalo/nosa¢

15. Pri visinama doza koje se primjenjuju otapalo/nosa¢ ne smije imati toksi¢ne ucinke i ne smije postojati sumnja
da bi mogao kemijski reagirati s ispitivanim kemikalijama. Ako se upotrebljavaju otapala/nosaci koji nisu dobro
poznati, njihovo uklju¢ivanje u ispitivanje trebalo bi potkrijepiti referentnim podacima kojima se dokazuje
njihova uskladenost. Kad je god mogude, preporuCuje se najprije razmotriti moguénost primjene vodenog
otapalajnosaca. Primjeri uobicajeno koriStenih uskladenih otapala/nosaca uklju¢uju vodu, fiziolosku otopinu,
otopinu metil-celuloze, otopinu natrijeve soli karboksimetilne celuloze, maslinovo ulje i kukuruzno ulje. Ako ne
postoje prijasnji ili objavljeni podaci o kontrolama kojima se dokazuje da odabranim atipiénim otapalom/
nosatem nisu inducirane strukturne kromosomske aberacije ili drugi S$tetni ucinci, trebalo bi provesti
pocetno istrazivanje kako bi se utvrdila prihvatljivost kontrole s otapalom/nosacem.

Pozitivne kontrole

16. Uvijek bi se trebale upotrebljavati Zivotinje istodobnih pozitivnih kontrola, osim ako je laboratorij dokazao
osposobljenost za provedbu ispitivanja te je u nedavnoj proslosti rutinski upotrebljavao ispitivanje (npr. u
posljednjih pet godina). Ako nije uklju¢ena istodobna pozitivna kontrolna skupina, u svaki pokus trebalo bi
ukljuciti kontrole ocjenjivanja (fiksirana i nebojena predmetna stakalca). One se mogu dobiti ukljucivanjem u
ocjenjivanje istrazivanja prikladnih referentnih uzoraka koji su dobiveni i pohranjeni iz zasebnog pokusa s
pozitivnom kontrolom koji se provodi periodicno (npr. svakih Sest do 18 mjeseci) u laboratoriju u kojem se
provodi ispitivanje; na primjer, tijekom ispitivanja osposobljenosti laboratorija i redovito nakon toga, ako je
potrebno.

17. Tvari za pozitivnu kontrolu trebale bi pouzdano izazvati zamjetno povecanje ucestalosti stanica sa strukturnim
kromosomskim aberacijama iznad spontanih razina. Doze pozitivnih kontrola trebalo bi odabrati tako da ucinci
budu jasni, ali da analitiar ne moZe odmah vidjeti identitet kodiranih uzoraka. Primjeri tvari za pozitivnu
kontrolu navedeni su u tablici 1.

Tablica 1.

Primjeri tvari za pozitivnu kontrolu

Tvari [CAS br.] (referentni br.)

Ciklofosfamid (monohidrat) [CAS br. 50-18-0 (CAS br. 6055-19-2)] (9.)

Cikloheksilamin [CAS br. 108-91-8] (7.)

Mitomicin C [CAS br. 50-07-7] (6.)

Monomerni akrilamid [CAS 79-06-1] (10.)

Trietilenmelamin [CAS 51-18-3] (8.)

Negativne kontrole

18. Zivotinje negativne kontrole, koje se tretiraju samo s otapalom ili nosacem, a inace se tretiraju jednako kao
skupine za tretiranje, trebale bi biti ukljucene u svako vrijeme uzorkovanja. Ako ne postoje prijasnji ili objavljeni
kontrolni podaci kojima se dokazuje da odabrano otapalo ili nosa¢ ne inducira nikakve kromosomske aberacije
ili druge Stetne ucinke, i netretirane kontrolne Zivotinje trebale bi biti ukljuCene u svako vrijeme uzorkovanja
kako bi se utvrdila prihvatljivost kontrole s nosacem.
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POSTUPAK
Broj Zivotinja

19. Na pocetku istrazivanja trebalo bi utvrditi veli¢ine skupina kako bi se po skupini osiguralo minimalno pet
muZjaka. Taj se broj Zivotinja smatra dovoljnim za dobivanje primjerene statisticke snage (tj. opéenito se moze
otkriti barem udvostrucenje ucestalosti pojave kromosomske aberacije kad je razina negativne kontrole 1,0 % ili
veca s 80-postotnom vjerojatno$¢u pri razini znacajnosti od 0,05) (3. i 11.). Kao smjernica za uobicajene
maksimalne zahtjeve u pogledu Zivotinja, za istraZivanje s dva vremena uzorkovanja, s tri skupine koje primaju
dozu i istodobnom negativnom kontrolnom skupinom plus pozitivnom kontrolnom skupinom (pri ¢emu se
svaka skupina sastoji od pet Zzivotinja) bilo bi potrebno 45 Zivotinja.

Rezim tretiranja

20. Ispitivane kemikalije obi¢no se primjenjuju jednom (tj. kao jednokratno tretiranje); mogu se primjenjivati i drugi
rezimi doziranja uz uvjet da su znanstveno opravdani.

21. Kod skupine na koju se primjenjuje najviSa doza uzorci se uzimaju dvaput nakon tretiranja. Bududi da vrijeme
potrebno za apsorpciju i metabolizam ispitivane kemikalije ili kemikalija, kao i njezino djelovanje na kinetiku
stani¢nog ciklusa, mogu utjecati na optimalno vrijeme za otkrivanje kromosomskih aberacija, jedno se uzor-
kovanje obavlja ranije, a jedno kasnije, priblizno 24 sata i 48 sati nakon tretiranja. Kod ostalih doza ranije
uzorke treba uzeti 24 sata nakon tretiranja (manje od trajanja stani¢nog ciklusa spermatogonija tipa B ili
jednako tom trajanju, ¢ime se poboljSava vjerojatnost ocjene prve metafaze nakon tretiranja), osim ako je
poznato da je neko drugo vrijeme uzorkovanja primjerenije i opravdano.

22. Uzorci se mogu uzeti i u neko drugo vrijeme. Na primjer, u slu¢aju kemikalija koje imaju u¢inke neovisne o S-
fazi, uzorkovanja moze biti primjereno obaviti ranije (tj. u razdoblju kra¢em od 24 sata).

23. MozZe se upotrijebiti rezim ponovljenih doza tretiranja, na primjer, zajedno s ispitivanjem na drugoj krajnjoj
tocki kod koje se upotrebljava razdoblje primjene od 28 dana (npr. ispitna metoda B.58.); medutim, bile bi
potrebne dodatne skupine Zivotinja kako bi se uzela u obzir razli¢ita vremena uzorkovanja. U skladu s tim,
primjerenost tog reZima treba znanstveno opravdati od slucaja do slucaja.

24. Prije eutanazije Zivotinjama se intraperitonealno ubrizgava odgovaraju¢a doza kemikalije za zaustavljanje meta-
faze (npr. Colcemid® ili kolhicin). Zatim se nakon odgovarajuleg vremenskog intervala Zivotinje podvrgavaju
uzorkovanju. Za miSeve i Stakore taj interval iznosi priblizno 3-5 sati.

Visine doza

25. Ako se provodi preliminarno istrazivanje za odredivanje raspona doza jer jos nisu dostupni prikladni podaci
koji bi pomogli u odabiru doza, trebalo bi ga provesti u istom laboratoriju primjenom iste vrste, soja i reZima
tretiranja kao i u glavnom istrazivanju, u skladu s preporukama za provodenje istraZivanja za odredivanje
raspona doza (12.). Tim bi se istraZivanjem trebala odrediti maksimalna podnosljiva doza (MTD), koja se
definira kao doza koja inducira blage toksi¢ne ucinke povezane s trajanjem istraZivanja (na primjer, neuobica-
jeno ponasanje ili reakcije, manji gubitak tjelesne mase ili hematopoetska sustavna citotoksi¢nost), ali ne
inducira smrt ili znakove boli, patnje ili stresa zbog kojih bi Zivotinju trebalo eutanazirati (13.).

26. Najvisa se doza moze definirati i kao doza pri kojoj se javljaju odredeni znakovi toksi¢nosti u spermatogonij-
skim stanicama (npr. smanjenje omjera spermatogonijskih mitoza u odnosu na prvu i drugu mejotsku meta-
fazu). Navedeno smanjenje ne bi smjelo prelaziti 50 %.
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27. Ispitivane kemikalije s posebnim bioloskim djelovanjem u slabim netoksi¢nim dozama (kao §to su hormoni i
mitogeni) i kemikalije koje pokazuju zasiCenost toksikokinetickih svojstava mogu se izuzeti iz kriterija u
pogledu odredivanja doza i trebale bi se procjenjivati od slucaja do slucaja.

28. Kako bi se dobile informacije o odgovoru na dozu, potpuno istrazivanje trebalo bi ukljucivati negativnu
kontrolnu skupinu (stavak 18.) i minimalno tri visine doze pri ¢emu je svaka uglavnom dvostruko veca od
prethodne, ali najviSe Cetverostruko. Ako ispitivana kemikalija u istrazivanju za odredivanje raspona ili na
temelju postojec¢ih podataka ne izaziva toksi¢nost, najvisa doza za jednu primjenu trebala bi biti 2 000 mg/kg
tjelesne mase. Medutim, ako ispitivana kemikalija uzrokuje toksi¢nost, MTD bi trebao biti najvi$a primijenjena
doza i pozeljno je da se primijenjenim visinama doze obuhvati raspon od maksimalne doze do doze koja
izaziva malu toksicnost ili ne izaziva toksi¢nost. Ako je toksi¢nost ciljnog tkiva (tj. sjemenika) zapazena pri svim
ispitanim visinama doza, preporucuje se daljnje istraZivanje pri netoksi¢nim dozama. Za istrazivanja ¢iji je cilj
potpunije opisati kvantitativne informacije o odgovoru na dozu mogu biti potrebne dodatne skupine koje
primaju dozu. Za odredene vrste ispitivanih kemikalija (npr. za farmaceutske proizvode namijenjene ljudima)
obuhvadene posebnim zahtjevima ta se ograni¢enja mogu razlikovati. Ako ispitivana kemikalija uzrokuje
toksicnost, trebala bi se odabrati grani¢na doza i dvije manje doze (kako je prethodno opisano). Grani¢na
doza za razdoblje primjene od 14 dana ili viSe iznosi 1 000 mg/kg tjelesne mase dnevno, a za razdoblja
primjene kraca od 14 dana grani¢na doza iznosi 2 000 mg/kg tjelesne mase dnevno.

Primjena doza

29. Pri planiranju testa u obzir bi trebalo uzeti ocekivani nacin izlaganja ljudi. Stoga se, ako je to opravdano, mogu
odabrati nacini izlaganja kao §to su unos s hranom, unos s vodom za pice, lokalna primjena potkoZno,
intravenozna primjena, oralna primjena (oralna intubacija), udisanje ili implantacija. U svakom bi slucaju
odabrani put trebao biti takav da se osigura odgovarajuca izlozenost ciljnog tkiva. Intraperitonealna injekcija
obino se ne preporucuje, osim ako je znanstveno opravdana, jer obi¢no nije fizioloski odgovarajui put
izlaganja ljudi. Ako se ispitivana kemikalija dodaje hrani ili vodi za pice, posebno u slucaju primjene jedne
doze, trebalo bi voditi ra¢una o tome da se osigura dostatno vrijeme od unosa hrane i vode do uzorkovanja
kako bi se omogucilo otkrivanje ucinaka (vidjeti stavak 33.). Maksimalni volumen tekucine koji se odjednom
moze primijeniti oralnom intubacijom ili injekcijom ovisi o veli¢ini ispitne Zivotinje. Taj volumen obi¢no ne bi
trebao biti veci od 1 ml/100 g tjelesne mase, osim u slu¢aju vodenih otopina kod kojih je dopusteno upotrijebiti
maksimalno 2 ml/100 g tjelesne mase. Primjene vecih volumena od navedenog (ako je dopusteno zakonodav-
stvom o dobrobiti Zivotinja) treba opravdati. Variranje ispitnih volumena treba svesti na minimum podesava-
njem koncentracije kako bi se kod svih visina doza osigurao stalni volumen u odnosu na tjelesnu masu.

Opazanja

30. Najmanje jednom dnevno treba provoditi opéa klinicka opazanja o ispitnim Zivotinjama i zabiljeziti klinicke
znakove, po mogucnosti svaki dan u isto vrijeme ili vremena, vodeéi racuna o razdoblju najveceg intenziteta
ocekivanih u¢inaka nakon doziranja. Najmanje dvaput dnevno kod svih Zivotinja treba provjeriti ima li slucajeva
morbiditeta ili smrtnosti. Sve Zivotinje trebalo bi izvagati na pocetku istraZivanja, najmanje jednom tjedno
tijekom istrazivanja s ponovljenim dozama, i prilikom eutanazije. U istraZivanjima koja traju najmanje tjedan
dana trebalo bi najmanje jednom tjedno mjeriti unos hrane. Ako se ispitivana kemikalija daje s vodom za pice,
trebalo bi mjeriti unos vode pri svakoj promjeni vode i najmanje jednom tjedno. Zivotinje koje pokazuju
nesmrtonosne pokazatelje prekomjerne toksi¢nosti trebalo bi eutanazirati prije dovrSetka razdoblja
ispitivanja (13.).

Kromosomski pripravak

31. Odmah po eutanaziji Zivotinje napravi se suspenzija zametnih stanica iz jednog ili oba sjemenika, koja se izlaze
hipotonickoj otopini i fiksira primjenom utvrdenih protokola (npr. 2., 14. i 15.). Zatim se stanice razmazu po
mikroskopskom stakalcu i oboje (16. 1 17.). Sva bi stakalca trebalo kodirati tako da analiticar ne zna njihov
identitet.

Analiza

32. Za svaku Zivotinju treba pregledati najmanje 200 dobro rasirenih metafaza (3. i 11.). Ako je ucestalost u
prijasnjim negativnim kontrolama <1 %, trebalo bi pregledati viSe od 200 stanica po Zivotinji kako bi se
povecala statisticka snaga (3.). Trebale bi se upotrebljavati metode bojenja koje omogucuju utvrdivanje centro-
mera.
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33. Aberacije kromosomskog i kromatidnog tipa trebalo bi zabiljeZiti odvojeno i klasificirati prema podtipovima
(lomovi, zamjene). Prekide bi trebalo zabiljeziti, ali ne i uzimati u obzir, prilikkom utvrdivanja inducira li
kemikalija znatna povecanja ucestalosti stanica s kromosomskim aberacijama. U postupcima koji se primjenjuju
u laboratoriju trebalo bi osigurati da analizu kromosomskih aberacija provode dobro osposobljeni analiticari.
Uzimajudi u obzir da postupci pripreme predmetnih stakalaca Cesto za posljedicu imaju lom jednog dijela
metafaza uz posljedi¢ni gubitak kromosoma, stanice koje se pregledavaju trebale bi stoga sadrzavati broj
centromera koji nije manji od 2nt 2, pri ¢emu je n haploidan broj kromosoma za tu vrstu.

34. Tako je svrha ovog ispitivanja otkrivanje strukturnih kromosomskih aberacija, vazno je zabiljeziti ucestalost
poliploidnih stanica i stanica s endoredupliciranim kromosomima ako se opaze te pojave (vidjeti stavak 44.).

PODACI I IZVJESCIVANJE
Obrada rezultata

35. Podatke o pojedinacnim Zivotinjama trebalo bi prikazati u tablicnom obliku. Za svaku Zivotinju treba odrediti
broj stanica sa strukturnim kromosomskim aberacijama i broj kromosomskih aberacija po stanici. Aberacije
kromatidnog i kromosomskog tipa, klasificirane prema podtipovima (lomovi, zamjene), trebalo bi navesti
odvojeno, s njihovim brojem i ucestalo§¢u za pokusne i kontrolne skupine. Prekidi se biljeze zasebno. Iako
se biljezi ucestalost kromosomskih prekida, ona se opéenito ne ukljucuje u analizu ukupne ucestalosti struk-
turnih kromosomskih aberacija. Postotak poliploidnih stanica i stanica s endoredupliciranim kromosomima
biljezi se ako su zapaZene takve stanice.

36. Treba izvijestiti o podacima o toksi¢nosti i klinickim znakovima (u skladu sa stavkom 30.).

Kriteriji prihvatljivosti

37. Prihvatljivost ispitivanja utvrduje se na temelju sljedecih kriterija.

— Istodobna negativna kontrola u skladu je s objavljenim normama za podatke o negativnim kontrolama iz
prijasnjih istraZivanja, kod kojih se obi¢no ocekuje > 0 % i < 1,5 % stanica s kromosomskim aberacijama, i
podacima o prijasnjim kontrolama laboratorija, ako su dostupni (vidjeti stavke 10. i 18.).

— Istodobne pozitivne kontrole induciraju odgovore koji su u skladu s objavljenim normama za podatke o
prijasnjim pozitivnim kontrolama ili bazom podataka laboratorija o prijasnjim podacima o pozitivnoj
kontroli, ako je dostupna, i dovode do statisticki znacajnog povecanja u usporedbi s negativnom kontrolom
(vidjeti stavke 17.1 18.).

— Analiziran je odgovarajuéi broj stanica i doza (vidjeti stavke 28. i 32.).

— Kiriteriji za odabir najviSe doze u skladu su s kriterijjima opisanima u stavcima 25. i 26.

38. Ako se promatraju i mitoza i mejoza, omjer spermatogonijskih mitoza u odnosu na prvu i drugu mejotsku
metafazu treba utvrditi kao mjerilo citotoksi¢nosti za sve tretirane Zivotinje i Zivotinje negativne kontrole, na
ukupnom uzorku od 100 stanica u fazi diobe po Zivotinji. Ako se promatra samo mitoza, potrebno je utvrditi
mitotski indeks u barem 1 000 stanica za svaku Zivotinju.

Ocjenjivanje i tumacenje rezultata

39. Treba analizirati barem tri skupine tretirane dozom da bi se prikupili odgovaraju¢i podaci za analizu doze i
odgovora.
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40.

41.

42.

43.

44,

45.

Pod uvjetom da su ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti, ispitivana kemikalija smatra se jasno pozitivnom:

— ako najmanje jedna od ispitnih doza pokazuje statisticki znacajno povecanje u usporedbi s istodobnom
negativnom kontrolom,

— ako je u najmanje jednom vremenu uzorkovanja to povecanje povezano s dozom, te

— ako je bilo koji od rezultata izvan prihvatljivog raspona podataka o negativnim kontrolama ili distribucije
podataka o prijasnjim negativnim kontrolama laboratorija (npr. kontrolne granice od 95 % prema Poisso-
novoj distribuciji), ako su dostupni.

Tad se smatra da ispitivana kemikalija moZe inducirati kromosomske aberacije spermatogonijskih stanica
ispitnih Zivotinja. Preporuke o najprikladnijim statistickim metodama dostupne su i u literaturi (11. i 18.).
Upotrijebljena statisticka ispitivanja trebala bi kao pokusnu jedinicu uzimati Zivotinju.

Pod uvjetom da su ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti, ispitivana kemikalija smatra se jasno negativnom:

— ako ni pri jednoj ispitnoj dozi nije zapaZeno statisticki znacajno povecanje u odnosu na istodobnu nega-
tivnu kontrolu,

— ako ni u jednom pokusnom uvjetu nema povecanja povezanog s dozom, te

— ako su svi rezultati unutar prihvatljivog raspona podataka o negativnim kontrolama ili podataka o prijasnjim
negativnim kontrolama laboratorija (npr. kontrolne granice od 95 % prema Poissonovoj distribuciji), ako su
dostupni.

Tad se smatra da ispitivana kemikalija ne moze inducirati kromosomske aberacije spermatogonijskih stanica
ispitnih Zivotinja. Preporuke o najprikladnijim statistickim metodama dostupne su i u literaturi (11. i 18.).
Negativan rezultat ne iskljucuje mogucnost da kemikalija moze inducirati kromosomske aberacije u kasnijim
fazama razvoja koje se ne istrazuju, ili genske mutacije.

Jasan pozitivan ili jasan negativan odgovor nije potrebno provijeriti.

Ako odgovor nije jasno negativan ili pozitivan i kako bi se pomoglo utvrditi biolosku relevantnost rezultata
(npr. slabo ili graniéno povelanje), podatke bi trebalo ocjenjivati na temelju stru¢ne prosudbe ifili daljnjih
istrazivanja uz upotrebu postojecih eksperimentalnih podataka, kao $to su razmatranja o tome je li pozitivan
rezultat izvan prihvatljivog raspona podataka o negativnim kontrolama ili podataka laboratorija o prijasnjim
negativnim kontrolama (19.).

U rijetkim sluajevima, ¢ak i nakon dodatnih istraZivanja, skup podataka nece omoguciti donosenje zakljucka o
tome je li rezultat pozitivan ili negativan te Ce se stoga zakljuciti da je dvosmislen.

Povecanje broja poliploidnih stanica moZe znaciti da ispitivana kemikalija moZe inhibirati mitotske procese i
inducirati numericke kromosomske aberacije (20.). Povecanje broja stanica s endoredupliciranim kromosomima
moze znaditi da ispitivana kemikalija moZe inhibirati progresiju stani¢nog ciklusa (21. 1 22.), a to je drugaciji
mehanizam induciranja numerickih kromosomskih promjena od inhibiranja mitotskih procesa (vidjeti stavak
2.). Stoga bi ucestalost poliploidnih stanica i stanica s endoredupliciranim kromosomima trebalo zabiljeZiti
odvojeno.
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IzvjeSée o ispitivanju

46. Izvjese o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedece informacije:

SazZetak.

Ispitivana kemikalija:

— izvor, broj serije, rok uporabe, ako su dostupni,

— stabilnost ispitivane kemikalije, ako je poznata,

— topljivost i stabilnost ispitivane kemikalije u otapalu, ako su poznate,

— izmjerene vrijednosti za pH, osmolalnost i taloZenje u mediju za uzgoj kulture u koji je dodana ispitivana
kemikalija, prema potrebi.

Tvar s jednim sastojkom:

— fizicki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

— kemijske identifikacijske oznake, kao §to su TUPAC ili CAS naziv, CAS broj, SMILES ili InChl oznaka,
strukturna formula, Cistoca, kemijski identitet necisto¢a prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.

Tvari s vise sastojaka, UVCB tvari i smjese:

— opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativnog udjela i relevantnih fizikalno-
kemijskih svojstava sastojaka.

Priprema ispitivane kemikalije:

— obrazloZenje za odabir nosaca,

— topljivost i stabilnost ispitivane kemikalije u otapalu/nosacu,

— priprema formulacija koje se unose s hranom, vodom za pice ili udisanjem,

— analiticka odredivanja formulacija (npr. stabilnost, homogenost, nominalne koncentracije ako se provode.

Ispitne Zivotinje:

— vrsta/soj te obrazloZenje njihove uporabe,

— broj i dob Zivotinja,

— podrijetlo, uvjeti smjestaja, prehrana itd.,
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— metoda jedinstvenog identificiranja Zivotinja,

— za kratkotrajna istraZivanja: pojedinacna tjelesna masa Zivotinja na pocetku i na kraju ispitivanja; za
istrazivanja dulja od tjedan dana: pojedinacna tjelesna masa tijekom istraZivanja i unos hrane. Trebalo bi
ukljuciti raspon tjelesne mase, srednju vrijednost i standardno odstupanje za svaku skupinu.

Ispitni uvjeti:

— podaci o pozitivnim i negativnim kontrolama (nosac/otapalo),

— podaci iz istraZivanja o utvrdivanju raspona, ako je provedeno,

— obrazloZenje odabira visine doze,

— obrazloZenje odabira nacina primjene,

— pojedinosti o pripremi ispitivane kemikalije,

— pojedinosti o primjeni ispitivane kemikalije,

— obrazloZenje za vremena usmréivanja Zivotinja,

— metode mjerenja toksi¢nosti Zivotinje, uklju¢ujudi, ako je dostupno, histopatoloske ili hematoloske analize i
ucestalost kojom su obavljeni promatranje i vaganje Zivotinje,

— metode kojima se provjerava je li ispitivana kemikalija dospjela u ciljno tkivo ili krvotok, ako se dobiju
negativni rezultati,

— stvarna doza (mg/kg tjelesne mase/dan) izraCunata na temelju koncentracije ispitivane kemikalije u hrani/
vodi za pife (ppm) i unosa hrane/vode, ako je primjenjivo,

— pojedinosti o kvaliteti hrane i vode,

— detaljan opis rezima tretiranja i uzorkovanja te obrazloZenje tih odabira,

— metoda eutanazije,

— metoda analgezije (ako se primjenjuje),

— postupci izdvajanja tkiva,

— naziv (identifikacijska oznaka) kemikalije za zaustavljanje metafaze, njezina koncentracija i trajanje primjene,

— metode pripreme predmetnih stakalaca,
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— kriteriji za ocjenu aberacija,

— broj analiziranih stanica po Zivotinji,

— kriteriji prema kojima se istraZivanje smatra pozitivnim, negativnim ili dvosmislenim.

Rezultati:

— stanje Zivotinje prije i tijekom razdoblja ispitivanja, ukljucujuéi znakove toksi¢nosti,

— mase tijela i organa prije usmréivanja (ako se primjenjuje vise tretiranja, mase tijela izmjerene tijekom rezima
tretiranja),

— znakovi toksi¢nosti,

— mitotski indeks,

— omjer spermatogonijskih mitotskih stanica u odnosu na prvu i drugu mejotsku metafazu, ili drugi dokaz
izloZenosti ciljnom tkivu,

— wvrsta i broj aberacija, navedeni za svaku Zivotinju zasebno,

— ukupan broj aberacija po skupini sa srednjim vrijednostima i standardnim odstupanjima,

— broj stanica s aberacijama po skupini sa srednjim vrijednostima i standardnim odstupanjima,

— odnos doze i odgovora, ako je to mogude,

— primijenjene statisticke analize i metode,

— podaci o istodobnim negativnim kontrolama,

— podaci o prijasnjim negativnim kontrolama, zajedno s rasponima, srednjim vrijednostima, standardnim
evijacijama i intervalom pouzdanosti o 6 (ako je dostupan) ili objavljeni podaci o prijasnjim nega-
devijacij ii lom pouzd i od 95% (ako je dostupan) ili objavljeni podaci o prijasnji g
tivnim kontrolama koji se upotrebljavaju za prihvatljivost rezultata ispitivanja,

— podaci o istodobnim pozitivnim kontrolama,

— promjene ploidije ako su zapazene, ukljucujudi ucestalost poliploidnih ifili endoredupliciranih stanica.
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Rasprava o rezultatima
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Dodatak

DEFINICIJE
Aneuploidija: svako odstupanje od uobicajenog diploidnog (ili haploidnog) broja kromosoma za jedan kromosom ili vise

njih, ali ne za cijelu skupinu ili skupine kromosoma (poliploidija).

Centromera: podrudje ili podrucja kromosoma s kojima su tijekom stani¢ne diobe povezane niti diobenog vretena, ¢ime
se omogucuje uredno kretanje kromosoma kéeri prema polovima stanica kéeri.

Kemikalija: tvar ili smjesa.

Raznolikost kromosoma: raznolikost oblika kromosoma (npr. metacentri¢ni, akrocentri¢ni itd.) i njihovih veli¢ina.

Aberacija kromatidnog tipa: strukturno ostefenje kromosoma izrazeno kao lom pojedina¢nih kromatida ili lom i
ponovno spajanje kromatida.

Aberacija kromosomskog tipa: strukturno ostelenje kromosoma izrazeno kao lom ili lom i ponovno spajanje obiju
kromatida na istom mjestu.

Klastogen: svaka kemikalija koja uzrokuje strukturne kromosomske aberacije u populacijama stanica ili organizama.

Prekid: akromatska lezija manja od Sirine jedne kromatide i s minimalnim otklonom kromatida.

Genotoksi¢nost: opéi izraz kojim su obuhvacene sve vrste ostecenja DNK ili kromosoma ukljucujuéi lomove, delecije,
adukte, modifikacije i povezivanje nukleotida, premjestanja, mutacije, aberacije kromosoma i aneuploidiju. Ne dovode sve
vrste genotoksi¢nih ucinaka do mutacija ili trajnog ostecenja kromosoma.

Mitotski indeks: omjer stanica u metafazi podijeljen s ukupnim brojem stanica zapazenih u populaciji stanica; pokazatelj
stupnja proliferacije te populacije.

Mitoza: dioba stani¢ne jezgre koja je obi¢no podijeljena na profazu, prometafazu, metafazu, anafazu i telofazu.

Mutagen: uzrokuje nasljednu promjenu slijeda (sljedova) parova baza DNK u genima ili strukture kromosoma (kromo-
somske aberacije).

Numericka abnormalnost: promjena u broju kromosoma u odnosu na normalni broj koji je karakteristican za koristene
Zivotinje.

Poliploidija: visekratnik haploidnog broja kromosoma (n) osim diploidnog broja (tj. 3n, 4n itd.).

Strukturna aberacija: promjena u strukturi kromosoma koja se moze otkriti mikroskopskim pregledom diobe stanica u
metafazi, zapazena kao delecije i fragmenti, zamjene.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

UVCB: kemijske tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvodi i bioloski materijali.;”
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(5) u dijelu B poglavlje B.40. zamjenjuje se sljede¢im:

,B.40. NAGRIZANJE KOZE IN VITRO: ISPITNA METODA TRANSKUTANOG ELEKTRICNOG OTPORA (TER)
UvOoD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 430 (2015.). Nagrizanje koZe odnosi se na
izazivanje ireverzibilnog oste¢enja koze koje se manifestira kao vidljiva nekroza koja kroz epidermu prodire u
dermu nakon primjene ispitivane kemikalije [kako je utvrdeno Globalno uskladenim sustavom razvrstavanja i
oznadivanja kemikalija (GHS) Ujedinjenih naroda (UN) (1.) i Uredbom (EZ) br. 1272/2008 o razvrstavanju,
oznadivanju i pakiranju tvari i smjesa (CLP) (') Europske unije]. Ova azurirana ispitna metoda B.40. pruza in
vitro postupak kojim se omogucuje utvrdivanje nagrizaju¢ih i nenagrizajucih tvari i smjesa u skladu s UN GHS-
om (1.) i CLP-om.

2. Procjena nagrizajuleg djelovanja na koZu obi¢no je obuhvacala primjenu laboratorijskih Zivotinja (ispitna
metoda B.4., ekvivalentna Smjernici OECD-a za ispitivanje 404 koja je izvorno donesena 1981. i revidirana
1992, 2002. i 2015.) (2.). Uz sadasnju ispitnu metodu B.40., validirane su i donesene druge ispitne metode in
vitro za ispitivanje potencijala kemikalija da uzrokuju nagrizanje koZe, kao $to su ispitna metoda B.40.bis
(ekvivalentna Smjernici OECD-a za ispitivanje 431) (3. i ispitna metoda B.65. (ekvivalentna Smjernici
OECD-a za ispitivanje 435) (4.), kojima se mogu utvrditi i potkategorije korozivnih kemikalija ako je potrebno.
Doneseno je nekoliko validiranih ispitnih metoda in vitro, kao $to je ispitna metoda B.46. (ekvivalentna
Smjernici OECD-a za ispitivanje 439 (5.), koje treba upotrebljavati za ispitivanje nadraZenosti koze. U Smjer-
nicama OECD-a o integriranim pristupima ispitivanju i procjeni (IATA) za nagrizanje i nadraZivanje koZe
opisano je nekoliko modula u kojima se grupiraju razli¢iti izvori informacija i alati za analizu te se pruzaju
smjernice o i. nacinu integriranja i uporabe postoje¢ih podataka o ispitivanju i podataka koji se dobivaju bez
ispitivanja za procjenu potencijala kemikalija da uzrokuju nadraZivanje i nagrizanje koze te ii. predlaganju
pristupa kad je potrebno daljnje ispitivanje (6.).

3. Ova se ispitna metoda bavi kona¢nim u¢inkom nagrizanja koZe na zdravlje ljudi. Temelji se na ispitnoj metodi
transkutanog elektricnog otpora (TER) na koZi Stakora kod koje se upotrebljavaju diskovi koze kako bi se
identificirale nagrizajue tvari prema njihovoj sposobnosti da dovedu do gubitka integriteta i funkcije barijere
normalnog stratum corneum. Odgovarajua smjernica OECD-a za ispitivanje izvorno je donesena 2004. i azuri-
rana je 2015. kako bi se odnosila na smjernice o IATA-i.

4. Kako bi se u regulatorne svrhe ocijenilo in vitro ispitivanje nagrizanja koze provedene su predvalidacijske studije
(7.) nakon cega je slijedila sluzbena validacijska studija ispitne metode TER-a na kozi Stakora za procjenu
nagrizanja koze (8., 9., 10. i 11.). Rezultati tih studija doveli su do preporuke da bi se ispitna metoda TER-
a (imenovana validiranom referentnom metodom) mogla upotrebljavati u regulatorne svrhe za procjenu in vivo
nagrizajuceg djelovanja na kozu (12., 13. i 14.).

5. Prije nego $to se predlozena sli¢na ili izmijenjena ispitna metoda TER-a in vitro za nagrizanje koZe, koja nije
validirana referentna metoda, moZze upotrijebiti u regulatorne svrhe, trebalo bi utvrditi njezinu pouzdanost,
relevantnost (to¢nost) i ograni¢enja za njezinu predlozenu uporabu kako bi se osigurala njezina slicnost s
validiranom referentnom metodom, u skladu sa zahtjevima izvedbe (15.). OECD-ovo uzajamno prihvacanje
podataka jamcit ¢e se samo nakon 3to se svaka predloZena nova ili aZurirana ispitna metoda koja je u skladu sa
zahtjevima izvedbe pregleda i uklju¢i u odgovarajuéu smjernicu OECD-a za ispitivanje.

DEFINICIJE

6. Upotrijebljene definicije navedene su u Dodatku.

POCETNA RAZMATRANJA

7. Validacijskom studijom (10.) i drugim objavljenim studijama (16. i 17.) utvrdeno je da se ispitnom metodom
TER-a na kozi $takora mogu razlikovati poznate tvari s nagrizajuéim djelovanjem na koZzu od tvari koje na kozu
ne djeluju nagrizajuée uz ukupnu osjetljivost od 94 % (51/54) i specificnost od 71 % (48/68) za bazu podataka
od 122 tvari.

(") Uredba (EZ) br. 1272/2008 Europskog parlamenta i Vijeca od 16. prosinca 2008. o razvrstavanju, oznacivanju i pakiranju tvari i
smjesa, o izmjeni i stavljanju izvan snage Direktive 67/548(EEZ i Direktive 1999/45/EZ i o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1907/2006,
SLL 353(1, 31.12.2008.
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8. Ova se ispitna metoda bavi nagrizanjem koZze in vitro. Omogucuje identifikaciju ispitivanih kemikalija koje ne
djeluju nagrizajule i onih koje djeluju nagrizajuée u skladu s UN GHS-om ili CLP-om. Ogranicenje ove ispitne
metode, kako je pokazano validacijskim studijama (8., 9., 10. 1 11.), jest to $to ne omogucuje daljnje razvrsta-
vanje nagrizajucih tvari i smjesa u skladu s UN GHS-om ili CLP-om. Primjenjivim regulatornim okvirom utvrdit
¢e se nacin upotrebe ove ispitne metode. lako se ovom ispitnom metodom ne dobivaju primjerene informacije
o nadrazivanju koze, trebalo bi napomenuti da se ispitna metoda B.46. posebno bavi u¢inkom koji nadrazivanje
koze in vitro ima na zdravlje (5.). Za potpunu evaluaciju lokalnih ucinaka na kozu nakon jednostrukog
dermalnog izlaganja potrebno je prouciti Smjernice OECD-a o IATA-i (6.).

9. Tijekom validacijske studije na kojoj se temelji ova ispitna metoda ispitan je Sirok raspon kemikalija koje
uglavnom ¢ine tvari, a empirijskom bazom podataka validacijske studije bilo je obuhvadeno 60 tvari koje su
obuhvacale $irok raspon kemijskih razreda (8. i 9.). Na temelju svih podataka koji su dostupni, ispitna metoda
primjenjiva je na Sirok raspon kemijskih razreda i agregatnih stanja, ukljucujui tekudine, polukrute i krute tvari
te voskove. Medutim, bududi da za posebna agregatna stanja nisu lako raspolozive ispitivane stavke s odgova-
rajuim referentnim podacima, trebalo bi napomenuti da je tijekom validacije procijenjen relativno malen broj
voskova i nagrizaju¢ih krutih tvari. Tekuéine mogu biti vodene i bezvodne; krute tvari mogu biti topljive ili
netopljive u vodi. U slucajevima u kojima se moze dokazati da se ispitna metoda ne moze primijeniti za
ispitivanje specifi¢ne kategorije tvari, tu ispitnu metodu ne bi trebalo upotrebljavati za tu specifiénu kategoriju
tvari. Osim toga, pretpostavlja se da se ova ispitna metoda moZe primijeniti na smjese kao prosirenje njezine
primjenjivosti na tvari. Medutim, buduéi da smjese obuhvacaju Siroki spektar kategorija i sastava te da su
trenutaéno dostupne samo ograniCene informacije o ispitivanju smjesa, u slucajevima u kojima se moze
dokazati da se ispitna metoda ne mozZe primijeniti za ispitivanje specificne kategorije smjesa (npr. primjenom
strategije koju su predlozili Eskes i dr., 2012.) (18.), ispitnu metodu ne bi trebalo upotrebljavati za tu specifi¢nu
kategoriju smjesa. Prije nego $to se ova ispitna metoda primijeni na smjesi radi dobivanja podataka za pred-
videnu regulatornu svrhu, potrebno je razmotriti mogu li se te, ako se mogu, zasto se njome mogu dobiti
primjereni rezultati za tu svrhu. Ta razmatranja nisu potrebna ako postoji regulatorni zahtjev za ispitivanje
smjese. Plinovi i aerosoli jo§ nisu ocijenjeni u validacijskim studijama (8. i 9.). lako je mogude da se oni mogu
ispitati upotrebom ispitne metode TER-a, trenutacnom ispitnom metodom nije omoguéeno ispitivanje plinova i
aerosola.

NACELO ISPITIVANJA

10. Ispitivana kemikalija primjenjuje se u trajanju do 24 sata na epidermalne povrsine diskova koze u dvodijelnom
ispitnom sustavu u kojem diskovi koze djeluju kao pregrada izmedu dva odjeljka. Diskovi koZze uzeti su od
humano usmréenih $takora u dobi od 28 do 30 dana. Nagrizajuce kemikalije identificirane su prema sposob-
nosti da dovedu do gubitka integriteta i funkcije barijere normalnog stratum corneum, $to se mjeri kao smanjenje
TER vrijednosti ispod razine praga (16.) (vidjeti stavak 32.). Za TER vrijednosti za kozu Stakora, vrijednost praga
u iznosu od 5kQ odabrana je na temelju mnogobrojnih podataka za $irok raspon tvari kod kojih je velika
vedina vrijednosti jasno bila ili znatno iznad (¢esto > 10 kQ), ili znatno ispod (Cesto < 3 kQ) te vrijednosti (16.).
Opdenito, ispitivane kemikalije koje na Zivotinje ne djeluju nagrizajuce, ve¢ su nadrazujuce ili nenadrazujuce, ne
smanjuju TER ispod te vrijednosti praga. Nadalje, uporaba drugih preparata koze ili druge opreme moze
modificirati vrijednost praga, $to znadi da je potrebna dodatna validacija.

11. U ispitni postupak ugradena je i faza vezanja boje kojom se potvrduju pozitivni rezultati za TER u vrijedno-
stima od priblizno 5 kQ. Postupkom vezanja boje odreduje se moze li se povecanje ionske permeabilnosti
pripisati fizickom unistenju stratum corneum. Pokazalo se da se TER metodom uz primjenu koZe 3takora moze
predvidjeti nagrizajuce djelovanje in vivo kod kuni¢a koji su procjenjivani ispitnom metodom B.4. (2.).

DOKAZIVANJE OSPOSOBLJENOSTI

12. Prije rutinske upotrebe ispitne metode TER-a na kozi Stakora koja je u skladu s ovom ispitnom metodom
laboratoriji bi trebali dokazati tehni¢ku osposobljenost pravilnim utvrdivanjem kategorije dvanaest tvari koje
sluze za dokazivanje osposobljenosti koje su preporucene u tablici 1. U slucajevima u kojima nije dostupna
navedena tvar ili ako je to opravdano, moze se upotrijebiti druga tvar za koju su dostupni primjereni referentni
in vivo i in vitro podaci (npr. s popisa referentnih kemikalija (16.)) pod uvjetom da se primjenjuju isti kriteriji za
odabir kao oni opisani u tablici 1.



L 247/58 Sluzbeni list Europske unije 26.9.2019.

Tablica 1.

Popis tvari koje sluZze za dokazivanje osposobljenosti (')

Kat. sustava UN Katz.l ZEM_ e
Tvar CAS br. Remijlsl | ElHee N B temelju in | gatno pH (%)
razred () na temelju in | . )
; vitro rezul- | stanje
vivo rezultata (%)
tata
Tvari koje djeluju nagrizajuce in vivo
N,N-dimetil dipropilentriamin 10563-29-8 | organska 1.A 6 x C | Tekule 8,3
baza
1,2-diaminopropan 78-90-0 organska 1.A 6 x C | Tekule 8,3
baza
Sumporna kiselina (10 %) 7664-93-9 | anorganska | (1.A[)1.B/ 5xC | Tekuce 1,2
kiselina 1.C 1 x NC
Kalijev hidroksid (10 % aq.) 1310-58-3 | anorganska | (L.A/)1.B/ 6 xC | Tekule | 13,2
baza 1.C
Oktanska (kaprilna) kiselina 124-07-2 organska 2.B/1.C 4 x C | Tekuce 3,6
kiselina 2 x NC
2-tert-butilfenol 88-18-6 fenol 2.B/1.C 4 x C | Tekude 3,9
2 xNC
Tvari koje ne djeluju nagrizajuce in vivo
Izostearinska kiselina 2724-58-5 organska NC 6 x NC | Tekule 3,6
kiselina
4-amino-1,2,4-triazol 584-13-4 organska NC 6 x NC | Kruto 5,5
baza
Fenetil bromid 103-63-9 elektrofil NC 6 x NC | Tekuce 3,6
4-(metiltio)-benzaldehid 3446-89-7 elektrofil NC 6 x NC | Tekude 6,8
1,9-dekadien 1647-16-1 neutralne NC 6 x NC | Tekuée 3,9
organske
kemikalije
Tetrakloretilen 127-18-4 neutralne NC 6 x NC | Tekuce 4,5
organske
kemikalije

Kratice: aq. = vodena otopina; CAS br. = registarski broj Sluzbe za podatke o kemijskim tvarima; VRM = validirana referentna

metoda; C = nagrizajule; NC = nije nagrizajuce.

(") Tvari koje sluze za dokazivanje osposobljenosti, prvo razvrstane na tvari koje djeluju nagrizajule i one koje ne djeluju
nagrizajuce, zatim prema potkategoriji nagrizanja i potom kemijskom razredu, odabrane su medu tvarima koje su
upotrijebljene u ECVAM-ovoj validacijskoj studiji ispitne metode TER-a na kozi 3takora (8.1 9.). Osim ako je drukcije
navedeno, tvari su ispitane na razini Cistoce koja se dobiva kad se kupe od komercijalnog izvora (8.). Odabir je ukljuivao,
u mjeri u kojoj je to moguce, tvari: i. koje su reprezentativne za raspon nagrizajucih odgovora (npr. tvari koje ne djeluju
nagrizajuce; tvari sa slabim do jakim nagrizaju¢im djelovanjem) koji se mogu izmjeriti ili predvidjeti validiranom refe-
odrazavaju svojstva ucinkovitosti validirane referentne metode; iv. koje imaju dobro utvrdene kemijske strukture; v. koje
induciraju konacne rezultate u in vivo referentnoj ispitnoj metodi; vi. koje su komercijalno dostupne; i vii. koje nisu
povezane s neprimjereno visokim troskovima zbrinjavanja.

(%) Kemijski razred koji su dodijelili Barratt i dr. (8.).

(}) Odgovarajuce ambalazne skupine UN-a L, 1L i III. za kategorije 1.A, 1.B odnosno 1.C UN GHS-a ili CLP-a.

(*) pH-vrijednosti dobivene su iz Fentem i dr. (9.) te Barratt i dr. (8).
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POSTUPAK

13. Dostupni su standardni operativni postupci za ispitne metode TER-a na kozi Stakora za ispitivanje nagrizanja
koze (19). Ispitne metode TER-a na kozZi Stakora obuhvacene ovom ispitnom metodom trebale bi biti u skladu
sa sljede¢im uvjetima.

Zivotinje

14. Trebali bi se upotrebljavati stakori jer je osjetljivost njihove koZe na tvari u ovoj ispitnoj metodi prethodno
dokazana (12.) te je jedini izvor koZze koji je sluzbeno validiran (8. i 9.). Dob (u kojoj se koza prikuplja) i soj
Stakora posebno su vazni kako bi se osiguralo da folikuli dlake budu u latentnoj fazi prije pocetka rasta odraslih
dlaka.

15. Dlaka na ledima i bokovima mladih, priblizno 22 dana starih muzjaka ili Zenki Stakora (soja Wistar ili nekog
usporedivog soja) pazljivo se ukloni malim $karama. Zivotinje se zatim operu njeznim brisanjem, a oisana se
povrsina umodi u antibiotsku otopinu (koja sadrzava, primjerice, streptomicin, penicilin, kloramfenikol i amfo-
tericin u koncentracijama koje su ucinkovite u inhibiciji rasta bakterija). Zivotinje se ponovno operu antibio-
ticima treceg ili Cetvrtog dana nakon prvog pranja i koriste u roku od tri dana nakon drugog pranja, kad se
stratum corneum oporavi od odstranjivanja dlake.

Priprema diskova koze

16. Zivotinje se humano usmrte kad su stare 28-30 dana; ta je dob veoma vazna. Sa svake Zivotinje odstrani se
bo¢na koza na ledima s koje se opreznim ljustenjem oguli prekomjerna potkozna mast. Odstrane se diskovi
koze, u promjeru svaki priblizno 20 mm. Prije uporabe diskova koza se moze skladistiti ako se pokaze da su
podaci za pozitivnu i negativnu kontrolu istovjetni podacima dobivenima sa svjeZom koZom.

17. Po jedan disk stavi se preko jednog kraja teflonske (politetrafluoretilenske) cijevi, osiguravajuéi da je epidermalna
povrsina u dodiru s cijevi. Gumeni O-prsten pritisne se preko ruba cijevi kako bi se ucvrstila koza, a visak tkiva
se odreze. Gumeni O-prsten zatim se duZinom ruba teflonske cijevi oprezno zabrtvi petrolejskim gelom. Cijev
se uvede u prihvatnu komoru koja sadrzava otopinu MgSO, (154 mM) u kojoj je pridrzava opruzna Stipaljka
(slika 1.). Disk kozZe treba potpuno potopiti u otopinu MgSO,. Od koZe jednog Stakora moze se dobiti ¢ak
10-15 diskova koZe. Dimenzije cijevi i O-prstena prikazane su na slici 2.

18. Prije pocetka ispitivanja mjeri se TER na dva kozna diska kao postupak kojim se kontrolira kvaliteta koze svake
zivotinje. Kako bi se preostali diskovi te koze mogli koristiti u ispitnoj metodi, oba kontrolna diska moraju dati
vrijednosti elektri¢nog otpora vece od 10 kQ. Ako je vrijednost otpora manja od 10 kQ, preostale diskove te
koze treba baciti.

Primjena ispitivane kemikalije i kontrolnih tvari

19. Za svaki ciklus (pokus) treba koristiti istodobne pozitivne i negativne kontrole kako bi se osigurala odgovarajuca
uspjesnost pokusnog modela. Za svaki ciklus (pokus) treba koristiti diskove koZe jedne Zivotinje. Kao ispitivane
kemikalije pozitivne i negativne kontrole predlazu se 10 M klorovodi¢na kiselina odnosno destilirana voda.

20. Tekude ispitivane kemikalije (150 pl) primjenjuju se ravnomjerno na epidermalnu povrsinu unutar cijevi. Kod
ispitivanja krutih materijala, dovoljna koli¢ina krute tvari primjenjuje se ravnomjerno na disk kako bi se
osigurala pokrivenost cijele epiderme. Na krutu tvar dodaje se deionizirana voda (150 pl) i cijev se paZljivo
protrese. Za postizanje maksimalnog dodira s kozom, krute tvari mozda treba zagrijati na 30 °C kako bi se
ispitivana tvar rastopila ili omeksala ili samljeti kako bi se dobio zrnati materijal ili prah.
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21. Za svako ispitivanje i kontrolnu kemikaliju koriste se tri diska koze u svakom ciklusu ispitivanja (pokusu).
Ispitivane kemikalije primjenjuju se 24 sata na temperaturi 20-23 °C. Ispitivana kemikalija uklanja se ispiranjem
pod mlazom vode iz slavine ¢ija temperatura nije viSa od sobne temperature sve dok se ne odstrani sav
materijal.

Mjerenja transkutanog elektri¢nog otpora (TER)

22. Impedancija koZe mjeri se kao transkutani elektri¢ni otpor (TER) upotrebom Wheatstoneova mjernog mosta na
niskonaponsku izmjeni¢nu struju (18.). Opée su specifikacije mosta radni napon 1-3 volta, izmjenicna struja
sinusnog ili pravokutnog oblika 50-1 000 Hz i mjerno podru¢je od najmanje 0,1-30 kQ. Mjerni most koji je
koristen u validacijskoj studiji mjerio je induktivitet, kapacitivnost i otpor do vrijednosti 2 000 H, 2 000 pF
odnosno 2 MQ, kod frekvencija od 100 Hz ili 1 kHz, primjenom serijskih ili paralelnih vrijednosti. U svrhu testa
otkrivanja nagrizajuceg djelovanja, mjerenja transkutanog elektricnog otpora biljeze se pri frekvenciji od 100 Hz
primjenom serijskih vrijednosti. Prije mjerenja elektricnog otpora, povrsinska napetost koze smanjuje se doda-
vanjem dovoljnog volumena 70-postotnog etanola koji se nanosi na epidermu. Nakon nekoliko sekundi etanol
se uklanja iz cijevi, a tkivo se hidratizira dodavanjem 3 ml otopine MgSO, (154 mM). Elektrode mjernog mosta
postavljaju se na obje strane diska koze kako bi se izmjerio otpor u kQ/disk koze (slika 1.). Dimenzije elektrode
i duljina elektrode izlozene ispod krokodilskih §tipaliki prikazane su na slici 2. Stipalika na unutarnjoj elektrodi
za vrijeme mjerenja otpora stoji na vrhu teflonske cijevi kako bi se osiguralo da u otopinu MgSO, bude
uronjena stalno ista duljina elektrode. Vanjska elektroda postavlja se unutar komore na nacin da stoji na
dnu komore. Razmak izmedu opruZne Stipaljke i dna teflonske cijevi odrzava se nepromjenjivim (slika 2.)
jer ta udaljenost utje¢e na dobivene vrijednosti otpora. Zbog toga, razmak izmedu unutarnje elektrode i diska
koze treba biti nepromjenjiv i minimalan (1-2 mm).

23. Ako je izmjerena vrijednost otpora veca od 20 kQ, to moze biti posljedica preostalog sloja ispitivane kemikalije
na epidermalnoj povrsini diska koZe. Ponovno treba pokusati ukloniti taj sloj, primjerice, tako da se teflonska
cijev zatvori pritiskom prsta zasti¢enog rukavicom i protrese priblizno deset sekundi; otopina MgSO, baca se i
mjerenje otpora ponavlja se s novom otopinom MgSO,.

24. Svojstva i dimenzije ispitnog uredaja i primijenjen ispitni postupak mogu utjecati na dobivene vrijednosti
transkutanog elektri¢nog otpora. Prag od 5kQ za nagrizajule djelovanje odreden je iz podataka dobivenih
konkretnim uredajem i postupkom opisanim u ovoj ispitnoj metodi. Ako se ispitni uvjeti izmijene ili se
primijeni drukdiji uredaj, mogu vrijediti drugaciji pragovi i kontrolne vrijednosti. Stoga je potrebno kalibrirati
metodologiju i vrijednosti praga otpora ispitivanjem niza tvari koje sluze za dokazivanje osposobljenosti
odabranih medu tvarima koje su koristene u validacijskoj studiji (8. i 9.) ili kemikalijama koje su iz kemijski
slinih razreda kao tvari koje se istrazuju. Niz odgovarajucih tvari koje sluze za dokazivanje osposobljenosti
utvrden je u tablici 1.

Metode vezanja boje

25. Izlaganje odredenih nenagrizaju¢ih materijala mozZe rezultirati smanjenjem otpora na vrijednost ispod praga od
5kQ koja dopusta prolazak iona kroz stratum corneum, ¢ime se elektricni otpor smanjuje (9.). Na primjer,
neutralne organske tvari i tvari koje imaju povrsinski aktivna svojstva (ukljucujui deterdzente, emulgatore i
druge povrsinski aktivne tvari) mogu iz koZe odstraniti lipide i time povecati propusnost barijere za ione. Znaci,
ako su vrijednosti TER-a koje proizvode te kemikalije manje od 5 kQ ili priblizno 5 kQ bez vidljivog ostecenja
diskova koZe, na kontrolnom i tretiranom tkivu treba provesti procjenu penetracije boje kako bi se odredilo jesu
li te dobivene vrijednosti TER rezultat povecane propusnosti koZe ili nagrizanja koze (7. 1 9.). Ako se radi o
nagrizajuéem djelovanju, odnosno o pucanju stratum corneum, boja sulforodamin B, kad se nanese na povrsinu
koze, brzo prodire i boji potkozno tkivo. Ta konkretna boja stabilna je na Sirok raspon tvari i na nju ne utjece
postupak ekstrakcije opisan u nastavku.

Primjena i odstranjivanje boje sulforodamina B

26. Nakon procjene vrijednosti TER, magnezijev sulfat evakuira se iz cijevi i koza se pazljivo pregleda s obzirom na
vidljiva o$tecenja. Ako nema ofitih velikih ostecenja (npr. perforacija), 150 pul 10-postotne (w/v) otopine boje
sulforodamina B (Acid Red 52; C.I. 45100; CAS broj 3520-42-1) u destiliranoj vodi primjenjuje se na epider-
malnu povr$inu svakog diska koZe tijekom dva sata. Zatim se ti diskovi koZe priblizno deset sekundi ispiru
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27.

28.

29.

30.

31.

32.

vodom iz slavine ¢ija temperatura nije visa od sobne temperature kako bi se time uklonio visak boje ili
nevezana boja. Svaki disk koze oprezno se skine s teflonske cijevi i stavi u tikvicu (npr. tikvicu od 20 ml za
scintilaciju) koja sadrzava deioniziranu vodu (8 ml). Tikvice se njezno tresu pet minuta kako bi se odstranila
eventualna preostala nevezana boja. Zatim se ponavlja postupak ispiranja, nakon kojega se diskovi koze skidaju
i stavljaju u tikvice koje sadrzavaju 5 ml 30-postotnog (w|v) natrijevog dodecil-sulfata (SDS) u destiliranoj vodi i
ostave se inkubirati preko no¢i na 60 °C.

Nakon inkubacije, svaki disk koze skida se i baca, a preostala otopina centrifugira se osam minuta na 21 °C
(relativna centrifugalna sila ~175 x g). Uzorak od 1 ml supernatanta razrijedi se u omjeru 1:5 (V[v) [4j.
1ml+4ml] s 30-postotnim (w/v) natrijevim dodecil-sulfatom (SDS) u destiliranoj vodi. Opticka gustoca
(OD) otopine mjeri se na 565 nm.

Izracun sadrzaja boje

Sadrzaj boje sulforodamin B po disku racuna se iz vrijednosti opticke gustoée (OD) (9.) (koeficijent molarne
ekstinkcije sulforodamina B na 565 nm = 8,7 x 10% molekulska masa = 580). Sadrzaj boje odreduje se za svaki
disk koze primjenom odgovarajuce kalibracijske krivulje, zatim se za ponovljene pokuse izra¢unava srednja
vrijednost sadrZaja boje.

Kriteriji prihvatljivosti

Srednji rezultati TER vrijednosti prihvatljivi su ako su vrijednosti istodobne pozitivne i negativne kontrole
unutar prihvatljivih raspona za predmetnu laboratorijsku metodu ispitivanja. Prihvatljivi rasponi otpora za
metodologiju i uredaj iz prethodnog teksta navedeni su u sljedecoj tablici:

Kontrola Tvar Raspon otpora (kQ)
Pozitivna 10 M klorovodi¢na kiselina 0,5-1,0
Negativna Destilirana voda 10-25

Srednji rezultati vezanja boje prihvatljivi su pod uvjetom da su vrijednosti istodobne kontrole unutar prihva-
tljivih raspona za predmetnu metodu. Predlozeni prihvatljivi rasponi sadrzaja boje za kontrolne tvari za
metodologiju i uredaj iz prethodnog teksta navedeni su u sljedecoj tablici:

Kontrola Tvar Raspon sadrzaja boje (ug/disku)
Pozitivna 10 M klorovodi¢na kiselina 40-100
Negativna Destilirana voda 15-35

Tumacenje rezultata

Grani¢na vrijednost TER-a koja sluzi za razlikovanje nagrizajucih od nenagrizajucih ispitivanih kemikalija utvr-
dena je tijekom optimizacije ispitne metode, ispitana tijekom predvalidacijske faze i potvrdena u sluzbenoj
validacijskoj studiji.

Model predvidanja za ispitnu metodu TER-a na koZi Stakora za ispitivanje nagrizanja koze (9. i 19.), povezan sa
sustavom razvrstavanja UN GHS-om ili CLP-om naveden je u nastavku.
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Ispitivana kemikalija ne smatra se nagrizajuom za kozu:

i) ako je srednja vrijednost TER-a postignuta za ispitivanu kemikaliju veéa od (>) 5 kQ; ili

ii) ako je srednja vrijednost TER-a postignuta za ispitivanu kemikaliju manja od ili jednaka (<) 5 kQ; i

— ako diskovi koZe ne pokazuju vidljivo osteCenje (npr. perforaciju), i

— ako je srednja vrijednost sadrzaja boje diska manja od (<) srednje vrijednosti sadrzaja boje diska iz
istodobne pozitivne kontrole s 10 M HCI (vidjeti stavak 30. za vrijednosti pozitivne kontrole).

Ispitivana kemikalija smatra se nagrizajuom za kozu:

i) ako je srednja vrijednost TER-a postignuta za ispitivanu kemikaliju manja od ili jednaka (<) 5 kQ i ako su
diskovi koze vidljivo osteCeni (npr. perforirani); ili

ii) ako je srednja vrijednost TER-a postignuta za ispitivanu kemikaliju manja od ili jednaka (<) 5kQ i

— ako diskovi kozZe ne pokazuju vidljivo osteCenje (npr. perforaciju), ali

— srednja vrijednost sadrZaja boje diska veca je ili jednaka () srednjoj vrijednosti sadrzaja boje diska iz
istodobne pozitivne kontrole s 10 M HCI (vidjeti stavak 30. za vrijednosti pozitivne kontrole).

33. Ciklus ispitivanja (pokus) koji obuhvaéa najmanje tri ponovljena diska koZe trebao bi biti dovoljan za ispitivanu
kemikaliju ako je razvrstavanje nedvosmisleno. Medutim, u slu¢ajevima grani¢nih rezultata, kao $to su neuskla-
dena ponovljena mjerenja ifili srednja vrijednost TER-a od 5 % 0,5 ki, trebalo bi razmotriti drugi neovisni ciklus
ispitivanja (pokus), a i treci ciklus u slucaju neuskladenih rezultata izmedu prva dva ciklusa ispitivanja (pokusa).

PODACI I IZVJESCIVANJE

Podaci

34. Po mogucnosti, vrijednosti otpora (kQ) i vrijednosti sadrZaja boje (pg/disku) za ispitivanu kemikaliju te za
pozitivne i negativne kontrole treba zabiljeziti u tablicnom obliku, ukljucujuéi podatke za svaki pojedinacni
ponovljeni disk u svakom ciklusu ispitivanja (pokusu) i srednje vrijednosti * standardno odstupanje. Treba
zabiljeziti sve ponovljene pokuse. Uoceno ostecenje na diskovima kozZe trebalo bi zabiljeZiti za svaku ispitivanu
kemikaliju.

Izvjesce o ispitivanju

35. Izvjesée o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedece informacije:

Ispitivana kemikalija i kontrolne tvari:

— tvar s jednim sastojkom: kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj,
SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula, Cistoca, kemijski identitet nedistoéa prema potrebi i ako je
izvedivo u praksi itd.,
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— tvar s viSe sastojaka, UVCB tvar i smjesa: opis (koliko je to mogudce) kemijskog identiteta (vidjeti gore),
kvantitativnog udjela i relevantnih fizikalno-kemijskih svojstava sastojaka,

— fizicki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

— izvor, broj serije, ako su dostupni,

— tretiranje ispitivane kemikalije/kontrolne tvari prije ispitivanja, ako je primjenljivo (npr. grijanje, mljevenje),

— stabilnost ispitivane kemikalije, rok uporabe ili datum za ponovnu analizu ako je poznat,

— uvjeti skladistenja.

Ispitne Zivotinje:

— s0j i spol koji je upotrijebljen,

— dob zivotinja kad su upotrijebljene kao donorske Zivotinje,

— podrijetlo, uvjeti smjestaja, prehrana itd.,

— pojedinosti o preparatu koze.

Ispitni uvjeti:

— kalibracijske krivulje za ispitni uredaj,

— kalibracijske krivulje za provodenje testa vezanja boje, pojas koji se upotrebljava za mjerenje opticke gustoce
(OD) i raspon linearnosti OD-a uredaja za mjerenje (npr. spektrofotometra), ako je primjereno,

— pojedinosti o ispitnom postupku upotrijebljenom za mjerenja TER-a,

— pojedinosti o ispitnom postupku za procjenu vezivanja boje, ako je primjereno,

— upotrijebljene ispitne doze, trajanje razdoblja izlaganja i temperature izlaganja,

— pojedinosti o postupku ispiranja upotrijebljenom nakon razdoblja izlaganja,

— broj ponovljenih diskova koze upotrijebljenih po ispitivanoj kemikaliji i kontrolama (pozitivna i negativna
kontrola),

— opis svih izmjena ispitnog postupka,
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— upudivanje na prijasnje podatke za predmetni model. To bi, medu ostalim, trebalo ukljucivati:

i) prihvatljivost vrijednosti TER-a pozitivnih i negativnih kontrola (u kl) u odnosu na raspone otpora
pozitivnih i negativnih kontrola;

ii) prihvatljivost vrijednosti sadrZaja boje pozitivnih i negativnih kontrola (u pg/disku) u odnosu na raspone
sadrzaja boje pozitivnih i negativnih kontrola;

iii) prihvatljivost rezultata ispitivanja u odnosu na prijasnju varijabilnost medu ponovljenim diskovima koze,

— opis primijenjenih kriterija za odluc¢ivanje/modela predvidanja.

Rezultati:

— tabli¢ni podaci iz testova za utvrdivanje vrijednosti TER-a i vezivanja boje (ako je primjereno) za pojedi-
nacne ispitivane kemikalije i kontrole, za svaki ciklus ispitivanja (pokus) i svaki ponovljeni disk koze
(pojedinacne Zivotinje i pojedinacni uzorci koze), srednje vrijednosti, standardne devijacije (SD) i koeficijenti
varijacije (CV),

— opis svih uocenih ucinaka,

— utvrdeno razvrstavanje, s upucivanjem na primijenjeni model predvidanja/kriterije odlucivanja.

Rasprava o rezultatima
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Slika 1.
Redaj za Test Transkutanog Elektri¢nog Otpora (TER) na Kozi Stakora
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Slika 2.

Dimenzije Upotrijebljene Teflonske (Politetrafluoretilenske — PTFE) I Prihvatne Cijevi i Elektroda
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Kriticki faktori uredaja prikazanog na gornjoj slici:
— unutarnji promjer teflonske (PTFE) cijevi,

— duljina elektroda u odnosu na teflonsku i prihvatnu cijev; duljina bi trebala biti takva da elektrode ne
dodiruju disk koze i da je elektrode pri standardnoj duljini u dodiru s otopinom MgSO,,

— koli¢ina otopine MgSO, u prihvatnoj cijevi trebala bi omoguéiti dubinu teku¢ine u odnosu na razinu u
teflonskoj cijevi, kako je prikazano na slici 1.,

— disk koze treba biti dobro pri¢vr§¢en na teflonsku cijev, kako bi izmjereni elektricni otpor vjerno
odrazavao svojstva koZe.
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Dodatak

DEFINICIJE

Toénost: stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitne metode i prihvacenih referentnih vrijednosti. Ona je mjerilo
ucinkovitosti ispitne metode i jedan od aspekata relevantnosti. Pojam je ¢esto medusobno zamjenjiv s pojmom ,podu-
darnost” u smislu udjela to¢nih ishoda ispitne metode (20.).

C: nagrizajuce.

Kemikalija: tvar ili smjesa.

Podudarnost: mjerilo ucinkovitosti ispitne metode za ispitne metode koje daju kategorijski rezultat i jedan je od aspekata
relevantnosti. Pojam je ponekad medusobno zamjenjiv s pojmom tocnosti i definira se kao udio svih ispitanih kemikalija
koje su pravilno razvrstane kao pozitivne ili negativne. Podudarnost u velikoj mjeri ovisi o prisutnosti pozitivnih rezultata
u vrstama ispitivane kemikalije (20.).

GHS (Globalno uskladeni sustav razvrstavanja i oznacivanja kemikalija (UN)): sustav za razvrstavanje kemikalija
(tvari i smjesa) prema standardiziranim vrstama i stupnjevima fizickih opasnosti te opasnosti za zdravlje i okoli§, kojim su
obuhvadena odgovarajuéa komunikacijska sredstva kao $to su piktogrami, oznake opasnosti, oznake upozorenja, oznake
obavijesti i sigurnosno-tehnicki listovi, kojima se prenose informacije o njihovim $tetnim uéincima u cilju zastite ljudi
(uklju¢ujuéi poslodavce, radnike, prijevoznike, potrosace i interventno osoblje) i okolisa (1.).

IATA: integrirani pristup ispitivanju i procjeni.

Smjesa: smjesa ili otopina koja se sastoji od dviju ili viSe tvari.

Tvar s jednim sastojkom: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je jedan glavni sastojak prisutan u koncentraciji
od najmanje 80 % (w/w).

Tvar s viSe sastojaka: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je viSe od jednog glavnog sastojka prisutno u
koncentraciji od 10 % (w/w) ili vecoj te manjoj od 80 % (w/w). Tvar s viSe sastojaka rezultat je procesa proizvodnje.
Smjesa i tvar s viSe sastojaka razlikuju se po tome $to se smjesa dobiva mijeSanjem dviju ili viSe tvari bez kemijske
reakcije. Tvar s viSe sastojaka rezultat je kemijske reakcije.

NC: nije nagrizajuce.

OD: opticka gustoca.

PC: pozitivna kontrola; ponovljeni uzorak koji sadrzava sve komponente ispitnog sustava i tretiran je s tvari za koju je
poznato da inducira pozitivan odgovor. Kako bi se osigurala moguénost procjene varijabilnosti odgovora pozitivne
kontrole tijekom vremena, pozitivan odgovor ne bi smio biti presnazan.
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Zahtjevi izvedbe (PS): zahtjevi koji se temelje na validiranoj ispitnoj metodi i pruZaju temelj za ocjenjivanje uspore-
divosti predlozene, funkcionalno i mehanicisticki sli¢ne, ispitne metode. Ukljucuju: i. klju¢ne elemente ispitne metode; ii.
minimalni popis referentnih kemikalija odabranih medu kemikalijama koje se upotrebljavaju za dokazivanje prihvatljive
ucinkovitosti validirane ispitne metode; te iii. sliéne razine pouzdanosti i to¢nosti, utemeljene na rezultatima dobivenim za
validiranu ispitnu metodu, koje se prilikom ocjenjivanja trebaju dokazati predloZenom ispitnom metodom koriste¢i
minimalni popis referentnih kemikalija.

Relevantnost: opis odnosa izmedu ispitne metode i istrazivanog ucinka te je li ispitivanje prikladno i korisno za
odredenu svrhu. Pokazuje u kojoj se mjeri ispitnom metodom toéno mjeri ili predvida istraZivani bioloski ucinak.
Relevantnost ukljucuje razmatranje o tocnosti (podudarnosti) ispitne metode (20.).

Pouzdanost: pokazuje u kojoj se mjeri ispitna metoda moZe obnovljivo primijeniti unutar jednog laboratorija i izmedu
viSe laboratorija tijekom vremena uz primjenu istog protokola. Ocjenjuje se izracunavanjem obnovljivosti unutar jednog
laboratorija i izmedu viSe laboratorija (20.).

Osjetljivost: udio svih pozitivnih/aktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom ispitne metode. To je mjera
to¢nosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne metode (20.).

Nagrizanje koZe in vivo: uzrokovanje ireverzibilnog ostecenja koze, tocnije, vidljive nekroze koja kroz epidermu prodire
u dermu nakon $to je ispitivana kemikalija primjenjivana u trajanju do najvi§e Cetiri sata. Za nagrizanje kozZe tipi¢na je
pojava Cireva, krvarenja, krvavih krasta te, do kraja opaZanja od 14 dana, gubitak boje koZe zbog nestajanja pigmenta,
cijele povrsine zahvadene alopecijom (gubitak dlake) i oziljci. Za ocjenjivanje sumnjivih lezija treba razmotriti moguénost
histopatoloskih pretraga.

Specificnost: udio svih negativnih/neaktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom ispitne metode. To je
mjera tocnosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne metode
(20)).

Tvar: kemijski element i njegovi spojevi u prirodnom stanju ili dobiveni proizvodnim postupkom, $to ukljucuje i aditive
koji su nuzni za odrZavanje stabilnosti proizvoda te necistoe koje proizlaze iz primijenjenoga postupka, ali iskljucuje
otapala koja se mogu izdvojiti bez utjecaja na stabilnost tvari ili promjene njezina sastava.

Ciklus (ispitivanja): jedna ispitivana kemikalija koja se istodobno ispituje na najmanje tri ponovljena diska koze.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

Transkutani elektri¢ni otpor (TER): mjera elektri¢ne impedancije koze, izrazena kao vrijednost otpora u kiloomima.
Jednostavna, robusna metoda za procjenu funkcije barjjere biljezenjem prolazaka iona kroz kozu primjenom Wheatsto-
neova mosta.

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvodi ili bioloski materijali.;”



L 24770 Sluzbeni list Europske unije 26.9.2019.

(6) u dijelu B poglavlje B.40.bis zamjenjuje se sljedecim:

,B.40.bis NAGRIZANJE KOZE IN VITRO: ISPITNA METODA NA MODELU REKONSTRUIRANE LJUDSKE EPIDERME (RhE)
UvOD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 431 (2016.). Nagrizanje koZe odnosi se na
izazivanje ireverzibilnog osteCenja koZze koje se manifestira kao vidljiva nekroza koja kroz epidermu prodire u
dermu nakon primjene ispitivane kemikalije [kako je utvrdeno Globalno uskladenim sustavom razvrstavanja i
oznadivanja kemikalija (GHS) Ujedinjenih naroda (UN) (1.) i Uredbom (EZ) br. 1272/2008 o razvrstavanju,
oznacivanju i pakiranju tvari i smjesa (CLP) (') Europske unije]. Ova aZurirana ispitna metoda B.40.bis pruza in
vitro postupak kojim se omoguéuje utvrdivanje nagrizajucih i nenagrizaju¢ih tvari i smjesa u skladu s UN GHS-
om i CLP-om. Omogucuje i djelomi¢no daljnje razvrstavanje nagrizajucih tvari.

2. Procjena potencijala kemikalija da uzrokuju nagrizanje koZze obi¢no je ukljucivala upotrebu laboratorijskih
Zivotinja (ispitna metoda B.4., ekvivalentna Smjernici OECD-a za ispitivanje 404; izvorno donesena 1981. i
revidirana 1992., 2002. i 2015.) (2.). Uz sadasnju ispitnu metodu B.40.bis validirane su i donesene jo$ dvije
ispitne metode in vitro za ispitivanje potencijala kemikalija da uzrokuju nagrizanje koze — ispitna metoda B.40.
(ekvivalentna Smjernici OECD-a za ispitivanje 430) (3.) i ispitna metoda B.65. (ekvivalentna Smjernici OECD-a
za ispitivanje 435) (4.). Nadalje, donesena je ispitna metoda in vitro B.46. (ekvivalentna Smjernici OECD-a za
ispitivanje 439) (5.) za ispitivanje potencijala nadrazivanja koze. U Smjernicama OECD-a o integriranim pristu-
pima ispitivanju i procjeni (IATA) za nagrizanje i nadraZivanje koZe opisano je nekoliko modula u kojima se
grupiraju izvori informacija i alati za analizu te se pruZaju smjernice o i. nafinu integriranja i uporabe postoje¢ih
podataka o ispitivanju i podataka koji se dobivaju bez ispitivanja za procjenu potencijala kemikalija da uzrokuju
nadraZivanje i nagrizanje koZe te ii. predlaganju pristupa kad je potrebno daljnje ispitivanje (6.).

3. Ova se ispitna metoda bavi kona¢nim u¢inkom nagrizanja koze na zdravlje ljudi. U njoj se upotrebljava
rekonstruirana ljudska epiderma (RhE) (dobivena iz ljudskih netransformiranih epidermalnih keratinocita) koja
vjerno oponasa histoloska, morfoloska, biokemijska i fizioloska svojstva gornjih slojeva ljudske koze, tj.
epiderme. Odgovaraju¢a smjernica OECD-a za ispitivanje izvorno je donesena 2004. i aZurirana 2013. kako
bi se ukljucile dodatne ispitne metode u kojima se upotrebljavaju modeli RhE-a i moguénost upotrebe metoda
koje podrzavaju daljnje razvrstavanje nagrizaju¢ih kemikalija, a 2015. je aZurirana radi upuéivanja na smjernice
o IATA-i i uvodenja alternativnog postupka za mjerenje vijabilnosti.

4. Ova ispitna metoda obuhvaca Cetiri validirana komercijalno dostupna modela RhE-a. Predvalidacijske studije (7.),
nakon kojih je slijedila sluzbena validacijska studija za procjenu nagrizanja koze (8., 9. i 10.), provedene su (11.
i 12) za dva ta komercijalno dostupna ispitna modela — standardni model EpiSkin™ i test nagrizajuceg
djelovanja na kozu EpiDerm™ (EPI-200) (dalje u tekstu ,Validirane referentne metode — VRM-ovi”). Ishod tih
studija doveo je do preporuke da bi se dvije prethodno navedene validirane referentne metode mogle upotreb-
ljavati u regulatorne svrhe za razlikovanje nagrizaju¢ih tvari (C) od nenagrizajucih tvari (NC) i da bi se EpiSkin™
osim toga mogao upotrebljavati za daljnje razvrstavanje nagrizajucih tvari (13., 14. i 15.). Druga dva komer-
cijalno dostupna ispitna modela RhE za utvrdivanje nagrizanja koze in vitro pokazala su rezultate sli¢ne
validiranoj referentnoj metodi EpiDerm™ u skladu s validacijom na temelju zahtjeva izvedbe (16., 17. 1 18.).
To su SkinEthic™ RHE (2) i epiCS® (prethodni naziv EST-1000) te se i oni mogu upotrebljavati u regulatorne
svrhe za razlikovanje nagrizajucih tvari od nenagrizajucih tvari (19. i 20.). Postvalidacijskim studijama koje su
proveli proizvoda¢i modela RhE od 2012. do 2014. s poboljSanim protokolom u kojem su ispravljene
interferencije neodredene redukcije MTT-a koje uzrokuju ispitivane kemikalije poboljSana je ucinkovitost
razlikovanja nagrizaju¢ih i nenagrizajucih tvari, ali i daljnjeg razvrstavanja nagrizajucih tvari (21. i 22.). Prove-
dene su daljnje statisticke analize postvalidacijskih podataka s modelima EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE i
EpiCS® kako bi se identificirali alternativni modeli predvidanja koji poboljavaju prediktiviu sposobnost daljnjeg
razvrstavanja (23.).

(") Uredba (EZ) br. 1272/2008 Europskog parlamenta i Vijeca od 16. prosinca 2008. o razvrstavanju, oznacivanju i pakiranju tvari i
smjesa, o izmjeni i stavljanju izvan snage Direktive 67/548/EEZ i Direktive 1999/45/EZ i o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1907/2006,
SLL 353/1, 31.12.2008.

(%) Kratica RhE (= rekonstruirana ljudska epiderma) upotrebljava se za sve modele koji se temelje na tehnologiji RhE. Kratica RHE koja se
upotrebljava u kombinaciji s modelom SkinEthic™ znadi isto, ali piSe se velikim slovima kao dio naziva te specifi¢ne ispitne metode,
kako je stavljena na trZiste.
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5. Prije nego $to se predloZena sli¢na ili izmijenjena ispitna metoda RhE in vitro za nagrizanje koZze, koja nije
validirana referentna metoda, moze upotrijebiti u regulatorne svrhe, trebalo bi utvrditi njezinu pouzdanost,
relevantnost (to¢nost) i ograniCenja za njezinu predloZenu uporabu kako bi se osigurala njezina slicnost s
validiranom referentnom metodom, u skladu sa zahtjevima izvedbe (24.) utvrdenima u skladu s nacelima
Smjernice OECD-a br. 34 (25.). Uzajamno prihvacanje podataka jamcit ée se samo nakon $to se svaka pred-
lozena nova ili azurirana ispitna metoda koja je u skladu sa zahtjevima izvedbe pregleda i uklju¢i u odgova-
rajuéu smjernicu za ispitivanje. Ispitni modeli ukljuCeni u tu smjernicu za ispitivanje mogu se upotrijebiti za
ispunjavanje zahtjeva zemalja u pogledu rezultata ispitivanja ispitne metode in vitro za nagrizanje koZze, uz
ostvarivanje koristi od uzajamnog prihvacanja podataka.

DEFINICIJE

6. Upotrijebljene definicije navedene su u Dodatku 1.

POCETNA RAZMATRANJA

7. Ova ispitna metoda omogucuje utvrdivanje nagrizajucih i nenagrizajucih tvari i smjesa u skladu s UN GHS-om i
CLP-om. Ovom se ispitnom metodom podrzava daljnje razvrstavanje nagrizajucih tvari i smjesa na neobaveznu
potkategoriju 1.A, u skladu s UN GHS-om (1., te kombinaciju potkategorija 1.B i 1.C (21., 22. i 23.).
Ogranicenje je ove metode to $to ne omoguluje razlikovanje potkategorije 1.B i potkategorije 1.C s nagriza-
juéim djelovanjem na kozu u skladu s UN GHS-om i CLP-om zbog ogranicenog skupa poznatih kemikalija iz
potkategorije 1.C s nagrizajuim djelovanjem in vivo. Ispitnim modelima EpiSkin™, EpiDerm™ SCT, SkinEthic™
RHE i epiCS® mogu se odrediti daljnje potkategorije (tj. 1.A naspram 1.B i 1.C naspram NC).

8. Sirok raspon kemikalija, koje uglavnom ¢ine pojedinacne tvari, ispitan je u validaciji kojom se podupiru ispitni
modeli ukljuCeni u ovu ispitnu metodu kada se upotrebljavaju za utvrdivanje nagrizaju¢ih i nenagrizaju¢ih
kemikalija; empirijska baza podataka validacijske studije ukljucivala je 60 kemikalija koje su obuhvacale sirok
raspon kemijskih razreda (8., 9. i 10.). Subjekti koji su razvili ispitnu metodu proveli su ispitivanje radi
dokazivanja osjetljivosti, specifi¢nosti, to¢nosti i obnovljivosti unutar laboratorija testa za daljnje razvrstavanje,
a rezultate je pregledao OECD (21., 22. i 23.). Na temelju svih podataka koji su dostupni, ispitna metoda
primjenjiva je na Sirok raspon kemijskih razreda i agregatnih stanja, ukljucujudi tekudine, polukrute i krute tvari
te voskove. Tekudine mogu biti vodene i bezvodne; krute tvari mogu biti topljive ili netopljive u vodi. Krute
tvari prije primjene treba samljeti u sitni prah kad je god mogude; nije potrebno nikakvo drugo prethodno
tretiranje uzorka. U slucajevima u kojima se moze dokazati da se ispitni modeli ukljuceni u ispitnu metodu ne
mogu primijeniti za ispitivanje specifi¢ne kategorije ispitivanih kemikalija, te modele ne bi trebalo upotrebljavati
za tu specifiénu kategoriju ispitivanih kemikalija. Osim toga, pretpostavlja se da se ova ispitna metoda moze
primijeniti na smjese kao prosirenje njezine primjenjivosti na tvari. Medutim, buduéi da smjese obuhvadaju
Siroki spektar kategorija i sastava te da su trenutacno dostupne samo ograniene informacije o ispitivanju
smjesa, u sluCajevima u kojima se moze dokazati da se ispitna metoda ne moZe primijeniti za ispitivanje
specifi¢ne kategorije smjesa (npr. primjenom strategije predloZene u 26.), ispitnu metodu ne bi trebalo upotreb-
ljavati za tu specifi¢nu kategoriju smjesa. Prije nego $to se ova ispitna metoda primijeni na smjesi radi dobivanja
podataka za predvidenu regulatornu svrhu, potrebno je razmotriti mogu li se te, ako se mogu, zasto se njome
mogu dobiti primjereni rezultati za tu svrhu. Ta razmatranja nisu potrebna ako postoji regulatorni zahtjev za
ispitivanje smjese. Plinovi i aerosoli jo§ nisu ocijenjeni u validacijskim studijama (8., 9. 1 10.). lako je moguce da
se oni mogu ispitati upotrebom tehnologije RhE, trenutaénom ispitnom metodom nije omoguceno ispitivanje
plinova i aerosola.

9. Ispitivane kemikalije koje apsorbiraju svjetlost u istom rasponu kao i MTT formazan i ispitivane kemikalije koje
mogu izravno reducirati vitalnu boju MTT (na MTT formazan) mogu ometati mjerenje vijabilnosti tkiva te se
kod njih trebaju upotrebljavati prilagodene kontrole za ispravke. Vrsta prilagodenih kontrola koja moze biti
potrebna mijenjat ¢e se ovisno o vrsti interferencije koju proizvodi ispitivana kemikalija i postupku koji se
upotrebljava za mjerenje MTT formazana (vidjeti stavke 25.-31.).
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10.

11.

12.

13.

lako se ovom ispitnom metodom ne dobivaju primjerene informacije o nadrazivanju koze, trebalo bi napo-
menuti da se ispitna metoda B.46. posebno bavi u¢inkom nadraZenosti koZe na zdravlje in vitro i temelji se na
istom ispitnom sustavu RhE uz upotrebu drugog protokola (5.). Za potpunu evaluaciju lokalnih u¢inaka na
kozu nakon jednostrukog dermalnog izlaganja potrebno je prouciti Smjernice OECD-a o integriranim pristu-
pima ispitivanju i procjeni (6.). Taj pristup IATA obuhvaca provodenje in vitro ispitivanja za dokazivanje
nagrizajueg (kako je opisano u ovoj ispitnoj metodi) i nadrazujuéeg djelovanja na koZzu prije eventualnog
provodenja ispitivanja na Zivim Zivotinjama. Podrazumijeva se da upotreba ljudske koze podlijeZe nacionalnim i
medunarodnim etickim pitanjima i uvjetima.

NACELO ISPITIVANJA

Ispitivana se kemikalija lokalno nanosi na trodimenzionalni model RhE, koji ¢&ine netransformirani ljudski
epidermalni keratinociti uzgojeni u svrhu dobivanja viSeslojnog, visoko izdiferenciranog modela ljudske
epiderme. Sastoji se od organiziranih bazalnih, trnastih i zrnatih slojeva te viseslojnog roznatog sloja (stratum
corneum) koji izmedu stanica sadrzava lamelarne masne slojeve koji predstavljaju glavne razrede lipida analogne
onima koji se susre¢u in vivo.

Ispitna metoda RhE temelji se na pretpostavci da nagrizajuce kemikalije mogu penetrirati kroz stratum corneum
putem difuzije ili erozije te su citotoksicne za stanice ispod tog sloja. Vijabilnost stanica mjeri se enzimskom
konverzijom vitalne boje MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, tiazolil plavo tetrazolijev
bromid; CAS broj 298-93-1] u sol plavog formazana koja se kvantitativno mjeri nakon ekstrakcije iz tkiva (27.).
Nagrizajuce kemikalije prepoznaju se po tome §to smanjuju vijabilnost stanica ispod definiranih pragova (vidjeti
stavke 35.1 36.). Pokazalo se da se ispitnom metodom za utvrdivanje nagrizanja koZze koja se temelji na modelu
RhE moze predvidjeti nagrizajuce djelovanje na kozu in vivo koje je procijenjeno kod kuni¢a u skladu s ispitnom
metodom B.4. (2.).

DOKAZIVANJE OSPOSOBLJENOSTI

Prije rutinske primjene bilo kojeg od ¢etiriju validiranih ispitnih modela RhE koji su u skladu s ovom ispitnom
metodom laboratoriji bi trebali dokazati tehnicku osposobljenost pravilnim utvrdivanjem kategorije dvanaest
tvari koje sluze za dokazivanje osposobljenosti koje su navedene u tablici 1. U slucaju upotrebe metode za
daljnje razvrstavanje trebalo bi dokazati i pravilno daljnje razvrstavanje. U slucajevima u kojima nije dostupna
navedena tvar ili ako je to opravdano, moze se upotrijebiti druga tvar za koju su dostupni primjereni referentni
in vivo i in vitro podaci (npr. s popisa referentnih kemikalija (24.)) pod uvjetom da se primjenjuju isti kriteriji za
odabir kao oni opisani u tablici 1.

Tablica 1.

Popis tvari koje sluze za dokazivanje osposobljenosti (')

Kat. sustava
UN GHS-a | Kat. VRM-a
Kemijski ili CLP-a na | na temelju | Redukcija Agregatno
razred (%) temelju in in vitro MTT-a (%) stanje
vivo rezulta- | rezultata (4)
ta ()

Tvar CAS br.

Tvari koje djeluju nagrizajuce in vivo iz potkategorije 1.A

Bromoctena kiselina 79-08-3 Organska 1.A (3) 1.A — S
kiselina

Borov trifluorid dihidrat | 13319-75-0 | Anorganska 1A (3) 1.A — L
kiselina

Fenol 108-95-2 Fenol 1.A (3) L.A — S

Dikloracetil klorid 79-36-7 Elektrofil 1A (3) 1.A — L

Kombinacija tvari koje djeluju nagrizajue in vivo iz potkategorija 1.B i 1.C

Monohidrat glioksilne | 563-96-2 Organska 1BilC | (3) 1Bi — S
kiseline kiselina 1.C
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Kat. sustava
UN GHS-a | Kat. VRM-a
Kemijski ili CLP-a na | na temelju | Redukcija Agregatno
Tvar CAS br. razred (2) temelju in in vitro MTT-a (%) stanje
vivo rezulta- | rezultata (4)
ta ()
Tvari koje djeluju nagrizajuce in vivo iz potkategorije 1.A
Mlije¢na kiselina 598-82-3 Organska 1Bil1.C | (3) 1Bi — L
kiselina 1.C
Etanolamin 141-43-5 Organska 1.B (3) 1B i Y Viskozno
baza 1.C
Klorovodi¢na kiselina | 7647-01-0 Anorganska | 1B i 1.C | (3) 1B i — L
(14,4 %) kiselina 1.C
Tvari koje ne djeluju nagrizajuce in vivo
Fenetil bromid 103-63-9 Elektrofil NC (3) NC Y L
4-amino-1,2,4-triazol 584-13-4 Organska NC (3) NC — S
baza
4-(metiltio)-benzaldehid 3446-89-7 Elektrofil NC (3) NC Y L
Laurinska kiselina 143-07-7 Organska NC (3) NC — S
kiselina

14.

15.

Kratice: CAS br. = registarski broj Sluzbe za podatke o kemijskim tvarima; VRM = validirana referentna metoda; NC = nije

nagrizajuée; Y = da; S = kruto; L = tekude

(") Tvari koje sluze za dokazivanje osposobljenosti, prvo razvrstane na tvari koje djeluju nagrizajue i one koje ne djeluju

nagrizajuce, zatim prema potkategoriji nagrizanja i potom kemijskom razredu, odabrane su medu tvarima koje su

upotrijebljene u ECVAM-ovoj validacijskoj studiji modela EpiSkin™ i EpiDerm™ (8., 9. i 10.) te iz postvalidacijskih

studija na temelju podataka koje su dostavili subjekti koji su razvili EpiSkin™ (22.), EpiDerm™, SkinEthic™ i epiCS®

(23.). Osim ako je drukcije navedeno, tvari su ispitane na razini ¢istoce koja se dobiva kad se kupe od komercijalnog

izvora (8. i 10.). Odabir ukljucuje, u mjeri u kojoj je to mogude, tvari: i. koje su reprezentativne za raspon nagrizajucih

odgovora (npr. tvari koje ne djeluju nagrizajule, tvari sa slabim do jakim nagrizaju¢im djelovanjem) koji se mogu

izmjeriti ili predvidjeti validiranim referentnim metodama; ii. koje su reprezentativne za kemijske razrede koji su koristeni

u validacijskim studijama; iii. koje imaju dobro utvrdene kemijske strukture; iv. koje induciraju ponovljive rezultate u

validiranoj referentnoj metodi; v. koje induciraju konacne rezultate u in vivo referentnoj ispitnoj metodi; vi. koje su

komercijalno dostupne; i vii. koje nisu povezane s neprimjereno visokim trokovima zbrinjavanja.

(® Kemijski razred koji su dodijelili Barratt i dr. (8.).

(}) Odgovarajute ambalazne skupine UN-a L, IL i Ill. za kategorije 1.A, 1.B odnosno 1.C UN GHS-a ili CLP-a.

() Predvidanja VRM in vitro navedena u ovoj tablici dobivena su ispitnim modelima EpiSkin™ i EpiDerm™ (VRM-ovim)

tijekom postvalidacijskog ispitivanja koje su obavili subjekti koji su razvili ispitnu metodu.

(*) Vrijednosti vijabilnosti dobivene ECVAM-ovim validacijskim studijama nagrizanja koZe nisu ispravljene za izravnu
redukciju MTT-a (u validacijskim studijama nisu provedene usmréene kontrolne skupine). Medutim, postvalidacijski
podaci subjekata koji su razvili ispitnu metodu prikazani u ovoj tablici dobiveni su prilagodenim kontrolama (23.).

(S

U okviru dokazivanja osposobljenosti preporucuje se da korisnik po primitku provjeri svojstva barijere tkiva u
skladu sa specifikacijama proizvodaca modela RhE. To je posebno vazno ako se tkiva $alju na velike udaljenosti/
tijekom dugih vremenskih razdoblja. Nakon 3to se metoda uspje$no uspostavi i nakon $to se dokaze osposob-
lienost u pogledu njezine uporabe, takva rutinska provjera nece biti potrebna. Medutim, kod rutinske uporabe
ispitne metode preporucuje se daljnje ocjenjivanje svojstava barijere u pravilnim vremenskim intervalima.

POSTUPAK

U nastavku se nalazi opéi opis elemenata i postupaka u vezi s metodom na temelju rekonstruirane ljudske
epiderme za potrebe ocjenjivanja nadrazivanja koze obuhvacenih ovom ispitnom metodom. Modeli RhE koji su
podrzani kao znanstveno valjani za upotrebu u ovoj ispitnoj metodi, tj. modeli EpiSkin™ (standardni model),
EpiDerm™ (EPI-200), SkinEthic™ RHE i epiCS® (16.,17., 19, 28., 29., 30., 31., 32. i 33.) mogu se nabaviti iz
komercijalnih izvora. Dostupni su standardni operativni postupci za ta Cetiri modela RhE (34., 35, 36.1 37.), a
glavni elementi ispitne metode saZeti su u Dodatku 2. Preporucuje se da se pri provedbi i upotrebi jednog od tih
modela u laboratoriju prouci relevantni standardni operativni postupak. Ispitivanje s Cetiri ispitna modela RhE
obuhvadena ovom ispitnom metodom trebalo bi biti u skladu sa sljedecim:
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ELEMENTI ISPITNE METODE RHE
Opéi uvjeti

16. Za rekonstruiranje epitela treba koristiti netransformirane ljudske keratinocite. Ispod funkcionalnog roZnatog
sloja (stratum corneum) nalaze se viSestruki slojevi vijabilnih epitelnih stanica (bazalni sloj, trnasti sloj, zrnati sloj).
I sam roZnati sloj viSeslojan je te sadrzava esencijalni profil lipida kao ¢vrstu funkcionalnu barijeru koja je
sposobna zaustaviti brzi prodor citotoksi¢nih referentnih kemikalija, npr. natrijev dodecil-sulfat (SDS) ili Triton
X-100. Funkciju barijere trebalo bi dokazati i moZe se ocijeniti odredivanjem koncentracije pri kojoj referentna
kemikalija smanjuje vijabilnost tkiva za 50 % (IC5;) nakon fiksnog vremena izlaganja ili odredivanjem vremena
izlaganja koje je potrebno da se vijabilnost stanica smanji za 50 % (ET50) nakon primjene referentne kemikalije
u unaprijed odredenoj fiksnoj koncentraciji (vidjeti stavak 18.). Model RhE mora biti dovoljno nepropustan da
sprijeci prolazak materijala oko roznatog sloja do vijabilnog tkiva jer bi to dovelo do loSeg modeliranja izlaganja
koze. Model RhE ne smije biti onecis¢en bakterijama, virusima, mikoplazmama ili gljivicama.

Funkcionalni uvjeti

Vijabilnost

17. Za kvantifikaciju vijabilnosti tkiva upotrebljava se MTT test (27.). Vijabilne stanice modela tkiva RhE reduciraju
vitalnu boju MTT u talog plavog MTT formazana koji se zatim ekstrahira iz tkiva izopropanolom (ili sli¢nim
otapalom). Opticka gustoca (OD) samog ekstrakcijskog otapala treba biti dovoljno mala tj. OD < 0,1. Ekstra-
hirani MTT formazan moze se kvantificirati upotrebom mjerenja standardne apsorbancije (OD) ili postupkom
HPLC/UPLC spektrofotometrije (38.). Korisnici modela RhE trebali bi osigurati da svaka Sarza modela RhE koji
se upotrebljava ispunjava utvrdene kriterije za negativnu kontrolu. Raspon prihvatljivosti (gornja i donja granica)
za vrijednosti opticke gustole negativne kontrole trebao bi utvrditi subjekt koji je razvio model RhE ili
dobavlja¢ tog modela. Rasponi prihvatljivosti za vrijednosti opticke gustoée negativne kontrole za Cetiri validi-
rana ispitna modela RhE uklju¢ena u ovu ispitnu metodu navedeni su u tablici 2. Korisnik HPLC/UPLC
spektrofotometrije trebao bi upotrebljavati raspone opticke gustoée negativne kontrole navedene u tablici 2.
kao kriterij prihvatljivosti za negativnu kontrolu. Potrebno je dokumentirati da su tkiva obradena negativnom
kontrolom stabilna u kulturi (tj. daju sliéna mjerenja opticke gustole) za vrijeme trajanja izlaganja.

Tablica 2.

Rasponi prihvatljivosti vrijednosti opticke gustoce negativne kontrole za kontrolu kvalitete Sarzi

Donja granica prihvatljivosti Gornja granica prihvatljivosti
EpiSkin™ (standardna meto- > 0,6 <1,5
da)
EpiDerm™ SCT (EPI-200) >0,8 <28
SkinEthic™ RHE >0,8 <3,0
epiCS® >0,8 <28

Funkcija barijere

18. RozZnati sloj sa svojim sastavom lipida trebao bi biti sposoban zaustaviti brzi prodor odredenih citotoksi¢nih
referentnih kemikalija (npr. SDS ili Triton X-100), procijenjeno na temelju ICs ili ET5, (tablica 3.). Subjekt koji
je razvio model RhE ili njegov prodavatelj trebao bi pri dostavi tkiva krajnjem korisniku dokazati funkciju
barijere svake $arZe modela RhE koji se upotrebljava (vidjeti stavak 21.).
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Morfologija

19. U izvedbi histoloskog pregleda modela RhE mora se dokazati da je struktura sli¢na viseslojnoj strukturi ljudske
epiderme koja sadrZava bazalni sloj, trnasti sloj, zrnati sloj i roznati sloj te pokazuje profil lipida slican profilu
lipida ljudske epiderme. Subjekt koji je razvio model RhE ili njegov prodavatelj trebao bi pri dostavi tkiva
krajnjem korisniku dostaviti histolosko ispitivanje svake SarZe modela RhE koji se upotrebljava kojim se
dokazuje odgovarajuca morfologija tkiva (vidjeti stavak 21.).

Obnovljivost

20. Korisnici ispitnih metoda trebali bi dokazati obnovljivost ispitnih metoda tijekom vremena primjenom pozi-
tivnih i negativnih kontrola. Nadalje, ispitna metoda trebala bi se upotrebljavati samo ako subjekt koji je razvio
model RhE ili dobavlja¢ dostavi podatke kojima se dokazuje obnovljivost tijekom vremena primjenom kemi-
kalija koje djeluju nagrizajuce i onih koje ne djeluju nagrizajuce, npr. s popisa tvari koje sluze za dokazivanje
osposobljenosti (tablica 1.). U slucaju upotrebe ispitne metode za daljnje razvrstavanje trebalo bi dokazati i
obnovljivost u pogledu potkategorija.

Kontrola kvalitete (KK)

21. Model RhE trebao bi se upotrebljavati samo ako subjekt koji ga je razvio ili dobavlja¢ dokaze da svaka Sarza
upotrijebljenog modela RhE ispunjava definirane kriterije za odobrenje proizvoda, medu kojima su najvazniji
oni za vijabilnost (stavak 17.), funkciju barijere (stavak 18.) i morfologiju (stavak 19.). Ti se podaci trebaju dostaviti
korisnicima ispitne metode tako da ih mogu uklju¢iti u izvjesée o ispitivanju. Za pouzdano predvidanje
nagrizajuceg razvrstavanja prihvatljivi su isklju¢ivo rezultati dobiveni sa Sarzama tkiva koje ispunjavaju kontrolu
kvalitete. Raspon prihvatljivosti (gornja i donja granica) za IC50 ili ET50 utvrduje subjekt koji je razvio model
RhE ili dobavlja¢ tog modela. Rasponi prihvatljivosti za Cetiri validirana ispitna modela navedeni su u tablici 3.

Tablica 3.

Kriteriji za kontrolu kvalitete SarZze

Donja granica prihvatljivosti Gornja granica prihvatljivosti
EpiSkin™ (standardna metoda) IC50 = 1,0 mg/ml IC5y = 3,0 mg/ml
(18-satno tretiranje SDS-om) (33.)
EpiDerm™ SCT (EPI-200) ET50 = 4,0 sati ET50 = 8,7 sati
(1 % Triton X-100) (34.)
SkinEthic™ RHE ET50 = 4,0 sati ET50 = 10,0 sati
(1% Triton X-100) (35.)
epiCS® ET50 = 2,0 sati ET50 = 7,0 sati
(1% Triton X-100) (36.)

Primjena ispitivane kemikalije i kontrolnih kemikalija

22. Za svaku ispitnu kemikaliju i kontrole trebala bi se upotrijebiti barem dva ponovljena tkiva za svako vrijeme
izlaganja. I kod tekudina i kemikalija u krutom stanju treba primijeniti dovoljnu koli¢inu ispitivane kemikalije
kako bi se ravnomjerno 2pokrlla povrsina epiderme tako da se izbjegne beskonacna doza, tj. trebalo bi upotri-
jebiti najmanje 70 pl cm? ili 30 mgjem? kemikalije. Ovisno o modelima, povr$inu epiderme trebalo bi navlaziti
deioniziranom ili destiliranom vodom prije primjene kemikalija u krutom stanju kako bi se poboljsao kontakt
ispitivane kemikalije s povrSinom epiderme (34., 35., 36.1 37.). Kad je god moguce, kemikalije u krutom stanju
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treba ispitivati u obliku sitnog praha. Metodu primjene treba prilagoditi ispitivanoj kemikaliji (vidjeti npr.
upuéivanja (34.-37.). Na kraju razdoblja izlaganja ispitivanu kemikaliju treba paZljivo oprati s epiderme
vodenom puferskom otopinom ili 0,9-postotnom NaCl. Ovisno o tome koji se od Cetiri validirana ispitna
modela RhE upotrebljava, upotrebljavaju se dva ili tri razdoblja izlaganja po ispitivanoj kemikaliji (za sva Cetiri
valjana modela RhE: 3 min. i 1 sat; za EpiSkin™ dodatno vrijeme izlaganja od Cetiri sata). Ovisno o tome koji se
ispitni model RhE upotrebljava i razdoblju izlaganja koje se procjenjuje, temperatura inkubacije tijekom izla-
ganja moze varirati od sobne temperature do 37 °C.

23. U svakom bi se ciklusu trebale upotrebljavati istodobne negativne i pozitivne kontrole kako bi se dokazalo da
su vijabilnost (s negativnim kontrolama), funkcija barijere i posljedi¢na osjetljivost tkiva (s pozitivnim kontro-
lama) unutar prihvatljivog raspona utvrdenog na temelju rezultata prijasnjih ispitivanja. Kao kemikalija pozitivne
kontrole predlaze se ledena octena kiselina ili 8N KOH, ovisno o modelu RhE koji se upotrebljava. Trebalo bi
napomenuti da 8N KOH izravno reducira MTT pa ¢e mozda biti potrebne prilagodene kontrole kako je opisano
u stavcima 25. i 26. Kao negativna kontrolna tvar predlaze se 0,9-postotna NaCl (w/v) ili voda.

Mjerenja vijabilnosti stanica

24. MTT test je kvantitativni test koji bi se trebao upotrebljavati za mjerenje vijabilnosti stanica na temelju ove
ispitne metode (27.). Uzorak tkiva stavlja se u otopinu MTT odgovarajuée koncentracije (0,3 ili 1 mg/ml) i
ostavi u njoj tri sata. NataloZeni plavi formazan zatim se ekstrahira iz tkiva s pomocu otapala (npr. izopropanol,
kiseli izopropanol) i koncentracija formazana mjeri se odredivanjem vrijednosti OD na 570 nm uz pojas
propustanja do najvise +30 nm ili postupkom HPLC/UPLC spektrofotometrije (vidjeti stavke 30. i 31.) (38.).

25. Ispitivane kemikalije mogu ometati MTT test izravnom redukcijom MTT-a u plavi formazan ifili interferencijom
s bojom ako ispitivana kemikalija apsorbira, prirodno ili zbog postupaka tretiranja, u istom rasponu opticke
gustoce formazana (570 * 30 nm, uglavnom plave i ljubicaste kemikalije). Treba upotrijebiti dodatne kontrole
kako bi se utvrdila i ispravila moguca interferencija do koje dovode te ispitivane kemikalije, kao $to su kontrola
nespecifi¢ne redukcije MTT-a (NSMTT) i kontrola nespecifi¢ne boje (NSC) (vidjeti stavke od 26. do 30.). To je
osobito vazno kada se odredena ispitivana kemikalija ne ispere u potpunosti s tkiva ili prodre u epidermu te je
stoga prisutna u tkivima pri provodenju MTT testa vijabilnosti. Podroban opis nacina na koji se ispravljaju
izravna redukcija MTT-a i interferencija bojila dostupan je u standardnim operativnim postupcima za ispitne
modele (34., 35., 36. 1 37.).

26. Kako bi se identificirale tvari koje izravno reduciraju MTT, svaku bi ispitivanu kemikaliju trebalo dodati u svjeze
pripremljeni medij MTT (34., 35., 36. i 37.). Ako smjesa MTT-a koja sadrzava ispitivanu kemikaliju postane
plava/ljubiasta, pretpostavlja se da ispitivana kemikalija izravno reducira MTT i treba se provesti daljnja
funkcionalna provjera nevijabilne epiderme, neovisno o upotrebi mjerenja standardne apsorbancije (OD) ili
postupka HPLC/UPLC spektrofotometrije. U toj dodatnoj funkcionalnoj provjeri upotrebljavaju se mrtva tkiva
kod kojih je prisutna samo preostala metabolicka aktivnost, ali koja apsorbiraju sliénu koli¢inu ispitivane
kemikalije kao vijabilna tkiva. Svaka kemikalija koja reducira MTT primjenjuje se na barem dva ponovljena
mrtva tkiva po vremenu izlaganja, koja se podvrgavaju cijelom ispitivanju nagrizanja koZze. Prava vijabilnost
tkiva zatim se racuna kao postotak vijabilnosti tkiva koji se dobiva iz Zivih tkiva izloZenih tvari koja reducira
MTT umanjenom za postotak nespecificne redukcije MTT-a dobivene s mrtvim tkivima izloZenima istoj tvari
koja reducira MTT, izracunano u odnosu na negativnu kontrolu koja se provodi istodobno kad i ispitivanje koje
se ispravlja (%NSMTT).

27. Kako bi se identificirala potencijalna interferencija obojenih ispitivanih kemikalija ili ispitivanih kemikalija koje
se oboje u dodiru s vodom ili izopropanolom te kako bi se odlucilo jesu li potrebne dodatne kontrole, trebalo
bi provesti spektralnu analizu ispitivane kemikalije u vodi (okoli§ tijekom izlaganja) ifili izopropanolu (otopina
za ckstrahiranje). Ako ispitivana kemikalija u vodi ifili izopropanolu apsorbira svjetlost u rasponu od
570 30 nm, trebalo bi provesti daljnje kontrole bojila ili bi, kao alternativu, trebalo primijeniti postupak
HPLC/UPLC spektrofotometrije; u potonjem slucaju te kontrole nisu potrebne (vidjeti stavke 30. i 31.). Pri
provedbi mjerenja standardne apsorbancije (OD) svaka interferirajuéa obojena ispitivana kemikalija primjenjuje
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se na najmanje dva ponovljena uzorka vijabilnog tkiva po vremenu izlaganja, koji se podvrgavaju cijelom
ispitivanju nagrizanja koZze, ali se u koraku inkubacije MTT-a inkubiraju medijem, a ne otopinom MTT-a,
kako bi nastala kontrola nespecificne boje (NSCjyno). Kontrolu NSCyy;n, treba provoditi istodobno po
vremenu izlaganja po obojenoj ispitivanoj kemikaliji (u svakom ciklusu) zbog svojstvene bioloske varijabilnosti
zivih tkiva. Prava vijabilnost tkiva zatim se ra¢una kao postotak vijabilnosti tkiva koji se dobiva iz Zivih tkiva
izloZenih interferirajucoj ispitivanoj kemikaliji i inkubiranih otopinom MTT-a, umanjeno za postotak nespeci-
ficne boje dobiven sa Zivim tkivima izloZenima interferirajucoj ispitivanoj kemikaliji i inkubiranima medijem
bez MTT-a, $to se provodi istodobno kad i ispitivanje koje se ispravlja (%NSCiyip,)-

28. Za ispitivane kemikalije za koje se utvrdi da uzrokuju i izravnu redukciju MTT-a (vidjeti stavak 26.) i interfe-
renciju s bojom (vidjeti stavak 27.) pri mjerenju standardne apsorbancije (OD) bit e potreban i treéi skup
kontrola, uz kontrole NSMTT i NSCj, opisane u prethodnim stavcima. To je obi¢no slucaj kod tamno
obojenih ispitivanih kemikalija koje ometaju MTT test (npr. plave, ljubicaste ili crne kemikalije) jer njihova
intrinzi¢na boja sprecava procjenu njihove sposobnosti da izravno reduciraju MTT, kako je opisano u stavku 26.
Te se ispitivane kemikalije mogu vezati i na Ziva i na mrtva tkiva te se stoga kontrolom NSMTT moze ispraviti
ne samo potencijalna izravna redukcija MTT-a ispitivanom kemikalijom, ve¢ i interferencija s bojom koja je
posljedica vezanja ispitivane kemikalije na mrtva tkiva. To bi moglo dovesti do dvostrukog ispravka za inter-
ferenciju s bojom jer se kontrolom NSCiy,, ve¢ ispravlja interferencija s bojom koja je posljedica vezanja
ispitivane kemikalije na Ziva tkiva. Kako bi se izbjegao moguéi dvostruki ispravak za interferenciju s bojom,
treba provesti trecu kontrolu za nespecificnu boju u mrtvim tkivima (NSCkilled). U toj dodatnoj kontroli
ispitivana kemikalija primjenjuje se na najmanje dva ponovljena uzorka mrtvog tkiva po vremenu izlaganja,
koja se podvrgavaju cijelom postupku ispitivanja, ali se u koraku inkubacije MTT-a inkubiraju medijem, a ne
otopinom MTT-a. Dovoljna je jedna kontrola NSCyjq po ispitivanoj kemikaliji neovisno o broju provedenih
neovisnih ispitivanja/ciklusa, ali treba je provoditi istodobno s kontrolom NSMTT i, ako je moguce, s istom
Sarzom tkiva. Prava vijabilnost tkiva zatim se racuna kao postotak vijabilnosti tkiva koji se dobiva iz Zivih tkiva
izlozenih ispitivanoj kemikaliji umanjeno za %NSMTT i %NSCjyy, te uvecano za postotak nespecificne boje
dobiven s mrtvim tkivima izloZenima interferirajucoj ispitivanoj kemikaliji i inkubiranima medijem bez MTT-a,
izratunano u odnosu na negativnu kontrolu koja se provodi istodobno kad i ispitivanje koje se ispravlja
(%NSCyieq)-

29. Vazno je napomenuti da nespecificna redukcija MTT-a i nespecifi¢na interferencija s bojom mogu povecati
ocitanja ekstrakta tkiva izvan raspona linearnosti spektrofotometra. Na temelju toga svaki bi laboratorij prije
pocetka ispitivanja ispitivanih kemikalija u regulatorne svrhe trebao utvrditi raspon linearnosti svojeg spek-
trofotometra s MTT formazanom (CAS # 57360-69-7) iz komercijalnog izvora. To¢nije, mjerenje standardne
apsorbancije (OD) upotrebom spektrofotometra primjereno je za procjenu tvari koje izravno reduciraju MTT i
ispitivanih kemikalija koje interferiraju s bojom ako je opticka gustoca ektrakata tkiva dobivena ispitivanom
kemikalijom bez ikakvih ispravaka za izravnu redukciju MTT-a ifili interferenciju s bojom unutar linearnog
raspona spektrofotometra ili ako je neispravljenim postotkom vijabilnosti dobivenim ispitivanom kemikalijom
ona ve¢ utvrdena kao nagrizajuca (vidjeti stavke 35. i 36.). Ipak, rezultate za ispitivane kemikalije koji daju
%NSMTT ifili %NSCjyy;pg > 50 % negativne kontrole trebalo bi oprezno tumaciti.

30. Kod obojenih ispitivanih kemikalija koje nisu kompatibilne s mjerenjem standardne apsorbancije (OD) zbog
prejake interferencije s MTT testom, za mjerenje MTT formazana moZe se upotrijebiti alternativni postupak
HPLC/UPLC spektrofotometrije (vidjeti stavak 31.) (37.). Sustav HPLC/UPLC spektrofotometrije omogucuje
izdvajanje MTT formazana iz ispitivane kemikalije prije njegove kvantifikacije (38.). Zato pri upotrebi HPLC/
UPLC spektrofotometrije nikad nisu potrebne kontrole NSCiy;pg ili NSCyjjeq, neovisno o kemikaliji koja se
ispituje. Kontrole NSMTT ipak bi se trebale upotrijebiti ako se sumnja u to da ispitivana kemikalija izravno
reducira MTT ili ima boju koja sprecava procjenu sposobnosti izravne redukcije MTT-a (kako je opisano u
stavku 26.). Ako se za mjerenje MTT formazana upotrebljava HPLC/UPLC spektrofotometrija, postotak vijabil-
nosti tkiva racuna se kao postotak povrsine pika MTT formazana dobiven sa Zivim tkivima izloZenima
ispitivanoj kemikaliji u odnosu na pik MTT formazana dobiven s istodobnom negativnom kontrolom. Za
ispitivane kemikalije koje mogu izravno reducirati MTT prava vijabilnost tkiva ra¢una se kao postotak vijabil-
nosti tkiva dobiven sa Zivim tkivima izloZenima ispitivanoj kemikaliji umanjen za %NSMTT. Naposljetku, treba
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napomenuti da se ne mogu procijeniti tvari koje izravno reduciraju MTT i koje ujedno mogu i interferirati s
bojom, koje se zadrzavaju u tkivima nakon tretiranja i reduciraju MTT toliko jako da dovode do opticke gustoce
(upotrebom standardnog mjerenja opticke gustoce) ili povrsina pika (upotrebom UPLC/HPLC spektrofotome-
trije) ispitivanih ekstrakata tkiva koji su izvan raspona linearnosti spektrofotometra, iako do toga dolazi samo u
iznimno rijetkim slucajevima.

31. HPLC/UPLC spektrofotometrija moze se upotrebljavati i sa svim vrstama ispitivanih kemikalija (obojenima,
neobojenima, koje reduciraju MTT i koje ga ne reduciraju) za mjerenje MTT formazana (38.). Zbog raznolikosti
sustava HPLC/UPLC spektrofotometrije, kvalifikaciju sustava HPLC/UPLC spektrofotometrije trebalo bi dokazati
prije njegove upotrebe za kvantificiranje MTT formazana iz ekstrakata tkiva tako da sustav ispuni kriterije
prihvatljivosti za skup standardnih parametara kvalifikacije u skladu s parametrima opisanima u smjernicama
americke Uprave za hranu i lijekove o validaciji bioanalitickih metoda namijenjenih industriji (38. i 39.). Ti
klju¢ni parametri i njihovi kriteriji prihvatljivosti prikazani su u Dodatku 4. Kad se ispune kriteriji prihvatljivosti
definirani u Dodatku 4., smatra se da je sustav HPLC/UPLC spektrofotometrije kvalificiran i spreman za mjerenje
MTT formazana u pokusnim uvjetima opisanima u ovoj ispitnoj metodi.

Kriteriji prihvatljivosti

32. Za svaku ispitnu metodu u kojoj se upotrebljavaju valjani modeli RhE, tkiva tretirana negativnom kontrolom
trebala bi pokazivati opticku gustoéu koja odrazava kvalitetu tkiva, kako je opisano u tablici 2., i ne bi trebala
biti ispod prethodno utvrdenih granica. Tkiva tretirana pozitivnom kontrolom, tj. ledenom octenom kiselinom
ili 8N KOH, trebala bi odrazavati sposobnost tkiva da odgovore na nagrizaju¢u kemikaliju u uvjetima ispitnog
modela (vidjeti Dodatak 2.). Varijabilnost izmedu ponovljenih uzoraka tkiva ispitivane kemikalije i/ili kontrolnih
kemikalija trebala bi biti unutar prihvadenih ograniCenja za svaki zahtjev valjanog modela RhE (vidjeti Dodatak
2) (npr. razlika u vijabilnosti izmedu sva ponovljena uzorka tkiva ne bi trebala biti vea od 30 %). Ako
negativna ili pozitivna kontrola ukljucena u ciklus bude izvan prihvaenih raspona, smatra se da ciklus ne
ispunjava zahtjeve i treba ga ponoviti. Ako je varijabilnost ispitivanih kemikalijja izvan definiranih raspona,
trebalo bi ponoviti ispitivanje.

Tumacenje rezultata i model predvidanja

33. Vrijednosti opticke gustoée za svaku ispitivanu kemikaliju trebalo bi koristiti za izra¢un postotka vijabilnosti u
odnosu na negativnu kontrolu, koja je odredena kao 100 %. U slucaju upotrebe HPLC/UPLC spektrofotometrije
postotak vijabilnosti tkiva racuna se kao postotak povrsine pika MTT formazana dobiven sa Zivim tkivima
izloZenima ispitivanoj kemikaliji u odnosu na pik MTT formazana dobiven s istodobnom negativnom kontro-
lom. Grani¢ne vrijednosti vijabilnosti stanica, izrazene postotkom, koje sluZe za razlikovanje nagrizaju¢ih od
nenagrizajucih ispitivanih kemikalija (ili za razlikovanje razlicitih potkategorija nagrizajuceg djelovanja) nave-
dene su u nastavku u stavcima 35. i 36. za svaki ispitni model obuhvaden ovom ispitnom metodom i trebale bi
se upotrebljavati za tumacenje rezultata.

34. Jedan ciklus ispitivanja koji obuhvaca najmanje dva ponovljena uzorka tkiva trebao bi biti dovoljan za ispitivanu
kemikaliju ako je dobiveno razvrstavanje nedvosmisleno. Medutim, u slu¢ajevima grani¢nih rezultata, kao $to su
neuskladena ponovljena mjerenja, moze se razmotriti drugi ciklus, a i treéi ciklus u slucaju neuskladenih
rezultata izmedu prva dva ciklusa.
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35. Model predvidanja za ispitni model EpiSkin™ za ispitivanje nagrizanja koze (9., 34. 1 22.), povezan sa sustavom
razvrstavanja UN GHS-om ili CLP-om, prikazan je u tablici 4.

36.

Tablica 4.
Model predvidanja za EpiSkin™

Vijabilnost mjerena u tockama vremena izlaganja (t = 3, 60 i 240

minuta)

Predvidanje koje treba razmotriti

<35 % nakon 3 min. izlaganja

Nagrizajuce:

*Neobavezna potkategorija 1.A (¥)

> 35 % nakon 3 min. izlaganja I

Nagrizajuce:

<35 % nakon 60 min. izlaganja *Kombinacija neobaveznih potkategorija
1BilC

ILI

> 35 % nakon 60 min. izlaganja I

<35 % nakon 240 minuta izlaganja

> 35 % nakon 240 min. izlaganja Nije nagrizajuce

(*) Prema podacima koji su generirani kako bi se procijenila korisnost ispitnih modela RhE za potporu daljnjem razvrstava-

nju, pokazalo se da priblizno 22 % rezultata u potkategoriji

1.A dobivenih ispitnim modelom EpiSkin™ mozda zapravo

¢ine tvarifsmjese iz potkategorije 1.B ili 1.C (prestrogo razvrstavanje) (vidjeti Dodatak 3.).

Modeli predvidanja za ispitne modele EpiDerm™ SCT (10., 23. i 35.), SkinEthic™ RHE (17., 18., 23.i 36.) i
epiCS® (16., 23. i 37.) za ispitivanje nagrizanja koze povezani sa sustavom razvrstavanja UN GHS-om ili CLP-

om prikazani su u tablici 5.:

Tablica 5.
EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE i epiCS®

Vijabilnost mjerena u tockama vremena izlaganja (t = 3 i 60
minuta)

Predvidanje koje treba razmotriti

KORAK 1 za EpiDerm™ SCT,

za SkinEthic™ RHE i epiCS®

<50 % nakon 3 min. izlaganja

Nagrizajuce

> 50 % nakon 3 min. izlaganja I< 15 % nakon 60 min.
izlaganja

Nagrizajuce

> 50 % nakon 3 min. izlaganja I> 15 % nakon 60 min.
izlaganja

Nije nagrizajuce

KORAK 2 za EpiDerm™ SCT — za tvari/smjese identificirane kao nagrizajuce u koraku 1

<25 % nakon 3 min. izlaganja

Neobavezna potkategorija 1.A*
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Vijabilnost mjerena u tockama vremena izlaganja (t = 3 i 60

. Predvidanje koje treba razmotriti
minuta)

KORAK 1 za EpiDerm™ SCT, za SkinEthic™ RHE i epiCS®

> 25 % nakon 3 min. izlaganja Kombinacija neobaveznih potkategorija 1.B i 1.C

KORAK 2 za SkinEthic™ RHE — za tvari/smjese identificirane kao nagrizajuée u koraku 1

<18 % nakon 3 min. izlaganja Neobavezna potkategorija 1.A*

> 18 % nakon 3 min. izlaganja Kombinacija neobaveznih potkategorija 1.B i 1.C

KORAK 2 za epiCS® — za tvari/smjese identificirane kao nagrizajuée u koraku 1

<15 % nakon 3 min. izlaganja Neobavezna potkategorija 1.A*

> 15 % nakon 3 min. izlaganja Kombinacija neobaveznih potkategorija 1.B i 1.C

PODACI I IZVJESCIVANJE

Podaci

37. Podatke pojedina¢nih ponavljanja uzoraka tkiva u svakom ispitivanju (npr. vrijednosti OD i izra¢unani postotak
vijabilnosti stanica za svaku ispitivanu kemikaliju, zajedno s razvrstavanjem) treba prikazati u tablicnom obliku,
ukljucujuéi eventualne podatke iz ponovljenih pokusa. Osim toga, treba navesti srednje vrijednosti i raspone
vijabilnosti te koeficijente varijacije izmedu ponovljenih uzoraka tkiva za svako ispitivanje. Za svaku ispitanu
kemikaliju treba navesti zapazene interakcije tvari koje reduciraju MTT ili obojenih ispitivanih kemikalija s MTT
reagensor.

IzvjeSée o ispitivanju
38. Izvjese o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedeCe informacije:
Ispitivana kemikalija i kontrolne kemikalije:

— tvar s jednim sastojkom: kemijske identifikacijske oznake, kao §to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj,
SMILES ili InChI oznaka, strukturna formula, ¢istoca, kemijski identitet necistoa prema potrebi i ako je
izvedivo u praksi itd.,

— tvar s viSe sastojaka, UVCB tvar i smjesa: opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore),
kvantitativnog udjela i relevantnih fizikalno-kemijskih svojstava sastojaka,

— fizicki izgled, topljivost u vodi i bilo koja druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,
— izvor, broj serije, ako su dostupni,
— tretiranje ispitivanih kemikalija/kontrolne tvari prije ispitivanja, ako je primjenljivo (npr. grijanje, mljevenje),

— stabilnost ispitivane kemikalije, rok uporabe ili datum za ponovnu analizu ako je poznat,
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— uvjeti skladistenja.

Model RhE i protokol koji se upotrebljavaju te obrazloZenje odabira (ako je primjenjivo)

Ispitni uvjeti:

— model RhE koji se upotrebljava (ukljucujuéi broj Sarze),

— informacije o kalibraciji mjernog uredaja (npr. spektrofotometar), valna duljina i pojas propustanja (ako je
primjenjivo) koji se upotrebljavaju za kvantifikaciju MTT formazana te raspon linearnosti mjernog uredaja,

— opis metode koja se upotrebljava za kvantifikaciju MTT formazana,

— opis kvalifikacije sustava HPLC/UPLC spektrofotometrije, ako je primjenjivo,

— potpune popratne informacije o konkretnom upotrijebljenom modelu RhE, ukljucujuéi njegove radne
znacajke. To bi, medu ostalim, trebalo ukljucivati:

i) vijabilnost;

i) funkciju barijere;

iij) morfologiju;

iv) obnovljivost i prediktivou sposobnost;

v) kontrole kvalitete modela,

— upudivanje na prijasnje podatke za predmetni model. To bi, medu ostalim, trebalo ukljucivati prihvatljivost
podataka o kontroli kvalitete s upucivanjem na prijasnje podatke o Sarzi,

— dokazivanje osposobljenosti za izvodenje ispitne metode prije rutinske upotrebe ispitivanjem tvari koje sluze
za dokazivanje osposobljenosti.

Ispitni postupak:

— pojedinosti o upotrijebljenom ispitnom postupku (ukljucujuéi postupke ispiranja upotrijebljene nakon
razdoblja izlaganja),

— doze upotrijebljenih ispitivanih kemikalija i kontrolnih kemikalija,

— trajanje razdoblja izlaganja i temperature izlaganja,

— oznake kontrola koje se koriste za tvari koje izravno reduciraju MTT ifili ispitivane kemikalije za bojenje,
ako je primjenjivo,
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— broj ponavljanja uzoraka tkiva upotrijebljenih po ispitivanoj kemikaliji i kontrolama (pozitivna kontrola,
negativna kontrola te NSMTT, NSCliving i NSCkilled, ako je primjenjivo) po vremenu izlaganja,

— opis primijenjenih kriterija za odluc¢ivanje/modela predvidanja na temelju upotrijebljenog RhE modela,

— opis moguéih izmjena ispitne metode (ukljucujuéi postupke ispiranja).

Kriteriji prihvatljivosti ciklusa i ispitivanja:

— srednje vrijednosti i rasponi prihvatljivosti pozitivnih i negativnih kontrola na temelju prijasnjih podataka,

— prihvatljiva varijabilnost izmedu ponovljenih uzoraka tkiva za pozitivne i negativne kontrole,

— prihvatljiva varijabilnost izmedu ponovljenih uzoraka tkiva za ispitivanu kemikaliju.

Rezultati:

— tabli¢ni prikaz podataka za pojedinacne ispitivane kemikalije i kontrole, za svako razdoblje izlaganja, svaki
ciklus i svako ponovljeno mjerenje, uklju¢ujuéi opticku gustocu ili povrsinu pika MTT formazana, postotak
vijabilnosti tkiva, srednji postotak vijabilnosti tkiva, razlike izmedu ponovljenih uzoraka, standardne devi-
jacije i/ili koeficijente varijacije, ako je primjenjivo,

— ako je primjenjivo, rezultati kontrola upotrijebljenih za tvari koje izravno reduciraju MTT ifili ispitivane
kemikalije za bojenje, ukljucujudi opticku gustocu ili povrsinu pika MTT formazana, NSMTT, %NSCliving,
%NSCkilled, razlike izmedu ponovljenih uzoraka tkiva, standardne devijacije ifili koeficijente varijacije (ako je
primjenjivo) te konac¢ni to¢ni postotak vijabilnosti tkiva,

— rezultati dobiveni s ispitivanom kemikalijom/kemikalijama i kontrolnim kemikalijama u odnosu na utvrdene
kriterije prihvatljivosti za ciklus i ispitivanje,

— opis drugih uocenih ucinaka,

— utvrdeno razvrstavanje, s upucivanjem na primijenjeni model predvidanja/kriterije odlucivanja.

Rasprava o rezultatima
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Dodatak 1.

DEFINICIJE

Toénost: stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitne metode i prihvacenih referentnih vrijednosti. Ona je mjerilo
ucinkovitosti ispitne metode i jedan od aspekata relevantnosti. Pojam je Cesto medusobno zamjenjiv s pojmom ,podu-
darnost” u smislu udjela to¢nih ishoda ispitne metode (25.).

Vijabilnost stanica: parametar za mjerenje ukupne aktivnosti populacije stanica, npr. sposobnost stani¢nih mitohondrij-
skih dehidrogenaza da reduciraju vitalnu boju MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, tiazolil plavo),
koji, ovisno o krajnjoj tocki koja se mjeri i planu ispitivanja, korelira s ukupnim brojem ifili vitalnod¢u Zivih stanica.

Kemikaljja: tvar ili smjesa.

Podudarnost: mjerilo ucinkovitosti ispitne metode za ispitne metode koje daju kategorijski rezultat i jedan je od aspekata
relevantnosti. Pojam je ponekad medusobno zamjenjiv s pojmom tocnosti i definira se kao udio svih ispitanih kemikalija
koje su pravilno razvrstane kao pozitivne ili negativne. Podudarnost u velikoj mjeri ovisi o prisutnosti pozitivnih rezultata
u vrstama ispitivane kemikalije (25.).

ET5: mozZe se procijeniti utvrdivanjem vremena izlaganja potrebnog za smanjenje vijabilnosti stanica za 50 % nakon
primjene referentne kemikalije u odredenoj, fiksnoj koncentraciji; vidjeti i IC5,.

GHS (Globalno uskladeni sustav razvrstavanja i oznacivanja kemikalija): sustav za razvrstavanje kemikalija (tvari i
smjesa) prema standardiziranim vrstama i stupnjevima fizickih opasnosti te opasnosti za zdravlje i okolis, kojim su
obuhvacena odgovarajuéa komunikacijska sredstva kao $to su piktogrami, oznake opasnosti, oznake upozorenja, oznake
obavijesti i sigurnosno-tehnicki listovi, kojima se prenose informacije o njihovim Stetnim ucincima u cilju zastite ljudi
(ukljucujuéi poslodavce, radnike, prijevoznike, potrosace i interventno osoblje) i okolisa (1.).

HPLC: tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti.

IATA: integrirani pristup ispitivanju i procjeni.

IC5¢: moze se procijeniti utvrdivanjem koncentracije pri kojoj referentna kemikalija smanjuje vijabilnost tkiva za 50 %
(IC50) nakon fiksnog vremena izlaganja; vidjeti i ET,.

Beskonacna doza: koli¢ina ispitivane kemikalije primijenjena na epidermu koja je veca od koli¢ine potrebne da bi se
potpuno i ravnomjerno pokrila povriina epiderme.

Smjesa: smjesa ili otopina koja se sastoji od dviju ili viSe tvari koje u njoj ne reagiraju.

Tvar s jednim sastojkom: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je jedan glavni sastojak prisutan u koncentraciji
od najmanje 80 % (w/w).
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MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid; tiazolil plavo tetrazolijev bromid.

Tvar s viSe sastojaka: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je viSe od jednog glavnog sastojka prisutno u
koncentraciji vecoj od 10 % (w/w) te manjoj od 80 % (w/w). Tvar s viSe sastojaka rezultat je procesa proizvodnje. Smjesa i
tvar s viSe sastojaka razlikuju se po tome $to se smjesa dobiva mijeSanjem dviju ili vise tvari bez kemijske reakcije. Tvar s
viSe sastojaka rezultat je kemijske reakcije.

NC: nije nagrizajuce.

Kontrola NSCyeq: kontrola nespecificne boje u mrtvim tkivima.

Kontrola NSCjjy;,,: kontrola nespecifiéne boje u zivim tkivima.

NSMTT: nespecifi¢na redukcija MTT-a.

OD: opticka gustoca.

PC: pozitivna kontrola; ponovljeni uzorak koji sadrzava sve komponente ispitnog sustava i tretiran je kemikalijom za
koju je poznato da inducira pozitivan odgovor. Kako bi se osigurala moguénost procjene varijabilnosti odgovora pozi-
tivne kontrole tijekom vremena, pozitivan odgovor ne bi smio biti presnazan.

Zahtjevi izvedbe (PS): zahtjevi koji se temelje na validiranoj ispitnoj metodi i pruzZaju temelj za ocjenjivanje uspore-
divosti predlozene, funkcionalno i mehanicisticki sli¢ne, ispitne metode. Ukljucuju: i. klju¢ne elemente ispitne metode; ii.
minimalni popis referentnih kemikalija odabranih medu kemikalijama koje se upotrebljavaju za dokazivanje prihvatljive
ucinkovitosti validirane ispitne metode; te iii. slicne razine pouzdanosti i to¢nosti, utemeljene na rezultatima dobivenim za
validiranu ispitnu metodu, koje se prilikom ocjenjivanja trebaju dokazati predlozenom ispitnom metodom koristeci
minimalni popis referentnih kemikalija (25.).

Relevantnost: opis odnosa izmedu ispitne metode i istrazivanog ucinka te je li ispitivanje prikladno i korisno za
odredenu svrhu. Pokazuje u kojoj se mjeri ispitnom metodom to¢no mijeri ili predvida istraZivani bioloski ucinak.
Relevantnost uklju¢uje razmatranje o to¢nosti (podudarnosti) ispitne metode (25.).

Pouzdanost: pokazuje u kojoj se mijeri ispitna metoda moZe obnovljivo primijeniti unutar jednog laboratorija i izmedu
vie laboratorija tijekom vremena uz primjenu istog protokola. Ocjenjuje se izracunavanjem obnovljivosti unutar jednog
laboratorija i izmedu viSe laboratorija (25.).

Ciklus: ciklus se sastoji od jedne ispitivane kemikalije ili viSe njih, koje se ispituju istodobno s negativnom i pozitivnom
kontrolom.

Osjetljivost: udio svih pozitivnih/aktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom ispitne metode. To je mjera
to¢nosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne metode (25.).
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Nagrizanje koZein vivo: uzrokovanje ireverzibilnog ostecenja koze, to¢nije, vidljive nekroze koja kroz epidermu prodire u
dermu nakon $to je ispitivana kemikalija primjenjivana u trajanju do najviSe Cetiri sata. Za nagrizanje koZe tipi¢na je
pojava Cireva, krvarenja, krvavih krasta te, do kraja opaZanja od 14 dana, gubitak boje koZe zbog nestajanja pigmenta,
cijele povrsine zahvacdene alopecijom (gubitak dlake) i oZiljci. Za ocjenjivanje sumnjivih lezija treba razmotriti moguénost
histopatoloskih pretraga.

Specificnost: udio svih negativnih/neaktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom ispitne metode. To je
mjera tocnosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne metode
(25.).

Tvar: kemijski element i njegovi spojevi u prirodnome stanju ili dobiveni proizvodnim postupkom, sto uklju¢uje i aditive
koji su nuzni za odrZavanje stabilnosti proizvoda te nelistoce koje proizlaze iz primijenjenoga postupka, ali iskljucuje
otapala koja se mogu izdvojiti bez utjecaja na stabilnost tvari ili promjene njezina sastava.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

UPLC: tekudinska kromatografija iznimno visoke djelotvornosti.

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, slozeni reakcijski proizvodi i bioloski materijali.
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Dodatak 3.

UCINKOVITOST ISPITNIH MODELA ZA DALJNJE RAZVRSTAVANJE

U tablici u nastavku navedena je u¢inkovitost Cetiriju ispitnih modela izra¢unana na temelju skupa od 80 kemikalija koje
su ispitala Cetiri subjekta koja su razvila testove. IzraCune je provelo tajnistvo OECD-a, a pregledala ih je i potvrdila
stru¢na podskupina (21. 1 23.).

Ispitnim modelima EpiSkin™, EpiDerm™, SkinEthic™ i epiCS® mogu se odrediti daljnje potkategorije (tj. 1.A naspram
1.B i 1.C naspram NC).

Ucinkovitost, stope prestrogog i preblagog razvrstavanja te tocnost (prediktivna sposobnost) Cetiriju ispitnih modela na
temelju skupa od 80 kemikalija koje su ispitane u dva ili tri ciklusa u svakom ispitnom modelu:

STATISTICKI PODACI O PREDVIDANJIMA DOBIVENI NA CIJELOM SKUPU KEMIKALIJA

(n = 80 kemikalija ispitivanih u dva neovisna ciklusa za epiCS® ili tri neovisna ciklusa za EpiDerm™ SCT, EpiSkin™ i
SkinEthic™ RHE, tj. 159 (¥) odnosno 240 razvrstavanja)

EpiSkin™ EpiDerm ™ SkinEthic™ epiCs®
Prestroga razvrstavanja:
1.B i 1.C prestrogo razvrstani kao 1.A 21,50 % 29,0 % 31,2% 32,8%
NC prestrogo razvrstan kao 1.B i 1.C 20,7 % 23,4 % 27,0 % 28,4 %
NC prestrogo razvrstan kao 1.A 0,00 % 2,7 % 0,0 % 0,00 %
Ispr. prestrogog razvrstavanja 20,7 % 26,1 % 27,0 % 28,4 %
Opca stopa prestrogog razvrstavanja (sve kate- 17,9 % 23,3 % 24,5 % 25,8 %
gorije)
Preblaga razvrstavanja:
1.A preblago razvrstan kao 1.B i 1.C 16,7 % 16,7 % 16,7 % 12,5 %
1.A preblago razvrstan kao NC 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %
1.B i 1.C preblago razvrstani kao NC 2,2% 0,00 % 7,5 % 6,6 %
Opca stopa preblagog razvrstavanja (sve kate- 3,3% 2,5% 54 % 44 %
gorije)
Tocna razvrstavanja:
1.A tocno razvrstan 83,3 % 83,3 % 83,3 % 87,5%
1.B i 1.C tocno razvrstani 76,3 % 71,0 % 61,3 % 60,7 %
NC to¢no razvrstan 79,3 % 73,9 % 73,0 % 71,62 %
Ukupna tocnost 78,8 % 74,2 % 70 % 69,8 %

NC: nije nagrizajuce

(¥ jedna je kemikalija metodom epiCS® ispitana jednom zbog nedostupnosti (23.)
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Dodatak 4.

Kljuéni parametri i kriteriji prihvatljivosti za kvalifikaciju sustava HPLC/UPLC spektrofotometrije za mjerenje MTT forma-
zana ekstrahiranog iz tkiva RhE

Protokol izveden iz smjernica Uprave za hranu i lijekove

Parametar (FDA) (37. i 38) Kriteriji prihvatljivosti
Selektivnost Analiza izopropanola, slijepe probe na Zivom tkivu | PoviSinaj erference < 20 % povrsi-
(ekstrakt izopropanola iz zivih tkiva RhE bez | ne;oq ()

ikakvog tretiranja), slijepe probe na mrtvom tkivu
(ekstrakt izopropanola iz mrtvih tkiva RhE bez
ikakvog tretiranja)
Preciznost Kontrole kvalitete (tj. MTT formazan pri 1,6 pg/ml, | CV < 15 % ili < 20 % za LLOQ

16 pg/ml i 160 pg/ml) u izopropanolu (n = 5)

Tocnost

Kontrole kvalitete u izopropanolu (n = 5)

%Dev < 15 % ili < 20 % za LLOQ

Utinak matrice Kontrole kvalitete u slijepoj probi na Zivom tkivu | 85 % < ucinak matrice kao % <
(n=05) 115 %

Prijenos Analiza  izopropanola  nakon  standardnog | Povidinaicerference € 20 %  povrsi-
ULOQ? () nepoq

Obnovljivost (u danu)

3 neovisne kalibracijske krivulje (na temelju Sest
uzastopnih razrjedivanja 1/3 MTT formazana u
izopropanolu, pocevsi s ULOQ-om, tj. 200 pg/ml)

Kontrole kvalitete u izopropanolu (n = 5)

Obnovljivost (medu dani-
ma)

Prvi dan: 1: kalibracijska krivulja i kontrole kvalitete
u izopropanolu (n = 3)

Drugi dan: 1: kalibracijska krivulja i kontrole kvali-
tete u izopropanolu (n = 3)

Treéi dan: 1: kalibracijska krivulja i kontrole kvali-
tete u izopropanolu (n = 3)

Kalibracijske krivulje: %Dev < 15 % ili
< 20 % za LLOQ

Kontrole kvalitete: %Dev < 15 % i CV
<15%

Kratkoro¢na stabilnost | Kontrole kvalitete u slijepoj probi na zivom tkivu | %Dev < 15 %
MTT formazana u | (n = 3) analizirane na dan pripreme i nakon 24

ekstraktu tkiva RhE sata skladiStenja na sobnoj temperaturi

Dugoro¢na stabilnost MTT | Kontrole kvalitete u slijepoj probi na Zivom tkivu | %$Dev < 15 %”

formazana u ekstraktu
tkiva RhE, ako je potrebno

(n = 3) analizirane na dan pripreme i nakon neko-
liko dana skladitenja na utvrdenoj temperaturi
(npr. 4 °C, =20 °C, ~80 °C)

(1) LLOQ: donja granica kvantifikacije, definirana tako da obuhvaca vijabilnost tkiva od 1 do 2 %, tj. 0,8 pg/ml.
(%) ULOQ: gornja granica kvantifikacije, definirana tako da bude barem dva puta veca od najvise ocekivane koncentracije MTT formazana
u ekstraktima izopropanola iz negativnih kontrola, tj. 200 pg/ml;
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(7) u dijelu B poglavlje B.46. zamjenjuje se sljede¢im:
,B.46. NADRAZIVAN]E KOZE IN VITRO: ISPITNA METODA NA MODELU REKONSTRUIRANE LJUDSKE EPIDERME
UvoD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 439 (2015.). NadraZivanje koZe odnosi se na
izazivanje reverzibilnog o$tecenja koze nakon primjene ispitivane kemikalije u trajanju do Cetiri sata [kako je
utvrdeno Globalno uskladenim sustavom razvrstavanja i oznacivanja kemikalija (GHS) Ujedinjenih naroda (UN)]
(1) i Uredbom (EZ) br. 1272/2008 o razvrstavanju, oznacivanju i pakiranju tvari i smjesa (CLP) (') Europske
unije. Ovom se ispitnom metodom pruza in vitro postupak koji se moZe upotrebljavati za identificiranje
opasnosti nadrazujuéih kemikalija (tvari i smjesa) u skladu s 2. kategorijom UN GHS-a/CLP-a (2.). U regijama
koje nisu donijele neobaveznu 3. kategoriju UN GHS-a (blago nadrazujue kemikalije) ova se ispitna metoda
moze upotrebljavati i za identifikaciju nerazvrstanih kemikalija. Ovisno o regulatornom okviru i sustavu
razvrstavanja koji se upotrebljava, ova se ispitna metoda stoga moze upotrebljavati kako bi se utvrdilo nadrazuje
li kemikalija koZu, kao samostalno zamjensko ispitivanje za in vivo ispitivanje nadraZivanja koze ili kao
djelomi¢no zamjensko ispitivanje u okviru strategije ispitivanja (3.).

2. Procjena nadraZivanja koZe dosad je obino obuhvacala primjenu laboratorijskih Zivotinja [ispitna metoda B.4.,
ekvivalentna Smjernici OECD-a za ispitivanje 404 koja je izvorno donesena 1981. i revidirana 1992., 2002. i
2015.] (4.). Za ispitivanje nagrizanja donesene su tri validirane ispitne metode in vitro — ispitna metoda EU-a
B.40. (ckvivalentna Smjernici OECD-a za ispitivanje 430), ispitna metoda B.40.bis (ekvivalentna Smjernici
OECD-a za ispitivanje 431) i ispitna metoda B.65. (ekvivalentna Smjernici OECD-a za ispitivanje 435) (5., 6.
i 7). U Smjernicama OECD-a o integriranim pristupima ispitivanju i procjeni (IATA) za nagrizanje i nadrazi-
vanje koze opisano je nekoliko modula u kojima se grupiraju izvori informacija i alati za analizu te se pruzaju
smjernice o i. nacinu integriranja i uporabe postojecih podataka o ispitivanju i podataka koji se dobivaju bez
ispitivanja za procjenu potencijala kemikalija da uzrokuju nadrazivanje i nagrizanje koZe te ii. predlaganju
pristupa kad je potrebno daljnje ispitivanje (3.).

3. Ova se ispitna metoda bavi konacnim u¢inkom nadrazivanja koZze na zdravlje ljudi. Temelji se na in vitro
ispitnom sustavu rekonstruirane ljudske epiderme (RhE) koja vjerno oponasa biokemijska i fizioloska svojstva
gornjih slojeva ljudske koze, tj. epiderme. U ispitnom sustavu RhE ljudski netransformirani epidermalni kera-
tinociti upotrebljavaju se kao izvor stanica za rekonstrukciju modela epiderme s reprezentativnom histologijom
i citoarhitekturom. Dostupni su zahtjevi izvedbe (PS) kako bi se olaksala validacija i procjena sli¢nih i izmije-
njenih ispitnih metoda koje se temelje na modelu RhE, u skladu s nacelima Smjernice OECD-a br. 34 (8.1 9.).
Odgovarajuca smjernica za ispitivanje izvorno je donesena 2010. i azurirana 2013. kako bi se ukljucili dodatni
modeli RhE, a 2015. aZurirana je kako bi se uputilo na smjernice o IATA-i i uveo alternativni postupak za
mjerenje vijabilnosti.

4. Za Cetiri komercijalno dostupna in vitro ispitna modela dovrSene su predvalidacijske, optimizacijske i validacijske
studije (10, 11, 12, 13, 14, 15, 16., 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26., 27. 1 28.) na temelju
ispitnog sustava RhE (osjetljivost od 80 %, specificnost od 70 % i to¢nost od 75 %). Ta Cetiri ispitna modela
ukljuCena su u ovu ispitnu metodu i navedena su u Dodatku 2., u kojem se navode i informacije o wvrsti
validacijske studije koja je upotrijebljena za validaciju odgovaraju¢ih ispitnih metoda. Kako je navedeno u
Dodatku 2., za razvoj ove ispitne metode i zahtjeva izvedbe upotrijebljena je validirana referentna metoda

(VRM) (8).

5. OECD-ovo uzajamno prihvacanje podataka jaméit Ce se samo za ispitne modele koji su validirani u skladu sa
zahtjevima izvedbe (8.) ako je OECD pregledao i donio te ispitne modele. Ispitni modeli ukljuceni u ovu ispitnu
metodu i odgovarajua smjernica OECD-a za ispitivanje mogu se upotrebljavati bez razlike za ispunjavanje
zahtjeva zemalja u pogledu rezultata ispitivanja iz ispitnih metoda in vitro za nadrazivanje koZe, uz ostvarivanje
koristi od uzajamnog prihvacanja podataka.

6. Definicije pojmova upotrijebljenih u ovom dokumentu navedene su u Dodatku 1.
POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA

7. Ogranicenje je ove ispitne metode, kako je pokazala cjelokupna prospektivna validacijska studija u kojoj su
procijenjene i okarakterizirane ispitne metode RhE (16.), to $to ne omoguluje razvrstavanje kemikalija na
neobaveznu 3. kategoriju UN GHS-a (blago nadrazujue kemikalije) (1.). Stoga se o nacinu upotrebe ove
ispitne metode odlucuje regulatornim okvirom zemalja ¢lanica. Kad je rije¢ o EU-u, u CLP-u nije upotrijebljena
3. kategorija. Za potpunu evaluaciju lokalnih ucinaka na koZu nakon jednostrukog dermalnog izlaganja
potrebno je prouciti Smjernice OECD-a o integriranim pristupima ispitivanju i procjeni (3.). Podrazumijeva
se da upotreba ljudske koze podlijeze nacionalnim i medunarodnim etickim pitanjima i uvjetima.
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8. Ova se ispitna metoda bavi kona¢nim u¢inkom nadraZivanja koze na zdravlje ljudi. lako se ovom ispitnom
metodom ne dobivaju primjerene informacije o nagrizanju koZe, trebalo bi napomenuti da se ispitna metoda
B.40.bis (ekvivalentna Smjernici OECD-a za ispitivanje 431) za nagrizanje koZe temelji na istom ispitnom
sustavu RhE uz upotrebu drugog protokola (6.). Ova se ispitna metoda temelji na modelima RhE koristeci
ljudske keratinocite koji stoga predstavljaju in vitro ciljni organ vrste koja se proucava. Pored toga neposredno
ukljucuje pocetnu fazu upalne kaskade/mehanizma djelovanja (oteCenje stanica i tkiva koje dovodi do lokali-
zirane ozljede) koja se javlja tijekom nadrazivanja in vivo. Tijekom validacijske studije na kojoj se temelji ova
ispitna metoda ispitan je Sirok raspon kemikalija, a bazom podataka validacijske studije bilo je obuhvaéeno
ukupno 58 kemikalija (16., 18. i 23.). Ispitna metoda primjenjiva je na krute tvari, tekuéine, polukrute tvari i
voskove. Tekudine mogu biti vodene i bezvodne; krute tvari mogu biti topljive ili netopljive u vodi. Krute tvari
prije primjene treba samljeti u sitni prah kad je god mogude; nije potrebno nikakvo drugo prethodno tretiranje
uzorka. Plinovi i aerosoli jo§ nisu ocijenjeni u validacijskoj studiji (29.). Iako je moguce da se oni mogu ispitati
upotrebom tehnologije RhE, trenutaénom ispitnom metodom nije omoguéeno ispitivanje plinova i aerosola.

9. Prije nego $to se ova ispitna metoda primijeni na smjesi radi dobivanja podataka za predvidenu regulatornu
svrhu, potrebno je razmotriti mogu li se te, ako se mogu, zasto se njome mogu dobiti primjereni rezultati za tu
svthu. Ta razmatranja nisu potrebna ako postoji regulatorni zahtjev za ispitivanje smjese. Medutim, bududi da
smjese obuhvacaju $iroki spektar kategorija i sastava te da su trenuta¢no dostupne samo ograni¢ene informacije
o ispitivanju smjesa, u slucajevima u kojima se moze dokazati da se ispitna metoda ne moze primijeniti za
ispitivanje specifi¢ne kategorije smjesa (npr. primjenom strategije koju su predlozili Eskes i dr., 2012. (30.)),
ispitnu metodu ne bi trebalo upotrebljavati za tu specifi¢nu kategoriju smjesa. Sli¢no tome, trebalo bi o tome
voditi racuna ako se za odredene kemijske razrede ili fizikalno-kemijska svojstva utvrdi da nisu primjenjivi na
trenutacnu ispitnu metodu.

10. Ispitivane kemikalije koje apsorbiraju svjetlost u istom rasponu kao i MTT formazan i ispitivane kemikalije koje
mogu izravno reducirati vitalnu boju MTT (na MTT formazan) mogu ometati mjerenje vijabilnosti stanica te se
kod njih trebaju upotrebljavati prilagodene kontrole za ispravke (vidjeti stavke 28.-34.).

11. Jedan ciklus ispitivanja koji obuhvaca tri ponovljena uzorka tkiva trebao bi biti dovoljan za ispitivanu kemikaliju
ako je razvrstavanje nedvosmisleno. Medutim, u slucajevima grani¢nih rezultata, kao $to su neuskladena ponov-
liena mjerenja ifili srednji postotak vijabilnosti od 50 £ 5 %, trebalo bi razmotriti drugi ciklus, a i treéi ciklus u
slu¢aju neuskladenih rezultata izmedu prva dva ciklusa.

NACELO ISPITIVANJA

12. Ispitivana se kemikalija lokalno nanosi na trodimenzionalni model RhE, koji ¢ine netransformirani ljudski
epidermalni keratinociti uzgojeni u svrhu dobivanja viSeslojnog, visoko izdiferenciranog modela ljudske
epiderme. Sastoji se od organiziranih bazalnih, trnastih i zrnatih slojeva te viseslojnog roznatog sloja (stratum
corneum) koji izmedu stanica sadrzava lamelarne masne slojeve koji predstavljaju glavne razrede lipida analogne
onima koji se susre¢u in vivo.

13. Kemijski inducirano nadrazivanje koze, koje se uglavnom ocituje u pojavi eritema i edema, rezultat je kaskade
dogadaja koja zapocinje prodiranjem kemikalija u roznati sloj gdje mogu ostetiti niZe slojeve keratinocita i
druge stanice koZe. Ostecene stanice mogu otpustati upalne posrednike ili inducirati upalnu kaskadu koja djeluje
i na stanice derme, a posebno stromalne i endotelne stanice krvnih Zila. ZamijeCeni eritemi i edemi (29.)
posljedica su dilatacije i povecane propusnosti endotelnih stanica. To¢nije, ako u in vitro ispitnom sustavu ne
postoji nikakva vaskularizacija, metode na temelju rekonstruirane ljudske epiderme mjere pocetne dogadaje u
kaskadi, npr. ostecenje stanicaftkiva (16. 1 17.) upotrebom vijabilnosti stanica kao ocitanja.

14. Vijabilnost stanica u modelima RhE mjeri se enzimskom konverzijom vitalne boje MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, tiazolil plavo; CAS broj 298-93-1] u sol plavog formazana koja se kvantita-
tivno mjeri nakon ekstrakcije iz tkiva (31.). Nadrazujule kemikalije prepoznaju se po tome $to smanjuju
vijabilnost stanica ispod definiranih pragova (tj. < 50 % za 2. kategoriju UN GHS-a). Ovisno o regulatornom
okviru i primjenjivosti ispitne metode, ispitivane kemikalije kod kojih je vijabilnost stanica iznad definiranog
praga mogu se smatrati tvarima koje ne nadrazuju (tj. > 50 %, bez kategorije).
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15.

16.

DOKAZIVANJE OSPOSOBLJENOSTI

Prije rutinske primjene bilo kojeg od ¢etiriju validiranih ispitnih modela koji su u skladu s ovom ispitnom
metodom (Dodatak 2.) laboratoriji bi trebali dokazati tehnicku osposobljenost upotrebom deset tvari koje sluze
za dokazivanje osposobljenosti koje su navedene u tablici 1. U slucajevima u kojima, na primjer, navedena tvar
nije dostupna, moZe se upotrijebiti druga tvar za koju su dostupni primjereni referentni in vivo i in vitro podaci
(npr. s popisa referentnih kemikalija (8.)) pod uvjetom da se primjenjuju isti kriteriji za odabir kao oni opisani u
tablici 1. Upotrebu alternative tvari koja sluzi za dokazivanje osposobljenosti trebalo bi opravdati.

U okviru ispitivanja osposobljenosti preporucuje se da korisnici po primitku provjere svojstva barijere tkiva u
skladu sa specifikacijama proizvodaca modela RhE. To je posebno vazno ako se tkiva salju na velike udaljenosti/
tijekom dugih vremenskih razdoblja. Nakon §to se metoda uspje$no uspostavi te nakon $to se stekne i dokaze
osposobljenost u pogledu njezine uporabe, takva rutinska provjera neée biti potrebna. Medutim, kod rutinske
uporabe ispitne metode preporucuje se daljnje ocjenjivanje svojstava barijere u pravilnim vremenskim interva-
lima.

Tablica 1.

Tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti (')

: Reaultat ogje- | oo )
var CAS br. n]lv\;:(r,lj(e;) in ctonje Kategorija sustava UN GHS-a

NERAZVRSTANE TVARI (bez kategorije prema UN GHS-u)
naftalenoctena kiselina 86-87-3 0 Kruto Bez kat.
izopropanol 67-63-0 0,3 Tekuce Bez kat.
metil-stearat 112-61-8 1 Kruto Bez kat.
heptilbutirat 5870-93-9 1,7 Tekude Bez kat. (Neobavezna 3. kat.) (3)
heksilsalicilat 6259-76-3 2 Tekuée Bez kat. (Neobavezna 3. kat.) (°)
RAZVRSTANE TVARI (2. kategorija sustava UN GHS-a)
ciklamen-aldehid 103-95-7 2,3 Tekude 2. kat.
1-bromheksan 111-25-1 2,7 Tekude 2. kat.
kalijev hidroksid (5 % aq.) 1310-58-3 3 Tekuce 2. kat.
1-metil-3-fenil-1-piperazin 5271-27-2 3,3 Kruto 2. kat.
heptanal 111-71-7 3,4 Tekude 2. kat.

(") Tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti su podskupina tvari koje se upotrebljavaju u validacijskoj studiji, a odabir se
temelji na sljedeéim kriterijima: i. kemijske tvari komercijalno su dostupne; ii. reprezentativne su za cijelo podrugje
vrijednosti nadrazivanja prema Draizeu (od nenadrazujue do jako nadrazujude); iii. imaju dobro definiranu kemijsku
struktury; iv. reprezentativne su za kemijsku funkcionalnost koja je koristena u validacijskom postupku; v. dovele su do
ponovljivih rezultata in vitro u vie ispitivanja i viSe laboratorija; vi. to¢no su predvidene in vitro i vii. nemaju ekstremni
toksi¢ni profil (npr. kancerogeno ili reproduktivno toksi¢no djelovanje) i nisu povezane s neprimjereno visokim trosko-
vima zbrinjavanja.

Rezultat ocjenjivanja in vivo u skladu s ispitnom metodom B.4. (4.).

U okviru ove ispitne metode neobavezna 3. kategorija UN GHS-a (blago nadrazujuce kemikalije) (1.) smatra se kao ,bez
kategorije”.

L 247/97
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POSTUPAK

17. U nastavku se nalazi opis elemenata i postupaka u vezi s ispitnom metodom RhE za potrebe ocjenjivanja
nadrazivanja koZe (vidjeti i Dodatak 3. za parametre povezane sa svakim ispitnim modelom).
Dostupni su standardni operativni postupci za Cetiri modela koja su uskladena s ovom ispitnom metodom
(32, 33., 34. 1 35).

ELEMENTI ISPITNE METODE RHE
Opéi uvjeti

18. Za rekonstruiranje epitela treba koristiti netransformirane ljudske keratinocite. Ispod funkcionalnog roznatog
sloja (stratum corneum) nalaze se viSestruki slojevi vijabilnih epitelnih stanica (bazalni sloj, trnasti sloj, zrnati sloj).
[ sam roznati sloj je viSeslojan te sadrzava esencijalni profil lipida kao &vrstu funkcionalnu barijeru koja je
sposobna zaustaviti brzi prodor citotoksi¢nih referentnih kemikalija, npr. natrijev dodecil-sulfat (SDS) ili Triton
X-100. Funkciju barijere trebalo bi dokazati i moze se ocijeniti odredivanjem koncentracije referentne kemikalije
pri kojoj se smanjuje vijabilnost tkiva za 50 % (ICs) nakon fiksnog vremena izlaganja ili odredivanjem vremena
izlaganja koje je potrebno da se vijabilnost stanica smanji za 50 % (ET5,) nakon primjene referentne kemikalije
u unaprijed odredenoj fiksnoj koncentraciji. Model RhE mora biti dovoljno nepropustan da sprijeci prolazak
materijala oko roznatog sloja do vijabilnog tkiva jer bi to dovelo do loseg modeliranja izlaganja koze. Model
RhE ne smije biti onecis¢en bakterijama, virusima, mikoplazmama ili gljivicama.

Funkcionalni uvjeti
Vijabilnost

19. Za kvantifikaciju vijabilnosti upotrebljava se MTT test (31.). Vijabilne stanice modela tkiva RhE mogu reducirati
vitalnu boju MTT u talog plavog MTT formazana, koji se zatim ekstrahira iz tkiva izopropanolom (ili slicnim
otapalom). Opticka gustoca (OD) samog ekstrakcijskog otapala treba biti dovoljno mala, tj. OD < 0,1. Ekstra-
hirani MTT formazan moze se kvantificirati upotrebom mjerenja standardne apsorbancije (OD) ili postupkom
HPLC/UPLC spektrofotometrije (36.). Korisnici modela RhE trebali bi osigurati da svaka Sarza modela RhE koji
se upotrebljava ispunjava utvrdene kriterije za negativnu kontrolu. Raspon prihvatljivosti (gornja i donja granica)
za vrijednosti opticke gustoce negativne kontrole (u uvjetima ispitne metode za ocjenjivanje nadraZivanja koZze)
utvrduje subjekt koji je razvio model RhE ili dobavlja¢ tog modela. Rasponi prihvatljivosti za etiri validirana
modela RhE uklju¢ena u ovu ispitnu metodu navedeni su u tablici 2. Korisnik HPLC/UPLC spektrofotometrije
trebao bi upotrebljavati raspone opticke gustoée negativne kontrole navedene u tablici 2. kao kriterij prihva-
tljivosti za negativnu kontrolu. Potrebno je dokumentirati da su tkiva obradena negativnom kontrolom stabilna
u kulturi (. daju sli¢na mjerenja vijabilnosti) za vrijeme trajanja ispitnog izlaganja.

Tablica 2.

Rasponi prihvatljivosti za vrijednosti opticke gustoe negativne kontrole ispitnih modela uklju¢enih u
ovu ispitnu metodu

Donja granica prihvatljivosti Gornja granica prihvatljivosti
EpiSkin™ (standardna metoda) 20,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) 20,8 <28
SkinEthic™ RHE >0,8 <30
LabCyte EPI-MODEL24 SIT 20,7 <25

Funkcija barijere

20. Roznati sloj i njegov sastav lipida trebao bi biti sposoban zaustaviti brzi prodor citotoksi¢nih referentnih
kemikalija, npr. SDS ili Triton X-100, procijenjeno na temelju ICsq ili ETs, (tablica 3.).
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Morfologija

21. U izvedbi histoloskog pregleda modela RhE treba se dokazati da je struktura slicna strukturi ljudske epiderme
(uklju¢ujudi viSeslojni roZnati sloj).

Obnovljivost

22. Rezultati pozitivne i negativne kontrole ispitne metode trebaju dokazati obnovljivost tijekom vremena.

Kontrola kvalitete (KK)

23. Model RhE trebao bi se upotrebljavati samo ako subjekt koji ga je razvio ili dobavlja¢ dokaze da svaka Sarza
upotrijebljenog modela RhE ispunjava definirane kriterije za odobrenje proizvoda, medu kojima su najvazniji
vijabilnost (stavak 19.), funkcija barijere (stavak 20.) i morfologija (stavak 21.). Ti bi se podaci trebali dostaviti
korisnicima ispitne metode tako da ih mogu ukljuciti u izvjesce o ispitivanju. Raspon prihvatljivosti (gornja i
donja granica) za ICs ili ET5q trebao bi utvrditi subjekt koji je razvio model RhE ili dobavlja¢ tog modela. Za
pouzdano predvidanje razvrstavanja nadrazujucih ucinaka prihvatljivi su iskljucivo rezultati dobiveni s tkivima
koja ispunjavaju zadane kriterije. Rasponi prihvatljivosti za Cetiri ispitna modela uklju¢ena u ovu ispitnu metodu
navedeni su u tablici 3.

Tablica 3.

Kriteriji za kontrolu kvalitete SarZe ispitnih modela uklju¢enih u ovu ispitnu metodu

Donja granica prihvatljivosti Gornja granica prihvatljivosti
EpiSkin™ (standardna metoda) IC5y = 1,0 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18-satno tretiranje SDS-om) (32.)
EpiDerm™ SIT (EPI-200) ETso = 40 h ETso = 8,7 h
(1 % Triton X-100) (33.)
SkinEthic™ RHE ETs, = 40 h ETs, = 10,0 h
(1 % Triton X-100) (34.)
LabCyte EPI-MODEL24 SIT ICsy = 1,4 mg/ml ICs, = 4,0 mg/ml
(18-satno tretiranje SDS-om) (35.)

Primjena ispitivane kemikalije i kontrolnih kemikalija

24. Za svaku ispitivanu kemikaliju i za kontrole trebalo bi upotrijebiti najmanje tri ponovljena uzorka u svakom
ciklusu. I kod tekudina i kemikalija u krutom stanju treba primijeniti dovoljnu koli¢inu ispitivane kemikalije
kako bi se ravnomjerno pokrila Jaovrsma epxderme tako da se izbjegne beskonacna doza, tj. trebalo bi upotri-
jebiti dozu od 26 do 83 plfem? ili mgjem? (vidjeti Dodatak 3.). Kod kemikalija u krutom stanju povr$inu
epiderme trebalo bi navlaziti deioniziranom ili destiliranom vodom prije primjene kako bi se poboljsao kontakt
izmedu ispitivane kemikalije i povrsine epiderme. Kad je god mogude, kemikalije u krutom stanju treba ispitivati
u obliku sitnog praha. U odredenim se slu¢ajevima kao pomo¢ pri nanosenju moze upotrijebiti najlonska mreza
(vidjeti Dodatak 3.). Na kraju razdoblja izlaganja ispitivanu kemikaliju treba paZzljivo isprati s povrsine epiderme
vodenom puferskom otopinom ili 0,9-postotnom NaCl. Ovisno o ispitnom modelu RhE koji se upotrebljava,
razdoblje izlaganja kree se od 15 do 60 minuta, a temperatura inkubacije od 20 do 37 °C. Ta razdoblja
izlaganja 1 temperature optimiziraju se za svaku pojedinacnu ispitnu metodu RhE i predstavljaju razlicita
intrinzi¢na svojstva ispitnih modela (npr. funkciju barijere) (vidjeti Dodatak 3.).

25. U svakom bi se ciklusu trebale upotrebljavati istodobne negativne i pozitivne kontrole kako bi se dokazalo da
su vijabilnost (upotrebom negativne kontrole), funkcija barijere i posljedi¢na osjetljivost tkiva (upotrebom
pozitivne kontrole) unutar prihvatljivog raspona utvrdenog na temelju rezultata prijasnjih ispitivanja. Predlaze
se da se kao pozitivna kontrola koristi 5-postotna vodena otopina SDS. Predlozene su negativne kontrole voda
ili fizioloska otopina puferirana fosfatnim puferom (PBS).
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Mjerenja vijabilnosti stanica

26. Prema ispitnom postupku od klju¢ne je vaznosti da se mjerenje vijabilnosti ne provodi neposredno nakon
izlaganja ispitivanoj kemikaliji, ve¢ nakon dovoljno dugog razdoblja inkubacije nakon tretiranja tijekom koje se
oprana tkiva drze u svjeZem mediju. Ova faza ostavlja dovoljno vremena da se tkivo oporavi od blagih
citotoksi¢nih ucinaka, ali i da se pojave jasni znakovi citotoksi¢nih u¢inaka. U fazi optimizacije testa dvaju
ispitnih modela na temelju RhE na kojima se temelji ova ispitna metoda pokazalo se da optimalno razdoblje
inkubacije nakon tretiranja iznosi 42 sata (11, 12., 13, 14. 1 15.).

27. MTT test je standardizirana kvantitativna metoda koja bi se trebala upotrebljavati za mjerenje vijabilnosti stanica
na temelju ove ispitne metode. Taj je test prikladan za trodimenzionalni model tkiva. Uzorak tkiva stavi se u
otopinu MTT odgovarajuée koncentracije (npr. 0,3—1 mg/ml) i ostavi u njoj tri sata. Vijabilne stanice pretvaraju
MTT u plavi formazan. NataloZeni plavi formazan zatim se ekstrahira iz tkiva s pomocu otapala (npr. izopro-
panol, kiseli izopropanol) i koncentracija formazana izmjeri se odredivanjem vrijednosti OD na 570 nm uz
pojas propustanja do najvise *30nm ili upotrebom postupka HPLC/UPLC spektrofotometrije (vidjeti
stavak 34.) (36.).

28. Opticka svojstva ispitivane kemikalije ili njezino kemijsko djelovanje na MTT (npr. kemikalije mogu sprijeciti ili
obrnuti proces nastajanja boje, ali ga i izazvati) mogu ometati test i dovesti do pogresne procjene vijabilnosti.
To se mozZe dogoditi kad se odredena ispitivana kemikalija ne spere u potpunosti s tkiva ili prodre u epidermu.
Ako ispitivana kemikalija izravno djeluje na MTT (npr. redukcijom MTT-a), prirodno je obojena ili se oboji
tijekom tretiranja tkiva, treba upotrijebiti dodatne kontrole kako bi se utvrdila i ispravila interferencija ispitivane
kemikalije s mjernom tehnikom koja se koristi za mjerenje vijabilnosti (vidjeti stavke 29. i 33.) Podroban opis
nacina na koji se ispravljaju izravna redukcija MTT-a i interferencije bojila dostupan je u standardnim opera-
tivnim postupcima za Cetiri validirana modela uklju¢ena u ovu ispitnu metodu (32., 33., 34. i 35.).

29. Kako bi se identificirale kemikalije koje izravno reduciraju MTT, svaku bi ispitivanu kemikaliju trebalo dodati u
svjeZe pripremljenu otopinu MTT-a. Ako smjesa MTT-a koja sadrzava ispitivanu kemikaliju postane plava/ljubica-
sta, pretpostavlja se da ispitivana kemikalija izravno reducira MTT i treba se provesti daljnja funkcionalna provjera
nevijabilnih tkiva RhE, neovisno o upotrebi mjerenja standardne apsorbancije (OD) ili postupka HPLC/UPLC
spektrofotometrije. U toj dodatnoj funkcionalnoj provjeri upotrebljavaju se mrtva tkiva kod kojih je prisutna
samo preostala metabolicka aktivnost, ali koja apsorbiraju ispitivanu kemikaliju na sli¢an nacin kao vijabilna tkiva.
Svaka ispitivana kemikalija koja reducira MTT primjenjuje se na najmanje dva ponovljena uzorka mrtvog tkiva
koji se podvrgavaju cijelom postupku ispitivanja kako bi se dobila nespecificna redukcija MTT-a (NSMTT) (32.,
33, 34. i 35). Dovoljna je jedna kontrola NSMTT po ispitivanoj kemikaliji neovisno o broju provedenih
neovisnih ispitivanja/ciklusa. Prava vijabilnost tkiva zatim se rauna kao postotak vijabilnosti tkiva koji se
dobiva iz Zivih tkiva izloZzenih tvari koja reducira MTT umanjenom za postotak nespecificne redukcije MTT-a
dobivene s mrtvim tkivima izloZenima istoj tvari koja reducira MTT, izratunano u odnosu na negativnu kontrolu
koja se provodi istodobno kad i ispitivanje koje se ispravlja (%NSMTT).

30. Kako bi se identificirala potencijalna interferencija obojenih ispitivanih kemikalija ili ispitivanih kemikalija koje
se oboje kad dodu u dodir s vodom ili izopropanolom i odlucilo jesu li potrebne dodatne kontrole, trebalo bi
provesti spektralnu analizu ispitivane kemikalije u vodi (okoli§ tijekom izlaganja) i/ili izopropanolu (otopina za
trebalo bi provesti daljnje kontrole bojila ili bi, kao alternativu, trebalo primijeniti postupak HPLC/UPLC
spektrofotometrije; u potonjem slucaju te kontrole nisu potrebne (vidjeti stavke 33. 1 34.). Pri provedbi mjerenja
standardne apsorbancije (OD), svaka interferirajuéa obojena ispitivana kemikalija primjenjuje se na najmanje dva
ponovljena uzorka vijabilnog tkiva, koji se podvrgavaju cijelom postupku ispitivanja, ali se u koraku inkubacije
MTT-a inkubiraju medijem, a ne otopinom MTT-a, kako bi nastala kontrola nespecificne boje (NSCpiyino)-
Kontrolu NSCi;,, treba obavljati istodobno s ispitivanjem obojene ispitivane kemikalije, a u slucaju vise
ispitivanja treba provesti neovisnu kontrolu NSCj, sa svakim provedenim ispitivanjem (u svakom ciklusu)
zbog svojstvene bioloske varijabilnosti Zivih tkiva. Prava vijabilnost tkiva zatim se ra¢una kao postotak vijabil-
nosti tkiva koji se dobiva iz Zivih tkiva izloZenih interferirajuoj ispitivanoj kemikaliji i inkubiranih s otopinom
MTT-a, umanjeno za postotak nespecifi¢ne boje dobiven sa Zivim tkivima izloZenima interferirajucoj ispitivanoj
kemikaliji i inkubiranima s medijem bez MTT-a, §to se provodi istodobno kad i ispitivanje koje se ispravlja
(%Nscliving)‘

31. Za ispitivane kemikalije za koje se utvrdi da uzrokuju i izravnu redukciju MTT-a (vidjeti stavak 29.) i interfe-
renciju s bojom (vidjeti stavak 30.) pri mjerenju standardne apsorbancije (OD) bit e potreban i treéi skup
kontrola, uz kontrole NSMTT i NSCj, Opisane u prethodnim stavcima. To je obicno slucaj kod tamno
obojenih ispitivanih kemikalija koje interferiraju s MTT testom (npr. plave, ljubicaste ili crne kemikalije) jer
njihova intrinzi¢na boja sprecava procjenu njihove sposobnosti da izravno reduciraju MTT, kako je opisano u
stavku 29. Te se ispitivane kemikalije mogu vezati i na Ziva i na mrtva tkiva te se stoga kontrolom NSMTT
moZze ispraviti ne samo potencijalna izravna redukcija MTT-a ispitivanom kemikalijom, ve i interferencija s
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bojom koja je posljedica vezanja ispitivane kemikalije na mrtva tkiva. To bi moglo dovesti do dvostrukog
ispravka za interferenciju s bojom jer se kontrolom NSCj,, veé ispravlja interferencija s bojom koja je
posljedica vezanja ispitivane kemikalije na Ziva tkiva. Kako bi se izbjegao moguéi dvostruki ispravak za
interferenciju s bojom, treba provesti treCu kontrolu za nespecificnu boju u mrtvim tkivima (NSCyyeq)- U t0j
dodatnoj kontroli ispitivana kemikalija primjenjuje se na najmanje dva ponovljena uzorka mrtvog tkiva, koja se
podvrgavaju cijelom postupku ispitivanja, ali se u koraku inkubacije MTT-a inkubiraju medijem, a ne otopinom
MTT-a. Dovoljna je jedna kontrola NSCyyq po ispitivanoj kemikaliji neovisno o broju provedenih neovisnih
ispitivanja/ciklusa, ali treba je provoditi istodobno s kontrolom NSMTT i, ako je moguce, s istom SarZom tkiva.
Prava vijabilnost tkiva zatim se racuna kao postotak vijabilnosti tkiva koji se dobiva iz Zivih tkiva izloZenih
ispitivanoj kemikaliji umanjeno za %NSMTT i %NSCj;,, te uvecano za postotak nespecificne boje dobiven s
mrtvim tkivima izloZenima interferirajucoj ispitivanoj kemikaliji i inkubiranima medijem bez MTT-a, izratunano
u odnosu na negativou kontrolu koja se provodi istodobno kad i ispitivanje koje se ispravlja (%NSCyjjeq)-

32. Vazno je napomenuti da nespecificna redukcija MTT-a i nespecificna interferencija s bojom mogu povelati
oditanja ekstrakta tkiva izvan raspona linearnosti spektrofotometra. Na temelju toga svaki bi laboratorij prije
pocetka ispitivanja ispitivanih kemikalija u regulatorne svrhe trebao utvrditi raspon linearnosti svojeg spek-
trofotometra s MTT formazanom (CAS # 57360-69-7) iz komercijalnog izvora. Mjerenje standardne apsor-
bancije (OD) upotrebom spektrofotometra primjereno je za procjenu tvari koje izravno reduciraju MTT i
ispitivanih kemikalija koje interferiraju s bojom ako je opticka gustoca ektrakata tkiva dobivena ispitivanom
kemikalijom bez ikakvih ispravaka za izravnu redukciju MTT-a ifili interferencija s bojom unutar linearnog
raspona spektrofotometra ili ako je neispravljeni postotak vijabilnosti dobiven ispitivanom kemikalijom veé
< 50 %. Ipak, rezultate za ispitivane kemikalije koji daju %NSMTT ifili %NSCiy;p, 2 50 % negativne kontrole
trebalo bi oprezno tumaditi jer je to grani¢na vrijednost koja se upotrebljava za razlikovanje razvrstanih i
nerazvrstanih kemikalija (vidjeti stavak 36.).

33. Kod obojenih ispitivanih kemikalija koje nisu kompatibilne s mjerenjem standardne apsorbancije (OD) zbog
prejake interferencije s MTT testom, za mjerenje MTT formazana moZe se upotrijebiti alternativni postupak
HPLC/UPLC spektrofotometrije (vidjeti stavak 34.) (36.). Sustav HPLC/UPLC spektrofotometrije omogucuje izdva-
janje MTT formazana iz ispitivane kemikalije prije njegove kvantifikacije (36.). Zato pri upotrebi HPLC/UPLC
spektrofotometrije nikada nisu potrebne kontrole NSCjy;p, i NSCyjeq, neovisno o kemikaliji koja se ispituje.
Kontrole NSMTT ipak bi se trebale upotrijebiti ako se sumnja u to da ispitivana kemikalija izravno reducira MTT
ili ima boju koja sprecava procjenu sposobnosti izravne redukcije MTT-a (kako je opisano u stavku 29.). Ako se
za mjerenje MTT formazana upotrebljava HPLC/UPLC spektrofotometrija, postotak vijabilnosti tkiva racuna se kao
postotak povrsine pika MTT formazana dobiven sa zZivim tkivima izloZenima ispitivanoj kemikaliji u odnosu na
pik MTT formazana dobiven s istodobnom negativnom kontrolom. Za ispitivane kemikalije koje mogu izravno
reducirati MTT prava vijabilnost tkiva racuna se kao postotak vijabilnosti tkiva dobiven sa Zivim tkivima izlo-
Zenima ispitivanoj kemikaliji umanjen za %NSMTT. Naposljetku, treba napomenuti da se ne mogu procijeniti
tvari koje izravno reduciraju MTT i koje ujedno mogu interferirati s bojom, koje se zadrzavaju u tkivima nakon
tretiranja i reduciraju MTT toliko jako da dovode do opticke gustoée (upotrebom mjerenja standardne opticke
gustoce) ili povrsina pika (upotrebom UPLC/HPLC spektrofotometrije) ispitivanih ekstrakata tkiva koji su izvan
raspona linearnosti spektrofotometra, iako do toga dolazi samo u iznimno rijetkim slucajevima.

34. HPLC/UPLC spektrofotometrija moZe se upotrebljavati i sa svim vrstama ispitivanih kemikalija (obojenima i
neobojenima, koje reduciraju MTT i koje ga ne reduciraju) za mjerenje MTT formazana (36.). Zbog raznolikosti
sustava HPLC/UPLC spektrofotometrije, kvalifikaciju sustava HPLC/UPLC spektrofotometrije trebalo bi dokazati
prije njegove upotrebe za kvantificiranje MTT formazana iz ekstrakata tkiva tako da sustav ispuni kriterije
prihvatljivosti za skup standardnih parametara kvalifikacije u skladu s parametrima opisanima u smjernicama
americke Uprave za hranu i lijekove o validaciji bioanalitickih metoda namijenjenih industriji (36. i 37.). Ti
klju¢ni parametri i njihovi kriteriji prihvatljivosti prikazani su u Dodatku 4. Kad se ispune kriteriji prihvatljivosti
definirani u Dodatku 4., smatra se da je sustav HPLC/UPLC spektrofotometrije kvalificiran i spreman za mjerenje
MTT formazana u pokusnim uvjetima opisanima u ovoj ispitnoj metodi.

Kriteriji prihvatljivosti

35. U svakoj ispitnoj metodi u kojoj se upotrebljavaju valjane $arze modela RhE (vidjeti stavak 23.) vrijednost
opticke gustole tkiva tretiranih negativnom kontrolom trebala bi ukazivati na kvalitetu tkiva nakon $to su
dovr3eni svi koraci dopreme i preuzimanja te svi postupci protokola. Vrijednosti opticke gustoée kontrola ne bi
smjele biti ispod prijasnjih propisanih granica. Isto tako, tkiva tretirana pozitivnom kontrolom, tj. 5-postotnom
vodenom otopinom SDS, trebaju pokazivati sposobnost da reagiraju na nadrazuju¢u kemikaliju u uvjetima
ispitne metode (vidjeti Dodatak 3., a za daljnje informacije i standardne operativne postupke Cetiriju ispitnih
modela uklju¢enih u ovu smjernicu za ispitivanje (32., 33., 34. i 35.)). Povezane i odgovarajue mjere varija-
bilnosti izmedu tkiva u ponavljanjima, tj. standardne devijacije, trebaju biti unutar granica prihvatljivosti utvr-
denih za ispitni model koji se upotrebljava (vidjeti Dodatak 3.).
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Tumacenje rezultata i model predvidanja

36. Vrijednosti opticke gustoée dobivene sa svakom ispitivanom kemikalijom mogu se koristiti za izracun postotka
vijabilnosti normaliziranog u odnosu na negativnu kontrolu, koja je odredena kao 100 %. U slucaju upotrebe
HPLC/UPLC spektrofotometrije postotak vijabilnosti tkiva racuna se kao postotak povrsine pika MTT formazana
dobiven sa Zivim tkivima izloZenima ispitivanoj kemikaliji u odnosu na pik MTT formazana dobiven s isto-
dobnom negativnom kontrolom. Potrebno je jasno utvrditi i dokumentirati grani¢nu vrijednost postotka vija-
bilnosti stanica koja se koristi za razlikovanje nadrazuju¢ih kemikalija od nerazvrstanih ispitivanih kemikalija te
statisticki postupak ili postupke koji su koriSteni za ocjenjivanje rezultata i identifikaciju nadrazujucih kemikalija
te dokazati njihovu prikladnost (informacije potraZiti u standardnim operativnim postupcima ispitnih modela).
Grani¢ne vrijednosti za predvidanje nadraZivanja navedene su u nastavku:

— smatra se da je za ispitivanu kemikaliju potrebno razvrstavanje i oznacivanje u skladu s UN GHS-om ili CLP-
om (2. kategorija ili 1. kategorija) ako je srednji postotak vijabilnosti tkiva nakon izlaganja i inkubacije
nakon tretiranja manji ili jednak (<) 50 %. Bududi da se ispitnim modelima RhE obuhvalenima ovom
ispitnom metodom ne mogu razlikovati 1. i 2. kategorija sustava UN GHS-a ili CLP-a, bit ¢e potrebne
dodatne informacije o nagrizanju koze kako bi se odlu¢ilo o kona¢nom razvrstavanju [vidjeti i Smjernice
OECD-a o IATA-i (3)]. Ako se utvrdi da ispitivana kemikalija nije nagrizajua (npr. na temelju ispitne
metode TM.40., B.40.bis ili B.65.) i pokazuje vijabilnost tkiva nakon izlaganja i inkubacije nakon tretiranja
manju od ili jednaku (<) 50 %, ispitivana kemikalija smatra se nadrazujuom za kozu u skladu s 2.
kategorijom UN GHS-a ili CLP-a,

— ovisno o regulatornom okviru zemalja ¢lanica, moZe se smatrati da ispitivana kemikalija nije nadrazujuca za
kozu u skladu s oznakom ,bez kategorije” UN GHS-a ili CLP-a ako je vijabilnost tkiva nakon izlaganja i
inkubacije nakon tretiranja visa od (>) 50 %.

PODACI I IZVJESCIVANJE
Podaci

37. Podatke pojedinacnih ponavljanja uzoraka tkiva u svakom ciklusu (npr. vrijednosti OD i podatke o izracu-
nanom postotku vijabilnosti stanica za svaku ispitivanu kemikaliju, zajedno s razvrstavanjem) treba prikazati u
tabli¢nom obliku, uklju¢ujuéi eventualne podatke iz ponovljenih pokusa. Osim toga, trebalo bi prijaviti i srednje
vrijednosti + standardno odstupanje za svaki ciklus. Za svaku ispitanu kemikaliju treba navesti zapaZene
interakcije s MTT reagensom i obojenim ispitivanim kemikalijama.

Izvjesce o ispitivanju
38. Izvjese o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedeCe informacije:
Ispitivana kemikalija i kontrolne kemikalije:

— tvar s jednim sastojkom: kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj,
SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula, Cistoca, kemijski identitet necistoéa prema potrebi i ako je
izvedivo u praksi itd.,

— tvar s viSe sastojaka, UVCB tvar i smjesa: opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore),
kvantitativnog udjela i relevantnih fizikalno-kemijskih svojstava sastojaka,

— fizicki izgled, topljivost u vodi i bilo koja druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,
— izvor, broj serije, ako su dostupni,

— tretiranje ispitivane kemikalije/kontrolnih kemikalija prije ispitivanja, ako je primjenljivo (npr. grijanje,
mljevenje),

— stabilnost ispitivane kemikalije, rok uporabe ili datum za ponovnu analizu ako je poznat,

— uvjeti skladistenja.
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Model RhE i protokol koji se upotrebljavaju (te obrazloZenje odabira, ako je primjenjivo)
Ispitni uvjeti:
— model RhE koji se upotrebljava (ukljucujuéi broj Sarze),

— informacije o kalibraciji mjernog uredaja (npr. spektrofotometar), valna duljina i pojas propustanja (ako je
primjenjivo) koji se upotrebljavaju za kvantifikaciju MTT formazana te raspon linearnosti mjernog uredaja,
opis metode koja se upotrebljava za kvantifikaciju MTT formazana,

— opis kvalifikacije sustava HPLC/UPLC spektrofotometrije, ako je primjenjivo, potpune popratne informacije o
konkretnom modelu RhE koji je koristen, uklju¢ujuéi njegove radne znacajke. To bi, medu ostalim, trebalo
ukljucivati:

i. vijabilnost;

ii. funkciju barijere;

iii. morfologiju;

iv. obnovljivost i prediktivnost;

v. kontrole kvalitete (KK) modela,

— upudivanje na prijasnje podatke za predmetni model. To bi, medu ostalim, trebalo ukljucivati prihvatljivost
podataka o kontroli kvalitete s upuéivanjem na prijasnje podatke o Sarzi,

— dokazivanje osposobljenosti za izvodenje ispitne metode prije rutinske upotrebe ispitivanjem tvari koje sluze
za dokazivanje osposobljenosti.

Ispitni postupak:

— pojedinosti o upotrijebljenom ispitnom postupku (ukljucujuéi postupke ispiranja upotrijebljene nakon
razdoblja izlaganja), doza upotrijebljene ispitne kemikalije i kontrola,

— trajanje i temperatura izlaganja i razdoblja inkubacije nakon izlaganja,

— oznake kontrola koje se koriste za tvari koje izravno reduciraju MTT ifili ispitivane kemikalije za bojenje,
ako je primjenjivo,

— broj ponavljanja uzoraka tkiva upotrijebljenih po ispitivanoj kemikaliji i kontrolama (pozitivna kontrola,
negativna kontrola i NSMTT, NSCiy;p, i NSCyeq, ako je primjenjivo),

— opis primijenjenih kriterija za odluc¢ivanje/modela predvidanja na temelju upotrijebljenog RhE modela,
— opis mogucih izmjena ispitne metode (ukljucujuéi postupke ispiranja).
Kriteriji prihvatljivosti ciklusa i ispitivanja:

— srednje vrijednosti i rasponi prihvatljivosti pozitivnih i negativnih kontrola na temelju prijasnjih podataka,
prihvatljiva varijabilnost izmedu ponovljenih uzoraka tkiva za pozitivne i negativne kontrole,

— prihvatljiva varijabilnost izmedu ponovljenih uzoraka tkiva za ispitivanu kemikaliju.
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Rezultati:

— tabli¢ni prikaz podataka za pojedinacnu ispitivanu kemikaliju, za svaki ciklus i svako ponovljeno mjerenje,
ukljucujuéi opticku gustocu ili povrsinu pika MTT formazana, postotak vijabilnosti tkiva, srednji postotak
vijabilnosti tkiva i standardnu devijaciju,

— ako je primjenjivo, rezultati kontrola upotrijebljenih za tvari koje izravno reduciraju MTT ifili ispitivane
kemikalije za bojenje, ukljucujuci opticku gustocu ili povrSinu pika MTT formazana, %NSMTT, %NSCiy;p,,
%NSCyijeds Standardnu devijaciju te kona¢ni tocni postotak vijabilnosti tkiva,

— rezultati dobiveni s ispitivanom kemikalijom/kemikalijama i kontrolama u odnosu na utvrdene kriterije
prihvatljivosti za ciklus i ispitivanje,

— opis drugih uocenih ucinaka,

— utvrdeno razvrstavanje, s upucivanjem na primijenjeni model predvidanja/kriterije odlucivanja.
Rasprava o rezultatima
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Dodatak 1.
DEFINICIJE

Toénost: stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitne metode i prihvacenih referentnih vrijednosti. Ona je mjerilo
ucinkovitosti ispitne metode i jedan od aspekata relevantnosti. Pojam je ¢esto medusobno zamjenjiv s pojmom ,podu-
darnost” u smislu udjela to¢nih ishoda ispitne metode (9.).

Vijabilnost stanica: parametar za mjerenje ukupne aktivnosti populacije stanica, npr. sposobnost stanicnih mitohondrij-
skih dehidrogenaza da reduciraju vitalnu boju MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, tiazolil plavo),
koji, ovisno o krajnjoj tocki koja se mjeri i planu ispitivanja, korelira s ukupnim brojem ifili vitalno$¢u Zivih stanica.

Kemikalija: znaci tvar ili smjesa.

Podudarnost: mjerilo uc¢inkovitosti za ispitne modele koji daju kategorijski rezultat i jedan je od aspekata relevantnosti.
Pojam je ponekad medusobno zamjenjiv s pojmom tocnosti i definira se kao udio svih ispitanih kemikalija koje su
pravilno razvrstane kao pozitivne ili negativne. Podudarnost u velikoj mjeri ovisi o prisutnosti pozitivnih rezultata u
vrstama ispitivane kemikalije (9.).

ET5q: mozZe se procijeniti utvrdivanjem vremena izlaganja potrebnog za smanjenje vijabilnosti stanica za 50 % nakon
primjene referentne kemikalije u odredenoj, fiksnoj koncentraciji; vidjeti i IC5,.

GHS (Globalno uskladeni sustav Ujedinjenih naroda (UN) za razvrstavanje i oznacivanje kemikalija): sustav za
razvrstavanje kemikalija (tvari i smjesa) prema standardiziranim vrstama i stupnjevima fizickih opasnosti te opasnosti za
zdravlje i okoli§, kojim su obuhvacena odgovarajuéa komunikacijska sredstva kao $to su piktogrami, oznake opasnosti,
oznake upozorenja, oznake obavijesti i sigurnosno-tehnicki listovi, kojima se prenose informacije o njihovim $tetnim
ucincima u cilju zastite ljudi (ukljucujudi poslodavce, radnike, prijevoznike, potrosace i interventno osoblje) i okolisa (1.).

HPLC: tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti.

IATA: integrirani pristup ispitivanju i procjeni.

IC5y: moze se procijeniti utvrdivanjem koncentracije pri kojoj referentna kemikalija smanjuje vijabilnost tkiva za 50 %
(IC50) nakon fiksnog vremena izlaganja; vidjeti i ETs,.

Beskonacna doza: koli¢ina ispitivane kemikalije primijenjena na epidermu koja je veca od koli¢ine potrebne da bi se
potpuno i ravnomjerno pokrila povriina epiderme.

Smjesa: smjesa ili otopina koja se sastoji od dviju ili viSe tvari.

Tvar s jednim sastojkom: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je jedan glavni sastojak prisutan u koncentraciji
od najmanje 80 % (w/w).
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MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid; tiazolil plavo tetrazolijev bromid.

Tvar s viSe sastojaka: tvar, definirana koliCinskim sastavom, u kojoj je viSe od jednog glavnog sastojka prisutno u
koncentraciji od 10 % (w/w) ili ve¢oj te manjoj od 80 % (w/w). Tvar s viSe sastojaka rezultat je procesa proizvodnje.
Smjesa i tvar s viSe sastojaka razlikuju se po tome §to se smjesa dobiva mijeSanjem dviju ili viSe tvari bez kemijske
reakcije. Tvar s viSe sastojaka rezultat je kemijske reakcije.

NSCypieq: nespecificna boja u mrtvim tkivima.

NSCiiying: nespecificna boja u Zivim tkivima.

NSMTT: nespecifi¢na redukcija MTT-a.

Zahtjevi izvedbe (PS): zahtjevi koji se temelje na validiranoj ispitnoj metodi i pruzaju temelj za ocjenjivanje uspore-
divosti predlozene, funkcionalno i mehanicisticki sli¢ne, ispitne metode. Uklju¢uju: i. kljucne elemente ispitne metode; ii.
minimalni popis referentnih kemikalija odabranih medu kemikalijama koje se upotrebljavaju za dokazivanje prihvatljive
ucinkovitosti validirane ispitne metode; i iii. usporedive razine to¢nosti i pouzdanosti koje mora pokazati predloZena
ispitna metoda kod ocjenjivanja primjenom minimalnog popisa referentnih kemikalija u odnosu na validiranu ispitnu
metodu (9.).

PC: pozitivna kontrola; ponovljeni uzorak koji sadrzava sve komponente ispitnog sustava i tretiran je kemikalijom za
koju je poznato da inducira pozitivan odgovor. Kako bi se osigurala moguénost procjene varijabilnosti odgovora pozi-
tivne kontrole tijekom vremena, pozitivan odgovor ne bi smio biti presnazan.

Relevantnost: opis odnosa izmedu ispitivanja i istrazivanog ucinka te je li ispitivanje prikladno i korisno za odredenu
svthu. Pokazuje u kojoj se mjeri ispitivanjem to¢no mjeri ili predvida istrazivani bioloski u¢inak. Relevantnost uklju¢uje
razmatranje o to¢nosti (podudarnosti) ispitne metode (9.).

Pouzdanost: pokazuje u kojoj se mijeri ispitna metoda moze obnovljivo primijeniti unutar jednog laboratorija i izmedu
vise laboratorija tijekom vremena uz primjenu istog protokola. Ocjenjuje se izracunavanjem obnovljivosti unutar jednog
laboratorija i izmedu viSe laboratorija (9.).

Zamjensko ispitivanje: ispitivanje koje zamjenjuje rutinsko i prihvaéeno ispitivanje za odredivanje opasnosti ifili
procjenu rizika, za koje je utvrdeno da osigurava istovjetnu ili bolju zastitu zdravlja ljudi, zdravlja Zivotinja ili okolisa
u odnosu na prihvaceno ispitivanje u svim moguéim okolnostima ispitivanja i za sve kemikalije (9.).

Ciklus: ciklus se sastoji od jedne ispitivane kemikalije ili viSe njih, koje se ispituju istodobno s negativnom i pozitivnom
kontrolom.

Osjetljivost: udio svih pozitivnih/aktivnih ispitivanih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom ispitivanja. To je
mjera tocnosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne
metode (9.).
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Nadrazivanje koZe in vivo: izazivanje reverzibilnog ostecenja koze nakon primjene ispitivane kemikalije u trajanju do
najviSe Cetiri sata. NadrazZivanje koZe lokalna je reakcija pogodenog tkiva koZe i javlja se ubrzo nakon podrazaja (38.).
Uzrokuje ju lokalna upalna reakcija koja ukljucuje unutarnji (nespecifi¢ni) imunoloski sustav tkiva koZe. Njezina je glavna
znacajka reverzibilan proces koji uklju¢uje upalne reakcije i vecinu karakteristi¢nih klinickih znakova nadrazivanja (eritem,
edem, svrbez i bol) koji se povezuju s upalnim procesom.

Specificnost: udio svih negativnih/neaktivnih ispitivanih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom testa. To je
mjera tocnosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne metode

9.).

Tvar: kemijski element i njegovi spojevi u prirodnome stanju ili dobiveni proizvodnim postupkom, sto uklju¢uje i aditive
koji su nuzni za odrZavanje stabilnosti proizvoda te nelistoce koje proizlaze iz primijenjenoga postupka, ali iskljucuje
otapala koja se mogu izdvojiti bez utjecaja na stabilnost tvari ili promjene njezina sastava.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

UPLC: tekudinska kromatografija iznimno visoke djelotvornosti.

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, slozeni reakcijski proizvodi i bioloski materijali.
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Dodatak 2.

ISPITNI MODELI UKLJUCENI U OVU ISPITNU METODU

Br.

Naziv ispitnog modela

Vrsta validacijske studije

Referentni dokumenti

EpiSkin™

Cjelokupna prospektivna validacijska studija
(2003.-2007.). Elementi ovog modela upotrijeb-
lieni su kako bi se definirali klju¢ni elementi
ispitne metode izvornih i aZuriranih ECVAM-
ovih zahtjeva izvedbe (39., 40. i 21)(*
Osim toga, podaci dobiveni metodom koji se
odnose na identifikaciju nerazvrstanih i
razvrstanih tvari Cinili su glavau osnovu za
odredivanje vrijednosti specificnosti i osjetlji-
vosti izvornih zahtjeva izvedbe (¥) .

(2. 10, 11, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21., 23,
32., 39.1 40)

EpiDerm™ SIT (EPI-200)

EpiDerm™ (izvorno): ispitni model prvo je
podvrgnut cjelokupnoj prospektivnoj validaciji
zajedno s modelom br. 1 iz 2003.-2007.
Elementi ovog modela upotrijebljeni su kako
bi se definirali klju¢ni elementi ispitnih metoda
izvornih i aZuriranih ECVAM-ovih zahtjeva
izvedbe (39., 40.1i 21.) (¥) .

EpiDerm™ SIT (EPI-200): Izmjena izvornog
modela  EpiDerm™  validirana je  2008.
upotrebom  izvornih  ECVAM-ovih  zahtjeva
izvedbe (21.) () .

(2, 10, 12, 13, 15, 16.,
17, 18, 20, 21, 23, 33,
39.140.2., 21, 22, 23.1
33))

SkinEthic™ RHE

Validacijska studija na temelju izvornih ECVAM-
ovih zahtjeva izvedbe (21.) iz 2008. (*)

(2., 21., 22, 23.1i 31)

LabCyte EPI-MODEL24 SIT

Validacijska studija (2011.-2012.) na temelju
zahtjeva izvedbe iz Smjernice OECD-a za ispiti-
vanje 439 (8.), koji se temelje na aZuriranim
ECVAM-ovim zahtjevima izvedbe (*) (39. i 40.).

(24, 25, 26, 27. 28.
35, 39. i 40) te zahtje-
vima izvedbe ove smjer-
nice za ispitivanje (8.) (*)

(*) Izvorni ECVAM-ovi zahtjevi izvedbe (21.) razvijeni su 2007. nakon dovrSetka prospektivne validacijske studije (16.) u kojoj je
procijenjena ucinkovitost ispitnih modela br. 1 i 2 s obzirom na sustav razvrstavanja kako je opisan u 28. izmjeni Direktive EU-a
0 opasnim tvarima (41.). UN GHS-a (1.) i CLP EU-a uvedeni su 2008., pri ¢emu se grani¢na vrijednost za razlikovanje nerazvrstanih i
razvrstanih tvari zapravo pomaknula s rezultata ocjenjivanja in vivo od 2,0 na 2,3. Kako bi se prilagodili tom izmijenjenom regula-
tornom zahtjevu, vrijednosti to¢nosti i popis referentnih kemikalija ECVAM-ovih zahtjeva izvedbe azurirani su 2009. (2., 39. i 40.).
Kao i izvorni zahtjevi izvedbe, i aZurirani zahtjevi izvedbe u velikoj su se mjeri temeljili na podacima iz modela br. 1 i 2 (16.), ali su se
uz to upotrebljavali i podaci o referentnim kemikalijama iz modela br. 3. AZurirani ECVAM-ovi zahtjevi izvedbe iz 2010. upotreb-
ljavali su se za propisivanje zahtjeva izvedbe povezanih s ovom smjernicom za ispitivanje (8.). Za potrebe ove ispitne metode
validiranom referentnom metodom smatra se EpiSkin™ jer se koristio za razvoj svih kriterija zahtjeva izvedbe. Podrobne informacije
o validacijskim studijama, skup dobivenih podataka i kontekst za potrebne prilagodbe zahtjeva izvedbe koje su posljedica provedbe UN
GHS-a i CLP-a dostupne su u referentnom dokumentu s objasnjenjima uz odgovaraju¢u Smjernicu OECD-a za ispitivanje 439 (23.).

SIT: ispitivanje nadrazivanja koze

RHE: rekonstruirana ljudska epiderma
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Dodatak 3.

PARAMETRI PROTOKOLA SPECIFICNI ZA SVAKI ISPITNI MODEL UKLJUCEN U OVU ISPITNU METODU

Modeli RhE imaju vrlo sli¢ne protokole i u svakom se modelu upotrebljava razdoblje nakon inkubacije od 42 sata (32.,
33. 34.i 35.). Varijacije se uglavnom odnose na tri parametra povezana s razli¢itim funkcijama barijere ispitnih modela i
navedene su u nastavku: A) vrijeme i volumen prije inkubacije; B) primjena ispitne kemikalije i C) volumen nakon

inkubacije.

EpiSkin™ (standardna

EpiDerm™ SIT (EPI-200)

SkinEthic RHE™

LabCyte EPI-MODEL24 SIT

metoda)
A) Predinkubacija
Vrijeme inkubacije 18-24 h 18-24 h <2h 15-30 h
Volumen medija 2 ml 0,9 ml 0,3 ili 1 ml 0,5 ml
B) Primjena ispitivane kemikalije
Za tekudine 10 pl (26 pljem?) 30 ul (47 plfem?) 16 ul (32 25 pl (83 uljem?)
uljem?)

Za krute tvari 10 mg (26 25 mg (39 mgfcm?) + 16 mg (32 25 mg (83 mgfcm?) +

mg/cm?) + DV DPBS (25 ul) mg/cm?) + DV DV (25 ul)

(5 ) (10 4l
Upotreba najlonske mreze | Ne upotrebljava se Prema potrebi Primijenjena Ne upotrebljava se
Ukupno vrijeme primjene 15 minuta 60 minuta 42 minute 15 minuta
Temperatura primjene ST a) na sobnoj tempera- ST ST
turi 25 minuta
b) na 37 °C 35 minuta

C) Volumen nakon inkubacije
Volumen medija 2 ml 0,9 mlx2 2 ml 1 ml
D) Najveca prihvatljiva varijabilnost
Standardna devijacija SD < 18 SD < 18 SD < 18 SD < 18
izmedu ponovljenih
uzoraka tkiva

ST: sobna temperatura
DV: destilirana voda

DPBS: Dulbeccova fizioloska otopina puferirana fosfatnim puferom
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KLJUCNI PARAMETRI

Dodatak 4.

I KRITER]I PRIHVATLJIVOSTI ZA KVALIFIKACJU SUSTAVA HPLC/UPLC SPEKTROFOTOMETRIE ZA

MJERENJE MTT FORMAZANA EKSTRAHIRANOG IZ TKIVA RHE

Protokol izveden iz smjernica Uprave za hranu i lijekove

Parametar (FDA) (36. 1 37) Kriteriji prihvatljivosti
Selektivnost Analiza izopropanola, slijepe probe na Zivom tkivu | PovrSinai erference < 20%  povrsi-
(ekstrakt izopropanola iz zivih tkiva RhE bez | nejoq (')
ikakvog tretiranja), slijepe probe na mrtvom tkivu
(ekstrakt izopropanola iz mrtvih tkiva RhE bez
ikakvog tretiranja)
Preciznost Kontrole kvalitete (tj. MTT formazan pri 1,6 pg/ml, 16 | CV < 15 % ili < 20 % za LLOQ
pg/ml i 160 pg/ml) u izopropanolu (n = 5)
Tocnost Kontrole kvalitete u izopropanolu (n = 5) %Dev < 15 % ili < 20 % za LLOQ

Uc¢inak matrice

Kontrole kvalitete u slijepoj probi na zZivom tkivu
(n=5)

85 % < ucinak matrice kao % < 115%

Prijenos Analiza izopropanola nakon standardnog ULOQ (}) | PovSinajerference < 20 % povisiner; oq
Obnovljivost (u| 3 neovisne kalibracijske krivulje (na temelju Sest | Kalibracijske krivulje: %Dev < 15 % ili <
danu) uzastopnih razrjedivanja 1/3 MTT formazana u | 20 % za LLOQ
izopropanolu, pocevsi s ULOQ-om, tj. 200 pg/ml)
Kontrole kvalitete: %Dev < 15 % i CV <
Kontrole kvalitete u izopropanolu (n = 5) 15%
Obnovljivost (medu | Prvi dan: 1: kalibracijska krivulja i kontrole kvalitete u
danima) izopropanolu (n = 3)
Drugi dan: 1: kalibracijska krivulja i kontrole kvalitete
u izopropanolu (n = 3)
Tredi dan: 1: kalibracijska krivulja i kontrole kvalitete
u izopropanolu (n = 3)
Kratkoro¢na  stabil- | Kontrole kvalitete u slijepoj probi na Zivom tkivu (n = | %Dev < 15 %
nost MTT formazana | 3) analizirane na dan pripreme i nakon 24 sata skla-
u ekstraktu tkiva RhE | distenja na sobnoj temperaturi
Dugoro¢na stabilnost | Kontrole kvalitete u slijepoj probi na zivom tkivu (n = | %Dev < 15 %"

MTT formazana u
ekstraktu tkiva RhE,
ako je potrebno

3) analizirane na dan pripreme i nakon nekoliko dana
skladistenja na utvrdenoj temperaturi (npr. 4 °C, —20
°C, 80 °C)

(1) LLOQ: donja granica kvantifikacije, definirana tako da obuhvaca vijabilnost tkiva od 1 do 2 %, tj. 0,8 pg/ml.
(%) ULOQ: gornja granica kvantifikacije, definirana tako da bude barem dva puta veca od najvise ocekivane koncentracije MTT formazana
u ekstraktima izopropanola iz negativnih kontrola, tj. 200 pg/ml;
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(8) u dijelu B dodaju se sljedeca poglavlja:

,B.63. TEST PROBIRA ZA REPRODUKTIVNU/RAZVOJNU TOKSICNOST
UvoD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 421 (TG) (2016.). Smjernice OECD-a za ispiti-
vanje kemikalija periodi¢no se preispituju uzimajuéi u obzir znanstveni napredak. Izvorna smjernica za test
probira 421 donesena je 1995. na temelju protokola za preliminarni test probira za reproduktiviu toksi¢nost o
kojem se raspravljalo na dva sastanka stru¢njaka u Londonu 1990. (1.) i Tokiju 1992. (2.).

2. Ova je ispitna metoda aZurirana relevantnim krajnjim u¢incima endokrinih ometaca, kao nastavno djelovanje na
aktivnost visokog prioriteta koju je OECD pokrenuo 1998. kako bi revidirao postojece smjernice za ispitivanje i
razvio nove smjernice za probir i ispitivanje potencijalnih endokrinih ometaca (3.). Na primjer, Smjernica
OECD-a za ispitivanje 407 (28-dnevno ispitivanje oralne toksi¢nosti na glodavcima uz primjenu ponovljenih
doza, poglavlje B.7. ovog Priloga) poboljsana je 2008. parametrima koji su primjereni za otkrivanje endokrine
aktivnosti ispitivanih kemikalija. AZuriranjem Smjernice za ispitivanje 421 nastojalo se ukljuciti odredene
relevantne krajnje ucinke endokrinih ometaca u ispitne smjernice za probir ako razdoblja izlaganja obuhvacdaju
neka od osjetljivih razdoblja tijekom razvoja (prenatalna razdoblja ili rana postnatalna razdoblja).

3. Odabrani dodatni relevantni krajnji ucinci endokrinih ometaca, koji su i dio Smjernice za ispitivanje 443
(produljena studija reproduktivne toksi¢nosti na jednoj generaciji, poglavlje B.56. ovog Priloga), ukljuceni su
u Smjernicu za ispitivanje 421 na temelju studije izvedivosti koja se bavi znanstvenim i tehnickim pitanjima
povezanima s njihovim uklju¢ivanjem te mogudim prilagodbama plana ispitivanja koje su potrebne za njihovo
ukljucivanje (4.).

4. Ova je ispitna metoda osmisljena za dobivanje ogranicenih informacija o ucincima ispitivane kemikalije na
reproduktivnost muzjaka i Zenki kao $to su funkcija gonada, ponasanje kod parenja, zaCece, razvoj zametka i
parturicija. Ona nije alternativa i ne zamjenjuje postojeCe ispitne metode B.31., B.34., B.35. ili B.56.

POCETNA RAZMATRANJA

5. Ova se ispitna metoda za probir moZe upotrebljavati za dobivanje pocetnih informacija o moguéim ucincima
na reprodukciju ifili razvoj, u ranoj fazi procjene toksikoloskih svojstava kemikalija ili za zabrinjavajule
kemikalije. MoZe se upotrebljavati i kao dio testova pocetnog probira za postojece kemikalije za koje je
dostupno malo ili nimalo toksikoloskih informacija, kao istraZivanje o utvrdivanju raspona doze za opseZnije
reproduktivne/razvojne studije ili ako se smatra relevantnom iz drugih razloga. Pri provodenju istraZivanja treba
slijediti opéa nacela i razmatranja navedena u OECD-ovoj Smjernici br. 19 o priznavanju, procjeni i koristenju
klinickih znakova kao humanih krajnjih tocaka za pokusne Zivotinje koje se upotrebljavaju u ocjenama sigur-
nosti (5.).

6. Ovom se ispitnom metodom ne dobivaju potpune informacije o svim aspektima reprodukcije i razvoja. To¢nije,
metoda pruza samo ograniCena sredstva za otkrivanje postnatalnih manifestacija prenatalnog izlaganja ili
ucinaka koji se mogu inducirati tijekom postnatalnog izlaganja. Zbog (medu ostalim) relativno malog broja
Zivotinja u skupinama koje primaju dozu, selektivnosti krajnjih ucinaka i kratkog trajanja istraZivanja ovom
metodom nece se dobiti dokazi za konacne tvrdnje o nepostojanju ucinaka. Osim toga, ako ne postoje podaci
iz drugih ispitivanja reproduktivne/razvojne toksi¢nosti, pozitivni rezultati korisni su za pocetnu procjenu
opasnosti i pridonose odlukama u pogledu potrebe za dodatnim ispitivanjem i njegova vremenskog okvira.

7. Rezultate dobivene parametrima povezanima s endokrinim sustavom treba promatrati u kontekstu ,OECD-ova
konceptualnog okvira za ispitivanje i procjenu endokrino disruptivnih kemikalija” (6.). U tom Konceptualnom
okviru pobolj$ana Smjernica OECD-a za ispitivanje 421 nalazi se na razini 4. kao in vivo test i pruza podatke o
Stetnim ucincima na relevantne endokrine krajnje tocke. Medutim, endokrini signal ne mora se sam po sebi
smatrati dovoljnim dokazom da je ispitivana kemikalija endokrini ometac.

8. U ovoj ispitnoj metodi pretpostavlja se oralna primjena ispitivane kemikalije. Ako se upotrebljavaju drugi nacini
izlaganja, mogu biti potrebne prilagodbe.
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9. Prije nego $to se ova ispitna metoda primijeni na smjesi radi dobivanja podataka za predvidenu regulatornu
svrhu, potrebno je razmotriti mogu li se te, ako se mogu, zasto se njome mogu dobiti primjereni rezultati za tu
svrhu. Ta razmatranja nisu potrebna ako postoji regulatorni zahtjev za ispitivanje smjese.

10. Upotrijebljene definicije navedene su u Dodatku 1.

NACELO ISPITIVANJA

11. Ispitivana kemikalija primjenjuje se u gradiranim dozama na nekoliko skupina muZzjaka i Zenki. Na muzjake
treba primjenjivati dozu najmanje Cetiri tjedna te do dana i ukljucujuéi dan prije planiranog usmréivanja (to
ukljuCuje najmanje dva tjedna prije parenja, tijekom razdoblja parenja i priblizno dva tjedna poslije parenja). S
obzirom na ograni¢eno razdoblje doziranja prije parenja u muzjaka, plodnost mozda nece biti osobito osjetljiv
pokazatelj testikularne toksi¢nosti. Stoga je od klju¢ne vaznosti podroban histoloski pregled sjemenika. Kombi-
nacija razdoblja doziranja prije parenja od dva tjedna i naknadno promatranje parenja/plodnosti s ukupnim
razdobljem doziranja od najmanje Cetiri tjedna, nakon cega slijedi podrobna histopatologija muskih gonada
smatraju se dovoljnima da bi se omogudilo otkrivanje veéine uc¢inaka na plodnost muZjaka i spermatogenezu.

12. Zenkama dozu treba davati tijekom cijelog istrazivanja. To uklju¢uje dva tjedna prije parenja (pri cemu je cilj
obuhvatiti najmanje dva cijela ciklusa estrusa), promjenjivo vrijeme do zaceca, trajanje graviditeta i najmanje 13
dana nakon okota, do dana i ukljucujuéi dan prije planiranog usmréivanja.

13. Trajanje istraZivanja, nakon aklimatizacije i procjene ciklusa estrusa prije doziranja, ovisi o ponaSanju Zenki i
iznosi priblizno 63 dana [najmanje 14 dana prije parenja, (do) 14 dana parenja, 22 dana gestacije, 13 dana
laktacije].

14. Tijekom razdoblja primjene Zivotinje se svakodnevno paZljivo promatraju radi uocavanja znakova toksicnosti.
Zivotinje koje uginu ili su usmréene tijekom razdoblja ispitivanja podvrgavaju se obdukciji, a na kraju ispitivanja
preZivjele se Zivotinje usmréuju i podvrgavaju obdukciji.

OPIS METODE
Odabir Zivotinjske vrste

15. Ova ispitna metoda osmisljena je za upotrebu na Stakorima. Ako se parametri navedeni u ovoj ispitnoj metodi
istraZuju na drugoj vrsti glodavaca, treba pruziti detaljno obrazloZenje. U medunarodnom validacijskom
programu za odredivanje endokrinih ometaca u Smjernici OECD-a za ispitivanje 407 (koja odgovara poglavlju
B.7. ovog Priloga) primjenjivali su se samo Stakori. Sojeve slabe plodnosti ili poznate po velikoj ucestalosti
razvojnih defekata ne bi trebalo koristiti. Treba koristiti zdrave Zivotinje koje se prethodno nisu parile i nisu
sudjelovale u pokusima. Ispitne Zivotinje treba opisati u pogledu vrste, soja, spola, mase i dobi. Na pocetku
istrazivanja razlike u tjelesnoj masi koriStenih Zivotinja trebale bi biti minimalne i ne bi trebale prelaziti 20 %
srednje vrijednosti tjelesne mase svakog spola. Kad se istrazivanje provodi kao preliminarno istraZivanje u
odnosu na dugotrajno istrazivanje ili istraZivanje cijele generacije, prednost se daje primjeni Zivotinja istog
soja i podrijetla u oba istraZivanja.

Smjestaj i hranjenje

16. Svi postupci trebaju biti uskladeni s lokalnim standardima brige o Zivotinjama u laboratoriju. Temperatura u
prostoriji u kojoj se drze pokusne Zzivotinje treba biti 22 °C (£3 °). Iako bi relativna vlaga trebala biti najmanje
30 %, a pozeljno je da ne prelazi 70 %, osim tijekom CiScenja prostorije, cilj bi trebao biti 50-60 %. Rasvjeta
treba biti umjetna uz izmjenu 12 sati svjetla i 12 sati mraka. Za hranjenje se moze upotrebljavati konvencio-
nalna laboratorijska hrana uz neogranicenu koli¢inu vode za pie. Na izbor prehrane moze utjecati potreba da
se osigura odgovarajua mjeSavina ispitivane kemikalije kad se ona daje na taj nacin.
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17. Zivotinje trebaju biti smjestene u malim skupinama istoga spola; ako je to znanstveno opravdano, Zivotinje se
mogu drZati u zasebnim nastambama. U slu¢aju skupnog smjestaja, u jednom kavezu ne smije biti smjesteno
viSe od pet Zivotinja. Postupci parenja trebali bi se odvijati u kavezima koji odgovaraju toj svrsi. Gravidne Zenke
treba smjestiti u posebne kaveze i treba im osigurati materijale za izradu gnijezda. Zenke se tijekom laktacije
smjestaju pojedina¢no s njihovom mladuncadi.

18. Treba redovito analizirati ima li u hrani kontaminanata. Uzorak hrane treba saCuvati do kraja izrade izvjesca.

Priprema Zivotinja

19. Zdrave, mlade odrasle Zivotinje nasumce se rasporeduju u kontrolne skupine i skupine za tretiranje. Kaveze bi
trebalo rasporediti tako da se ucinci do kojih bi moglo doéi zbog polozaja kaveza svedu na minimum. Zivotinje
se oznacuju na jedinstven nacin i drZe u kavezima najmanje pet dana prije pocetka istraZivanja kako bi se
prilagodile laboratorijskim uvjetima.

Priprema doza

20. Preporucuje se da se ispitivana kemikalija daje oralno osim ako se neki drugi nacini primjene smatraju
prikladnijima. Ako se odabere oralna primjena, ispitivana kemikalija obi¢no se primjenjuje oralnom intubacijom;
medutim, u odredenim sluajevima, ispitivane kemikalije mogu se primijeniti i s hranom ili vodom za pice.

21. Prema potrebi, ispitivana se kemikalija otapa ili suspendira u odgovarajuéem nosacu. Preporucuje se da se, kad
je god mogule, u obzir najprije uzme vodena otopinafsuspenzija pa zatim otopinajemulzija u ulju (npr.
kukuruzno ulje) te zatim moguca otopina u drugim nosatima. Za nosale koji nisu voda moraju biti
poznata toksi¢na svojstva nosaca. Treba utvrditi stabilnost i homogenost ispitivane kemikalije u nosacu.

POSTUPAK
Broj i spol Zivotinja

22. Preporucuje se da se u svakoj skupini zapocne s najmanje deset muzjaka i 12-13 Zenki. Zenke Ce se prije
izlaganja procijeniti u pogledu ciklusa estrusa i Zivotinje koje ne pokazu uobicajeni ciklus od Cetiri do pet dana
nele se ukljuciti u istraZivanje; stoga se preporucuje vise Zenki kako bi se dobilo deset Zenki po skupini. Osim u
slucaju znatnih toksi¢nih ucinaka, o¢ekuje se da Ce se tako dobiti najmanje osam gravidnih Zenki po skupini, a
to je obi¢no najmanji prihvatljivi broj gravidnih Zenki po skupini. Cilj je dobiti dovoljno gravidnih Zivotinja i
potomaka kako bi se osigurala valjana procjena potencijala ispitivane kemikalije da utjec¢e na plodnost, gravid-
nost, ponasanje Zenki (majki) i potomaka koji siSu te rast i razvoj potomstva F; od zaceca do 13. dana nakon
okota.

Doziranje

23. Opdenito, treba upotrijebiti najmanje tri ispitne skupine i jednu kontrolnu skupinu. Visine doze mogu se
temeljiti na informacijama iz ispitivanja akutne toksi¢nosti ili na rezultatima istraZivanja s ponovljenim
dozama. Osim tretiranja ispitivanom kemikalijom, sa Zivotinjama u kontrolnoj skupini treba postupati na isti
nacin kao sa Zivotinjama iz ispitne skupine. Ako se pri primjeni ispitivane kemikalije koristi nosa¢, volumen
nosaca koji primi kontrolna skupina treba biti jednak najvecem upotrijebljenom volumenu.

24. Visine doza treba odabrati uzimajuéi u obzir sve postojee podatke o toksi¢nosti i (toksiko)kinetici koji su
dostupni. Treba uzeti u obzir i da je moguca razlika u osjetljivosti izmedu gravidnih Zenki i Zenki koje nisu
gravidne. NajviSu dozu treba odabrati s ciljem induciranja toksi¢nih ucinaka, ali ne i smrti ili velike patnje
Zivotinja. Nakon toga treba odabrati slijed postupnog smanjivanja visine doze kako bi se dokazali svi odgovori
povezani s doziranjem te da se kod najnize doze ne opazaju Stetni ucinci (NOAEL). Za odredivanje sve nizih
doza Cesto su najpogodniji dvostruki do Cetverostruki intervali, i Cesto je bolje dodati ¢etvrtu ispitnu skupinu
nego da izmedu doziranja budu jako veliki intervali (npr. iznad faktora 10).
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25. Ako se opaze znakovi opée toksi¢nosti (npr. smanjena tjelesna masa, ucinci na jetri, srcu, pluéima ili bubrezima
itd) ili druge promjene koje ne moraju biti toksi¢ni odgovori (npr. smanjeno uzimanje hrane, povecanje jetre),
uocene ucinke na endokrinim krajnjim tockama treba tumaciti s oprezom.

Granicni test

26. Ako istrazivanje provedeno oralnom primjenom jedne doze od najmanje 1 000 mg/kg tjelesne mase na dan, ili
kod davanja doze s hranom ili vodom za pice, primjenom doze koja se u ekvivalentnom postotku daje s
hranom ili vodom za pie, u skladu s postupcima opisanima u ovom istraZivanju, ne proizvede uocljive
toksi¢ne ucinke i ako na temelju podataka iz strukturno srodnih tvari ne treba ocekivati toksicnost, moze se
smatrati da provodenje potpune studije s nekoliko visina doza nije neophodno. Granicni test je relevantan samo
ako izlozenost ljudi ne ukazuje na potrebu za primjenom vece oralne doze. Za druge vrste primjene doza, kao
§to su inhalacija ili dermalna primjena, maksimalna koncentracija koja se moze postiéi Cesto je odredena
fizikalno-kemijskim svojstvima ispitivanih kemikalija.

Primjena doza

27. Zivotinjama se svakodnevno daje ispitivana kemikalija sedam dana tjedno. U slucaju primjene oralnom intu-
bacijom ispitivanu kemikaliju treba Zivotinjama dati u jednoj dozi s pomocéu Zelucane sonde ili prikladne
intubacijske kanile. Maksimalni volumen tekudine koji se moze jednokratno dati ovisi o veli¢ini ispitne Zivotinje.
Taj volumen ne smije biti ve¢i od 1 ml/100 g tjelesne mase, osim kad se radi o vodenim otopinama koje
dopustaju primjenu volumena od 2 ml/100 g tjelesne mase. Osim u slucaju nadrazujuéih ili nagrizajuéih
ispitivanih kemikalija kod kojih se Stetni u¢inci obi¢no javljaju pri visim koncentracijama, varijabilnost ispitnog
volumena treba prilagodavanjem koncentracije svesti na najmanju moguéu mjeru kako bi se zajamcio stalni
volumen pri svim visinama doza.

28. Kod ispitivane kemikalije koja se primjenjuju s hranom ili vodom za piée vazno je osigurati da koli¢ine
ispitivane kemikalije ne utjeu na uravnoteZeni unos hrane ili vode. Kad se ispitivana kemikalija daje s
hranom, moze se koristiti ili stalna koncentracija u odnosu na koli¢inu hrane (ppm) ili stalna visina doze u
odnosu na tjelesnu masu Zivotinje; treba navesti iskoritenu opciju. Za ispitivanu kemikaliju koja se primjenjuje
oralnom intubacijom, dozu treba davati u podjednako vrijeme ili vremena svakog dana i prilagoditi je najmanje
jednom tjedno kako bi se odrzala stalna visina doze s obzirom na tjelesnu masu Zivotinje.

Plan pokusa

29. Doziranje Zivotinja oba spola trebalo bi zapoceti najmanje dva tjedna prije parenja, nakon aklimatizacije od
najmanje pet dana te nakon $to se Zenke proberu u pogledu normalnog ciklusa estrusa (u razdoblju od dva
tjedna prije tretiranja). IstraZivanje treba planirati tako da procjena ciklusa estrusa pocne ubrzo nakon $to
Zivotinje postignu punu spolnu zrelost. To se moZze malo razlikovati za razliCite sojeve Stakora u razli¢itim
laboratorijima, npr. deset tjedana kod §takora soja Sprague Dawley i 12 tjedana kod soja Wistar. Zenke (majke)
s potomstvom trebalo bi usmrtiti 13. dana nakon okota ili ubrzo nakon toga. Dan okota (tj. kad se dovrsi
parturicija) definira se kao nulti dan nakon okota. Zenke koje ne pokazuju znakove kopulacije usmréuju se
24-26 dana nakon posljednjeg dana razdoblja parenja. Doziranje se nastavlja kod oba spola tijekom razdoblja
parenja. Muzjake bi i dalje trebalo dozirati nakon razdoblja parenja barem dok ne istekne ukupno razdoblje
doziranja od 28 dana. Zatim se usmrcuju ili se zadrZavaju i nastavljaju dozirati radi moguceg provodenja
drugog parenja ako se to smatra primjerenim.

30. Svakodnevno doziranje roditeljskih Zenki trebalo bi se nastaviti tijekom cijele gravidnosti i najmanje do 13.
dana nakon okota, ukljucujudi i taj dan, ili dan prije usmréivanja. Kod istrazivanja u kojima se ispitivana
kemikalija primjenjuje inhalacijom ifili dermalnim putem doziranje bi se trebalo nastaviti barem do 19. dana
gestacije, ukljuCujuéi i taj dan, i s doziranjem bi se trebalo ponovno poceti $to prije, a najkasnije na 4.
postnatalni dan (PND).

31. Dijagram plana pokusa prikazan je u Dodatku 2.
Postupak parenja

32. U ovom bi se istrazivanju obi¢no trebalo upotrebljavati parenje 1:1 (jedan muZjak na jednu Zenku). Iznimke se
mogu javiti ako dode do smrti muzjaka. Zenku bi trebalo smjestiti s istim muzjakom dok se ne uoce znakovi
kopulacije ili dok ne isteknu dva tjedna. Svako jutro Zenke treba pregledati s obzirom na prisutnost sperme ili
vaginalnog Cepa. Nultim danom graviditeta smatra se dan kad je potvrdeno parenje (pronaden je vaginalni Cep
ili sperma). Ako je parenje neuspje$no, moze se razmotriti moguénost ponovnog parenja Zenki s dokazanim
muZjacima iste skupine.
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Veli¢ina legla

33. Cetiri dana nakon okota veli¢ina svakog legla moze se prilagoditi nasumi¢nim selekcijskim uklanjanjem suvisnih
mladunaca tako da se po jednom leglu po moguénosti ostavi Cetiri ili pet mladunaca svakog spola ovisno o
uobicajenoj veli¢ini legla soja Stakora koji se upotrebljavaju. Uzorke krvi treba prikupiti od dva dodatna
mladunca, objediniti ih i upotrijebiti za odredivanje razina seruma T4. Nije prihvatljivo selektivno uklanjanje
mladunaca, npr. prema tjelesnoj masi ili anogenitalnom razmaku. Kad je god broj muskih ili Zenskih mladunaca
takav da nije mogude imati Cetiri ili pet mladunaca svakog spola po leglu, prihvatljivo je djelomi¢no prilago-
davanje (npr. Sest muZjaka i Cetiri Zenke). Mladunci se ne uklanjaju ako bi se veli¢ina legla time smanjila ispod
cilja izdvajanja mladunaca (osam ili deset mladunaca po leglu). Ako je dostupan samo jedan mladunac povrh
cilja izdvajanja mladunaca, uklanja se samo jedan mladunac i od njega se uzima krv za mogucu procjenu
seruma T4.

34. Ako se velicina legla ne prilagodava, 4. dana nakon okota usmréuju se dva mladunca po leglu i uzimaju se
uzorci krvi radi mjerenja koncentracija seruma hormona stitnjace. Ako je mogude, ta dva mladunca po leglu
trebale bi biti Zenke kako bi se muZjaci sacuvali za procjenu zadrzavanja bradavica osim ako uklanjanjem tih
mladunaca vise ne bi ostalo Zenki za procjenu pri zavrietku ispitivanja. Mladunci se neée uklanjati ako bi se
time veli¢ina legla smanjila na manje od osam ili deset mladunaca po leglu (ovisno o uobicajenoj veli¢ini legla
kod soja Stakora koji se upotrebljava). Ako je dostupan samo jedan mladunac povrh uobicajene velicine legla,
uklanja se samo jedan mladunac i od njega se uzima krv za mogucu procjenu seruma T4.

Opazanja uzivo
Klinicka opaZanja

35. Tijekom cijelog razdoblja ispitivanja treba provoditi opéa klinicka opazanja barem jednom dnevno te ¢esée ako
se uole znakovi toksi¢nosti. PoZeljno ih je provoditi u isto vrijeme ili vremena svakog dana vodeéi racuna o
razdoblju najveleg intenziteta ocekivanih u¢inaka nakon doziranja. Treba zabiljeziti znacajne promjene ponasa-
nja, znakove otezane ili produljene parturicije i sve znakove toksi¢nosti, ukljucujuéi smrtnost. Te bi biljeske
trebale ukljucivati vrijeme pocetka, stupanj i trajanje znakova toksi¢nosti.

Tjelesna masa i unos hrane/vode

36. Muzjake i Zenke treba vagati prvog dana primjene doze, a zatim najmanje jednom tjedno i zadnji dan. Tijekom
graviditeta Zenke bi trebalo vagati 0., 7., 14. i 20. dana te u roku od 24 sata od parturicije (0. ili 1. dan nakon
okota) te barem 4. i 13. dana nakon okota. Ta opaZanja treba unijeti u izvjesCe za svaku odraslu Zivotinju
posebno.

37. Tijekom razdoblja prije parenja, graviditeta i laktacije unos hrane trebalo bi mjeriti najmanje jednom tjedno.
Mjerenje unosa hrane tijekom parenja nije obvezno. Trebalo bi mjeriti i unos vode tijekom tih razdoblja ako se
ispitivana kemikalija primjenjuje s vodom za pile.

Ciklusi estrusa

38. Cikluse estrusa trebalo bi pratiti prije pocetka tretiranja kako bi se za studiju izabrale Zenke s uobicajenim
ciklusom (vidjeti stavak 22.). Svakodnevno bi se trebali pratiti i vaginalni brisovi od pocetka razdoblja tretiranja
do pojave znakova parenja. Ako postoji zabrinutost u pogledu ucinaka akutnog stresa koji bi mogli izmijeniti
cikluse estrusa kad se pocnu primjenjivati doze, laboratoriji mogu izlagati ispitne Zivotinje dva tjedna, zatim
svaki dan prikupiti vaginalne brisove kako bi pratili ciklus estrusa najmanje dva tjedna tijekom razdoblja prije
parenja, uz stalno pracenje tijekom razdoblja parenja do pojave znakova parenja. Ako se uzimaju vaginalne/
cervikalne stanice, treba paziti da se ne poremeti mukoza jer to moze inducirati laznu trudno¢u (7. i 8.).

Parametri potomaka

39. Vrijeme gestacije treba zabiljeZiti i racunati od nultog dana graviditeta. Svako leglo nakon okota treba $to prije
pregledati kako bi se utvrdio broj i spol mladunaca, mrtvorodenih, Zivorodenih, patuljastih Zivotinja (mladunci
koji su znatno manji od odgovaraju¢ih kontrolnih mladunaca) i prisutnost velikih abnormalnosti.
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40. Zive mladunce trebalo bi prebrojati i odrediti njihov spol te bi legla trebalo izvagati u roku od 24 sata od
parturicije (0. ili 1. dan nakon okota) te barem 4. i 13. dana nakon okota. Uz opaZanja opisana u stavku 35.
trebalo bi zabiljeziti i svako abnormalno ponasanje potomaka.

41. Treba izmjeriti anogenitalni razmak u svakog mladunca na isti postnatalni dan, od nultog do 4. postnatalnog
dana. Tjelesnu masu mladunaca treba utvrditi na dan mjerenja anogenitalnog razmaka, a njega treba norma-
lizirati u odnosu na veli¢inu mladunca (najbolje kubni korijen tjelesne mase (9.). Broj bradavica/areola u
muzjaka mladunaca trebalo bi utvrditi 12. ili 13. postnatalnog dana, kako se preporucuje u Smjernici
OECD-a 151 (10.).

Klinicka biokemija
42. Uzorci krvi uzimaju se s utvrdenog mjesta na temelju sljedeCeg rasporeda:

— od najmanje dva mladunca po leglu 4. dana nakon okota ako broj mladunaca to omoguduje (vidjeti stavke
33-34),

— od svih Zenki (majki) i najmanje dva mladunaca po leglu pri zavrSetku ispitivanja 13. dana, i
— od svih odraslih muzjaka pri zavrietku ispitivanja.

Svi uzorci krvi spremaju se u odgovaraju¢im uvjetima. Uzorci krvi mladunaca i odraslih muzjaka uzeti 13. dana
procjenjuju se u pogledu razina seruma hormona Stitnjace (T4). Daljnja procjena hormona T4 u uzorcima krvi
Zenki (majki) i mladunaca uzetih 4. dana obavlja se po potrebi. Moguce je i mjerenje drugih hormona ako je to
relevantno. Krv mladunaca mozZe se izvaditi po leglu radi analiza hormona Stitnja¢e. Hormone $titnjace (T4 i
TSH) po mogucnosti bi trebalo mjeriti kao ,ukupni broj”.

43, Sljededi ¢imbenici mogu utjecati na varijabilnost i apsolutne koncentracije za odredivanje hormona:
— vrijeme usmréivanja zbog dnevne varijacije koncentracije hormona,

— metoda usmréivanja radi izbjegavanja pretjeranog stresa za Zivotinje koji moZe utjecati na koncentraciju
hormona,

— pribori za odredivanje hormona koji se mogu razlikovati po njihovim standardnim krivuljama.

44. Uzorke plazme koji su posebno namijenjeni odredivanju hormona treba uzeti u usporedivo doba dana. Brojcane
vrijednosti dobivene analizom koncentracija hormona razlikuju se ovisno o razlicitom, komercijalno
dostupnom priboru.

Patologija
Makroskopska nekropsija

45. U trenutku usmrcivanja ili u slucaju smrti tijekom istrazivanja, odrasle Zivotinje treba makroskopski pregledati
radi otkrivanja bilo kakvih abnormalnosti ili patoloskih promjena. Posebnu pozornost treba obratiti na organe
reproduktivnog sustava. Broj mjesta za implantaciju treba zabiljeziti. Vaginalne briseve treba pregledati ujutro na
dan nekropsije kako bi se utvrdila faza ciklusa estrusa i omogucéila korelacija s histopatologijom jajnika.

46. Sjemenike i sjemene kanalice (epididimis) te prostatu i sjemene mjehuri¢e s koagulacijskim Zlijezdama, kao
cjelinu, svih odraslih muzjaka treba po potrebi obrezivanjem osloboditi od svih prianjaju¢ih tkiva te ih treba
izvagati u mokrom stanju $to prije nakon seciranja kako bi se sprijecilo njihovo susenje. Osim toga, mase
neobaveznih organa mogle bi ukljucivati kompleks anusnog podizaca i bulbokavernoznog misica, Cowperove
Zlijezde i glans penisa kod muzjaka te jajnike u paru (mokra masa) i maternicu (uklju¢ujudi cerviks) kod Zenki;
ako se ukljuCuju, te bi mase trebalo prikupiti $to prije nakon seciranja.

47. Mrtve mladunce i mladunce koje se usmrti 13. dana nakon okota, ili ubrzo nakon toga, trebalo bi pazljivo
pregledati kako bi se utvrdile barem vanjske velike abnormalnosti. Posebnu pozornost treba posvetiti vanjskim
reproduktivnim genitalijama koje se pregledava kako bi se utvrdili moguéi znakovi promijenjenog razvoja. Na
13. bi se dan trebala sacuvati §titnjaca jednog muskog i jednog Zenskog mladunca po leglu.
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48. Treba satuvati jajnike, sjemenike, sekundarne spolne organe (maternica i cerviks, sjemeni kanalidi, prostata,
sjemeni mjehuri¢i zajedno s koagulirajuéim Zlijezdama), $titnjacu i sve organe koji pokazuju makroskopske
lezije svih odraslih Zivotinja. Za rutinski pregled sjemenika i sjemenih kanaliéa ne preporucuje se fiksiranje u
formalinu. Za ta je tkiva prihvatljiva metoda upotreba Bouinova fiksativa ili izmijenjenog Davidsonova fiksativa
(11.). Vezivna ovojnica moZe se njezno i plitko punktirati na oba pola organa iglom koja omogucuje brzu
penetraciju fiksativa.

Histopatologija

49. Treba obaviti podroban histoloski pregled jajnika, sjemenika i sjemenih kanalica (uz poseban naglasak na faze
spermatogeneze i histopatologiju strukture intersticijskih stanica sjemenika) Zivotinja iz skupine koja je primala
najvecu dozu i iz kontrolne skupine. Po potrebi se mogu pregledati i ostali sacuvani organi, uklju¢ujudi Stitnjacu
mladunaca i odraslih Zivotinja. Masa Stitnjace mozZe se odrediti nakon fiksacije. Obrezivanje takoder treba
obaviti vrlo pazljivo te samo nakon fiksacije kako bi se izbjeglo ostecenje tkiva. Ostecena tkiva mogu kompro-
mitirati histopatolosku analizu. Ispitivanja treba prosiriti na Zivotinje iz drugih skupina doziranja ako su u
skupini s najveéom dozom uodene promjene. Smjernice o histopatologiji (11.) pruZaju dodatne podrobne
informacije o sekciji, fiksaciji, seciranju i histopatologiji endokrinih tkiva.

PODACI I IZVJESCIVANJE
Podaci

50. Treba navesti podatke za svaku pojedinacnu Zivotinju. Osim toga, sve podatke treba sazeti u obliku tablice, tako
da se za svaku ispitnu skupinu navede broj Zivotinja na pocetku ispitivanja, broj Zivotinja koje su uginule
tijekom ispitivanja ili su usmréene iz humanih razloga, vrijeme smrti ili humanog usmréenja, broj plodnih
Zivotinja, broj gravidnih Zenki, broj Zivotinja koje pokazuju znakove toksi¢nosti, opis uocenih znakova toksi¢-
nosti, uklju¢ujudi vrijeme prve pojave, trajanje i ozbiljnost toksi¢nih ucinaka, vrste histopatoloskih promjena i
sve relevantne podatke o leglu. Format saZetog izvjes¢a u obliku tablice koji se pokazao vrlo korisnim za
procjenu reproduktivnog/razvojnog ucinka naveden je u Dodatku 3.

51. Zbog ograni¢enih dimenzija istraZivanja, statisticke analize kojima se nastoji ispitati vaznost rezultata imaju
ograniCenu vrijednost za mnoge krajnje tocke, osobito za reproduktivne krajnje tocke. Ako se upotrebljavaju
statisticke analize, odabrana metoda trebala bi biti primjerena za distribuciju varijable koja se ispituje i treba je
odabrati prije pocetka istraZivanja. Statisticka analiza anogenitalnog razmaka i zadrzavanja bradavica trebala bi
se temeljiti na podacima za pojedinane mladunce, uzimajuéi u obzir ucinke na leglo. Ako je primjereno,
jedinicu analize ¢ini leglo. Statisticka analiza tjelesne mase mladunaca trebala bi se temeljiti na podacima za
pojedinacne mladunce, uzimajuéi u obzir velicinu legla. Zbog toga $to su skupine male, kao pomo¢ u tuma-
enju istrazivanja mogu biti korisni podaci iz prijasnjih kontrola (npr. za veli¢inu legla) ako su dostupni.

Ocjena rezultata

52. Nalaze ovog istrazivanja toksi¢nosti treba ocijeniti s obzirom na uocene ucinke, nekropsiju i mikroskopske
nalaze. Evaluacija treba obuhvatiti odnos izmedu doze ispitivane kemikalije i prisutnosti ili izostanka, ucestalosti
i ozbiljnosti abnormalnosti, ukljucujuéi makrolezije, identificirane ciljne organe, neplodnost, klinicke abnormal-
nosti, promjene sposobnosti reprodukcije i legla, promjene tjelesne mase, ucinke na smrtnost i sve ostale
toksi¢ne ucinke.

53. Zbog kratkog razdoblja tretiranja muzjaka, pri procjeni u¢inaka na reprodukciju muzjaka uz podatke o plod-
nosti trebalo bi razmotriti histopatologiju sjemenika i sjemenih kanalica. Kao pomo¢ u tumacenju istrazivanja
moZe biti korisna i upotreba podataka o prijasnjim kontrolama u vezi s reprodukcijom/razvojem (npr. za
veli¢inu legla, anogenitalni razmak, zadrzavanje bradavica, razine seruma T4) ako su dostupni.

54. Radi kontrole kvalitete predlaze se da se prikupljaju podaci o prijasnjim kontrolama te da se izraCunaju
koeficijenti varijacije za brojéane podatke, posebno za parametre povezane s otkrivanjem endokrinih ometaca.
Ti se podaci mogu upotrijebiti za usporedivanje kad se ocjenjuju konkretna istraZivanja.
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55.

IzvjeSée o ispitivanju

Izvjesée o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedece informacije:

Ispitivana kemikalija:

— izvor, broj serije, rok uporabe, ako su dostupni,

— stabilnost ispitivane kemikalije, ako je poznata.

Tvar s jednim sastojkom:

— fizicki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

— kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj, SMILES ili InChl oznaka,

strukturna formula, Cistoca, kemijski identitet necisto¢a prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.

Tvari s viSe sastojaka, UVCB tvari i smjese:

— opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativnog udjela i relevantnih fizikalno-

kemijskih svojstava sastojaka.

Nosa¢ (po potrebi):

— obrazloZenje odabira nosaca ako nije rije¢ o vodi.

Ispitne Zivotinje:

— koristena vrsta/soj,

— broj, dob i spol Zivotinja,

— podrijetlo, uvjeti smjestaja, prehrana itd.,

— pojedinacna tjelesna masa Zivotinja na pocetku ispitivanja,

— obrazloZenje odabira vrste ako se ne radi o Stakorima.

Ispitni uvjeti:

— obrazloZenje odabira visine doze,

— pojedinosti o formulaciji ispitivane kemikalije/pripremanju hrane, postignuta koncentracija, stabilnost i

homogenost pripravka,

— pojedinosti o primjeni ispitivane kemikalije,

— preracunavanje koncentracije ispitivane kemikalije u hrani/vodi za pie (ppm) u stvarnu dozu (mg/kg tjelesne

tezine/dan), prema potrebi,
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— pojedinosti o kvaliteti hrane i vode,

— podroban opis postupka nasumi¢nog odabira mladunaca za izdvajanje ako se ono obavlja.

Rezultati:

— tjelesna masa/promjene tjelesne mase,

— unos hrane i unos vode, ako su dostupni,

— podaci o toksicnom odgovoru po spolu i dozi, ukljuc¢ujuéi plodnost, gestaciju i sve druge znakove toksi¢-
nosti,

— duljina gestacije,

— toksi¢ni ili drugi ucinci na reprodukciju, potomstvo, rast nakon rodenja itd.,

— vrsta, stupanj i trajanje uocenih klinickih promjena (reverzibilne ili ireverzibilne),

— broj odraslih Zenki s normalnim ili abnormalnim ciklusom estrusa i trajanje ciklusa,

— broj Zzivorodenih i gubitaka nakon implantacija,

— podaci o tjelesnoj masi mladunaca,

— anogenitalni razmak svih mladunaca (i tjelesna masa na dan mjerenja anogenitalnog razmaka),

— zadrzavanje bradavica kod muZzjaka mladunaca,

— razine hormona §titnjace, u mladunaca starih 13 dana i odraslih muZzjaka (i u Zenki (majki) i mladunaca
starih 4 dana ako se mjeri),

— broj mladunaca s jako izraZenim abnormalnostima, ukupna procjena vanjskih genitalija, broj patuljastih
zZivotinja,

— vrijeme smrti tijekom istrazivanja ili je li Zivotinja prezivjela do kraja,

— broj implantacija, veli¢ina i masa legla u trenutku evidentiranja,

— tjelesna masa u trenutku usmrcenja i podaci o masi organa za roditeljske Zivotinje,

— nalazi nekropsije,

— iscrpan opis histopatoloskih nalaza,
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— podaci o apsorpciji (ako su dostupni),
— statisticka obrada rezultata, prema potrebi.
Rasprava o rezultatima.
Zakljucci.
Tumacenje rezultata
56. Istrazivanjem Ce se pruziti procjene reproduktivne/razvojne toksi¢nosti povezane s primjenom ponovljenih doza

(vidjeti stavke 5.1 6.). Ono bi moglo dati naznaku u vezi s tim treba li provesti daljnja ispitivanjima te daje
smjernice za osmiljavanje naknadnih istraZivanja. Za pomo¢ pri tumacenju rezultata u pogledu reprodukcije i
razvoja (12.) treba pogledati Smjernicu OECD-a 43. U Smjernici OECD-a br. 106 o histoloskoj procjeni
endokrinih i reproduktivnih ispitivanja na glodavcima (11.) navedene su informacije o pripremi i procjeni
(endokrinih) organa i vaginalnih brisova koje mogu biti korisne za ovu smjernicu za ispitivanje.
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Dodatak 1.

DEFINICIE (VIDJETI I SMJERNICU OECD-A 150 (6.))

Androgeni ucinak je sposobnost kemikalije da djeluje kao prirodni androgeni hormon (npr. testosteron) u organizmu
sisavaca.

Antiandrogeni u¢inak je sposobnost kemikalije da potiskuje djelovanje prirodnog androgenog hormona (npr. testosterona)
u organizmu sisavaca.

Antiestrogeni ucinak je sposobnost kemikalije da potiskuje djelovanje prirodnog estrogenog hormona (npr. estradiol 17£)
u organizmu sisavaca.

Antitiroidna aktivnost je sposobnost kemikalije da potiskuje djelovanje prirodnog hormona Stitnjace (npr. Ty u organ-
izmu sisavaca.

Kemikalija je tvar ili smjesa.

Razvojna toksi¢nost: manifestacija reproduktivne toksi¢nosti koju ¢ine prenatalni, postnatalni, strukturni ili funkcionalni
poremecaji potomstva.

Doziranje je opéi pojam koji obuhvaca dozu, njezinu uestalost i trajanje doziranja.

Doza je koli¢ina ispitivane kemikalije koja se primjenjuje. Doza se izrazava kao masa ispitivane kemikalije po jedinici
tjelesne mase ispitne Zivotinje po danu (npr. mg/kg tjelesne mase po danu) ili kao stalna koncentracija u hrani.

Evidentna toksi¢nost je opéi naziv koji opisuje jasne znakove toksi¢nosti nakon primjene ispitivane kemikalije. Ti bi
znakovi trebali biti dovoljni za utvrdivanje opasnosti i trebaju biti takvi da se za primjenu poviSene doze moze ocekivati
da e rezultirati razvojem ozbiljnih znakova toksi¢nosti i mogu¢om smrtnoscu.

Ometanje plodnosti ¢ine poremecaji muskih ili Zenskih reproduktivnih funkcija ili reproduktivne sposobnosti.

Toksi¢nost kod majke: Stetni ucinci na gravidne Zenke do kojih dolazi specificno (izravni ucinak) ili nespecificno
(neizravni ucinak).

NOAEL je kratica za visinu doze bez vidljivih Stetnih u¢inaka. To je najviSa doza pri kojoj se ne opaZaju nikakvi 3tetni
ucinci povezani s tretiranjem.
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Estrogeni ucinak je sposobnost kemikalije da djeluje kao prirodni estrogeni hormon (npr. estradiol 17f) u organizmu
sisavaca.

Reproduktivna toksi¢nost predstavlja Stetne ucinke na potomstvo ifili osteCenje muske i Zenske reproduktivne funkcije ili
sposobnosti.

Ispitivana kemikalija je svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.
Tiroidna aktivnost je sposobnost kemikalije da djeluje kao prirodni hormon Stitnjace (npr. T3y u organizmu sisavaca.

Validacija je znanstveni postupak s ciljem karakterizacije operativnih zahtjeva i ograni¢enja ispitne metode te pokazivanja
njezine pouzdanosti i relevantnosti za odredenu svrhu.
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Dodatak 2.

DJAGRAM PLANA POKUSA 1Z KOJEG SE VIDI MAKSIMALNO TRAJANJE STUDIE, NA TEMELJU CIJELOG 14-DNEVNOG
RAZDOBLJA PARENJA

MALES/SIRES

OPTIONALEXTENDED EXPOSURE

Day 13 post-partum
Necropsy females and pups
Necropsy males/sires
(optional). Functional
observations in males
(optional) and females
Haematology/clinical
chemistry in males and
females (optional)

MALES MALES MALES
& PREGNANT FEMALES DAMS
FEMALES
FEMALES FEMALES e
NON-PREGNANT FEMALES
Pre-exposure Pre-mating Mating Gestation Lactation
(14 days) (14 days) (maximum 14 days (approx. 22 days (13 days)
1 7 14 21 28 35 42 49 S 64 77
Start of the study Haematology/ Necropsy males/sires Parturition
clinical Functional observations in (PND 0) to
Pre-exposure chemistry in males (optional) PND 4:
evaluation of males and Haematology/clinical AGD in all pups
oestrous cyclicity females chemistry in males, when (PND O-PND 4;
followed by daily (optional) killed (after dosing period of same day)
monitoring of vaginal at least 4 weeks Termination of
smears from the 2 pups per
beginning of Dosing Without dosing litter for T4
treatment until (PND 4)

evidence of mating

Nipple retention in male
pups
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Dodatak 3.

SAZETO IZVJESCE U OBLIKU TABLICE O UCINCIMA NA REPRODUKCIJU/RAZVOJ

OPAZANJA VRIJEDNOSTI

0

Doziranje (jedinice) (kontrola)

Formirani parovi (N)

Ciklus estrusa (barem srednja vrijednost
duljine i ucestalost nepravilnih ciklusa)

Zenke koje pokazuju znakove kopulacije
™)

Zenke koje su postale gravidne (N)

Dani zaceca 1-5 (N)

Dani zaceta 6—... (1) (N)

Graviditet < 21 dan (N)

Graviditet = 22 dana (N)

Graviditet > 23 dana (N)

Zenke (majke) sa Zivim mladuncima (N)

Zenke (majke) sa zivim mladuncima 4.
dana nakon okota (N)

Implantati po Zenki (majci) (srednja vrijed-
nost)

Zivi mladunci po zenki (majci) pri okotu
(srednja vrijednost)

Zivi mladunci po Zenki (majci) 4. dana (sre-
dnja vrijednost)

Omjer spolova (m[Z) pri okotu (srednja
vrijednost)

Omjer spolova (m/z) 4. dana (srednja
vrijednost)

Masa legla pri okotu (srednja vrijednost)

Masa legla 4. dana (srednja vrijednost)

Masa mladunaca pri okotu (srednja vrijed-
nost)

Masa mladunaca u trenutku mjerenja
anogenitalnog razmaka (srednja vrijednost
za muzjake i srednja vrijednost za Zenke)
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OPAZANJA

VRIJEDNOSTI

0

Doziranje (jedinice) (kontrola)

Anogenitalni razmak na isti postnatalni
dan, dan okota — 4. dan (srednja vrijednost
za muZjake i Zenke, naznaka postnatalnog
dana)

Masa mladunaca 4. dana (srednja vrijed-
nost)

Zadrzavanje bradavica kod muzjaka mladu-
naca 13. dana (srednja vrijednost)

Masa mladunaca 13. dana (srednja vrijed-
nost)

ABNORMALNI MLADUNCI

Zenke (majke) s 0

Zenke (majke) s 1

Zenke (majke) s > 2

GUBITAK POTOMAKA

Prenatalno/nakon implantacije (implantacije umanjene za broj Zivorodenih)

Zenke s 0

Zenke s 1

Zenke s 2

Zenke s = 3

Postnatalno (broj Zivorodenih umanjen za

broj Zivih mladunaca 13. dana nakon okota)

Zenke s 0

Zenke s 1

Zenke s 2

Zenke s > 3

() posljednji dan razdoblja parenja
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B.64. KOMBINIRANO ISTRAiIVAN]E TOKSICNOSTI S PONOVLJENIM DOZAMA S TESTOM PROBIRA ZA
REPRODUKTIVNU/RAZVO)NU TOKSICNOST

UvOoD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 422 (TG) (2016.). Smjernice OECD-a za ispitivanje
kemikalija periodi¢no se preispituju uzimajuéi u obzir znanstveni napredak. Izvorna smjernica za test probira 422
donesena je 1996. na temelju protokola za kombinirani test s ponovljenim dozama i testa probira za reproduk-
tivnu/razvojnu toksicnost o kojem se raspravljalo na dva sastanka stru¢njaka u Londonu 1990. (1.) i Tokiju 1992.

(2.

2. U ovoj se ispitnoj metodi kombinira dio koji se odnosi na probir za reproduktivnu/razvojnu toksi¢nost, koji se
temelji na iskustvu koje su zemlje ¢lanice stekle upotrebom izvorne metode o postojetim kemikalijama koje se
proizvode u velikim koli¢inama i na temelju istrazivackih ispitivanja s tvarima za pozitivnu kontrolu (3. i 4.), te dio
koji se odnosi na toksi¢nost s ponovljenim dozama, u skladu sa Smjernicom OECD-a za ispitivanje 407 (28-dnevno
ispitivanje oralne toksi¢nosti na glodavcima uz primjenu ponovljenih doza; odgovara poglavlju B.7. ovog Priloga).

3. Ova je ispitna metoda azurirana relevantnim krajnjim tockama endokrinih ometaca, kao nastavno djelovanje na
aktivnost visokog prioriteta koju je OECD pokrenuo 1998. kako bi revidirao postoje¢e smjernice za ispitivanje i
razvio nove smjernice za probir i ispitivanje potencijalnih endokrinih ometaca (5.). U tom kontekstu Smjernica za
ispitivanje 407 (koja odgovara poglavlju B.7. ovog Priloga) poboljSana je 2008. parametrima koji su primjereni za
otkrivanje endokrine aktivnosti ispitivanih kemikalija. AZuriranjem Smjernice za ispitivanje 422 nastojalo se ukljuciti
odredene relevantne krajnje tocke endokrinih ometaca u ispitne smjernice za probir kod kojih razdoblja izlaganja
obuhvadaju neka od osjetljivih razdoblja tijekom razvoja (prenatalna razdoblja ili rana postnatalna razdoblja).

4. Odabrane dodatne relevantne krajnje tocke endokrinih ometaca, koje su i dio Smjernice za ispitivanje 443 (produ-
ljena studija reproduktivne toksi¢nosti na jednoj generaciji, koja odgovara poglavlju B.56. ovog Priloga), ukljuceni su
u Smjernicu za ispitivanje 422 na temelju studije izvedivosti koja se bavi znanstvenim i tehni¢kim pitanjima
povezanima s njihovim ukljucivanjem te mogudim prilagodbama plana ispitivanja koje su potrebne za njihovo
ukljucivanje (6.).

5. Ova je ispitna metoda osmisljena za dobivanje ograni¢enih informacija o u¢incima ispitivane kemikalije na reproduk-
tivnost muzjaka i Zenki, kao $to su funkcija gonada, ponasanje kod parenja, zacece, razvoj zametka i parturicija. Ona
nije alternativa i ne zamjenjuje postojece ispitne metode B.31., B.34., B.35. ili B.56.

POCETNA RAZMATRANJA

6. Pri procjeni i ocjenjivanju toksi¢nih svojstava ispitivane kemikalije odredivanje oralne toksicnosti uz primjenu
ponavljanih doza moze se provesti nakon dobivanja pocetnih informacija o toksi¢nosti iz ispitivanja akutne toksic-
nosti. To istraZivanje pruza informacije o moguénim opasnostima po zdravlje do kojih bi moglo do¢i zbog ponov-
lienog izlaganja tijekom relativno ograni¢enog vremenskog razdoblja. Ta metoda obuhvaca osnovno istraZivanje
toksi¢nosti s ponovljenim dozama koje se moZe upotrijebiti za kemikalije za koje nije opravdano 90-dnevno
istrazivanje (npr. ako proizvedena koli¢ina ne prelazi odredene granice) ili kao preliminarno istraZivanje za dugo-
trajno istrazivanje. Pri provodenju istraZivanja treba slijediti osnovna nacela i razmatranja navedena u OECD-ovoj
Smjernici br. 19 o priznavanju, procjeni i koriStenju klinickih znakova kao humanih krajnjih tocaka za pokusne
zivotinje koje se upotrebljavaju u ocjenama sigurnosti (7.).

7. Nadalje, obuhvaca test probira za reproduktivnu/razvojnu toksicnost i stoga se moZe upotrebljavati i za dobivanje
pocetnih informacija o moguéim u¢incima na reproduktivnost muzjaka i Zenki kao to su funkcija gonada, ponasanje
kod parenja, zaCece, razvoj zametka i parturicija, u ranoj fazi procjene toksikoloskih svojstava ispitivanih kemikalija
ili za zabrinjavajuce ispitivane kemikalije. Ovom se ispitnom metodom ne dobivaju potpune informacije o svim
aspektima reprodukcije i razvoja. To¢nije, metoda pruza samo ogranicena sredstva za otkrivanje postnatalnih manife-
stacija prenatalnog izlaganja ili ucinaka koji se mogu inducirati tijekom postnatalnog izlaganja. Zbog (medu ostalim)
selektivnosti krajnjih tocaka i kratkog trajanja istrazivanja ovom metodom nece se dobiti dokazi za kona¢ne tvrdnje o
nepostojanju reproduktivnih/razvojnih u¢inaka. Osim toga, ako ne postoje podaci iz drugih ispitivanja reproduk-
tivne[razvojne toksi¢nosti, pozitivni rezultati korisni su za pocetnu procjenu opasnosti i pridonose odlukama u
pogledu potrebe za dodatnim ispitivanjem i njegova vremenskog okvira.
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8. Rezultate dobivene parametrima povezanima s endokrinim sustavom treba promatrati u kontekstu ,OECD-ova
konceptualnog okvira za ispitivanje i procjenu endokrino disruptivnih kemikalija” (8.). U tom konceptualnom
okviru poboljSana Smjernica OECD-a za ispitivanje 422 nalazi se na razini 4. kao in vivo test i pruza podatke o
Stetnim ucincima na relevantne endokrine krajnje tocke. Medutim, endokrini signal ne mora se sam po sebi smatrati
dovoljnim dokazom da je ispitivana kemikalija endokrini ometac.

9. Ova ispitna metoda naglasak stavlja i na neuroloske ucinke kao specifi¢cnu krajnju tocku, a naglasava i potrebu za
pozornim klinickim opaZanjem Zivotinja kako bi se dobilo $to viSe informacija. Cilj je ove metode identificirati
kemikalije koje imaju neurotoksicki potencijal, $to moze zahtijevati daljnja podrobna istrazivanja tog aspekta. Osim
toga, metoda moze pokazati i osnovne imunoloske ucinke.

10. Ako ne postoje podaci iz drugih istraZivanja sustavne toksi¢nosti, reproduktivne/razvojne toksi¢nosti, neurotoksic-
nosti ifili imunotoksi¢nosti, pozitivni rezultati korisni su za pocetnu procjenu opasnosti i pridonose odlukama u
pogledu potrebe za dodatnim ispitivanjem i njegova vremenskog okvira. Ispitivanje moze biti osobito korisno kao
dio OECD-ova podatkovnog skupa za informacije o probiru (SIDS) za procjenu postoje¢ih kemikalija za koje je
dostupno malo ili nimalo toksikoloskih informacija i moze sluziti kao alternativa provodenju dvaju zasebnih
ispitivanja toksi¢nosti s ponovljenim dozama (Smjernica OECD-a za ispitivanje 407, koja odgovara poglavlju B.7.
ovog Priloga) odnosno reproduktivne/razvojne toksi¢nosti (Smjernica OECD-a za ispitivanje 421, koja odgovara
poglavlju B.63. ovog Priloga). MozZe se upotrebljavati i kao istraZivanje o utvrdivanju raspona doze za opseZnija
reproduktivnajrazvojna istraZivanja ili ako se smatra relevantnim iz drugih razloga.

11. Opéenito se pretpostavlja da postoje razlike u osjetljivosti izmedu gravidnih Zivotinja i onih koje nisu gravidne. Stoga
u ovom kombiniranom testu moze biti teZe odrediti visine doza koje su primjerene i za procjenu opce sustavne
toksi¢nosti i specificne reproduktivne[razvojne toksi¢nosti nego kod zasebnog provodenja pojedina¢nih ispitivanja.
Nadalje, tumacenje rezultata ispitivanja u pogledu opée sustavne toksi¢nosti moze biti teze nego kod provodenja
zasebnog istraZivanja s ponovljenim dozama, osobito ako se serumski i histopatoloski parametri ne procjenjuju u isto
vrijeme tijekom istraZivanja. Zbog te tehnicke sloZenosti za provodenje ovog kombiniranog testa probira potrebno je
znatno iskustvo u podrudju ispitivanja toksicnosti. S druge strane, osim manjeg broja Zivotinja koje sudjeluju,
kombinirani test moze pruziti bolji nacin za razlikovanje izravnih ucinaka na reprodukciju/razvoj od ucinaka koji
su sekundarni u odnosu na druge (sustavne) ucinke.

12. U ovom je ispitivanju razdoblje doziranja dulje nego kod uobicajenog 28-dnevnog istrazivanja s ponovljenim
dozama. Medutim, upotrebljava se manje Zivotinja svakog spola po skupini u usporedbi sa situacijom u kojoj se
uz test probira za reproduktivnu/razvojnu toksi¢nost provodi uobiCajeno 28-dnevno istraZivanje s ponovljenim
dozama.

13. U ovoj ispitnoj metodi pretpostavlja se oralna primjena ispitivane kemikalije. Ako se upotrebljavaju drugi nacini
izlaganja, mogu biti potrebne prilagodbe.

14. Prije nego $to se ova ispitna metoda primijeni na smjesi radi dobivanja podataka za predvidenu regulatornu svrhu,
potrebno je razmotriti mogu li se te, ako se mogu, zasto se njome mogu dobiti primjereni rezultati za tu svrhu. Ta
razmatranja nisu potrebna ako postoji regulatorni zahtjev za ispitivanje smjese.

15. Upotrijebljene definicije navedene su u Dodatku 1.

NACELO ISPITIVANJA

16. Ispitivana kemikalija primjenjuje se u gradiranim dozama na nekoliko skupina muZjaka i Zenki. Na muZjake treba
primjenjivati dozu najmanje Cetiri tjedna, do dana i uklju¢ujuéi dan prije planiranog usmréivanja (to ukljucuje
najmanje dva tjedna prije parenja, tijekom razdoblja parenja i priblizno dva tjedna poslije parenja). S obzirom na
ograniCeno razdoblje doziranja prije parenja u muzjaka, plodnost mozda nece biti osobito osjetljiv pokazatelj
testikularne toksi¢nosti. Stoga je od klju¢ne vaznosti podroban histoloski pregled sjemenika. Kombinacija razdoblja
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doziranja prije parenja od dva tjedna i naknadno promatranje parenja/plodnosti s ukupnim razdobljem doziranja od
najmanje Cetiri tjedna, nakon Cega slijedi podrobna histopatologija muskih gonada smatraju se dovoljnima da bi se
omogudilo otkrivanje vecine u¢inaka na plodnost muzjaka i spermatogenezu.

17. Zenkama dozu treba davati tijekom cijelog istrazivanja. To ukljucuje dva tjedna prije parenja (pri cemu je cil;
obuhvatiti najmanje dva cijela ciklusa estrusa), promjenjivo vrijeme do zacela, trajanje graviditeta i najmanje 13
dana nakon okota, do dana i uklju¢ujuéi dan prije planiranog usmréivanja.

18. Trajanje istraZivanja, nakon aklimatizacije i procjene ciklusa estrusa prije doziranja, ovisi o ponaSanju Zenki i iznosi
pribliZzno 63 dana [najmanje 14 dana prije parenja, (do) 14 dana parenja, 22 dana gestacije, 13 dana laktacije].

19. Tijekom razdoblja primjene Zivotinje se svakodnevno pazljivo promatraju radi uocavanja znakova toksi¢nosti. Zivo-
tinje koje ugibaju ili su usmréene tijekom ispitivanja podvrgavaju se obdukciji, a na kraju ispitivanja prezivjele se
Zivotinje usmréuju i podvrgavaju obdukciji.

OPIS METODE
Odabir Zivotinjske vrste

20. Ova ispitna metoda osmisljena je za upotrebu na Stakorima. Ako se parametri navedeni u ovoj Smjernici za
ispitivanje 422 istrazuju na drugoj vrsti glodavaca, treba pruziti detaljno obrazloZenje. U medunarodnom validacij-
skom programu za odredivanje endokrinih ometaca o Smjernici za ispitivanje 407 primjenjivali su se samo $takori.
Sojeve slabe plodnosti ili poznate po velikoj ucestalosti razvojnih defekata ne bi trebalo koristiti. Treba koristiti
zdrave Zivotinje koje se prethodno nisu parile i nisu sudjelovale u pokusima. Ispitne Zivotinje treba opisati u pogledu
vrste, soja, spola, mase i dobi. Na pocetku istrazivanja razlike u tjelesnoj masi koristenih Zivotinja trebale bi biti
minimalne i ne bi trebale prelaziti £20 % srednje vrijednosti tjelesne mase svakog spola. Ako se istrazivanje provodi
kao preliminarno istraZivanje u odnosu na dugotrajno istrazivanje ili istraZivanje cijele generacije, prednost se daje
primjeni Zivotinja istog soja i podrijetla u oba istraZivanja.

Smjestaj i hranjenje

21. Svi postupci trebaju biti uskladeni s lokalnim standardima brige o Zivotinjama u laboratoriju. Temperatura u
prostoriji u kojoj se drze pokusne Zivotinje treba biti 22 °C ( 3 °C). Relativna vlaga trebala bi iznositi najmanje
30 %, a pozeljno je da ne prelazi 70 %, osim tijekom ¢i§¢enja prostorije. Rasvijeta treba biti umjetna uz izmjenu 12
sati svjetla i 12 sati mraka. Za hranjenje se moZe upotrebljavati konvencionalna laboratorijska hrana uz neogranicenu
koli¢inu vode za pice. Na izbor prehrane moZe utjecati potreba da se osigura odgovarajuca mjeavina ispitivane
kemikalije kad se ona daje na taj nacin.

22. Zivotinje trebaju biti smjeStene u malim skupinama istoga spola; ako je to znanstveno opravdano, Zivotinje se mogu
drzati u zasebnim nastambama. U slucaju skupnog smjestaja, u jednom kavezu ne smije biti smjesteno vise od pet
Zivotinja. Postupci parenja trebali bi se odvijati u kavezima koji odgovaraju toj svrsi. Gravidne Zenke treba smjestiti u
posebne kaveze i treba im osigurati materijale za izradu gnijezda. Zenke se tijekom laktacije smjestaju pojedinacno s
njihovom mladuncadi.

23. Treba redovito analizirati ima li u hrani kontaminanata. Uzorak hrane treba sacuvati do kraja izrade izvjesc¢a.

Priprema Zivotinja

24. Zdrave, mlade odrasle Zivotinje nasumce se odabiru i rasporeduju u skupine za tretiranje i kaveze. Kaveze bi trebalo
rasporediti tako da se ucinci do kojih bi moglo do¢i zbog polozaja kaveza svedu na minimum. Zivotinje se oznacuju
na jedinstven nacin i drze u kavezima najmanje pet dana prije pocetka istrazivanja kako bi se prilagodile laboratorij-
skim uvjetima.

Priprema doza

25. Preporucuje se da se ispitivana kemikalija daje oralno osim ako se neki drugi nadini primjene smatraju prikladnijima.
Ako se odabere oralna primjena, ispitivana kemikalija obi¢no se daje oralnom intubacijom; medutim, u odredenim
slucajevima, ispitivane kemikalije mogu se primijeniti i s hranom ili vodom za pice.



26.9.2019. Sluzbeni list Europske unije L 247133

26. Prema potrebi, ispitivana se kemikalija otapa ili suspendira u odgovaraju¢em nosacu. Kad je god mogude, preporuca
se najprije razmotriti mogucnost primjene vodene otopine/suspenzije, zatim moguénost primjene otopine/suspenzije
u ulju (npr. kukuruzno ulje) i tek na kaju mogucnost otapanja u ostalim nosa¢ima. Za nosace bez vodene otopine
moraju biti poznata toksi¢na svojstva nosaca. Treba utvrditi stabilnost i homogenost ispitivane kemikalije u nosacu.

POSTUPAK
Broj i spol Zivotinja

27. Preporucuje se da se u svakoj skupini zapo¢ne s najmanje deset muzjaka i 12-13 Zenki. Zenke e se prije izlaganja
procijeniti u pogledu ciklusa estrusa pa se Zivotinje koje ne pokazu uobicajeni ciklus od Cetiri do pet dana nele
ukljuciti u istraZivanje; stoga se preporucuje viSe Zenki kako bi se dobilo deset Zenki po skupini. Osim u slucaju
znatnih toksi¢nih ucinaka, o¢ekuje se da Ce se tako dobiti najmanje osam gravidnih Zenki po skupini, a to je obi¢no
najmanji prihvatljivi broj gravidnih Zenki po skupini. Cilj je dobiti dovoljno gravidnih Zivotinja i potomaka kako bi se
osigurala valjana procjena potencijala ispitivane kemikalije da utje¢e na plodnost, gravidnost, ponasanje Zenki (majki)
i potomaka koji siSu te rast i razvoj potomstva F; od zace¢a do 13. dana nakon okota. Ako se planira usmréivanje
zivotinja u meduvremenu, navedeni broj treba povecati za broj Zivotinja predvidenih za usmréivanje prije zavrietka
istrazivanja. Treba razmotriti moguénost ukljucivanja dodatne satelitske skupine od pet Zivotinja svakoga spola u
kontrolnu skupinu i skupinu koja ¢e primiti najvisu dozu radi opazanja reverzibilnosti, postojanosti ili zaka$njelog
nastupa sustavnih toksi¢nih ucinaka najmanje 14 dana nakon tretiranja. Zivotinje iz satelitskih skupina nece se pariti
i stoga se ne upotrebljavaju za procjenu reproduktivne/razvojne toksicnosti.

Doziranje

28. Opcenito, treba upotrijebiti najmanje tri ispitne skupine i jednu kontrolnu skupinu. Ako nisu dostupni prikladni
podaci o opcoj toksi¢nosti, moze se provesti istraZivanje o utvrdivanju raspona (Zivotinje istog soja i podrijetla) kako
bi se pomoglo pri odredivanju visina doze koje ¢e se primjenjivati. Osim tretiranja ispitivanom kemikalijom, sa
Zivotinjama u kontrolnoj skupini treba postupati na isti na¢in kao sa Zivotinjama iz ispitne skupine. Ako se pri
primjeni ispitivane kemikalije koristi nosa¢, volumen nosaca koji primi kontrolna skupina treba biti jednak najvecem
upotrijebljenom volumenu.

29. Visine doza treba odabrati uzimajuéi u obzir sve postojece podatke o toksicnosti i (toksiko)kinetici koji su dostupni.
Treba uzeti u obzir i da je moguca razlika u osjetljivosti izmedu gravidnih Zenki i Zenki koje nisu gravidne. Najvisu
dozu treba odabrati s ciljem induciranja toksi¢nih u¢inaka, ali ne i smrti ili ocite patnje. Nakon toga, treba odabrati
slijed postupnog smanjivanja visine doze kako bi se dokazali svi odgovori povezani s doziranjem te da kod najnize
doze nema $tetnih ucinaka. Cesto je optimalno doze primijeniti u dvostrukim do &etverostrukim intervalima te je
¢esto bolje dodati i Cetvrtu ispitnu skupinu nego izmedu primjene doza koristiti veoma velike vremenske intervale
(npr. iznad faktora 10).

30. Ako se opaze znakovi opée toksiCnosti (npr. smanjena tjelesna masa, ucinci na jetri, srcu, plu¢ima ili bubrezima itd.)
ili druge promjene koje ne moraju biti toksi¢ni odgovori (npr. smanjeno uzimanje hrane, povecanje jetre), uocene
ucinke na endokrinim krajnjim toc¢kama treba tumaciti s oprezom.

GraniCni test

31. Ako istrazivanje provedeno oralnom primjenom jedne doze od najmanje 1 000 mg/kg tjelesne mase na dan ili, kod
davanja doze s hranom, primjenom doze koja se u ekvivalentnom postotku daje s hranom ili vodom za pice (na
temelju odredivanja tjelesne mase), u skladu s postupcima opisanima za ovo istraZivanje, ne proizvede uocljive
toksi¢ne ucinke i ako na temelju podataka iz strukturno srodnih tvari ne treba ocekivati toksi¢nost, moze se smatrati
da provodenje potpunog istraZivanja s nekoliko visina doza nije neophodno. Granicni test je relevantan samo ako
izloZenost ljudi ne ukazuje na potrebu za primjenom vece doze. Za druge vrste primjene doza, kao $to su inhalacija
ili dermalna primjena, maksimalno izlaganje koje se moze postiéi Cesto je odredeno fizikalno-kemijskim svojstvima
ispitivanih kemikalija.

Primjena doza

32. Zivotinjama se svakodnevno daje ispitivana kemikalija sedam dana tjedno. U slu¢aju primjene oralnom intubacijom
ispitivanu kemikaliju treba dati Zivotinjama u jednoj dozi s pomocu Zelucane sonde ili prikladne intubacijske kanile.
Maksimalni volumen tekudine koji se moze jednokratno dati ovisi o veli¢ini ispitne Zivotinje. Taj volumen ne smije
biti veéi od 1 ml/100 g tjelesne mase, osim kad se radi o vodenim otopinama koje dopustaju primjenu volumena od
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2 ml/100 g tjelesne mase. Osim u slucaju nadrazujudih ili nagrizajudih ispitivanih kemikalija kod kojih se $tetni uéinci
obi¢no javljaju pri visim koncentracijama, varijabilnost ispitnog volumena treba prilagodavanjem koncentracije svesti
na najmanju mogucu mjeru kako bi se zajamcio stalni volumen pri svim visinama doza.

33. Kod ispitivanih kemikalija koje se primjenjuju s hranom ili vodom za pice vazno je osigurati da koli¢ine ispitivane
kemikalije ne utjeCu na uravnoteZeni unos hrane ili vode. Kad se ispitivana kemikalija daje s hranom, moze se
koristiti ili stalna koncentracija u odnosu na koli¢inu hrane (ppm) ili stalna visina doze u odnosu na tjelesnu masu
Zivotinje; treba navesti iskoriStenu opciju. Za ispitivanu kemikaliju koja se primjenjuje oralnom intubacijom, dozu
treba davati u podjednako vrijeme ili vremena svakog dana i prilagoditi je najmanje jednom tjedno kako bi se odrzala
stalna visina doze s obzirom na tjelesnu masu Zivotinje. Kad se prije dugotrajnog ili potpunog istraZivanja reproduk-
tivne toksicnosti provodi kombinirano preliminarno istraZivanje, u oba istraZivanja prehrana Zivotinja treba biti
sli¢na.

Plan pokusa

34. Doziranje Zivotinja oba spola trebalo bi zapoceti dva tjedna prije parenja, nakon aklimatizacije od najmanje pet dana
te nakon §to se Zenke proberu u pogledu normalnog ciklusa estrusa (u razdoblju od dva tjedna prije tretiranja).
Istrazivanje treba planirati tako da procjena ciklusa estrusa po¢ne ubrzo nakon $to Zivotinje postignu punu spolnu
zrelost. To se moze malo razlikovati za razli¢ite sojeve Stakora u razlicitim laboratorijima, npr. deset tjedana kod
Stakora soja Sprague Dawley i 12 tjedana kod soja Wistar. Zenke (majke) s potomstvom trebalo bi usmrtiti 13. dana
nakon okota ili ubrzo nakon toga. Kako bi se omogudio post Zenki (majki) preko noéi prije uzimanja krvi (ako se
prednost daje toj opciji), Zenke i njihovi potomci ne moraju se nuzno usmurtiti istog dana. Dan okota (tj. kada se
dovrsi parturicija) definira se kao nulti dan nakon okota. Zenke koje ne pokazuju znakove kopulacije usmréuju se
24-26 dana nakon posljednjeg dana razdoblja parenja. Doziranje se nastavlja kod oba spola tijekom razdoblja
parenja. MuzZjake bi i dalje trebalo dozirati nakon razdoblja parenja barem dok ne istekne ukupno razdoblje doziranja
od 28 dana. Zatim se usmrcuju ili se zadrZavaju i nastavljaju dozirati radi moguceg provodenja drugog parenja ako
se to smatra primjerenim.

35. Svakodnevno doziranje roditeljskih Zenki trebalo bi se nastaviti tijekom cijele gravidnosti i najmanje do 13. dana
nakon okota, ukljucujudi i taj dan, ili dan prije usmréivanja. Kod istrazivanja u kojima se ispitivana kemikalija
primjenjuje inhalacijom ifili dermalnim putem doziranje bi se trebalo nastaviti barem do 19. dana gestacije, uklju-
¢ujudi i taj dan, i s doziranjem bi se trebalo ponovno poceti $to prije, a najkasnije na 4. postnatalni dan (PND).

36. Zivotinje u satelitskoj skupini za koje se planira naknadno opazanje, ako su ukljucene, ne pare se. One se trebaju
drzati jo§ najmanje 14 dana nakon prvog planiranog usmréivanja Zenki (majki), bez tretiranja, kako bi se otkrili
zaka$njeli toksi¢ni ucinci, postojanost toksi¢nih ucinaka ili oporavak od toksi¢nih ucinaka.

37. Dijagram plana pokusa prikazan je u Dodatku 2.

Ciklusi estrusa

38. Cikluse estrusa trebalo bi pratiti prije pocetka tretiranja kako bi se za istraZivanje odabrale Zenke s uobicajenim
ciklusom (vidjeti stavak 27.). Svakodnevno bi se trebali pratiti i vaginalni brisovi od pocetka razdoblja tretiranja do
pojave znakova parenja. Ako postoji zabrinutost u pogledu ucinaka akutnog stresa koji bi mogli izmijeniti cikluse
estrusa kad se po¢nu primjenjivati doze, laboratoriji mogu izlagati ispitne Zivotinje dva tjedna, zatim svaki dan
prikupiti vaginalne brisove kako bi pratili ciklus estrusa najmanje dva tjedna tijekom razdoblja prije parenja, uz stalno
praenje tijekom razdoblja parenja do pojave znakova parenja. Ako se uzimaju vaginalne/cervikalne stanice, treba
paziti da se ne poremeti mukoza, $to bi moglo inducirati laznu trudnocu (8. 1 9.).

Postupak parenja

39. U ovom bi se istraZivanju obi¢no trebala upotrebljavati parenja 1:1 (jedan muZjak na jednu Zenku). Iznimke se mogu
javiti ako dode do smrti muzjaka. Zenku bi trebalo smjestiti s istim muzjakom dok se ne uoce znakovi kopulacije ili
dok ne isteknu dva tjedna. Svako jutro Zenke treba pregledati u pogledu prisutnosti sperme ili vaginalnog cepa.
Nultim danom graviditeta smatra se dan kad je potvrdeno parenje (pronaden je vaginalni Cep ili sperma). Ako je
parenje bilo neuspje$no, mozZe se razmotriti moguénost ponovnog parenja Zenki s dokazanim muZzjacima iste
skupine.
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Veli¢ina legla

40. Cetiri dana nakon okota veli¢ina svakog legla moze se prilagoditi nasumi¢nim selekcijskim uklanjanjem suvisnih
mladunaca tako da se po jednom leglu po mogucénosti ostavi Cetiri ili pet mladunaca svakog spola ovisno o
uobicajenoj velicini legla soja Stakora koji se upotrebljavaju. Uzorke krvi treba prikupiti od dva suvisna mladunca,
objediniti ih i upotrijebiti za odredivanje razina seruma T4. Nije prihvatljivo selektivno uklanjanje mladunaca, npr.
prema tjelesnoj masi ili anogenitalnom razmaku. Kad je god broj muskih ili Zenskih mladunaca takav da nije mogude
imati Cetiri ili pet mladunaca svakog spola po leglu, prihvatljivo je djelomi¢no prilagodavanje (npr. Sest muzjaka i
Cetiri Zenke). Mladunci se ne uklanjaju ako bi se veli¢ina legla time smanjila ispod cilja izdvajanja mladunaca (osam ili
deset mladunaca po leglu). Ako je dostupan samo jedan mladunac povrh cilja izdvajanja mladunaca, uklanja se samo
jedan mladunac i od njega se uzima krv za mogucu procjenu seruma T4.

41. Ako se veli¢ina legla ne prilagodava, 4. dana nakon okota usmréuju se dva mladunca po leglu i uzimaju se uzorci
krvi radi mjerenja koncentracija seruma hormona $titnjace. Ako je mogude, ta dva mladunca po leglu trebale bi biti
zenke kako bi se muZjaci sacuvali za procjenu zadrzavanja bradavica, osim ako uklanjanjem tih mladunaca vise ne bi
ostalo Zenki za procjenu pri zavr$etku ispitivanja. Mladunci se nece uklanjati ako bi se time veli¢ina legla smanjila na
manje od osam ili deset mladunaca po leglu (ovisno o uobicajenoj veli¢ini legla kod soja $takora koji se upotrebljava).
Ako je dostupan samo jedan mladunac povrh uobicajene velicine legla, uklanja se samo jedan mladunac i od njega se
uzima krv za moguéu procjenu seruma T4.

Opazanja

42. Opéa klinicka opazanja treba provoditi najmanje jednom dnevno, po moguénosti svaki dan u isto vrijeme ili
vremena, vodedi racuna o razdoblju najveceg intenziteta olekivanih ucinaka nakon doziranja. Zdravstveno stanje
zivotinja treba zabiljeziti. Barem dvaput dnevno sve Zivotinje treba pregledati radi otkrivanja mogucih simptoma
morbiditeta i smrtnosti.

43. Jednom prije prvog izlaganja i barem jednom tjedno nakon toga treba obaviti detaljno klinicko opaZanje stanja svih
roditeljskih Zivotinja (to ¢e omoguditi utvrdivanje promjena u stanju istih subjekata). Ta opaZanja treba obavljati
izvan kaveza u kojima se Zivotinje drze, u standardnom ogradenom prostoru i, po mogucnosti, svaki dan u isto
vrijeme. Rezultate opaZanja treba pazljivo biljeziti, pri ¢emu je najbolje koristiti se sustavom ocjenjivanja koji je jasno
definirao laboratorij koji obavlja ispitivanje. Treba poduzeti sve §to je potrebno kako bi se osiguralo da odstupanja u
uvjetima ispitivanja budu minimalna te da opazanja po moguénosti provode promatraci koji nisu upoznati s
tretiranjem. Znakovi koji se biljeze trebaju, medu ostalim, uklju¢ivati promjene na kozi, dlaci, o¢ima, sluznicama,
pojavu iscjedaka, izlu¢ine i autonomne aktivnosti (npr. lakrimacija (lucenje suza), piloerekcija, veli¢ina zjenica,
nepravilnosti u disanju). Treba zabiljeZiti i promjene u hodu, drzanju i reakcijama na postupanje sa Zivotinjama,
kao i pojavu klonickih ili tonickih pokreta, stereotipije (npr. pretjerano njegovanje krzna, ponavljano kretanje u krug),
otezane ili produljene parturicije ili neobi¢nog ponasanja (npr. samoozljedivanje, hodanje unatrag) (10.).

44. U odredenom trenutku tijekom istrazivanja treba procijeniti osjetilnu reaktivnost na podrazaje raznih vrsta (npr.
auditivne, vizualne i proprioceptivne podrazaje) (8., 9. i 11.), jakost stiska (12.) i motornu aktivnost (13.) u pet
muzjaka i pet Zenki nasumi¢no odabranih iz svake skupine. Daljnje pojedinosti o postupcima koji se mogu primje-
njivati navedene su u odgovarajucoj referentnoj literaturi. Medutim, mogu se primjenjivati i drugi postupci koji nisu u
njoj navedeni. Kod muzjaka bi se ta funkcionalna opazanja trebala provoditi pred kraj razdoblja doziranja, nepo-
sredno prije planiranog usmréivanja, ali prije uzimanja uzoraka krvi za hematologiju ili klinicku kemiju (vidjeti stavke
53.-56., ukljucujuci biljesku 1.). Zenke bi tijekom tih funkcionalnih ispitivanja trebale biti u fizioloski slicnom stanju
i po mogucnosti bi ih trebalo ispitati jednom tijekom posljednjeg tjedna laktacije (npr. od 6. do 13. dana laktacije),
neposredno prije planiranog usmréivanja. Vrijeme razdvajanja Zenki (majki) i mladunaca trebalo bi se smanjiti u mjeri
u kojoj je to moguce.

45. Funkcionalna opaZanja koja se obavljaju jednom pred kraj istraZivanja mogu se izostaviti ako se istraZivanje provodi
kao preliminarno istraZivanje za naknadno (90-dnevno) istraZivanje subkroni¢nosti ili dugotrajno istraZivanje. U tom
slu¢aju funkcionalna opazanja treba ukljuciti u to sljedece istrazivanje. S druge strane, dostupnost podataka o
funkcionalnim opazanjima iz tog istraZivanja uz primjenu ponovljenih doza moze biti od pomoéi u odabiru
visina doza u naknadnom istraZivanju subkroni¢nosti ili dugotrajnom istraZivanju.

46. U iznimnim slucajevima funkcionalna opaZanja mogu izostati i kod skupina koje inace pokazuju simptome toksic-
nosti do mjere koja bi znatno ometala uspjesnost funkcionalnog ispitivanja.

47. Vrijeme gestacije treba zabiljeZiti i raCunati od nultog dana graviditeta. Svako leglo nakon okota treba S$to prije
pregledati kako bi se utvrdio broj i spol mladunaca, mrtvorodenih, Zivorodenih, patuljastih Zivotinja (mladunci koji
su znatno manji od odgovaraju¢ih kontrolnih mladunaca) i prisutnost velikih abnormalnosti.

48. Zive mladunce trebalo bi prebrojati i odrediti njihov spol te bi legla trebalo izvagati u roku od 24 sata od parturicije
(0. ili 1. dan nakon okota) te barem 4. i 13. dana nakon okota. Uz opaZzanja roditeljskih Zivotinja (vidjeti stavke 43. i
44.) trebalo bi zabiljeZiti i svako abnormalno ponaSanje potomaka.
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49. Treba izmjeriti anogenitalni razmak u svakog mladunca na isti postnatalni dan, od nultog do 4. postnatalnog dana.
Tjelesnu masu mladunaca treba utvrditi na dan mjerenja anogenitalnog razmaka, a njega treba normalizirati u
odnosu na veli¢inu mladunca (najbolje kubni korijen tjelesne mase (14.)). Broj bradavica/areola u muzjaka mladunaca
trebalo bi utvrditi 12. ili 13. postnatalnog dana, kako se preporucuje u Smjernici OECD-a 151 (15.).

Tjelesna masa i unos hranefvode

50. Muzjake i Zenke treba vagati prvog dana primjene doze, a zatim najmanje jednom tjedno i zadnji dan. Tijekom
graviditeta Zenke bi trebalo vagati 0., 7., 14. i 20. dana te u roku od 24 sata od parturicije (0. ili 1. dan nakon okota)
te barem 4. i 13. dana nakon okota. Ta opazanja treba unijeti u izvjeS¢e za svaku odraslu Zivotinju posebno.

51. Tijekom razdoblja prije parenja, graviditeta i laktacije unos hrane trebalo bi mjeriti najmanje jednom tjedno. Mjerenje
unosa hrane tijekom parenja nije obvezno. Trebalo bi mjeriti i unos vode tijekom tih razdoblja ako se ispitivana
kemikalija primjenjuje tim putem.

Hematologija

52. Na pet muZjaka i pet Zenki koji se nasumi¢no odaberu iz svake skupine trebalo bi jednom tijekom istraZivanja
provesti sljedeCe hematoloske preglede: hematokrit, koncentracija hemoglobina, broj eritrocita, retikulociti, ukupni i
diferencijalni broj leukocita, broj trombocita i mjerenje vremena/potencijala zgrusavanja krvi. Ostala odredivanja koja
treba provesti ako ispitivana kemikalija ili njezini navodni metaboliti imaju ili se sumnja da imaju oksidacijska
svojstva obuhvacaju koncentraciju methemoglobina i Heinzova tjeleSca.

53. Uzorke krvi treba uzeti na specificiranom mijestu. Zenke bi tijekom uzimanja uzoraka trebale biti u fiziologki slicnom
stanju. Kako bi se izbjegle prakticne poteskoce povezane s varijabilnosti pocetka gestacije, krv se kod Zenki moze
uzimati na kraju razdoblja prije parenja kao alternativa uzimanju uzoraka neposredno prije ili kao dio postupka za
eutanaziju zivotinja. Uzorke krvi muZjaka po moguénosti bi trebalo uzimati neposredno prije ili kao dio postupka za
eutanaziju Zivotinja. Kao alternativa, krv se kod muzjaka moze uzimati i na kraju razdoblja prije parenja ako je tom
vremenu uzorkovanja dana prednost kod Zenki.

54. Uzorke krvi trebalo bi pohraniti u primjerenim uvjetima.
Klinicka biokemija

55. Klinicko-biokemijske pretrage za istrazivanje glavnih toksi¢nih ucinaka u tkivima i posebno ucinaka na bubrege i
jetru treba obaviti na uzorcima krvi dobivenima od pet muzjaka i pet Zenki odabranih iz svake skupine. Preporucuje
se da Zivotinje tijekom noéi pred uzimanje uzoraka krvi poste (). Pretrage koje se rade na plazmi ili serumu trebale
bi obuhvatiti mjerenje natrija, kalija, glukoze, ukupne koli¢ine kolesterola, ureje, kreatinina, ukupne koli¢ine proteina
i albumina te najmanje dva enzima koji su pokazatelji hepatocelularnih u¢inaka (kao $to su alanin aminotransferaza,
aspartat aminotransferaza i sorbitol dehidrogenaza) te Zu¢ne kiseline. Mjerenja dodatnih enzima (jetrenog ili drugog
podrijetla) i bilirubina mogu u odredenim okolnostima pruziti korisne informacije.

56. Uzorci krvi uzimaju se s utvrdenog mjesta na temelju sljedeceg rasporeda:

— od najmanje dva mladunca po leglu 4. dana nakon okota ako broj mladunaca to omoguduje (vidjeti stavke
40-41),

— od svih Zenki (majki) i najmanje dva mladunaca po leglu pri zavrSetku ispitivanja 13. dana, i
— od svih odraslih muzjaka pri zavrSetku ispitivanja.

Svi uzorci krvi spremaju se u odgovarajuéim uvjetima. Uzorci krvi mladunaca i odraslih muzjaka uzeti 13. dana
procjenjuju se u pogledu razina seruma hormona Stitnjace (T4). Daljnja procjena hormona T4 u uzorcima krvi Zenki
(majki) i mladunaca uzetih 4. dana obavlja se po potrebi. Mogude je i mjerenje drugih hormona ako je to relevantno.
Krv mladunaca moze se izvaditi po leglu radi analiza hormona $titnjace. Hormone $titnjace (T4 i TSH) po mogué-
nosti bi trebalo mjeriti kao ,ukupni broj”.

(") Post tijekom noéi preporucuje se za niz mjerenja u serumu i plazmi, a najvise za glukozu. Glavni je razlog tome c¢injenica da bi
povecana varijabilnost, do koje bi neizbjezno doslo u slu¢aju da se Zivotinjama hrana ne uskrati, vjerojatno prikrila suptilnije ucinke i
otezala tumacenje rezultata. S druge pak strane, post preko noéi moze utjecati na opéi metabolizam (gravidnih) Zivotinja, ometati
laktaciju i ponasanje tijekom dojenja, a posebno u studijama o hranjenju moglo bi ometati dnevno izlaganje ispitivanoj kemikaliji.
Ako se primjenjuje post preko nodi, klinicka biokemijska odredivanja u muZjaka treba obaviti nakon provodenja funkcionalnih
opazanja u 4. tjednu istrazivanja. Zenke bi trebalo zadrzati jo§ jedan dan nakon uklanjanja mladunaca (npr. 13. postnatalnog dana).
Zenke bi trebale postiti tijekom noéi od laktacijskog dana 13.-14. te se posljednji uzorak krvi upotrebljava za klinicko-kemijske
parametre.
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57. U zadnjem tjednu istraZivanja, po izboru, mogu se obaviti analize urina pet nasumi¢no odabranih muzjaka iz svake
skupine dobivenog prikupljanjem u odredenim vremenskim razmacima: izgled, koli¢ina, osmolalnost ili specifi¢na
tezina, pH, protein, glukoza i krv/krvne stanice.

58. Osim toga, treba razmisliti i o ispitivanju serumskih markera koji oznacavaju opée ostecenja tkiva. Ostale pretrage,
koje bi trebalo obaviti ako poznata svojstva ispitivane kemikalije mogu ili se sumnja da bi mogla utjecati na
povezane metabolicke profile uklju¢uju utvrdivanje razine kalcija, fosfata, triglicerida nataste, glukoze nataste,
razine specifiénih hormona, methemoglobina i aktivnosti kolinesteraze. Njih treba identificirati od slucaja do slucaja.

59. Sljede¢i ¢imbenici mogu utjecati na varijabilnost i apsolutne koncentracije za odredivanje hormona:
— vrijeme usmréivanja zbog dnevne varijacije koncentracije hormona,

— metoda usmréivanja radi izbjegavanja pretjeranog stresa za Zivotinje koji moZe utjecati na koncentraciju
hormona,

— pribori za odredivanje hormona koji se mogu razlikovati po njihovim standardnim krivuljama.

60. Uzorke plazme koji su posebno namijenjeni odredivanju hormona treba uzeti u usporedivo doba dana. Brojcane
vrijednosti dobivene analizom koncentracija hormona razlikuju se ovisno o razli¢itom, komercijalno dostupnom
priboru.

61. Ako su prijasnji polazni podaci neprikladni, u obzir treba uzeti odredivanje hematoloskih i klinickih biokemijskih
varijabli prije pocetka doziranja ili po moguénosti na skupini Zivotinja koje nisu ukljuene u pokusne skupine. Kod
zenki se podaci moraju dobiti od Zivotinja koje doje.

PATOLOGIJA
Makroskopska nekropsija

62. Sve odrasle Zivotinje koristene u istraZivanju trebale bi se podvrgnuti kompletnoj, podrobnoj makroskopskoj nekrop-
siji koja obuhvaca pazljiv pregled vanjske povrine tijela, svih otvora te lubanjske, prsne i trbusne Supljine i njihova
sadrzaja. Posebnu pozornost treba obratiti na organe reproduktivnog sustava. Broj mjesta za implantaciju treba
zabiljeziti. Vaginalne briseve treba pregledati na dan nekropsije kako bi se utvrdila faza ciklusa estrusa i omogudila
korelacija s histopatologijom Zenskih reproduktivnih organa.

63. Sjemenike i sjemene kanalice te prostatu i sjemene mjehurice s koagulacijskim Zlijezdama, kao cjelinu, svih odraslih
muzjaka treba po potrebi obrezivanjem osloboditi od svih prianjajucih tkiva te ih treba izvagati u mokrom stanju to
prije nakon seciranja kako bi se sprijecilo njihovo susenje. Osim toga, mase neobaveznih organa mogle bi ukljucivati
kompleks anusnog podizaca i bulbokavernoznog misi¢a, Cowperove Zlijezde i glans penisa kod muzjaka te jajnike u
paru (mokra masa) i maternicu (ukljucujudi cerviks) kod Zenki; ako se ukljucuju, te bi mase trebalo prikupiti $to prije
nakon seciranja. Treba saCuvati jajnike, sjemenike, sjemene kanalice, sekundarne spolne organe i sve organe koji
pokazuju makroskopske lezije svih odraslih Zivotinja.

64. Stitnjaca svih odraslih muZjaka i Zenki te jednog muzjaka i jedne Zenke starih 13 dana iz svakog legla trebala bi se
sauvati u najprimjerenijem sredstvu za fiksiranje radi planiranog kasnijeg histopatoloskog pregleda. Masa Stitnjace
moze se odrediti nakon fiksacije. Obrezivanje takoder treba obaviti vrlo pazljivo te samo nakon fiksacije kako bi se
izbjeglo ostecenje tkiva. Ostecena tkiva mogu kompromitirati histopatolosku analizu. Uzorke krvi treba uzeti na
specificiranom mjestu i pohraniti u odgovarajuéim uvjetima neposredno prije ili kao dio postupka za eutanaziju
zivotinja (vidjeti stavak 56.).

65. Osim toga, kod najmanje pet odraslih muzjaka i Zenki nasumi¢no odabranih iz svake skupine (osim onih za koje je
utvrdeno da su na umoru ifili su eutanazirani prije kraja istraZivanja) s jetre, bubrega, nadbubreznih Zlijezda, timusa,
slezene, mozga i srca treba obrezati sve prianjajuce tkivo, prema potrebi, te ih jo§ mokre izvagati $to prije nakon
seciranja kako bi se sprijecilo da se osuse. Sljedeca tkiva treba sacuvati u sredstvu za fiksiranje koje je najprimjerenije i
za vrstu tkiva i za planirani kasniji histopatoloski pregled: sve makrolezije, mozak (reprezentativne regije ukljucujudi
veliki mozak, mali mozak i medulu/most), lednu mozdinu, oko, Zeludac, tanko i debelo crijevo (ukljucujuéi Peyerove
ploce), jetru, bubrege, nadbubrezne Zlijjezde, slezenu, srce, timus, dusnik i pluca (preparirane upuhivanjem fiksativa i
zatim uranjanjem), spolne Zlijezde (sjemenike i jajnike), sekundarne spolne organe (maternicu i cerviks, sjemene
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kanalice, prostatu, sjemene mjehurice s koagulacijskim Zlijezdama), vaginu, mokraéni mjehur, limfne ¢vorove (osim
najblizeg drenaznog ¢vora treba uzeti jo§ jedan limfni ¢vor na temelju laboratorijskog iskustva (16.)), periferni Zivac
(ishijadi¢ni ili tibijalni) po moguénosti smjesten uz misi¢, skeletni misic i kost, s lednom mozdinom (sekcija ili, kao
alternativna, svjeZe pripremljen aspirat kostane srzi). Preporucuje se da se sjemenici fiksiraju uranjanjem u Bouinov ili
izmijenjeni Davidsonov fiksativ (16., 17. i 18.); za ta se tkiva ne preporucuje fiksacija u formalinu. Vezivna ovojnica
moze se njezno i plitko punktirati na oba pola organa iglom koja omogucuje brzu penetraciju fiksativa. Klinicki i
drugi nalazi mogu ukazati na potrebu za ispitivanjem dodatnih tkiva. Treba sacuvati i sve organe za koje se na
temelju saznanja o svojstvima ispitivane kemikalije smatra da bi mogli biti ciljni.

66. Sljedeca tkiva mogu dati dragocjenu indikaciju za ucinke na endokrini sustav: spolne Zlijezde (jajnici i sjemenici),
sekundarni spolni organi (maternica s cerviksom, sjemeni kanali¢i, sjemeni mjehuri¢i s koagulacijskim Zlijezdama,
dorzolateralna i ventralna prostata), vagina, hipofiza, muska mlije¢na Zlijezda i nadbubrezna Zlijezda. Promjene u
muskim mlijje¢nim Zlijjezdama nisu dovoljno dokumentirane, ali taj parametar moze biti vrlo osjetljiv na tvari s
estrogenskim djelovanjem. OpaZanja organa/tkiva koja nisu navedena u stavku 65. nisu obvezna.

67. Mrtve mladunce i mladunce koje se usmrti 13. dana nakon okota, ili ubrzo nakon toga, trebalo bi pazljivo pregledati
kako bi se utvrdile barem vanjske velike abnormalnosti. Posebnu pozornost treba posvetiti vanjskim reproduktivnim
genitalijama koje se pregledava kako bi se utvrdili mogudi znakovi promijenjenog razvoja.

Histopatologija

68. Na sa¢uvanim organima i tkivima odabranih Zivotinja iz kontrolne skupine i skupina tretiranih visokim dozama treba
napraviti kompletan histopatoloski pregled (uz poseban naglasak na faze spermatogeneze kod muskih spolnih
zlijezdi i histopatologiju strukture intersticijskih stanica sjemenika). Po potrebi se mogu pregledati stitnjace mladunaca
i preostalih odraslih Zivotinja. Ta ispitivanja treba prosiriti na Zivotinje drugih skupina doziranja ako su u skupini s
visokom dozom uocene promjene povezane s tretiranjem. Smjernica o histopatologiji (10.) pruza dodatne podrobne
informacije o sekciji, fiksaciji, seciranju i histopatologiji endokrinih tkiva.

69. Treba pregledati sve makrolezije. Kako bi se pomoglo pojasniti NOAEL-¢, treba pregledati ciljne organe kod skupina
tretiranih ostalim dozama, osobito u skupinama kod kojih se tvrdi da pokazuju NOAEL.

70. Ako se koristi satelitska skupina, treba napraviti histopatoloski pregled tkiva i organa kod kojih su u tretiranim
skupinama uoceni udinci.

PODACI I IZVJESCIVANJE
Podaci

71. Treba navesti podatke za svaku pojedinacnu Zivotinju. Osim toga, sve podatke treba saZeti u obliku tablice, tako da
se za svaku ispitnu skupinu navede broj Zivotinja na pocetku ispitivanja, broj Zivotinja koje su uginule tijekom
ispitivanja ili su eutanazirane iz humanih razloga, vrijeme smrti ili eutanazije, broj plodnih Zivotinja, broj gravidnih
zenki, broj Zivotinja koje pokazuju znakove toksi¢nosti, opis uocenih znakova toksicnosti, ukljucujuéi vrijeme
pojavljivanja, trajanje i ozbiljnost toksi¢nih ucinaka, vrste histopatoloskih promjena i sve relevantne podatke o
leglu. Format sazetog izvjes¢a u obliku tablice koji se pokazao vrlo korisnim za procjenu reproduktivnih/razvojnih
ucinaka naveden je u Dodatku 3.

72. Ako je mogudle, brojcane rezultate treba ocijeniti odgovarajuom i opce prihvaenom statistickom metodom. Za
usporedbe uc¢inaka unutar raspona visina doza trebala bi se izbje¢i uporaba viSestrukih t-testova. Statisticke metode
treba odabrati u fazi planiranja istraZivanja. Statisticka analiza anogenitalnog razmaka i zadrzavanja bradavica trebala
bi se temeljiti na podacima za pojedina¢ne mladunce, uzimajuéi u obzir u¢inke na leglo. Ako je primjereno, jedinicu
analize Cini leglo. Statisticka analiza tjelesne mase mladunaca trebala bi se temeljiti na podacima za pojedinacne
mladunce, uzimajui u obzir veli¢inu legla. Zbog ograni¢enih dimenzija istraZivanja, statisticke analize kojima se
nastoji ispitati vaZnost rezultata imaju ograniCenu vrijednost za mnoge krajnje tocke, osobito za reproduktivne
krajnje tocke. Nisu primjerene neke od Cesto koriStenih metoda, osobito parametrijska ispitivanja za mjerenje
sredi$nje tendencije. Ako se upotrebljavaju statisticke analize, odabrana metoda trebala bi biti primjerena za distri-
buciju varijable koja se ispituje te je treba odabrati prije pocetka istraZivanja.
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Ocjena rezultata

73. Nalaze ovog istraZivanja toksicnosti treba ocijeniti s obzirom na uocene ucinke, nekropsiju i mikroskopske nalaze.
Evaluacija treba obuhvatiti odnos izmedu doze ispitivane kemikalije i prisutnosti ili izostanka, ucestalosti i ozbiljnosti
abnormalnosti, uklju¢uju¢i makrolezije, identificirane ciljne organe, neplodnost, klinicke abnormalnosti, promjene
sposobnosti reprodukcije i legla, promjene tjelesne mase, ucinke na smrtnost i sve ostale toksi¢ne ucinke.

74. Zbog kratkog razdoblja tretiranja muzZjaka, uz podatke o plodnosti trebalo bi razmotriti i histopatologiju sjemenika i
sjemenih kanalia pri procjeni u¢inaka na reprodukciju muzjaka. Kao pomo¢ u tumacenju istrazivanja moZe biti
korisna i upotreba podataka o prijasnjim kontrolama u pogledu reprodukcije/razvoja (npr. za veli¢inu legla, anoge-
nitalni razmak, zadrzavanje bradavica, razine seruma T4), ako su dostupni.

75. Radi kontrole kvalitete predlaze se prikupljanje podataka o prijasnjim kontrolama te izracunavanje koeficijenata
varijacije za brojcane podatke, posebno za parametre povezane s otkrivanjem endokrinih ometaca. Ti se podaci
mogu upotrijebiti za usporedivanje kad se ocjenjuju konkretna istrazivanja.

Izvjesce o ispitivanju

76. Izvjesée o ispitivanju trebalo bi sadrZavati sljedeCe informacije:
Ispitivana kemikalija:
— izvor, broj serije, rok uporabe, ako su dostupni,
— stabilnost ispitivane kemikalije, ako je poznata.
Tvar s jednim sastojkom:
— fizicki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

— kemijske identifikacijske oznake, kao §to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj, SMILES ili InChl oznaka, strukturna
formula, ¢istoca, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.

Tvari s viSe sastojaka, UVCB tvari i smjese:

— opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativnog udjela i relevantnih fizikalno-kemij-
skih svojstava sastojaka.

Nosa¢ (po potrebi):

— obrazloZenje odabira nosaca ako nije rije¢ o vodi.
Ispitne Zivotinje:

— koristena vrsta/soj,

— broj, dob i spol Zivotinja,

— podrijetlo, uvjeti smjestaja, prehrana itd.,

— pojedina¢na tjelesna masa Zivotinja na pocetku ispitivanja,



L 247/140 Sluzbeni list Europske unije 26.9.2019.

— obrazloZenje odabira vrste ako se ne radi o Stakorima.

Ispitni uvjeti:

— obrazloZenje odabira visine doze,

— pojedinosti o formulaciji ispitivane kemikalije/pripremanju hrane, postignuta koncentracija, stabilnost i homoge-
nost pripravka,

— pojedinosti o primjeni ispitivane kemikalije,

— preracunavanje koncentracije ispitivane kemikalije u hranijvodi za piée (ppm) u stvarnu dozu (mg/kg tjelesne
tezine/dan), prema potrebi,

— pojedinosti o kvaliteti hrane i vode,

— podroban opis postupka nasumi¢nog odabira mladunaca za izdvajanje ako se ono obavlja.

Rezultati:

— tjelesna masa/promjene tjelesne mase,

— unos hrane i unos vode, po potrebi,

— podaci o toksi¢nom odgovoru po spolu i dozi, uklju¢ujuéi plodnost, gestaciju i sve druge znakove

— toksi¢nosti,

— duljina gestacije, toksi¢ni ili drugi u¢inci na reprodukciju, potomstvo, rast nakon rodenja itd.,

— wvrsta, stupanj i trajanje uocenih klinickih promjena (reverzibilne ili ireverzibilne),

— ogjena osjetilne aktivnosti, jakosti stiska i motorne aktivnosti,

— hematoloska ispitivanja s odgovarajuéim referentnim vrijednostima,

— klinicka biokemijska ispitivanja s odgovaraju¢im referentnim vrijednostima,

— broj odraslih Zenki s normalnim ili abnormalnim ciklusom estrusa i trajanje ciklusa,

— broj Zzivorodenih i gubitaka nakon implantacije,

— broj mladunaca s jako izrazenim abnormalnostima, ukupna procjena vanjskih genitalija, broj patuljastih Zivotinja,

— vrijeme smrti tijekom istrazivanja ili je li Zivotinja preZiviela do kraja,
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— broj implantacija, veli¢ina i masa legla u trenutku evidentiranja,

— podaci o tjelesnoj masi mladunaca,

— anogenitalni razmak svih mladunaca (i tjelesna masa na dan mjerenja anogenitalnog razmaka),
— zadrzavanje bradavica kod muZzjaka mladunaca,

— razine hormona Stitnjace, u mladunaca starih 13 dana i odraslih muzjaka (te u Zenki (majki) i mladunaca starih 4
dana ako se mjeri),

— tjelesna masa u trenutku usmréenja i podaci o masi organa za roditeljske Zivotinje,
— nalazi nekropsije,

— iscrpan opis histopatoloskih nalaza,

— podaci o apsorpciji (ako su dostupni),

— statisticka obrada rezultata, prema potrebi.

Rasprava o rezultatima

Zakljucci

Tumacenje rezultata

U ovom Ce se istraZivanju pruZiti procjene reproduktivne/razvojne toksi¢nosti povezane s primjenom ponovljenih
doza. Tocnije, s obzirom na to da je naglasak stavljen i na opcu toksi¢nost i na krajnje tocke reproduktivne/razvojne
toksi¢nosti, rezultati istraZivanja omogucit ¢e razlikovanje reproduktivnih/razvojnih u¢inaka koji se javljaju kad nema
opce toksicnosti i onih koji se javljaju samo kod doza koje su toksi¢ne i za roditeljske Zivotinje (vidjeti stavke 7.-11.).
Mogla bi dati naznaku u vezi s tim treba li provesti daljnja ispitivanjima i dati smjernice za osmisljavanje naknadnih
istrazivanja. Za pomo¢ pri tumacenju rezultata u pogledu reprodukcije i razvoja (19.) treba pogledati Smjernicu
OECD-a 43. U Smjernici OECD-a 106 o histoloskoj procjeni endokrinih i reproduktivnih ispitivanja na glodavcima
(16.) navedene su informacije o pripremi i procjeni (endokrinih) organa i vaginalnih brisova koje mogu biti korisne
za ovu ispitnu metodu.
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Dodatak 1.

DEFINICIE (VIDJETI T (20.) SMJERNICU OECD-A 150)

Androgeni ucinak je sposobnost kemikalije da djeluje kao prirodni androgeni hormon (npr. testosteron) u organizmu
sisavaca.

Antiandrogeni ucinak je sposobnost kemikalije da potiskuje djelovanje prirodnog androgenog hormona (npr. testosterona)
u organizmu sisavaca.

Antiestrogeni ucinak je sposobnost kemikalije da potiskuje djelovanje prirodnog estrogenog hormona (npr. estradiol 17£)
u organizmu sisavaca.

Antitiroidna aktivnost je sposobnost kemikalije da potiskuje djelovanje prirodnog hormona §titnjace (npr. T3) u organ-
izmu sisavaca.

Kemikalija je tvar ili smjesa.

Razvojna toksi¢nost manifestacija reproduktivne toksi¢nosti koju ¢ine prenatalni, postnatalni, strukturni ili funkcionalni
poremecaji potomstva.

Doza je koli¢ina ispitivane kemikalije koja se primjenjuje. Doza se izrazava kao masa ispitivane kemikalije po jedinici
tjelesne mase ispitne Zivotinje po danu (npr. mg/kg tjelesne mase po danu) ili kao stalna koncentracija u hrani.

Doziranje je opéi pojam koji obuhvaca dozu, njezinu ucestalost i trajanje doziranja.

Evidentna toksi¢nost je opéi naziv koji opisuje jasne znakove toksi¢nosti nakon primjene ispitivane kemikalije. Ti bi
znakovi trebali biti dovoljni za utvrdivanje opasnosti i trebaju biti takvi da se za primjenu poviSene doze moze ocekivati
da Ce rezultirati razvojem ozbiljnih znakova toksi¢nosti i moguéom smrtnoscu.

Ometanje plodnosti ¢ine poremecaji muskih ili Zenskih reproduktivnih funkcija ili reproduktivne sposobnosti.

Toksi¢nost kod majke $tetni ucinci na gravidne Zenke do kojih dolazi specifi¢no (izravni uc¢inak) ili nespecificno (neizravni
ucinak) i koji su povezani sa stanjem gravidnosti.

NOAEL je kratica za visinu doze bez vidljivih 3tetnih uc¢inaka. To je najviSa doza pri kojoj se ne opazaju nikakvi Stetni
ucinci povezani s tretiranjem.

Estrogeni ucinak je sposobnost kemikalije da djeluje kao prirodni estrogeni hormon (npr. estradiol 17f) u organizmu
sisavaca.
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Reproduktivna toksi¢nost predstavlja stetne uéinke na potomstvo ifili ostecenje muske i Zenske reproduktivne funkcije ili
sposobnosti.

Ispitivana kemikalija je svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.
Tiroidna aktivnost je sposobnost kemikalije da djeluje kao prirodni hormon Stitnjace (npr. Ts) u organizmu sisavaca.

Validacija je znanstveni postupak s ciljem karakterizacije operativnih zahtjeva i ograni¢enja ispitne metode te pokazivanja
njezine pouzdanosti i relevantnosti za odredenu svrhu.
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Dodatak 2.

DJAGRAM PLANA POKUSA 1Z KOJEG SE VIDI MAKSIMALNO TRAJANJE STUDIE, NA TEMELJU CIJELOG 14-DNEVNOG
RAZDOBLJA PARENJA

MUZJACI/MUSKI OPCIONALNO PRODUZENO
RODITEUI IZLAGANIJE
MUZJACI MUZIJACI MUZIACI
+
GRAVIDNE ZENKE ZENSKI RODITELJI
ZENKE
ZENKE ZENKE MLADUNC
ZENKE KOJE NISU GRAVIDNE
Prije izlaganja Prije parenja Parenje Gestacija Laktacija
(14 dana) (14 dana) (najvise 14 dana) (priblizno 22 dana) (priblizno 13 dana)
1 7 14 21 28 35 42 49 56 64 77
Pocetak studije Hematoloske/ Nekropsija muzjaka/muskih Okot (0. PND) do k&kdan nakon E_k_ota
klinigko- roditelja 4. PND: adups o send
Ocjena ciklusa kemijske Funkcionalna opaZanja u anogenitalni m E"( ik siak kih
estrusa prije pretrage muzjaka (opcionalno) razmak kod svih ed_;olg_)sua muzia Ia/mu L
izlaganja, nakon ¢ega muzjaka i Hematoloske/klini¢ko- mladunaca (0. ;O |ke_Ja (?pclonavno)_
slijedi svakodnevno Zenki kemijske pretrage muZjaka, PND — 4. PND; unv_clkona na»opalzanjq o Ki
pracéenje vaginalnih (opcionalno) nakon usmréivanja (nakon isti dan) :uz;a BI(QEC'?(?EES) L
brisova od poéetka razdoblja doziranja od Usmréivanje 2 kem_jat'? oske/Klinic| . Kai
tretiranja do pojave Doziranje Bez doziranja najmanje 4 tjedna) mladunca po verr;(us e pretrlage muzjakall
znakova parenja leglu za T4 (4. ée" lv(opc[ona no) 2
PND) advr_zavan]e bradavica kod
muzZjaka mladunaca
MUZJACI/MUSKI OPCIONALNO PRODUZENO
RODITEUI IZLAGANJE
MUZJACI MUZJACI MUZIJACI
+ x x~
GRAVIDNE ZENKE ZENSKI RODITELJI
ZENKE
ZENKE ZENKE MLADUNC
ZENKE KOJE NISU GRAVIDNE
Prije izlaganja Prije parenja Parenje Gestacija Laktacija
(14 dana) (14 dana) (najvise 14 dana) (priblizno 22 dana) (priblizno 13 dana)
1 7 14 21 28 35 42 49 56 64 77

Pocetak studije Hematoloske/ Nekropsija muzjaka/muskih Okot (0. PND) do 13. dan nakon okota
4. PND:

klini¢ko- roditelja Nderopsua Zenki i
Ocjena ciklusa kemijske Funkcionalna opazanja u anogenitalni miadunaca siak L:
estrusa prije pretrage muZjaka (opcionalno) razmak kod svih Nekropsija muZjaka/muskih
izlaganja, nakon &ega muzjaka i Hematologke/klini¢ko- mladunaca (0. roditelja (opcionalno)

Funkcionalna opazanja u
muZjaka (opcionalno) i Zenki
Hematoloske/klini¢ko-
kemijske pretrage muzjaka i
Zenki (opcionalno)
ZadrZavanje bradavica kod
muZjaka mladunaca

slijedi svakodnevno Zenki
pracéenje vaginalnih (opcionalno)
brisova od pocetka
tretiranja do pojave
znakova parenja

kemijske pretrage muzjaka,
nakon usmréivanja (nakon
razdoblja doziranja od
najmanje 4 tjedna)

PND — 4. PND;
isti dan)
Usmrdéivanje 2
mladunca po
leglu za T4 (4.
PND)

Doziranje Bez doziranja
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Dodatak 3.

SAZETO IZVJESCE U OBLIKU TABLICE O UCINCIMA NA REPRODUKCIJU/RAZVOJ

OPAZANJA VRIJEDNOSTI

Doziranje (jedinice)....... 0 (kontrola)

Formirani parovi (N)

Ciklus estrusa (barem srednja vrijednost duljine i ucestalost nepravilnih ciklu-
sa)

Zenke koje pokazuju znakove kopulacije (N)

Zenke koje su postale gravidne (N)

Dani zaceca 1-5 (N)

Dani zacea 6-... (1) (N)

Graviditet < 21 dan (N)

Graviditet = 22 dana (N)

Graviditet > 23 dana (N)

Zenke (majke) sa Zivim mladuncima (N)

Zenke (majke) sa Zivim mladuncima 4. dana nakon okota (N)

Implantati po Zenki (majci) (srednja vrijednost)

Zivi mladunci po Zenki (majci) pri okotu (srednja vrijednost)

Zivi mladunci po Zenki (majci) 4. dana (srednja vrijednost)

Omjer spolova (m/z) pri okotu (srednja vrijednost)

Omjer spolova (m/z) 4. dana (srednja vrijednost)

Masa legla pri okotu (srednja vrijednost)

Masa legla 4. dana (srednja vrijednost)

Masa mladunaca pri okotu (srednja vrijednost)

Masa mladunaca u trenutku mjerenja anogenitalnog razmaka (srednja vrijed-
nost za muzjake i srednja vrijednost za Zenke)

Anogenitalni razmak na isti postnatalni dan, dan okota — 4. dan (srednja
vrijednost za muzjake i Zenke, naznaka postnatalnog dana)

Masa mladunaca 4. dana (srednja vrijednost)

Masa mladunaca 13. dana (srednja vrijednost)

Zadrzavanje bradavica kod muzjaka mladunaca 13. dana (srednja vrijednost)
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OPAZANJA VRIJEDNOSTI

ABNORMALNI MLADUNCI

Zenke (majke) s 0

Zenke (majke) s 1

Zenke (majke) s > 2

GUBITAK POTOMAKA

Prenatalno (implantacije umanjene za broj Zivorodenih)

Zenke s 0

Zenke s 1

Zenke s 2

Zenke s > 3

Postnatalno (broj Zivorodenih umanjen za broj Zivih mladunaca 13. dana nakon okota)

Zenke s 0

Zenke s 1

Zenke s 2

Zenke s > 3

(") Posljednji dan razdoblja parenja
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B.65. IN VITRO ISPITNA METODA ZA NAGRIZANJE KOZE S MEMBRANSKOM BARIJEROM
UvoD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 435 (TG) (2015.). Nagrizanje koZze odnosi se na
izazivanje ireverzibilnog ostecenja koZe koje se manifestira kao vidljiva nekroza koja kroz epidermu prodire u dermu
nakon primjene ispitivane kemikalije, kako je utvrdeno Globalno uskladenim sustavom razvrstavanja i oznadivanja
kemikalija (GHS) Ujedinjenih naroda (UN) (1.) i Uredbom (EZ) br. 1272/2008 o razvrstavanju, oznacivanju i pakiranju
tvari i smjesa (CLP) (') Europske unije. Ova ispitna metoda, ekvivalentna aZuriranoj Smjernici OECD-a za ispitivanje 435,
pruza in vitro ispitnu metodu za nagrizanje koze s membranskom barijerom koja se moze upotrebljavati za identifikaciju
nagrizaju¢ih kemikalija. U ispitnoj metodi upotrebljava se umjetna membrana koja je osmisljena tako da reagira na
nagrizajuce kemikalije na sli¢an nacin kao i Zivotinjska koza in situ.

2. Nagrizajule djelovanje na kozu tradicionalno se procjenjivalo primjenom ispitivane kemikalije na koZu Zivih Zivotinja
i procjenom razmjera osteCenja tkiva nakon odredenog vremenskog razdoblja (2.). Uz sadasnju ispitnu metodu
donesen je niz drugih in vitro ispitnih metoda (3. i 4.) kao alternativa standardnom in vivo postupku na kozi
kuni¢a (poglavlje B.4. ovog Priloga; ekvivalentan Smjernici OECD-a za ispitivanje 404) koji se upotrebljava za
identifikaciju nagrizaju¢ih kemikalija (2.). U stupnjevanoj strategiji ispitivanja i ocjenjivanja UN GHS-a za procjenu
i razvrstavanje nagrizanja koZe te u Smjernicama OECD-a o integriranim pristupima ispitivanju i procjeni (IATA) za
nadraZivanje/nagrizanje koZe preporucuje se upotreba validiranih i prihvacenih in vitro ispitnih metoda u okviru
modula 3.1 4. (1. i 5.). U IATA-i je opisano nekoliko modula u kojima se grupiraju izvori informacija i alati za
analizu te i. pruzaju se smjernice o tome kako integrirati i upotrijebiti postojece podatke o ispitivanju i podatke koji
se dobivaju bez ispitivanja za procjenu potencijala kemikalija da uzrokuju nadraZivanje i nagrizanje koze te ii.
predlaze se pristup kad je potrebno daljnje ispitivanje, medu ostalim i ako se dobiju negativni rezultati (5.). U
tom modularnom pristupu pozitivni rezultati iz in vitro ispitnih metoda mogu se upotrebljavati za razvrstavanje
kemikalije kao nagrizajuée bez potrebe za ispitivanjem na Zivotinjama, ¢ime se smanjuje i poboljSava upotreba
Zivotinja te se izbjegavaju bol i patnja do kojih moze doéi kada bi se u tu svrhu upotrebljavale Zivotinje.

3. Dovrsene su validacijske studije za in vitro model membranske barijere koji je komercijalno dostupan pod nazivom
Corrositex® (6., 7. i 8.) i koji pokazuje ukupnu tocnost predvidanja nagrizanja koze od 79 % (128/163), osjetljivost
od 85 % (76/89) i specificnost od 70 % (52/74) za bazu podataka od 163 tvari i smjesa (7.). Na temelju njezine
potvrdene valjanosti, ova je validirana referentna metoda (VRM) preporucena za upotrebu kao dio stupnjevane
strategije ispitivanja za procjenu potencijalne opasnosti kemikalija da uzrokuju nagrizanje koZe (5. i 7.). Prije nego
§to se in vitro model membranske barijere za nagrizanje koZe moze upotrijebiti u regulatorne svrhe, trebalo bi utvrditi
njegovu pouzdanost, relevantnost (tocnost) i ograni¢enja za njegovu predloZenu uporabu kako bi se osigurala
njegova slicnost s validiranom referentnom metodom (9.), u skladu s unaprijed utvrdenim zahtjevima izvedbe
(10.). OECD-ovo uzajamno prihvacanje podataka jamcit Ce se samo nakon §to se svaka predlozena nova ili azurirana
metoda koja je u skladu sa zahtjevima izvedbe pregleda i uklju¢i u ekvivalentnu smjernicu OECD-a za ispitivanje.
Smjernica OECD-a za ispitivanje 435 trenutaéno obuhvaca samo jednu in vitro metodu i ovu ispitnu metodu —
komercijalno dostupan model Corrositex®.

4. Ostale ispitne metode za ispitivanje nagrizanja koZe temelje se na upotrebi rekonstituirane ljudske koze (Smjernica OECD-a
za ispitivanje 431) (3) i izolirane koZe $takora (Smjernica OECD-a za ispitivanje 430) (4.). Ova smjernica za ispitivanje
omogucuje i daljnje razvrstavanje nagrizajucih kemikalija u tri potkategorije nagrizanja prema UN GHS-u i tri ambalazne
skupine UN-a za prijevoz u pogledu opasnosti od nagrizanja. Ova Smijernica za ispitivanje izvorno je donesena 2006. i
azurirana je 2015. kako bi se odnosila na smjernice o IATA-i i kako bi se aZurirao popis tvari za za dokazivanje tehnicke
osposobljenosti.

DEFINICIJE

5. Upotrijebljene definicije navedene su u Dodatku.

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA

6. Ispitivanje opisano u ovoj ispitnoj metodi omoguluje identifikaciju nagrizajucih ispitivanih kemikalija i daljnje
razvrstavanje nagrizajucih ispitivanih kemikalija u skladu s UN GHS-om/CLP-om (tablica 1.). Osim toga, ta se
ispitna metoda moZe upotrebljavati kako bi se donijele odluke o nagrizajuéem i nenagrizajuem svojstvu odredenih
razreda kemikalija, npr. organskih i anorganskih kiselina, derivata kiselina () i baza u svrhu ispitivanja odredenih
vrsta prijevoza (7., 11. 1 12.). Ova ispitna metoda opisuje op¢i postupak koji je slican validiranoj referentnoj ispitnoj
metodi (7.). lako se ovom ispitnom metodom ne dobivaju primjerene informacije o nadrazivanju koze, trebalo bi

(") Uredba (EZ) br. 1272/2008 Europskog parlamenta i Vijeca od 16. prosinca 2008. o razvrstavanju, oznacivanju i pakiranju tvari i
smjesa, o izmjeni i stavljanju izvan snage Direktive 67/548/EEZ i Direktive 1999/45/EZ i o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1907/2006,
SLL 353(1, 31.12.2008.

(3 ,Derivat kiseline” je nespecifi¢na oznaka razreda i opcenito se definira kao kemikalija koja je nastala iz kiseline izravno, modifikacijom
ili djelomi¢nom zamjenom. Taj razred obuhvaca anhidride, halo kiseline, soli i druge vrste kemikalija.
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napomenuti da se ispitna metoda B.46. (ekvivalentna Smjernici OECD-a za ispitivanje 439) posebno bavi u¢inkom

nadraZenosti koze na zdravlje in vitro (13.). Za potpunu evaluaciju lokalnih u¢inaka na kozu nakon jednostrukog

dermalnog izlaganja potrebno je prouciti Smjernice OECD-a o integriranim pristupima ispitivanju i procjeni (5.).
Tablica 1.

Kategorija ,,nagrizajuée za kozu” s potkategorijama prema UN GHS-u (')

Kategorija nagrizajuceg djelovanja (1. kate- | Potkategorije potencijalno Nagrizajuée kod = 1 od 3 Zivotinje
gorija) (za tijela koja se ne koriste potka- | nagrizajuéeg djelovanja (')
tegorijama) (za tijela koja se koriste IzloZenost Opazanje

potkategorijama, ukljucu-
juéi Uredbu o CLP-u)

Nagrizajuce Potkategorija nagrizajuteg < 3 minute <1 sat
djelovanja 1.A

Potkategorija nagrizajueg | >3 minute | <1 < 14 dana
djelovanja 1.B sat
Potkategorija nagrizajueg | >1 sat | < 4 sata < 14 dana

djelovanja 1.C

(") Za EU se u Uredbi o CLP-u primjenjuju tri potkategorije nagrizanja koze — 1.A, 1.B i 1.C.

7. Ogranicenje validirane referentne metode (7.) je to $to mnoge kemikalije koje ne djeluju nagrizajuce i neke kemikalije
koje djeluju nagrizajue mozda nece ispuniti uvjete za ispitivanje na temelju rezultata pocetnog ispitivanja kompa-
tibilnosti (vidjeti stavak 13.). Vodene otopine kemikalija ¢ija je pH-vrijednost u rasponu od 4,5 do 8,5 Cesto ne
ispunjavaju uvjete za ispitivanje; medutim, 85 % ispitanih kemikalija u tom pH-rasponu nije djelovalo nagrizajuce u
ispitivanjima na Zivotinjama (7.). In vitro metoda s membranskom barijerom moZe se upotrebljavati za ispitivanje
krutih tvari (topljivih ili netopljivih u vodi), tekuéina (vodenih i bezvodnih) i emulzija. Medutim, ispitivane kemikalije
koje ne uzrokuju uocljivu promjenu u ispitivanju kompatibilnosti (tj. promjenu boje u detekcijskom sustavu za
kemikalije (CDS) validirane referentne ispitne metode) ne mogu se ispitati primjenom metode s membranskom
barijerom i trebale bi se ispitati drugim ispitnim metodama.

NACELO ISPITIVANJA

8. Ispitni sustav sastoji se od dvije sastavnice: sinteticke makromolekularne bioloske barijere i detekcijskog sustava za
kemikalije; u ovoj se ispitnoj metodi detekcijskim sustavom za kemikalije otkriva oste¢enje membranske barijere koje
uzrokuju nagrizajule ispitivane kemikalije nakon primjene ispitivane kemikalije na povrSinu sinteticke makromole-
kularne membranske barijere (7.), uz pretpostavku da se to odvija istim mehanizmima nagrizanja koji djeluju i na
zivu kozu.

9. Prodiranje kroz membransku barijeru moZze se mjeriti razlic¢itim postupcima ili detekcijskim sustavima za kemikalije,
ukljucujudi promjenu boje pH-indikatorske boje ili nekog drugog svojstva otopine indikatora ispod barijere.

10. Trebalo bi se utvrditi da je membranska barijera valjana, tj. relevantna i pouzdana za predvidenu upotrebu. To
ukljucuje i osiguravanje dosljednosti razlicitih pripravaka u pogledu svojstava barijere, npr. sposobnost ocuvanja
barijere u dodiru s nenagrizajuéim kemikalijama, sposobnost razvrstavanja nagrizaju¢ih svojstava kemikalija prema
razli¢itim potkategorijama nagrizajueg djelovanja prema UN GHS-u (1.). Odluka o razvrstavanju temelji se na
vremenu koje je kemikaliji potrebno da prodre kroz membransku barijeru do otopine indikatora.

DOKAZIVANJE OSPOSOBLJENOSTI

11. Prije rutinske upotrebe in vitro metode s membranskom barijjerom koja je u skladu s ovom ispitnom metodom
laboratoriji bi trebali dokazati tehnicku osposobljenost pravilnim utvrdivanjem kategorije dvanaest tvari za dokazi-
vanje osposobljenosti koje su preporucene u tablici 2. U slucajevima u kojima nije dostupna navedena tvar ili ako je
to opravdano, mozZe se upotrijebiti druga tvar za koju su dostupni primjereni referentni in vivo i in vitro podaci (npr. s
popisa referentnih kemikalija (10.)) pod uvjetom da se primjenjuju isti kriteriji za odabir kako su opisani u tablici 1.
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Tablica 2.
Tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti (')
In vivoUN GHS-u 1 s orkategoria
Tvar () CAS br. Kemijski razred potkatego}rija prema LIJ)N GHSg- u (]3)
prema (%)

Borov trifluorid dihidrat 13319-75-0 Anorganske kise- 1.A 1.A

line
Dusi¢na kiselina 7697-37-2 Anorganske kise- 1A 1.A

line
Fosforov pentaklorid 10026-13-8 Prekursori anor- 1.A 1.A

ganskih kiselina

Valeril klorid 638-29-9 Kloridi kiselina 1B 1B
Natrijev hidroksid 1310-73-2 Anorganske baze 1B 1B
1-(2-aminoetil)piperazin 140-31-8 Alifatski amini 1.B 1.B
Benzensulfonil klorid 98-09-9 Kloridi kiselina 1.C 1.C
N,N-dimetil-benzilamin 103-83-3 Anilini 1.C 1.C
Tetraetilenpentamin 112-57-2 Alifatski amini 1.C 1.C
Eugenol 97-53-0 Fenoli NC NC
Nonil akrilat 2664-55-3 Akrilati/metakri- NC NC

lati
Natrijev bikarbonat 144-55-8 Anorganske soli NC NC

12.

13.

(") Dvanaest prethodno navedenih tvari sadrzavaju tri tvari iz svake od triju potkategorija nagrizajucih tvari i tri nenagrizajuce tvari
prema UN GHS-u, lako su dostupne kod komercijalnih dobavljaca, a potkategorija prema UN GHS-u temelji se na rezultatima
visokokvalitetnog in vivo ispitivanja. Te su tvari preuzete s popisa od 40 referentnih tvari koje su ukljucene na minimalni popis
kemikalija koje su identificirane za dokazivanje to¢nosti i pouzdanosti ispitnih metoda koje su strukturno i funkcionalno slicne
validiranoj referentnoj ispitnoj metodi i odabrane su medu 163 referentne kemikalije koje su se izvorno koristile za validaciju
ispitne metode (Corrositex®) (7., 10. i 14.). Tim se procesom odabira nastojalo ukljuéiti, u mjeri u kojoj je to moguce,
kemikalije: koje su bile reprezentativne za raspon nagrizajucih odgovora (npr. tvari koje ne djeluju nagrizajue, nagrizajuce
tvari ambalazne skupine UN-a L, II. i IIL) koji se mogu izmjeriti ili predvidjeti validiranom referentnom ispitnom metodom; koje
su bile reprezentativne za kemijske razrede koji su koristeni tijekom procesa validacije; koje imaju dobro utvrdene kemijske
strukture; koje su inducirale ponovljive rezultate u validiranoj referentnoj ispitnoj metodi; koje su inducirale konacne rezultate u
in vivo referentnom ispitivanju; koje su bile komercijalno dostupne; i koje nisu bile povezane s neprimjereno visokim troskovima
zbrinjavanja (14.).

(3) Tvari ispitane iste ili ¢istoce > 90 %.

(%) Odgovarajuée ambalazne skupine UN-a I, IL i Il za potkategorije 1.A, 1.B odnosno 1.C UN GHS-a. NC: nije nagrizajude.

POSTUPAK

U sljedeéim se stavcima opisuju sastavnice i postupci ispitne metode s umjetnom membranskom barijerom za
procjenu nagrizajuleg djelovanja (7.1 15.) na temelju vazZece validirane referentne metode, tj. komercijalno dostupnog
modela Corrositex®. Membranska barijera i otopine za utvrdivanje kompatibilnosti/otopine indikatora i otopine za
razvrstavanje mogu se izraditi, pripremiti ili nabaviti iz komercijalnih izvora, kao §to je slucaj s validiranom
referentnom metodom — Corrositex®. Dostupan je uzorak protokola ispitne metode za validiranu referentnu
ispitnu metodu (7.). Ispitivanje bi se trebalo provoditi na temperaturi okoline (17-25 °C) i sastavnice bi trebale
biti u skladu sa sljede¢im uvjetima.

Ispitivanje kompatibilnosti ispitivane kemikalije

Prije provedbe ispitivanja s membranskom barijerom provodi se ispitivanje kompatibilnosti kako bi se utvrdilo moze
li detekcijski sustav za kemikalije otkriti ispitivanu kemikaliju. Ako detekcijski sustav za kemikalije ne otkrije
kemikaliju, ispitna metoda s membranskom barijerom nije primjerena za procjenu potencijalnog nagrizajuceg djelo-
vanja te ispitivane kemikalije i trebalo bi upotrijebiti drugu ispitnu metodu. Detekcijski sustav za kemikalije i uvjeti
izlaganja koji se upotrebljavaju za ispitivanje kompatibilnosti trebali bi odrazavati izlaganje u kasnijem ispitivanju s
membranskom barijerom.
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Test kategorizacije ispitivane kemikalije s obzirom na vremenski okvir

14. Ako je primjereno za ispitnu metodu, ispitivanu kemikaliju koja je u ispitivanju kompatibilnosti ispunila uvjete treba
podvrgnuti testu kategorizacije s obzirom na vremenski okvir, tj. testu probira kojim se razlikuju slabe i jake kiseline
i baze. Na primjer, u validiranoj referentnoj metodi test kategorizacije s obzirom na vremenski okvir sluzi za
odredivanje koji bi se od dva vremenska okvira trebao upotrijebiti na temelju toga je li otkrivena znatna kisela ili
alkalna rezerva. Za utvrdivanje nagrizajueg djelovanja i potkategorije nagrizajueg djelovanja na kozu prema UN
GHS-u trebalo bi upotrijebiti dva razlicita vremenska okvira, na temelju kisele ili alkalne rezerve ispitivane kemikalije.

SASTAVNICE ISPITNE METODE S MEMBRANSKOM BARIJEROM
Membranska barijera

15. Membranska barijera ima dvije sastavnice: proteinski makromolekularni vodeni gel i propusnu potpornu membranu.
Proteinski gel trebao bi biti nepropustan za tekudine i krute tvari, ali trebao bi mo¢i korodirati i postati propustan.
Potpuno izradenu membransku barijeru trebalo bi pohraniti u unaprijed utvrdenim uvjetima za koje se pokazalo da
onemogucuju pogorsanje kvalitete gela, npr. susenje, rast mikroba, pomicanje, pucanje, koje bi narusilo njegovu
ucinkovitost. Treba utvrditi prihvatljivo vrijeme skladistenja te se pripravci membranske barijere ne koriste nakon tog
razdoblja.

16. Propusna potporna membrana pruza mehanicku potporu proteinskom gelu tijekom procesa geliranja i izlaganja
ispitivanoj kemikaliji. Potporna membrana trebala bi sprijeciti ulegnudée ili pomicanje gela i biti propusna za sve
ispitivane kemikalije.

17. Proteinski gel, koji se sastoji od proteina, npr. keratina, kolagena, ili mjeSavine proteina, ¢ini matricu gela i sluzi kao
cilj za ispitivanu kemikaliju. Proteinski materijal stavlja se na povrsinu potporne membrane i ostavlja se da se stvori
gel prije nego $to se membranska barijera stavi na otopinu indikatora. Proteinski gel posvud bi trebao biti jednake
debljine i gustoce te ne bi trebao sadrZavati mjehurice zraka ili nedostatke koji bi mogli utjecati na njegov funkcio-
nalni integritet.

Detekcijski sustav za kemikalije (CDS)

18. Otopina indikatora (ista otopina koja se upotrebljavala za ispitivanje kompatibilnosti) treba reagirati u prisutnosti
ispitivane kemikalije. Treba se koristiti pH-indikatorskom bojom ili kombinacijom boja, npr. krezol crvenilom i
metiloranZzom, koja ¢e promijeniti boju u prisutnosti ispitivane kemikalije. Sustav mjerenja mozZe biti vizualni ili
elektronicki.

19. Detekcijski sustavi razvijeni za otkrivanje prolazaka ispitivane kemikalije kroz membransku barijeru treba procijeniti
u pogledu relevantnosti i pouzdanosti kako bi se utvrdio raspon kemikalija koje se mogu otkriti i kvantitativna
ogranicenja otkrivanja.

PROVODENJE TESTA
Sastavljanje sastavnica ispitne metode

20. Membranska barijera postavlja se u bocicu (ili cijev) koja sadrzava otopinu indikatora tako da je potporna membrana
potpuno u kontaktu s otopinom indikatora i da nisu prisutni mjehurii zraka. Treba paziti da se osigura integritet
barijere.

Primjena ispitivane kemikalije

21. Primjerena koli¢ina ispitivane kemikalije, npr. 500 pl tekudine ili 500 mg krute tvari fino usitnjene u prah (7.)
pazljivo se u slojevima nanosi na gornju povrSinu membranske barijere i ravnomjerno rasporeduje. Za svaku
ispitivanu kemikaliju i njezine odgovarajue kontrole priprema se odgovarajuéi broj ponovljenih uzoraka, npr.
Cetiri (7.), (vidjeti stavke od 23. do 25.). Evidentira se vrijeme primjene ispitivane kemikalije na membransku barijeru.
Kako bi se osiguralo da se kratka vremena nagrizanja to¢no evidentiraju, vremena primjene ispitivane kemikalije na
ponovljene bocice postupno se mijenjaju.
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Mjerenje prodiranja kroz membransku barijeru

22. Svaka se bocica primjereno prati i evidentira se vrijeme prve promjene otopine indikatora, tj. prodiranja kroz barijeru,
te se utvrduje vrijeme koje je proteklo od primjene do prodiranja kroz membransku barijeru.

Kontrole

23. Kod ispitivanja u kojima se s ispitivanom kemikalijom upotrebljava nosa¢ ili otapalo, nosa¢ ili otapalo treba biti
kompatibilno sa sustavom membranske barijere, tj. ne smije izmijeniti integritet sustava membranske barijere ni
nagrizajuce djelovanje ispitivane kemikalije. Ako je primjenjivo, kontrolu otapala (ili nosaca) treba ispitati istodobno
kad i ispitivanu kemikaliju kako bi se dokazala kompatibilnost otapala sa sustavom membranske barijere.

24. Pozitivnu (nagrizajucu) kontrolu sa srednje nagrizajuom aktivnosti, npr. 110 * 15 mg natrijeva hidroksida (potka-
tegorija 1.B nagrizajuceg djelovanja prema UN GHS-u) (7.) treba ispitati istodobno kad i ispitivanu kemikaliju kako bi
se procijenilo funkcionira li ispitni sustav zadovoljavajue. Za procjenu relativnog potencijala za nagrizajuée djelo-
vanje nagrizajuce ispitivane kemikalije moze biti korisna druga pozitivna kontrola iz istog kemijskog razreda kao
ispitivana kemikalija. Treba odabrati pozitivnu kontrolu ili kontrole srednje nagrizajueg djelovanja (npr. potkatego-
rija 1.B prema UN GHS-u) kako bi se otkrile promjene u vremenu prodiranja koje mogu biti neprihvatljivo dulje ili
krate od utvrdene referentne vrijednosti, §to ukazuje na to da ispitni sustav ne funkcionira pravilno. Korisnost
kemikalija koje djeluju iznimno nagrizajue (potkategorija 1.A prema UN GHS-u) ili koje ne djeluju nagrizajuce u
tu je svrhu ogranicena. Nagrizajuéa kemikalija iz potkategorije 1.B prema UN GHS-u omogudila bi otkrivanje
predugog ili prekratkog vremena prodiranja. Kemikalija slabo nagrizajuceg djelovanja (potkategorija 1.C prema UN
GHS-u) mogla bi se upotrijebiti kao pozitivna kontrola za mjerenje sposobnosti ispitne metode da dosljedno razlikuje
kemikalije koje imaju slabo nagrizajuée djelovanje od kemikalija koje ne djeluju nagrizajuée. Neovisno o tome koji se
pristup primjenjuje, treba razviti prihvatljivi raspon odgovora pozitivne kontrole na temelju prijasnjeg raspona
vremena prodiranja za primijenjenu pozitivnu kontrolu ili kontrole, kao 3to je srednja vrijednost +2-3 standardne
devijacije. U svakoj studiji treba utvrditi to¢no vrijeme prodiranja za pozitivnu kontrolu kako bi se mogle otkriti
devijacije koje su izvan prihvatljivog raspona.

25. Negativnu (nenagrizajucu) kontrolu, npr. 10-postotnu limunsku kiselinu, 6-postotnu propionsku kiselinu (7.) isto bi
trebalo ispitati istodobno kad i ispitivanu kemikaliju kao jo§ jednu mjeru kontrole kvalitete za dokazivanje funkcio-
nalnog integriteta membranske barijere.

Kriteriji prihvatljivosti istrazivanja

26. U skladu s utvrdenim vremenskim parametrima za svaku potkategoriju nagrizajuceg djelovanja prema UN GHS-u,
vrijeme (u minutama) koje protekne od primjene ispitivane kemikalije na membransku barijeru do prodiranja kroz
barijeru sluzi za predvidanje nagrizajuleg djelovanja ispitivane kemikalije. Da bi se istraZivanje smatralo prihvatljivim,
istodobna pozitivna kontrola trebala bi pokazati o¢ekivano vrijeme reakcije prodiranja (npr. vrijeme prodiranja od
osam do 16 minuta za natrijev hidroksid ako se upotrebljava kao pozitivna kontrola), istodobna negativna kontrola
ne bi trebala djelovati nagrizajuce, a ako je ukljuCena, istodobna kontrola s otapalom ne bi trebala djelovati
nagrizajue ni izmijeniti potencijal za nagrizajue djelovanje ispitivane kemikalije. Laboratoriji bi prije rutinske
primjene metode koja ispunjava zahtjeve ove ispitne metode trebali dokazati tehni¢ku osposobljenost primjenom
12 tvari preporucenih u tablici 2. Za nove me-too metode koje se razviju na temelju ove ispitne metode i koje su
strukturno i funkcionalno sli¢ne validiranoj referentnoj metodi (14.) trebaju se upotrebljavati unaprijed definirani
zahtjevi izvedbe kako bi se dokazala pouzdanost i to¢nost nove metode prije njezine primjene za ispitivanje u
regulatorne svrhe (10.).

Tumacenje rezultata i razvrstavanje ispitivanih kemikalija prema nagrizaju¢em djelovanju

27. Vrijeme (u minutama) koje protekne od primjene ispitivane kemikalije na membransku barjjeru do prodiranja kroz
barijeru sluzi za razvrstavanje ispitivane kemikalije u potkategorije nagrizajuceg djelovanja prema UN GHS-u (1.) i,
ako je primjenjivo, u ambalazne skupine UN-a (16.). Grani¢ne vrijednosti vremena za svaku od tri potkategorije
nagrizajuéeg djelovanja utvrduju se za svaku predloZzenu ispitnu metodu. U kona¢nim odlukama o grani¢nim
vremenima treba uzeti u obzir potrebu da se smanji preblago razvrstavanje opasnosti od nagrizajueg djelovanja
(tj. lazno negativni rezultati). U ovoj smjernici za ispitivanje trebala bi se koristi grani¢na vremena za Corrositex®,
kako su navedena u tablici 3., jer je to jedina ispitna metoda koja je trenuta¢no obuhvaéena ovom smjernicom za
ispitivanje (7.).
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Tablica 3.

Model predvidanja Corrositex®

Srednje vrijeme prodiranja (min.)

Predvidanje prema sustavu UN

Ispitivana kemikalija 2. kategori- GHS (3)

je () (utvrdeno testom kategoriza-
cije, koji je dio metode)

Ispitivana kemikalija 1. kategorije (') (utvrdeno testom
kategorizacije, koji je dio metode)

0-3 min 0-3 min Nagrizajule, neobavezna potka-
tegorija 1.A

>3 do 60 min >3 do 30 min Nagrizajule, neobavezna potka-
tegorija 1.B

> 60 do 240 min >30 do 60 min Nagrizajule, neobavezna potka-
tegorija 1.C
> 240 min > 60 min Nije nagrizajuce

(") Ispitivana kemikalija s velikom kiselom/alkalnom rezervom (6.)
(3) Ispitivana kemikalija s malom kiselom/alkalnom rezervom (6.)
(’) Potkategorije 1.A, 1.B i 1.C UN GHS-a odgovaraju ambalaZznim skupinama UN-a L, II. odnosno III.

PODACI I IZVJESCIVANJE

Podaci

28. Vrijeme (u minutama) koje prode od primjene ispitivane kemikalije i pozitivne kontrole ili kontrola do prodiranja
barijere treba prikazati u tablicnom obliku kao podatke o pojedina¢nim ponovljenim uzorcima te srednje vrijednosti
t standardna devijacija za svaki pokus.

Izvjesce o ispitivanju

29. Izvjesce o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedece informacije:

Ispitivana kemikalija i kontrolne tvari:

— tvar s jednim sastojkom: kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj, SMILES ili
InChl oznaka, strukturna formula, ¢istoa, kemijski identitet necistoCa prema potrebi i ako je izvedivo u praksi

itd.,

— tvar s viSe sastojaka, UVCB tvar i smjesa: opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantita-
tivnog udjela i relevantnih fizikalno-kemijskih svojstava sastojaka,

— fizicki izgled, topljivost u vodi i dodatna relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

— izvor, broj serije, ako su dostupni,

— tretiranje ispitivane kemikalije/kontrolne tvari prije ispitivanja, ako je primjenljivo (npr. grijanje, mljevenje),

— stabilnost ispitivane kemikalije, rok uporabe ili datum za ponovnu analizu ako je poznat,

— uvjeti skladistenja.
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Nosac:

— identifikacijska oznaka, koncentracija (prema potrebi), upotrijebljeni volumen,
— obrazloZenje za odabir nosaca.

Upotrijebljeni in vitro model membranske barijere i protokol, ukljucujuéi dokazanu to¢nost i pouzdanost
Ispitni uvjeti:

— opis koristenog uredaja i postupaka pripreme,

— podrijetlo i sastav koriStene in vitro membranske barijere,

— sastav i svojstva otopine indikatora,

— metoda detekcije,

— koli¢ina ispitivane kemikalije i kontrolne tvari,

— broj ponavljanja,

— opis i obrazloZenje testa kategorizacije s obzirom na vremenski okvir,

— mnacin primjene,

— vyremena opazanja,

— opis primijenjenih kriterija ocjenjivanja i razvrstavanja,

— dokazivanje osposobljenosti za izvodenje ispitne metode prije rutinske upotrebe ispitivanjem kemikalija za
dokazivanje tehnicke osposobljenosti.

Rezultati:

— tabli¢ni prikaz pojedina¢nih neobradenih podataka o pojedinacnim ispitnim i kontrolnim uzorcima za svako
ponavljanje,

— opis drugih uocenih ucinaka,

— utvrdeno razvrstavanje, s upucivanjem na primijenjeni model predvidanja/kriterije odluivanja.
Rasprava o rezultatima
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Dodatak

DEFINICIJE

Toénost: stupanj podudarnosti rezultata ispitne metode i prihvacenih referentnih vrijednosti. Ona je mjerilo ucinkovitosti
ispitne metode i jedan od aspekata relevantnosti. Pojam je ¢esto medusobno zamjenjiv s pojmom ,podudarnost” u smislu
udjela to¢nih ishoda ispitne metode (9.).

Kemikalija: tvar ili smjesa.

Detekcijski sustav za kemikalije (CDS): vizualni ili elektronicki sustav mjerenja s otopinom indikatora koja reagira u
prisutnosti ispitivane kemikalije, npr. promjenom pH-indikatorske boje ili kombinacije boja, koja ¢e promijeniti boju u
prisutnosti ispitivane kemikalije ili drugim vrstama kemijskih ili elektrokemijskih reakcija.

Podudarnost: mjerilo u¢inkovitosti ispitne metode za ispitne metode koje daju kategorijski rezultat i jedan je od aspekata
relevantnosti. Pojam je ponekad medusobno zamjenjiv s pojmom to¢nosti i definira se kao udio svih ispitanih kemikalija
koje su pravilno razvrstane kao pozitivne ili negativne. Podudarnost u velikoj mjeri ovisi o prisutnosti pozitivnih rezultata
u vrstama ispitivane kemikalije (9.).

GHS (Globalno uskladeni sustav razvrstavanja i oznacivanja kemikalija): sustav za razvrstavanje kemikalija (tvari i
smjesa) prema standardiziranim vrstama i stupnjevima fizickih opasnosti te opasnosti za zdravlje i okolis, kojim su
obuhvacena odgovarajuéa komunikacijska sredstva kao $to su piktogrami, oznake opasnosti, oznake upozorenja, oznake
obavijesti i sigurnosno-tehnicki listovi, kojima se prenose informacije o njihovim Stetnim ucincima u cilju zastite ljudi
(ukljucujuéi poslodavce, radnike, prijevoznike, potrosace i interventno osoblje) i okolisa (1.).

TATA: integrirani pristup ispitivanju i procjeni.

Smjesa: smjesa ili otopina koja se sastoji od dviju ili viSe tvari.

Tvar s jednim sastojkom: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je jedan glavni sastojak prisutan u koncentraciji
od najmanje 80 % (w/w).

Tvar s viSe sastojaka: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je viSe od jednog glavnog sastojka prisutno u
koncentraciji od 10 % (w/w) ili vecoj te manjoj od 80 % (w/w). Tvar s viSe sastojaka rezultat je procesa proizvodnje.
Smjesa i tvar s viSe sastojaka razlikuju se po tome §to se smjesa dobiva mijesanjem dviju ili viSe tvari bez kemijske
reakcije. Tvar s viSe sastojaka rezultat je kemijske reakcije.

NC: nije nagrizajuce.

Zahtjevi izvedbe: zahtjevi koji se temelje na validiranoj ispitnoj metodi i pruzaju temelj za ocjenjivanje usporedivosti
predlozene, funkcionalno i mehanicisticki slicne, ispitne metode. Obuhvadaju: i. kljucne elemente ispitne metode; ii.
minimalni popis referentnih kemikalija odabranih medu kemikalijama koje se upotrebljavaju za dokazivanje prihvatljive
ucinkovitosti validirane ispitne metode te iii. sli¢ne razine pouzdanosti i to¢nosti, utemeljene na rezultatima dobivenim za
validiranu ispitnu metodu, koje se prilikom ocjenjivanja trebaju dokazati predlozenom ispitnom metodom koristeci
minimalni popis referentnih kemikalija (9.).
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Relevantnost: opis odnosa izmedu ispitne metode i istrazivanog ucinka te je li ispitivanje prikladno i korisno za
odredenu svrhu. Pokazuje u kojoj se mjeri ispitnom metodom toéno mjeri ili predvida istraZivani bioloski ucinak.
Relevantnost ukljucuje razmatranje o tocnosti (podudarnosti) ispitne metode (9.).

Pouzdanost: pokazuje u kojoj se mijeri ispitna metoda moZe obnovljivo primijeniti unutar jednog laboratorija i izmedu
viSe laboratorija tijekom vremena uz primjenu istog protokola. Ocjenjuje se izra¢unavanjem obnovljivosti unutar jednog
laboratorija i izmedu viSe laboratorija (9.).

Osjetljivost: udio svih pozitivnih/aktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom ispitne metode. To je mjera
tocnosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vaZan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne metode (9.).

Nagrizanje koZe in vivo: uzrokovanje ireverzibilnog ostecenja koze, to¢nije, vidljive nekroze koja kroz epidermu
dospijeva u dermu nakon §to je ispitivana kemikalija primjenjivana u trajanju do najviSe Cetiri sata. Za nagrizanje
koze tipi¢na je pojava Cireva, krvarenja, krvavih krasta te, do kraja opaZanja od 14 dana, gubitak boje koze zbog
nestajanja pigmenta, cijele povrSine zahvalene alopecijom (gubitak dlake) i oZiljci. Za ocjenjivanje sumnjivih lezija
treba razmotriti mogucnost histopatoloskih pretraga.

Specificnost: udio svih negativnih/neaktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom ispitne metode. To je
mjera to¢nosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne metode

9.).

Tvar: kemijski element i njegovi spojevi u prirodnom stanju ili dobiveni proizvodnim postupkom, sto ukljucuje i aditive
koji su nuzni za odrZavanje stabilnosti proizvoda te necistoe koje proizlaze iz primijenjenoga postupka, ali iskljucuje
otapala koja se mogu izdvojiti bez utjecaja na stabilnost tvari ili promjene njezina sastava.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvodi ili bioloski materijali.
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B.66. IN VITRO TESTOVI TRANSAKTIVACIJE SA STABILNOM TRANSFEKCIJOM ZA OTKRIVANJE AGONISTA 1
ANTAGONISTA ESTROGENSKIH RECEPTORA

OPCI UVOD
Smjernica OECD-a za ispitivanje koja se temelji na uspjesnosti

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 455 (TG) (2016.). Smjernica za ispitivanje 455 je
smjernica za ispitivanje koja se temelji na uspjesnosti (PBTG) i u njoj se opisuje metodologija in vitro testova
transaktivacije sa stabilnom transfekcijom za otkrivanje agonista i antagonista estrogenskih receptora (ER TA testovi).
Sastoji se od nekoliko mehanicisticki i funkcionalno sli¢nih ispitnih metoda za identifikaciju agonista i antagonista
estrogenskih receptora (tj. ERa i/ili ERp) i trebala bi olaksati razvoj novih sli¢nih ili izmijenjenih ispitnih metoda u
skladu s nacelima za validaciju utvrdenima u Vodicu OECD-a o validaciji i medunarodnom prihvacanju novih ili
aZuriranih ispitnih metoda za procjenu opasnosti (1.). Potpuno validirane referentne ispitne metode (Dodatak 2. i
Dodatak 3.) koje ¢ine osnovu ove smjernice za ispitivanje koja se temelji na uspjesnosti ukljucuju:

— test TA sa stabilnom transfekcijom (STTA) (2.) uz primjenu stani¢ne linije (h) ERa-HeLa-9903, i

— test VM7Luc ER TA (3.) uz primjenu stani¢ne linije VM7Luc4E2 (1), koja vecinom izrazava receptor hERa uz
odredeni doprinos receptora hERPf(4. i 5.).

Za razvoj i validaciju slicnih testova za iste konacne ucinke opasnosti dostupni su zahtjevi izvedbe (6. i 7.) te bi ih
trebalo upotrebljavati. Oni omogucuju pravovremenu izmjenu PBTG-a 455 kako bi se novi sli¢ni testovi mogli dodati
u azurirani PBTG; medutim, sli¢ni testovi dodat ¢e se samo nakon $to ih OECD pregleda i slozi se da su ispunjeni
zahtjevi izvedbe. Testovi ukljuceni u Smjernicu za ispitivanje 455 mogu se upotrebljavati bez razlike za ispunjavanje
zahtjeva zemalja ¢lanica OECD-a u pogledu rezultata ispitivanja transaktivacije estrogenskih receptora, uz ostvarivanje
koristi od OECD-ova uzajamnog prihvacanja podataka.

Kontekst i nacela testova ukljuCenih u ovu ispitnu metodu

2. OECD je 1998. pokrenuo aktivnost visokog prioriteta revizije postoje¢ih i razvoja novih smjernica za ispitivanje za
probir i ispitivanje potencijalnih endokrino disruptivnih kemikalija. OECD-ov konceptualni okvir (CF) za ispitivanje i
procjenu potencijalnih endokrino disruptivnih kemikalija revidiran je 2012. Izvorni i revidirani konceptualni okviri
ukljuceni su kao prilozi Vodicu OECD-a o standardiziranim ispitnim smjernicama za ocjenu kemikalija u pogledu
endokrine disrupcije (8.). Konceptualni okvir sastoji se od pet razina, a svaka razina odgovara razli¢itoj razini
bioloske sloZenosti. Testovi ER transaktivacije (TA) opisani u ovoj ispitnoj metodi testovi su 2. razine, koja ukljucuje
Lin vitro testove koji pruZaju podatke o odabranim endokrinim mehanizmima/putovima”. Ova je ispitna metoda
namijenjena in vitro testovima transaktivacije (TA) koji su osmisljeni za identifikaciju agonista i antagonista estrogen-
skih receptora (ER).

3. Interakcija estrogena i estrogenskih receptora mozZe utjecati na transkripciju gena koje kontrolira estrogen, a to moze
dovesti do indukcije ili inhibicije stani¢nih procesa, medu ostalim i onih koji su potrebni za proliferaciju stanica,
normalni razvoj fetusa i reproduktivnu funkciju (9., 10. i 11.). Poremecaj uobicajenih estrogenskih sustava mogao bi
izazvati Stetne udinke za normalni razvoj (ontogeneza), reproduktivno zdravlje i integritet reproduktivnog sustava.

4. In vitro TA testovi temelje se na izravnoj ili neizravnoj interakciji tvari sa specificnim receptorom koji regulira
transkripciju proizvoda reporterskog gena. Ti se testovi u velikoj mjeri upotrebljavaju za procjenu genske ekspresije
koju reguliraju specifi¢ni receptori u jezgri, kao §to su estrogenski receptori (12., 13., 14., 15. i 16.). Predlozeni su za
otkrivanje estrogenske transaktivacije koju regulira estrogenski receptor (17., 18. i 19.). Postoje najmanje dvije glavne
podvrste estrogenskih receptora u jezgri, a i f, a kodiraju ih posebni geni. Pojedini proteini imaju razlicite biologke
funkcije te razlicitu distribuciju u tkivima i afinitete vezanja liganda (20., 21., 22., 23., 24., 25. i 26.). Jezgreni ERa
posreduje u klasiénom estrogenskom odgovoru (27., 28., 29. i 30.) pa je stoga ve¢ina modela koji se trenutacno
razvijaju za mjerenje aktivacije ili inhibicije estrogenskog receptora specifi¢na za ERa. Testovi se upotrebljavaju za
identifikaciju kemikalija koje aktiviraju (ili inhibiraju) estrogenski receptor nakon vezivanja liganda, nakon cega se
kompleks receptora i liganda veze na specifi¢ne elemente DNK odgovora i transaktivira reporterski gen, sto dovodi
do povecane stani¢ne ekspresije markerskog proteina. U tim se testovima mogu koristiti razli¢iti reporterski odgovori.
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U sustavima koji se temelje na luciferazi, enzim luciferaza pretvara supstrat luciferina u bioluminiscentni proizvod
koji se moze kvantitativno izmjeriti s pomocu luminometra. Drugi primjeri uobicajenih reporterskih gena ukljucuju
fluorescentni protein i gen LacZ, koji kodira p-galaktozidazu, enzim koji moZe pretvoriti bezbojni supstrat X-gal (5-
bromo-4-kloro-indolil-galaktopiranozid) u plavi proizvod koji se mozZe kvantificirati spektrofotometrom. Ti se repor-
terski geni mogu procijeniti brzo i jeftino primjenom komercijalno dostupnog pribora za ispitivanje.

5. Validacijske studije STTA i VM7Luc TA testova pokazale su relevantnost i pouzdanost tih testova za predvidenu
svrhu (3., 4., 5.1 30.). Zahtjevi izvedbe za ER TA testove koji se temelje na luminiscenciji u kojima se upotrebljavaju
stani¢ne linije mlije¢nih Zlijezda ukljucene su u Evaluacijsko izvjesée ICCVAM-a o ispitnoj metodi LUMI-CELL® ER
(VM7Luc ER TA): in vitro test za identifikaciju agonistickog ili antagonistickog djelovanja kemikalije na ljudski
estrogenski receptor (3.). Ti su zahtjevi izvedbe izmijenjeni kako bi se mogli primjenjivati i na STTA i VM7Luc
TA testove (2.).

6. Definicije i kratice upotrijebljene u ovoj ispitnoj metodi opisuju se u Dodatku 1.

Podrudje primjene TA testova i ograniCenja povezana s njima

7. Ovi se testovi predlazu u svrhu probira i utvrdivanja prioriteta, ali u njima se mogu dobiti i mehanicisticke
informacije koje se mogu upotrijebiti u pristupu snage dokaza. Bave se transaktivacijom koju inducira kemijsko
vezivanje na estrogenske receptore u in vitro sustavu. Stoga rezultate ne bi trebalo izravno ekstrapolirati na signa-
lizaciju kompleksa i regulaciju netaknutog endokrinog sustava in vivo.

8. Transaktivacija koju posreduju estrogenski receptori smatra se jednim od kljuénih mehanizama endokrine disrupcije
(ED), iako postoje i drugi mehanizmi preko kojih moze do¢i do endokrine disrupcije, ukljucujudi: i. interakcije s
ostalim receptorima i enzimskim sustavima u endokrinom sustavu; ii. sintezu hormona; iii. metabolicku aktivaciju
ifili inaktivaciju hormona; iv. distribuciju hormona u ciljna tkiva i v. uklanjanje hormona iz tijela. Ni jedan test u
okviru ove ispitne metode ne bavi se tim nacinima djelovanja.

9. Ova se ispitna metoda bavi sposobno$¢u kemikalija da aktiviraju (tj. djeluju kao agonisti) i da potiskuju (t. djeluju
kao antagonisti) transkripciju koja ovisi o estrogenskim receptorima. Odredene kemikalije mogu pokazati i agoni-
sticko i antagonisticko djelovanje ovisno o vrsti stanica i poznate su kao selektivni modulatori estrogenskih receptora
(SERM-ovi). Kemikalije koje su u ovim testovima negativne mogle bi se procijeniti u testovima vezivanja na estro-
genski receptor prije nego sto se zakljuci da se kemikalija ne veZe na receptor. Osim toga, u ovim (e se testovima
vjerojatno dobiti samo podaci o aktivnosti polazne molekule, imajuéi na umu ogranicene metabolicke moguénosti in
vitro stani¢nih sustava. Buduéi da su se u validaciji upotrebljavale samo pojedinacne tvari, nije se razmatrala primje-
njivost za ispitivanje smjesa. Unato¢ tomu, ova je ispitna metoda u teoriji primjenjiva za ispitivanje tvari s vise
sastojaka, UVCB tvari i smjesa. Prije nego $to se ova ispitna metoda primijeni na tvari s vi§e sastojaka, UVCB tvari ili
smjesi radi dobivanja podataka za predvidenu regulatornu svrhu, potrebno je razmotriti mogu li se te, ako se mogu,
zasto se njome mogu dobiti primjereni rezultati za tu svrhu. Ta razmatranja nisu potrebna ako postoji regulatorni
zahtjev za ispitivanje smjese.

10. U informativne svrhe u tablici 1. navedeni su rezultati ispitivanja agonista za 34 tvari koje su ispitane u obje potpuno
validirane ispitne metode opisane u ovoj ispitnoj metodi. Od tih tvari 26 ih je razvrstano kao definitivni agonisti
estrogenskih receptora, a osam ih je bilo negativno na temelju objavljenih izvjesca, ukljucujudi in vitro testove za
vezivanje estrogenskih receptora i transaktivaciju ifili uterotrofni test (2., 3., 18., 31, 32, 33. i 34.). U tablici 2.
navedeni su rezultati ispitivanja antagonista za 15 tvari koje su ispitane u obje potpuno validirane ispitne metode
opisane u ovoj ispitnoj metodi. Od tih tvari Cetiri su razvrstane kao definitivni/pretpostavljeni antagonisti estrogen-
skih receptora, a deset ih je bilo negativno na temelju objavljenih izvjesca, ukljucujuéi in vitro testove za vezivanje
estrogenskih receptora i transaktivaciju (2., 3., 18.1 31.). S obzirom na podatke saZete u tablicama 1. i 2., postojalo je
100-postotno slaganje obiju referentnih ispitnih metoda o razvrstavanju svih tvari osim jedne tvari (mifepristona) u
testu antagonista i svaka je tvar to¢no razvrstana kao agonist/antagonist estrogenskih receptora ili kao negativna tvar.
Dodatne informacije o ovoj skupini kemikalija i o dodatnim kemikalijama koje su ispitane u STTA i VM7Luc ER TA
testovima tijekom validacijskih studija navedene su u zahtjevima izvedbe za testove ER TA (6. i 7.), Dodatak 2.
(tablice 1., 2.1 3.).
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SASTAVNICE ER TA TESTA

Klju¢ne sastavnice testa

11. Ova ispitna metoda primjenjuje se na testove u kojima se upotrebljava model stabilno transficiranog ili endogenog
receptora ERa i stabilno transficiranog reporterskog gena koje kontrolira jedan element odgovora estrogena ili vise
njih; medutim, mogu biti prisutni i drugi receptori kao $to je ERP. To su kljucne sastavnice testa.

Kontrole

12. Treba opisati osnovu za predloZene istodobne referentne norme za svaki test agonista i antagonista. Istodobne
kontrole (negativna, otapalo i pozitivna), prema potrebi, znak su da test djeluje u ispitnim uvjetima i osnova su
za usporedbe medu pokusima; obicno su dio kriterija prihvatljivosti za odredeni pokus (1.).

Standardni postupci kontrole kvalitete

13. Standardne postupke kontrole kvalitete treba provoditi kako je opisano za svaki test kako bi se osiguralo da stani¢na
linija ostane stabilna tijekom visestrukih pasaza, da ne sadrzava mikoplazme (tj. nije kontaminirana bakterijama) i da
zadrzi sposobnost da tijekom vremena daje ocekivane odgovore posredovane estrogenskim receptorima. Stani¢ne
linije nadalje bi trebalo provjeriti u pogledu to¢nog identiteta i ostalih kontaminanata (npr. gljivice, kvasac i virusi).

Dokazivanje osposobljenosti laboratorija

14. Prije ispitivanja nepoznatih kemikalija primjenom bilo kojeg od testova u okviru ove ispitne metode, svaki laboratorij
treba dokazati osposobljenost za primjenu testa. Kako bi dokazao osposobljenost, svaki bi laboratorij trebao ispitati
14 tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti navedenih u tablici 3. za test agonista i 10 tvari za dokazivanje
tehnicke osposobljenosti iz tablice 4. za test antagonista. To ispitivanje osposobljenosti potvrdit ¢e i osjetljivost
ispitnog sustava. Popis tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti podskup je referentnih tvari koje su navedene u
zahtjevima izvedbe za ER TA testove (6.). Te su tvari komercijalno dostupne, ¢ine razrede kemikalija koji se obi¢no
povezuju s aktivno$¢u agonista ili antagonista estrogenskih receptora, pokazuju primjeren raspon jakosti koji se
ocekuje za agoniste/antagoniste estrogenskih receptora (tj. slabi do jaki) i ukljuCuju negativne tvari. Ispitivanje tvari za
dokazivanje tehnicke osposobljenosti treba se ponoviti barem dvaput na razli¢ite dane. Osposobljenost se dokazuje
toénim razvrstavanjem (pozitivno/negativno) svake tvari za dokazivanje osposobljenosti. Pri ucenju testova svaki
tehnicar treba dvaput ponoviti ispitivanje osposobljenosti. Ovisno o vrsti stanica neke se od tvari za dokazivanje
tehnicke osposobljenosti mogu ponasati kao SERM-ovi i pokazivati aktivnosti i kao agonisti i antagonisti. Medutim,
tvari za dokazivanje tehnicke osposobljenosti u tablicama 3. i 4. razvrstane su prema poznatoj dominantnoj aktiv-
nosti koja bi se trebala koristiti za procjenu osposobljenosti.

15. Kako bi se dokazala uspjesnost i u svrhe kontrole kvalitete svaki bi laboratorij trebao izraditi bazu podataka prijasnjih
agonista i antagonista s podacima o referentnoj normi (npr. 17p-estradiol i tamoksifen), pozitivnim i negativnim
kontrolnim kemikalijama i kontroli s otapalom (npr. DMSO). Za pocetak, bazu podataka treba izraditi iz najmanje
deset neovisnih ciklusa ispitivanja agonista (npr. 17f-estradiola) i deset neovisnih ciklusa ispitivanja antagonista (npr.
tamoksifena). Rezultate iz buduéih analiza tih referentnih normi i kontrola s otapalom treba dodati kako bi se
povecala baza podataka i osigurala dosljednost i uspje$nost laboratorija u provedbi biotestova tijekom vremena.
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Kriteriji prihvatljivosti ciklusa ispitivanja

16. Prihvacanje ili odbijanje ciklusa ispitivanja temelji se na procjeni rezultata dobivenih za referentne norme i kontrole
koje se koriste za svaki pokus. Vrijednosti za PCs, (ECs) ili IC5, za referentne norme trebaju ispunjavati kriterije
prihvatljivosti kako su predvideni za odabrani test (za STTA vidjeti Dodatak 2., za VM7Luc ER TA vidjeti Dodatak 3.)
i sve pozitivne/negativne kontrole trebale bi se to¢no razvrstati za svaki prihvaceni pokus. Sposobnost dosljedne
provedbe testa treba dokazati razvojem i odrzavanjem baze s prijanjim podacima za referentne norme i kontrole
(vidjeti stavak 15.). Kao mjera obnovljivosti unutar jednog laboratorija mogu se koristiti standardne devijacije (SD) ili
koeficijenti varijacije (CV) za srednje vrijednosti parametara prilagodavanja krivulje referentnih normi. Osim toga,
treba ispuniti sljedeca nacela u pogledu kriterija prihvatljivosti:

— potrebno je dovoljno podataka za kvantitativnu procjenu aktivacije (za test agonista) ili potiskivanja (za test
antagonista) estrogenskog receptora (tj. u¢inkovitost i jakost),

— srednja reporterska aktivnost za referentnu koncentraciju referentnog estrogena treba biti barem minimum
utvrden u testovima u odnosu na aktivnost kontrole s nosadem (otapalom) kako bi se osigurala primjerena
osjetljivost. Za STTA i VM7Luc ER TA testove to je Cetiri puta viSe od srednje kontrole s nosacem na svakoj
plodi,

— ispitane koncentracije trebale bi biti unutar podrucja topljivosti ispitivanih kemikalija i ne bi smjele pokazivati
citotoksi¢nost.

Analiza podataka

17. Za razvrstavanje pozitivnih i negativnih odgovora treba upotrebljavati utvrdeni postupak za tumacenje podataka za
svaki test.

18. Ispunjavanje kriterija prihvatljivosti (stavak 16.) znaci da test pravilno funkcionira, ali time se ne osigurava da Ce svaki
pojedina¢ni ciklus ispitivanja dati to¢ne rezultate. Ponavljanje rezultata prvog ciklusa najbolji je znak toga da su
dobiveni to¢ni podaci. Ako se u dva ciklusa dobiju ponovljivi rezultati (npr. rezultati u oba ciklusa ispitivanja
pokazuju da je ispitivana kemikalija pozitivna), ne treba provoditi treci ciklus.

19. Ako se u dva ciklusa ne dobiju ponovljivi rezultati (npr. ispitivana kemikalija pozitivna je u jednom ciklusu, a
negativna u drugom) ili ako je potreban veéi stupanj sigurnosti u pogledu ishoda testa, treba provesti najmanje tri
neovisna ciklusa. U tom se slucaju razvrstavanje temelji na dva sukladna rezultata od tri.

Opéi kriteriji za tumacenje podataka

20. Trenutatno ne postoji opCeprihvadena metoda za tumacenje ER TA podataka. Medutim, i kvalitativne (npr. pozi-
tivno/negativno) ifili kvantitativne (npr. ECs,, PCs, IC50) procjene aktivnosti posredovane estrogenskim receptorima
trebaju se temeljiti na empirijskim podacima i valjanoj znanstvenoj prosudbi. Ako je moguée, pozitivne rezultate

treba karakterizirati razmjer ucinka u usporedbi s kontrolom nosaca (otapala) ili referentnim estrogenom te koncen-
tracija pri kojoj se javlja u¢inak (npr. ECsg, PCsy, RPCypy ICs itd.).

Izvjesce o ispitivanju

21. Izvjesée o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedeée informacije:

Test:

— koristeni test,

— kontrolna/referentna normafispitivana kemikalija,

— izvor, broj serije, rok uporabe, ako su dostupni,
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— stabilnost ispitivane kemikalije, ako je poznata,

— topljivost i stabilnost ispitivane kemikalije u otapalu, ako su poznate,

— izmjerene vrijednosti za pH, osmolalnost i taloZenje u mediju za uzgoj kulture u koju je dodana ispitivana
kemikalija, prema potrebi.

Tvar s jednim sastojkom:

— fizicki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

— kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj, SMILES ili InChI oznaka, strukturna
formula, ¢istoca, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.

Tvari s vise sastojaka, UVCB tvari i smjese:

— opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativnog udjela i relevantnih fizikalno-kemij-
skih svojstava sastojaka.

Otapalo/nosac:

— karakterizacija (priroda, dobavlja¢ i serija),

— obrazloZenje za odabir otapala/nosaca,

— topljivost i stabilnost ispitivane kemikalije u otapalu/nosacu, ako su poznate.

Stanice:

— wvrsta i izvor stanica:

* je li estrogenski receptor izrazen endogeno? Ako nije, koji su receptori transficirani,

* koristeni konstrukti reporterskih gena (uklju¢ujuéi izvornu vrstu),

* metoda transfekcije,

* metoda odabira za odrzavanje stabilne transfekcije (ako je primjenjivo),

* je li metoda transfekcije relevantna za stabilne linije,

— Broj pasaza stanica (od odmrzavanja),

— Broj pasaZza stanica pri odmrzavanju,

— metode odrzavanja stani¢nih kultura.
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Ispitni uvjeti:

— ogranicenja topljivosti,

— opis metoda primijenjenih za procjenu vijabilnosti,

— sastav medija, koncentracija CO,,

— koncentracije ispitivane kemikalije,

— volumen dodanog nosaca i ispitivane kemikalije,

— temperatura i vlaznost inkubacije,

— trajanje tretiranja,

— gustoca stanica na pocetku i za vrijeme tretiranja,

— pozitivne i negativne referentne norme,

— reporterski reagensi (naziv proizvoda, dobavlja¢ i serija),

— kriteriji na temelju kojih se ciklusi ispitivanja smatraju pozitivnim, negativnim ili dvosmislenim.

Provjera prihvatljivosti:

— multiplikacijski faktori indukcije za svaku plocu testa i ispunjavaju li najmanju vrijednost za test na temelju
prijasnjih kontrola,

— stvarne vrijednosti za kriterije prihvatljivosti, npr. log;oECs, log;oPCs, logICs, i vrijednosti Hillova nagiba za
istodobne pozitivne kontrole/referentne norme.

Rezultati:

— neobradeni i normirani podaci,

— najveca razina multiplikacijskog faktora indukcije,

— podaci o citotoksi¢nosti,

— ako postoji, najniza ucinkovita koncentracija (LEC),

— vrijednosti RPCygyy, PCpiawr PCs0, 1Csq ifili EC5, prema potrebi,

— odnos koncentracije i odgovora, ako je mogude,
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— statisticke analize, ako postoje, te mjera pogreske i pouzdanosti (npr. SEM, SD, CV ili interval 95-postotne
pouzdanosti) te opis nacina na koji se doslo do tih vrijednosti.

Rasprava o rezultatima
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Dodatak 1.
DEFINICIJE I KRATICE

Kriteriji prihvatljivosti: minimalne norme za provedbu eksperimentalnih kontrola i referentnih normi. Da bi se pokus
smatrao valjanim, trebali bi biti ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti.

Toé¢nost (podudarnost): stupanj podudarnosti izmedu rezultata testa i prihvacenih referentnih vrijednosti. Ona je mjerilo
ucinkovitosti testa i jedan od aspekata relevantnosti. Pojam je Cesto medusobno zamjenjiv s pojmom ,podudarnost” u
smislu udjela to¢nih ishoda testa (1.).

Agonist: tvar koja daje odgovor, npr. transkripciju, kada se veze na specifi¢ni receptor.

Antagonist: vrsta liganda na receptor ili kemikalije koja sama po sebi ne izaziva bioloski odgovor nakon vezivanja na
receptor, ali blokira ili ublazava odgovore posredovane agonistima.

Antiestrogeno djelovanje: sposobnost kemikalije da potiskuje djelovanje 17f-estradiola kojim se posreduje preko
estrogenskog receptora.

Morfologija stanica: oblik i izgled stanica uzgojenih u monosloju jedne jazice ploce s kulturom tkiva. Stanice koje umiru
esto pokazuju abnormalnu morfologiju stanica.

CF: OECD-ov konceptualni okvir za ispitivanje i procjenu endokrino disruptivnih kemikalija.

Tretiranje ugljenom/dekstranom: tretiranje seruma koji se koristi u stani¢noj kulturi. Tretiranjem ugljenom/dekstranom
(koje se Cesto naziva ,stripiranje”) uklanjaju se endogeni hormoni i proteini koji veZzu hormone.

Kemikalija: tvar ili smjesa.

Citotoksi¢nost: Stetni ucinci na stani¢nu strukturu ili funkciju koji naposljetku mogu uzrokovati smrt stanice i mogu se
odraziti u smanjenju broja stanica prisutnih u jaZici na kraju razdoblja izlaganja ili smanjenje kapaciteta za mjeru stani¢ne
funkcije u usporedbi s istodobnom kontrolom s nosacem.

CV: koeficijent varijacije.

DCC-FBS: fetalni govedi serum tretiran ugljenom premazanim dekstranom.

DMEM: Dulbeccov modificirani Eagleov medij.

DMSO: dimetilsulfoksid.

E2: 17f-estradiol.

ECs;: pola najvece ucinkovite koncentracije ispitivane kemikalije.

ED: endokrina disrupcija.
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hERa: ljudski estrogenski receptor alfa.

hERKR: ljudski estrogenski receptor beta.

EFM: medij bez estrogena. Dulbeccov modificirani Eagleov medij (DMEM) obogacen s 4,5 % FBS-a tretiranog ugljenom
premazanim dekstranom, 1,9 % L-glutamina i 0,9 % mjeSavine penicilina i streptomicina.

ER: estrogenski receptor.

ERE: element odgovora estrogena.

Estrogeno djelovanje: sposobnost kemikalije da oponasa 17f-estradiol u pogledu sposobnosti da se veze na estrogenske
receptore i da ih aktivira. Ovom se ispitnom metodom mozZe otkriti estrogeno djelovanje posredovano receptorom hERa.

ERTA: transaktivacija estrogenskog receptora.

FBS: fetalni govedi serum.

HeLa: imortalizirana stani¢na linija humanog cervikalnog karcinoma.

HeLa9903: podklon stanice HeLa u koji su stabilno transficirani hERaa i reporterski gen za luciferazu.

IC5q: pola najvece ucinkovite koncentracije inhibitorne ispitivane kemikalije.

ICCVAM: Meduagencijski koordinacijski odbor za validaciju alternativnih metoda (The Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods).

Obnovljivost izmedu laboratorija: mjera u kojoj razliciti kvalificirani laboratoriji mogu dobiti kvalitativno i kvantita-
tivno sli¢ne rezultate primjenom istog protokola i ispitivanjem istih tvari. Obnovljivost izmedu laboratorija utvrduje se
tijekom predvalidacijskih i validacijskih procesa te pokazuje mjeru u kojoj se test moze uspjesno prenositi medu
laboratorijima, a poznata je i kao interlaboratorijska obnovljivost (1.).

Obnovljivost unutar laboratorija: utvrdivanje mjere u kojoj kvalificirane osobe u istom laboratoriju mogu uspjesno
ponoviti rezultate primjenom specifi¢cnog protokola u razli¢ito vrijeme. Poznata je i kao intralaboratorijska obnovljivost

(1.

LEC: najniza ucinkovita koncentracija najniza je koncentracija ispitivane kemikalije koja dovodi do odgovora (tj. najniza
koncentracija ispitivane kemikalije pri kojoj je multiplikacijski faktor indukcije statisticki razlicit od istodobne kontrole s
nosacem).

I ja takoder test: kolokvijalni izraz za test koji je strukturno i funkcionalno slican validiranoj i prihvaéenoj referentnoj
ispitnoj metodi. Izraz se Cesto koristi u istom znacenju kao sli¢na ispitna metoda.

MT: metalotionein.
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MMTV: virus misjeg tumora dojke.

OHT: 4-hidroksitamoksifen.

PBTG: smjernica za ispitivanje koja se temelji na uspjesnosti.

PC (pozitivna kontrola): jako aktivna tvar, po mogucnosti 178-estradiol, koja se ukljucuje u sva ispitivanja kako bi se
pomoglo osigurati pravilno funkcioniranje testa.

PC,: koncentracija ispitivane kemikalije pri kojoj izmjerena aktivnost u testu agonista iznosi 10 % maksimalne aktivnosti
koju inducira pozitivna kontrola (1 nM E2 za STTA test) na svakoj ploci.

PC;q: koncentracija ispitivane kemikalije pri kojoj izmjerena aktivnost u testu agonista iznosi 50 % maksimalne aktivnosti
koju inducira pozitivna kontrola (E2 u referentnoj koncentraciji utvrdenoj u ispitnoj metodi) na svakoj ploci.

PCppax: koncentracija ispitivane kemikalije koja inducira RPCyj,,

Zahtjevi izvedbe: zahtjevi koji se temelje na validiranoj ispitnoj metodi i pruzaju temelj za ocjenjivanje usporedivosti
predlozene, funkcionalno i mehanicisticki slicne, ispitne metode. Oni obuhvacaju: 1. klju¢ne elemente testa; 2. minimalni
popis referentnih kemikalija odabranih izmedu kemikalija koje se koriste za dokazivanje prihvatljive u¢inkovitosti vali-
dirane ispitne metode, i 3. sli¢ne razine to¢nosti i pouzdanosti, utemeljene na rezultatima dobivenim za validiranu ispitnu
metodu, koje se prilikom ocjenjivanja trebaju dokazati predloZenim testom koriste¢i minimalni popis referentnih kemi-
kalija (1.).

Tvari za dokazivanje osposobljenosti: podskupina referentnih tvari iz zahtjeva izvedbe kojima se laboratoriji mogu
koristiti kako bi dokazali tehnicku osposobljenost za provodenje standardizirane ispitne metode. Kriteriji za odabir tih
tvari obi¢no ukljucuju to da predstavljaju cijeli raspon odgovora, da su komercijalno dostupni i da su za njih dostupni
visokokvalitetni referentni podaci.

Osposobljenost: dokazana sposobnost za pravilno provodenje testa prije ispitivanja nepoznatih tvari.

Referentni estrogen (pozitivna kontrola, PC): 17f-estradiol (E2, CAS 50-28-2).

Referentna norma: referentna tvar koja se upotrebljava za dokazivanje primjerenosti testa. 17[-estradiol referentna je
norma za STTA i VM7Luc ER TA testove.

Referentne ispitne metode: testovi na kojima se temelji PBTG 455.

Relevantnost: opis odnosa izmedu testa i istraZivanog ucinka te je li test prikladan i koristan za odredenu svrhu.
Pokazuje u kojoj se mjeri testom to¢no mjeri ili predvida istraZivani bioloski ucinak. Relevantnost ukljucuje razmatranje
o to¢nosti (podudarnosti) testa (1.).
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Pouzdanost: pokazuje u kojoj se mjeri test moZe obnovljivo primijeniti unutar jednog laboratorija i izmedu vise
laboratorija tijekom vremena uz primjenu istog protokola. Ocjenjuje se izra¢unavanjem obnovljivosti unutar jednog
laboratorija i izmedu viSe laboratorija.

RLU: relativne jedinice svjetlosti.

RNK: ribonukleinska kiselina.

RPCy,,: maksimalna razina odgovora koju inducira ispitivana kemikalija, izraZena kao postotak odgovora koji inducira 1
nM E2 na istoj ploci.

RPMI: medij RPMI 1 640 obogacen s 0,9 % mjeSavine penicilina i streptomicina te 8,0 % fetalnog govedeg seruma (FBS).

Ciklus: pojedinacni pokus kojim se ocjenjuje kemijsko djelovanje na temelju bioloskog ishoda testa. Svaki je ciklus
potpuni pokus koji se provodi na jazicama s ponavljanjem sa stanicama koje se istodobno nasaduju iz zajednicke banke
stanica.

Neovisni ciklus: zaseban, neovisan pokus kojim se ocjenjuje kemijsko djelovanje na temelju bioloskog ishoda testa,
upotrebom stanica iz razli¢ite banke i svjeZe razrijedenih kemikalija, koji se provodi na razli¢ite dane ili ih provode
razliciti ¢lanovi osoblja na isti dan.

SD: standardna devijacija.

Osjetljivost: udio svih pozitivnih/aktivnih tvari koje su pravilno razvrstane primjenom testa. To je mjera tocnosti za test
koji daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti testa (1.).

Specifi¢nost: udio svih negativnih/neaktivnih tvari koje su pravilno razvrstane primjenom ispitivanja. To je mjera
tocnosti za test koji daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti testa (1.).

Stabilna transfekcija: kada se DNK transficira u uzgojene stanice tako da je stabilno integriran u genom stanica, $to
dovodi do stabilne ekspresije transficiranih gena. Klonovi stabilno transficiranih stanica odabiru se na temelju stabilnih
markera (npr. otpornost na G418).

STTA test: test transaktivacije sa stabilnom transfekcijom, test transkripcijske aktivacije estrogenskog receptora a
primjenom stani¢ne linije HeLa 9 903.

Studija: sveukupni eksperimentalni rad koji se obavlja radi procjene pojedinacne, specificne tvari primjenom specificnog
testa. Studija obuhvaca sve korake, ukljucujuéi razrjedivanja ispitne tvari u ispitnom mediju, preliminarne cikluse za
odredivanje raspona, sve potrebne iscrpne cikluse, analize podataka, osiguranje kvalitete, procjene citotoksicnosti itd.
Dovrietak studije omogucuje razvrstavanje aktivnosti ispitivane kemikalije prema cilju toksi¢nosti (tj. aktivno, neaktivno
ili nejednoznacno) koji se procjenjuje koristenim testom te procjenu jakosti u odnosu na pozitivnu referentnu kemikaliju.
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Tvar: Na temelju Uredbe REACH (') tvar se definira kao kemijski element i njegovi spojevi u prirodnom stanju ili
dobiveni proizvodnim postupkom, uklju¢ujuéi i dodatke (aditive) koji su nuzZni za odrZavanje stabilnosti te necistoce
koje proizlaze iz primijenjenog postupka, ali isklju¢ujuéi otapala koja se mogu izdvojiti bez utjecaja na stabilnost tvari i
promjene njezina sastava. Vrlo slicna definicija koristi se i u kontekstu sustava UN GHS (1.).

TA (Transaktivacija): pokretanje sinteze molekula mRNA kao odgovor na specifi¢ni kemijski signal, kao $to je vezivanje
estrogena na estrogenski receptor.

Test: u kontekstu ove ispitne metode test je jedna od metodologija koje su prihvacene kao valjane u pogledu ispunjavanja
utvrdenih kriterija uspje$nosti. Sastavnice testa ukljucuju, na primjer, specificnu stani¢nu liniju s povezanim uvjetima rasta,
specifi¢ni medij u kojem se provodi ispitivanje, uvjete postavljanja ploca, raspored i razrjedenja ispitivanih kemikalija i sve
ostale potrebne mjere za kontrolu kvalitete i povezane korake procjene podataka.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.
Transkripcija: sinteza molekula mRNA.
UVCB: kemijske tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvodi i bioloski materijali.

Validirana ispitna metoda: test za koji su provedene validacijske studije za utvrdivanje relevantnosti (ukljucujudi to¢nost)
i pouzdanosti za specificnu namjenu. Vazno je napomenuti da validirana ispitna metoda mozda nece biti u dovoljnoj
mjeri uspjesna s obzirom na to¢nost i pouzdanost da bi je se moglo smatrati prihvatljivom za predloZenu namjenu (1.).

Validacija: proces kojim se utvrduju pouzdanost i relevantnost odredenog pristupa, metode, testa, procesa ili procjene za
definiranu svrhu (1.)

VC (kontrola s nosacem): otapalo koje se upotrebljava za otapanje ispitnih i kontrolnih kemikalija ispituje se samo kao
nosa¢, bez otopljene kemikalije.

VM?7: imortalizirana stanica adenokarcinoma koja endogeno eksprimira estrogenski receptor.

VM7Luc4E2: Stanicna linjja VM7Luc4E2 izvedena je iz VM7 imortaliziranih humanih stanica adenokarcinoma koje
endogeno eksprimiraju oba oblika estrogenskog receptora (ERa i ERP) i stabilno su transficirane plazmidom
pGudLuc7.ERE. Taj plazmid sadrZava Cetiri primjerka sintetickog oligonukleotida koji sadrzava element odgovora estro-
gena uzlazno od promotora virusa miSjeg tumora dojke (MMTV) i gen za luciferazu krijesnice.

Slaba pozitivna kontrola: slabo aktivna tvar odabrana s popisa referentnih kemikalija koja se ukljucuje u sva ispitivanja
kako bi se pomoglo osigurati pravilno funkcioniranje testa.

(") Uredba (EZ) br. 1907/2006 Europskog parlamenta i Vijeca od 18. prosinca 2006. o registraciji, evaluaciji, autorizaciji i ogranicavanju
kemikalija (REACH) i osnivanju Europske agencije za kemikalije te o izmjeni Direktive 1999/45[EZ i stavljanju izvan snage Uredbe
Vijeca (EEZ) br. 793/93 i Uredbe Komisije (EZ) br. 1488/94 kao i Direktive Vijeca 76/769[EEZ i direktiva Komisije 91/155/EEZ,
93/67[EEZ, 93/105/EZ i 2000/21/EZ (SL L 304, 22.11.2007., str. 1.).
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Dodatak 2.

TEST TRANSAKTIVACIE STABILNO TRANSFICIRANOG LJUDSKOG ESTROGENSKOG RECEPTORA-A ZA OTKRIVANJE
ESTROGENSKOG AGONISTICKOG I ANTAGONISTICKOG DJELOVANJA KEMIKALIJA PRIMJENOM STANICNE LINIJE HERA-HELA-
9903

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA (VIDJETI I OPCI UVOD)

1. U ovom testu transaktivacije (TA) upotrebljava se stanicna linija hERa-HeLa-9 903 radi otkrivanja estrogenskog
agonistickog djelovanja kojim posreduje ljudski estrogenski receptor alfa (hERa). Validacijska studija testa transakti-
vacije sa stabilnom transfekcijom (STTA) koju je proveo CERI (Japanski institut za procjenu i istraZivanje kemikalija)
primjenom stani¢ne linije hERa-HeLa-9 903 za otkrivanje estrogenskog agonistickog i antagonistickog djelovanja
kojim posreduje ljudski estrogenski receptor alfa (hERa) pokazala je relevantnost i pouzdanost testa za predvidenu
svrhu (1.).

2. Ovagj je test posebno osmisljen za otkrivanje transaktivacije kojom posreduje hERa mjerenjem kemiluminiscencije kao
krajnje tocke. Medutim, pri koncentracijama fitoestrogena veéima od 1 pM zabiljeZeni su signali luminiscencije
kojima ne posreduju receptori zbog pretjerane aktivacije reporterskog gena za luciferazu (2. i 3.). Iako krivulja
doza — odgovor pokazuje da do stvarne aktivacije sustava estrogenskog receptora dolazi pri manjim koncentracijama,
ekspresiju luciferaze dobivenu pri visokim koncentracijama fitoestrogena ili sliénih spojeva za koje se pretpostavlja da
poput fitoestrogena dovode do pretjerane aktivacije reporterskog gena za luciferazu treba pazljivo ispitati sustavima
ER TA testova sa stabilnom transfekcijom (Dodatak 1.).

3. Prije upotrebe ovog testa u regulatorne svrhe treba procitati odjeljke ,OPCI UVOD” i ,SASTAVNICE ER TA TESTA”.
Definicije i kratice upotrijebljene u ovoj Smjernici za ispitivanje navedene su u Dodatku 2.1.

NACELO TESTA (VIDJETI I OPCI UVOD)

4. Test se upotrebljava za signalizaciju vezivanja estrogenskog receptora s ligandom. Nakon vezivanja s ligandom
kompleks receptora i liganda translocira u jezgru, gdje se veZe na specificne elemente DNK odgovora i transaktivira
reporterski gen za luciferazu krijesnice, $to dovodi do poveéane stani¢ne ekspresije enzima luciferaze. Luciferin je
supstrat koji enzim luciferaze pretvara u bioluminiscentni proizvod koji se moze kvantitativno izmjeriti s pomocu
luminometra. Aktivnost luciferaze moze se procijeniti brzo i jeftino primjenom nekoliko komercijalno dostupnih
pribora za ispitivanje.

5. U ispitnom sustavu upotrebljava se stani¢na linija hERa-HeLa-9 903, koja se dobiva iz humanog cervikalnog tumora,
s dva stabilno umetnuta konstrukta: i. konstruktom za ekspresiju hERaa (kodiranje cijelog ljudskog receptora) i ii.
konstruktom reporterskog gena za luciferazu krijesnice koji nosi pet tandemskih ponavljanja elementa vitelogenina
koji reagira na estrogen (ERE) koje pokre¢e TATA element promotora gena za misji metalotionein (MT). Pokazalo se
da je mi§ji MT TATA genski konstrukt najuspjesniji pa se Cesto upotrebljava. Stoga ova stani¢na linija hERa-HeLa-
9 903 moze mjeriti sposobnost ispitivane kemikalije da inducira transaktivaciju genske ekspresije luciferaze kojom
posreduje hERa.

6. U sluaju testa agonista estrogenskog receptora, tumacenje podataka temelji se na tome je li maksimalna razina
odgovora koju inducira ispitivana kemikalija jednaka ili ve¢a od odgovora agonista koji iznosi 10 % odgovora koji
inducira koncentracija pozitivne kontrole 17f-estradiola (E2) s najveéim ucinkom (1 nM) (. PC10). U slucaju testa
antagonista estrogenskog receptora, tumacenje podataka temelji se na tome pokazuje li odgovor smanjenje aktivnosti
od najmanje 30 % u odnosu na odgovor koji inducira kontrola s dodanom poznatom koli¢inom tvari (spike-in) (25
pM E2) bez pojave citotoksi¢nosti. O analizi i tumacenju podataka podrobno se raspravlja u stavcima od 34. do 48.
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POSTUPAK
Stani¢ne linije
7. Za test bi se trebala upotrebljavati stabilno transficirana stani¢na linjja hERa-HeLa-9 903. Stani¢na linjja moze se

dobiti iz banke stanica JCRB-a (Japanese Collection of Research Bioresources, Japanska zbirka istrazivackih bioresur-
sa) (1) nakon potpisivanja sporazuma o prijenosu materijala (MTA).

8. U ispitivanju se trebaju upotrebljavati samo stanice koje ne sadrzavaju mikoplazmu. RT-PCR (lancana reakcija
polimerazom u stvarnom vremenu) preferirana je metoda za osjetljivo otkrivanje zaraze mikoplazmom (4., 5.1 6.).

Stabilnost stani¢ne linije

9. Kako bi se pratila stabilnost stani¢ne linije, kao referentne norme za test agonista treba upotrebljavati E2, 17a-
estradiol, 17a-metiltestosteron i kortikosteron te treba izmjeriti cijelu krivulju koncentracija — odgovor u rasponu
ispitne koncentracije navedenom u tablici 1. barem jednom kod svake provedbe testa, a rezultati bi se trebali slagati s
rezultatima navedenima u tablici 1.

10. U slucaju testa antagonista, pri svakom ciklusu treba istodobno myjeriti cijele krivulje koncentracije za dvije referentne
norme, tamoksifen i flutamid. Treba pratiti tocno kvalitativno razvrstavanje tih dviju kemikalija kao pozitivnih i
negativnih.

Stani¢na kultura i uvjeti nasadivanja

11. Stanice treba odrZavati u Eagleovu minimalnom esencijalnom mediju (EMEM) bez fenolne crvene, obogacenom sa 60
mg/l antibiotika kanamicina i 10 % fetalnog govedeg seruma tretiranog ugljenom premazanim dekstranom (DCC-
FBS), u inkubatoru CO, (5 % CO,) na 37 * 1°C. Kada se postigne konfluencija od 75 do 90 %, mozZe se uzgojiti
supkultura po 10 ml 0,4 x 105 — 1 x 105 stanica/ml za zdjelicu sa stani¢nom kulturom od 100 mm. Stanice treba
suspendirati u 10 % medija FBS-EMEM (3to je isto kao i EMEM s DCC-FBS-om) i zatim nasaditi u jazice mikroploce
pri gustoéi od 1 x 104 stanica/(100 pl x jazica). Stanice zatim treba predinkubirati u inkubatoru s 5 % CO, na 37 *
1°C u trajanju od tri sata prije izlaganja kemikaliji. U plasti¢noj opremi ne smije biti estrogene aktivnosti.

12. Kako bi se odrzao integritet odgovora, stanice treba uzgajati za viSe od jedne pasaze od zamrznute mati¢ne zalihe u
kondicioniranom mediju i ne bi se trebale uzgajati za viSe od 40 pasaza. Za stani¢nu liniju hERa-HeLa-9 903 to ée
trajati manje od tri mjeseca. Medutim, uspje$nost stanica mozZe se smanjiti ako se one uzgajaju u uvjetima koji nisu
primjereni za uzgoj kulture.

13. DCC-FBS se moze pripremiti kako je opisano u Dodatku 2.2. ili se moZe nabaviti iz komercijalnih izvora.

Kriteriji prihvatljivosti
Pozitivne i negativne referentne norme za test agonista estrogenskog receptora

14. Prije i tijekom provodenja studije treba potvrditi osjetljivost ispitnog sustava primjenom odgovarajucih koncentracija
jakog estrogena: E2, slabog estrogena (17a-estradiol), vrlo slabog agonista (17a-metiltestosteron) i negativne tvari
(kortikosteron). Vrijednosti prihvatljivog raspona izvedene iz validacijske studije (1.) navedene su u tablici 1. Ove
Cetiri paralelne referentne norme treba ukljuciti u svaki pokus i rezultati bi trebali biti unutar prihvatljivih ogranice-
nja. Ako nisu, treba utvrditi uzrok neispunjavanja kriterija prihvatljivosti (npr. rukovanje stanicama, serum i anti-
biotici za kvalitetu i koncentracija) te ponoviti test. Kada se ispune kriteriji prihvatljivosti, klju¢na je dosljedna

(") JCRB Cell Bank: National Institute of Biomedical Innovation, 7-6-8 Asagi Saito, Ibaraki-shi, Osaka 567-0085, Japan, faks: +81
726419812.
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upotreba materijala za uzgoj stanica kako bi se osigurala minimalna varijabilnost vrijednosti ECsq, PCs i PCq. S
pomocu Cetiriju paralelnih referentnih normi, koje treba ukljuciti u svaki pokus (proveden u istim uvjetima, uklju-
¢ujuéi materijale, razinu pasaze stanica i tehnicare), mozZe se osigurati osjetljivost testa jer vrijednosti PC10 triju
pozitivnih referentnih normi trebaju biti unutar prihvatljivog raspona, isto kao i vrijednosti PCs i EC5, ako se mogu
izracunati (vidjeti tablicu 1.).

Tablica 1.

Vrijednosti prihvatljivog raspona Cetiriju referentnih normi za test agonista estrogenskog receptora

Naziv logPCsy logPCyy logECs I;]I:il{(l;g Raspon ispitivanja
17B-estradiol (E2) CAS br.: 50- | 11,4 ~ 10,1 < -11 -11,3~-10,1| 0,7 ~ 107~ 108 M
28-2 1,5
17a-estradiol CAS br.: 57-91-0 | 9,6 ~ 8,1 -10,7 ~ 9,6 ~ —8,4 0,9 ~ 1012~ 10° M
-9.3 2,0
Kortikosteron CAS br.: 50-22-6 — — — — 10710~ 10* M
17a-metiltestosteron CAS br.:| —6,0 ~ =51 | -8,0 ~ 6,2 — — 10711~ 107° M
58-18-4

Pozitivne i negativne referentne norme za test antagonista estrogenskog receptora

15. Prije i tijekom provodenja studije treba potvrditi osjetljivost ispitnog sustava primjenom odgovaraju¢ih koncentracija
pozitivne tvari (tamoksifen) i negativne tvari (flutamid). Vrijednosti prihvatljivog raspona izvedene iz validacijske
studije (1.) navedene su u tablici 2. Ove dvije paralelne referentne norme treba ukljuciti u svaki pokus i rezultati bi
trebali biti procijenjeni to¢nima, kako je prikazano u kriterijima. Ako nisu, treba utvrditi uzrok neispunjavanja
kriterija (npr. rukovanje stanicama, serum i antibiotici za kvalitetu i koncentracija) te ponoviti test. Osim toga,
treba izracunati vrijednosti IC5, za pozitivnu tvar (tamoksifen) i rezultati bi trebali biti unutar utvrdenih prihvatljivih
ogranicenja. Kada se ispune kriteriji prihvatljivosti, klju¢na je dosljedna upotreba materijala za uzgoj stanica kako bi
se osigurala minimalna varijabilnost vrijednosti ICs,. S pomocu tih dviju paralelnih referentnih normi, koje treba
ukljuciti u svaki pokus (proveden u istim uvjetima, uklju¢ujuéi materijale, razinu pasaZe stanica i tehnicare), moze se
osigurati osjetljivost testa (vidjeti tablicu 2.).

Tablica 2.
Kriteriji i vrijednosti prihvatljivog raspona dviju referentnih normi za test antagonista estrogenskog
receptora
Naziv Kriteriji LoglCs, Raspon ispitivanja

Tamoksifen CAS br.: 10 540-29-1 Pozitivno: treba izracunati ICs, -5,942 ~ -7,596 | 10-10 ~ 10-5 M

Flutamid CAS br.: 13 311-84-7 Negativno: ne treba izracunati IC — 10-10 ~ 10-5 M
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Pozitivne kontrole i kontrole s nosacem

16. Pozitivnu kontrolu (PC) za test agonista estrogenskog receptora (1 nM E2) i za test antagonista estrogenskog
receptora (10 pM tamoksifena) treba ispitati najmanje u tri ponavljanja na svakoj plo¢i. Nosa¢ koji se upotrebljava
za otapanje ispitivane kemikalije treba ispitati kao kontrolu s nosa¢em (VC) barem u tri ponavljanja na svakoj plo¢i.
Osim te kontrole s nosaéem, ako se u pozitivnoj kontroli upotrebljava nosac razlicit od onoga koji se upotrebljava s
ispitivanom kemikalijom, treba ispitati drugu kontrolu s nosa¢em u najmanje tri ponavljanja na istoj plodi s pozi-
tivnom kontrolom.

Kriteriji kvalitete za test agonista estrogenskog receptora

17. Srednja aktivnost luciferaze u pozitivnoj kontroli (1 nM E2) treba biti barem cetiri puta veca od srednje vrijednosti u
kontroli s nosa¢em na svakoj ploci. Kriterij se utvrduje na temelju pouzdanosti vrijednosti krajnjih tocaka iz
validacijske studije (prema prijadnjim podacima Cetiri do 30 puta vise).

18. Kad je rije¢ o kontroli kvalitete testa, multiplikacijski faktor indukcije koji odgovara vrijednosti PC10 istodobne
pozitivne kontrole (1 nM E2) trebao bi biti ve¢i od 1 + 2 standardne devijacije vrijednosti multiplikacijskog faktora
indukcije (= 1) istodobne kontrole s nosa¢em. U svrhu odredivanja prioriteta, vrijednost PC;, mozZe biti korisna za
pojednostavnjenje potrebne analize podataka u usporedbi sa statistickom analizom. lako statisticka analiza pruza
podatke o znacajnosti, ta analiza nije kvantitativan parametar u pogledu potencijala koji se temelji na koncentraciji i
stoga je manje korisna u svrhu odredivanja prioriteta.

Kriteriji kvalitete za test antagonista estrogenskog receptora

19. Srednja aktivnost luciferaze u kontroli s dodanom poznatom koli¢inom tvari (spike-in) (25 nM E2) treba biti barem
Cetiri puta veca od srednje vrijednosti u kontroli s nosatem na svakoj plo¢i. Kriterij se utvrduje na temelju pouz-
danosti vrijednosti krajnjih tocaka iz validacijske studije.

20. Kad je rije¢ o kontroli kvalitete testa, relativna transkripcijska aktivacija (RTA) 1 nM E2 treba biti veca od 100 %,
RTA 1 uM 4-hidroksitamoksifena (OHT) treba biti manji od 40,6 % i RTA 100 uM digitonina (Dig) treba biti manji
od 0 %.

Dokazivanje osposobljenosti laboratorija (vidjeti stavak 14. i tablice 3. i 4. u odjeljku ,SASTAVNICE ER TA TESTA”
ove ispitne metode).

Nosac

21. Kao istodobnu kontrolu s nosatem treba upotrijebiti dimetilsulfoksid (DMSO) ili primjereno otapalo, u istoj koncen-
traciji koja se upotrebljava za razli¢ite pozitivne i negativne kontrole i ispitivane kemikalije. Ispitivane kemikalije treba
otopiti u otapalu koje otapa ispitivanu kemikaliju te se moze mijesati s medijem za stanice. Primjereni su nosaci
voda, etanol (Cistoée od 95 % do 100 %) i DMSO. Ako se upotrebljava DMSO, ne bi se trebalo koristiti vise od 0,1 %
(v[v). Za sve bi nosace trebalo dokazati da najveci volumen koji se upotrebljava nije citotoksican i da ne utjeCu na
uspjesnost testa.

Priprema ispitivanih kemikalija
22. Ispitivane kemikalije obicno treba otopiti u DMSO-u ili drugom primjerenom otapalu i serijski razrijediti istim
otapalom u omjeru 1: 10 kako bi se pripremile otopine za razrjedivanje s medijem.

Topljivost i citotoksi¢nost: razmatranja o utvrdivanju raspona

23. Treba provesti preliminarno ispitivanje kako bi se utvrdio primjereni raspon koncentracije kemikalije koja se ispituje i
kako bi se utvrdilo postoje li odredeni problemi povezani s topljivosti i citotoksicnosti ispitivane kemikalije. Kemi-
kalije se u pocetku ispituju do najveée koncentracije od 1 pl/ml, 1 mg/ml ili 1 mM, ovisno o tome $to je najmanje.
Na temelju mjere citotoksi¢nosti ili nedovoljne topljivosti uo¢ene u preliminarnom ispitivanju, u prvom definitivnom
ciklusu kemikaliju treba ispitati po log-serijskim razrjedenjima, pocevsi od najvece prihvatljive koncentracije (npr. 1
mM, 100 pM, 10 pM itd.) i zabiljeziti zamucenje, talog ili citotoksi¢nost. Koncentracije u drugom, a prema potrebi i
treCem ciklusu treba po potrebi prilagoditi radi bolje karakterizacije krivulje koncentracija — odgovor i kako bi se
izbjegle koncentracije za koje se utvrdi da nisu topljive ili da induciraju preveliku citotoksi¢nost.
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24. Kod agonista i antagonista estrogenskog receptora prisutnost povecanih razina citotoksi¢nosti moze znatno izmijeniti
ili eliminirati uobiCajeni sigmoidni odgovor i treba je uzeti u obzir pri tumacenju podataka. Treba upotrebljavati
metode za ispitivanje citotoksicnosti koje mogu dati informacije o 80-postotnoj vijabilnosti stanica, uz primjenu
primjerenog testa na temelju iskustva laboratorija.

25. Ako rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti pokazu da je koncentracija ispitivane kemikalije smanjila broj stanica za 20 %
ili vise, ta se koncentracija treba smatrati citotoksicnom, a koncentracije koje su jednake citotoksi¢noj koncentraciji ili

vele treba iskljuciti iz procjene.

Izlaganje kemikaliji i organizacija testne ploce

26. Postupak za razrjedivanja kemikalija (koraci 1.1 2.) i izlaganje stanica (korak 3.) moZe se provoditi na sljede¢i nacin.

Korak 1.: Svaku ispitivanu kemikaliju treba serijski razrijediti u DMSO-u ili primjerenom otapalu i dodati u
jazice mikrotitracijske plocice kako bi se dobile konacne serijske koncentracije kako su utvrdene u prelimi-
narnom ispitivanju za utvrdivanje raspona (obi¢no u serijama, na primjer 1 mM, 100 uM, 10 uM, 1 pM, 100
nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM i 10 pM (10 — 107! M)) za ispitivanje u tri ponavljanja.

Korak 2.: razrjedivanje kemikalija: prvo razrijediti 1,5 pl ispitivane kemikalije u otapalu na volumen od 500 pl

medija.

Korak 3.: izlaganje stanica kemikaliji: dodati 50 pl razrijedene kemikalije s medijem (pripremljene u koraku 2.) u

testnu jazicu koja sadrzava 104 stanica/100 plfjaZica.

Preporuceni konaé¢ni volumen medija potrebnog za svaku jazicu iznosi 150 pl. Ispitni uzorci i referentne norme
mogu se rasporediti kako je prikazano u tablici 3. i tablici 4.

Tablica 3.
Primjer rasporeda koncentracija na plotama za referentne norme na testnoj plo¢i za agonist estrogenskog
receptora

Redak 17 a-metiltestosteron Kortikosteron 17a-estradiol E2
1 2 4 5 7 8 9 10 11 12

A konc. 1 (10| - 100 uM - 1M | - - 10 nM - -
pM)

B konc. 2 (1| - 10 uM - 100 | - - 1 nM - -
M) nM

C konc. 3| - 1 pM - 10 nM | - - 100 pM - -
(100 nM)

D konc. 4 (10| - 100 nM - 1nM | - - 10 pM - -
nM)

E konc. 5 (1| - 10 nM - 100 - - 1 pM - -
nM) pM

F konc. 6| — 1 nM - 10 pM | = - 0,1 pM - -
(100 pM)

G konc. 7 (10 | — 100 pM - 1pM | — - 0,01 pM - -
pM)

H \Y@ - — — PC - - — — —

VC: kontrola s nosacem (0,1 % DMSO); PC: pozitivna kontrola (1 nM E2)
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27. Referentne norme (E2, 17a-estradiol, 17 a-metil testosteron i kortikosteron) treba ispitati u svakom ciklusu (tablica
3.). Jazice s pozitivnom kontrolom tretirane s 1 nM E2 koje mogu proizvesti najvecu indukciju E2 te jaZice s
kontrolom nosaca tretirane samo DMSO-om (ili primjerenim otapalom) treba ukljuciti u svaku testnu plocu u
ispitivanju (tablica 4.). Ako se u istom pokusu upotrebljavaju stanice iz razli¢itih izvora (npr. razliciti broj pasaze,

razli¢ita serija itd.), referentne norme trebaju se ispitati za svaki izvor stanica.
Tablica 4.

Primjer rasporeda koncentracija na plocama za ispitivane kemikalije i kemikalije za kontrolu na testnoj plo¢i

u testu agonista estrogenskog receptora

Ispitivana kemikalija 1 Ispitivana kemikalija 2 Ispitivana kemikalija 3 Ispitivana kemikalija 4

Redak
1 2 3 |4 5 6 7 8 9 10 11 12

A konc. 1 (10| - - |1 mM - - | 1mM |- - 10 nM - -
M)

B konc. 2 (1| — - | 100 pM | = - 100 | — - 1 nM - -
M) nM

C konc. 3| - - |10 pM - - |10 nM | - - 100 pM - -
(100 nM)

D konc. 4 (10| - - | 1pM - - | 1M | - - 10 pM - -
nM)

E konc. 5 (1| - - [ 100 nM | — - 100 | - - 1 pM - -
nM) pM

F konc. 6| — - |10 nM - - |10 pM | = - 0,1 pM - -
(100 pM)

G konc. 7 (10| - - |1 nM - - | 1pM |- - 0,01 pM - -
pM)

H \Y@ — — - — - PC — — — - -

VC: kontrola s nosacem (0,1 % DMSO); PC: pozitivna kontrola (1 nM E2)

Tablica 5

Primjer rasporeda koncentracija na ploama za referentne norme na testnoj plo¢i u testu antagonista

estrogenskog receptora

Ispitivana kemikall]a 1

Ispiﬁvail:l kemikalija 2
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VC: kontrola s nosacem (0.1 % DMSO); PC: porzitivna kontrola (1 nM E2); OHT: 4-hidroksitamoksifena; Dig:

digitonin.

% = dodano 25 pM E2
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28. Kako bi se procijenilo antagonisticko djelovanje kemikalija, u testne jaZice koje se nalaze u recima od A do G treba
dodati 25 pM E2. Referentne norme (tamoksifen i flutamid) treba ispitati u svakom ciklusu. Svaka testna ploca u
ispitivanju treba ukljucivati jaZice s pozitivnom kontrolom tretirane s 1 nM E2 koje se mogu upotrijebiti kao
kontrola kvalitete za stani¢nu liniju hERa-HeLa-9 903, jaZice s kontrolom nosaca tretirane DMSO-om (ili odgova-
rajuéim otapalom), jazice s 0,1 % DMSO-a tretirane dodatkom DMSO-a i E2 koje odgovaraju kontroli s dodanom
poznatom koli¢inom tvari (,spike-in” kontrola), jaZice tretirane s kona¢nom koncentracijom 1 pM OHT-a te jazice
tretirane s 100 uM digitonina (tablica 5.). Kod kasnijih testnih ploca treba se slijediti isti raspored na plo¢i bez jazica
iz referentnih normi (tablica 6.). Ako se u istom pokusu upotrebljavaju stanice iz razlicitih izvora (npr. razliCiti broj
pasaze, razliCita serija itd.), referentne norme trebaju se ispitati za svaki izvor stanica.

Tablica 6

Primjer rasporeda koncentracija na ploama za ispitivane kemikalije i kemikalije za kontrolu na testnoj plo¢i
za antagonist estrogenskog receptora

- /%////////;,

/’%";‘ '/’;"/ /////
- // ,,//z///////,w%///

VC: kontrola s nosatem (0.1 % DMSO); PC: pozitivna kontrola (1 nM E2); OHT: 4-hidroksitamoksifen, Dig: digitonin.

%//////% : dodano 25 pM E2

29. Prema potrebi treba potvrditi izostanak rubnih u¢inaka, a ako se sumnja na rubne ucinke, treba promijeniti raspored
na plodi kako bi se izbjegli ti u¢inci. Na primjer, moze se upotrijebiti raspored na plo¢i koji iskljucuje rubne jaZice.

30. Nakon dodavanja kemikalija testne ploce treba inkubirati u inkubatoru s 5% CO, na 37 + 1 °C od 20 do 24 sata
kako bi se inducirali proizvodi reporterskog gena.

31. Posebnu pozornost treba posvetiti spojevima koji su jako hlapljivi. U tim slu¢ajevima kontrolne jaZice koje se nalaze
u blizini mogu dati lazno pozitivne rezultate i to treba uzeti u obzir u kontekstu ocekivanih i prijasnjih vrijednosti
kontrola. U nekim slucajevima u kojima hlapljivost mozZe biti problem mogu se upotrijebiti poklopci za ploce kako
bi se tijekom ispitivanja ucinkovito izolirale pojedinacne jaZice pa se stoga u tim slucajevima preporucuje njihova
upotreba.

32. Ponavljanja konacnih ispitivanja za istu kemikaliju treba provoditi na razlicite dane kako bi se osigurala neovisnost.

Test luciferaze

33. Za test se moZe upotrijebiti komercijalni reagens za test luciferaze [npr. Steady-Glo® Luciferase Assay System
(Promega, E2510 ili ekvivalentno)) ili standardni sustav testa luciferaze (npr. Promega, E1500 ili ekvivalentno)
pod uvjetom da su ispunjeni kriteriji prihvatljivosti. Reagens za test treba odabrati na temelju osjetljivosti lumino-
metra koji se koristi. Ako se koristi standardni sustav testa luciferaze, prije dodavanja supstrata treba upotrijebiti
reagens za liziranje stani¢ne kulture. Reagens za luciferazu treba primijeniti prema uputama proizvodaca.
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ANALIZA PODATAKA
Test agonista estrogenskog receptora

34. Kad je rije¢ o testu agonista estrogenskog receptora, da bi se dobila relativna transkripcijska aktivnost u odnosu na
pozitivnu kontrolu (1 nM E2), signali luminiscencije s iste plo¢e mogu se analizirati prema sljede¢im koracima
(prihvatljivi su i drugi ekvivalentni matematicki postupci):

Korak 1. Izracunati srednju vrijednost za kontrolu s nosacem.

Korak 2. Oduzeti srednju vrijednost kontrole s nosa¢em od vrijednosti svake jaZice kako bi se podaci normalizirali.

Korak 3. Izracunati srednju vrijednost za normaliziranu pozitivnu kontrolu.

Korak 4. Podjjeliti normaliziranu vrijednost svake jazice na plo¢i srednjom vrijedno$¢u normalizirane pozitivne
kontrole (PC = 100 %).

Konacna vrijednost svake jaZzice relativna je transkripcijska aktivnost za tu jaZicu u usporedbi s odgovorom pozitivne
kontrole.

Korak 5. Izracunati srednju vrijednost relativne transkripcijske aktivnosti za svaku koncentracijsku skupinu ispitivane
kemikalije. Odgovor ima dvije dimenzije: prosjecnu transkripcijsku aktivnost (odgovor) i koncentraciju pri kojoj
dolazi do odgovora (vidjeti sljedeci odjeljak).

Razmatranja o indukciji vrijednosti EC5q, PCsy 1 PCyq

35. Za izraCun vrijednosti ECs, potrebna je cijela krivulja koncentracija — odgovor, ali to se ne moze uvijek postiéi ili nije
prakti¢no zbog ogranicenja raspona ispitne koncentracije (na primjer, zbog citotoksi¢nosti ili poteskoca s topljivosti).
Medutim, buduéi da su ECs, i najvea razina indukcije (koja odgovara najvecoj vrijednosti Hillove jednadzbe)
informativni parametri, treba ih navesti kada je to moguce. Za izra¢un vrijednosti ECs, i najvece razine indukcije
treba koristiti primjereni statisticki softver (npr. statisticki softver Graphpad Prism). Ako je na podatke o koncentraciji
i odgovoru primjenjiva Hillova logisticka jednadzba, vrijednost ECs, treba izracunati prema sljedecoj jednadzbi (7.):

Y = dno + (vth — dno) [ (1 + 10 exp ((log EC5y — X) x Hillov nagib)) pri ¢emu je:

X logaritam koncentracije, a

Y odgovor te Y pocinje na dnu i kreée se do vrha sigmoidne krivulje. Dno je u Hillovoj logistickoj jednadzbi
utvrdeno na nulu.

36. Za svaku ispitivanu kemikaliju treba navesti sljedece:

RPCyp, (maksimalna razina odgovora koju inducira ispitivana kemikalija, izraZena kao postotak odgovora koji
inducira 1 nM E2 na istoj ploci) te PCyy,, (koncentracija povezana s vrijednosti RPCyy,y) 1,
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u slucaju pozitivnih kemikalija, koncentracije koje induciraju PCy i, ako je primjereno, PCs,.

37. Vrijednost PCx moze se izracunati interpolacijom izmedu dvije tocke na koordinatama X-Y, jedne neposredno iznad i
jedne neposredno ispod vrijednosti PCx. Ako podatkovne tocke koje se nalaze neposredno iznad i ispod vrijednosti
PCx imaju koordinate (a,b) i (c,d), vrijednost PCx moze se izracunati prema sljedecoj jednadzbi:

log[PCx] = log[c] + (x —d) [ (d - b)
38. Opisi vrijednosti PC navedeni su na slici 1. u nastavku.

Slitka 1

Primjer nacina na koji se izvode vrijednosti pozitivne kontrole. PC (1 nM E2) stavlja se na svaku testnu plocu

o 1M E2
a 100 %
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srednja vrijednost (= 1) mult. 5
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Test antagonista estrogenskog receptora

39. Kad je rije¢ o testu antagonista estrogenskog receptora, da bi se dobila relativna transkripcijska aktivnost u odnosu na
kontrolu s dodanom poznatom koli¢inom tvari (spike-in) (25 nM E2), signali luminiscencije s iste plote mogu se
analizirati prema sljede¢im koracima (prihvatljivi su i drugi ekvivalentni matematicki postupci).

Korak 1. Izracunati srednju vrijednost za kontrolu s nosacem.

Korak 2. Oduzeti srednju vrijednost kontrole s nosaem od vrijednosti svake jaZice kako bi se podaci normalizirali.
Korak 3. Izracunati srednju vrijednost za normaliziranu kontrolu s dodanom poznatom koli¢inom tvari (spike-in).

Korak 4. Podijeliti normaliziranu vrijednost svake jazice na plo¢i srednjom vrijedno$¢u normalizirane kontrole s
dodanom poznatom koli¢inom tvari (spike-in kontrola = 100 %).

Konacna vrijednost svake jazice relativna je transkripcijska aktivnost za tu jaZicu u usporedbi s odgovorom kontrole s
dodanom poznatom koli¢inom tvari.

Korak 5. Izracunati srednju vrijednost relativne transkripcijske aktivnosti za svako tretiranje.

Razmatranja o indukciji vrijednosti IC3q i ICs

40. U slucaju pozitivnih kemikalija treba navesti koncentracije koje induciraju IC;q i, ako je primjereno, ICsy,.
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41. Vrijednost ICx moZe se izracunati interpolacijom izmedu dvije tocke na koordinatama X-Y, jedne neposredno iznad i
jedne neposredno ispod vrijednosti ICx. Ako podatkovne tocke koje se nalaze neposredno iznad i ispod vrijednosti
ICx imaju koordinate (c,d) i (a,b), vrijednost ICx moze se izraunati prema sljedeoj jednadzbi:

linICx=a-(b-(100-x) @-¢ [ {b-4d

Slika 2

Primjer nacina na koji se izvode vrijednosti IC. Kontrola s dodanom poznatom koli¢inom tvari (spike-in) (25 pM
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RTA: relativna transkripcijska aktivnost

Rezultati se trebaju temeljiti na dva (ili tri) neovisna ciklusa. Ako se u dva ciklusa dobiju usporedivi, a time i
ponovljivi rezultati, ne mora se provoditi treci ciklus. Da bi bili prihvatljivi, rezultati trebaju:

— ispunjavati kriterije prihvatljivosti (vidjeti stavke od 14. do 20. o kriterijima prihvatljivosti),

— biti ponovljivi.

Kriterjji za tumacenje podataka

Tablica 7.

Kriteriji za donoSenje pozitivne i negativne odluke u testu agonista estrogenskog receptora

Pozitivna Ako se dobije vrijednost RPCy,, koja je jednaka ili veca od 10 %
odgovora pozitivne kontrole u najmanje dva od dva provedena
ciklusa ili u dva od tri provedena ciklusa.

Negativna Ako se ne uspije dobiti vrijednost RPCyy,, koja iznosi barem 10 %

odgovora pozitivne kontrole u dva od dva provedena ciklusa ili u
dva od tri provedena ciklusa.
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Tablica 8.

Kriteriji za donoSenje pozitivne i negativne odluke u testu antagonista estrogenskog receptora

Pozitivna Ako se IC; izra¢una u najmanje dva od dva provedena ciklusa ili u
dva od tri provedena ciklusa.

Negativna Ako se IC;, ne uspije izracunati u dva od dva provedena ciklusa ili
u dva od tri provedena ciklusa.

43. Kriteriji za tumacenje podataka navedeni su u tablicama 7. i 8. Pozitivne rezultate karakterizirat Ce i razmjer ucinka i
koncentracija pri kojoj dolazi do u¢inka. Oba ta cilja ostvaruju se izrazavanjem rezultata kao koncentracije pri kojoj
se postize 50 % (PCsp) ili 10 % (PCyp) vrijednosti PC za test agonista te se inhibira 50 % (ICsq) ili 30 % (IC()
vrijednosti kontrole s dodanom poznatom koli¢inom tvari (spike-in) za test antagonista. Medutim, ispitivana kemi-
kalija odreduje se kao pozitivna ako je najveci odgovor koji ona inducira (RPCy;,,) jednak ili ve¢i od 10 % odgovora
pozitivne kontrole u najmanje dva od dva provedena ciklusa ili dva od tri provedena ciklusa, dok se ispitivana
kemikalija smatra negativnom ako RPCy, ne uspije ostvariti 10 % odgovora pozitivne kontrole u dva od dva
provedena ciklusa ili u dva od tri provedena ciklusa.

44. Vrijednosti PC;, PCs( i PCyy,y u testu agonista estrogenskog receptora te IC5, i IC5, u testu antagonista estrogenskog
receptora mogu se izracunati s pomoc¢u proracunske tablice koja je dostupna sa Smjernicom za ispitivanje na javnom
web-mjestu OECD-a (?).

45. Trebalo bi biti dovoljno dobiti vrijednosti PCy ili PCs i IC5 ili IC5, najmanje dva puta. Medutim, ako osnovica za
podatke u istom rasponu koncentracije koja iz toga proizade pokazuje varijabilnost s neprihvatljivo visokim koefi-
cijentom varijacije (CV; %), podaci se ne mogu smatrati pouzdanima i treba utvrditi izvor velike varijabilnosti.
Koeficijent varijacije neobradenih podataka iz tri ponavljanja (tj. podaci o intenzitetu fluorescencije) podatkovnih
tocaka koje se upotrebljavaju za izraun vrijednosti PCy treba biti manji od 20 %.

46. Ispunjavanje kriterija prihvatljivosti zna¢i da sustav testa pravilno funkcionira, ali time se ne osigurava da ée svaki
pojedinacni ciklus dati toéne rezultate. Ponavljanje rezultata prvog ciklusa najbolje je jamstvo toga da su dobiveni
to¢ni podaci.

47. U slucaju testa agonista estrogenskog receptora, ako je za ispitivanje za pozitivne ispitivane kemikalije, osobito za
kemikalije PC10-PC49 te kemikalije za koje se sumnja da pretjerano stimuliraju luciferazu, potrebno vise informacija
u svrhu probira i utvrdivanja prioriteta ove smjernice za ispitivanje, upotrebom antagonista ERa moze se potvrditi da
je uocena aktivnost luciferaze isklju¢ivo odgovor specifican za ERa (vidjeti Dodatak 2.1.).

1ZVJESCE O ISPITIVANJU
48. Vidjeti stavak 20. odjeljka ,SASTAVNICE ER TA TESTA”.
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Dodatak 2.1.
LAZNO POZITIVNI REZULTATI: PROCJENA SIGNALA LUMINISCENCIJE KOJIMA NE POSREDUJU RECEPTORI

1. Lazno pozitivne rezultate u testu agonista estrogenskog receptora moze uzrokovati aktivacija gena luciferaze koja nije
posredovana estrogenskim receptorom ili izravna aktivacija genskog produkta ili nepovezana fluorescencija. Na takve
ucinke upuluje nepotpuna ili neobi¢na krivulja doza — odgovor. Ako se sumnja na takve ucinke, treba ispitati u¢inak
antagonista estrogenskog receptora (npr. 4-hidroksitamoksifena (OHT) pri koncentraciji koja nije toksi¢na) na odgovor.
U tu svrthu moZda nece biti primjeren Cisti antagonist ICI 1827 80 jer dovoljna koncentracija antagonista ICI 1827 80
moze smanjiti vrijednost kontrole s nosacem, a to Ce utjecati na analizu podataka.

2. Kako bi se osigurala valjanost ovog pristupa, na istoj se plo¢i mora ispitati:
— agonisticko djelovanje nepoznate kemikalije sa/bez 10 pM OHT-a,
— kontrola s nosacem (tri ponavljanja),
— OHT (tri ponavljanja),
— 1 nM E2 (tri ponavljanja) kao agonisticka pozitivna kontrola,
— 1 nM E2 + OHT (tri ponavljanja).

Kriteriji za tumacenje podataka

Napomena: sve jaZice treba tretirati istom koncentracijom nosaca.

— Ako tretiranje antagonistom estrogenskog receptora NE utjece na agonisticko djelovanje nepoznate kemikalije, ona se
razvrstava kao ,negativna”.

— Ako je agonisticko djelovanje nepoznate kemikalije potpuno inhibirano, primjenjuju se kriteriji za donosenje odluke.

— Ako je agonisticko djelovanje pri najmanjoj koncentraciji jednako ili veée od odgovora PC,, nepoznata kemikalija
inhibirana je jednako ili vise od odgovora PC;,. Racuna se razlika u odgovorima izmedu jazica koje nisu tretirane i
koje su tretirane agonistom estrogenskog receptora i tu razliku treba smatrati stvarnim odgovorom i koristiti za
izracun odgovarajucih parametara kako bi se omogucilo donosenje odluke o razvrstavanju.

Analiza podataka

Provjeriti zahtjeve izvedbe.
Provjeriti koeficijent varijacije izmedu jaZzica tretiranih u istim uvjetima.
1. IzraCunati srednju vrijednost kontrole s nosacem.

2. Oduzeti srednju vrijednost kontrole s nosa¢em od vrijednosti svake jazice koja nije tretirana OHT-om.
3. Izracunati srednju vrijednost OHT-a.

4. Oduzeti srednju vrijednost kontrole s nosacem od vrijednosti svake jaZice koja je tretirana OHT-om.
5. IzraCunati srednju vrijednost pozitivne kontrole.

6. Izracunati relativnu transkripcijsku aktivnost svih ostalih jaZica u odnosu na pozitivau kontrolu.
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Dodatak 2.2.
PRIPREMA SERUMA TRETIRANOG UGLJENOM PREMAZANIM DEKSTRANOM (DCC)

1. Tretiranje seruma ugljenom premazanim dekstranom (DCC) opca je metoda za uklanjanje estrogenih spojeva iz
seruma koji se dodaje mediju za stanice kako bi se isklju¢io pristrani odgovor povezan s preostalim estrogenom u
serumu. Ovim se postupkom moZe tretirati 500 ml fetalnog govedeg seruma (FBS).

Sastavnice

2. Bit e potrebni sljede¢i materijali i oprema:

Materijali

Aktivni ugljen

Dekstran

Magnezijev klorid heksahidrat (MgCI2-6H,0)
Saharoza

1 M puferske otopine HEPES (pH 7,4)
Ultracista voda dobivena sustavom za filtriranje

Oprema

Staklena posuda obradena u autoklavu (veli¢inu treba prilagoditi po potrebi) Opca laboratorijska centrifuga (u kojoj
se temperatura moze postaviti na 4 °C)

Postupak

3. Sljededi postupak prilagoden je za upotrebu epruveta za centrifugiranje od 50 ml.

[Dan 1.] Pripremiti suspenziju ugljena premazanog dekstranom s 1 | ultraciste vode koja sadrzava 1,5 mM MgCl2,
0,25 M saharoze, 2,5 g ugljena, 0,25 g dekstrana i 5 mM HEPES-a te mijesati preko nodi na 4 °C.

[Dan 2.] Uliti suspenziju u epruvete za centrifugiranje od 50 ml i centrifugirati deset minuta na 10 000 °/min i
temperaturi od 4 °C. Ukloniti supernatant i pohraniti polovinu sedimenta ugljena na temperaturi od 4 °C za
upotrebu na dan 3. Suspendirati drugu polovinu ugljena s FBS-om koji je postupno odmrznut kako bi se izbjeglo
taloZenje i inaktiviran toplinom 30 minuta na 56 °C, a zatim prenijeti u staklenu posudu obradenu u autoklavu kao
§to je Erlenmeyerova tikvica. Ovu suspenziju lagano mijeSati preko nodi na temperaturi od 4 °C.

[Dan 3.] Uliti suspenziju s FBS-om u epruvete za centrifugiranje i centrifugirati deset minuta na 10 000 °/min i
temperaturi od 4 °C. Prikupiti FBS i prenijeti ga u novi sediment ugljena pripremljen i pohranjen na dan 2.
Suspendirati sediment ugljena i preko no¢i lagano mijesati tu suspenziju na 4 °C u staklenoj posudi obradenoj u
autoklavu.

[Dan 4.] Uliti suspenziju i centrifugirati je deset minuta na 10 000 °/min i temperaturi od 4 °C te sterilizirati
supernatant filtriranjem kroz sterilni filtar od 0,2 pm. Ovaj FBS tretiran DCC-om treba pohraniti na -20 °C i
moze se upotrijebiti u roku od godinu dana.
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Dodatak 3.

TEST TRANSAKTIVACIJE ESTROGENSKOG RECEPTORA ZA OTKRIVANJE AGONISTA I ANTAGONISTA ESTROGENSKOG
RECEPTORA PRIMJENOM STANICNE LINIJE VM7LUC

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA (VIDJETI I OPCI UVOD)

1. U ovom se testu upotrebljava stani¢na linija VM7Luc4E2 ('). Validirali su ga NICEATM (Nacionalni toksikoloski
program Meduagencijskog centra za evaluaciju alternativnih toksikoloskih metoda) i [ICCVAM (Meduagencijski koor-
dinacijski odbor za validaciju alternativnih metoda) (1.). Stani¢ne linije VM7Luc uglavnom eksprimiraju endogeni ERa
i manju koli¢inu endogenog ERf (2., 3. i 4.).

2. Ovaj je test primjenjiv na velik raspon tvari pod uvjetom da se one mogu otopiti u dimetilsulfoksidu (DMSO; CAS br.
67-68-5), da ne reagiraju s DMSO-om ili medijem za uzgoj stani¢ne kulture te da nisu citotoksi¢ne pri koncen-
tracijama koje se ispituju. Ako nije moguce upotrijebiti DMSO, mozZe se upotrijebiti drugi nosa¢ kao $to su etanol ili
voda (vidjeti stavak 12.). Dokazana uspjesnost testa (ant)agonista VM7Luc ER TA ukazuje na to da podaci koju se
dobiju primjenom tog testa mogu dati informacije 0 mehanizmima djelovanja kojima posreduje estrogenski receptori
te bi ga se moglo uzeti u obzir pri utvrdivanju prioriteta tvari za daljnje ispitivanje.

3. Ovaj je test posebno osmisljen za otkrivanje transaktivacije kojom posreduju hERa i hERE mjerenjem kemilumini-
scencije kao krajnje tocke. Kemiluminiscencija se ¢esto upotrebljava u biotestovima jer daje dovoljno snazan signal u
odnosu na pozadinu. Medutim, aktivnost luciferaze krijesnica u testovima na stani¢noj osnovi mogu poremetiti tvari
koje inhibiraju enzim luciferaze, $to uzrokuje i prividnu inhibiciju ili poveéanu luminiscenciju zbog stabilizacije
proteina. Osim toga, kod nekih luciferaznih testova reporterskog gena estrogenskog receptora pri koncentracijama
fitoestrogena veéima od 1 pM zabiljeZeni su signali luminiscencije kojima ne posreduju receptori zbog pretjerane
aktivacije reporterskog gena za luciferazu (9) (11). lako krivulja doza — odgovor pokazuje da do stvarne aktivacije
sustava estrogenskog receptora dolazi pri manjim koncentracijama, ekspresiju luciferaze dobivenu pri visokim
koncentracijama fitoestrogena ili slicnih spojeva za koje se pretpostavlja da poput fitoestrogena dovode do pretjerane
aktivacije reporterskog gena za luciferazu treba pazljivo ispitati sustavima ER TA testova sa stabilnom transfekcijom.

4. Prije upotrebe ovog testa u regulatorne svrhe treba procitati odjeljke ,OPCI UVOD” i ,SASTAVNICE ER TA TESTA”.
Definicije i kratice upotrijebljene u ovoj ispitnoj metodi opisuju se u Dodatku 1.

NACELO TESTA (VIDJETI I OPCI UVOD)

5. Test se upotrebljava kako bi se oznacilo vezivanje estrogenskog receptora i liganda, nakon cega kompleks receptora i
liganda translocira u jezgru. U jezgri se kompleks receptora i liganda veze na specifine elemente DNK odgovora i
transaktivira reporterski gen (luc), $to dovodi do nastanka luciferaze i kasnije emisije svjetla, koja se moze kvanti-
ficirati s pomocu luminometra. Aktivnost luciferaze moze se procijeniti brzo i jeftino primjenom nekoliko komer-
cijalno dostupnih pribora za ispitivanje. U testu VM7Luc ER TA upotrebljava se stani¢na linjja humanog adenokar-
cinoma dojke koja reagira na estrogenski receptor, VM7, koja je stabilno transficirana konstruktom reporterskog gena
luc krijesnice koji kontroliraju Cetiri elementa odgovora estrogena postavljena uzlazno od promotora virusa misjeg

() Prije lipnja 2016. ta je stani¢na linija bila odredena kao stani¢na linija BG1Luc. Stanice BG-1 izvorno su opisali Geisinger i dr. (1998.)
(12.), a kasnije su ih okarakterizirali istraziva¢i iz NIEHS-a (National Institute of Environmental Health Sciences) (13.). Relativno
nedavno otkriveno je da postoje dvije razlicite varijante stanica BG-1 kojima se istraziva¢i koriste — BG-1 Fr i BG-1 NIEHS. Temeljita
analiza, ukljucuju¢i DNK ispitivanje, tih dviju varijanti stani¢nih linija BG-1 koju su proveli Li i suradnici (2014.) (14.) pokazala je da
je BG-1 Fr jedinstven i da BG-1 NIEHS, tj. izvorna stani¢na linija koja se koristila za razvoj testa, nije stani¢na linija humanog
karcinoma jajnika BG1, ve¢ varijanta stanicne linije humanog karcinoma dojke MCF7. Stani¢na linija upotrijebljena u ovom testu,
koja se izvorno nazivala BG1Luc4E2 (15.), sada se odreduje kao VM7Luc4E2 (,V” = varijanta; ,M7” = stanice MCF7). Isto tako, test se
sada odreduje kao VM7Luc ER TA. lako se time mijenja podrijetlo stani¢ne linije na kojoj se test temelji, ne utjeCe se na objavljene
validacijske studije niti na korisnost i primjenu ovog testa za probir estrogenskih/antiestrogenskih kemikalija.
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tumora dojke (MMTV) kako bi se otkrile tvari s in vitro agonistickim ili antagonistickim djelovanjem na estrogenski
receptor. Taj promotor MMTV-a pokazuje samo manju unakrsnu reaktivnost s ostalim steroidnim i nesteroidnim
hormonima (8.). Kriteriji za tumacenje podataka podrobno su opisani u stavku 41. Ukratko, pozitivni odgovor
utvrduje se na temelju krivulje koncentracija — odgovor, koja sadrzava najmanje tri tocke sa stupcima pogreske
koje se ne preklapaju (srednja vrijednost * standardna devijacija) te promjene amplitude (normalizirana relativna
jedinica svjetlosti (RLU)) od najmanje 20 % najvece vrijednosti za referentnu normu (17f-estradiol [E2; CAS br. 50-
28-2] za test agonista, raloksifen HCl [Ral; CAS br. 84449-90-1]/E2 za test antagonista).

POSTUPAK
Stani¢na linija
6. Za test bi se trebala upotrebljavati stabilno transficirana stanicna linija VM7Luc4E2. Stani¢na linjja trenutacno je

dostupna samo sklapanjem tehnickog sporazuma o licenciranju s ustanovom University of California, Davis, Kali-
fornija, SAD (?) i drustvom Xenobiotic Detection Systems Inc., Durham, Sjeverna Karolina, SAD (3).

Stabilnost stani¢ne linije

7. Kako bi se odrzali stabilnost i integritet stani¢ne linije, stanice treba uzgajati za vise od jedne pasaZe od zamrznute
maticne zalihe u mediju za odrzavanje stanica (vidjeti stavak 9.). Stanice se ne bi trebale uzgajati za vise od 30
pasaza. Za stani¢nu liniju VM7Luc4E2 30 pasaZa trajat ¢e priblizno tri mjeseca.

Stani¢na kultura i uvjeti nasadivanja

8. Treba postovati postupke utvrdene u Smjernicama za dobru praksu za stani¢ne kulture (5. i 6.) kako bi se osigurala
kvaliteta svih materijala i metoda te tako odrZali integritet, valjanost i obnovljivost svih provedenih aktivnosti.

9. Stanice VM7Luc4E2 odrZavaju se u mediju RPMI 1640 obogatenom s 0,9 % mjeSavine penicilina i streptomicina i
8,0 % fetalnog govedeg seruma (FBS) u namjenskom inkubatoru kulture tkiva na 37 °C £ 1 °C, vlaznosti od 90 % *
5%is50%* 1% CO, u zraku.

10. Kada se dosegne konfluencija od ~ 80 %, uzgaja se supkultura stanica VM7Luc4E2 koje se kondicioniraju na okolinu
bez estrogena 48 sati prije nasadivanja na ploce s 96 jazica radi izlaganja ispitivanim kemikalijama i analize indukcije
aktivnosti luciferaze koja ovisi o estrogenu. Medij bez estrogena (EFM) sadrzava Dulbeccov modificirani Eagleov medij
(DMEM) obogacen s 4,5 % FBS-a tretiranog ugljenom premazanim dekstranom, 1,9 % L-glutamina i 0,9 % mjeSavine
penicilina i streptomicina. U plasti¢noj opremi ne smije biti estrogene aktivnosti [vidjeti podrobni protokol (7.)].

Kriteriji prihvatljivosti

11. Prihvadenje ili odbijanje ispitivanja temelji se na procjeni rezultata referentne norme i kontrole iz svakog pokusa
provedenog na plocici s 96 jaZica. Svaka referentna norma ispituje se s viSe koncentracija i koristi se viSe uzoraka
svake referentne i kontrolne koncentracije. Rezultati se usporeduju s kontrolama kvalitete (KK) u pogledu tih

() Michael S. Denison, Ph.D. Professor, Dept. of Environmental Toxicology, 4241 Meyer Hall, One Shields Ave, University of California,
Davis, CA 95616, e-posta: msdenison@ucdavis.edu, (530) 754-8649.

(’) Xenobiotic Detection Systems Inc. 1601 East Geer Street, Suite S, Durham NC, 27704 SAD, e-posta: info@dioxins.com, telefon: 919-
688-4804, faks: 919-688-4404.
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parametara koji su izvedeni iz baza prijasnjih podataka o agonistima i antagonistima koje je izradio svaki laboratorij
tijekom dokazivanja osposobljenosti. Baze prijasnjih podataka kontinuirano se dopunjuju vrijednostima referentnih
normi i kontrola. Promjene u opremi ili laboratorijskim uvjetima mozda ¢e zahtijevati aZuriranje baza prijasnjih

podataka.

Test agonista

Ispitivanje za utvrdivanje raspona

* Indukcija: indukeciju na plodi treba mjeriti tako da se prosje¢na vrijednost relativne jedinice svjetlosti (RLU) najvece
referentne norme E2 podijeli prosje¢nom vrijednosti RLU kontrole s DMSO-om. Obi¢no se postiZe peterostruka
indukcija, ali u svrhu prihvacanja indukcija bi trebala biti ¢etverostruka ili veca.

* Rezultati kontrola s DMSO-om: vrijednosti RLU kontrole s otapalom trebale bi biti do 2,5 puta standardne
devijacije srednje vrijednosti RLU prijasnje kontrole s otapalom.

* Pokus koji ne ispuni bilo koji kriterij prihvatljivosti treba odbaciti i ponoviti.

Iscrpno ispitivanje

Obuhvaca kriterije prihvatljivosti iz ispitivanja za utvrdivanje raspona agonista i sljedece:

* rezultate referentne norme: krivulja koncentracija — odgovor referentne norme E2 trebala bi imati sigmoidni oblik i
barem tri vrijednosti koje se nalaze na linearnom dijelu krivulje koncentracija — odgovor,

* rezultate pozitivne kontrole: vrijednosti RLU kontrole s metoksiklorom trebale bi biti veée od srednje vrijednosti
DMSO-a uvecane za tri standardne devijacije srednje vrijednosti DMSO-a,

* pokus koji ne ispuni bilo koji kriterij prihvatljivosti treba odbaciti i ponoviti.

Test antagonista

Ispitivanje za utvrdivanje raspona

* Smanjenje: smanjenje na plo¢i mjeri se tako da se prosje¢na vrijednost relativne jedinice svjetlosti (RLU) najvece
referentne norme Ral/E2 podijeli prosje¢nom vrijednosti RLU kontrole s DMSO-om. Obi¢no se postiZe petero-
struko smanjenje, ali u svrhu prihvacanja smanjenje bi trebalo biti trostruko ili vece.

* Rezultati kontrole s E2: vrijednosti RLU kontrole s E2 trebale bi biti do 2,5 puta standardne devijacije srednje
vrijednosti RLU prijasnje kontrole s E2.

* Rezultati kontrola s DMSO-om: vrijednosti RLU kontrole s DMSO-om trebale bi biti do 2,5 puta standardne
devijacije srednje vrijednosti RLU prijasnje kontrole s otapalom.
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¢ Pokus koji ne ispuni bilo koji kriterij prihvatljivosti odbacuje se i ponavlja.

Iscrpno ispitivanje

Obuhvaca kriterije prihvatljivosti iz ispitivanja za utvrdivanje raspona antagonista i sljedece:

o rezultate referentne norme: krivulja koncentracija — odgovor referentne norme Ral/E2 trebala bi imati sigmoidni
oblik i barem tri vrijednosti koje se nalaze na linearnom dijelu krivulje koncentracija — odgovor,

* rezultate pozitivne kontrole: vrijednosti RLU kontrole s tamoksifenom/E2 trebale bi biti manje od srednje vrijed-
nosti kontrole s E2 umanjene za tri standardne devijacije srednje vrijednosti kontrole s E2,

¢ pokus koji ne ispuni bilo koji kriterij prihvatljivosti odbacuje se i ponavlja.

Referentne norme, pozitivne kontrole i kontrole s nosaem
Kontrola s nosacem (testovi agonista i antagonista)

12. Nosac koji se upotrebljava za otapanje ispitivanih kemikalija treba ispitati kao kontrolu s nosacem. Nosa¢ koji se
koristio tijekom validacije testa VM7Luc ER TA bio je 1-postotni (v/v) dimetilsulfoksid (DMSO, CAS br. 67-68-5)
(vidjeti stavak 24.). Ako se upotrebljava nosa¢ koji nije DMSO, sve referentne norme, kontrole i ispitivane kemikalije
treba prema potrebi ispitati u istom nosacu.

Referentna norma (utvrdivanje raspona agonista)

13. Referentnu normu ¢ini E2 (CAS br. 50-28-2). Za ispitivanje za utvrdivanje raspona referentna norma sastoji se od
serijskog razrjedivanja etiriju koncentracija E2 (1,84 x 10710, 4,59 x 107!, 1,15 x 107! i 2,87 x 1072 M), pri
¢emu se svaka koncentracija ispituje u dvostrukim jazicama.

Referentna norma (iscrpno ispitivanje agonista)

14. E2 za iscrpno ispitivanje sastoji se od seri;skog razrjedivanja u omjeru 1: 2 koje se sastoji od 11 koncentracija (u
rasponu od 3,67 x 10719 do 3,59 x 107 M) E2 u dvostrukim jaZicama.

Referentna norma (utvrdivanje raspona antagonista)

15. Referentna norma kombinacija je tvari Ral (CAS br. 84449-90-1) i E2 (CAS br. 50-28-2). Ral/E2 za ispitivanje za
utvrdivanje raspona sastoji se od serijskog razrjedivanja triju koncentracija tvari Ral (3,06 x 107, 7,67 x 1071%1 1,92
x 1071% M) i fiksne koncentracije (9,18 x 107! M) E2 u dvostrukim jaZicama.

Referentna norma (iscrpno ispitivanje antagonista)

16. Ral[E2 za iscrpno ispitivanje sastoji se od serijskog razrjedivanja tvari Ral u omjeru 1: 2 (u rasponu od 2,45 x 1078
do 9,57 x 107'" M) i fiksne koncentracije (9,18 x 107'! M) E2, a obuhvaca devet koncentracija tvari Ral[E2 u
dvostrukim jaZicama.
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Slaba pozitivna kontrola (agonist)

17. Slabu pozitivnu kontrolu ¢ini 9,06 x 1078 M p,p-metoksiklora (metoksiklor; CAS br. 72-43-5) u EFM-u.

Slaba pozitivna kontrola (antagonist)

18. Slaba pozitivna kontrola sastoji se od tamoksifena (CAS br. 10540-29-1) 3,36 x 10°Ms 9,18 x 101! M E2 u EFM-
u.

Kontrola s E2 (samo za test antagonista)

19. Kontrolu s E2 ¢ni 9,18 x 107'! M E2 u EFM-u i koristi se kao osnovna negativna kontrola.
Multiplikacijski faktor indukcije (agonist)

20. Indukcija aktivnosti luciferaze referentne norme (E2) mjeri se tako da se prosje¢na vrijednost RLU najvece referentne
norme E2 podijeli prosje¢nom vrijednosti RLU kontrole s DMSO-om i rezultat bi trebao biti veéi od Cetverostruke
vrijednosti.

Multiplikacijski faktor smanjenja (antagonist)

21. Srednja aktivnost luciferaze za referentnu normu (Ral/E2) mjeri se tako da se prosje¢na vrijednost RLU najvece
referentne norme Ral/E2 podijeli prosjeénom vrijednosti RLU kontrole s DMSO-om i trebala bi biti veca od trostruke
vrijednosti.

Dokazivanje osposobljenosti laboratorija (vidjeti stavak 14. i tablice 3. i 4. u odjeljku ,SASTAVNICE ER TA TESTA” ove
ispitne metode)

Nosac

22. Ispitivane kemikalije treba otopiti u otapalu koje otapa tu ispitivanu kemikaliju te se moZe mijesati s medijem za
stanice. Primjereni su nosaéi voda, etanol (Cistoée od 95 % do 100 %) i DMSO. Ako se upotrebljava DMSO, ne bi se
trebalo koristiti vie od 1 % (v/v). Za sve bi nosace trebalo dokazati da najveéi volumen koji se upotrebljava nije
citotoksi¢an i da ne utjece na uspje$nost testa. Referentne norme i kontrole otapaju se u 100-postotnom otapalu i
zatim se raztjeduju na odgovarajuce koncentracije u EFM-u.

Priprema ispitivanih kemikalija

23. Ispitivane kemikalije otapaju se u 100-postotnom DMSO-u (ili odgovarajuéem otapalu) i zatim se razrjeduju na
odgovarajuée koncentracije u EFM-u. Sve ispitivane kemikalije trebalo bi ostaviti tako da se njihova temperatura
izjednac¢i sa sobnom temperaturom prije nego $to ih se otopi i razrijedi. Za svaki pokus treba pripremiti svjeZe
otopine ispitivane kemikalije. U otopinama ne smije biti primjetan talog ili zamucenje. Uzorci referentne norme i
kontrole mogu se pripremati zbirno; medutim, za svaki pokus treba pripremiti svjezu kona¢nu referentnu normu,
razrjedivanja kontrole i ispitivane kemikalije i treba ih upotrijebiti u roku od 24 sata od pripreme.

Topljivost i citotoksi¢nost: razmatranja o utvrdivanju raspona

24. Ispitivanje za utvrdivanje raspona sastoji se od serijskih razrjedivanja u sedam tocaka u omjeru 1: 10 i provodi se
dvaput. Ispitivane kemikalije prvo se ispituju do najvece koncentracije od 1 mg/ml (~ 1 mM) za test agonista i 20
pg/ml (~ 10 pM) za test antagonista. Pokusi za utvrdivanje raspona provode se kako bi se utvrdilo sljedece:

— pocetne koncentracije ispitivane kemikalije koje e se upotrebljavati tijekom iscrpnog ispitivanja,

— razrjedivanja ispitivane kemikalije (1: 2 ili 1: 5) koja ¢e se upotrebljavati tijekom iscrpnog ispitivanja.
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25. U protokole za test agonista i antagonista ukljuCena je procjena vijabilnosti stanica/citotoksicnosti (7)) te se ona
ukljucuje u test za utvrdivanje raspona i iscrpno ispitivanje. Metoda citotoksi¢nosti upotrijebljena za procjenu
vijabilnosti stanica tijekom validacije testa VM7Luc ER TA (1.) bila je metoda razmjernog kvalitativnog vizualnog
opaZanja; medutim, za utvrdivanje citotoksi¢nosti moze se upotrijebiti kvantitativna metoda (vidjeti protokol (7.)). Ne
mogu se upotrebljavati podaci iz koncentracija ispitivane kemikalije koje uzrokuju smanjenje vijabilnosti veée od
20 %.

Izlaganje ispitivanoj kemikaliji i organizacija testne ploce

26. Stanice se broje i nasaduju na ploce s kulturom tkiva s 96 jazica (2 x 10° stanica po jazici) u EFM-u i inkubiraju se
24 sata kako bi se omogudilo da se stanice pri¢vrste na plocu. EFM se uklanja i zamjenjuje ispitivanim i referentnim
kemikalijama u EFM-u te se inkubira 19-24 sata. Posebnu pozornost treba posvetiti tvarima koje su jako hlapljive jer
kontrolne jazice koje se nalaze u blizini mogu dati lazno pozitivne rezultate. U tim slucajevima mogu pomocéi
,poklopci za ploce” kojima se ucinkovito izoliraju pojedinacne jaZice pa se stoga preporucuje njihova upotreba.

Ispitivanja za utvrdivanje raspona

27. U ispitivanjima za utvrdivanje raspona upotrebljavaju se sve jazice ploce s 96 jaZica kako bi se dvaput ispitalo do Sest
ispitivanih kemikalija kao serijska razrjedivanja u sedam tocaka u omjeru 1: 10 (vidjeti slike 1.1 2.).

— U ispitivanju za utvrdivanje raspona agonista upotrebljavaju se Cetiri koncentracije E2 u dva ponavljanja kao
referentna norma i Cetiri jazice s ponavljanjem za kontrolu s DMSO-om.

— U ispitivanju za utvrdivanje raspona antagonista upotrebljavaju se tri koncentracije tvari Ral/E2 s 9,18 x 107! M
E2 u dva ponavljanja kao referentna norma i tri jaZice s ponavljanjem za kontrole s E2 i DMSO-om.

Slika 1.

Raspored na plo¢i s 96 jazica kod ispitivanja za utvrdivanje raspona agonista

A | TCI-1 TC1-1 TC2-1 TC2-1 TC3-1 TC3-1 TC4-1 TC4-1 TC5-1 TCS-1 TC6-1 TC6-1

TC1-2 TC1-2 TC2-2 TC2-2 TC3-2 TC3-2 TC4-2 TC4-2 TCS-2 TC5-2 TC6-2 TC6-2

C | TCI1-3 TC1-3 TC2-3 TC2-3 TC3-3 TC3-3 TC4-3 TC4-3 TC5-3 TCS-3 TC6-3 TC6-3

ID | TC14 TC1-4 TC2-4 TC2-4 TC3-4 TC3-4 TC4-4 TC4-4 TCS-4 TCs5-4 TC6-4 TC6-4

E TCI-5 | 1c1-5 TC2-5 TC2-5 TC3-5 TC3-5 TC4-5 TC4-5 TCs5-5 TCS-5 TC6-5 TC6-5

F | TCl-6 TC1-6 TC2-6 TC2-6 TC3-6 TC3-6 TC4-6 TC4-6 TC5-6 TC5-6 TC6-6 TC6-6

G | TC1-7 TC1-7 TC2-7 TC2-7 TC3-7 TC3-7 TC4-7 TC4-7 TC5-7 TC5-7 TC6-7 TC6-7

Kratice: E2-1 do E2-4 = koncentracije referentne norme E2 (od visoke do niske); TC1-1 do TC1-7 = koncentracije (od
visoke do niske) ispitivane kemikalije 1 (TC1); TC2-1 do TC2-7 = koncentracije (od visoke do niske) ispitivane
kemikalije 2 (TC2); TC3-1 do TC3-7 = koncentracije (od visoke do niske) ispitivane kemikalije 3 (TC3); TC4-1 do
TC4-7 = koncentracije (od visoke do niske) ispitivane kemikalije 4 (TC4); TC5-1 do TC5-7 = koncentracije (od visoke
do niske) ispitivane kemikalije 5 (TC5); TC6-1 do TC6-7 = koncentracije (od visoke do niske) ispitivane kemikalije 6
(TC6); VC = kontrola s nosa¢em (DMSO (1 % v/v EFM-a)).
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Slika 2.

Raspored na ploci s 96 jaZica kod ispitivanja za utvrdivanje raspona antagonista

TCI1-1 TC1-1 TC2-1 TC2-1 TC3-1 TC3-1 TC4-1 TC4-1 TC5-1 TCS-1 TC6-1 TC6-1

TC1-2 TC1-2 TC2-2 | TC2-2 TC3-2 TC3-2 TC4-2 TC4-2 TC5-2 | TC5-2 TC6-2 | TCeo-2

TC1-3 TCI1-3 TC2-3 TC2-3 TC3-3 TC3-3 TC4-3 TC4-3 TCs5-3 TCS-3 TC6-3 TC6-3

TC1-4 | TCl1-4 TC2-4 | TC2-4 | TC3-4 TC3-4 | TC4-4 TC4-4 | TC5-4 | TCS-4 | TCo6-4 TC6-4

TCI1-5 TC1-5 TC2-5 TC2-5 TC3-5 TC3-5 TC4-5 TC4-5 TCS-5 TC5-5 TC6-5 TC6-5

TC1-6 | TC1-6 TC2-6 | TC2-6 | TC3-6 TC3-6 | TC4-6 TC4-6 | TC5-6 | TCS-6 | TC6-6 TC6-6

TC1-7 | TC1-7 | TC2-7 | TC2-7 | TC3-7 | TC3-7 | TC4-7 | TC4-7 | TCS-7 | TCS-7 | TCeé-7 | TCe-7

T Q" =g a|lw | >

Ral-1 Ral-2 Ral-3 vC vC vC E2 E2 E2 Ral-1 Ral-2 Ral-3

Kratice: E2 = kontrola s E2; Ral-1 do Ral-3 = koncentracije raloksifena/referentne norme E2 (od visoke do niske); TC1-1
do TC1-7 = koncentracije (od visoke do niske) ispitivane kemikalije 1 (TC1); TC2-1 do TC2-7 = koncentracije (od visoke
do niske) ispitivane kemikalije 2 (TC2); TC3-1 do TC3-7 = koncentracije (od visoke do niske) ispitivane kemikalije 3
(TC3); TC4-1 do TC4-7 = koncentracije (od visoke do niske) ispitivane kemikalije 4 (TC4); TC5-1 do TC5-7 = koncen-
tracije (od visoke do niske) ispitivane kemikalije 5 (TC5); TC6-1 do TC6-7 = koncentracije (od visoke do niske) ispitivane
kemikalije 6 (TC6); VC = kontrola s nosacem (DMSO [1 % v|v EFM-a]).

Napomena: Sve ispitivane kemikalije ispituju se s 9,18 x 101! M E2.28.
Preporuceni konac¢ni volumen medija potrebnog za svaku jazZicu iznosi 200 pl. Trebaju se upotrebljavati
samo ispitne ploce kod kojih vijabilnost stanica u svim jaZicama iznosi 80 % ili vise.

29. Utvrdivanje pocetne koncentracije za iscrpno ispitivanje agonista podrobno je opisano u protokolu za agoniste (7.).
Ukratko, primjenjuju se sljededi kriteriji:

— ako na krivulji koncentracije ispitivane kemikalije nema tocaka koje su vece od srednje vrijednosti uvecane za tri
standardne devijacije kontrole s DMSO-om, iscrpno ispitivanje provest Ce se upotrebom serijskog razrjedivanja u
11 tocaka u omjeru 1: 2, pocevsi od najvise topljive koncentracije,

— ako na krivulji koncentracije ispitivane kemikalije postoje tocke koje su vece od srednje vrijednosti uvecane za tri
standardne devijacije kontrole s DMSO-om, pocetna koncentracija koja se u iscrpnom ispitivanju upotrebljava za
plan razrjedivanja od 11 tocaka treba biti jedan log visa od koncentracije koja je dala najvisu prilagodenu
vrijednost RLU u ispitivanju za utvrdivanje raspona. Plan razrjedivanja od 11 tocaka temeljit ¢e se na omjeru
1: 21ili 1: 5 u skladu sa sljedeéim kriterijima:

serijsko razrjedivanje od 11 tocaka u omjeru 1: 2 treba upotrijebiti ako e nastali raspon koncentracija obuhvacati
cijeli raspon odgovora na temelju krivulje koncentracija — odgovor koja je nastala u ispitivanju za utvrdivanje
raspona. U suprotnom treba upotrijebiti razrjedivanje u omjeru 1: 5,

— ako ispitivana kemikalija u ispitivanju za utvrdivanje raspona pokaze dvofazi¢nu krivulju koncentracija — odgovor,
obje faze treba utvrditi i u iscrpnom ispitivanju.

30. Utvrdivanje pocetnih koncentracija za iscrpno ispitivanje antagonista podrobno je opisano u protokolu za antago-
niste (7.). Ukratko, primjenjuju se sljede¢i kriteriji:

— ako na krivulji koncentracije ispitivane kemikalije nema to¢aka koje su manje od srednje vrijednosti umanjene za
tri standardne devijacije kontrole E2, iscrpno ispitivanje provest e se upotrebom serijskog razrjedivanja u 11
tocaka u omjeru 1: 2, pocevsi od najvise topljive koncentracije,
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— ako na krivulji koncentracije ispitivane kemikalije postoje tocke koje su manje od prosjecne vrijednosti umanjene
za tri standardne devijacije kontrole s E2, pocetna koncentracija koja se u iscrpnom ispitivanju upotrebljava za
plan razrjedivanja od 11 tocaka treba biti jedna od sljedecih opcija:

* koncentracija koja daje najmanju prilagodenu vrijednost RLU u testu za utvrdivanje raspona,
* najvisa topljiva koncentracija (vidjeti protokol za antagoniste (7.), slika 14-2.),
* najniZa citotoksi¢na koncentracija (vidjeti protokol za antagoniste (7.), slika 14-3. za povezani primjer),

— plan razrjedivanja od 11 tocaka temeljit ¢e se na serijskom razrjedivanju u omjeru 1: 2 ili 1: 5 u skladu sa
sljedec¢im kriterijima:

serijsko razrjedivanje od 11 tocaka u omjeru 1: 2 treba upotrijebiti ako e nastali raspon koncentracija obuhvadati
cijeli raspon odgovora na temelju krivulje koncentracija — odgovor koja je nastala u ispitivanju za utvrdivanje
raspona. U suprotnom treba upotrijebiti razrjedivanje u omjeru 1: 5.

Iscrpno ispitivanje

31. Iscrpno ispitivanje sastoji se od serijskih razrjedivanja od 11 tocaka (serijska razrjedivanja u omjeru 1: 2 ili 1: 5 na
temelju pocetne koncentracije za kriterije iscrpnih testova), pri ¢emu se svaka koncentracija ispituje u trostrukim
jazicama ploce s 96 jazica (vidjeti slike 3. i 4.).

— U iscrpnom ispitivanju agonista kao referentna norma upotrebljava se 11 koncentracija E2 u dva ponavljanja.
Svaka ploca ukljucuje Cetiri jaZice s ponavljanjem za kontrolu s DMSO-om i Cetiri jaZice s ponavljanjem za

kontrolu s metoksiklorom (9,06 x 1076 M).

—U iscrlpnom ispitivanju antagonista kao referentna norma upotrebljava se devet koncentracija tvari Ral/E2 s 9,18
x 10'! M E2 u dva ponavljanja, s Cetiri jaZice s ponavljanjem za kontrolu 9,18 x 1071 M E2, Cetiri jaZice s
ponavljanjem za kontrolu s DMSO-om i Cetiri jaZice s ponavljanjem za tamoksifen 3,36 x 106 M.

Slika 3.

Raspored na ploci s 96 jazica kod iscrpnog ispitivanja agonista

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A TC1-1 TC1-2 TC1-3 TCl1-4 TCI-5 TC1-6 TC1-7 TCI1-8 TCI-9 TC1-10 | TC1-11 vC
B TCI1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TCI1-6 TC1-7 TC1-8 TC1-9 TC1-10 | TCI1-11 vC
C TCI1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TCI1-6 TC1-7 TC1-8 TC1-9 TC1-10 | TC1-11 vC
D TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-10 | TC2-11 vC
E TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-10 | TC2-11 Meth
F TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-10 | TC2-11 Meth
G E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 E2-5 E2-6 E2-7 E2-8 E2-9 E2-10 E2-11 Meth
H E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 E2-5 E2-6 E2-7 E2-8 E2-9 E2-10 E2-11 Meth

Kratice: TC1-1 do TC1-11 = koncentracije ispitivane kemikalije 1 (od visoke do niske); TC2-1 do TC2-11 =
koncentracije ispitivane kemikalije 2 (od visoke do niske); E2-1 do E2-11 = koncentracije referentne norme E2
(od visoke do niske); Meth = slaba pozitivna kontrola p,p’ metoksiklor; VC = kontrola s nosaéem DMSO (1 % v/v) u
EFM-u.
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Slika 4.

Raspored na plodi s 96 jaZica kod iscrpnog ispitivanja antagonista

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A TC1-1 TC1-2 | TC1-3 | TC1-4 | TCl-5 | TCl-6 | TC1-7 | TC1-8 | TCI1-9 | TCI-10 | TCI-11 vC
B TCI-1 TC1-2 | TC1-3 | TC1-4 | TC1-5 | TCl-6 | TC1-7 | TC1-8 | TCI-9 | TCI-10 | TCI-11 vC
C TC1-1 TC1-2 | TC1-3 | TC1-4 | TCl-5 | TCl-6 | TC1-7 | TC1-8 | TC1-9 | TCI1-10 | TCI-11 VC
D TC2-1 TC2-2 | TC2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | TC2-9 | TC2-10 | TC2-11 vC
E TC2-1 TC2-2 | TC2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | TC2-9 | TC2-10 | TC2-11 Tam
F TC2-1 TC2-2 | TC2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | TC2-9 | TC2-10 | TC2-11 Tam
G Ral-1 Ral-2 Ral-3 Ral-4 Ral-5 Ral-6 Ral-7 | Ral-8 Ral-9 E2 E2 Tam
H Ral-1 Ral-2 Ral-3 Ral-4 Ral-5 Ral-6 Ral-7 | Ral-8 Ral-9 E2 E2 Tam

Kratice: E2 = kontrola s E2; Ral-1 do Ral-9 = koncentracije raloksifena/referentne norme E2 (od visoke do niske); Tam =
slaba pozitivna kontrola s tamoksifenom/E2; TC1-1 do TC1-11 = koncentracije (od visoke do niske) ispitivane kemikalije
1 (TC1); TC2-1 do TC2-11 = koncentracije (od visoke do niske) ispitivane kemikalije 2 (TC2); VC = kontrola s nosaem
(DMSO [1 % v|v EFM-a)).

Napomena: kako je navedeno, sve referentne i ispitivane jaZice sadrzavaju fiksnu koncentraciju E2 (9,18 x 10711 M).

32. Ponavljanja iscrpnih ispitivanja za istu kemikaliju treba provoditi na razlicite dane kako bi se osigurala neovisnost.
Treba provesti barem dva iscrpna ispitivanja. Ako su rezultati testova kontradiktorni (npr. jedan je test pozitivan, a
drugi negativan) ili ako jedan od testova nije primjeren, treba provesti tre¢i dodatni test.

Mjera luminiscencije

33. Luminiscencija se mjeri u rasponu od 300 do 650 nm, upotrebom ubrizgavajuéeg luminometra sa softverom koji
kontrolira volumen ubrizgavanja i interval mjerenja (7.). Emisija svjetlosti iz svake jaZice izraZava se kao RLU po
jazici.

ANALIZA PODATAKA
Utvrdivanje vrijednosti ECs/ICs5

34. Vrijednost ECs (pola najvece uc¢inkovite koncentracije ispitivane kemikalije [agonisti]) i vrijednost ICs, (pola najvece
inhibitorne koncentracije ispitivane kemikalije [antagonisti]) utvrduju se na temelju podataka o koncentraciji i
odgovoru. Za ispitivane kemikalije koje su pozitivne pri jednoj koncentraciji ili njih viSe, koncentracija ispitivane
kemikalije koja uzrokuje pola najveceg odgovora (ICs, ili ECsy) racuna se upotrebom analize Hillove funkcije ili
primjerene alternative. Hillova funkcija logisticki je matematicki model s Cetiri parametra kojim se povezuju koncen-
tracija ispitivane kemikalije i odgovor (obi¢no u obliku sigmoidne krivulje) primjenom sljedece jednadzbe:

(vrh — dno)

Y =dno + 1 + 10(IgECso — X)Hillov nagib

pri ¢emu je:

X = logaritam koncentracije

Y = odgovor (tj. RLU-ovi)

dno = najmanji odgovor
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vrh = najveéi odgovor

lg ECs (ili lg IC50) = logaritam od X kao odgovor koji se nalazi to¢no izmedu vrha i dna

Hillov nagib = kosina krivulje.

Modelom se racuna najbolja vrijednost za parametre vrha, dna, Hillova nagiba te vrijednosti IC5, i ECs(. Za izracun
vrijednosti ECs i IC5 treba upotrijebiti primjereni statisticki softver (npr. statisticki softver Graphpad PrismR).

Utvrdivanje netipi¢nih vrijednosti

35. Dobro statisticko prosudivanje moglo bi se olaksati uklju¢ivanjem (ali ne i iskljucivo) Q testa (vidjeti protokole za
agoniste i antagoniste (7.) o utvrdivanju ,neupotrebljivih” jaZica koje ¢e se iskljuciti iz analiza podataka).

36. Za ponovljene uzorke referentne norme E2 (dva uzorka) bilo koja prilagodena vrijednost RLU za ponovljeni uzorak
pri odredenoj koncentraciji E2 smatra se netipicnom vrijednosti ako je za vise od 20 % veca ili manja od prilagodene
vrijednosti RLU te koncentracije iz baze prijasnjih podataka.

Prikupljanje i prilagodba podataka luminometra za ispitivanje za utvrdivanje raspona

37. Neobradene podatke iz luminometra treba prenijeti u predlozak proracunske tablice koja je izradena za test. Treba
utvrditi postoje li netipi¢ne podatkovne tocke koje treba ukloniti. (Vidjeti kriterije prihvatljivosti ispitivanja za
parametre koji se utvrduju u analizama.) Trebalo bi provesti sljedece izracune.

Agonist

Korak 1. Izracunati srednju vrijednost za kontrolu s nosacem DMSO.

Korak 2. Oduzeti srednju vrijednost kontrole s nosaem DMSO od vrijednosti svake jaZice kako bi se podaci
normalizirali.

Korak 3. Izracunati srednji multiplikacijski faktor indukcije za referentnu normu (E2).

Korak 4. Izracunati srednju vrijednost ECs, za ispitivane kemikalije.

Antagonist

Korak 1. Izracunati srednju vrijednost za kontrolu s nosatem DMSO.

Korak 2. Oduzeti srednju vrijednost kontrole s nosaem DMSO od vrijednosti svake jaZice kako bi se podaci
normalizirali.

Korak 3. Izracunati srednji multiplikacijski faktor smanjenja za referentnu normu (Ral/E2).

Korak 4. Izracunati srednju vrijednost za referentnu normu E2.

Korak 5. Izracunati srednju vrijednost ICs, za ispitivane kemikalije.
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Prikupljanje i prilagodba podataka luminometra za iscrpna ispitivanja

38. Neobradene podatke iz luminometra treba prenijeti u predlozak proracunske tablice koja je izradena za test. Treba
utvrditi postoje li netipi¢ne podatkovne tocke koje treba ukloniti. (Vidjeti kriterije prihvatljivosti ispitivanja za
parametre koji se utvrduju u analizama.) Provode se sljedeéi izracuni:

Agonist

Korak 1. Izracunati srednju vrijednost za kontrolu s nosacem DMSO.

Korak 2. Oduzeti srednju vrijednost kontrole s nosaem DMSO od vrijednosti svake jaZice kako bi se podaci
normalizirali.

Korak 3. Izracunati srednji multiplikacijski faktor indukcije za referentnu normu (E2).

Korak 4. Izracunati srednju vrijednost ECs, za E2 i ispitivane kemikalije.

Korak 5. Izracunati srednju prilagodenu vrijednost RLU za metoksiklor.

Antagonist

Korak 1. Izracunati srednju vrijednost za kontrolu s nosacem DMSO.

Korak 2. Oduzeti srednju vrijednost kontrole s nosaem DMSO od vrijednosti svake jaZice kako bi se podaci
normalizirali.

Korak 3. Izracunati srednji multiplikacijski faktor indukcije za referentnu normu (Ral/E2).
Korak 4. IzraCunati srednju vrijednost ICs, za Ral[E2 i ispitivane kemikalije.
Korak 5. Izracunati srednju prilagodenu vrijednost RLU za tamoksifen.
Korak 6. Izracunati srednju vrijednost za referentnu normu E2.
Kriteriji za tumacenje podataka
39. Test VM7Luc ER TA dio je pristupa snage dokaza kako bi se pomoglo utvrditi prioritetne tvari za in vivo ispitivanje
endokrine disrupcije. Dio ovog postupka za utvrdivanje prioriteta bit ¢e razvrstavanje ispitivane kemikalije kao
pozitivie ili negativne u pogledu agonistickog ili antagonistickog djelovanja na estrogenski receptor. Kriteriji za

donosenje pozitivne i negativne odluke koji su upotrijebljeni u validacijskoj studiji testa VM7Luc ER TA opisani
su u tablici 1.
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Tablica 1.

Kriteriji za donosenje pozitivne i negativne odluke

AGONISTICKO DJELOVANJE

Pozitivno — Sve ispitivane kemikalije razvrstane kao pozitivne na agonisticko djelovanje na estrogenski
receptor trebaju imati krivulju koncentracija — odgovor koja se sastoji od osnovice, nakon
koje dolazi pozitivan nagib i zavr$ava platoom ili najviSom tockom. U nekim se slucajevima
mogu utvrditi samo dva svojstva (osnovica — nagib ili nagib — najvisa tocka).

— Linija koja oznacava pozitivan nagib treba sadrzavati najmanje tri tocke sa stupcima pogreske
koje se ne preklapaju (srednja vrijednost + standardna devijacija). Iskljucene su tocke koje ¢ine
osnovicu, ali linearni dio krivulje moze ukljucivati najvisu tocku ili prvu tocku platoa.

— Za razvrstavanje kemikalije kao pozitivne potrebna je amplituda odgovora (razlika izmedu
osnovice i najviSe tocke) od najmanje 20 % najvece vrijednosti za referentnu normu, E2 (4.
2 000 RLU-ova ili viSe ako je najvea vrijednost odgovora referentnih normi [E2] prilagodena
na 10 000 RLU-ova).

— Ako je moguce, treba izracunati vrijednost ECs, za svaku pozitivnu ispitivanu kemikaliju.

Negativno Prosjecni prilagodeni RLU za odredenu koncentraciju jednak je ili manji od srednje vrijednosti RLU
kontrole s DMSO-om uvecane za tri standardne devijacije RLU-a DMSO-a.

Neprimjereno | Podaci koji se ne mogu tumaciti kao valjani za pokazivanje prisutnosti ili izostanka aktivnosti
zbog velikih kvalitativnih ili kvantitativnih ogranicenja smatraju se neprimjerenima i ne mogu se
koristiti za utvrdivanje je li ispitivana kemikalija pozitivna ili negativna. Kemikalije treba ponovno
ispitati.

ANTAGONISTICKO DJELOVANJE

Pozitivno — Podaci o ispitivanoj kemikaliji daju krivulju koncentracija — odgovor koja se sastoji od osno-
vice, nakon koje dolazi negativan nagib.

— Linija koja oznacava negativan nagib treba sadrzavati najmanje tri tocke sa stupcima pogreske
koje se ne preklapaju; iskljucene su tocke koje ¢ine osnovicu, ali linearni dio krivulje moze
ukljucivati prvu tocku platoa.

— Trebalo bi postojati smanjenje aktivnosti od najmanje 20 % najvece vrijednosti za referentnu
normu, tvar Ral/E2 (tj. 8 000 RLU-ova ili manje ako je najveca vrijednost odgovora referentne
norme [Ral[E2] prilagodena na 10 000 RLU-ova).

— Najvise koncentracije ispitivane kemikalije koje nisu citotoksicne trebale bi biti 1 x 107 M ili
nize.

— Ako je moguce, treba izracunati vrijednost ICs, za svaku pozitivnu ispitivanu kemikaliju.

Negativno Sve podatkovne tocke iznad su vrijednosti ECg, (80 % odgovora E2 ili 8 000 RLU-ova), pri
koncentracijama nizima od 1,0 x 107> M.

Neprimjereno | Podaci koji se ne mogu tumaciti kao valjani za pokazivanje prisutnosti ili izostanka aktivnosti
zbog velikih kvalitativnih ili kvantitativnih ogranicenja smatraju se neprimjerenima i ne mogu se
koristiti za utvrdivanje je li ispitivana kemikalija pozitivna ili negativna. Kemikaliju treba ponovno
ispitati.
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40. Ako je moguce, pozitivne rezultate karakterizirat ¢e i razmjer ucinka i koncentracija pri kojoj dolazi do u¢inka.
Primjeri pozitivnih, negativnih i neprimjerenih podataka prikazani su na slikama 5. i 6.

Slika 5.

Primjeri agonista: pozitivni, negativni i neprimjereni podaci

Pozihvno Negativno Neprimjereno
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Isprekidana linija pokazuje 20 % odgovora E2, 2 000 prilagodenih i normaliziranih RLU-ova.

Slika 6.

Primjeri antagonista: pozitivni, negativni i neprimjereni podaci
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Isprekidana linija pokazuje 80 % odgovora Ral[E2, 8 000 prilagodenih i normaliziranih RLU-ova.

Puna linija pokazuje 1,00 x 10~ M. Da bi se odgovor smatrao pozitivnim, treba se nalaziti ispod linije 8 000 RLU-ova i
pri koncentracijama nizima od 1,00 x 10~ M.

Koncentracije oznacene zvjezdicama na grafikonu mezo-heksestrola pokazuju rezultate vijabilnosti od ,2” ili vece.

Rezultati ispitivanja za mezo-heksestrol smatraju se neprimjerenim podacima jer se do jedinog odgovora koji se nalazi
ispod 8 000 RLU-ova dolazi pri 1,00 x 107 M.

41. Vrijednosti EC5 i ICs5 mogu se izra¢unati primjenom Hillove funkcije s Cetiri parametra (viSe pojedinosti potraZiti u
protokolima za agoniste i antagoniste (7.)). Ispunjavanje kriterija prihvatljivosti znaci da sustav pravilno funkcionira,
ali time se ne osigurava da Ce svaki pojedina¢ni ciklus dati to¢ne rezultate. Ponavljanje rezultata prvog ciklusa
najbolje je jamstvo toga da su dobiveni tocni podaci (vidjeti stavak 19. odjeljka ,SASTAVNICE ER TA TESTA”).
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IZVJESCE O ISPITIVANJU
42. Vidjeti stavak 20. odjeljka ,SASTAVNICE ER TA TESTA”".
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Dodatak 4.

TEST TRANSAKTIVACIE STABILNO TRANSFICIRANOG LJUDSKOG ESTROGENSKOG RECEPTORA-A ZA OTKRIVANJE
ESTROGENSKOG AGONISTICKOG I ANTAGONISTICKOG DJELOVANJA KEMIKALIJA PRIMJENOM STANICNE LINIJE ERA CALUX

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA (VIDJETI I OPCI UVOD)

1. U testu transaktivacije ERa CALUX upotrebljava se humana stani¢na linija U20S radi otkrivanja estrogenskog
agonistickog 1 antagonistickog djelovanja kojim posreduje ljudski estrogenski receptor alfa (hERa). Validacijska
studija biotesta sa stabilno transficiranim stanicama ERa CALUX koju je proveo BioDetection Systems BV (Amster-
dam, Nizozemska) pokazala je relevantnost i pouzdanost testa za predvidenu svrhu (1.). Stani¢na linjja ERa CALUX
eksprimira samo stabilno transficirani humani ERa (2. i 3.).

2. Ovaj je test posebno osmisljen za otkrivanje transaktivacije kojom posreduje hERa mjerenjem bioluminiscencije kao
krajnje tocke. Bioluminiscencija se Cesto upotrebljava u biotestovima zbog visokog omjera signala i $uma (4.).

3. Postoje izvjeS¢a o tome da koncentracije fitoestrogena vece od 1 puM pretjerano aktiviraju reporterski gen za
luciferazu, $to dovodi do luminiscencije kojom ne posreduju receptori (5., 6. 1 7.). Stoga vece koncentracije fitoe-
strogena ili drugih sli¢nih spojeva koji mogu pretjerano aktivirati ekspresiju luciferaze treba pazljivo ispitati testovima
transaktivacije stabilno transficiranog estrogenskog receptora (vidjeti Dodatak 2.).

4. Prije upotrebe ovog testa u regulatorne svrhe treba procitati odjeljke ,OPCI UVOD” i ,SASTAVNICE ER TA TESTA”.
Definicije i kratice upotrijebljene u ovoj ispitnoj metodi opisuju se u Dodatku 1.

NACELO TESTA (VIDJETI I OPCl UVOD)

5. Biotest se upotrebljava kako bi se procijenilo vezivanje estrogenskog receptora i liganda te kasnija translokacija
kompleksa receptora i liganda u jezgru. U jezgri se kompleks receptora i liganda veZe na specificne elemente
DNK odgovora i transaktivira reporterski gen za luciferazu krijesnice, $to dovodi do povecane stanicne ekspresije
enzima luciferaze. Nakon dodavanja supstrata luciferaze luciferinu, luciferin se pretvara u bioluminescentan proizvod.
Proizvedeno svjetlo moze se jednostavno uociti i kvantificirati s pomo¢u luminometra.

6. U ispitnom sustavu upotrebljavaju se stabilno transficirane stanice ERa CALUX. Stanice ERa CALUX potjecu od
stani¢ne linije U20S humanog osteoblasticnog osteosarkoma. Humane stanice U20S stabilno su transficirane
konstruktima 3xHRE-TATA-Luc i pSG5-neo-hERa upotrebom metode zajednickog taloZenja s kalcijevim fosfatom.
Stani¢na linija U20S odabrana je kao najbolji kandidat za reportersku stani¢nu liniju koja reagira na estrogen (i ostale
steroidne hormone) na temelju opaZanja da stani¢na linija U20S pokazuje slabu endogenu aktivnost receptora ili je
uopée ne pokazuje. Odsustvo endogenih receptora procijenjeno je upotrebom samo reporterskih plazmida za
luciferazu, koji nisu pokazali nikakvu aktivnost kada su dodani ligandi na receptor. Nadalje, ta je stani¢na linija
dala snazne odgovore posredovane hormonima kada su privremeno uvedeni srodni receptori (2., 3. 1 8.).

7. Ispitivanje kemikalija radi utvrdivanja estrogene ili antiestrogene aktivnosti upotrebom stani¢ne linije ERa CALUX
ukljucuje ciklus predprobira i iscrpne cikluse. Tijekom ciklusa predprobira utvrduju se topljivost, citotoksi¢nost i
rafinirani raspon koncentracija ispitivanih kemikalija za iscrpno ispitivanje. Tijekom iscrpnih ciklusa rafinirani rasponi
koncentracija ispitivanih kemikalija ispituju se biotestovima ERa CALUX, nakon Cega slijedi razvrstavanje ispitivanih
kemikalija u pogledu agonizma ili antagonizma.
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8. Kriteriji za tumacenje podataka podrobno su opisani u stavku 59. Ukratko, ispitivana kemikalija smatra se pozi-
tivnom za agonizam ako barem dvije uzastopne koncentracije ispitivane kemikalije pokazu odgovor koji iznosi 10 %
najveéeg odgovora referentne norme 17f-estradiol ili viSe (PCg). Ispitivana kemikalija smatra se pozitivnom za
antagonizam ako barem dvije uzastopne koncentracije ispitivane kemikalije pokazu odgovor koji iznosi 80 %
najveceg odgovora referentne norme tamoksifena ili manje (PCg).

POSTUPAK
Stani¢ne linije

9. Za test bi se trebala upotrebljavati stabilno transficirana stani¢na linija U20S ERa CALUX. Stani¢na linija moze se
dobiti od drustva BioDetection Systems BV, Amsterdam, Nizozemska, sklapanjem tehnickog sporazuma o licencira-
nju.

10. Treba upotrebljavati samo stani¢ne kulture u kojima nema mikoplazme. Sarze stanica koje se upotrebljavaju trebaju
imati potvrdu da nisu kontaminirane mikoplazmom ili prije upotrebe treba provesti test na mikoplazmu. Za
osjetljivo otkrivanje zaraze mikoplazmom treba upotrijebiti RT-PCR (lancana reakcija polimerazom u stvarnom
vremenu) (9.).

Stabilnost stani¢ne linije

11. Kako bi se odrzali stabilnost i integritet stanica CALUX, stanice treba pohraniti u tekuéem dusiku (-80 °C). Nakon
odmrzavanja stanica kako bi se razvila nova kultura, stanice treba supkultivirati barem dva puta prije nego sto ih se
upotrijebi za procjenu estrogenskog agonistickog i antagonistickog djelovanja kemikalija. Stanice se ne bi se trebale
supkultivirati za viSe od 30 pasaZa.

12. Kako bi se pratila stabilnost stani¢ne linije tijekom vremena, treba potvrditi osjetljivost ispitnog sustava za agonizam i
antagonizam procjenom vrijednosti ECs, ili ICs, referentne norme. Osim toga, treba pratiti relativnu indukciju
pozitivnog kontrolnog uzorka (PC) i negativnog kontrolnog uzorka (NC). Rezultati bi trebali biti u skladu s krite-
rijima prihvatljivosti za agonisticki (tablica 3.C) ili antagonisticki biotest ERa CALUX (tablica 4.C). Referentne norme,
pozitivne i negativne kontrole navedene su u tablici 1. za agonisticki oblik i tablici 2. za antagonisticki oblik.

Stani¢na kultura i uvjeti nasadivanja

13. Stanice U20S treba uzgajati u mediju za uzgoj (medij DMEMJF12 (1: 1) s fenol crvenom kao indikatorom pH-
vrijednosti, oboga¢enom fetalnim govedim serumom (7,5 %), neesencijalnim aminokiselinama (1 %), s 10 jedinica/ml
penicilina, streptomicina i geneticina (G-418) kao markerom za selekciju). Stanice treba staviti u inkubator CO, (5 %
CO,) na 37 °C uz 100-postotnu vlaznost. Kada stanice dosegnu konfluenciju od 85 do 95 %, treba ih supkultivirati
ili pripremiti za nasadivanje na mikrotitracijske ploce s 96 jaZica. U potonjem slucaju, stanice treba ponovno
suspendirati u koncentraciji 1 x 10° stanicajml u mediju za test bez estrogena (DMEM/[F12 (1: 1) bez fenol
crvene, oboga¢enom fetalnim govedim serumom tretiranim uglienom premazanim dekstranom (5 % v/v), neesenci-
jalnim aminokiselinama (1 % v/v), s 10 jedinica/ml penicilina i streptomicina) te nasaditi u jaZice mikrotitracijskih
ploca s 96 jazica (100 pl homogenizirane suspenzije stanica). Stanice treba predinkubirati u inkubatoru CO, (5 %
CO,, 37 °C, 100-postotna vlaznost) 24 sata prije izlaganja. U plasticnoj opremi ne smije biti estrogena.

Kriteriji prihvatljivosti

14. Agonisticko i antagonisticko djelovanje ispitivanih kemikalija ispituju se u nizovima ispitivanja. Niz ispitivanja sastoji
se od najvise Sest mikrotitracijskih ploca. Svaki niz ispitivanja sadrzava najmanje jednu cijelu seriju razrjedivanja
referentne norme, pozitivan kontrolni uzorak, negativan kontrolni uzorak i kontrole s otapalom. Na slikama 1. i 2.
prikazan je raspored ploca za nizove ispitivanja agonizma i antagonizma.
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15. Svako razrjedivanje referentnih normi, ispitivane kemikalije, sve kontrole s otapalom te pozitivne i negativne kontrole
treba analizirati u tri ponavljanja. Svaka analiza triju ponavljanja treba ispuniti zahtjeve navedene u tablici 3.A i
tablici 4.A.

16. Cijela serija razrjedivanja referentne norme (17f-estradiol za agonizam; tamoksifen za antagonizam) mjeri se na prvoj
plodi u svakom nizu ispitivanja. Kako bi se rezultati analize preostalih pet mikrotitracijskih plo¢a mogli usporediti s
prvom mikrotitracijskom plocom koja sadrzava cijelu krivulju koncentracija — odgovor referentne norme, sve bi
ploce trebale sadrzavati tri kontrolna uzorka: kontrolu s otapalom, najvi§u koncentraciju ispitane referentne norme i
pribliznu koncentraciju ECs, (agonizam) ili ICs, (antagonizam) referentne norme. Omjer prosjecnih kontrolnih
uzoraka na prvoj ploci i preostalih pet ploca treba ispunjavati zahtjeve navedene u tablici 3.C (agonizam) ili
tablici 4.C (antagonizam).

17. Za sve mikrotitracijske ploce u nizu ispitivanja racuna se z-faktor (10.). Z-faktor treba izracunati upotrebom
odgovora pri najviSoj i najnizoj koncentraciji referentne norme. Mikrotitracijska plo¢a smatra se valjanom ako
ispunjava zahtjeve kako su navedeni u tablici 3.C (agonizam) ili tablici 4.C (antagonizam).

18. Referentna norma treba pokazati sigmoidnu krivulju doza — odgovor. ECs ili ICs, izvedeni iz odgovora serije
razrjedivanja referentne norme trebaju ispunjavati zahtjeve kako su navedeni u tablici 3.C (agonizam) ili tablici
4.C (antagonizam).

19. Svaki niz ispitivanja treba sadrzavati pozitivni i negativni kontrolni uzorak. Izra¢unana relativna indukcija i pozi-
tivnog i negativnog kontrolnog uzorka treba ispunjavati zahtjeve kako su navedeni u tablici 3.C (agonizam) ili tablici
4.C (antagonizam).

20. Tijekom svih mjerenja faktor indukcije najviSe koncentracije referentne norme treba izmjeriti tako da se prosjecni
najvi§i odgovor u obliku relativne jedinice svjetlosti (RLU) na referentnu normu 17f-estradiol podijeli prosje¢nim
odgovorom u obliku RLU-a na referentnu kontrolu s otapalom. Taj faktor indukcije treba ispuniti minimalne zahtjeve
za multiplikacijski faktor indukcije kako je navedeno u tablici 3.C (agonizam) ili tablice 4.C (antagonizam).

21. Valjanima se smatraju samo mikrotitracijske ploce koje ispunjavaju sve prethodno navedene kriterije prihvatljivosti i
samo se one mogu koristiti za procjenu odgovora ispitivanih kemikalija.

22. Kriteriji prihvatljivosti primjenjivi su i na predprobir i na iscrpne cikluse.

Tablica 1.
Koncentracije referentne norme, pozitivne kontrole (PC) i negativne kontrole (NC) za agonisticki biotest
CALUX
Tvar CAS br. Raspon ispitivanja (M)
Referentna norma 17-estradiol 50-28-2 1*101 -1 %1010
Pozitivna kontrola (PC) 17a-metiltestosteron 58-18-4 3*10°

Negativna kontrola (NC) kortikosteron 50-22-6 1*108
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Tablica 2.
Koncentracije referentne norme, pozitivne kontrole (PC) i negativne kontrole (NC) za antagonisticki biotest

CALUX

Tvar CAS br. Raspon ispitivanja (M)

Referentna norma tamoksifen 10540-29-1 3*x107-1*10°
Pozitivna kontrola (PC) 4-hidroksitamoksifen 68047-06-3 1*107
Negativna kontrola (NC) resveratrol 501-36-0 1*107

Tablica 3.

Kriteriji prihvatljivosti za agonisticki biotest ERa CALUX

A - pojedina¢ni uzorci na ploci Kriterij

1 Najvedi % standardne devijacije jaZica s tri ponavljanja (za NC, PC, svako razrjedivanje <15%
ispitivane kemikalije i referentne norme, osim CO)

2 Najvedi % standardne devijacije jaZica s tri ponavljanja (za kontrole s otapalom referentne <30%
norme i ispitivane kemikalije (CO, SC))

3 Najvece propustanje LDH-a, kao mjera citotoksi¢nosti <120 %

B — unutar jedne mikrotitracijske ploce

4 Omjer kontrole s otapalom referentne norme (CO; ploca 1) i kontrole s otapalom ispitivane 0,5 do 2,0
kemikalije (SC; od ploce 2 do ploce x)

5 Omjer pribliz. vrijednosti ECs i najvisih koncentracija referentne norme na ploci 1 i pribliz. 0,70 do
vrijednosti ECs i najvisih koncentracija referentne norme na ploc¢i 2 do ploce x (C4, C8) 1,30
6 Z-faktor za svaku plocu > 0,6

C - unutar jednog niza analiza (sve ploce u jednom nizu)

7 Sigmoidna krivulja referentne norme Da (178-
estradiol)
8 Raspon ECj referentne norme 178-estradiol 4 %1012 -
4*101' M
9 Najmanji multiplikacijski faktor indukcije najvise koncentracije 17f-estradiola, s obzirom na 5

kontrolu s otapalom referentne norme
10 Relativna indukcija (%) PC-a >30%

11 Relativna indukcija (%) NC-a <10%

Pribliz. priblizno; PC: pozitivna kontrola; NC: negativna kontrola; SC: kontrola s otapalom ispitivane kemikalije; CO:
kontrola s otapalom referentne norme; SD: standardna devijacija; LDH: laktat dehidrogenaza.
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Tablica 4.
Kriteriji prihvatljivosti za antagonisticki biotest ERa CALUX

A - pojedina¢ni uzorci na ploci Kriterij

1 Najveéi % standardne devijacije trostrukih jaZica (za NC, PC, svako razrjedivanje ispitivane <15%
kemikalije i referentne norme, kontrolu s otapalom (C0))

2 Najveéi % standardne devijacije trostrukih jaZica (za kontrolu s nosacem (VC) i najvisu <30%
koncentraciju referentne norme (C8))

3 Najvele propustanje LDH-a, kao mjera citotoksi¢nosti < 120 %

B — unutar jedne mikrotitracijske ploce

4 Omjer kontrole s otapalom referentne norme (CO; ploca 1) i kontrole s otapalom ispitivane 0,70 do
kemikalije (SC; od ploce 2 do ploce x) 1,30

5 Omjer pribliz. vrijednosti IC5, koncentracija referentne norme na ploci 1 i pribliz. vrijednosti 0,70 do
IC5, koncentracija referentne norme na ploci 2 do ploce x (C4) 1,30

6 Omjer najvisih koncentracija referentne norme na ploci 1 i najvisih koncentracija referentne 0,50 do 2,0

norme na plo¢i 2 do ploce x (C8)

7 Z-faktor za svaku plocu > 0,6

C - unutar jednog niza analiza (sve ploce u jednom nizu)

8 Sigmoidna krivulja referentne norme Da (tamoksi-
fen)
9 Raspon ICs referentne norme (tamoksifen) 1*10%-1
*107 M
10 Najmanji multiplikacijski faktor indukcije kontrole s otapalom referentne norme, s obzirom 2,5

na najviSu koncentraciju tamoksifena

11 Relativna indukcija (%) PC-a <70%

12 Relativna indukcija (%) NC-a > 85%

Pribliz. priblizno; PC: pozitivna kontrola; NC: negativna kontrola; VC: kontrola s nosacem (kontrola s otapalom bez fiksne
koncentracije referentne norme agonista); SC: kontrola s otapalom ispitivane kemikalije; CO: kontrola s otapalom refe-
rentne norme; SD: standardna devijacija; LDH: laktat dehidrogenaza.
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Kontrola s otapalom/nosacem, referentne norme, pozitivne kontrole, negativne kontrole

23. 1 za ciklus predprobira i za iscrpne cikluse treba upotrebljavati istu kontrolu s otapalom/nosacem, referentne norme,
pozitivne i negativne kontrole. Osim toga, koncentracija referentnih normi, pozitivnih i negativnih kontrola treba biti
ista.

Kontrola s otapalom

24. Otapalo koje se upotrebljava za otapanje ispitivanih kemikalija treba ispitati kao kontrolu s otapalom. Tijekom
validacije biotesta ERa CALUX kao nosa¢ se upotrebljavao dimetilsulfoksid (DMSO, 1% (v/v); CAS br. 67-68-5).
Ako se upotrebljava otapalo koje nije DMSO, sve referentne norme, kontrole i ispitivane kemikalije treba ispitati u
istom nosacu. Potrebno je napomenuti da kontrola s otapalom za antagonisticke studije sadrzava fiksnu koncen-
traciju 17f-estradiola — referentne norme agonista (priblizno koncentracija EC5). Kako bi se ispitalo otapalo koje se
upotrebljava u antagonistickim studijama, treba pripremiti i ispitati kontrolu s nosacem.

Kontrola s nosacem (antagonizam)

25. Kod ispitivanja antagonizma medij za test obogacuje se fiksnom koncentracijom 17f-estradiola — referentne norme
agonista (priblizno koncentracija ECs,). Kako bi se ispitalo otapalo koje se upotrebljava za otapanje ispitivanih
kemikalija za antagonizam, treba pripremiti medij za test bez fiksne koncentracije 17f-estradiola — referentne
norme agonista. Taj se kontrolni uzorak oznacava kao kontrola s nosacem. Tijekom validacije biotesta ERa
CALUX kao nosa¢ se upotrebljavao dimetilsulfoksid (DMSO, 1 % (v/v); CAS br. 67-68-5). Ako se upotrebljava
otapalo koje nije DMSO, sve referentne norme, kontrole i ispitivane kemikalije treba ispitati u istom nosacu.

Referentne norme

26. Referentnu normu agonista ¢ini 17f-estradiol (tablica 1.). Referente norme sastoje se od serije razrjedivanja osam
koncentracija 17B-estradiola (1 * 10713, 3* 10713, 1 * 10712, 3 * 10712, 6 * 10712, 1 * 10711, 3 * 10711, 1 * 1071% M.

27. Referentnu normu antagonista ¢ini tamoksifen (tablica 2.). Referente norme sastoje se od serije razrjedivanja osam
koncentracija tamoksifena (3 * 107, 1 * 107, 3 * 108, 1 * 107, 3 * 107, 1 * 107%, 3 * 107%, 1 * 107> M). Svaka
koncentracija referentne norme antagonista inkubira se zajedno s fiksnom koncentracijom 17f-estradiola — refe-
rentnom normom agonista (3 * 10712 M).

Pozitivna kontrola

28. Pozitivnu kontrolu za agonisticke studije ¢ini 17a-metiltestosteron (tablica 1.).

29. Pozitivnu kontrolu za antagonisticke studije ¢ini 4-hidroksitamoksifen (tablica 2.). Pozitivna kontrola antagonista
inkubira se zajedno s fiksnom koncentracijom 17B-estradiola — referentnom normom agonista (3 * 1072 M).

Negativha kontrola

30. Negativnu kontrolu za agonisticke studije ¢ini kortikosteron (tablica 1.).

31. Negativnu kontrolu za antagonisticke studije Cini resveratrol (tablica 2.). Negativna kontrola antagonista inkubira se
zajedno s fiksnom koncentracijom 17f-estradiola — referentnom normom agonista (3 * 10712 M).
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Dokazivanje osposobljenosti laboratorija (vidjeti stavak 14. i tablice 3. i 4. u odjeljku ,SASTAVNICE ER TA TESTA”
ove ispitne metode)

Nosac

32. Otapalo koje se upotrebljava za otapanje ispitivanih kemikalija treba potpuno otopiti ispitivanu kemikaliju i mora se
modi mijeSati s medijem za stanice. Primjerena su otapala DMSO, voda i etanol (¢istoce od 95 % do 100 %). Ako se
kao otapalo upotrebljava DMSO, najvisa koncentracija DMSO-a tijekom inkubacije ne treba biti veca od 1 % (v/v).
Otapalo prije upotrebe treba ispitati kako bi se utvrdilo da nije citotoksicno i da ne utjeCe na uspjesnost testa.

Priprema referentnih normi, pozitivnih kontrola, negativnih kontrola i ispitivanih kemikalija

33. Referentne norme, pozitivne kontrole, negativne kontrole i ispitivane kemikalije otapaju se u 100-postotnom DMSO-
u (ili primjerenom otapalu). U istom otapalu zatim treba pripremiti i primjerena (serijska) razrjedivanja. Prije otapanja
sve tvari treba ostaviti tako da se njihova temperatura izjednaci sa sobnom temperaturom. U svjeZe pripremljenim
glavnim otopinama referentnih normi, pozitivnih kontrola, negativnih kontrola i ispitivanih kemikalija ne smije biti
primjetan talog ili zamucenje. Uzorci referentne norme i kontrole mogu se pripremati zbirno. Prije svakog pokusa
treba pripremiti glavne otopine ispitivanih kemikalija. Za svaki pokus treba pripremiti svjeza konacna razrjedivanja
referentnih normi, pozitivnih kontrola, negativnih kontrola i ispitivanih kemikalija te ih treba upotrijebiti u roku od
24 sata od pripreme.

Topljivost, citotoksi¢nost i utvrdivanje raspona

34. Tijekom ciklusa predprobira utvrduje se topljivost ispitivanih kemikalija u odabranom otapalu. Priprema se najvisa
koncentracija glavne otopine od 0,1 M. Ako se pri toj koncentraciji pojave poteskoce s topljivosti, treba pripremiti
glavne otopine niZze koncentracije dok se ispitivane kemikalije potpuno ne otope. Tijekom ciklusa predprobira
ispituju se serijska razrjedivanja ispitivane kemikalije u omjeru 1: 10. Najveca koncentracija u testu za ispitivanje
agonista i antagonista iznosi 1 mM. Nakon predprobira izvodi se primjereni rafinirani raspon koncentracija za
ispitivane kemikalije koji treba ispitati tijekom iscrpnih ciklusa. U iscrpnom ispitivanju trebaju se ispitati razrjedivanja
od 1x, 3x, 10x, 30x, 100x, 300x, 1000x i 3000x.

35. Ispitivanje citotoksi¢nosti ukljuceno je u protokol za test agonista i antagonista (11.). Ispitivanje citotoksi¢nosti
ukljuceno je i u ciklus predprobira i u iscrpne cikluse. Metoda upotrijebljena za procjenu citotoksi¢nosti tijekom
validacije biotesta ERa CALUX bio je test propustanja laktat dehidrogenaze (LDH) u kombinaciji s kvalitativnim
vizualnim pregledom stanica (vidjeti Dodatak 4.1.) nakon izlaganja ispitivanim kemikalijama. Medutim, za utvrdivanje
citotoksi¢nosti mogu se upotrijebiti druge kvantitativne metode (npr. kolorimetrijski test na temelju tetrazolija (MTT)
ili biotest citotoksi¢nosti CALUX). Opdenito, koncentracije ispitivane kemikalije koje pokazu smanjenje vijabilnosti
stanica vece od 20 % smatraju se citotoksi¢nima i stoga se ne mogu upotrijebiti za procjenu podataka. Kad je rije¢ o
testu propustanja LDH-a, koncentracija ispitivane kemikalije smatra se citotoksicnom ako je postotak propustanja
LDH-a vedi od 120 %.

Izlaganje ispitivanoj kemikaliji i organizacija testne ploce

36. Nakon tripsinizacije konfluentne tikvice uzgojenih stanica, stanice se ponovno suspendiraju pri koncentraciji od 1 x
105 stanicajml u mediju za test bez estrogena. Sto pl stanica koje su ponovno suspendirane nasaduju se u unutarnje
jazice mikrotitracijske ploce s 96 jazica. Vanjske jazice pune se s 200 pl fizioloske otopine puferirane fosfatnim
puferom (PBS) (vidjeti slike 1. i 2.). Nasadene stanice predinkubiraju se 24 sata u inkubatoru CO, (5 % CO,, 37 °C,
100-postotna vlaznost).

37. Nakon predinkubacije plo¢e se pregledavaju kako bi se vizualno utvrdile citotoksi¢nost (vidjeti Dodatak 4.1.),
kontaminacija i konfluencija. Za ispitivanje se koriste samo ploce na kojima nema vizualnih znakova citotoksi¢nosti,
kontaminacije i kod kojih konfluencija iznosi najmanje 85 %. Medij iz unutarnjih jaZica pazljivo se uklanja i
zamjenjuje s 200 pl medija za test bez estrogena koji sadrzava primjerene serije razrjedivanja referentnih normi,
ispitivanih kemikalija, pozitivnih kontrola, negativnih kontrola i kontrola s otapalom (tablica 5.: studije agonista;
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tablica 6.: studije antagonista). Sve referentne norme, ispitivane kemikalije, pozitivne kontrole, negativne kontrole i
kontrole s otapalom ispituju se u tri ponavljanja. Na slici 1. prikazan je raspored na ploc¢i za ispitivanje agonista. Na
slici 2. prikazan je raspored na plo¢i za ispitivanje antagonista. Raspored na ploci za predprobir isti je kao i za
iscrpno ispitivanje. Kod ispitivanja antagonista sve unutarnje jaZice, osim jaZica za kontrolu s nosacem (VC),
sadrzavaju i fiksnu koncentraciju 17pB-estradiola — referentne norme agonista (3 * 10712 M). Treba napomenuti da
referentne norme C8 i C4 treba dodati svakoj plo¢i s ispitivanom kemikalijom.

38. Nakon izlaganja stanica svim kemikalijama, mikrotitracijske ploce s 96 jaZica treba inkubirati jo§ 24 sata u inku-

batoru CO, (5% CO,, 37 °C, 100-postotna vlaznost).

Raspored na mikrotitracijskoj plo¢i s 96 jaZica za predprobir i procjenu agonistickog ucinka

Slika 1.

Plate 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B [ c &) c3 c4 cs c6 c7 c8 PC

C CO0 Cl C2 C3 Cc4 C5 Cé C7 Cc8 PC

D o[ c c2 c3 c4 cs 3 c7 cs PC

E sc [ Tci1 | 112 | Te13 [ Tc1-4 | TC15 | Tci-6 | TC17 [ Tcis NC

F sc | Tci1 [ 1ci2 [ Tc13 [ Tci4 [ Tcis [ Tci6 | TC1-7 | TC1-8 NC

G sc | tc11 | Tc1-2 | Tc13 [ Tci-4 | Tci5 | Tci-6 | TCi-7 [ Tci-s NC

H

Subsequent plates
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B sc | Tca-1 [ Tco2 | TCc2-3 | TC2-4 [ Tc2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | C8(max)

C SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)

D sc | Tca-1 [ Tc22 [ 1c2-3 | TC2-4 [ Tc2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | €8 (may)

E SC TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C4 (EC50)

F sc | Tox1 [ Tox2 | Tox3 | Toxd | Toxs | Toxs | Toxe7 | Tex8 | Cc4(Ecso)

G sC | Tox1 [ Tox-2 | Tox3 | Toxed | Tox-s | Toxs | Tox-7 | Tex-8 | c4(ecso)

H

CO = otapalo referentne norme.

C(1 - 8) = serije razrjedivanja (1 — 8, koncentracije od niZe do vise) referentne norme.

PC = pozitivna kontrola.

NC = negativna kontrola.

TCx-(1 — 8) = razrjedivanja (1 — 8, koncentracije od nize do viSe) ispitivane kemikalije za ciklus predprobira i procjenu
agonistickog ucinka ispitivane kemikalije x.

SC = kontrola s otapalom ispitivane kemikalije (po mogucnosti isto otapalo kao i pod CO0, ali moguce iz druge SarZze).

Siva polja: = vanjske jaZice, napunjene s 200 pl PBS-a.
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Slika 2.

Raspored na mikrotitracijskoj plo¢i s 96 jaZzica za antagonisticki predprobir i procjenu antagonistickog ucinka

Plate 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B o c1 c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 VC
c o c1 c2 c3 ca c5 6 c7 c8 VC
D o c1 2 c3 c4 [ 6 c7 c8 Ve
E NC TC1- | TC12 | TC13 | TC | TC15 | TC1- | TC1- | TC1- PC
F NC TC1- | TC12 | TC13 | TC | TC15 | TC1- | TCi- | Tci- PC
G NC Tc1- | Tc12 | T1c13 | tCc | Tcas | Tca- | Tc1- | Tei- PC
H

Subsequent plates

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
SC TC2-1 | TC2-2 | TC2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | C8(max)
SC TC2-1 | TC2-2 | TC2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | C8(max)
SC TC2-1 | TC2-2 | TC2-3 | TC2-4 | TC2-5 | TC2-6 | TC2-7 | TC2-8 | C8(max)

C4(1c50) | TCx-1 | TCx-2 | TCx-3 | TCx-4 | TCx-5 | TCx-6 | TCx-7 | TCx-8 | C8 (max)
C4(IC50) | TCx-1 | TCx-2 | TCx-3 | TCx-4 | TCx-5 | TCx-6 | TCx-7 | TCx-8 | C8(max)
CA(IC50) | TCx-1 | TCx-2 | TCx-3 | TCx-4 | TCx-5 | TCx-6 | TCx-7 | TCx-8 | C8(max)

IOMMmMmooO®>r>

CO = otapalo referentne norme.

C(1 - 8) = serije raztjedivanja (1 — 8, koncentracije od niZe do viSe) referentne norme.

NC = negativna kontrola.

PC = pozitivna kontrola.

TCx-(1 — 8) = razrjedivanja (1 — 8, koncentracije od niZe do viSe) ispitivane kemikalije za ciklus predprobira i procjenu
agonistickog ucinka ispitivane kemikalije x.

SC = kontrola s otapalom ispitivane kemikalije (po moguénosti isto otapalo kao i pod CO0, ali moguce iz druge SarZze).

VC = kontrola s nosacem (kontrola s otapalom bez fiksne koncentracije referentne norme agonista — 17f-estradiola).

Siva polja: = vanjske jaZice, napunjene s 200 pl PBS-a.

Napomena: sve unutarnje jaZice, osim jaZica za kontrolu s nosaéem (VC), sadrzavaju i fiksnu koncentraciju 17p-estradiola
— referentne norme agonista (3,0 * 10712 M).
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Mjerenje luminiscencije

39. Mjerenje luminiscencije podrobno je opisano u protokolu za test agonista i antagonista (10.). Medjj treba ukloniti iz
jaZica i stanice treba lizirati nakon 24 sata inkubacije kako bi se otvorila staniéna membrana i omogucéilo mjerenje
aktivnosti luciferaze.

40. Kod mjerenja luminiscencije za taj je postupak potreban luminometar s dva ubrizgavaca. Reakcija luciferaze pokrece
se ubrizgavanjem supstrata luciferina. Reakcija se zaustavlja dodavanjem 0,2 M NaOH. Reakcija se zaustavlja kako bi
se sprijecilo prenosenje luminiscencije iz jedne jaZice u drugu.

41. Emisija svjetlosti iz svake jaZice izrazava se kao relativna jedinica svjetlosti (RLU) po jaZici.

Ciklus predprobira

42. Rezultati analize predprobira upotrebljavaju se za utvrdivanje rafiniranog raspona koncentracija ispitivanih kemikalija
za iscrpna ispitivanja. Procjena rezultata analize predprobira i utvrdivanja rafiniranog raspona koncentracije ispiti-
vanih kemikalija za iscrpno ispitivanje podrobno je opisana u protokolu za test agonista i antagonista (10.). Ovdje je
naveden kratak saZetak postupaka za utvrdivanje raspona koncentracije ispitivanih kemikalija za ispitivanje agonista i
antagonista. Smjernice o dizajnu serijskog razrjedivanja potraziti u tablicama 5. i 6.

Odabir koncentracija za procjenu agonistickih ucinaka

43. Tijekom ciklusa predprobira ispitivane kemikalije treba ispitati upotrebom serija razrjedivanja kako je prikazano u
tablicama 5. (agonizam) i 6. (antagonizam). Sve koncentracije treba ispitati u trostrukim jaZicama u skladu s
rasporedom na ploci kako je prikazano na slici 1. (agonizam) ili slici 2. (antagonizam).

44. Valjanima se smatraju samo rezultati analize koji ispunjavaju kriterije prihvatljivosti (tablica 3.) i samo se oni mogu
koristiti za procjenu odgovora ispitivanih kemikalija. Ako jedna mikrotitracijska ploca ili vise mikrotitracijskih ploca
u analitickoj seriji ne ispune kriterije prihvatljivosti, te mikrotitracijske ploce treba ponovno analizirati. Ako prva
ploca koja sadrzava cijelu seriju razrjedivanja referentne norme ne ispuni kriterije prihvatljivosti, mora se ponovno
analizirati cijeli niz ispitivanja (Sest ploca).

45. Treba prilagoditi pocetne raspone koncentracija ispitivanih kemikalija i ponoviti ciklus predprobira:

— ako se uodi citotoksi¢nost. Postupak predprobira treba ponoviti s nizim koncentracijama ispitivane kemikalije
koje nisu toksicne,

— ako predprobir ispitivane kemikalije ne pokaze cijelu krivulju doza — odgovor jer ispitane koncentracije uzrokuju
najvecu indukciju. Ciklus predprobira treba ponoviti s nizim koncentracijama ispitivane kemikalije.

46. Kada se opazi valjani odgovor na dozu, treba odabrati (najniZu) koncentraciju pri kojoj se opazi najvea indukcija i
koja ne pokazuje citotoksi¢nost. Najvisa koncentracija ispitivane kemikalije koju treba ispitati u iscrpnim ciklusima
treba biti tri puta veca od te odabrane koncentracije.

47. Treba pripremiti cijelu rafiniranu seriju razrjedivanja ispitivane kemikalije u skladu s koracima razrjedivanja kako su
navedeni u tablici 5., pocevsi od najviSe koncentracije kako je prethodno utvrdena.

48. Ispitivanu kemikaliju koja ne izazove nikakav agonisticki ucinak treba ispitati u iscrpnim ciklusima, pocevsi od
najvise koncentracije koja nije citotoksi¢na, a koja je utvrdena tijekom predprobira.
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Odabir koncentracija za procjenu antagonistickih ucinaka

49. Valjanima se smatraju samo rezultati analize koji ispunjavaju kriterije prihvatljivosti (tablica 4.) i samo se oni mogu
koristiti za procjenu odgovora ispitivanih kemikalija. Ako jedna mikrotitracijska ploca ili vise mikrotitracijskih ploca
u analitickoj seriji ne ispune kriterije prihvatljivosti, te mikrotitracijske ploce treba ponovno analizirati. Ako prva
ploca koja sadrzava cijelu seriju razrjedivanja referentne norme ne ispuni kriterije prihvatljivosti, mora se ponovno
analizirati cijeli niz ispitivanja (Sest ploca).

50. Treba prilagoditi pocetne raspone koncentracija ispitivanih kemikalija i ponoviti ciklus predprobira:

— ako se uodi citotoksi¢nost. Postupak predprobira treba ponoviti s nizim koncentracijama ispitivane kemikalije
koje nisu toksicne,

— ako predprobir ispitivane kemikalije ne pokaze cijelu krivulju doza — odgovor jer ispitane koncentracije uzrokuju
najvecu inhibiciju. Predprobir treba ponoviti s nizim koncentracijama ispitivane kemikalije.

51. Kada se pronade valjani odgovor na dozu treba odabrati (najnizu) koncentraciju pri kojoj se uoci najveca inhibicija i
koja ne pokazuje citotoksi¢nost. Najvisa koncentracija ispitivane kemikalije koju treba ispitati u iscrpnim ciklusima
treba biti tri puta veca od te odabrane koncentracije.

52. Treba pripremiti cijelu rafiniranu seriju razrjedivanja ispitivane kemikalije u skladu s koracima razrjedivanja kako su
navedeni u tablici 6., pocevsi od najvise koncentracije kako je prethodno utvrdena.

53. Ispitivane kemikalije koje ne izazovu nikakve antagonisticke ucinke treba ispitati u iscrpnim ciklusima, pocevsi od
najvise koncentracije koja nije citotoksi¢na, a koja je ispitana tijekom predprobira.

Iscrpni ciklusi

54. Nakon odabira rafiniranih raspona koncentracija ispitivane kemikalije treba iscrpno ispitati upotrebom serija razrje-
divanja kako je prikazano u tablicama 5. (agonizam) i 6. (antagonizam). Sve koncentracije treba ispitati u trostrukim
jazicama u skladu s rasporedom na plo¢i kako je prikazano na slici 1. (agonizam) ili slici 2. (antagonizam).

55. Valjanima se smatraju samo rezultati analize koji ispunjavaju kriterije prihvatljivosti (tablice 3. i 4.) i samo se oni
mogu Kkoristiti za procjenu odgovora ispitivanih kemikalija. Ako jedna mikrotitracijska ploca ili vise mikrotitracijskih
plo¢a u analitickoj seriji ne ispune kriterije prihvatljivosti, te mikrotitracijske ploce treba ponovno analizirati. Ako
prva ploca koja sadrzava cijelu seriju razrjedivanja referentne norme ne ispuni kriterije prihvatljivosti, mora se
ponovno analizirati cijeli niz ispitivanja (Sest ploca).
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Tablica 5.

Koncentracija i razrjedivanja referentnih normi, kontrola i ispitivanih kemikalija koje se koriste za ispitivanje
agonista

Referentni 17f-estradiol

TCx — ciklus predprobira —

TCx — iscrpni ciklus —

konc. (M) razrjedivanje razrjedivanje

Co 0 TCx-1 10 000 000 TCx-1 3000 x PC 3% 100
X

C1 1*1013 TCx-2 1 000 000 x TCx-2 1 000 x NC 1*10°
2 3% 10713 TCx-3 100 000 x TCx-3 300 x o0 0
3 1* 10712 TCx-4 10 000 x TCx-4 100 x SC 0
C4 3 * 10712 TCx-5 1 000 x TCx-5 30 x
C5 6 * 10712 TCx-6 100 x TCx-6 10 x
Cé6 1*10 TCx-7 10 x TCx-7 3 x
Cc7 3 x 1011 TCx-8 1x TCx-8 1x
C8 1*10710

TCx — ispitivana kemikalija x
PC - pozitivna kontrola (17a-metiltestosteron)

NC - negativna kontrola (kortikosteron)

CO - kontrola s otapalom referentne norme

SC — kontrola s otapalom ispitivane kemikalije
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Tablica 6.

Koncentracija i razrjedivanja referentnih normi, kontrola i ispitivanih kemikalija koje se koriste za ispitivanje
antagonista

Referentni tamoksifen TCx — ciklus predprobira — TCx — iscrpni ciklus — Kontrole
konc. (M) razrjedivanje razrjedivanje konc. (M)

Co 0 TCx-1 10 000 00- TCx-1 3000 x PC 1*10°
0 x

C1 3 %107 TCx-2 1000000 | TCx-2 1000 x NC 1*107
X

C2 1*10°% TCx-3 100 000 x TCx-3 300 x Co 0

Cc3 3 %108 TCx-4 10000 x TCx-4 100 x SC 0

C4 1*107 TCx-5 1000 x TCx-5 30 x

C5 3*10 TCx-6 100 x TCx-6 10 x Obogaceni agonist

C6 1*10° TCx-7 10 x TCx-7 3 x konc. (M)

c7 3*%10° TCx-8 1x TCx-8 1x 17p-estradiol 3 %1012

cs8 1*10”

TCx — ispitivana kemikalija x
PC — pozitivna kontrola (4-hidroksitamoksifen)

NC - negativna kontrola (resveratrol)

CO - kontrola s otapalom referentne norme
SC — kontrola s otapalom ispitivane kemikalije

VC - kontrola s nosaem (ne sadrzava fiksnu koncentraciju 17B-estradiola — referentne norme agonista (3,0 * 10712 M))
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Prikupljanje i analiza podataka

56. Nakon ciklusa predprobira i iscrpnih ciklusa treba utvrditi EC;,, ECsy, PCyp, PCso i najveéu indukciju (TCxy,,)
ispitivane kemikalije za agonisticko ispitivanje. Za antagonisticko ispitivanje treba izracunati IC,q, ICsy, PCgg, PCs i
najmanju indukciju (TCx,,). Na slikama 3. (agonizam) i 4. (antagonizam) nalazi se graficki prikaz tih parametara.
Potrebni parametri raCunaju se na temelju relativne indukcije svake ispitivane kemikalije (u odnosu na najvecu
indukciju referentne norme (= 100 %)). Za procjenu podataka treba upotrebljavati nelinearnu regresiju (varijabilan
nagib, Cetiri parametra) prema sljedecoj jednadzbi:

(vrh — dno)

Y = dno + 1+ 1.0 ((ECso—X) xHillov nagib))

pri ¢emu je:

X = log doze ili koncentracije

Y = odgovor (relativna indukcija (%))

Vrh = najveca indukcija (%)

Dno = najmanja indukcija (%)

LogECs;, = log koncentracije pri kojoj se uocava 50 % najveceg odgovora

Hillov nagib = faktor nagiba ili Hillov nagib

57. Neobradene podatke iz luminometra, izraZene kao relativne jedinice svjetlosti (RLU-ovi), treba prenijeti u prora-
¢unsku tablicu za analizu podataka koja je izradena za cikluse predprobira i iscrpne cikluse. Neobradeni podaci
trebaju ispunjavati kriterije prihvatljivosti kako su navedeni u tablicama 3.A i 3.B (agonizam) ili 4.A i 4.B (antago-
nizam). Ako neobradeni podaci ispunjavaju kriterije prihvatljivosti, provode se sljede¢i koraci za izra¢un kako bi se
utvrdili potrebni parametri.

Agonizam

— Oduzeti prosje¢ni RLU kontrole s otapalom referentne norme od svakog sirovog podatka iz analize referentnih
normi.

— Oduzeti prosje¢ni RLU za kontrolu s otapalom ispitivane kemikalije od svakog sirovog podatka iz analize
ispitivanih kemikalija.
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— JIzraCunati relativnu indukciju svake koncentracije referentne norme. Postaviti indukciju najvise koncentracije
referentne norme na 100 %.

— IzraCunati relativnu indukciju svake koncentracije ispitivane kemikalije u usporedbi s najviSom koncentracijom
referentne norme kao 100 %.

— Procijeniti rezultate analize nakon nelinearne regresije (varijabilan nagib, Cetiri parametra).

— Utvrditi ECs i ECy referentne norme.

— Utvrditi ECsy 1 ECy ispitivanih kemikalija.

— Utvrditi najve¢u relativnu indukciju ispitivane kemikalije (TC,,,)-

— Utvrditi PCyq i PCs ispitivanih kemikalija.

Kod ispitivanih kemikalija ne moze se uvijek dobiti cijela krivulja doza — odgovor, na primjer zbog citotoksi¢nosti ili
poteskoca s topljivosti. Stoga se ne mogu utvrditi vrijednosti EC5, EC; i PCs. U tom se slucaju mogu utvrditi samo
vrijednosti PCyq i TC

max*

Antagonizam

— Oduzeti prosjecni RLU najvise koncentracije referentne norme od svakog sirovog podatka iz analize referentnih
normi.

— Oduzeti prosjecni RLU najvise koncentracije referentne norme od svakog sirovog podatka iz analize ispitivanih
kemikalija.

— lIzraCunati relativau indukciju svake koncentracije referentne norme. Postaviti indukciju najnize koncentracije
referentne norme na 100 %.

— IzraCunati relativnu indukciju svake koncentracije ispitivane kemikalije u usporedbi s najnizom koncentracijom
referentne norme kao 100 %.
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— Procijeniti rezultate analize nakon nelinearne regresije (varijabilan nagib, Cetiri parametra).

— Utvrditi ICsq i IC, referentne norme.

— Utvrditi ICsq i ICy ispitivanih kemikalija.

— Utvrditi najmanju relativnu indukciju ispitivane kemikalije (TC ).

— Utvrditi PCgq i PCs ispitivanih kemikalija.

Slika 3.

Pregled parametara koji se utvrduju u testu agonista

= 17 -estradiol
=== Test chemical x (TCx)
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TCx PCso

TCx ECqor

REF ECso

EC,, = koncentracija tvari pri kojoj se opaza 10 % njezina najveceg odgovora.

ECs, = koncentracija tvari pri kojoj se opaza 50 % njezina najveceg odgovora.

PC,, = koncentracija ispitivane kemikalije pri kojoj je njezin odgovor jednak vrijednosti EC;( referentne norme.

PC;, = koncentracija ispitivane kemikalije pri kojoj je njezin odgovor jednak vrijednosti ECs, referentne norme.

TCx

max = najveca relativna indukcija ispitivane kemikalije.



26.9.2019.

Sluzbeni list Europske unije L 247[229

58.

Slika 4.

Pregled parametara koji se utvrduju u testu antagonista

=== Tamoxifen
=== Test chemical x (TCx)
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IC,, = koncentracija tvari pri kojoj se opaza 80 % njezina najveceg odgovora (20-postotna inhibicija).

IC5, = koncentracija tvari pri kojoj se opaZa 50 % njezina najveCeg odgovora (50-postotna inhibicija).

PCg, = koncentracija ispitivane kemikalije pri kojoj je njezin odgovor jednak vrijednosti IC,, referentne norme.

PC;, = koncentracija ispitivane kemikalije pri kojoj je njezin odgovor jednak vrijednosti ICs, referentne norme.

TCx,,;,, = najmanja relativna indukcija ispitivane kemikalije.

Kod ispitivanih kemikalija ne moze se uvijek dobiti cijela krivulja doza — odgovor, na primjer zbog citotoksi¢nosti ili
poteskoca s topljivosti. Stoga se ne mogu utvrditi vrijednosti ICs, IC, i PCsp. U tom se slucaju mogu utvrditi samo
vrijednosti PCyq i TCppip-

Rezultati se trebaju temeljiti na dva (ili tri) neovisna ciklusa. Ako se u dva ciklusa dobiju usporedivi, a time i
ponovljivi rezultati, ne mora se provoditi tre¢i ciklus. Da bi bili prihvatljivi, rezultati trebaju:

— ispunjavati kriterije prihvatljivosti (vidjeti stavke od 14. do 22. o kriterjjima prihvatljivosti),

— biti ponovljivi.
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59.

Kriteriji za tumacenje podataka

Za tumacenje podataka i odluku o tome smatra li se ispitivana kemikalija pozitivnom ili negativnom treba primje-
njivati sljedece kriterije.

Agonizam

U svakom iscrpnom ciklusu ispitivana kemikalija smatra se pozitivnom:

1. ako je TC,,,, jednak ili ve¢i od 10 % najveCeg odgovora referentne norme (REF;);

2. ako su najmanje dvije uzastopne koncentracije ispitivane kemikalije jednake vrijednosti REF, ili vele od nje.

U svakom iscrpnom ciklusu ispitivana kemikalija smatra se negativnom:

1. ako TC

max Nije vedi od 10 % najveleg odgovora referentne norme (REF;);

2. ako su manje od dvije koncentracije ispitivane kemikalije jednake vrijednosti REF;, ili veée od nje.

Antagonizam

U svakom iscrpnom ciklusu ispitivana kemikalija smatra se pozitivnom:

1. ako je TC,,, jednak ili manji od 80 % najveCeg odgovora referentne norme (REFg, = 20-postotna inhibicija);

2. ako su najmanje dvije uzastopne koncentracije ispitivane kemikalije jednake vrijednosti REFy, ili manje od nje.

U svakom iscrpnom ciklusu ispitivana kemikalija smatra se negativnom:

1. ako je TC,;, veci od 80 % najveceg odgovora referentne norme (REFg, = 20-postotna inhibicija);

2. ako su manje od dvije koncentracije ispitivane kemikalije jednake vrijednosti REF80 ili manje od nje.
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60. Kako bi se opisala jakost pozitivnog odgovora ispitivane kemikalije, treba navesti razmjer u¢inka (agonizam: TC,,.;
antagonizam: TC,,;,) i koncentraciju pri kojoj dolazi do u¢inka (agonizam: EC;,, ECsq, PC;y, PCsp; antagonizam:
ICy0, 1Csq, PCgp, PCs0).

IZVJESCE O ISPITIVANJU

61. Vidjeti stavak 20. odjelika ,SASTAVNICE ER TA TESTA”".
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Dodatak 4.1.

VIZUALNI PREGLED VIJABILNOSTI STANICA

Konfluencija < 5 %. Stanice su tek nasadene. Konfluencija > 85 %. U ovoj se fazi stanice izlazu
100-postotna vijabilnost stanica. Razvrstavanje: ispitivanim kemikalijama. Vijabilnost stanica >
,nije citotoksi¢no” 95 %.Razvrstavanje: ,nije citotoksi¢no”

Rg - Y Sy \*

Vijabilnost stanica < 25 %. Stanice se pocinju

Konfluencija > 95 %. Stanice su sabijene i odvajati 1 smanjuje se kontakt medu stanicama.
pocinju prerastati.  Vijabilnost stanica > Stanice postaju okrugle. Razvrstavanje: ,citotoksi-

95 %.Razvrstavanje: ,nije citotoksi¢no” ¢no”

Vijabilnost stanica < 5 %. Stanice su potpuno
odvojene i prekinut je kontakt medu stani-
cama. Stanice postaju okrugle. Razvrstavanje:
,Citotoksi¢no”
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B.67. IN VITRO ISPITIVANJA GENSKIH MUTACIJA STANICA SISAVACA UPOTREBOM GENA ZA TIMIDIN KINAZU
UvoD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 490 (2016.). Ispitne metode periodi¢no se preispituju i
revidiraju uzimajudi u obzir znanstveni napredak, regulatorne potrebe i dobrobit Zivotinja. Test limfoma misa (MLA)
i test TK6 u kojima se upotrebljava lokus timidin kinaze (TK) izvorno su bili dio ispitne metode B.17. Kasnije je
Stru¢na skupina za MLA Medunarodne radionice o ispitivanju genotoksi¢nosti (IWGT) razvila medunarodno uskla-
dene preporuke za kriterije prihvatljivosti testova i tumacenje podataka za MLA (1., 2., 3., 4.1 5.) i te su preporuke
ukljuéene u ovu novu ispitnu metodu B.67. Ova je ispitna metoda napisana za MLA i za test TK6 jer se i u njemu
upotrebljava lokus timidin kinaze. Dok se MLA ¢esto upotrebljava u regulatorne svrhe, TK6 se upotrebljava mnogo
rjede. Treba napomenuti da te dvije stani¢ne linije nisu medusobno zamjenjive unato¢ sli¢nosti izmedu krajnjih
to¢aka te se u regulatornim programima s pravom moze dati prednost jednoj od tih metoda za odredenu regulatornu
upotrebu. Na primjer, u validaciji testa MLA pokazala se primjerenost tog testa za otkrivanje genskih mutacija, ali i
sposobnost ispitivanih kemikalija da induciraju strukturno osteCenje kromosoma. Ova je ispitna metoda dio niza
ispitnih metoda u podrudju genetske toksikologije. OECD je sastavio dokument u kojem se daju sazete informacije o
ispitivanju u podrudju genetske toksikologije te pregled novijih promjena smjernica OECD-a za ispitivanje genoto-
ksi¢nosti (6.).

2. Svrha je in vitro testova genskih mutacija stanica sisavaca otkrivanje genskih mutacija induciranih (uzrokovanih)
kemikalijama. Stani¢ne linije koje se upotrebljavaju u ovim testovima mjere napredne mutacije na reporterskim
genima, to¢nije genu za endogenu timidin kinazu (TK za ljudske stanice i Tk za stanice glodavaca, koje se u ovoj
ispitnoj metodi zajedno nazivaju TK). Ova ispitna metoda namijenjena je za upotrebu s dvjema stani¢nim linijama:
staniénom linijom limfoma misa L5178Y TK+/-3.7.2C (obi¢no se naziva L5178Y) i staniénom linijom ljudskih
limfoblastoida TK6 (obi¢no se naziva TK6). lako se te dvije stani¢ne linijje razlikuju po svojem podrijetlu, rastu
stanica, statusu p53 itd., testovi mutacija gena TK mogu se provesti na slican nacin za obje vrste stanica, kako je
opisano u ovoj ispitnoj metodi.

3. Autosomalna i heterozigotna priroda gena za timidin kinazu omogucuje opazanje vijabilnih kolonija ¢ijim stanicama
nedostaje enzim timidin kinaza nakon mutacije iz TK”~ u TK/". Taj nedostatak moze biti posljedica genetskih
pojava koje utjecu na gen TK, ukljucujuéi i genske mutacije (tockaste mutacije, mutacije pomaka okvira ocitavanja,
manje delecije itd) i kromosomske pojave (velike delecije, premjestanja kromosoma i mitotske rekombinacije).
Potonje pojave eksprimiraju se kao gubitak heterozigotnosti, a to je uobicajena genetska promjena gena supresora
tumora u karcinogeneze kod ljudi. U teoriji se testom MLA mozZe otkriti gubitak cijelog kromosoma koji nosi gen
TK, §to je posljedica ostecenja diobenog vretena ifili mitotskog nerazdvajanja. Doista, kombinacija citogenetske i
molekularne analize jasno pokazuje da su neki mutanti TK u testu MLA posljedica nerazdvajanja. Medutim, analiza
snage dokaza ukazuje na to da ispitivanja mutacija gena TK ne mogu pouzdano otkriti aneugene kada se primjenjuju
standardni kriteriji citotoksi¢nosti (kako je opisano u ovoj ispitnoj metodi) i stoga nije primjereno upotrebljavati te
testove za otkrivanje aneugena (7., 8.1 9.).

4. U testovima mutacije gena TK nastaju dva razli¢ita razreda fenotipa mutanata TK: mutanti koji rastu normalno istom
brzinom kao i heterozigotne stanice TK-a i mutanti koji rastu sporo i imaju produljeno vrijeme udvostrucivanja.
Mutanti koji rastu normalno i mutanti koji rastu sporo prepoznaju se kao mutanti u velikim kolonijama i mutanti u
malim kolonijama u testu MLA te kao mutanti u kolonijama koje se javljaju rano i koje se javljaju kasno u testu TK6.
Molekularna i citogenetska svojstva mutanata u velikim i malim kolonijama u testu MLA podrobno su ispitana (8.,
10, 11., 12.1 13.). Podrobno su ispitana i molekularna i citogenetska svojstva mutanata koji se javljaju rano i koji se
javljaju kasno u testu TK6 (14., 15., 16. i 17.). Mutanti koji rastu sporo za obje vrste stanica pretrpjeli su genetsko
osteCenje koje pogada gene koji navodno reguliraju rast u blizini lokusa timidin kinaze, $to dovodi do produljenih
vremena udvostru¢ivanja i nastanka kolonija koje se javljaju kasno ili malih kolonija (18.). Indukcija mutanata koji
rastu sporo povezuje se s kemikalijama koje izazivaju velike strukturne promjene na razini kromosoma. Stanice
kojima nisu oSteceni geni koji navodno reguliraju rast u blizini lokusa timidin kinaze rastu brzinom koja je sli¢na
roditeljskim stanicama i postaju mutanti koji rastu normalno. Indukcija mutanata koji prvenstveno rastu normalno
povezana je s kemikalijama koje prvenstveno djeluju kao mutageni koji uzrokuju tockaste mutacije. Stoga je od
klju¢ne vaznosti izbrojiti i mutante koji rastu sporo i one koji rastu normalno kako bi se dobili svi mutanti i
odredeni uvid u vrste oSteenja (mutageni u odnosu na klastogene) koje inducira ispitivana kemikalija
(10, 12., 18.1 19)).
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5. Ispitna metoda organizirana je tako da se daju ople informacije koje se primjenjuju i na MLA i TK6 te specijalizirane
smjernice za pojedinacne testove.

6. Upotrijebljene definicije navedene su u Dodatku 1.

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA

7. Testovi koji se obavljaju in vitro obi¢no zahtijevaju primjenu egzogenog (vanjskog) izvora metabolicke aktivacije.
Egzogenim sustavom metabolicke aktivacije ne oponasaju se u cijelosti in vivo uvjeti.

8. Trebalo bi voditi racuna o tome da se izbjegnu uvjeti koji bi mogli dovesti do lazno pozitivnih rezultata (odnosno
mogude interakcije s ispitnim sustavom) koji nisu uzrokovani interakcijom ispitivane kemikalije i genetskog mate-
rijala stanice; takvi uvjeti ukljucuju promjene pH-vrijednosti ili osmolalnosti, interakciju s komponentama medija (20.
i 21.) ili prekomjerne razine citotoksi¢nosti (22., 23. i 24.). Citotoksi¢nost koja premasuje preporucene najvise razine
citotoksi¢nosti, kako su definirane u stavku 28., smatra se prekomjernom za MLA i TK6. Osim toga, treba napo-
menuti da ispitivane kemikalije koje su analogne timidinu ili se ponasaju kao da su analogne timidinu mogu povecati
uCestalost pojave mutanata selektivnim rastom spontanih pozadinskih mutanata tijekom tretiranja stanica te su za
primjerenu procjenu potrebne dodatne ispitne metode (25.).

9. U slucaju proizvedenih nanomaterijala mogu biti potrebne posebne prilagodbe ove ispitne metode, ali one nisu
opisane u ovoj ispitnoj metodi.

10. Prije nego $to se ova ispitna metoda primijeni za ispitivanje smjese radi dobivanja podataka za predvidenu regula-
tornu svrhu, potrebno je razmotriti mogu li se njome dobiti primjereni rezultati za tu svrhu te ako mogu, zasto. Ta
razmatranja nisu potrebna ako postoji regulatorni zahtjev za ispitivanje smjese.

11. Mutirane stanice bez aktivnosti enzima timidin kinaze otporne su na citostatske ucinke analoga primidona, trifluo-
rotimidina (TFT), zbog mutacije TK*~ u TK™/". Stanice koje sadrzavaju dosta TK-a osjetljive su na TFT, to uzrokuje
inhibiciju stani¢nog metabolizma i sprecava daljnju diobu stanica. Tako se mutirane stanice uz prisutnost TFT-a
mogu razmnoZavati i stvarati vidljive kolonije, dok stanice koje sadrzavaju enzim TK ne mogu.

NACELO ISPITIVANJA

12. Stanice u suspenziji izlaZu se u odgovarajuéem trajanju ispitivanoj kemikaliji (vidjeti stavak 33.), s egzogenim
izvorom metabolicke aktivacije i bez njega (vidjeti stavak 19.), te se zatim supkultiviraju da bi se utvrdila citoto-
ksi¢nost i omogudila fenotipska ekspresija prije selekcije mutanata. Citotoksi¢nost se utvrduje relativnim ukupnim
rastom (RTG — vidjeti stavak 25.) za MLA i relativnom stopom preZivljavanja (RS — vidjeti stavak 26.) za TK6.
Tretirane se kulture drze u mediju za rast tijekom dovoljno dugog razdoblja, koje je karakteristicno za svaki tip
stanice (vidjeti stavak 37.), $to omogucuje skoro optimalnu fenotipsku ekspresiju induciranih mutacija. Nakon
fenotipske ekspresije ucestalost pojave mutanata utvrduje se nasadivanjem poznatog broja stanica u medij koji
sadrzava selektivni agens kako bi se otkrile kolonije mutanata odnosno u medij bez selektivnog agensa kako bi
se odredila ucinkovitost kloniranja (vijabilnost). Nakon odgovarajuleg razdoblja inkubacije kolonije se prebroje.
Ulestalost pojave mutanata racuna se na temelju broja kolonija mutanata koji se ispravlja ucinkovito$¢u kloniranja
u trenutku selekcije mutanata.

OPIS METODE
Pripreme

Stanice

13. Za MLA: buduéi da je MLA razvijen i opisan za upotrebu podlinije TK*/~ —3.7.2C stanica L5178Y, za MLA se mora
upotrebljavati upravo ta podlinija. Stani¢na linija L5178Y izvedena je iz limfoma timusa DBA-2 misa induciranog
metilkolantrenom (26.). Clive i suradnici tretirali su stanice L5178Y (koje je Clive odredio kao TKT* -3) etil
metansulfonatom i izolirali klon TK™/~ (odreden kao TK™/~ -3.7) primjenom bromodeoksiuridina kao selektivno
agensa. Iz klona TK™/™ izolirani su spontani klon TK*/~ (odreden kao TK*/~ -3.7.2)) i podklon (odreden kao TK*~
-3.7.2C) te su opisani za upotrebu u testu MLA (27.). Objavljen je kariotip za stani¢nu liniju (28., 29., 30. i 31.).
Modalni je broj kromosoma 40. Postoji jedan metacentri¢ni kromosom (t12;13) koji treba brojiti kao jedan
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kromosom. Lokus timidin kinaze misa nalazi se na distalnom kraju kromosoma 11. Stanicna linija L5178Y TK*/~
~3.7.2C ima mutacije na oba alela p53 i proizvodi protein mutanta p53 (32. i 33.). Status p53 stanicne linije TK*/~
-3.7.2C vjerojatno omogucuje da se testom otkrije veliko oStecenje (17.).

14. Za TK6: TK6 je stanicna linija ljudskih limfoblastoida. Roditeljsku stani¢nu liniju ¢ini WI-L2, stani¢na linija trans-
formirana Epstein-Barrovim virusom, koja je izvorno izvedena iz petogodiSnjeg muzjaka s hereditarnom sferocito-
zom. Prvi izolirani klon, HH4, mutageniran je mutagenom ICR191 i stvorena je heterozigotna stani¢na linija TK-a —
TK6 (34.). Stanice TK6 skoro su diploidne i reprezentativni je kariotip 47, XY, 13+, t(14; 20), t(3; 21) (35.). Lokus
ljudske timidin kinaze nalazi se na dugom kraku kromosoma 17. TK6 je stani¢na linija kompetentna u pogledu p53
jer ima slijed p53 divljeg tipa na oba alela i eksprimira samo protein p53 divljeg tipa (36.).

15. 1 kod testa MLA i testa TK6 preporucuje se da laboratorij koji obavlja ispitivanje osigura odsustvo kontaminacije
mikoplazmom, odredi kariotip stanica ili oboji kromosome koji imaju lokus timidin kinaze te da provjeri vremena
udvostrucenja populacije kada se glavni uzorak prvi put stvara ili nadopunjuje. Trebalo bi utvrditi uobicajeno trajanje
stani¢nog ciklusa upotrijebljenih stanica u ispitnom laboratoriju i ono bi trebalo biti uskladeno s objavljenim svoj-
stvima stanica (16., 19. i 37.). Taj glavni uzorak treba pohraniti na temperaturi od —150 °C ili niZoj i upotrebljavati
za pripremu svih radnih uzoraka stanica.

16. Prije stvaranja velikog broja krioprezerviranih radnih uzoraka ili neposredno prije upotrebe u pokusu iz kultura Ce
mozda trebati odstraniti mutirane stanice koje postoje otprije [osim ako je ucestalost pojave mutanata (MF) u kontroli
s otapalom ve¢ unutar prihvatljivog raspona — vidjeti tablicu 2. za test MLA)]. To se postiZe upotrebom metotreksata
(aminopterin) kako bi se izdvojile stanice koje ne sadrzavaju timidin kinazu te dodavanjem timidina, hipoksantina i
glicina (L5178Y) ili 2-deoksicitidina (TK6) kulturi kako bi se osigurao optimalan rast stanica kompetentnih u
pogledu timidin kinaze (19. 38., 39. i 40.) za test TK6. Opci savjeti o dobroj praksi za odrzavanje stani¢nih
kultura i savjeti specifi¢ni za stanice L5178Y i TK6 mogu se nadi u literaturi (19., 31., 37., 39. i 41.). Za laboratorije
koji trebaju mati¢ne uzorke za zapocinjanje testa MLA ili TK6 ili za dobivanje novih mati¢nih uzoraka dostupan je
repozitorij stanica koje su dobro opisane (37.).

Uvijeti koje moraju zadovoljavati mediji i kulture

17. U oba bi testa u svthu odrzavanja kultura trebalo primijeniti prikladne uvjete za medij za uzgoj kulture i uvjete
inkubacije (npr. posude za kulture, vlazne atmosferske uvjete od 5% CO, i temperaturu inkubacije od 37 °C).
Stani¢ne kulture uvijek bi se trebale odrZavati u uvjetima kojima se osigurava da one rastu u logaritamskoj fazi.
Posebno je vazno odabrati uvjete u pogledu medija i kultura kojima se osiguravaju optimalan rast stanica tijekom
razdoblja ekspresije i kloniranje kako mutiranih tako i nemutiranih stanica. Za MLA i TK6 vazno je i da uvjeti kulture
osiguraju optimalan rast TK mutanata i u velikim kolonijama/mutanata koji se javljaju rano i mutanata u malim
kolonijama/mutanata koji se javljaju kasno. ViSe pojedinosti o kulturi, ukljucujuéi potrebu da se konjski serum
pravilno inaktivira toplinom ako se tijekom selekcije mutanata upotrebljava medij RPMI, dostupno je u literaturi
(19., 31., 38, 39., 40. i 42.).

Priprema kultura

18. Stanice se razmnozZavaju iz mati¢nih kultura te se nasaduju u medij za uzgoj kulture takvom gusto¢om da kulture u
suspenziji nastave eksponencijalno rasti tijekom razdoblja tretiranja i ekspresije.

Metabolicka aktivacija

19. Kod uporabe stanica L5178Y i TK6 trebalo bi upotrebljavati egzogene sustave metabolickog djelovanja jer te stanice
nemaju odgovaraju¢u endogenu metabolicku sposobnost. Sustav koji se najéesée upotrebljava i automatski prepo-
ruuje, osim ako je drukcije opravdano, jest postmitohondrijska frakcija s dodanim kofaktorom (S9), pripravljena od
jetre glodavaca (opcenito Stakora), koja je bila tretirana sredstvima za indukciju enzima, kao $to je Aroclor 1254 (43,
44.1 45.), ili mjeSavinom fenobarbitala i f-naftoflavona (46., 47., 48., 49., 50. i 51.). Upotreba navedene smjese nije
u suprotnosti sa Stockholmskom konvencijom o postojanim organskim onecis¢ujuéim tvarima (52.) i dokazano je da
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je jednako u¢inkovita za indukciju oksidaza s mijeSanom funkcijom kao Aroclor 1254 (45., 46., 47., 48. i 49.).
Frakcija S9 obi¢no se upotrebljava u koncentracijama u rasponu od 1 do 2 %, ali moZe se povecati na 10 % (v/v) u
kona¢nom ispitnom mediju. Na odabir vrste i koncentracije upotrijebljenog egzogenog sustava metabolicke aktivacije
ili metabolickog pokretata moze utjecati kategorija ispitivanih kemikalija.

Priprema ispitivane kemikalije

20. Prije tretiranja stanica krute ispitivane kemikalije trebalo bi pripremiti u prikladnim otapalima i prema potrebi
razrijediti (vidjeti stavak 21.). Tekude ispitivane kemikalije mogu se dodati izravno u ispitni sustav ifili razrijediti
prije tretiranja ispitnog sustava. Plinovite ili hlapljive ispitivane kemikalije trebalo bi ispitivati nakon $to se prikladno
izmijene standardni protokoli, kao §to je tretiranje u hermeticki zatvorenim posudama za kulture (53., 54. i 55.).
Ispitivanu kemikaliju potrebno je pripremiti neposredno prije tretiranja, osim ako je prema podacima o stabilnosti
prihvatljivo skladistenje.

ISPITNI UVJETI

Otapala

21. Otapalo bi trebalo odabrati tako da se optimizira topljivost ispitivane kemikalije bez negativnih u¢inaka na provedbu
testa, kao $to su npr. promjena rasta stanica, ucinak na integritet ispitivane kemikalije, reagiranje s posudama za
kulture ili oSteCenje sustava metabolicke aktivacije. Preporucuje se da se, kada god je to moguce, prvo uzme u obzir
upotreba vodenog otapala (ili medija za uzgoj kulture). Uobicajena su otapala voda ili dimetilsulfoksid. Opdenito,
organska otapala ne bi trebala prelaziti 1% (v/v), dok vodena otapala (fizioloska otopina ili voda) ne bi trebala
prelaziti 10 % (v/v) u mediju za zavr$no tretiranje. Upotrebu neuobicajenih otapala (npr. etanola ili acetona) potrebno
je opravdati podacima koji govore da su ta otapala kompatibilna s ispitivanim kemikalijama i ispitnim sustavom te da
ne djeluju genotoksi¢no pri upotrijebljenoj koncentraciji. Ako ne postoje takvi popratni podaci, vazno je dodati
netretirane kontrole (vidjeti Dodatak 1., Definicije) kako bi se dokazalo da odabrano otapalo nema Stetne ili
mutagene ucinke.

MJERENJE CITOTOKSICNOSTI I ODABIR KONCENTRACIJA TRETIRANJA

22. Pri utvrdivanju najvise koncentracije ispitivane kemikalije trebalo bi izbjegavati koncentracije koje imaju sposobnost
izazivanja laZno pozitivnih odgovora, kao §to su koncentracije koje izazivaju prekomjernu citotoksicnost (vidjeti
stavak 28.), taloZenje u mediju za uzgoj kulture (vidjeti stavak 29.) ili znatne promjene pH-vrijednosti ili osmolalnosti
(vidjeti stavak 8.). Ako ispitivana kemikalija u trenutku dodavanja uzrokuje znatnu promjenu pH-vrijednosti medija,
pH-vrijednost moze se prilagoditi puferiranjem medija za zavr$no tretiranje kako bi se izbjegli lazno pozitivni
rezultati te odrzali primjereni uvjeti za uzgoj kulture.

23. Odabir koncentracije temelji se na citotoksi¢nosti i drugim razmatranjima (vidjeti stavke 27.-30.). Iako ocjena
citotoksi¢nosti u pocetnom ispitivanju moze biti korisna za bolje odredivanje koncentracija koje ¢e se upotrebljavati
u glavnom pokusu, pocetno ispitivanje nije potrebno. Cak i ako se provodi pocetna ocjena citotoksi¢nosti, i dalje je
obvezno mjerenje citotoksicnosti za svaku kulturu u glavnom pokusu. Ako se provodi pokus za utvrdivanje raspona,
on treba obuhvatiti Sirok raspon koncentracija i moZe se zavrsiti 1. dana nakon tretiranja ili nastaviti na 2. dan
ekspresije i do selekcije mutanata (ako se pokaze da su upotrijebljene koncentracije primjerene).

24. Citotoksi¢nost treba utvrditi za svaku pojedina¢nu ispitnu kulturu i kontrolnu kulturu: metode za MLA (2)) i TK6
(15.) utvrdene su medunarodno prihvaéenom praksom.

25. [ za verziju testa MLA s agarom i s mikrojaZicama citotoksi¢nost treba procijeniti upotrebom relativnog ukupnog
rasta (RTG), koji su izvorno definirali Clive i Spector 1975. (2.). Ta mjera ukljucuje relativni rast u suspenziji (RSG:
ispitna kultura u usporedbi s kontrolom s otapalom) tijekom tretiranja stanica, vrijeme ekspresije i relativou ucin-
kovitost kloniranja (RCE: ispitna kultura u usporedbi s kontrolom s otapalom) u trenutku odabira mutanata (2.).
Treba napomenuti da RSG obuhvaca bilo kakav gubitak stanica do kojeg dolazi u ispitnoj kulturi tijekom tretiranja
(formule potraziti u Dodatku 2.).
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26. Za TK6: citotoksi¢nost bi se trebala ocjenjivati primjenom relativne stope preZivljavanja (RS), tj. ucinkovitoséu
kloniranja stanica koje se nasade odmah nakon tretiranja, prilagodeno za mogudi gubitak stanica tijekom tretiranja,
na temelju broja stanica u usporedbi s negativnom kontrolom (kojoj se dodjeljuje stopa prezivljavanja od 100 %)
(formulu vidjeti u Dodatku 2.).

27. Potrebno je ocijeniti najmanje Cetiri ispitne koncentracije (ne ukljucujuéi kontrolu s otapalom i pozitivnu kontrolu)
koje ispunjavaju kriterije prihvatljivosti (odgovarajuca citotoksi¢nost, broj stanica itd.). lako se preporucuje upotreba
usporednih kultura, za svaku se ispitivanu koncentraciju moZe upotrijebiti samo jedna tretirana kultura ili vise
njezinih ponovljenih uzoraka. Rezultati dobiveni iz ponovljenih kultura pri odredenoj koncentraciji trebali bi se
navoditi odvojeno, ali mogu se objediniti radi analize podataka (55.). Za ispitivane kemikalije koje pokazuju malu ili
nikakvu citotoksi¢nost uglavnom ¢e biti prikladne priblizno dvostruke ili trostruke koncentracije. Ako se pojavi
citotoksi¢nost, treba odabrati koncentracije koje obuhvacaju raspon citotoksi¢nosti od koncentracije koja uzrokuje
citotoksi¢nost kako je opisano u stavku 28. te ukljucujuéi koncentracije pri kojima se javlja umjerena citotoksicnost i
one pri kojima je citotoksinost mala ili je nema. Mnoge ispitivane kemikalije imaju o$tre krivulje odgovora na
koncentraciju te ¢e za obuhvacanje cijelog raspona citotoksicnosti ili podrobno istrazivanje odgovora na koncen-
tracije mozda biti potrebno upotrijebiti sliénije koncentracije i viSe od Cetiri koncentracije, posebno u situacijama u
kojima je potrebno ponavljanje pokusa (vidjeti stavak 70.). Upotreba viSe od cetiri koncentracije moze biti osobito
vazna kada se upotrebljava jedna kultura.

28. Ako se maksimalna koncentracija temelji na citotoksi¢nosti, najve¢om koncentracijom trebao bi se nastojati ostvariti
relativni ukupni rast od 20 do 10 % za MLA i relativna stopa prezivljavanja od 20 do 10 % za TK6 (stavak 67.).

29. Za slabo topljive ispitivane kemikalije koje nisu citotoksi¢ne pri koncentracijama niZima od najniZe koncentracije pri
kojoj kemikalija nije topljiva najvisa bi analizirana koncentracija trebala dovesti do zamudenosti ili taloga vidljivog
golim okom ili inverznim mikroskopom na kraju tretiranja ispitivanom kemikalijom. Cak i ako se citotoksi¢nost
pojavi iznad najniZe netopljive koncentracije, preporucuje se ispitivanje pri samo jednoj koncentraciji koja dovodi do
zamucenja ili s vidljivim talogom jer lazni ucinci mogu biti posljedica taloga. Buduéi da se u testovima MLA i TK6
upotrebljavaju kulture u suspenziji, posebnu pozornost treba posvetiti tome da se osigura da talog ne utjece na
izvodenje ispitivanja. Moze biti korisno i odrediti topljivost u mediju za uzgoj kulture prije izvodenja pokusa.

30. Ako nisu uoceni talog ili ograni¢avajuca citotoksi¢nost, najvisa ispitna koncentracija trebala bi odgovarati najnizoj od
sljedecih vrijednosti: 10 mM, 2 mg/ml ili 2 pl/ml (57. i 58.). Ako sastav ispitivane kemikalije nije definiran, npr. ako
je rije¢ o tvarima nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZenim reakcijskim proizvodima ili bioloskim materijalima
(tj. kemijske tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava ili UVCB tvari), proizvodima ekstrahiranima iz okolisa itd.,
najvisu koncentraciju moze biti potrebno povecati (npr. 5 mg/ml) u odsustvu dovoljne citotoksi¢nosti, a kako bi se
povecala koncentracija svakog sastojka. Medutim, trebalo bi napomenuti da ti zahtjevi mogu biti druk¢iji za farma-
ceutske proizvode namijenjene ljudima (59.).

Kontrole

31. Kod svakog uvjeta pokusa potrebno je ukljuciti i istodobne negativne kontrole (vidjeti stavak 21.) koje se sastoje
samo od otapala u mediju za tretiranje i koje su tretirane na isti nacin kao i kulture za tretiranje.

32. Istodobne pozitivne kontrole potrebne su za dokazivanje sposobnosti laboratorija za odredivanje mutagena u
uvjetima upotrijebljenog protokola ispitivanja, u¢inkovitosti egzogenog sustava metabolicke aktivacije (ako je primje-
njivo) i za dokazivanje primjerenog otkrivanja i malih TK mutanata/mutanata koji se javljaju kasno i velikih TK
mutanata/mutanata koji se javljaju rano. Primjeri pozitivnih kontrola navedeni su u tablici 1. u nastavku. Ako je to
opravdano, mogu se koristiti alternativne tvari za pozitivau kontrolu. S obzirom na to da je in vitro ispitivanje
genotoksiCnosti na stanicama sisavaca u dostatnoj mjeri standardizirano za kratkotrajna tretiranja (od tri do Cetiri
sata) koja se istodobno provode s metabolickom aktivacijom i bez nje uz isto trajanje tretiranja, upotreba pozitivnih
kontrola moZe se ograniciti na mutagene tvari koje zahtijevaju metabolicku aktivaciju. U tom Ce slucaju taj jedan
odgovor pozitivne kontrole dokazati djelovanje sustava metaboli¢ke aktivacije i osjetljivost ispitnog sustava. Ako se
upotrebljava, dugotrajno tretiranje (tj. 24 sata bez S9) trebalo bi imati svoju pozitivnu kontrolu jer e se trajanje
tretiranja razlikovati od ispitivanja u kojem se primjenjuje metabolicka aktivacija. Svaku pozitivau kontrolu trebalo bi
primijeniti pri jednoj ili vise koncentracija za koje se ocekuje da ¢e dovesti do ponovljivih i zamjetnih poveéanja u
odnosu na pozadinu kako bi se dokazala osjetljivost ispitnog sustava, a odgovor ne bi trebala dovesti u pitanje
citotoksi¢nost koja prelazi grani¢ne vrijednosti utvrdene u ovoj ispitnoj metodi (vidjeti stavak 28.).
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Tablica 1.

Referentne tvari preporufene za ocjenu osposobljenosti laboratorija i za odabir pozitivnih kontrola

Kategorija Tvar CAS br.

1. Mutageni aktivni bez metabolicke aktivacije

Metil metansulfonat 66-27-3
Mitomicin C 50-07-7
4-nitrokinolin-N-oksid 56-57-5

2. Mutageni koji zahtijevaju metabolicku aktivaciju

Benzo(a)piren 50-32-8
Ciklofosfamid (monohidrat) 50-18-0 (6055-19-2)
7,12-dimetilbenzantracen 57-97-6
3-metilkolantren 56-49-5
POSTUPAK

Tretiranje ispitivanom kemikalijjom

33. Stanice koje se razmnoZavaju tretiraju se ispitivanom kemikalijom uz prisustvo i odsustvo sustava metabolicke
aktivacije. Izlaganje treba trajati odgovarajule vrijeme (obicno je primjereno od tri do Cetiri sata). Medutim,
trebalo bi napomenuti da ti zahtjevi mogu biti drukciji za farmaceutske proizvode namijenjene ljudima (59.). Kod
testa MLA u slucajevima kada se kratkotrajnim tretiranjem dobiju negativni rezultati, a postoje informacije koje
ukazuje na potrebu za duljim tretiranjem (npr. nukleozidni analozi, slabo topljive kemikalije (5. 1 59.)), treba
razmotriti provodenje testa s duljim tretiranjem, tj. 24 sata bez S9.

34. Minimalni broj stanica koje se koriste za svaku ispitnu kulturu (kontrolnu i tretiranu) u svakoj fazi ispitivanja trebao
bi se temeljiti na ucestalosti pojave spontanih mutanata. Opca je smjernica tretirati i pasazirati dovoljno stanica u
svakoj pokusnoj kulturi kako bi se odrzalo najmanje deset, ali po moguénosti 100 spontanih mutanata u svim
fazama testa (tretiranje, fenotipska ekspresija i selekcija mutanata) (56.).

35. Za test MLA é)reporuéuje se prihvatljiva uéestalost spontanih mutanata od 35-140 x 107 (verzija s agarom) i
50-170 x 10™° (verzija s mikrojaZicama) (vidjeti tablicu 2.). Da bi se dobilo najmanje deset, a po mogucnosti
100 spontanih mutanata koje Ce preZivjeti tretiranje, za svaku ispitnu kulturu treba tretirati najmanje 6 x 106 stanica.
Tretiranjem tog broja stanica i odrzavanjem dovoljnog broja stanica tijekom ekspresije i kloniranja za selekciju
mutanata dobiva se dovoljan broj spontanih mutanata (deset ili viSe) tijekom svih faza pokusa, ¢ak i za kulture
tretirane pri koncentracijama koje uzrokuju 90-postotnu citotoksi¢nost (kako je izmjereno relativnim ukupnim
rastom od 10 %) (19., 38.1 39.).

36. Za test TK6 ucestalost spontanih mutanata opcenito iznosi od 2 do 10 x 1076, Da bi se dobilo najmanje deset
spontanih mutanata koje ¢e preZivjeti tretiranje, za svaku kulturu treba tretirati najmanje 20 x 106 stanica. Tretira-
njem tog broja stanica dobiva se dovoljan broj spontanih mutanata (deset ili viSe), ¢ak i za kulture tretirane pri
koncentracijama koje uzrokuju 90-postotnu citotoksi¢nost tijekom tretiranja (relativna stopa prezivljavanja od 10 %).
Osim toga, mora se kultivirati dovoljan broj stanica tijekom razdoblja ekspresije i nasaditi radi selekcije
mutanata (60.).
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Vrijeme fenotipske ekspresije i mjerenje citotoksi¢nosti i uCestalosti pojave mutanata

37. Na kraju razdoblja tretiranja stanice se kultiviraju u zadanom vremenskom razdoblju kako bi se omogucila gotovo
optimalna fenotipska ekspresija novoinduciranih mutacija; specificno za svaku stani¢nu liniju. Za test MLA razdoblje
fenotipske ekspresije iznosi dva dana. Za test TK6 razdoblje fenotipske ekspresije iznosi od tri do Cetiri dana. Ako se
upotrebljava tretiranje u trajanju od 24 sata, razdoblje ekspresije pocinje nakon kraja tretiranja.

38. Tijekom razdoblja fenotipske ekspresije stanice se prebrojavaju svakog dana. Kod testa MLA svakodnevno brojanje
stanica upotrebljava se za izracun svakodnevnog rasta u suspenziji (SG). Nakon dvodnevnog razdoblja ekspresije
stanice se suspendiraju u mediju sa selektivnim agensom ili bez njega radi utvrdivanja broja mutacija (ploce za
odabir) i ucinkovitosti kloniranja (ploc¢e za vijabilnost). Za test MLA postoje dvije jednako prihvatljive metode za
kloniranje selekcije mutanata; u jednoj se upotrebljava meki agar, a u drugom tekudi medij u plo¢ama s 96 jazica
(19., 38. i 39.). Kloniranje u testu TK6 provodi se upotrebom tekucih medija i ploca s 96 jazica (16.).

39. Za TK mutante kao selektivni agens preporucuje se samo trifluorotimidin (TFT) (61).

40. Kod testa MLA agarne ploce i ploce s mikrojazicama prebrojavaju se nakon 10-12 dana inkubacije. Kod testa TK6
kolonije u plocama s mikrojazicama ocjenjuju se nakon 10-14 dana kako bi se uocili mutanti koji se javljaju rano.
Kako bi se obnovili TK6 mutanti koji rastu sporo (koji se javljaju kasno), stanicama treba ponovno dodati medij za
uzgoj i TFT nakon $to se prebroje mutanti koji se javljaju rano i zatim inkubirati plo¢e dodatnih 7-10 dana (62.). Za
pojedinosti o prebrojavanju TK mutanata koji rastu sporo i onih koji rastu normalno vidjeti stavke 42. i 44.

41. Odgovarajudi izra¢uni za dva testa, ukljucujudi i dvije metode (agar i mikrojaZice) za test MLA, nalaze se u Dodatku
2. Kod metode testa MLA u kojoj se upotrebljava agar, za izracun uCestalosti pojave mutanata kolonije se prebro-
javaju i broj kolonija mutanata prilagodava se s obzirom na u¢inkovitost kloniranja. Kod verzije testova MLA i TK6 s
mikrojazicama, u¢inkovitost kloniranja i za ploce za selekciju i za ploce za ucinkovitost kloniranja (63.) utvrduje se u
skladu s Poissonovom distribucijom. Ucestalost pojave mutanata racuna se iz tih dviju ucinkovitosti kloniranja.

Opis kolonije mutanata

42. Kod testa MLA, ako je ispitivana kemikalija pozitivna (vidjeti stavke od 62. do 63.), opisivanje kolonije razvrstava-
njem po veli¢ini kolonije ili po njezinom rastu treba provesti na najmanje jednoj od ispitnih kultura (obi¢no najvisa
prihvatljiva pozitivna koncentracija) te na negativnim i pozitivnim kontrolama. Ako je ispitivana kemikalija negativna
(vidjeti stavak 64.), opisivanje kolonije mutanata treba provesti na negativnim i pozitivnim kontrolama. Kod metode
testa MLA s mikrojazicama mutanti koji tvore male kolonije definiraju se kao mutanti koji prekrivaju manje od 25 %
promjera jaZice, a mutanti koji tvore velike kolonije kao oni koji prekrivaju vise od 25 % promjera jazice. Kod
metode s agarom za prebrojavanje kolonija mutanata i razvrstavanje kolonija po veli¢ini upotrebljava se automatski
broja¢ kolonija. Pristupi razvrstavanju kolonija po veli¢ini podrobno su opisani u literaturi (19., 38. i 40.). Opis
kolonija na negativnoj i pozitivnoj kontroli potreban je kako bi se dokazalo da su studije provedene na primjeren
nadin.

43. Ne moze se utvrditi da je ispitivana kemikalija negativna ako se u pozitivnoj kontroli pravilno ne otkriju i mutanti
koji tvore velike kolonije i oni koji tvore male kolonije. Opis kolonije moZe se upotrijebiti za davanje op¢ih
informacija o sposobnosti ispitivane kemikalije da uzrokuje tockaste mutacije ifili kromosomske pojave (stavak 4.).

44. TK6: mutanti koji rastu normalno i oni koji rastu sporo razlikuju se prema razlicitim vremenima inkubacije (vidjeti
stavak 40.) Kod testa TK6 mutanti koji se javljaju rano i oni koji se javljaju kasno obi¢no se ocjenjuju za sve kulture,
ukljucujuéi negativne i pozitivne kontrole. Opis kolonija negativne i pozitivne kontrole potreban je kako bi se
dokazalo da su studije provedene na primjeren nacin. Ne moZe se utvrditi da je ispitivana kemikalija negativna
ako se u pozitivnoj kontroli pravilno ne otkriju i mutanti koji se javljaju rano i mutanti koji se javljaju kasno. Opis
kolonije mozZe se upotrijebiti za davanje opéih informacija o sposobnosti ispitivane kemikalije da uzrokuje tockaste
mutacije ifili kromosomske pojave (stavak 4.).
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Osposobljenost laboratorija

45. Kako bi dokazao da ima dovoljno iskustva u izvodenju testa prije njegove rutinske primjene, laboratorij treba izvesti
niz pokusa s referentnim pozitivnim tvarima koje djeluju putem razlicitih mehanizama (najmanje jedna aktivna s
metabolickom aktivacijom i jedna aktivna bez metabolicke aktivacije, odabrana s popisa tvari iz tablice 1) te s
razli¢itim negativnim kontrolama (ukljucujuéi netretirane kulture i razlicita otapala/nosace). Odgovori pozitivnih i
negativnih kontrola trebali bi biti u skladu s literaturom. Taj se zahtjev ne odnosi na laboratorije s iskustvom,
odnosno laboratorije s bazom prijasnjih podataka koja je stavljena na raspolaganje u skladu s definicijom iz stavaka
47.-50. Kod testa MLA vrijednosti koje se dobiju i za pozitivne i za negativne kontrole trebaju biti u skladu s
preporukama IWGT-a (vidjeti tablicu 2.).

46. Odabir tvari za pozitivou kontrolu (vidjeti tablicu 1.) trebao bi se ispitati s kratkim i dugim tretiranjima (ako se
upotrebljavaju duga tretiranja) u odsustvu metabolicke aktivacije i kratkim tretiranjima u prisustvu metabolicke
aktivacije kako bi se dokazala osposobljenost za otkrivanje mutagenih kemikalija, za utvrdivanje djelotvornosti
sustava metabolicke aktivacije i za dokazivanje primjerenosti uvjeta za rast stanica tijekom tretiranja, fenotipske
ekspresije i selekcije mutanata te postupaka ocjenjivanja. Potrebno je izabrati raspon koncentracija odabranih tvari pri
kojima ¢e dodi do ponovljivih poveanja u odnosu na pozadinu, koja su povezana s koncentracijom, kako bi se
dokazala osjetljivost i dinamicki raspon ispitnog sustava.

Podaci o prijasnjim kontrolama

47. Laboratorij bi trebao utvrditi:

— raspon i distribuciju prijasnjih pozitivnih kontrola,

— raspon i distribuciju prijasnjih negativnih kontrola (netretirane kulture, kontrole s otapalom).

48. Pri prvom bi dobivanju podataka za distribuciju podataka o prijasnjim negativnim kontrolama istodobne negativne
kontrole trebale biti u skladu s objavljenim podacima o negativnim kontrolama. Kako se budu dodavali novi
eksperimentalni podaci o distribuciji kontrola, istodobne negativne kontrole trebale bi u idealnom slucaju biti
unutar kontrolnih granica od 95 % te distribucije (64. 1 65.).

49. Baza podataka o prijasnjim negativnim kontrolama laboratorija trebala bi u pocetku obuhvacati najmanje deset
pokusa, medutim bilo bi poZeljno da se sastoji od najmanje 20 pokusa provedenih u usporedivim pokusnim
uvjetima. Laboratoriji bi trebali primjenjivati metode za kontrolu kvalitete, kao $to su kontrolni dijagrami (npr. C-
dijagrami ili X-stupCasti dijagrami; 65.), kako bi utvrdili koliko su promjenjivi njihovi podaci o pozitivnim i nega-
tivnim kontrolama i dokazali da je u njihovu laboratoriju metodologija ,pod kontrolom” (66.). Daljnje pojedinosti i
preporuke o tome kako izraditi i upotrebljavati prijasnje podatke mogu se pronadi u literaturi (64.).

50. Podaci o negativnim kontrolama trebali bi se sastojati od podataka o ucestalosti pojave mutanata u jednoj kulturi ili,
po mogucnosti, u ponovljenim kulturama kako je opisano u stavku 27. Istodobne negativne kontrole u idealnom bi
slucaju trebale biti unutar kontrolnih granica od 95 % distribucije prijasnjih negativnih kontrola koje se nalaze u bazi
podataka laboratorija. Ako se podaci o negativnim kontrolama nalaze izvan kontrolnih granica od 95 %, mogu biti
prihvatljivi za ukljucenje u distribuciju prijasnjih kontrola pod uvjetom da ti podaci nisu ekstremne netipi¢ne
vrijednosti te da postoje dokazi o tome da je ispitni sustav ,pod kontrolom” (vidjeti stavak 49.) i da nema tehnicke
ili ljudske pogreske.

51. Svaku izmjenu pokusnog protokola trebalo bi razmotriti s obzirom na to jesu li podaci u skladu s postojeim
bazama podataka laboratorija o prijasnjim kontrolama. Svaka veca nesukladnost trebala bi dovesti do uspostave nove
baze podataka o prijanjim kontrolama.
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PODACI 1 IZVJESCIVANJE

Predstavljanje rezultata

52. Predstavljanje podataka i za test MLA i za test TK6 treba ukljucivati, i za tretirane i kontrolne kulture, podatke
potrebne za izracun citotoksi¢nosti (relativni ukupni rast ili relativna stopa prezivljavanja) i ucestalosti pojave muta-
nata, kako je opisano u nastavku.

53. Kod testa MLA treba navesti podatke o pojedinacnim kulturama za relativni rast u suspenziji, relativni ukupni rast,
ucinkovitost kloniranja u trenutku selekcije mutanata i broj kolonija mutanata (za verziju s agarom) ili broj praznih
jaZica (za verziju s mikrojaZicama). UCestalost pojave mutanata treba izraziti kao broj mutiranih stanica na milijun
prezivjelih stanica. Ako je odgovor pozitivan, uestalost pojave mutanata u malim i velikim kolonijama (ifili postotak
ukupne ucestalosti pojave mutanata) treba navesti za barem jednu koncentraciju ispitivane kemikalije (obi¢no najvisa
pozitivna koncentracija) te negativne i pozitivne kontrole. U slu¢aju negativinog odgovora ucestalost pojave mutanata
u malim i velikim kolonijama treba navesti za negativnu i pozitivnu kontrolu.

54. Kod testa TK6 podatke o pojedina¢nim kulturama treba navesti za relativnu stopu prezivljavanja, ucinkovitost
kloniranja u trenutku selekcije mutanata i broj praznih jaZica za mutante koji se javljaju rano i one koji se javljaju
kasno. Ulestalost pojave mutanata treba izraziti kao broj mutiranih stanica na broj prezivjelih stanica, a treba
ukljucivati ukupnu ucestalost pojave mutanata te ucestalost pojave mutanata (i/ili postotak ukupne ucestalosti
pojave mutanata) koji se javljaju rano i onih koji se javljaju kasno.

Kriteriji prihvatljivosti
55. 1 za test MLA i za test TK6 treba ispuniti sljedece kriterije prije nego $to se utvrde ukupni rezultati za odredenu

ispitivanu kemikaliju:

— provedena su dva pokusna uvjeta (kratko tretiranje s metabolickom aktivacijom i bez nje — vidjeti stavak 33.),
osim ako je jedan doveo do pozitivnih rezultata,

— odgovarajuéi broj stanica i koncentracija prikladan je za analizu (stavci 27., 34.-36.),
— kriteriji za odabir najveée koncentracije u skladu su s kriterijima opisanima u stavcima 28.-30.

Kriteriji prihvatljivosti za negativne i pozitivne kontrole

56. Analiza velike koli¢ine podataka iz testova MLA koju je provela IWGT-ova Stru¢na skupina za MLA dovela je do
medunarodnog konsenzusa u pogledu specifi¢nih kriterija prihvatljivosti za test MLA (1., 2., 3., 4. i 5.). Stoga se u toj
ispitnoj metodi navode specificne preporuke za utvrdivanje prihvatljivosti negativnih i pozitivnih kontrola te za
procjenu rezultata pojedina¢nih tvari u testu MLA. Baza podataka za test TK6 mnogo je manja te ga struéna skupina
nije procjenjivala.

57. Kod testa MLA svaki pokus treba procijeniti s obzirom na to ispunjava li netretirana kontrola/kontrola s otapalom
kriterije prihvatljivosti IWGT-ove Stru¢ne skupine za MLA (4. i tablica 2. u nastavku) za: 1. uCestalost pojave
mutanata (treba napomenuti da se IWGT-ove prihvatljive ucestalosti pojave mutanata razlikuju za verzije testa
MLA s agarom i mikrojazicama); 2. ucinkovitost kloniranja (CE) u trenutku selekcije mutanata i 3. rast u suspenziji
(SG) za kontrolu s otapalom (formule potraziti u Dodatku 2.).

Tablica 2.

Kriteriji prihvatljivosti za MLA

Parametar Metoda s mekim agarom Metoda s mikrojazicama
Ucestalost pojave muta- 35 - 140 x 1076 50 — 170 x 107
nata
Ucinkovitost kloniranja 65-120 % 65-120 %
Rast u suspenziji 8-32 puta (tretiranje od tri do Cetiri sata) | 8-32 puta (tretiranje od tri do Cetiri sata)
32-180 puta (tretiranje od 24 sata, ako se | 32-180 puta (tretiranje od 24 sata, ako se
provodi) provodi)
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58. Kad je rije¢ o testu MLA, svaki test treba procijeniti i u pogledu toga ispunjavaju li pozitivne kontrole barem jedan od
sljedeca dva kriterija prihvatljivosti koje je razvila stru¢na skupina IWGT-a:

— pozitivna kontrola trebala bi pokazati apsolutno povecanje ukupne ucestalosti pojave mutanata, tj. povecanje vece
od pozadinske ucestalosti pojave spontanih mutanata (inducirana ucestalost pojave mutanata (IMF)) od najmanje
300 x 107, Najmanje 40 % IMF-a trebalo bi se odraziti u ucestalosti pojave mutanata u maloj koloniji,

— pozitivna kontrola pokazuje povecanje ucestalosti pojave mutanata u maloj koloniji koje je za najmanje
150 x 1076 vece od ucestalosti u istodobnoj netretiranoj kontroli/kontroli s otapalom (IMF u malim kolonijama
od 150 x 1079).

59. Kad je rije¢ o testu TK6, test Ce biti prihvatljiv ako se istodobna negativna kontrola smatra prihvatljivom za
dodavanje u bazu podataka laboratorija o prijasnjim negativnim kontrolama kako je opisano u stavcima 48.-49.
Osim toga, istodobne pozitivne kontrole (vidjeti stavak 32.) trebale bi inducirati odgovore koji su u skladu s onima
generiranima u bazi podataka o prijasnjim pozitivnim kontrolama te dovesti do statisticki znacajnog povecanja u
odnosu na istodobnu negativnu kontrolu.

60. Kod oba bi testa gornja granica citotoksicnosti uocene kod pozitivne kontrolne kulture trebala biti ista kao i kod
pokusnih kultura. Drugim rijec¢ima, relativni ukupni rast ili relativna stopa prezivljavanja ne bi trebali biti manji od
10 %. Dovoljno je upotrijebiti jednu koncentraciju (ili jednu od koncentracija pozitivnih kontrolnih kultura ako se
upotrebljava vise koncentracija) kako bi se dokazalo da su ispunjeni kriteriji prihvatljivosti za pozitivnu kontrolu.
Nadalje, ucestalost pojave mutanata pozitivne kontrole mora biti unutar prihvatljivog raspona utvrdenog za labora-
torij.

Ocjenjivanje i tumacenje rezultata

61. Za test MLA znatan posao u vezi s bioloskom relevantnosti i kriterijima za pozitivni odgovor obavila je IWGT-ova
stru¢na skupina za limfome misa (4.). Stoga se u ovoj ispitnoj metodi pruzaju specifiéne preporuke za tumacenje
rezultata ispitivanih kemikalija iz testa MLA (vidjeti stavke 62.-64.). Baza podataka za test TK6 mnogo je manja te ga
stru¢na skupina nije procjenjivala. Stoga su preporuke za tumacenja podataka za test TK6 opcenitije (vidjeti stavke
65.-66.). Dodatne preporuke primjenjuju se na oba testa (vidjeti stavke 67.-71.).

MLA

62. Preporucuje se pristup za utvrdivanje pozitivnih i negativnih odgovora kako bi se osiguralo da je povecana ucestalost
pojave mutanata bioloski relevantna. Umjesto statisticke analize koja se obi¢no upotrebljava za ostale testove, ovaj se
pristup oslanja na upotrebu unaprijed utvrdene inducirane ulestalosti pojave mutanata (tj. povecanje udestalosti
pojave mutanata vece nego u istodobnoj kontroli), odredene kao globalni evaluacijski faktor (GEF), koji se temelji
na analizi distribucije podataka o ucestalosti pojave mutanata u negativnoj kontroli iz ukljucenih laboratorija (4.).
Kod verzije testa s agarom GEF iznosi 90 x 107%, a za verziju testa MLA s mikrojazicama GEF iznosi 126 x 1075,

63. Pod uvjetom da su ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti, ispitivana kemikalija smatra se jasno pozitivnom ako je u bilo
kojem ispitanom pokusnom uvjetu (vidjeti stavak 33.) povecanje ucestalosti pojave mutanata u odnosu na istodobno
provedeno pozadinsko mjerenje vece od GEF-a te je povezano s koncentracijom (npr. upotrebom testa trenda). Tada
se smatra da ispitivana kemikalija moZe inducirati mutacije u tom ispitnom sustavu.

64. Pod uvjetom da su ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti, ispitivana kemikalija smatra se jasno negativnom ako u svim
ispitnim pokusnim uvjetima (vidjeti stavak 33.) nema odgovora povezanog s koncentracijom ili, ako postoji pove-
¢anje ucestalosti pojave mutanata, ono nije veée od GEF-a. Tada se smatra da ispitivana kemikalija ne moZe inducirati
mutacije u tom ispitnom sustavu.
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TK6

65. Pod uvjetom da su ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti, ispitivana kemikalija smatra se jasno pozitivnom ako je u bilo
kojem od ispitanih pokusnih uvjeta (vidjeti stavak 33.):

— najmanje pri jednoj ispitnoj koncentraciji uoceno je statisticki znacajno povecanje u odnosu na istodobnu
negativnu kontrolu,

— odgovarajudi test trenda pokazuje da je povecanje povezano s koncentracijom (vidjeti stavak 33.),

— bilo koji od rezultata je izvan distribucije podataka o prijasnjim negativnim kontrolama (npr. kontrolne granice
od 95 % prema Poissonovoj distribuciji; vidjeti stavak 48.).

Kada su ispunjeni svi ti uvjeti, smatra se da ispitivana kemikalija moZe inducirati mutacije u tom sustavu ispitivanja.
Preporuke za najprikladnije statisticke metode nalaze se u literaturi (66. i 67.).

66. Pod uvjetom da su ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti, ispitivana kemikalija smatra se jasno negativnom ako u svim
ispitanim pokusnim uvjetima (vidjeti stavak 33.):

— ni pri jednoj ispitnoj koncentraciji nije uoceno statisticki znacajno povecanje u odnosu na istodobnu negativnu
kontrolu,

— odgovarajudi test trenda pokazuje da nema povecanja povezanog s koncentracijom,

— svi su rezultati u okviru distribucije podataka o prijasnjim negativnim kontrolama (npr. kontrolne granice od
95 % prema Poissonovoj distribuciji; vidjeti stavak 48.).

Tada se smatra da ispitivana kemikalija ne moze inducirati mutacije u tom ispitnom sustavu.

I za test MLA i za test TK6:

67. Ako se najveca koncentracija temelji na citotoksi¢nosti, najveom koncentracijom trebao bi se nastojati ostvariti
RTG/RS od 20 do 10 %. Konsenzus je da treba oprezno tumaciti pozitivne rezultate koji se nalaze samo u rasponu
RTG-a/RS-a od 20 do 10 % te da se rezultat neCe smatrati pozitivnim ako je do povecanja ulestalosti pojave
mutanata doslo samo kod RTG-a/RS-a od 10 % ili manjeg (ako se procjenjuje) (2. i 59.).

68. Postoje odredene okolnosti u kojima dodatne informacije mogu pomo¢i u utvrdivanju da ispitivana kemikalija nije
mutagena ako nema kulture koja pokazuje vrijednost RTG-a od 10 do 20 % RTG-a/RS-a. Te su situacije saZete u
nastavku teksta. 1. Ne postoje dokazi o mutagenom ucinku (npr. nema odgovora na dozu, nema ucestalosti pojave
mutanata vece od one koja se opaza kod istodobne negativne kontrole ili u odnosu na prijadnje pozadinske raspone
itd.) u nizu podatkovnih tocaka od 100 % do 20 % RTG-a/RS-a te postoji barem jedna podatkovna tocka u rasponu
od 20 do 25 % RTG-a/RS-a. 2. Ne postoje dokazi o mutagenom ucinku (npr. nema odgovora na dozu, nema
ulestalosti pojave mutanata vece od one koja se opaza kod istodobne negativne kontrole ili u odnosu na prijasnje
pozadinske raspone itd.) u nizu podatkovnih toc¢aka od 100 % do 25 % RTG-a/RS-a te postoji i negativna podat-
kovna tocka koja je malo niza od 10 % RTG-a/RS-a. U te dvije situacije moZe se zakljuciti da je ispitivana kemikalija
negativna.

69. Jasno pozitivan ili negativan odgovor nije potrebno provjeravati.

70. Ako odgovor nije ni jasno pozitivan ni jasno negativan kako je prethodno opisano ifili kako bi se pridonijelo
utvrdivanju bioloske relevantnosti rezultata, podatke bi trebalo ocjenjivati na temelju stru¢ne prosudbe ifili daljnjih
istrazivanja. Moglo bi biti korisno ponoviti pokus, eventualno u izmijenjenim pokusnim uvjetima (npr. razmak
izmedu koncentracija kako bi se povecala vjerojatnost dobivanja podatkovnih tocaka u rasponu od 10 do 20 %
RTG-a/RS-a, upotreba drugih uvjeta metabolicke aktivacije (tj. koncentracija S9 ili podrijetlo S9) i trajanje tretiranja).
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71. U rijetkim slucajevima, ¢ak i nakon dodatnih istraZivanja, skup podataka nece omoguciti donosenje zakljucka o tome
je li rezultat pozitivan ili negativan. Stoga bi se trebalo zakljuciti da je odgovor na ispitivanu kemikaliju dvosmislen
(tumaci se da je jednako vjerojatno da je pozitivan ili negativan).

IZVJESCE O ISPITIVANJU
72. lzvjesée o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedece informacije:
Ispitivana kemikalija:
— izvor, broj serije, rok uporabe, ako su dostupni,
— stabilnost ispitivane kemikalije, ako je poznata,
— topljivost i stabilnost ispitivane kemikalije u otapalu, ako su poznate,

— izmjerene vrijednosti za pH, osmolalnost i taloZenje u mediju za uzgoj kulture u koju je dodana ispitivana
kemikalija, prema potrebi.

Tvar s jednim sastojkom:
— fizicki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

— kemijske identifikacijske oznake, kao §to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj, SMILES ili InChl oznaka, strukturna
formula, ¢istoca, kemijski identitet necisto¢a prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.

Tvari s viSe sastojaka, UVCB tvari i smjese:

— opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativnog udjela i relevantnih fizikalno-kemij-
skih svojstava sastojaka.

Otapalo:

— obrazloZenje odabira otapala,

— postotak otapala u konaénom mediju za uzgoj kulture.
Stanice:

za laboratorijske glavne kulture:

— vrsta i izvor stanica te prethodna upotreba u ispitnom laboratoriju,
— kariotipna svojstva i/ili modalni broj kromosoma,

— metode odrzavanja stani¢nih kultura,

— odsustvo mikoplazme,

— vremena udvostrucivanja stanica.

Ispitni uvjeti:

— obrazloZenje odabira koncentracija i broja stani¢nih kultura, ukljucujudi, npr. podatke o citotoksi¢nosti i ogra-
nicenja topljivosti,
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— sastav medija, koncentracija CO,, razina vlaznosti,

— koncentracija ispitivane kemikalije izrazena kao konac¢na koncentracija u mediju za uzgoj kulture (npr. pg ili

mg/ml ili mM medija za uzgoj kulture),

koncentracija (ifili volumen) otapala i ispitivane kemikalije koji su dodani mediju za uzgoj kulture,
temperatura inkubacije,

vrijeme inkubacije,

trajanje tretiranja,

gustoca stanica za vrijeme tretiranja,

vrsta i sastav sustava metabolicke aktivacije (izvor S9, metoda pripreme mjesavine S9, koncentracija ili volumen
mjeSavine S9 i S9 u kona¢nom mediju za uzgoj kulture, kontrole kvalitete S9),

tvari za pozitivnu i negativnu kontrolu, kona¢ne koncentracije za svaki uvjet tretiranja,

duzina razdoblja ekspresije (uklju¢ujuéi broj nasadenih stanica te rezim uzgoja supkultura i dodavanja hranjivih
tvari, ako je primjereno),

identitet selektivnog agensa i njegova koncentracija,

kod testa MLA treba navesti primijenjenu metodu (agar ili mikrojaZice),

kriteriji prihvatljivosti testova,

metode koriStene za prebrojavanje vijabilnih i mutiranih stanica,

metode mjerenja citotoksi¢nosti,

sve dodatne informacije koje se odnose na citotoksi¢nost i upotrijebljenu metodu,
trajanje inkubacije nakon nasadivanja,

definicija kolonija kod kojih se razmatra veli¢ina i vrsta (ukljucujuéi kriterije za ,male” i ,velike” kolonije, ako je
primjereno),

kriteriji prema kojima se studija smatra pozitivnom, negativnom ili dvosmislenom,

metode upotrijebljene za odredivanje pH-vrijednosti i osmolalnosti, ako se provode, te za odredivanje taloZenja,
ako je relevantno.

Rezultati:

— broj tretiranih stanica i broj supkultiviranih stanica za svaku kulturu,
— parametri toksi¢nosti (RTG za MLA i RS za TK6),

— znakovi taloZenja i vrijeme utvrdivanja,

— broj stanica nasadenih u selektivni i neselektivni medij,



26.9.2019.

Sluzbeni list Europske unije L 247)247

— broj kolonija u neselektivnom mediju i broj otpornih kolonija u selektivnom mediju te povezana ucestalost

pojave mutanata,

razvrstavanje kolonija po veli¢ini za negativne i pozitivne kontrole, a ako je ispitivana kemikalija pozitivna,
najmanje jedna koncentracija i povezane ucestalosti pojave mutanata,

odnos koncentracije i odgovora, ako je mogucde,

podaci o istodobnim negativnim kontrolama (otapalo) i pozitivnim kontrolama (koncentracije i otapala),

podaci o prijasnjim negativnim (otapalo) i pozitivnim kontrolama (koncentracije i otapala) s rasponima, srednjim
vrijednostima i standardnim devijacijama, broj ispitivanja na kojima se temelje kontrole iz prijasnjih ispitivanja,

statistike analize (za pojedinacne kulture i objedinjena ponavljanja ako je primjereno) i p-vrijednosti, ako postoje,
te procjena GEF-a za test MLA.

Rasprava o rezultatima
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Dodatak 1.
DEFINICIJE

Aneugen: svaka kemikalija ili postupak koji u interakciji s elementima mitotickog i mejotickog ciklusa diobe stanice
uzrokuje aneuploidiju u stanicama ili organizmima.

Aneuploidija: svako odstupanje od uobicajenog diploidnog (ili haploidnog) broja kromosoma za jedan kromosom ili vise
njih, ali ne za cijelu skupinu ili skupine kromosoma (poliploidija).

Mutageni supstitucije baznih parova: kemikalije koje uzrokuju supstituciju baznih parova u DNK-u.

Kemikalija: tvar ili smjesa.

Ucinkovitost kloniranja: postotak stanica nasadenih pri malenoj gustoéi koje mogu narasti u koloniju koja se moze
prebrojiti.

Klastogen: svaka kemikalija ili proces koji uzrokuju strukturne kromosomske aberacije u populacijama stanica ili
organizama.

Citotoksi¢nost: za testove obuhvalene ovom ispitnom metodom citotoksicnost se definira kao smanjenje relativnog
ukupnog rasta (RTG) za MLA ili relativne stope prezivljavanja (RS) za TK6.

Napredna mutacija: genska mutacija od roditeljskog tipa u mutantni oblik, koja uzrokuje promjenu ili gubitak enzim-
skog djelovanja ili funkcije kodiranog proteina.

Mutageni pomaka okvira ocitavanja (frameshift mutageni): kemikalije koje uzrokuju adiciju ili deleciju jednog baznog
para ili viSe njih u molekuli DNK.

Genotoksicnost: opéi izraz kojim su obuhvalene sve vrste osteenja DNK ili kromosoma ukljuc¢ujuéi lomove DNK,
adukte, premjeStanja, mutacije, aberacije kromosoma i aneuploidiju. Ne dovode sve vrste genotoksi¢nih ucinaka do
mutacija ili trajnog oStecenja kromosoma.

Mitotska rekombinacija: rekombinacija izmedu homolognih kromatida koja moze dovesti do indukcije lomova oba
lanca DNK ili gubitka heterozigotnosti, a do koje dolazi tijekom mitoze.

Mutagen: uzrokuje nasljednu promjenu slijeda (sljedova) parova baza DNK u genima ili strukture kromosoma (kromo-
somske aberacije).

Ucestalost pojave mutanata (MF): broj uoCenih mutiranih stanica podijeljen brojem vijabilnih stanica.

Vrijeme fenotipske ekspresije: vrijeme nakon tretiranja tijekom kojeg se genetske modifikacije fiksiraju unutar genoma i
postojeci genski produkti odstranjuju do te mjere da se mijenja fenotipsko svojstvo.
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Relativna stopa prezivljavanja (RS): relativna stopa preZivljavanja upotrebljava se kao mjera citotoksi¢nosti povezane s
tretiranjem u testu TK6. To je relativna u¢inkovitost kloniranja (CE) stanica koje se nasade odmah nakon 3to ih se tretira,
prilagodeno za moguéi gubitak stanica tijekom tretiranja u odnosu na ucinkovitost kloniranja negativne kontrole.

Relativni rast u suspenziji (RSG): kod testa MLA, relativni ukupni rast ispitivane kulture u suspenziji tijekom dva dana
u usporedbi s ukupnim rastom negativne kontrole/kontrole s otapalom u suspenziji tijekom dva dana (Clive i Spector,
1975.). Relativni rast u suspenziji treba ukljucivati relativni rast ispitivane kulture u usporedbi s negativnom kontrolom|
kontrolom s otapalom tijekom razdoblja tretiranja.

Relativni ukupni rast (RTG): relativni ukupni rast upotrebljava se kao mjera citotoksiCnosti povezane s tretiranjem u
testu MLA. To je mjera relativnog (u odnosu na kontrolu s nosafem) rasta ispitivanih kultura tijekom faza tretiranja,
dvodnevne ekspresije i kloniranja selekcije mutanata u testu. Relativni ukupni rast svake ispitivane kulture mnozi se
relativnom ucinkovitos¢u kloniranja ispitivane kulture u trenutku selekcije mutanata i izraZava se u odnosu na ucinko-
vitost kloniranja negativne kontrole/kontrole s otapalom (Clive i Spector, 1975.).

Frakcije jetre S9: supernatant homogenata jetre centrifugiran na 9 000 g, tj. ekstrakt sirove jetre.

Mjesavina S9: mjesavina frakcije jetre S9 i kofaktora potrebnih za djelovanje metabolickih enzima.

Rast u suspenziji (SG): multiplikacijski faktor povecanja broja stanica tijekom faza tretiranja i ekspresije testa MLA. Kod
kratkog tretiranja (tri ili Cetiri sata) rast u suspenziji racuna se tako da se multiplikacijski faktor poveéanja prvog dana
pomnozi s multiplikacijskim faktorom povecanja drugog dana. Ako se upotrebljava 24-satno tretiranje, rast u suspenziji
racuna se tako da se multiplikacijski faktor povecanja tijekom 24-satnog tretiranja pomnozi multiplikacijskim faktorima
povecanja prvog i drugog dana.

Kontrola s otapalom: op¢i izraz za oznacivanje kontrolnih kultura kojima je dodano jedino otapalo koje je upotrijeb-
lieno za otapanje ispitivane kemikalije.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

Netretirane kontrole: netretirane kontrole kulture su koje nisu ni s ¢im tretirane (tj. ni ispitivanom kemikalijom ni
otapalom), ali se obraduju na isti nacin kao kulture tretirane ispitivanom kemikalijom.
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Dodatak 2.
FORMULE

Citotoksi¢nost

Za obje verzije testa MLA (s agarom i mikrojaZicama)

Citotoksi¢nost se definira kao relativni ukupni rast (RTG), sto ukljucuje relativni rast u suspenziji (RSG) tijekom dvod-
nevnog razdoblja ekspresije i relativau u¢inkovitost kloniranja (RCE) dobivenu u trenutku selekcije mutanata. RTG, RSG i
RCE izrazavaju se kao postotak.

Izrac¢un RSG-a: rast u suspenziji jedan (SG;) stopa je rasta od nultog do prvog dana (koncentracija stanica prvog
danafkoncentracija stanica nultog dana), a rast u suspenziji dva (SG,) stopa je rasta od prvog do drugog dana (koncen-
tracija stanica drugog danafkoncentracija stanica prvog dana). RSG je ukupni SG (SG; x SG,) za tretiranu kulturu u
usporedbi s netretiranom kontrolom/kontrolom s otapalom. To jest: RSG = [SGyesy X SGyest] /[SG1kontrola) X SGakon-
troly]- SG1 treba izraCunati iz pocetne koncentracije stanica koja je upotrijebliena na pocetku tretiranja stanica. Time se
uzima u obzir bilo kakva diferencijalna citotoksi¢nost do koje dolazi u ispitivanim kulturama tijekom tretiranja stanica.

RCE je relativna ucinkovitost kloniranja ispitivane kulture u usporedbi s relativnom ucinkovitos¢u kloniranja netretirane
kontrole/kontrole s otapalom dobivena u trenutku selekcije mutanata.

Relativni ukupni rast (RTG): RTG = RSG x RCE

TK6
Relativna stopa prezivljavanja (RS):

Citotoksi¢nost se procjenjuje relativnom stopom prezivljavanja, tj. uc¢inkovito$¢u kloniranja stanica koje se nasade odmah
nakon tretiranja, prilagodeno za moguéi gubitak stanica tijekom tretiranja u odnosu na ucinkovitost kloniranja u nega-
tivnim kontrolama (kojima se dodjeljuje stopa prezivljavanja od 100 %). Prilagodba za gubitak stanica tijekom tretiranja
moze se izraCunati na sljede¢i nacin:

Broj stanica na kraju tretiranja
Broj stanica na pocetku tretiranja

Prilagodeni CE = CE x

Relativna stopa preZivljavanja za kulturu tretiranu ispitivanom kemikalijom racuna se na sljede¢i nacin:

Prilagodeni CE u tretiranoj kulturi
RS = — - - x 100
Prilagodeni CE u kontroli s otapalom

Ucestalost pojave mutanata za testove MLA i TK6

Utestalost pojave mutanata (MF) u¢inkovitost je kloniranja kolonija mutanata u selektivnom mediju (CE,y), prilagodeno s
obzirom na ucinkovitost kloniranja u neselektivnom mediju u trenutku selekcije mutanata (CEy). Drugim rije¢ima, MF =
CEy/CEy. Izracun tih dviju u¢inkovitosti kloniranja za metode kloniranja s agarom i mikrojaZicama opisan je u nastavku.
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Verzija testa MLA s agarom: u verziji testa MLA s mekim agarom broj kolonija na ploci za selekciju mutanata (Cyy) i
broj kolonija na neprobranoj plo¢i ili plo¢i za ucinkovitost kloniranja (broj vijabilnih stanica) (Cy) dobiva se izravnim
brojanjem klonova. Ako se 600 stanica nasadi na ploce za selekciju mutanata (CEy) za ucinkovitost kloniranja (CE) te na
neproﬁbrane ploce ili ploce za u¢inkovitost kloniranja (broj vijabilnih stanica) (CEy) te se za selekciju mutanata upotrijebi 3
x 10° stanica,

CEy = Gy [ (3 x 10% = (Cy | 3) x 107°

Verzija testova MLA i TK6 s mikrojaZicama: u verziji testa MLA Cy, i Cy utvrduju se kao umnozak ukupnog broja
mikrojazica (TW) i vjerojatnog broja kolonija po jaZici (P) na plo¢ama s mikrojaZicama.

Cu = Py x TWy

CV:PVXTWV

Od nulte tocke Poissonove distribucije (Furth et al, 1981.) P se odreduje kao

P =-ln EW | TW)

Pri tom EW oznacava prazne jazice, a TW ukupne jaZice. Zato je

Kod verzije testa MLA s mikrojaZicama ucestalost pojave mutanata u malim i velikim kolonijama racunat e se na isti
nacin, upotrebom odgovarajuceg broja praznih jazica za male i velike kolonije.

Kod testa TK6 ucestalost pojave mutanata u malim i velikim kolonijama temelji se na mutantima koji se javljaju rano i
onima koji se javljaju kasno.
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B.68. IN VITRO ISPITNA METODA S KRATKIM VREMENOM IZLAGANJA ZA UTVRDIVANJE: i. KEMIKALIJA KOJE
INDUCIRAJU TESKU OZLJEDU OKA I ii. KEMIKALIJA KOJE NIJE POTREBNO RAZVRSTATI S OBZIROM NA
NADRAZIVANJE OKA ILI TESKU OZLJEDU OKA

UvoD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 491 (2017.). In vitro ispitna metoda s kratkim
vremenom izlaganja (STE) jest in vitro metoda koja se mozZe upotrebljavati u odredenim okolnostima i uz specifi¢na
ograniCenja za razvrstavanje i oznacivanje kemikalija (tvari i smjese) koje induciraju tesku ozljedu oka s obzirom na
opasnosti te onih za koje nije potrebno razvrstavanje s obzirom na tesku ozljedu oka ili nadrazivanje oka, kako je
utvrdeno Globalno uskladenim sustavom razvrstavanja i oznacivanja kemikalija (GHS) Ujedinjenih naroda (UN) (1.) i
Uredbom (EZ) br. 1272/2008 o razvrstavanju, oznacivanju i pakiranju tvari i smjesa (CLP) Europske unije (*).

2. Dulji niz godina potencijal opasnosti kemikalija za oko ocjenjivao se prvenstveno upotrebom in vivo ispitivanja na
oku kunica (ispitna metoda B.5. (8.), ekvivalentna Smjernici OECD-a za ispitivanje 405). Opce je prihvacena Cinjenica
da se u doglednoj buducnosti in vivo ispitivanje na oku kunica nee moci potpuno zamijeniti nijednim alternativnim
pojedinacnim in vitro ispitivanjem za predvidanje razli¢itih kemijskih razreda u punom rasponu teskih ozljeda
oka/nadrazivanja oka. Medutim, kao potpuna zamjena za ispitivanje na oku kuniéa mogle bi se primjenjivati strateske
kombinacije alternativnih ispitnih metoda u okviru strategije (viSerazinskog) ispitivanja (2.). Pristup odozgo prema
dolje osmisljen je za ispitivanje kemikalija za koje se na temelju postoje¢ih informacija moze ocekivati da imaju veliki
potencijal za nadrazujuce djelovanje ili da induciraju teske ozljede oka. Nasuprot tome, pristup odozdo prema gore
osmisljen je za ispitivanje kemikalija za koje se na temelju postojecih informacija moze ocekivati da ne izazivaju
dovoljno nadrazivanje oka da bi ih se moralo razvrstati. lako se ispitna metoda STE ne smatra potpunom zamjenom
za in vivo ispitivanje na oku kunia, primjerena je za upotrebu kao dio strategije viSerazinskog ispitivanja za
regulatorno razvrstavanje i oznacivanje, kao $to je pristup odozgo prema dolje/odozdo prema gore, kako bi se
bez daljnjeg ispitivanja utvrdile: i. kemikalije koje induciraju tesku ozljedu oka (kategorija 1. sustava UN GHS/CLP-a) i
ii. kemikalije (pri ¢emu se iskljucuju vrlo hlapljive tvari i sve kemikalije u krutom stanju osim povrsinski aktivnih
tvari) koje nije potrebno razvrstati u pogledu nadrazivanja ili teske ozljede oka (bez kategorije prema sustavu UN
GHS/CLP-u) (1. i 2.). Medutim, kemikalija za koju se ispitnom metodom STE ne predvidi ni da inducira tesku ozljedu
oka (kategorija 1. sustava UN GHS/CLP-a) ni da je bez kategorije prema sustavu UN GHS/CLP-u (ne inducira ni teske
ozljede oka ni nadraZivanje oka) morala bi se dodatno ispitati kako bi se utvrdilo konacno razvrstavanje. Nadalje,
prije primjene ispitne metode STE u okviru pristupa odozdo prema gore u skladu s drugim shemama razvrstavanja
osim sustava UN GHS/CLP-a trebalo bi se savjetovati s odgovaraju¢im regulatornim tijelima. Odabir najprimjerenije
ispitne metode i upotrebu te ispitne metode treba razmotriti u kontekstu Smjernica OECD-a o integriranim pristu-
pima ispitivanju i procjeni za teske ozljede oka i nadrazivanje oka (14.).

3. Svrha je ove ispitne metode opisati postupke koji se primjenjuju za ocjenjivanje potencijala opasnosti ispitivane
kemikalije za oko na temelju njezine sposobnosti induciranja citotoksi¢nosti u ispitnoj metodi s kratkim vremenom
izlaganja. Citotoksi¢ni ucinak kemikalija na epitelne stanice roZnice vazan je nacin djelovanja (MOA) koji dovodi do
osteCenja epitela roznice i nadrazivanja oka. Vijabilnost stanica u ispitnoj metodi STE procjenjuje se kvantitativnim
mjerenjem nakon §to se iz stanica ekstrahira sol plavog formazana koju proizvode Zive stanice enzimskom konver-
zijom vitalne boje MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid), poznate i kao tiazolil plavo tetra-
zolijev bromid (3.). Dobivena vijabilnost stanica usporeduje se s kontrolom s otapalom (relativna vijabilnost) i
upotrebljava za procjenu potencijala opasnosti ispitivane kemikalije za oko. Ispitivana kemikalija razvrstava se u
kategoriju 1. sustava UN GHS-a/CLP-a ako i koncentracija od 5 % i 0,05 % rezultiraju vijabilnos¢u stanica od 70 % ili
manjom (<). Nasuprot tome, predvida se da je kemikalija bez kategorije prema sustavu UN GHS/CLP-u ako i
koncentracija od 5% i 0,05 % rezultiraju vijabilno$¢u stanica vecom od (>) 70 %.

4. U ovoj se ispitnoj metodi izraz ,ispitivana kemikalija” upotrebljava za oznacivanje onoga 3to se ispituje te se ne
odnosi na primjenjivost ispitne metode STE za ispitivanje tvari ifili smjesa. Definicije su navedene u Dodatku.

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA

5. Ova se ispitna metoda temelji na protokolu koji je razvilo drustvo Kao Corporation (4.) i koji je bio predmet dviju
razlicitih validacijskih studija: jednu je proveo Validacijski odbor JSAAE-a (Japansko drustvo za alternative pokusima

(!) Uredba (EZ) br. 1272/2008 Europskog parlamenta i Vijeca od 16. prosinca 2008. o razvrstavanju, oznacivanju i pakiranju tvari i
smjesa, o izmjeni i stavljanju izvan snage Direktive 67/548/EEZ i Direktive 1999/45/EZ i o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1907/2006,
SLL 353(1, 31.12.2008.
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na Zivotinjama) (5.), a drugu JaCVAM (Japanski centar za validaciju alternativnih metoda) (6.). Stru¢nu reviziju proveo
je NICEATM/ICCVAM na temelju izvjeséa validacijskih studija i osnovnih dokumenata za preispitivanje o ispitnoj
metodi (7).

6. Kada su se upotrijebili za utvrdivanje kemikalija (tvari i smjesa) koje induciraju teske ozljede oka (kategorija 1. prema
sustavu UN GHS/CLP-u (1.), podaci dobiveni upotrebom ispitne metode STE na 125 kemikalija (koje uklju¢uju i tvari
i smjese) pokazali su ukupnu to¢nost od 83 % (104/125), udio lazno pozitivnih rezultata od 1 % (1/86) i udio lazno
negativnih rezultata od 51 % (20/39) u usporedbi s in vivo ispitivanjem na oku kunia (7.). Dobiveni udio lazno
negativnih rezultata nije presudan u ovom kontekstu jer bi se sve ispitivane kemikalije koje induciraju vijabilnost
stanica < 70 % pri koncentraciji od 5% i > 70 % pri koncentraciji od 0,05 % kasnije ispitale drugim primjereno
validiranim in vitro ispitnim metodama ili, kao posljednja opcija, in vivo ispitivanjem na oku kuniéa, ovisno o
regulatornim zahtjevima i u skladu sa strategijom sekvencijskog ispitivanja i pristupima snage dokaza koji se sada
preporucuju (1. i 8.). Uglavnom su ispitane tvari s jednim sastojkom, iako postoji ogranicena koli¢ina podataka i o
ispitivanju smjesa. Unato¢ tomu ova je ispitna metoda tehnicki primjenjiva i za ispitivanje tvari s viSe sastojaka i
smjesa. Medutim, prije nego 3to se ova ispitna metoda primijeni na smjesi radi dobivanja podataka za predvidenu
regulatornu svrhu, potrebno je razmotriti mogu li se njome dobiti primjereni rezultati za tu svrhu te ako mogu,
za$to. Ta razmatranja nisu potrebna ako postoji regulatorni zahtjev za ispitivanje smjese. Kod ispitne metode STE
nisu uoceni nikakvi drugi specifiéni nedostaci kada se upotrebljava za utvrdivanje ispitivanih kemikalija kao kemi-
kalija iz kategorije 1. sustava UN GHS/CLP-a. Istraziva¢i bi mogli razmotriti primjenu ove ispitne metode na
ispitivanim kemikalijama, pri ¢emu bi vijabilnost stanica <70 % pri koncentracijama od 5% i 0,05 % trebalo
prihvatiti kao pokazatelj odgovora da kemikalija inducira tesku ozljedu oka i da bi je bez daljnjeg ispitivanja
trebalo razvrstati u kategoriju 1. sustava UN GHS/CLP-a.

7. Kada su se upotrijebili za utvrdivanje kemikalija (tvari i smjesa) koje nije potrebno razvrstati u pogledu nadrazivanja i
teske ozljede oka (tj. bez kategorije prema sustavu UN GHS/CLP-u), podaci dobiveni upotrebom ispitne metode STE
na 130 kemikalija (koje ukljucuju i tvari i smjese) pokazali su ukupnu tocnost od 85 % (110/130), udio lazno
pozitivnih rezultata od 12 % (9/73) i udio laZzno negativnih rezultata od 19 % (11/57) u usporedbi s in vivo
ispitivanjem na oku kunica (7.). Ako se iz skupa podataka iskljuc¢e vrlo hlapljive tvari i krute tvari osim povrsinski
aktivnih tvari, ukupna to¢nost poboljsava se na 90 % (92/102), udio lazno negativnih rezultata na 2 % (1/54), a udio
lazno pozitivnih rezultata na 19 % (9/48) (7.). Kao posljedica, potencijalni nedostaci ispitne metode STE, kada se
upotrebljava za utvrdivanje ispitivanih kemikalija za koje nije potrebno razvrstavanje u pogledu nadrazivanja i teskih
ozljeda oka (bez kategorije prema sustavu UN GHS/CLP-u), uklju¢uju visok udio lazno negativnih rezultata za: i. vrlo
hlapljive tvari s tlakom pare ve¢im od 6 kPa i ii. kemikalije u krutom stanju (tvari i smjese) osim povrsinski aktivnih
tvari i smjesa koje se sastoje samo od povrSinski aktivnih tvari. Te kemikalije iskljucene su iz podru¢ja primjene
ispitne metode STE (7.).

8. Uz kemikalije navedene u stavcima 6. i 7., skup podataka dobiven ispitnom metodom STE sadrzava i interne podatke
0 40 smjesa, koji su nakon §to ih se usporedilo s in vivo Draizeovim ispitivanjem na oku pokazali to¢nost od 88 %
(35/40), udio lazno pozitivnih rezultata od 50 % (5/10) i udio lazno negativnih rezultata od 0 % (0/30) u pogledu
smjesa za koje nije potrebno razvrstavanje na temelju sustava razvrstavanja UN GHS/CLP-a (9.). Ispitna metoda STE
stoga se moZe primjenjivati za utvrdivanje smjesa bez kategorije prema sustavu UN GHS/CLP-u u pristupu odozdo
prema gore, uz iznimku smjesa u krutom stanju osim onih koje se sastoje samo od povrsinski aktivnih tvari, kao
prosirenje njezina ogranicenja na tvari u krutom stanju. Nadalje, smjese koje sadrzavaju tvari s tlakom pare ve¢im od
6 kPa treba oprezno ocijeniti kako bi se izbjegla moguca preblaga predvidanja i treba ih ocijeniti na pojedina¢noj
0SNoVi.

9. Ispitna metoda STE ne moZe se upotrebljavati za utvrdivanje ispitivanih kemikalija kao kemikalija iz kategorije 2.
prema sustavu UN GHS/CLP-u ili kategorije 2.A (nadraZivanje oka) ili 2.B (blago nadraZivanje oka) prema sustavu UN
GHS zbog znatnog broja kemikalija iz kategorije 1. prema GHS-u UN-a koje se preblago predvidaju kao kemikalije iz
kategorije 2., 2.A ili 2.B te kemikalija bez kategorije prema sustavu UN GHS/CLP-u koje se prestrogo predvidaju kao
kemikalije iz kategorije 2., 2.A ili 2.B (7). U tu svrhu mozZe biti potrebno daljnje ispitivanje drugom prikladnom
metodom.
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10. Ispitna metoda STE primjerena je za ispitivane kemikalije koje se otapaju ili ravnomjerno suspendiraju najmanje pet
minuta u fizioloskoj otopini, 5-postotnom dimetilsulfoksidu (DMSO) u fizioloskoj otopini ili u mineralnom ulju.
Ispitna metoda STE nije primjerena za ispitivane kemikalije koje nisu topljive ili se ne mogu ravnomjerno suspen-
dirati najmanje pet minuta u fizioloskoj otopini, 5-postotnom dimetilsulfoksidu (DMSO) u fizioloskoj otopini ili u
mineralnom ulju. Upotreba mineralnog ulja u ispitnoj metodi STE moguca je zbog kratkotrajnog izlaganja. Stoga je
ispitna metoda STE primjerena za predvidanje potencijala opasnosti ispitivanih kemikalija netopivih u vodi za oko
(npr. dugolancani masni alkoholi ili ketoni) pod uvjetom da se mogu mijesati u najmanje jednom od tri prethodno
predlozena otapala (4).

11. U ovoj se ispitnoj metodi izraz ,ispitivana kemikalija” upotrebljava za oznacivanje onoga $to se ispituje (1) te se ne
odnosi na primjenjivost ispitne metode STE za ispitivanje tvari ifili smjesa.

NACELO ISPITIVANJA

12. Ispitna metoda STE in vitro je test koji se temelji na citotoksi¢nosti, a provodi se na konfluentnom monosloju stanica
roznice kunica Statens Serum Instituta (SIRC), koje se uzgajaju na polikarbonatnoj mikroploci s 96 jazica (4.). Nakon
petominutnog izlaganja ispitivanoj kemikaliji citotoksi¢nost se kvantitativno mjeri kao relativna vijabilnost stanica
SIRC upotrebom MTT testa (4.). Smanjena vijabilnost stanica upotrebljava se za predvidanje potencijalnih $tetnih
udinaka koji dovode do ostecenja oka.

13. Navedeno je da se 80 % otopine koja se nakapa u oko kunica izlu¢i preko konjunktivalne vrecice u roku od tri do
cetiri minute, dok se vise od 80 % otopine koja se nakapa u ljudsko oko izlu¢i u roku od jedne do dvije minute (10.).
Ispitnom metodom STE pokusavaju se uskladiti ta vremena izlaganja te se citotoksi¢nost upotrebljava kao krajnja
tocka za procjenu razmjera osteCenja stanica SIRC nakon petominutnog izlaganja ispitivanoj kemikaliji.

DOKAZIVANJE OSPOSOBLJENOSTI

14. Prije rutinske upotrebe ispitne metode STE opisane u ovoj ispitnoj metodi laboratoriji bi trebali dokazati tehni¢ku
osposobljenost to¢nim utvrdivanjem kategorije jedanaest tvari koje su preporucene u tablici 1. Te su tvari odabrane
kako bi predstavljale cijeli raspon odgovora za ozbiljnu ozljedu oka ili nadrazivanje oka na temelju rezultata in vivo
ispitivanja na oku kuni¢a (Smjernica za ispitivanje 405) i sustava razvrstavanja UN GHS/CLP-a (1.). Medu ostalim su
kriterijima za odabir: tvari bi trebale biti komercijalno dostupne, trebali bi biti dostupni visokokvalitetni in vivo
referentni podaci i trebali bi biti dostupni visokokvalitetni in vitro podaci iz ispitne metode STE (3.). U slu¢ajevima u
kojima nije dostupna navedena tvar ili ako je to opravdano moze se upotrijebiti druga tvar za koju su dostupni
primjereni referentni in vivo i in vitro podaci pod uvjetom da se primjenjuju isti kriteriji kao ovdje opisani kriteriji.

Tablica 1.

Popis tvari koje sluZe za dokazivanje osposobljenosti

In vivo kat. Otaalo u | STE kat. sustava
Tvar CAS br. Kemijski razred (') | Agregatno stanje | sustava UN GHS testﬁ STE UN GHS ili
ili CLP-a () CLP-a
Benzalkonijev 8001-54-5 Onijev spoj Tekuce Kategorija 1. | Fizioloska | Kategorija 1.
klorid (10 %, otopina
vodena otopina)

(") U lipnju 2013. na zajednickom sastanku dogovoreno je da bi u novim i aZuriranim ispitnim metodama sada trebalo dosljednije
upotrebljavati termin ,ispitivana kemikalija” kojim se opisuje ono $to se ispituje kada je to moguce.
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In vivo kat. Otapalo u | STE kat. sustava
Tvar CAS br. Kemijski razred (') | Agregatno stanje | sustava UN GHS . tp STE UN GHS ili
ili CLP-a () estu CLP-a
Triton X-100 | 9002-93-1 Eter Tekuce Kategorija 1. | Fizioloska | Kategorija 1.
(100 %) otopina
Kiselo crvena 92 18472-87-2 | Heterociklicki Kruto Kategorija 1. | Fizioloska | Kategorija 1.
Spoj; Spoj otopina
broma; spoj
klora
Natrijev hidroksid 1310-73-2 | LuZina; anor- Kruto Kategorija Fizioloska | Kategorija 1.
ganska kemi- 1. (%) otopina
kalija
Butirolakton 96-48-0 Lakton; hete- Tekuce Kategorija 2.A | Fizioloska Predvidanje
rociklicki spoj (kategorija 2. otopina nije moguce
prema CLP-u)
1-oktanol 111-87-5 Alkohol Tekude Kategorija Mineralno Predvidanje
2.AB (% ulje nije moguce
(kategorija 2.
prema CLP-u)
Ciklopentanol 96-41-3 Alkohol; uglji- Tekuce Kategorija Fizioloska Predvidanje
kovodik, cikli- 2.A[B (%) otopina nije moguce
¢ki (kategorija 2.
prema CLP-u)
2-etoksietilacetat 111-15-9 Alkohol; eter Tekuce Bez kategorije | Fizioloska | Bez kategorije
otopina
Dodekan 112-40-3 Ugljikovodik, Tekuée Bez kategorije | Mineralno | Bez kategorije
aciklicki ulje
Metil-izobutil-keton | 108-10-1 Keton Tekude Bez kategorije | Mineralno | Bez kategorije

ulje
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In vivo kat. Otapalo u | STE kat. sustava
Tvar CAS br. Kemijski razred (') | Agregatno stanje | sustava UN GHS testﬁ STE UN GHS ili
ili CLP-a (?) CLP-a
1,1-dimetilgvanidin 598-65-2 Amidin; spoj Kruto Bez kategorije | Fizioloska | Bez kategorije
sulfat sumpora otopina

(") Kemijski razredi dodijeljeni su upotrebom informacija iz prethodnih publikacija NICEATM-a, a ako one nisu dostupne,
upotrebom oznaka medicinskog nazivlja americke Nacionalne medicinske knjiznice (MeSH®) (putem baze podataka ChemlID-
plus® (Nacionalna medicinska knjiznica), dostupno na http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/) i NICEATM-ovih odredenja
strukture.

() Na temelju rezultata in vivo ispitivanja na oku kunica (Smjernica OECD-a za ispitivanje 405) i uz primjenu sustava UN GHS/CLP-a
(1).

(}) Razvrstavanje u kategoriju 1. temelji se na potencijalu 100-postotnog natrijeva hidroksida da nagrize koZzu (naveden kao
kemikalija za dokazivanje osposobljenosti s potencijalom nagrizanja koZe u Smjernici OECD-a za ispitivanje 435) i kriteriju
za kategoriju 1. sustava UN GHS/CLP-a (1.).

() Razvrstavanje u kategoriju 2.A ili 2.B ovisi o tumacenju kriterija sustava UN GHS za razlikovanje tih dviju kategorija, odnosno je
li za razvrstavanje u kategoriju 2.A potrebno da dvije od Sest Zivotinja ili Cetiri od Sest Zivotinja imaju ucinke sedmog dana. In
vivo skup podataka ukljucivao je dvije studije s tri Zivotinje u svakoj. U jednoj studiji dvije od tri Zivotinje sedmog su dana
pokazale ucinke koji zahtijevaju razvrstavanje u kategoriju 2.A (11.), dok su u drugoj studiji sve krajnje tocke kod sve tri Zivotinje
ponovno imale vrijednost nula do sedmog dana, $to zahtijeva razvrstavanje u kategoriju 2.B (12.).

(’) Razvrstavanje u kategoriju 2.A ili 2.B ovisi o tumacenju kriterija sustava UN GHS za razlikovanje tih dviju kategorija, odnosno je
li za razvrstavanje u kategoriju 2.A potrebno da jedna od tri Zivotinje ili dvije od tri Zivotinje imaju u¢inke sedmog dana. In vivo
istrazivanje ukljucivalo je tri Zivotinje. Osim zamudcenja roznice i crvenila konjunktive kod jedne Zivotinje sve su krajnje tocke
ponovno imale vrijednost nula do sedmog dana ili ranije. Jedna Zivotinja koja se nije potpuno oporavila do sedmog dana imala je
vrijednost zamudenja roznice 1 i crvenila konjunktive 1 (sedmog dana), a potpuno se oporavila 14. dana (11.).

Kratice: CAS br. = registarski broj Sluzbe za podatke o kemijskim tvarima

POSTUPAK
Priprema stani¢nog monosloja

15. Za provodenje ispitne metode STE treba upotrebljavati SIRC, stani¢nu liniju roznice kunica. Preporucuje se da se
stanice SIRC nabave iz kompetentne banke stanica kao 3to je American Type Culture Collection CCL60.

16. Stanice SIRC uzgajaju se na 37 °C s 5% CO, i u vlaznim atmosferskim uvjetima u tikvici s kulturom koja sadrzava
medij za uzgoj kulture koji se sastoji od Eagleova minimalnog esencijalnog medija (MEM) obogacenog s 10 %
fetalnog govedeg seruma (FBS), 2 mM L-glutamina, 50-100 jedinica/ml penicilina i 50-100 pg/ml streptomicina.
Stanice koje su postale konfluentne u tikvici s kulturom treba izdvojiti upotrebom otopine tripsin etilendiaminte-
traoctene kiseline, uz upotrebu pribora za struganje stanica ili bez njega. Stanice se razmnozavaju (npr. od dvije do
tri pasaze) u tikvici s kulturom prije nego $to se upotrijebe za rutinsko ispitivanje te se od odmrzavanja trebaju
pasaZirati najviSe 25 puta.

17. Stanice koje su spremne za upotrebu u testu STE zatim se pripremaju u odgovarajucoj gustodi te se nasaduju u ploce
s 96 jazica. Preporucuje se gustoca nasadivanja stanica od 6,0 x 10° stanica po jazici ako se stanice upotrebljavaju
Cetiri dana nakon nasadivanja ili 3,0 x 10° stanica po jaZici ako se stanice upotrebljavaju pet dana nakon nasadivanja,
pri volumenu kulture od 200 pl. Stanice koje se upotrebljavaju za test STE i koje se nasade u medij za uzgoj kulture
pri odgovarajucoj gustoci dosegnut ¢e konfluenciju od vise od 80 % u vrijeme ispitivanja, tj. Cetiri ili pet dana nakon
nasadivanja.
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Primjena ispitivanih kemikalija i kontrolnih tvari

18. Fizioloska otopina prvi je odabir za otapalo za otapanje ili suspendiranje ispitivanih kemikalija. Ako ispitivana
kemikalija pokazuje slabu topljivost ili se u najmanje pet minuta ne moZe ravnomjerno otopiti ili suspendirati u
fizioloskoj otopini, kao drugi izbor za otapalo upotrebljava se 5-postotni DMSO (CAS br. 67-68-5) u fizioloskoj
otopini. Kod ispitivanih kemikalija koje se u najmanje pet minuta ne mogu ravnomjerno otopiti ili suspendirati u
fizioloskoj otopini ili 5-postotnom DMSO-u u fizioloskoj otopini, kao tre¢i izbor za otapalo upotrebljava se
mineralno ulje (CAS br. 8042-47-5) u fizioloskoj otopini.

19. Ispitivane kemikalije ravnomjerno se otapaju ili suspendiraju u odabranom otapalu pri koncentraciji od 5 % (w|w) i
dodatno razrjeduju serijskim deseterostrukim razrjedivanjem do koncentracije od 0,5 % i 0,05 %. Svaka se kemikalija
mora ispitati i pri koncentraciji od 5 % i 0,05 %. Stanice koje se uzgajaju na ploci s 96 jazica izlazu se dozi od 200
l/jazica otopine (ili suspenzije) ispitivane kemikalije u koncentraciji od 5 % ili 0,05 % na pet minuta na sobnoj
temperaturi. Ispitivane kemikalije (tvari s jednim sastojkom ili tvari s viSe sastojaka ili smjese) smatraju se Cistim
tvarima i razrjeduju se ili suspendiraju u skladu s metodom, neovisno o njihovoj ¢istodi.

20. Medij za uzgoj kulture opisan u stavku 16. upotrebljava se kao kontrola s medijem na svakoj ploci svakog
ponavljanja. Nadalje, stanice se izlazu i uzorcima kontrole s otapalom na svakoj plo¢i svakog ponavljanja. Za
otapala navedena u stavku 18. potvrdeno je da ne utje¢u Stetno na vijabilnost stanica SIRC.

21. Kod ispitne metode STE kao pozitivna kontrola na svakoj plo¢i svakog ponavljanja upotrebljava se 0,01-postotni
natrijev lauril sulfat (SLS) u fizioloskoj otopini. Kako bi se izracunala vijabilnost stanica pozitivne kontrole, svaka
ploca svakog ponavljanja mora uklju¢ivati i fiziolosku otopinu kao kontrolu s otapalom.

22. Slijepa proba potrebna je kako bi se utvrdila kompenzacija za opticku gustocu i treba je provesti u jazicama koje
sadrzavaju samo fiziolosku otopinu puferiranu fosfatnim puferom, ali ne kalcij i magnezij (PBS-) ni stanice.

23. Svaki uzorak (ispitivana kemikalija pri koncentraciji od 5% i 0,05 %, kontrola s medijem, kontrola s otapalom i
pozitivna kontrola) treba ispitati triput za svako ponavljanje izlaganjem stanica dozi od 200 pl odgovarajuce
ispitivane ili kontrolne kemikalije na pet minuta na sobnoj temperaturi.

24. Referentne tvari korisne su za ocjenjivanje potencijala za nadrazujule djelovanje na o¢i nepoznatih kemikalija iz
specificnog kemijskog razreda ili razreda proizvoda ili za ocjenjivanje relativnog potencijala za nadraZzujuce djelovanje
tvari koja nadraZuje o¢i unutar specificnog raspona odgovora na nadrazujucu tvar.

Mjerenje vijabilnosti stanica

25. Stanice se nakon izlaganja ispiru s 200 pl PBS-a i dodaje im se 200 pl otopine MTT-a (0,5 mg MTT/ml medija za
uzgoj kulture). Nakon dvosatnog vremena reakcije u inkubatoru (37 °C, 5 % CO,), otopina MTT-a pretace se, MTT
formazan ekstrahira se tako da se doda 200 pl 0,04 N klorovodi¢ne kiseline i izopropanola tijekom 60 minuta u
mraku na sobnoj temperaturi te se apsorbancija otopine MTT formazana mjeri pri 570 nm upotrebom citaca ploca.
Ispitivane kemikalije utjeu na MTT test (bojilima ili tvarima koje neposredno reduciraju MTT) samo ako se u
ispitnom sustavu zadrzava znatna koli¢ina ispitivane kemikalije nakon ispiranja koje se obavlja nakon izlaganja, a
to je slucaj kod 3D tkiva rekonstruirane ljudske roZnice ili rekonstruirane ljudske epiderme, ali nije relevantno za 2D
stani¢ne kulture koje se upotrebljavaju za ispitnu metodu STE.
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Tumacenje rezultata i model predvidanja

26. Vrijednosti opticke gustoce (OD) za svaku ispitivanu kemikaliju zatim se upotrebljavaju za izracun vijabilnosti stanica
u odnosu na kontrolu s otapalom, koja je odredena kao 100 %. Relativna vijabilnost stanica izrazava se kao postotak
i dobiva se tako da se opticka gustoca ispitivane kemikalije podijeli optickom gustoom kontrole s otapalom nakon
§to se od obiju vrijednosti oduzme opticka gustoca slijepe probe.

(OD sygispit.kemikalije) — (OD soslijepe probe)

Vijab.stanica(%) =
yab.stanica(%) (OD s7okontr.s otapalom) — (OD s;slijepe probe)

100

Sliéno tome, relativna vijabilnost stanica kod svake kontrole s otapalom izrazava se kao postotak i dobiva se tako da
se opticka gustoca svake kontrole s otapalom podijeli optickom gustocom kontrole s medijem nakon $to se od obiju
vrijednosti oduzme opticka gustoca slijepe probe.

27. Treba provesti tri neovisna ponavljanja s po tri jazice s ponavljanjem (tj. n = 9). Aritmeticka sredina triju jazica za
svaku ispitivanu kemikaliju i kontrolu s otapalom u svakom neovisnom ponavljanju upotrebljava se za izra¢un
aritmeticke sredine relativne vijabilnosti stanica. Konacna aritmeticka sredina vijabilnosti stanica racuna se iz tri
neovisna ponavljanja.

28. Grani¢ne vrijednosti vijabilnosti stanica za utvrdivanje ispitivanih kemikalija koje induciraju tesku ozljedu oka
(kategorija 1. sustava UN GHS/CLP-a) i ispitivanih kemikalija koje nije potrebno razvrstati s obzirom na nadrazivanje
oka ili tesku ozljedu oka (bez kategorije prema sustavu UN GHS/CLP-u) navedene su u nastavku.

Tablica 2.
Model predvidanja ispitne metode STE

Vijabilnost stanica
Razvrstavanje prema sustavu Primieniivost
GHS UN-a ili CLP-u Jenjivos
Pri 5% Pri 0,05 %
>70% >70% Bez kategorije Tvari i smjese uz iznimku: i. vrlo
hlapljivih tvari s tlakom pare veéim
od 6 kPa (1); i ii. kemikalija u
krutom stanju (tvari i smjese) osim
povrsinski aktivnih tvari i smjesa
koje se sastoje samo od povrsinski
aktivnih tvari
<70% >70% Predvidanje nije mogude Nije primjenjivo
<70 % <70% Kategorija 1. Tvari i smjese (?)

(") Smjese koje sadrzavaju tvari s tlakom pare vedim od 6 kPa treba oprezno ocijeniti kako bi se izbjegla moguca preblaga
predvidanja i treba ih ocijeniti na pojedina¢noj osnovi.

() Na temelju rezultata dobivenih uglavnom s tvarima s jednim sastojkom, iako postoji i ograni¢ena koli¢ina podataka o
ispitivanju smjesa. Unato¢ tomu ova je ispitna metoda tehnicki primjenjiva i za ispitivanje tvari s viSe sastojaka i smjesa.
Prije nego $to se ova ispitna metoda primijeni na smjesi radi dobivanja podataka za predvidenu regulatornu svrhu, potrebno je
razmotriti mogu li se njome dobiti primjereni rezultati za tu svrhu te ako mogu, zasto. Ta razmatranja nisu potrebna ako
postoji regulatorni zahtjev za ispitivanje smjese.

Kriteriji prihvatljivosti

29. Rezultati ispitivanja ocjenjuju se kao prihvatljivi ako su ispunjeni svi sljedeéi kriteriji:

a) opticka gustoca kontrole s medijem (izloZene mediju za uzgoj kulture) treba biti 0,3 ili veca nakon §to se oduzme
opticka gustoca slijepe probe;
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b) vijabilnost kontrole s otapalom treba biti 80 % ili ve¢a u odnosu na kontrolu s medijem. Ako se u svakom
ponavljanju upotrebljava vise kontrola s otapalom, svaka kontrola treba pokazivati vijabilnost stanica ve¢u od
80 % kako bi se razvrstale ispitivane kemikalije koje se ispituju tim otapalima;

c) vijabilnost stanica koja se dobije s pozitivnom kontrolom (0,01 % SLS) treba biti u okviru dvije standardne
devijacije prijasnje srednje vrijednosti. Gornju i donju granicu prihvatljivosti za pozitivou kontrolu treba cesto
aZurirati, tj. svaka tri mjeseca ili svaki put kada se provodi prihvatljivi test u laboratorijima u kojima se testovi ne
provode Cesto (tj. rjede od jednom mjesecno). Ako laboratorij ne provede dovoljan broj pokusa kako bi se utvrdila
statisticki pouzdana distribucija pozitivnih kontrola, prihvatljiva je upotreba gornje i donje granice prihvatljivosti
koju je utvrdio subjekt koji je razvio metodu, tj. od 21,1 % do 62,3 % prema prijasnjim podacima laboratorija,
dok se interna distribucija izraduje tijekom prvih rutinskih testova;

&

standardna devijacija konacne vijabilnosti stanica koja se dobije iz tri neovisna ponavljanja treba biti manja od
15 % i kod koncentracije od 5% i od 0,05 % ispitivane kemikalije.

Ako nije ispunjen jedan ili viSe od tih kriterija, rezultate treba odbaciti i treba provesti jo§ tri neovisna ponavljanja.

PODACI I IZVJESCIVANJE
Podaci

30. Treba navesti podatke za svaku pojedinacnu jazicu (npr. vrijednosti vijabilnosti stanica) svakog ponavljanja te ukupnu
srednju vrijednost, standardnu devijaciju i razvrstavanje.

Izvjesce o ispitivanju

31. Izvjesce o ispitivanju trebalo bi sadrZavati sljedeCe informacije:

Ispitivana kemikalija i kontrolne tvari

— tvar s jednim sastojkom: kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv(i), CAS registracijski
broj(evi), SMILES ili InChl oznaka, strukturna formula ifili druge identifikacijske oznake,

— tvar s viSe sastojaka, UVCB tvar i smjesa: opisane koliko god je to moguce npr. kemijskim identitetom (vidjeti
gore), Cistocom, koli¢inskom zastupljenodcu i relevantnim fizikalno-kemijskim svojstvima sastojaka (vidjeti gore),
u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

— agregatno stanje, hlapljivost, pH-vrijednost, LogP, molekularna masa, kemijski razred i dodatna relevantna fizi-
kalno-kemijska svojstva relevantna za provedbu studije, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

— distoca, kemijski identitet necistoda prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.,

— obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

— uvjeti skladiStenja i stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni.

Uvjeti i postupci ispitne metode

— naziv i adresa narucitelja, ustanove koja provodi ispitivanje i voditelja istraZivanja,

— opis upotrijebljene ispitne metode,
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— upotrijebljena stani¢na linija, njezin izvor, broj pasaze i konfluencija stanica koje se koriste za ispitivanje,

— pojedinosti o primijenjenom ispitnom postupku,

— broj primijenjenih ponavljanja i ponovljenih uzoraka,

koncentracije ispitivane kemikalije (ako je drukéije od preporucenog),

obrazloZenje za odabir otapala za svaku ispitivanu kemikaliju,

trajanje izlaganja ispitivanoj kemikaliji (ako je drukeije od preporucenog),

opis svih izmjena ispitnog postupka,

opis primijenjenih kriterija ocjenjivanja i odlucivanja,

upudivanje na prijasnju srednju vrijednost pozitivne kontrole i standardno odstupanje,

— dokazivanje osposobljenosti laboratorija za izvodenje ispitne metode (npr. ispitivanjem tvari koje sluze za

dokazivanje osposobljenosti) ili dokazivanje obnovljive primjene ispitne metode tijekom vremena.

Rezultati

za svaku ispitivanu kemikaliju i kontrolnu tvar te svaku ispitanu koncentraciju treba navesti tabli¢ni prikaz za
pojedinacne vrijednosti opticke gustoée po jaZici ponovljenog uzorka, aritmeticke srednje vrijednosti opticke
gustoce za svako neovisno ponavljanje, postotak vijabilnosti stanica za svako neovisno ponavljanje i kona¢nu
aritmeticku sredinu postotka vijabilnosti stanica i standardnu devijaciju u tri ponavljanja,

rezultati za kontrolu s medijem, kontrolu s otapalom i pozitivnu kontrolu kojima se dokazuju odgovarajudi
kriteriji prihvatljivosti istrazivanja,

opis drugih uocenih ucinaka,

ukupno utvrdeno razvrstavanje, s upuéivanjem na primijenjeni model predvidanja/kriterije odlucivanja.

Rasprava o rezultatima
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Dodatak

DEFINICIJE

Toénost: stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitne metode i prihvacenih referentnih vrijednosti. Ona je mjerilo
ucinkovitosti ispitne metode i jedan od aspekata relevantnosti. Pojam je ¢esto medusobno zamjenjiv s pojmom ,podu-
darnost” u smislu udjela to¢nih ishoda ispitne metode (13.).

Referentna tvar: tvar koja se primjenjuje kao standard za usporedbu s ispitivanom kemikalijom. Referentna tvar trebala
bi imati sljedeca svojstva: i. podrijetlo iz dosljednih i pouzdanih izvora; ii. strukturnu i funkcionalnu sli¢nost s razredom
tvari koje se ispituju; iii. poznata fizikalna/kemijska svojstva; iv. podatke kojima se dokazuju poznati uéinci i v. poznatu
snagu u rasponu Zeljenog odgovora.

Pristup odozdo prema gore: stupnjeviti pristup koji se primjenjuje za ispitivanu kemikaliju u pogledu koje postoji
sumnja da joj nije potrebno razvrstavanje s obzirom na nadraZivanje oka ili teSku ozljedu oka, a koji pocinje utvr-
divanjem kemikalija za koje nije potrebno razvrstavanje (negativan ishod) u odnosu na druge kemikalije (pozitivan ishod).

Kemikalija: tvar ili smjesa.

NadraZivanje oka: promjena na oku nastala kao rezultat primjene ispitivane kemikalije na prednju povrsinu oka, koja je
potpuno reverzibilna u roku od 21 dana nakon primjene. Pojam je medusobno zamjenjiv s pojmovima ,reverzibilni
ucinci na oko” i ,kategorija 2. sustava UN GHS/CLP-a".

Udio lazno negativnih rezultata: udio svih pozitivnih kemikalija koje su ispitnom metodom pogresno identificirane kao
negativne. Jedan je od pokazatelja uspjesnosti ispitne metode.

Stopa lazno pozitivnih rezultata: udio svih negativnih kemikalija koje su ispitnom metodom pogresno identificirane
kao pozitivne. Jedan je od pokazatelja uspjesnosti ispitne metode.

Opasnost: inherentno svojstvo nekog agensa ili stanje koje moze uzrokovati Stetne ucinke kada su organizam, sustav ili
(sub)populacija izloZeni tom agensu.

Kontrola s medijem: netretirani ponovljeni uzorak koji sadrzava sve sastavnice ispitnog sustava. Taj se uzorak obraduje s
uzorcima tretiranima ispitivanom kemikalijom i drugim kontrolnim uzorcima kako bi se utvrdilo je li otapalo u interakciji
s ispitnim sustavom.

Smjesa: smjesa ili otopina koja se sastoji od dviju ili viSe tvari.

Tvar s jednim sastojkom: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je jedan glavni sastojak prisutan u koncentraciji
od najmanje 80 % (w/w).

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolijev bromid; tiazolil plavo tetrazolijev bromid.
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Tvar s viSe sastojaka: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je vise od jednog glavnog sastojka prisutno u
koncentraciji od 10 % (w/w) ili ve¢oj te manjoj od 80 % (w/w). Tvar s viSe sastojaka rezultat je procesa proizvodnje.
Smjesa i tvar s viSe sastojaka razlikuju se po tome S$to se smjesa dobiva mijeSanjem dviju ili viSe tvari bez kemijske
reakcije. Tvar s viSe sastojaka rezultat je kemijske reakcije.

OD: opticka gustoca.

Pozitivna kontrola: ponovljeni uzorak koji sadrzava sve komponente ispitnog sustava i tretiran je s tvari za koju je
poznato da inducira pozitivan odgovor. Kako bi se osigurala moguénost procjene varijabilnosti odgovora pozitivne
kontrole tijekom vremena, pozitivan odgovor ne bi smio biti presnazan.

Relevantnost: opis odnosa izmedu ispitivanja i istrazivanog ucinka te je li ispitivanje prikladno i korisno za odredenu
svrhu. Pokazuje u kojoj se mjeri ispitivanjem to¢no mjeri ili predvida istrazivani bioloski u¢inak. Relevantnost ukljucuje
razmatranje o to¢nosti (podudarnosti) ispitne metode (10.).

Pouzdanost: pokazuje u kojoj se mjeri ispitna metoda mozZe obnovljivo primijeniti unutar jednog laboratorija i izmedu
vie laboratorija tijekom vremena uz primjenu istog protokola. Ocjenjuje se izracunavanjem obnovljivosti unutar jednog
laboratorija i izmedu viSe njih te ponovljivosti unutar jednog laboratorija (13.).

Osjetljivost: udio svih pozitivnih/aktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom ispitivanja. To je mjera
tocnosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vaZan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne metode (10.).

Teska ozljeda oka: ostecenje ocnog tkiva ili ozbiljno fizicko pogorsanje vida izazvano primjenom ispitivane kemikalije
na prednju povrsinu oka, koje nije u potpunosti reverzibilno unutar 21 dana od primjene. Pojam je medusobno zamjenjiv
s pojmovima ireverzibilni u¢inci na oko” i ,kategorija 1. sustava UN GHS/CLP-a”.

Kontrola s otapalom/nosacem: netretirani uzorak koji sadrzava sve komponente ispitnog sustava, ukljucujuéi otapalo ili
nosa¢ koji se obraduje s uzorcima tretiranima ispitivanom kemikalijom i drugim kontrolnim uzorcima kako bi se utvrdio
polazni odgovor za uzorke koji se tretiraju ispitivanom kemikalijom otopljenom u istom otapalu ili nosacu. Kada se
ispituje s istodobnom kontrolom s medijem, taj uzorak isto tako pokazuje jesu li otapalo ili nosa¢ u interakciji s ispitnim
sustavom.

Specifi¢nost: udio svih negativnih/neaktivnih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom ispitivanja. To je mjera
to¢nosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne metode (13.).

Tvar: kemijski element i njegovi spojevi u prirodnome stanju ili dobiveni proizvodnim postupkom, $to uklju¢uje i aditive
koji su nuzni za odrZavanje stabilnosti proizvoda te necistoe koje proizlaze iz primijenjenoga postupka, ali iskljucuje
otapala koja se mogu izdvojiti bez utjecaja na stabilnost tvari ili promjene njezina sastava.

Povrsinski aktivna tvar: kemikalija, kao npr. deterdZent, koju se naziva i povrsinski aktivnim agensom, a kojom se
moze smanjiti povr$inska napetost tekucine i time omoguditi pjenjenje i prodiranje u krute tvari; poznata je i kao sredstvo
za vlaZenje.



L 247/268 Sluzbeni list Europske unije 26.9.2019.

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

Strategija viSerazinskog ispitivanja: strategija stupnjevitog ispitivanja u kojoj se sve postojece informacije o ispitivanoj
kemikaliji preispituju to¢no utvrdenim redoslijedom, pri ¢emu se prije prelaska na sljede¢u razinu na svakoj razini
primjenjuje postupak analize snage dokaza kako bi se odredilo je li na raspolaganju dovoljno informacija za donosenje
odluke o razvrstavanju tvari s obzirom na opasnost. Ako se na temelju postoje¢ih podataka ispitivanoj kemikaliji moze
pripisati potencijal nadrazujuéeg djelovanja, daljnje ispitivanje nije potrebno. Ako se na temelju postojecih informacija
ispitivanoj kemikaliji ne moze pripisati potencijal za nadrazujuée djelovanje, provodi se postupak stupnjevitog sekvencij-
skog ispitivanja na Zivotinjama sve dok se nedvosmisleno ne utvrdi razvrstavanje.

Pristup odozgo prema dolje: stupnjevit pristup koji se primjenjuje za ispitivanu kemikaliju u pogledu koje postoji
sumnja da uzrokuje tesku ozljedu oka, a koji pocinje utvrdivanjem kemikalija koje induciraju tesku ozljedu oka (pozitivan
ishod) u odnosu na druge kemikalije (negativan ishod).

Globalno uskladeni sustav Ujedinjenih naroda za razvrstavanje i oznalivanje kemikalija (UN GHS): sustav za
razvrstavanje kemikalija (tvari i smjesa) prema standardiziranim vrstama i stupnjevima fizickih opasnosti i opasnosti za
zdravlje i okoli§, kojim su obuhvadena odgovarajuéa komunikacijska sredstva kao $to su piktogrami, oznake opasnosti,
oznake upozorenja, oznake obavijesti i sigurnosno-tehnicki listovi, kojima se prenose informacije o njihovim $tetnim
ucincima u cilju zastite ljudi (ukljucujuéi poslodavce, radnike, prijevoznike, potrosace i interventno osoblje) i okolisa (1.).

Kategorija 1. sustava UN GHS/CLP-a: vidjeti ,tesku ozljedu oka”.

Kategorija 2. sustava UN GHS/CLP-a: vidjeti ,nadrazivanje oka”.

Bez kategorije prema sustavu UN GHS: kemikalije koje nisu razvrstane u kategoriju 1. ili 2. prema sustavu UN
GHS/CLP-u, (ili kategoriju 2.A ili 2.B prema sustavu UN GHS).

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvodi i bioloski materijali.



26.9.2019. Sluzbeni list Europske unije L 247269

B.69. ISPITNA METODA REKONSTRUIRANOG EPITELA KOJI NALIKUJE LJUDSKOJ ROZNICI (RhCE) ZA UTVRDIVANJE
KEMIKALIJA KOJE NIJE POTREBNO RAZVRSTATI I OZNACITI S OBZIROM NA NADRAZIVANJE OKA ILI TESKU
OZLJEDU OKA

UvoD

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 492 (2017.). Teska ozljeda oka odnosi se na izazivanje
osteenja tkiva oka ili ozbiljno fizicko pogorsanje vida nakon primjene ispitivane kemikalije na prednju povrsinu oka,
a koje nije potpunosti reverzibilno unutar 21 dana od primjene, kako je utvrdeno Globalno uskladenim sustavom
razvrstavanja i oznacivanja kemikalija Ujedinjenih naroda (UN GHS) (1.) i Uredbom (EZ) br. 1272/2008 o razvrstava-
nju, oznacivanju i pakiranju tvari i smjesa (CLP) (!) Europske unije. Prema sustavu UN GHS i CLP-u nadraZivanje oka
odnosi se na izazivanje promjena u oku nakon primjene ispitivane kemikalije na prednju povrsinu oka, koje su u
potpunosti reverzibilne unutar 21 dana nakon primjene. Ispitivane kemikalije koje induciraju tesku ozljedu oka
razvrstane su u kategoriju 1. sustava UN GHS i CLP-a, dok su kemikalije koje induciraju nadraZivanje oka razvrstane
u kategoriju 2. sustava UN GHS i CLP-a. Ispitivane kemikalije koje su nerazvrstane s obzirom na nadraZivanje oka ili
tesku ozljedu oka definirane su kao one koje ne ispunjavaju zahtjeve za razvrstavanje u kategoriju 1. ili 2. (2.A ili 2.B)
sustava UN GHS i CLP-a, odnosno one se navode kao kemikalije bez kategorije prema sustavu UN GHS i CLP-u.

2. Progjena teske ozljede oka/nadraZivanja oka obi¢no je uklju¢ivala upotrebu laboratorijskih Zivotinja (ispitna metoda
B.5. (2.)). Odabir najprimjerenije ispitne metode i upotrebu te ispitne metode treba razmotriti u kontekstu Smjernica
OECD-a o integriranim pristupima ispitivanju i procjeni za teske ozljede oka i nadraZivanje oka (39.).

3. U ovoj ispitnoj metodi opisuje se in vitro postupak koji omogucuje utvrdivanje kemikalija (tvari i smjesa) koje nije
potrebno razvrstati i oznaciti s obzirom na nadraZivanje oka ili teSku ozljedu oka u skladu sa sustavom UN GHS i
CLP-om. U njoj se upotrebljava rekonstruirani epitel koji nalikuje ljudskoj roznici (RhCE) i koji vjerno oponasa
histoloska, morfoloska, biokemijska i fizioloska svojstva epitela ljudske roznice. Validirane su jo§ etiri in vitro ispitne
metode koje se smatraju znanstveno valjanima te su donesene kao ispitne metode B.47. (3.), B.48. (4.), B.61. (5.) i
B.68. (6.), a bave se krajnjom tockom teske ozljede oka/nadrazZivanja oka na zdravlje ljudi.

4. Ova ispitna metoda obuhvaca dva validirana testa u kojima se upotrebljavaju komercijalno dostupni modeli RhCE-a.
Validacijske studije za procjenu nadrazivanja oka/teske ozljede oka provedene su (7., 8., 9., 10., 11, 12. i 13)
upotrebom testa nadraZivanja oka (EIT) EpiOcular™ (EIT) i testa nadraZivanja oka s epitelom ljudske roznice (HCE)
SkinEthic™. U svakom od tih testova kao ispitni sustav upotrebljavaju se komercijalno dostupni modeli tkiva RhCE,
koje se dalje u tekstu navode kao validirane referentne metode VRM1 i VRM2. Iz tih validacijskih studija i njihovih
neovisnih struénih pregleda (9. i 12.) donesen je zakljucak da se testom nadraZivanja oka EpiOcular™ i testom
nadraZivanja oka s epitelom ljudske roZnice SkinEthic™ mogu to¢no utvrditi kemikalije (i tvari i smjese) koje nije
potrebno razvrstati i oznaciti s obzirom na nadrazivanje oka ili tesku ozljedu oka u skladu sa sustavom UN GHS te
su testovi preporuceni kao znanstveno valjani za tu svrhu (13.).

5. Trenuta¢no je opée prihvacena ¢injenica da se u doglednoj buducnosti in vivo Draizeovo ispitivanje na oku kunica (2.
i 14)) neée modi potpuno zamijeniti nijednom pojedina¢nom in vitro ispitnom metodom za predvidanje razlicitih
kemijskih razreda u punom rasponu teskih ozljeda oka/nadraZivanja oka. Medutim, kao potpuna zamjena za
Draizeovo ispitivanje na oku mogu se primjenjivati strateske kombinacije nekoliko alternativnih ispitnih metoda u
okviru strategija (viSerazinskog) ispitivanja, kao $to je pristup odozdo prema gore/odozgo prema dolje (15.). Pristup
odozdo prema gore (15.) trebalo bi primijeniti kada se na temelju postoje¢ih informacija ocekuje da kemikalija nece
izazvati znatno nadraZivanje oka koje bi zahtijevalo razvrstavanje, dok bi pristup odozgo prema dolje (15.) trebalo
primijeniti kada se na temelju postoje¢ih informacija ocekuje da ¢e kemikalija izazvati tesku ozljedu oka. Test
nadrazivanja oka EpiOcular™ i test nadrazivanja oka s epitelom ljudske roznice SkinEthic™ preporucuju se za
utvrdivanje kemikalija za koje nije potrebno razvrstavanje u pogledu nadrazivanja ili teske ozljede oka u skladu
sa sustavom UN GHS/CLP-om (bez kategorije) bez daljnjeg ispitivanja, u okviru strategije ispitivanja kao $to je pristup
odozdo prema gorefodozgo prema dolje koju su predlozili Scott i dr., npr. kao pocetni korak u pristupu odozdo
prema gore ili kao jedan od posljednjih koraka u pristupu odozgo prema dolje (15.). Medutim, test nadraZivanja oka
EpiOcular™ i test nadrazivanja oka s epitelom ljudske roznice SkinEthic™ nisu namijenjeni za razlikovanje kategorije
1. sustava UN GHS/CLP-a (teska ozljeda oka) od kategorije 2. tog sustava (nadraZivanje oka). Ta razlika morat Ce se

(!) Uredba (EZ) br. 1272/2008 Europskog parlamenta i Vijeca od 16. prosinca 2008. o razvrstavanju, oznacivanju i pakiranju tvari i
smjesa, o izmjeni i stavljanju izvan snage Direktive 67/548(EEZ i Direktive 1999/45/EZ i o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1907/2006,
SLL 353(1, 31.12.2008.
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utvrditi na drugoj razini strategije ispitivanja (15.). Ispitivanu kemikaliju za koju se testom nadrazivanja oka EpiO-
cular™ ili testom nadraZivanja oka s epitelom ljudske roZnice SkinEthic™ utvrdi da ju je potrebno razvrstati u
pogledu nadraZivanja oka/teske ozljede oka stoga Ce trebati dodatno ispitati (in vitro ifili in vivo) kako bi se doslo do
konac¢nog zakljucka (bez kategorije, kategorija 2. ili kategorija 1. prema sustavu UN GHS/CLP-u), npr. upotrebom
ispitne metode B.47., B.48., B.61. ili B.68.

6. Svrha je ove ispitne metode opisati postupak koji se primjenjuje za ocjenjivanje potencijala opasnosti ispitivane
kemikalije za oko na temelju njezine sposobnosti induciranja citotoksi¢nosti u modelu tkiva RhCE, kako se izmjeri
MTT testom (16.) (vidjeti stavak 21.). Vijabilnost tkiva RhCE nakon izlaganja ispitivanoj kemikaliji utvrduje se u
usporedbi s tkivima koja se tretiraju s tvari za negativnu kontrolu (postotak vijabilnosti) i zatim se upotrebljava za
predvidanje potencijala opasnosti ispitivane kemikalije za oko.

7. Za laksu validaciju novih ili izmijenjenih in vitro testova koji se temelje na RhCE-u i koji su sli¢ni testu nadraZivanja
oka EpiOcular™ i testu nadrazivanja oka s epitelom ljudske roznice SkinEthic™ dostupni su zahtjevi izvedbe (17.), u
skladu s nacelima Smjernice OECD-a br. 34 (18.) te oni omogucuju pravovremenu izmjenu Smjernice OECD-a za
ispitivanje 492 radi uklju¢ivanja tih nacela. Uzajamno prihvacanje podataka na temelju sporazuma OECD-a jam¢i se
samo za testove koji su validirani u skladu sa zahtjevima izvedbe ako je OECD pregledao te testove i ukljucio ih u
odgovarajuéu smjernicu OECD-a za ispitivanje.

DEFINICIJE

8. Definicije su navedene u Dodatku 1.

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA

9. Ova ispitna metoda temelji se na komercijalnim trodimenzionalnim modelima tkiva RhCE koji se proizvode
upotrebom primarnih ljudskih epidermalnih keratinocita (tj. EpiOcular™ OCL-200) ili ljudskih imortaliziranih
epitelnih stanica roznice (tj. SkinEthic™ HCE/S). Modeli tkiva RhCE EpiOcular™ OCL-200 i SkinEthic™ HCE/[S
sliéni su in vivo trodimenzionalnoj strukturi epitela roZnice i proizvode se upotrebom stanica vrste koja se proucava
(19. i 20.). Nadalje, testovima se izravno mjeri citotoksi¢nost koja je rezultat prolaska kemikalije kroz roznicu i
izazivanja oStecenja stanica i tkiva; citotoksi¢ni odgovor zatim odreduje ukupni ishod in vivo teske ozljede oka/
nadraZenosti oka. Do oStefenja stanica moze do¢i preko nekoliko nacina djelovanja (vidjeti stavak 20.), ali citoto-
ksi¢nost ima vaznu, a moZda i primarnu, mehanicisticku ulogu u odredivanju ukupnog odgovora na kemikaliju u
obliku teske ozljede oka/nadraZivanja oka, koja se in vivo uglavnom ocituje u pojavi zamudenja roznice, iritisa,
crvenila konjunktive ifili kemoze konjunktive, neovisno o fizikalno-kemijskim procesima na kojima se temelji
osteéenje tkiva.

10. U validacijskoj studiji na kojoj se temelji ova ispitna metoda ispitan je Sirok raspon kemikalija, koje obuhvacdaju vrlo
razlicite vrste kemikalija, kemijske razrede, molekularne mase, vrijednosti LogP, kemijske strukture itd. Validacijska
baza podataka za test nadrazivanja oka EpiOcular™ sadrzavala je ukupno 113 kemikalija, koje su obuhvacale 95
razlicitih organskih funkcionalnih skupina u skladu s analizom OECD-ova alata QSAR (8.). Veéinu tih kemikalija
¢inile su tvari s jednim sastojkom, ali u studiju je ukljueno i nekoliko tvari s viSe sastojaka (ukljuCujudi tri
homopolimera, pet kopolimera i deset kvazipolimera). Kad je rije¢ o agregatnom stanju i kategorijama sustava
UN GHS/CLP-a, 113 ispitanih kemikalija distribuirano je na sljede¢i nacin: 13 tekudina iz kategorije 1., 15 kemikalija
u krutom stanju iz kategorije 1., Sest tekuéina iz kategorije 2.A, deset kemikalija u krutom stanju iz kategorije 2.A,
sedam tekuéina iz kategorije 2.B, sedam kemikalija u krutom stanju iz kategorije 2.B, 27 tekucina bez kategorije i 28
kemikalija u krutom stanju bez kategorije (8.). Validacijska baza podataka za test nadraZivanja oka s epitelom ljudske
roznice SkinEthic™ sadrzavala je ukupno 200 kemikalija, koje su obuhvacdale 165 razlicitih organskih funkcionalnih
skupina (8., 10. 1 11.). Veéinu tih kemikalija ¢inile su tvari s jednim sastojkom, ali u studiju je ukljuceno i nekoliko
tvari s viSe sastojaka (ukljucujuci deset polimera). Kad je rije¢ o agregatnom stanju i kategorijama sustava UN
GHS/CLP-a, 200 ispitanih kemikalija distribuirano je na sljede¢i nacin: 27 tekucina iz kategorije 1., 24 kemikalije
u krutom stanju iz kategorije 1., 19 tekucina iz kategorije 2.A, deset kemikalija u krutom stanju iz kategorije 2.A,
devet tekudina iz kategorije 2.B, osam kemikalija u krutom stanju iz kategorije 2.B, 50 tekuéina bez kategorije i 53
kemikalije u krutom stanju bez kategorije (10. i 11.).
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11. Ova je ispitna metoda primjenjiva na tvari i smjese te na kemikalije u krutom stanju, tekuéine, polukrute kemikalije i
voskove. Tekuéine mogu biti vodene i bezvodne; krute tvari mogu biti topljive ili netopljive u vodi. Krute tvari prije
primjene treba samljeti u sitni prah kad god je to moguce; nije potrebna nikakva druga prethodna obrada uzorka.
Plinovi i aerosoli nisu ocijenjeni u validacijskoj studiji. Iako je moguce da se oni mogu ispitati upotrebom tehnologije
RhCE, trenuta¢nom ispitnom metodom nije omoguceno ispitivanje plinova i aerosola.

12. Ispitivane kemikalije koje apsorbiraju svjetlost u istom rasponu kao i MTT formazan (prirodno ili nakon tretiranja) i
ispitivane kemikalije koje mogu izravno reducirati vitalnu boju MTT (na MTT formazan) mogu utjecati na mjerenje
vijabilnosti tkiva te se kod njih trebaju upotrebljavati prilagodene kontrole za ispravke. Vrsta prilagodenih kontrola
koja moze biti potrebna mijenjat ¢e se ovisno o vrsti interferencije koju proizvodi ispitivana kemikalija i postupku
koji se upotrebljava za kvantificiranje MTT formazana (vidjeti stavke 36.-42.).

13. Rezultati dobiveni u predvalidacijskoj (21. 1 22.) i jelokupnoj validacijskoj (8., 10. i 11.) studiji pokazali su da se i
test nadraZivanja oka EpiOcular™ i test nadraZivanja oka s epitelom ljudske roznice SkinEthic™ mogu prenijeti u
laboratorije koji jo§ nikada nisu provodili te testove te da su obnovljivi unutar jednog laboratorija i izmedu vise
laboratorija. Na temelju tih studija razina obnovljivosti u smislu uskladenosti predvidanja koja se moze ocekivati iz
testa nadrazivanja oka EpiOcular™ na temelju podataka o 113 kemikalija iznosi priblizno 95 % unutar laboratorija i
93 % izmedu viSe laboratorija. Razina obnovljivosti u smislu uskladenosti predvidanja koja se moze ocekivati iz testa
nadraZivanja oka s epitelom ljudske roznice SkinEthic™ na temelju podataka o 120 kemikalija iznosi priblizno 92 %
unutar laboratorija i 95 % izmedu viSe laboratorija.

14. Test nadrazivanja oka EpiOcular™ moZe se primjenjivati za utvrdivanje kemikalija koje nije potrebno razvrstati s
obzirom na nadraZivanje oka ili tesku ozljedu oka u skladu sa sustavom razvrstavanja UN GHS i CLP-om. Uzimajudi
u obzir podatke dobivene u validacijskoj studiji (8.), test nadrazivanja oka EpiOcular™ ima ukupnu to¢nost od 80 %
(na temelju 112 kemikalija), osjetljivost od 96 % (na temelju 57 kemikalija), udio lazno negativnih rezultata od 4 %
(na temelju 57 kemikalija), specificnost od 63 % (na temelju 55 kemikalija) i udio lazno pozitivnih rezultata od 37 %
(na temelju 55 kemikalija), u usporedbi s referentnim podacima in vivo ispitivanja na oku kunica (ispitna metoda B.5.)
(2.1 14.), razvrstano u skladu sa sustavom razvrstavanja UN GHS i CLP-om. Studija u kojoj je 97 teku¢ih agrokemij-
skih formulacija ispitano testom nadraZivanja oka EpiOcular™ pokazala je sliénu uspje$nost ispitne metode za tu
vrstu smjesa kao §to je ona dobivena u validacijskoj studiji (23.). Tih je 97 formulacija distribuirano na sljedeéi nacin:
21 kemikalija iz kategorije 1., 19 kemikalija iz kategorije 2.A, 14 kemikalija iz kategorije 2.B i 43 kemikalije bez
kategorije, razvrstano u skladu sa sustavom razvrstavanja UN GHS na temelju referentnih podataka in vivo ispitivanja
na oku kunica (ispitna metoda B.5.) (2. i 14.). Dobivena je ukupna tocnost od 82 % (na temelju 97 formulacija),
osjetljivost od 91 % (na temelju 54 formulacije), udio lazno negativnih rezultata od 9 % (na temelju 54 formulacije),
specifi¢nost od 72 % (na temelju 43 formulacije) i udio lazno pozitivnih rezultata od 28 % (na temelju 43 formu-
lacije) (23.).

15. Test nadrazivanja oka s epitelom ljudske roznice SkinEthic™ moze se primjenjivati za utvrdivanje kemikalija koje nije
potrebno razvrstati s obzirom na nadraZivanje oka ili teSku ozljedu oka u skladu sa sustavom razvrstavanja UN GHS
i CLP-om. Uzimajuéi u obzir podatke dobivene u validacijskoj studiji (10. i 11.), test nadraZivanja oka s epitelom
ljudske roznice SkinEthic™ ima ukupnu to¢nost od 84 % (na temelju 200 kemikalija), osjetljivost od 95 % (na
temelju 97 kemikalija), udio laZno negativnih rezultata od 5% (na temelju 97 kemikalija), specificnost od 72 %
(na temelju 103 kemikalije) i udio laZno pozitivnih rezultata od 28 % (na temelju 103 kemikalije), u usporedbi s
referentnim podacima in vivo ispitivanja na oku kunica (ispitna metoda B.5.) (2. i 14.), razvrstano u skladu sa
sustavom razvrstavanja UN GHS i CLP-om.

16. Udjeli lazno negativnih rezultata dobiveni u oba testa RhCE, s tvarima ili smjesama, ulaze u 12-postotnu ukupnu
vjerojatnost da se kemikalije u in vivo Draizeovu ispitivanju na oku u ponovljenim testovima utvrde kao kemikalije iz
kategorije 2. ili bez kategorije u skladu sa sustavom UN GHS ili CLP-om; uzrok je tomu inherentna varijabilnost
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unutar testa u toj metodi (24.). Stope laZno negativnih rezultata dobivene u obje ispitne metode RhCE s tvarima ili
smjesama nisu presudne u kontekstu ove ispitne metode jer je sve ispitivane kemikalije kod kojih je vijabilnost tkiva
jednaka utvrdenim grani¢nim vrijednostima ili manja od njih (vidjeti stavak 44.) potrebno dodatno ispitati drugim in
vitro ispitnim metodama ili, kao posljednja opcija kod kunica, ovisno o regulatornim zahtjevima, upotrebom strategije
sekvencijskog ispitivanja u analizi snage dokaza. Ove se ispitne metode mogu primjenjivati za sve vrste kemikalija, pri
¢emu negativni rezultat treba biti prihvatljiv za nerazvrstavanje kemikalije s obzirom na nadrazivanje oka i tesku
ozljedu oka (bez kategorije prema sustavu UN GHS i CLP-u). Prije primjene testa nadraZivanja oka EpiOcular™ i testa
nadraZivanja oka s epitelom ljudske roznice SkinEthic™ u skladu s drugim shemama razvrstavanja osim sustava UN
GHS/CLP-a trebalo bi se savjetovati s odgovarajuéim regulatornim tijelima.

17. Ogranicenje je ove ispitne metode to $to ne omogucuje razlikovanje nadraZivanja oka/reverzibilnih ucinaka na oko
(kategorija 2.) od teske ozljede oka/ireverzibilnih u¢inaka na oko (kategorija 1.), kako je utvrdeno sustavom UN GHS
i CLP-om, niti razlikovanje kemikalija nadrazujucih za o¢i (neobvezna kategorija 2.A) od kemikalija blago nadrazu-
ju¢ih za oci (neobavezna kategorija 2.B), kako je utvrdeno sustavom UN GHS (1.). U te je svrhe potrebno daljnje
ispitivanje drugim in vitro ispitnim metodama.

18. U ovoj se ispitnoj metodi izraz ,ispitivana kemikalija” upotrebljava za oznacivanje onoga $to se ispituje () te se ne
odnosi na primjenjivost ispitne metode RhCE za ispitivanje tvari ifili smjesa.

NACELO ISPITIVANJA

19. Ispitivana kemikalija lokalno se nanosi na najmanje dva trodimenzionalna modela tkiva RhCE, a vijabilnost tkiva
mjeri se nakon izlaganja i razdoblja inkubacije nakon tretiranja. Tkiva RhCE rekonstruiraju se iz primarnih ljudskih
epidermalnih keratinocita ili ljudskih imortaliziranih epitelnih stanica roznice, koje su uzgajane nekoliko dana kako bi
tvorile stratificirani, visoko izdiferencirani ljuskavi epitel koji je morfoloski slican onom koji se nalazi u ljudskoj
roznici. Model tkiva EpiOcular™ RhCE sastoji se od najmanje tri vijabilna sloja stanica i nekeratinizirane povrsine,
koji imaju strukturu koja nalikuje roznici i analogna je strukturi in vivo. Model tkiva SkinEthic™ HCE RhCE sastoji se
od najmanje Cetiri vijabilna sloja stanica, ukljucujudi stupicaste bazalne stanice, prijelazne krilate stanice i povrSinske
ljuskave stanice koje su sli¢ne uobicajenom epitelu ljudske roznice (20. i 26.).

20. Kemijski inducirana teska ozljeda oka/nadraZivanje oka, koji se in vivo uglavnom ocituju kao zamucenje roznice, iritis,
crvenilo konjunktive ifili kemoza konjunktive, rezultat je niza dogadaja koji zapocinju prodiranjem kemikalije kroz
roznicu ifili konjunktivu i odteCenjem stanica. Do oSteCenja stanica moze doli preko nekoliko nacina djelovanja,
ukljucujudi: liziranje stani¢ne membrane (npr. povrsinski aktivnim tvarima, organskim otapalima); koagulaciju makro-
molekula (osobito proteina) (npr. povrSinski aktivnim tvarima, organskim otapalima, luZinama i kiselinama); sapo-
nifikaciju lipida (npr. luzinama); i alkilaciju ili druge kovalentne interakcije s makromolekulama (npr. izbjeljivacima,
peroksidima i alkilatorima) (15., 27. i 28.). Medutim, pokazalo se da citotoksi¢nost ima vaznu, a mozda i primarnu,
mehanicisticku ulogu u odredivanju ukupnog odgovora na kemikaliju u obliku teske ozljede oka/nadrazivanja oka,
neovisno o fizikalno-kemijskim procesima na kojima se temelji ostecenje tkiva (29. i 30.). Nadalje, potencijal
kemikalije da izazove tesku ozljedu oka/nadrazivanje oka prvenstveno je odreden razmjerom pocetne ozljede
(31.), koji je u korelaciji s razmjerom smrti stanica (29.) i s razmjerom naknadnih odgovora i konac¢nih ishoda
(32.). Stoga slabo nadrazujuce kemikalije obi¢no utje¢u samo na povrsinski epitel roznice, blago i umjereno nadra-
zujule kemikalije uglavnom oste¢uju epitel i povrSinsku stromu, a jako nadrazujule kemikalije oStecuju epitel,
dubinsku stromu, a ponekad i endotel roznice (30. i 33.). Mjerenje vijabilnosti modela tkiva RhCE nakon lokalnog
izlaganja ispitivanoj kemikaliji radi utvrdivanja kemikalija koje nije potrebno razvrstati s obzirom na tesku ozljedu
oka/nadrazivanje oka (bez kategorije prema sustavu UN GHS i CLP-u) temelji se na pretpostavci da Ce sve kemikalije
koje induciraju tesku ozljedu oka ili nadrazivanje oka inducirati citotoksi¢nost u epitelu roznice ifili konjunktivi.

(® U lipnju 2013. na zajednickom sastanku OECD-a dogovoreno je da bi u novim i aZuriranim smjernicama OECD-a za ispitivanje, kada
je to mogude, sada trebalo dosljednije upotrebljavati termin ,ispitivana kemikalija” kojim se opisuje ono $to se ispituje.



26.9.2019. Sluzbeni list Europske unije L 247273
21. Vijabilnost tkiva u modelima RhCE obi¢no se mjeri enzimskom konverzijom vitalne boje MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-

22.

2-il)-2,5-difenil tetrazol bromid; tiazolil plavo tetrazolijev bromid; CAS broj 298-93-1], koju vre vijabilne stanice
tkiva, u sol plavog MTT formazana koja se kvantitativno mjeri nakon ekstrakcije iz tkiva (16.). Kemikalije koje ne
treba razvrstati i oznaciti u skladu sa sustavom UN GHS/CLP-om (bez kategorije) utvrdene su kao kemikalije koje ne
smanjuju vijabilnost tkiva ispod utvrdenog praga (tj. vijabilnost tkiva > 60 % u testu EIT EpiOcular™ i testu EITL (3) s
HCE-om SkinEthic™ ili > 50 % u testu EITS (*) s HCE-om SkinEthic™) (vidjeti stavak 44.).

DOKAZIVANJE OSPOSOBLJENOSTI

Prije rutinske upotrebe testova RhCE u regulatorne svrhe laboratoriji trebaju dokazati tehni¢ku osposobljenost tako
da to¢no predvide 15 kemikalija koje sluze za dokazivanje osposobljenosti navedenih u tablici 1. Te su kemikalije
odabrane medu kemikalijama upotrijebljenima u validacijskim studijama validiranih referentnih metoda (8., 10.1 11.).
Odabir uklju¢uje, u mjeri u kojoj je to mogule, kemikalije: i. koje obuhvacaju razlicita agregatna stanja; ii. koje
obuhvadaju puni raspon odgovora u obliku in vivo teske ozljede oka/nadraZivanja oka na temelju visokokvalitetnih
rezultata dobivenih u referentnom in vivo ispitivanju na oku kuni¢a (ispitna metoda B.5.) (2. i 14.) te prema sustavu
razvrstavanja UN GHS (tj. kategorije 1., 2.A, 2.B ili bez kategorije) (1.) i CLP-u (tj. kategorije 1., 2. ili bez kategorije);
iii. koje obuhvacaju razlicite in vivo pokretace razvrstavanja (24. i 25.); iv. koje su reprezentativne za kemijske razrede
koji su koristeni u validacijskoj studiji (8., 10. i 11.); v. koje obuhvadaju dobru i Siroku zastupljenost organskih
funkcionalnih skupina (8., 10. i 11.); vi. koje imaju dobro utvrdene kemijske strukture (8., 10. i 11.); vii. koje su
obojene ifili koje izravno reduciraju MTT; viii. koje su dale ponovljive rezultate u ispitnim metodama RhCE tijekom
njihovih validacija; ix. koje su to¢no predvidene ispitnim metodama RhCE tijekom njihovih validacijskih studija; x.
koje obuhvacaju puni raspon in vitro odgovora na temelju visokokvalitetnih podataka iz ispitnih metoda RhCE
(vijabilnost od 0 do 100 %); xi. koje su komercijalno dostupne; i xii. koje nisu povezane s neprimjereno visokim
troskovima nabave ifili zbrinjavanja. U situacijama kada navedena kemikalija nije dostupna ili se ne moze upotrijebiti
iz drugih opravdanih razloga, mogla bi se upotrijebiti druga kemikalija koja ispunjava prethodno opisane kriterije,
npr. kemikalije koje su upotrijebljene u validaciji validirane referentne metode. Medutim, takva odstupanja treba
obrazloziti.

Tablica 1.

Popis kemikalija koje sluze za dokazivanje osposobljenosti

. Agre- il Vijabilnost za et Tvar | poterfe-
el e CAS br. Organska fpnkcllonalna i Vijabilnost za VRM?2 Predvidanje kO]é} T 6
skupina (1) . VRM1 (%) (3) A\ 7B VRM-a reducira :
stanje %) () MTT bojom
In vivo kategorija 1. (¥
Metil-tioglikolat 2365-48-2 Ester karboksilne Tekuce | 10,9 £ 6,4 55%74 | Predvidanje | Da Ne
kiseline; tioalkohol nije (jako)
moguce
Hidroksietil-akrilat 818-61-1 Akrilat; alkohol Tekuée | 7,5+ 4,7 (%) 1,6 + 1,0 | Predvidanje | Ne Ne
nije
moguce
2,5-dimetil-2,5- 110-03-2 Alkohol Kruto 2,3+0,2 0,2 0,1 Predvidanje Ne Ne
heksandiol nije
moguce
Natrijev oksalat 62-76-0 Okso-karboksilna Kruto 29,0£1,2 53+4,]1 | Predvidanje | Ne Ne
kiselina nije
moguce
In vivo kategorija 2.A (%)
2,4,11,13-tetraa- 18472-51-0 | Aromatski heteroci- | Tekule | 4,0+ 1,1 1,3+0,6 | Predvidanje | Ne | Da (sla-
zatetradekan- klicki halid; aril halid; nije bo)
diimidamid, N,N"- dihidroksilna skupina; mogude
bis(4-klorfenil)- gvanidin
3,12-diimino-, di-
D-glukonat (20 %,
vodena otopi-
na) (%)

(}) EITL: test nadraZivanja oka (EIT) za tekudine s epitelom ljudske roznice (HCE) SkinEthic™.
(*) EITS: test nadraZivanja oka (EIT) za kemikalije u krutom stanju s epitelom ljudske roznice (HCE) SkinEthic™.
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. Tvar
Kemiiski nazi Organska funkcionalna Agre- Vijabilnost za Wil 2 Predvidanje koja Inte{fe-
emijski naziv CAS br. . gatno o VRM2 . | rencija s
skupina (') . VRM1 (%) (3 s VRM-a reducira :
stanje (%) ) MTT bojom
Natrijev benzoat 532-32-1 Aril; karboksilna kise- | Kruto 3,526 0,6 £0,1 | Predvidanje | Ne Ne
lina nije
moguce
In vivo kategorija 2.B (*)
Dietiltoluamid 134-62-3 Benzamid Tekuce | 15,6 £6,3 2,809 | Predvidanje | Ne Ne
nije
moguce
2,2-dimetil-3- 79-92-5 Alkan, razgranat Kruto 4,7 £1,5 15,8 + 1,1 | Predvidanje Ne Ne
metilenbiciklo tercijarnim ugljikom; nije
[2.2.1] heptan alken; bicikloheptan; moguce
karbociklicki spojevi s
premostenim prste-
nastim sustavom;
cikloalkan
In vivo bez kategorije (%)
1-etil-3-metilimi- | 342573-75-5 | Alkoksi; amonijeva | Tekuce | 79,9 + 6,4 79,4£6,2 Bez kat. Ne Ne
dazolium etilsulfat sol; aril; imidazol;
sulfat
Dikaprilil eter 629-82-3 Alkoksi; eter Tekuée | 97,8 £4,3 95,2+ 3,0 Bez kat. Ne Ne
Piperonil butoksid 51-03-6 Alkoksi; benzodio- Tekuée | 104,2 + 4,2 96,5 + 3,5 Bez kat. Ne Ne
ksol; benzil; eter
Polietilen ~ glikol | 61788-85-0 | Acilal; alkohol; alil; | Viskoz- | 77,6 5,4 89,1£29 Bez kat. Ne Ne
(PEG-40) hidroge- eter no
niranog ricinu-
sovog ulja
1-(4-klorfenil)-3- 101-20-2 Aromatski heteroci- | Kruto | 106,7 +5,3 | 101,9 £ 6,6 Bez kat. Ne Ne
(3,4-diklorfenil) klicki halid; aril halid;
urea derivati uree
2,2'-metilen-bis- 103597-45-1 | Alkan razgranat kvar- | Kruto | 102,7 £13,- | 97,756 Bez kat. Ne Ne
(6-(2H-benzotria- ternim ugljikom; 4
zol-2-il)-4- vezani karbociklicki
(1,1,3,3-tetrametil- aromatski spoj; vezani
butil)-fenol) zasiCeni heterociklicki
spojevi; prekursori
kinoidnih spojeva;
tert-butil
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Agre- Vijabilnost za Tvar | oterfe-
Kemiiski nazi CAS br Organska funkcionalna a%no Vijabilnost za ) VRM?2 Predvidanje koja renciia s
JSK1 v : skupina (') gamns VRM1 (%) (3 o VRM-a reducira Y
stanje %) () MTT bojom
Kalijev tetrafluoro- | 14075-53-7 Anorganska sol Kruto 88,6 £33 92,9 +5,1 Bez kat. Ne Ne
borat
Kratice:

CAS br. = registarski broj Sluzbe za podatke o kemijskim tvarima; UN GHS = Globalno uskladeni sustav Ujedinjenih naroda za razvrstavanje i
oznacivanje kemikalija (1.); VRM1 = validirana referentna metoda, EpiOcular™ EIT; VRM2 = validirana referentna metoda, SkinEthic™ HCE EIT;
Interferencija s bojom = interferencija s bojom kod mjerenja standardne apsorbancije (opticka gustoéa (OD)) MTT formazana.

(") Organska funkcionalna skupina dodijeljena u skladu s ugnijezdenom analizom OECD-ova alata 3.1. (8.).

() Na temelju rezultata dobivenih testom nadrazivanja oka EpiOcular™ u validacijskoj studiji nadrazivanja oka (EIVS) EURL ECVAM-a/udruZenja
Cosmetics Europe (8.).

(%) Na temelju rezultata dobivenih testom nadraZivanja oka s epitelom ljudske roznice SkinEthic™ u validacijskoj studiji (10. i 11.).

(% Na temelju rezultata in vivo ispitivanja na oku kunica (ispitna metoda B.5./Smjernica OECD-a za ispitivanje 405) (2. i 14.) i uz primjenu sustava UN
GHS.

(°) Na temelju rezultata dobivenih u konzorciju CEFIC za studiju o strategiji in vitro ispitivanja nadraZivanja oka (CON4EI).

(%) Razvrstavanje u kategoriju 2.A ili 2.B ovisi o tumacenju kriterija sustava UN GHS za razlikovanje tih dviju kategorija, odnosno je li za razvrstavanje
u kategoriju 2.A potrebno da jedna od tri Zivotinje ili dvije od tri Zivotinje imaju ucinke sedmog dana. In vivo istraZivanje ukljucivalo je tri Zivotinje.
Osim zamucenja roZnice kod jedne Zivotinje sve su krajnje tocke ponovno imale vrijednost nula do sedmog dana ili ranije. Jedna Zivotinja koja se
nije potpuno oporavila do sedmog dana imala je vrijednost zamucenja roznice 1 (sedmog dana), a potpuno se oporavila devetog dana.

23. U okviru ispitivanja osposobljenosti preporucuje se da korisnici po primitku provjere svojstva barijere tkiva u skladu
sa specifikacijama proizvodaca modela tkiva RhCE (vidjeti stavke 25., 27. i 30.) To je posebno vazno ako se tkiva
Salju na velike udaljenosti/tijekom dugih vremenskih razdoblja. Nakon $to se ispitivanje uspje$no uspostavi te nakon
§to se stekne i dokaZe osposobljenost u pogledu njegove upotrebe, takva rutinska provjera nece biti potrebna.
Medutim, kod rutinske upotrebe ispitivanja preporucuje se daljnje ocjenjivanje svojstava barijere u pravilnim vremen-
skim razmacima.

POSTUPAK

24. Ovom ispitnom metodom trenutalno su obuhvadeni znanstveno valjani test nadraZzivanja oka EpiOcular™ i test
nadraZivanja oka s epitelom ljudske roznice SkinEthic™ (9., 12. i 13.), koji se nazivaju validirane referentne metode
(VRM1 i VRM2). Dostupni su standardni operativni postupci (SOP) za ispitnu metodu RhCE te bi ih trebalo
primjenjivati pri provedbi i primjeni ispitnih metoda u laboratoriju (34. i 35.). U sljede¢im stavcima i Dodatku 2.
opisuju se glavni elementi i postupci testova RhCE.

ELEMENTI ISPITNE METODE RHCE
Opéi uvjeti

25. Treba upotrebljavati relevantne ljudske stanice za rekonstrukciju trodimenzionalnog tkiva epitela koje nalikuje
roznici, a koje bi se trebalo sastojati od progresivno stratificiranih, ali ne i kornificiranih stanica. Model tkiva
RhCE priprema se u umetcima s poroznom sintetickom membranom kroz koju hranjive tvari mogu pro¢i do
stanica. U rekonstruiranom epitelu koji nalikuje roznici trebaju biti prisutni viSestruki slojevi vijabilnih, nekeratini-
ziranih stanica epitela. Model tkiva RhCE trebao bi imati povrsinu epitela koja je u izravnom dodiru sa zrakom kako
bi se omogudilo izravno lokalno izlaganje ispitivanim kemikalijama na nacin koji je slican nacinu na koji bi epitel
roZnice bio izloZen in vivo. Model tkiva RhCE treba ¢initi funkcionalnu barijeru koja je dovoljno otporna da zaustavi
brzi prodor citotoksi¢nih referentnih tvari, npr. Tritona X-100 ili natrijeva dodecil-sulfata (SDS). Treba dokazati
funkciju barijere, a ona se moZe ocijeniti utvrdivanjem ili vremena izlaganja potrebnog za smanjenje vijabilnosti
tkiva za 50 % (ETs,) nakon primjene referentne tvari u utvrdenoj, fiksnoj koncentraciji (npr. 100 pl 0,3-postotnog
(v/v) Tritona X-100) ili koncentracije pri kojoj referentna tvar smanjuje vijabilnost tkiva za 50 % (ICs,) nakon fiksnog
vremena izlaganja (npr. 30 minuta tretiranja s 50 pl SDS-a) (vidjeti stavak 30.). Model tkiva RhCE treba biti dovoljno
nepropustan da sprije¢i prolazak ispitivane kemikalije oko ruba vijabilnog tkiva, jer bi to moglo znaciti lose
modeliranje izlaganja roZnice. Ljudske stanice koje se upotrebljavaju za utvrdivanje modela tkiva RhCE ne smiju
biti oneci§éene bakterijama, virusima, mikoplazmom i gljivicama. Dobavlja¢ treba provjeriti je li model tkiva sterilan i
utvrditi da nema kontaminacije gljivicama i bakterijama.

Funkcionalni uvjeti

Vijabilnost

26. Za kvantifikaciju vijabilnosti tkiva upotrebljava se MTT test (16.). Vijabilne stanice modela tkiva RhCE reduciraju
vitalnu boju MTT u talog plavog MTT formazana, koji se zatim ekstrahira iz tkiva izopropanolom (ili sli¢nim
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otapalom). Ekstrahirani MTT formazan moze se kvantificirati upotrebom mjerenja standardne apsorbancije (opticka
gustoa (OD)) ili postupkom HPLC/UPLC spektrofotometrije (36.). Opticka gustoa (OD) samog ekstrakcijskog
otapala treba biti dovoljno mala, tj. OD <0,1. Korisnici modela tkiva RhCE trebali bi osigurati da svaka 3arza
modela tkiva RhCE koji se upotrebljava ispunjava utvrdene kriterije za negativnu kontrolu. Rasponi prihvatljivosti za
vrijednosti opticke gustole negativne kontrole za validirane referentne metode navedeni su u tablici 2. Korisnik
HPLC/UPLC spektrofotometrije trebao bi upotrebljavati raspone opticke gustoce negativne kontrole navedene u tablici
2. kao kriterij prihvatljivosti za negativnu kontrolu. U ispitnom izvjes¢u potrebno je dokumentirati da su tkiva
tretirana s tvari za negativnu kontrolu stabilna u kulturi (daju sli¢na mjerenja vijabilnosti tkiva) za vrijeme trajanja
ispitnog izlaganja. Proizvodac tkiva trebao bi slijediti isti postupak kao dio kontrole kvalitete $arzZe tkiva, ali u tom se
slu¢aju mogu primjenjivati razliciti kriteriji prihvatljivosti od kriterija navedenih u tablici 2. Raspon prihvatljivosti
(gornja i donja granica) za vrijednosti opticke gustoée negativne kontrole (u uvjetima ispitne metode za kontrolu
kvalitete) treba utvrditi subjekt koji je razvio model tkiva RhCE ili dobavlja¢ tog modela.

Tablica 2.

Rasponi prihvatljivosti vrijednosti opticke gustoce negativne kontrole (za korisnike testa)

Test Donja granica prihvatljivosti Gornja granica prihvatljivosti

EIT EpiOcular™ (OCL-200) — VRMI1 (za >0,8 (1) <25
protokole za tekuéine i krute tvari)

EIT s HCE-om SkinEthic™ (HCE/S) — VRM2 >1,0 <25
(za protokole za tekudine i krute tvari)

(") U ovom ograniCenju prihvatljivosti uzima se u obzir moguénost produljenog vremena otpreme/skladistenja (npr. > 4 dana), za
§to se pokazalo da ne utjeCe na uspjesnost ispitne metode (37.).

Funkcija barijere

27. Model tkiva RhCE treba biti dovoljno debeo i ¢vrst kako bi onemogudio brzu penetraciju citotoksicnih referentnih
tvari, kako je procijenjeno npr. vrijedno$éu ET5 (Triton X-100) ili IC5, (SDS) (tablica 3.). Subjekt koji je razvio model
tkiva RhCE ili njegov prodavatelj trebao bi pri dostavi tkiva krajnjem korisniku dokazati funkciju barijere svake SarZe
modela tkiva RhCE koji se upotrebljava (vidjeti stavak 30.).

Morfologija

28. Histolosko ispitivanje modela tkiva RhCE trebalo bi pokazivati strukturu epitela koja nalikuje ljudskoj roznici
(uklju¢ujuéi barem tri sloja vijabilnih stanica epitela i nekeratiniziranu povrsinu). Subjekt koji je razvio model ili
dobavlja¢ utvrdio je odgovarajuu morfologiju za validirane referentne metode te je stoga korisnik ispitne metode ne
mora ponovno dokazivati za svaku Sarzu tkiva.

Obnovljivost

29. Rezultati pozitivne i negativne kontrole ispitne metode trebaju dokazati obnovljivost tijekom vremena.

Kontrola kvalitete (KK)

30. Model tkiva RhCE trebao bi se upotrebljavati samo ako subjekt koji ga je razvio ili dobavlja¢ dokaze da svaka Sarza
upotrijebljenog modela tkiva RhCE ispunjava definirane kriterije za odobrenje proizvoda, medu kojima su najvazniji
vijabilnost (stavak 26.) i funkcija barijere (vidjeti stavak 27.). Raspon prihvatljivosti (gornje i donje granice) za funkcije
barijere, kako se mjeri vrijednoséu ETs, ili IC5 (vidjeti stavke 25. i 26.), treba utvrditi subjekt koji je razvio model
tkiva RhCE ili njegov dobavlja¢. Raspon prihvatljivosti vrijednosti ET s i ICsq koji subjekt koji je razvio modele tkiva
RhCE (koji se upotrebljavaju u validiranim referentnim metodama) ili njihov dobavlja¢ upotrebljava kao kriterij za
kontrolu kvalitete SarZe naveden je u tablici 3. Subjekt koji je razvio model tkiva RhCE ili njegov dobavlja¢ treba
korisnicima ispitne metode dostaviti podatke kojima se dokazuje uskladenost sa svim kriterijima za odobrenje
proizvoda kako bi korisnici mogli ukljuciti te informacije u izvjeS¢e o ispitivanju. Samo rezultati dobiveni s
tkivima koja ispunjavaju sve te kriterije za odobrenje proizvoda mogu se prihvatiti za pouzdano predvidanje
kemikalija koje ne treba razvrstati i oznaciti s obzirom na nadrazivanje oka ili tesku ozljedu oka u skladu sa
sustavom UN GHS/CLP-om.



26.9.2019. Sluzbeni list Europske unije L 247277

Tablica 3.

Kriterij za kontrolu kvalitete Sarze

Test Donja granica prihvatljivosti Gornja granica prihvatljivosti

EIT EpiOcular™ (OCL-200) — VRM1 (100 pl ETsy = 12,2 min ETsy = 37,5 min
0,3-postotnog (v[v) Tritona X-100)

EIT s HCE-om SkinEthic™ (HCE[S) — VRM2 IC5y = 1 mg/ml IC5p = 3,2 mg/ml
(30 minuta tretiranja s 50 pl SDS-a)

Primjena ispitivane kemikalije i kontrolnih tvari

31. Za svaku ispitivanu kemikaliju i svaku kontrolnu tvar trebalo bi upotrijebiti najmanje dva ponovljena uzorka tkiva u
svakom ciklusu. Upotrebljavaju se dva razlicita protokola za tretiranje, jedan za tekude ispitivane kemikalije i jedan za
kemikalije u krutom stanju (34. i 35.). Kod obje metode i oba protokola povrsinu modela tkiva treba navlaziti
Dulbeccovom fizioloskom otopinom puferiranom fosfatnim puferom bez kalcija i magnezija (DPBS bez Ca’*/Mg?*)
prije primjene ispitivanih kemikalija kako bi se oponasali vlazni uvjeti ljudskog oka. Tretiranje tkiva zapocinje
izlaganjem ispitivanim kemikalijama i kontrolnim tvarima. Kod oba protokola za tretiranje u obje validirane
ispitne metode treba primijeniti dovoljnu koli¢inu ispitivane kemikalije ili kontrolne tvari kako bi se ravnomjerno
prekrila povrsina epitela tako da se izbjegne beskonacna doza (vidjeti stavke 32. i 33.) (Dodatak 2.).

32. Ispitivane kemikalije koje se mogu pipetirati pri temperaturi od 37 °C ili niZoj (prema potrebi upotrebom pipete koja
radi na nacelu pozitivnog istisnog volumena) tretiraju se kao tekucine u validiranim referentnim metodama, a u
suprotnom bi se trebale tretirati kao kemikalije u krutom stanju (vidjeti stavak 33.). U validiranim referentnim
metodama tekude ispitivane kemikalije ravnomjerno se nanose na povrsinu tkiva (tj. primjenjuje se najmanje 60
uljem?) (vidjeti Dodatak 2., 33. i 34.). Kapilarnost (u¢inak povrsinske napetosti) do koje moze doé¢i zbog malih
volumena koji se primjenjuju na umetak (na povrsinu tkiva) treba izbjegavati u mjeri u kojoj je to moguce kako bi se
zajamcilo to¢no doziranje tkiva. Tkiva tretirana teku¢im ispitivanim kemikalijama inkubiraju se 30 minuta u stan-
dardnim uvjetima kulture (37 £2°C, 5% 1 % CO,, relativna vlaZnost > 95 %). Na kraju razdoblja izlaganja tekucu
ispitivanu kemikaliju i kontrolne tvari treba pazljivo ukloniti s povrsine tkiva obilnim ispiranjem DPBS-om bez
Ca?*|Mg?* na sobnoj temperaturi. Nakon tog koraka ispiranja slijedi uranjanje u svjezi medij na sobnoj temperaturi
nakon izlaganja (kako bi se uklonila ispitivana kemikalija koju je tkivo apsorbiralo) u unaprijed utvrdenom
razdoblju koje ovisi o upotrijebljenoj validiranoj referentnoj metodi. Samo u slucaju metode VRM1 prije provedbe
MTT testa primjenjuje se inkubacija nakon izlaganja u svjezem mediju u standardnim uvjetima kulture (vidjeti
Dodatak 2., 34.i 35.).

33. Ispitivane kemikalije koje se ne mogu pipetirati pri temperaturama do 37 °C u validiranim referentnim metodama
tretiraju se kao krute tvari. Koli¢ina ispitivane kemikalije koja se primjenjuje treba biti dovoljna kako bi se prekrila
cijela povrsina tkiva, tj. treba primijeniti najmanje 60 mg/cm? (Dodatak 2.). Kad god je to moguée, kemikalije u
krutom stanju treba ispitivati u obliku sitnog praha. Tkiva tretirana ispitivanim kemikalijama u krutom stanju
inkubiraju se u unaprijed utvrdenom razdoblju (ovisno o upotrijebljenoj validiranoj referentnoj metodi) u stan-
dardnim uvjetima kulture (vidjeti Dodatak 2., 34. i 35.). Na kraju razdoblja izlaganja ispitivanu kemikaliju u
krutom stanju i kontrolne tvari treba pazljivo ukloniti s povrsine tkiva obilnim ispiranjem DPBS-om bez Ca?*/Mg**
na sobnoj temperaturi. Nakon tog koraka ispiranja, a prije provedbe MTT testa, nakon izlaganja slijedi uranjanje u
svjezi medij na sobnoj temperaturi (kako bi se uklonila ispitivana kemikalija koju je tkivo apsorbiralo) u unaprijed
utvrdenom razdoblju, koje ovisi o upotrijebljenoj validiranoj referentnoj metodi, te inkubacija u sviezem mediju
nakon izlaganja u standardnim uvjetima kulture (vidjeti Dodatak 2., 34. i 35.).
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34. U svaki ciklus treba ukljuciti istodobne negativne i pozitivne kontrole kako bi se dokazalo da su vijabilnost (utvrdena
negativnom kontrolom) i osjetljivost (utvrdena pozitivnom kontrolom) tkiva u okviru raspona prihvatljivosti koji su
utvrdeni na temelju prijasnjih podataka. Istodobna negativna kontrola pruza i osnovicu (100-postotna vijabilnost) za
izraun postotka relativne vijabilnosti tkiva tretiranih ispitivanom kemikalijom (%vijabilnost,.). Kao tvar za pozitivau
kontrolu za upotrebu s validiranim referentnim metodama preporucuje se Cisti metil-acetat (CAS br. 79-20-9,
komercijalno dostupan kod npr. drustva Sigma-Aldrich, Cat# 45997; tekudina). Kao tvari za negativnu kontrolu
za upotrebu s metodama VRM1 i VRM2 preporucuju se ultradisti H,O i DPBS bez Ca?/Mg?*. Te su se kontrolne
tvari upotrebljavale u validacijskim studijama validiranih referentnih metoda i za njih postoji najviSe prijasnjih
podataka. Upotrebu primjerenih alternativnih tvari za pozitivnu i negativnu kontrolu treba znanstveno i primjereno
obrazloziti. Negativne i pozitivne kontrole treba ispitati primjenom istih protokola kao §to su oni koji su upotrijeb-
lieni za ispitivane kemikalije uklju¢ene u ciklus (tj. za tekudine ifili kemikalije u krutom stanju). Nakon te primjene
slijedi tretiranje izlaganjem, ispiranje, uranjanje nakon izlaganja i inkubacija nakon izlaganja, ako je primjenjivo, kako
je opisano za kontrole koje se provode istodobno s tekuéim ispitivanim kemikalijama (vidjeti stavak 32.) ili za
kontrole koje se provode istodobno s ispitivanim kemikalijama u krutom stanju (vidjeti stavak 33.), prije provedbe
MTT testa (vidjeti stavak 35. i literaturu pod 34. i 35.). Jedan skup negativnih i pozitivnih kontrola dovoljan je za sve
ispitivane kemikalije u istom agregatnom stanju (tekudine ili kemikalije u krutom stanju) ukljucene u isti ciklus.

Mjerenja vijabilnosti tkiva

35. MTT test standardizirana je kvantitativna metoda (16.) koja bi se trebala upotrebljavati za mjerenje vijabilnosti tkiva u
okviru ove ispitne metode. Taj je test prikladan za trodimenzionalni model tkiva. MTT test provodi se neposredno
nakon razdoblja inkubacije nakon izlaganja. Kod validiranih referentnih metoda uzorak modela tkiva RhCE stavlja se
u 0,3 ml otopine MTT-a koncentracije 1 mg/ml na 180 + 15 min u standardnim uvjetima kulture. Vijabilne stanice
modela tkiva RhCE reduciraju vitalnu boju MTT u talog plavog MTT formazana. NataloZeni proizvod plavog MTT
formazana zatim se ekstrahira iz tkiva upotrebom primjerenog volumena izopropanola (ili slicnog otapala) (34. i
35.). Tkiva koja se ispituju tekucim ispitivanim kemikalijama treba ekstrahirati i iz gornjeg i donjeg dijela tkiva, dok
tkiva koja se ispituju kemikalijama u krutom stanju i obojenim tekuéinama treba ekstrahirati samo iz donjeg dijela
tkiva (kako bi se smanjila potencijalna kontaminacija ekstrakcijske otopine izopropanola ispitivanom kemikalijom
koja je mozda ostala u tkivu). Tkiva koja se ispituju tekuéim ispitivanim kemikalijama koje nije jednostavno isprati
isto se mogu ekstrahirati samo iz donjeg dijela tkiva. Tvari za negativau i pozitivnu kontrolu koje se ispituju
istodobno treba tretirati slicno kao i ispitivane kemikalije. Ekstrahirani MTT formazan mozZe se kvantificirati mjere-
njem standardne apsorbancije (OD) na 570 nm upotrebom pojasa propustanja do najvise +30 nm ili upotrebom
postupka HPLC/UPLC spektrofotometrije (vidjeti stavak 42. i literaturu pod 11. i 36.).

36. Opticka svojstva ispitivanih kemikalija ili njihovo kemijsko djelovanje na MTT moZe utjecati na mjerenje MTT
formazana, $to dovodi do pogresne procjene vijabilnosti tkiva. Ispitivane kemikalije mogu utjecati na mjerenje
MTT formazana izravnom redukcijom MTT-a u plavi MTT formazan ifili interferencijom s bojom ako ispitivana
kemikalija apsorbira, prirodno ili zbog postupaka obrade, u istom rasponu opticke gustoce kao i MTT formazan (t.
priblizno 570 nm). Prije ispitivanja treba provesti prethodne provjere kako bi se omogucilo utvrdivanje potencijalnih
tvari koje izravno reduciraju MTT i/ili kemikalija koje interferiraju s bojom te se trebaju upotrijebiti dodatne kontrole
za otkrivanje i ispravljanje moguce interferencije tih ispitivanih kemikalija (vidjeti stavke od 37. do 41.). To je osobito
vazno kada se odredena ispitivana kemikalija ne ispere u potpunosti s modela tkiva RhCE ili prodre u epitel koji
nalikuje roZnici te je stoga prisutna u modelima tkiva RhCE pri provodenju MTT testa. Za ispitivane kemikalije koje
apsorbiraju svjetlost u istom rasponu kao i MTT formazan (prirodno ili nakon tretiranja), koje nisu kompatibilne s
mjerenjem standardne apsorbancije (OD) MTT formazana zbog prejake interferencije, tj. jake apsorbancije na
570 £ 30 nm, za mjerenje MTT formazana moZe se upotrijebiti postupak HPLC/UPLC spektrofotometrije
(vidjeti stavke 41. 1 42) (11. i 36.). Podroban opis nacina na koji se otkrivaju i ispravljaju izravna redukcija
MTT-a i interferencije s bojilima dostupan je u standardnim operativnim postupcima za validirane referentne
metode (34. i 35.). Hustrativni dijagrami toka koji daju smjernice o tome kako utvrditi kemikalije koje izravno
reduciraju MTT ifili kemikalije koje interferiraju s bojom te kako postupati s njima u okviru VRM1 i VRM2 navedeni
su u dodacima IIL. i IV.
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37. Kako bi se utvrdila potencijalna interferencija ispitivanih kemikalija koje apsorbiraju svjetlost u istom rasponu kao i
MTT formazan (prirodno ili nakon tretiranja) i odlucilo jesu li potrebne dodatne kontrole, ispitivana kemikalija
dodaje se vodi ifili izopropanolu te se inkubira na odgovarajuce vrijeme na sobnoj temperaturi (vidjeti Dodatak 2.
od 570 £ 20 nm za VRM1 (vidjeti Dodatak 3.) ili ako se mijesanjem ispitivane kemikalije s vodom za VRM2 dobije
obojena otopina (vidjeti Dodatak 4.), pretpostavlja se da ispitivana kemikalija utje¢e na mjerenje standardne apsor-
bancije (OD) MTT formazana i treba provesti daljnje kontrole bojila ili treba upotrijebiti postupak HPLC/UPLC
spektrofotometrije, u kojem slucaju te kontrole nisu potrebne (vidjeti stavke 41. i 42., dodatke IIL. i IV. te literaturu
pod 34. i 35.). Pri provedbi mjerenja standardne apsorbancije (OD), svaku interferirajucu ispitivanu kemikaliju treba
primijeniti na najmanje dva ponovljena uzorka vijabilnog tkiva, koji se podvrgavaju cijelom postupku ispitivanja, ali
se u koraku inkubacije MTT-a inkubiraju s medijem, a ne s otopinom MTT-a, kako bi se provela kontrola nespe-
cificne boje u Zivim tkivima (NSCy;q,) (34. 1 35.). Kontrolu NSCyy,, treba obavljati istodobno uz ispitivanje obojene
ispitivane kemikalije, a u slucaju viSe ispitivanja sa svakim provedenim ispitivanjem (u svakom ciklusu) treba provesti
neovisnu kontrolu NSCj;i,, zbog svojstvene bioloske varijabilnosti Zivih tkiva. Prava vijabilnost tkiva racuna se kao:
postotak vijabilnosti tkiva %(oji se dobiva iz zivih tkiva izloZenih interferirajucoj ispitivanoj kemikaliji i inkubiranih
otopinom MTT-a (%Vijabilnost,.), umanjeno za postotak nespecificne boje dobiven sa Zivim tkivima izloZenima
interferirajucoj ispitivanoj kemikaliji i inkubiranima s medijem bez MTT-a, koji se provodi istodobno kao i test koji se
ispravlja (%NSCjying), tj. prava vijabilnost tkiva = [%Vijabilnostie] — [%NSCiyingl-

38. Kako bi se identificirale tvari koje izravno reduciraju MTT, svaku bi ispitivanu kemikaliju trebalo dodati u svjeze
pripremljenu otopinu MTT-a. Primjerena koli¢ina ispitivane kemikalije dodaje se otopini MTT-a i smjesa se inkubira
priblizno tri sata u standardnim uvjetima kulture (vidjeti dodatke III. i IV.) (34. i 35.). Ako smjesa MTT-a koja
sadrzava ispitivanu kemikaliju (ili suspenziju za netopljive ispitivane kemikalije) postane plava/ljubicasta, pretpostavlja
se da ispitivana kemikalija izravno reducira MTT i treba se provesti daljnja funkcionalna provjera nevijabilnih modela
tkiva RhCE, neovisno o upotrebi mjerenja standardne apsorbancije (OD) ili postupka HPLC/UPLC spektrofotometrije.
U toj dodatnoj funkcionalnoj provjeri upotrebljavaju se mrtva tkiva kod kojih je prisutna samo preostala metabolicka
aktivnost, ali koja apsorbiraju i zadrzavaju ispitivanu kemikaliju na sli¢an nacin kao i vijabilna tkiva. Mrtva tkiva za
metodu VRM1 pripremaju se izlaganjem niskoj temperaturi (,usmréivanje zamrzavanjem”). Mrtva tkiva za metodu
VRM2 pripremaju se produljenom inkubacijom (npr. najmanje 24 = 1 h) u vodi, nakon ¢ega slijedi skladistenje na
niskoj temperaturi (,usmréivanje vodom”). Svaka ispitivana kemikalija koja reducira MTT primjenjuje se na najmanje
dva ponovljena uzorka mrtvog tkiva koji se podvrgavaju cijelom postupku ispitivanja kako bi se provela kontrola
nespecificne redukcije MTT-a (NSMTT) (34. i 35.). Dovoljna je jedna kontrola NSMTT po ispitivanoj kemikaliji
neovisno o broju provedenih neovisnih ispitivanja/ciklusa. Prava vijabilnost tkiva rauna se kao: postotak vijabilnosti
tkiva dobiven sa Zivim tkivima izloZenima tvari koja reducira MTT (%Vijabilnost,.), umanjen za postotak nespeci-
ficne redukcije MTT-a dobiven s mrtvim tkivima izloZenima istoj tvari koja reducira MTT, izra¢unano u odnosu na
negativnu kontrolu koja se provodi istodobno kao i test koji se ispravlja (¥NSMTT), tj. prava vijabilnost tkiva =
[%Vijabilnost,.,] — [%$NSMTT].

39. Za ispitivane kemikalije za koje se utvrdi da interferiraju s bojom (vidjeti stavak 37.) i izravno reduciraju MTT (vidjeti
stavak 38.) bit Ce potreban i tre¢i skup kontrola pri mjerenju standardne apsorbancije (OD) osim kontrola NSMTT i
NSCjiying Opisanih u prethodnim stavcima. To je obi¢no slucaj kod tamno obojenih ispitivanih kemikalija koje
apsorbiraju svjetlost u rasponu od 570 £ 30 nm (npr. plave, ljubicaste ili crne kemikalije) jer njihova intrinzi¢na
boja sprecava procjenu njihove sposobnosti da izravno reduciraju MTT, kako je opisano u stavku 38. Zbog toga je
automatski obvezna upotreba kontrola NSMTT, zajedno s kontrolama NSCj;p,. | Ziva i mrtva tkiva mogu apsorbirati
i zadrzati ispitivane kemikalije za koje se provode i kontrola NSMTT i kontrola NSCiyy,. Stoga se u tom slucaju
kontrolom NSMTT moZe ispraviti ne samo potencijalna izravna redukcija MTT-a ispitivanom kemikalijjom, ve¢ i
interferencija s bojom koja je posljedica apsorpcije i zadrzavanja ispitivane kemikalije u mrtvim tkivima. To bi moglo
dovesti do dvostrukog ispravka za interferenciju s bojom jer se kontrolom NSCjy,, ve¢ ispravlja interferencija s
bojom koja je posljedica apsorpcije i zadrzavanja ispitivane kemikalije u Zivim tkivima. Kako bi se izbjegao mogudi
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dvostruki ispravak za interferenciju s bojom, treba provesti treu kontrolu za nespecifiénu boju u mrtvim tkivima
(NSCyieq) (vidjeti dodatke IIL i IV. te literaturu pod 34. i 35.). U toj dodatnoj kontroli ispitivana kemikalija
primjenjuje se na najmanje dva ponovljena uzorka mrtvog tkiva, koja se podvrgavaju cijelom postupku ispitivanja,
ali se u koraku inkubacije MTT-a inkubiraju s medijem, a ne s otopinom MTT-a. Dovoljna je jedna kontrola NSCy;jieq
po ispitivanoj kemikaliji neovisno o broju provedenih neovisnih ispitivanja/ciklusa, ali treba je provoditi istodobno s
kontrolom NSMTT i s istom 3arzom tkiva. Prava vijabilnost tkiva racuna se kao: postotak vijabilnosti tkiva dobiven
sa zivim tkivima izloZenima ispitivanoj kemikaliji (%Vijabilnost,.,), umanjeno za %NSMTT i %NSCjjy;,, te uvecano za
postotak nespecificne boje dobiven s mrtvim tkivima izloZenima interferiraju¢oj ispitivanoj kemikaliji i inkubiranima
s medijem bez MTT-a, izratunano u odnosu na negativnu kontrolu koja se provodi istodobno kao i test koji se
ispravlja (%NSCyjcq), tj. prava vijabilnost tkiva = [%Vijabilnost,q] — [SNSMTT] = [%NSCyyine] + [%NSCiijjeal-

40. Vazno je napomenuti da nespecificna redukcija MTT-a i interferencije s nespecifiénim bojama mogu povecati opticku
gustoéu (kod mjerenja standardne apsorbancije) ekstrakta tkiva iznad raspona linearnosti spektrofotometra i da
nespecificna redukcija MTT-a moZe povelati i povrSinu pika MTT formazana (kod mjerenja HPLC/UPLC spektrofo-
tometrijom) ekstrakta tkiva iznad raspona linearnosti spektrofotometra. Na temelju toga vazno je da svaki laboratorij
prije pocetka ispitivanja ispitivanih kemikalija u regulatorne svrhe utvrdi raspon linearnosti opticke gustoce/povriine
pika svojeg spektrofotometra, npr. s MTT formazanom (CAS # 57360-69-7), komercijalno dostupnim kod npr.
drustva Sigma-Aldrich (Cat# M2003).

41. Mjerenje standardne apsorbancije spektrofotometrom primjereno je za procjenu kemikalija koje izravno reduciraju
MTT i ispitivanih kemikalija koje interferiraju s bojom ako je uocena interferencija kod mjerenja MTT formazana
prevelika (tj. vrijednosti opticke gustole ekstrakata tkiva dobivenih s ispitivanom kemikalijom bez ispravaka za
izravnu redukciju MTT-a ifili interferencija s bojom unutar su linearnog raspona spektrofotometra). Ipak, rezultate
za ispitivane kemikalije koji daju %NSMTT ifili %NSCi;n, = 60 % (VRM1 i VRM2 za protokol za tekucine) ili 50 %
(VRM2 za protokol za kemikalije u krutom stanju) negativne kontrole trebalo bi oprezno tumaditi jer je to utvrdena
grani¢na vrijednost koja se u validiranim referentnim metodama upotrebljava za razlikovanje razvrstanih i neraz-
vrstanih kemikalija (vidjeti stavak 44.). Medutim, standardna apsorbancija ne moze se mjeriti kada je interferencija s
mjerenjem MTT formazana prejaka (tj. kada dovodi do neispravljenih vrijednosti opticke gustoce ispitivanih ekstra-
kata tkiva izvan linearnog raspona spektrofotometra). Obojene ispitivane kemikalije ili ispitivane kemikalije koje se
oboje u dodiru s vodom ili izopropanolom koje prejako interferiraju s mjerenjem standardne apsorbancije (OD) MTT
formazana mogu se procijeniti primjenom HPLC/UPLC spektrofotometrije (vidjeti dodatke IIL. i IV.). Razlog je tome
$to sustav HPLC/UPLC omogucuje izdvajanje MTT formazana iz kemikalije prije njegove kvantifikacije (36.). Zato pri
upotrebi HPLC/UPLC spektrofotometrije nikada nisu potrebne kontrole NSCyyin, i NSCyjjeq, neovisno o kemikaliji
koja se ispituje. Kontrole NSMTT ipak treba upotrijebiti ako se sumnja u to da ispitivana kemikalija izravno reducira
MTT (nakon postupka opisanog u stavku 38.). Kontrole NSMTT treba upotrijebiti i s ispitivanim kemikalijama koje
imaju boju (intrinzi¢nu ili koja se javlja u vodi) koja sprecava procjenu njihove sposobnosti da izravno reduciraju
MTT, kako je opisano u stavku 38. Ako se za mjerenje MTT formazana upotrebljava HPLC/UPLC spektrofotometrija,
postotak vijabilnosti tkiva racuna se kao postotak povrsine pika MTT formazana dobiven sa Zzivim tkivima izloZe-
nima ispitivanoj kemikaliji u odnosu na pik MTT formazana dobiven s istodobnom negativnom kontrolom. Za
ispitivane kemikalije koje mogu izravno reducirati MTT prava vijabilnost tkiva racuna se kao: %Vijabilnost,.uma-
njeno za %$NSMTT, kako je opisano u posljednjoj recenici stavka 38. Naposljetku, treba napomenuti da se ispitnim
metodama RhCE ne mogu procijeniti kemikalije koje izravno reduciraju MTT ili kemikalije koje izravno reduciraju
MTT koje ujedno mogu interferirati s bojom, koje se zadrzavaju u tkivima nakon tretiranja i reduciraju MTT toliko
jako da dovode do opticke gustoce (upotrebom standardnog mjerenja opticke gustoce) ili povrsina pika (upotrebom
UPLC/HPLC spektrofotometrije) ispitivanih ekstrakata tkiva koje su izvan raspona linearnosti spektrofotometra, iako
se ocekuje da ¢e se one javljati samo u iznimno rijetkim slucajevima.
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42. HPLC/UPLC spektrofotometrija mozZe se upotrebljavati sa svim vrstama ispitivanih kemikalija (obojenima i neoboje-
nima, koje reduciraju MTT i koje ga ne reduciraju) za mjerenje MTT formazana (11. i 36.). Zbog raznolikosti sustava
HPLC/UPLC spektrofotometrije nije izvedivo da svaki korisnik uspostavi identicne uvjete sustava. Stoga bi kvalifika-
ciju sustava HPLC/UPLC spektrofotometrije trebalo dokazati prije njegove upotrebe za kvantificiranje MTT formazana
iz ekstrakata tkiva tako da sustav ispuni kriterije prihvatljivosti za skup standardnih parametara kvalifikacije u skladu
s parametrima opisanima u smjernicama americke Uprave za hranu i lijekove o validaciji bioanalitickih metoda
namijenjenih industriji (36. 1 38.). Ti klju¢ni parametri i njihovi kriteriji prihvatljivosti prikazani su u Dodatku 5. Kada
se ispune kriteriji prihvatljivosti definirani u Dodatku 5., smatra se da je sustav HPLC/UPLC spektrofotometrije
kvalificiran i spreman za mjerenje MTT formazana u pokusnim uvjetima opisanima u ovoj ispitnoj metodi.

Kriteriji prihvatljivosti

43. Za svaki ciklus u kojem se upotrebljavaju Sarze tkiva RhCE koje ispunjavaju kontrolu kvalitete (vidjeti stavak 30.),
tkiva tretirana s tvari za negativnu kontrolu trebala bi imati opti¢ku gustoéu koja odrazava kvalitetu tkiva za koja su
postovani koraci dopreme i preuzimanja te svi postupci protokola i koja ne bi smijela biti izvan prethodno utvrdenih
granica opisanih u tablici 2. (vidjeti stavak 26.). Slicno tome, tkiva tretirana s tvari za pozitivnu kontrolu, tj.
metilacetatom, trebaju pokazivati srednju vijabilnost tkiva <50 % u odnosu na negativnu kontrolu u metodi
VRML s protokolom za tekudine ili kemikalije u krutom stanju i < 30 % (protokol za tekuéine) ili < 20 % (protokol
za kemikalije u krutom stanju) u odnosu na negativnu kontrolu u metodi VRM2, $to odrazava sposobnost tkiva da
odgovore na nadraZzujucu ispitivanu kemikaliju u uvjetima ispitivane metode (34. i 35.). Varijabilnost izmedu ponov-
lienih uzoraka tkiva s ispitivanim kemikalijama i kontrolnim tvarima trebala bi biti unutar prihvacenih granica (tj.
razlika u vijabilnosti izmedu dva ponovljena uzorka tkiva trebala bi biti manja od 20 % odnosno standardna
devijacija u tri ponovljena uzorka tkiva ne bi trebala biti ve¢a od 18 %). Ako je negativna ili pozitivna kontrola
ukljucena u ciklus izvan prihvaenih raspona, smatra se da ciklus ne ispunjava zahtjeve i treba ga ponoviti. Ako je
varijabilnost izmedu ponovljenih uzorka tkiva s ispitivanom kemikalijom izvan prihvaenog raspona, mora se
smatrati da test ne ispunjava zahtjeve i ispitivanu kemikaliju treba ponovno ispitati.

Tumacenje rezultata i model predvidanja

44. Vrijednosti opticke gustoce[povrsine pika dobivene s ponovljenim ekstraktima tkiva za svaku ispitivanu kemikaliju
treba upotrebljavati za izratun srednjeg postotka vijabilnosti tkiva (srednja vrijednost medu ponovljenim uzorcima
tkiva) normaliziranog u odnosu na negativnu kontrolu, koja je odredena kao 100 %. Grani¢na vrijednost postotka
vijabilnosti tkiva za utvrdivanje ispitivanih kemikalija koje ne treba razvrstati s obzirom na nadraZivanje oka ili tesku
ozljedu oka (bez kategorije prema sustavu UN GHS i CLP-u) navedena je u tablici 4. Rezultate stoga treba tumaciti na
sljede¢i nacin:

— utvrduje se da ispitivanu kemikaliju ne treba razvrstati i oznaciti u skladu sa sustavom UN GHS i CLP-om (bez
kategorije) ako je srednji postotak vijabilnosti tkiva nakon izlaganja i inkubacije nakon izlaganja veli od (>)
utvrdene grani¢ne vrijednosti postotka vijabilnosti tkiva, kako je prikazano u tablici 4. U tom slucaju nije
potrebno daljnje ispitivanje drugim ispitnim metodama,

— ako je srednji postotak vijabilnosti tkiva nakon izlaganja te inkubacije nakon izlaganja manji od ili jednak (<)
utvrdenoj granicnoj vrijednosti postotka vijabilnosti tkiva, predvidanje nije moguce, kako je prikazano u tablici 4.
U tom ¢e slucaju biti potrebno daljnje ispitivanje s drugim ispitnim metodama jer ispitne metode RhCE pokazuju
odredeni broj lazno pozitivnih rezultata (vidjeti stavke 14. i 15.) i ne razlikuju kategorije 1. i 2. prema sustavu
UN GHS i CLP-u (vidjeti stavak 17.).
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Tablica 4.

Modeli predvidanja u skladu s razvrstavanjem prema sustavu UN GHS i CLP-u

VRM

Bez kategorije

Predvidanje nije moguce

VRM 1 - EIT EpiOcular™ (za oba protokola)

Srednja vijabilnost tkiva
> 60 %

Srednja vijabilnost tkiva
<60%

VRM 2 — EIT s HCE-om SkinEthic™ (za protokol
za tekucine)

Srednja vijabilnost tkiva
>60 %

Srednja vijabilnost tkiva
<60 %

VRM2 - EIT s HCE-om SkinEthic™ (za protokol za
kemikalije u krutom stanju)

Srednja vijabilnost tkiva
>50 %

Srednja vijabilnost tkiva
<50%

45. Jedan test koji obuhvaca najmanje dva ponovljena uzorka tkiva trebao bi biti dovoljan za ispitivanu kemikaliju ako je
rezultat nedvosmislen. Medutim, u slu¢ajevima grani¢nih rezultata, kao $to su neuskladena ponovljena mjerenja i/ili
srednji postotak vijabilnosti tkiva od 60 = 5% (VRM1 i VRM2 za protokol za tekuéine) ili 50 + 5% (VRM2 za
protokol za kemikalije u krutom stanju), trebalo bi razmotriti drugi test, a i tre¢i test u slu¢aju neuskladenih rezultata
izmedu prva dva testa.

46. Za specifine vrste smjesa mogu se razmotriti razlicite grani¢ne vrijednosti postotaka vijabilnosti tkiva prema kojima
se razvrstane ispitivane kemikalije razlikuju od nerazvrstanih, ako je primjereno i obrazlozeno, kako bi se povecala
ukupna uspje$nost ispitne metode za te vrste smjesa (vidjeti stavak 14.). Referentne kemikalije mogu biti korisne za
procjenu potencijala nepoznate ispitivane kemikalije ili razreda proizvoda da uzrokuju tesku ozljedu oka/nadrazivanje
oka ili za procjenu relativne potencijalne okularne toksi¢nosti razvrstane kemikalije unutar specificnog raspona
pozitivnih odgovora.

PODACI 1 IZVJESCIVANJE
Podaci

47. Podatke iz pojedinacnih ponovljenih tkiva u ciklusu (npr. podaci o vrijednosti opticke gustole/povrsini pika MTT
formazana i izra¢unanom postotku vijabilnosti tkiva za ispitivanu kemikaliju i kontrole te kona¢no predvidanje na
temelju ispitne metode RhCE) treba navesti u obliku tablice za svaku ispitivanu kemikaliju, prema potrebi ukljucujuéi
i podatke iz ponovljenih testova. Osim toga, treba navesti i srednji postotak vijabilnosti tkiva i razliku vijabilnosti
izmedu dva ponovljena uzorka tkiva (ako je n = 2 ponovljena uzorka tkiva) ili standardnu devijaciju (ako je n = 3
ponovljena uzorka tkiva) za svaku pojedina¢nu ispitivanu kemikaliju i kontrolu. Za svaku ispitanu kemikaliju treba
navesti svaku uocenu interferenciju s mjerenjem MTT formazana koje ispitivana kemikalija uzrokuje izravnom
redukcijom MTT-a ifili interferencijom s bojom.

Izvjesce o ispitivanju

48. Izvjesée o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedee informacije.

Ispitivana kemikalija

Tvar s jednim sastojkom:

— kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv(i), CAS registracijski broj(evi), SMILES ili InChl
oznaka, strukturna formula i/ili druge identifikacijske oznake,

— agregatno stanje, hlapljivost, pH-vrijednost, LogP, molekularna masa, kemijski razred i dodatna relevantna fizi-
kalno-kemijska svojstva relevantna za provedbu studije, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,
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— distoca, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.,

— obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

— uvjeti skladiStenja i stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni.

Tvar s viSe sastojaka, UVCB tvar i smjesa:

— opisane koliko god je to moguce npr. kemijskim identitetom (vidjeti gore), ¢istocom, koli¢inskom zastupljenoséu
i relevantnim fizikalno-kemijskim svojstvima sastojaka (vidjeti gore), u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

— agregatno stanje i dodatna relevantna fizikalno-kemijska svojstva relevantna za provedbu studije, u mjeri u kojoj
su podaci dostupni,

— distoca, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.,

— obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

— uvjeti skladiStenja i stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni.

Tvari za pozitivnu i negativau kontrolu

— kemijske identifikacijske oznake, kao $to su IUPAC ili CAS naziv(i), CAS registracijski broj(evi), SMILES ili InChI

oznaka, strukturna formula i/ili druge identifikacijske oznake,

— agregatno stanje, hlapljivost, molekularna masa, kemijski razred i dodatna relevantna fizikalno-kemijska svojstva
relevantna za provedbu studije, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

— distoca, kemijski identitet necistola prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.,

— obrada prije ispitivanja, prema potrebi (npr. zagrijavanje, usitnjavanje),

— uvjeti skladiStenja i stabilnost, u mjeri u kojoj su podaci dostupni,

— ako je primjenjivo, obrazlozenje upotrebe negativne kontrole koja nije ultracisti H,O ili DPBS bez Ca®*|Mg?",

— ako je primjenjivo, obrazloZenje upotrebe pozitivne kontrole koja nije ¢isti metil-acetat,

— upudivanje na rezultate koji se odnose na prijasnje pozitivne i negativne kontrole i pokazuju primjerenost kriterija
prihvatljivosti ciklusa.

Informacije o narucitelju i ustanovi koja provodi ispitivanje:

— naziv i adresa narucitelja, ustanove koja provodi ispitivanje i voditelja istraZivanja.

— Upotrijebljeni model tkiva RhCE i protokol (uz obrazloZenje odabira ako je primjenjivo)
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Uvjeti primjene ispitne metode:

— upotrijebljeni model tkiva RhCE, ukljucujudi broj arze,

— valna duljina i pojas propustanja (ako je primjenjivo) koji se upotrebljavaju za kvantifikaciju MTT formazana te
raspon linearnosti mjernog uredaja (npr. spektrofotometra),

— opis metode koja se upotrebljava za kvantifikaciju MTT formazana,

— opis upotrijebljenog sustava HPLC/UPLC spektrofotometrije, ako je primjenjivo,

— potpune popratne informacije o konkretnom modelu tkiva RhCE koji je koristen, uklju¢ujuéi njegove radne
znacajke. To bi, medu ostalim, trebalo ukljucivati:

i. kontrolu kvalitete vijabilnosti (dobavljag);

ii. vijabilnost u uvjetima primjene ispitne metode (korisnik);

iii. kontrolu kvalitete funkcije barijere;

iv. morfologiju ako je dostupna;

v. obnovljivost i prediktivnu sposobnost;

vi. druge kontrole kvalitete (KK) modela tkiva RhCE ako su dostupne,

— upudivanje na prijasnje podatke za model tkiva RhCE. To bi, medu ostalim, trebalo ukljucivati: prihvatljivost
podataka o kontroli kvalitete s upucivanjem na prijasnje podatke o 3arzi,

— izjava o tome da je ustanova koja provodi ispitivanje dokazala osposobljenost za upotrebu ispitne metode prije
rutinske upotrebe ispitivanjem kemikalija koje sluze za dokazivanje osposobljenosti.

Kiteriji prihvatljivosti ciklusa i ispitivanja:

— srednje vrijednosti i rasponi prihvatljivosti pozitivnih i negativnih kontrola na temelju prijasnjih podataka,

— prihvatljiva varijabilnost izmedu ponovljenih uzoraka tkiva za pozitivne i negativne kontrole,

— prihvatljiva varijabilnost izmedu ponovljenih uzoraka tkiva za ispitivanu kemikaliju.

Ispitni postupak:

— pojedinosti o upotrijebljenom ispitnom postupku,

— doze upotrijebljenih ispitivanih kemikalija i kontrolnih tvari,

— trajanja i temperature izlaganja, uranjanja nakon izlaganja i inkubacije nakon izlaganja (ako je primjenjivo),

— opis svih izmjena ispitnog postupka,
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— oznake kontrola koje se koriste za tvari koje neposredno reduciraju MTT ifili ispitivane kemikalije za bojenje, ako
je primjenjivo,

— broj ponovljenih uzoraka tkiva upotrijebljenih po ispitivanoj kemikaliji i kontrolama (pozitivna kontrola, nega-
tivna kontrola i NSMTT, NSCjy;ng i NSCyjieq, ako je primjenjivo).

Rezultati

— tabli¢ni prikaz podataka za pojedinacne ispitivane kemikalije i kontrolne tvari za svaki ciklus (ukljucujuéi ponov-
liene pokuse ako je primjenjivo) i svako ponovljeno mjerenje, ukljucujuéi vrijednost opticke gustoce ili povrsinu
pika MTT formazana, postotak vijabilnosti tkiva, srednji postotak vijabilnosti tkiva, razlike izmedu ponovljenih
uzoraka tkiva ili standardne devijacije te kona¢no predvidanje,

— ako je primjenjivo, rezultati kontrola upotrijebljenih za kemikalije koje neposredno reduciraju MTT ifili obojenih
ispitivanih kemikalija, uklju¢ujudi vrijednost opticke gustoce ili povrsinu pika MTT formazana, %NSMTT, %NSC};.
ving BNSCyieq, razliku izmedu ponovljenih uzoraka tkiva ili standardnu devijaciju, kona¢ni to¢ni postotak
vijabilnosti tkiva i kona¢no predvidanje,

— rezultati dobiveni s ispitivanim kemikalijama i kontrolnim tvarima u odnosu na utvrdene kriterije prihvatljivosti
za ciklus i ispitivanje,

— opis drugih uocenih u¢inaka, npr. ako obojena ispitivana kemikalija oboji tkiva.
Rasprava o rezultatima
Zakljucak
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Dodatak 1.
DEFINICIJE

Toénost: stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitne metode i prihvacenih referentnih vrijednosti. Ona je mjerilo
ucinkovitosti ispitne metode i jedan od aspekata ,relevantnosti”. Pojam je &esto medusobno zamjenjiv s pojmom
,podudarnost” u smislu udjela to¢nih ishoda ispitne metode (18.).

Referentna kemikalija: kemikalija koja se primjenjuje kao standard za usporedbu s ispitivanom kemikalijom. Referentna
kemikalija trebala bi imati sljedeca svojstva: i. dosljedne i pouzdane izvore za njezinu identifikaciju i karakterizaciju; ii.
strukturnu, funkcionalnu ifili kemijsku sli¢nost ili razred proizvoda slican kemikalijama koje se ispituju; iii. poznata
fizikalno-kemijska svojstva; iv. podatke kojima se dokazuju poznati udinci; i v. poznatu jakost u rasponu Zeljenog
odgovora.

Pristup odozdo prema gore: stupnjeviti pristup koji se primjenjuje za ispitivanu kemikaliju u pogledu koje postoji
sumnja da joj nije potrebno razvrstavanje i oznacivanje s obzirom na nadraZivanje oka ili tesku ozljedu oka, a koji
pocinje utvrdivanjem kemikalija za koje nije potrebno razvrstavanje i oznacivanje (negativan ishod) u odnosu na druge
kemikalije (pozitivan ishod).

Kemikalija: tvar ili smjesa.

Podudarnost: vidjeti ,Tocnost”.

RozZnica: transparentni dio prednje strane o¢ne jabucice kojim su prekrivene $arenica i zjenica i koji propusta svjetlost u
unutra$njost oka.

CV: koeficijent varijacije.

Dev.: odstupanje.

EIT: test nadrazivanja oka.

EURL ECVAM: referentni laboratorij Europske unije za alternative ispitivanju na Zivotinjama.

NadraZivanje oka: promjene na oku nastale kao rezultat primjene ispitivane kemikalije na prednju povrsinu oka, koje su
potpuno reverzibilne u roku od 21 dana nakon primjene. Pojam je medusobno zamjenjiv s pojmovima ,reverzibilni
udinci na oko” i ,kategorija 2. sustava UN GHS/CLP-a".

ETs5y: vrijeme izlaganja potrebno za smanjenje vijabilnosti tkiva za 50 % nakon primjene referentne kemikalije u odre-
denoj, fiksnoj koncentraciji.

Udio lazno negativnih rezultata: udio svih pozitivnih tvari koje su ispitnom metodom pogresno identificirane kao
negativne. Jedan je od pokazatelja uspjesnosti ispitne metode.

Stopa lazno pozitivnih rezultata: udio svih negativnih tvari koje su ispitnom metodom pogresno identificirane kao
pozitivne. Jedan je od pokazatelja uspjesnosti ispitne metode.
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Opasnost: inherentno svojstvo nekog agensa ili stanje koje moZze uzrokovati $tetne ucinke kada su organizam, sustav ili
(sub)populacija izloZeni tom agensu.

HCE: epitel ljudske roznice SkinEthic™.

HPLC: tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti.

IC;q: koncentracija pri kojoj referentna kemikalija smanjuje vijabilnost tkiva za 50 % nakon fiksnog vremena izlaganja
(npr. 30 minuta tretiranja SDS-om).

Beskonacna doza: kolicina ispitivane kemikalije primijenjena na model tkiva RhCE koja je veca od koli¢ine potrebne da
bi se potpuno i ravnomjerno pokrila povrsina epitela.

Ireverzibilni ucinci na oko: vidjeti ,tesku ozljedu oka”.

LLOQ: donja granica kvantifikacije.

LogP: logaritam podjelnog koeficijenta oktanol-voda.

Smjesa: smjesa ili otopina koja se sastoji od dviju ili viSe tvari.

Tvar s jednim sastojkom: tvar, definirana koli¢inskim sastavom, u kojoj je jedan glavni sastojak prisutan u koncentraciji
od najmanje 80 % (w/w).

Tvar s viSe sastojaka: tvar, definirana kolic¢inskim sastavom, u kojoj je vise od jednog glavnog sastojka prisutno u
koncentraciji od 10 % (w/w) ili ve¢oj te manjoj od 80 % (w/w). Tvar s viSe sastojaka rezultat je procesa proizvodnje.
Smjesa i tvar s vise sastojaka razlikuju se po tome 3$to se smjesa dobiva mijeSanjem dviju ili viSe tvari bez kemijske
reakcije. Tvar s viSe sastojaka rezultat je kemijske reakcije.

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid; tiazolil plavo tetrazolijev bromid.

Negativna kontrola: uzorak koji sadrzava sve komponente ispitnog sustava i tretiran je s tvari za koju je poznato da ne
inducira pozitivan odgovor u ispitnom sustavu. Taj se uzorak obraduje s uzorcima tretiranima ispitivanom kemikalijom i
drugim kontrolnim uzorcima te se upotrebljava kako bi se utvrdila 100-postotna vijabilnost tkiva.

Nerazvrstano: kemikalije koje nisu razvrstane s obzirom na nadraZivanje oka (kategorija 2. sustava UN GHS/CLP-a,
kategorija 2.A ili 2.B sustava UN GHS) ili tesku ozljedu oka (kategorija 1. sustava UN GHS/CLP-a). Pojam je medusobno
zamjenjiv s pojmom ,bez kategorije prema sustavu UN GHS/CLP-u".

NSCisiiea: nespecificna boja u mrtvim tkivima.

NSCjiying: nespecificna boja u Zivim tkivima.

NSMTT: nespecifi¢na redukcija MTT-a.
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OD: opticka gustoca.

Zahtjevi izvedbe: zahtjevi koji se temelje na validiranoj ispitnoj metodi koja se smatrala znanstveno valjanom i pruZaju
temelj za ocjenjivanje usporedivosti predlozene, funkcionalno i mehanicisticki slicne, ispitne metode. Oni ukljucuju: i.
klju¢ne elemente ispitne metode; ii. minimalni popis referentnih kemikalija odabranih izmedu kemikalija koje se koriste
za dokazivanje prihvatljive u¢inkovitosti validirane ispitne metode; i iii. sli¢ne razine to¢nosti i pouzdanosti, utemeljene na
rezultatima dobivenim za validiranu ispitnu metodu, koje se prilikom ocjenjivanja trebaju dokazati predlozenom ispitnom
metodom koriste¢i minimalni popis referentnih kemikalija (18.).

Pozitivna kontrola: uzorak koji sadrzava sve komponente ispitnog sustava i tretiran je s tvari za koju je poznato da
inducira pozitivan odgovor u ispitnom sustavu. Taj se uzorak obraduje s uzorcima tretiranima ispitivanom kemikalijom i
drugim kontrolnim uzorcima. Kako bi se osigurala mogucnost procjene varijabilnosti odgovora pozitivne kontrole
tijekom vremena, pozitivan odgovor ne bi smio biti presnazan.

Relevantnost: opis odnosa izmedu ispitivanja i istraZivanog ucinka te je li ispitivanje prikladno i korisno za odredenu
svrhu. Pokazuje u kojoj se mjeri ispitivanjem to¢no mjeri ili predvida istrazivani bioloski u¢inak. Relevantnost ukljucuje
razmatranje o to¢nosti (podudarnosti) ispitne metode (18.).

Pouzdanost: pokazuje u kojoj se mijeri ispitna metoda moZe obnovljivo primijeniti unutar jednog laboratorija i izmedu
viSe laboratorija tijekom vremena uz primjenu istog protokola. Ocjenjuje se izracunavanjem obnovljivosti unutar jednog
laboratorija i izmedu viSe njih te ponovljivosti unutar jednog laboratorija (18.).

Zamjensko ispitivanje: ispitivanje koje zamjenjuje rutinsko i prihvaéeno ispitivanje za odredivanje opasnosti ifili
procjenu rizika, za koje je utvrdeno da osigurava istovjetnu ili bolju zastitu zdravlja ljudi, zdravlja Zivotinja ili okolisa
u odnosu na prihvadeno ispitivanje u svim mogucim okolnostima ispitivanja i za sve kemikalije (18.).

Obnovljivest: podudarnost rezultata dobivenih ponovljenim ispitivanjem iste ispitivane kemikalije uz primjenu istog
ispitnog protokola (vidjeti ,pouzdanost”) (18.).

Reverzibilni u¢inci na oko: vidjeti ,nadrazivanje oka”.

RhCE: rekonstruirani epitel koji nalikuje ljudskoj roznici.

Ciklus: ciklus se sastoji od jedne ispitivane kemikalije ili viSe njih koje se ispituju istodobno s negativnom i pozitivnom
kontrolom.

SD: standardna devijacija.

Osjetljivost: udio svih pozitivnih/aktivnih ispitivanih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom ispitivanja. To je
mjera to¢nosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne metode
(18).

Teska ozljeda oka: osteCenje ocnog tkiva ili ozbiljno fizicko pogorsanje vida izazvano primjenom ispitivane tvari na
prednju povrsinu oka, koje nije u potpunosti reverzibilno unutar 21 dana od primjene. Pojam je medusobno zamjenjiv s
pojmovima ,ireverzibilni u¢inci na oko” i ,kategorija 1. sustava UN GHS/CLP-a”.
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Standardni operativni postupci (SOP): formalni, pisani postupci kojima se podrobno opisuje kako treba provoditi
specifi¢ne rutinske laboratorijske operacije i operacije specificne za test. Obvezni su na temelju dobre laboratorijske
prakse.

Specifi¢nost: udio svih negativnih/neaktivnih ispitivanih kemikalija koje su pravilno razvrstane primjenom ispitivanja. To
je mijera tocnosti ispitne metode koja daje kategorijske rezultate i vazan je ¢imbenik za ocjenu relevantnosti ispitne
metode (18.).

Tvar: kemijski element i njegovi spojevi u prirodnome stanju ili dobiveni proizvodnim postupkom, $to ukljucuje i aditive
koji su nuzni za odrZavanje stabilnosti proizvoda te nedistoe koje proizlaze iz primijenjenoga postupka, ali iskljucuje
otapala koja se mogu izdvojiti bez utjecaja na stabilnost tvari ili promjene njezina sastava.

Test: jedna ispitivana kemikalija koja se istodobno ispituje na najmanje dva ponovljena uzorka tkiva kako je utvrdeno u
odgovarajuéem SOP-u.

Vijabilnost tkiva: parametar za mjerenje ukupne aktivnosti populacije stanica u rekonstruiranom tkivu u obliku njihove
sposobnosti da reduciraju vitalnu boju MTT, $to ovisno o krajnjoj tocki koja se mjeri i planu ispitivanja korelira s
ukupnim brojem ifili vitalno$¢u Zivih stanica.

Pristup odozgo prema dolje: stupnjeviti pristup koji se primjenjuje za kemikaliju u pogledu koje postoji sumnja da
inducira tesku ozljedu oka, a koji pocinje utvrdivanjem kemikalija koje induciraju tesku ozljedu oka (pozitivan ishod) u
odnosu na druge kemikalije (negativan ishod).

Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

Strategija viSerazinskog ispitivanja: strategija stupnjevitog ispitivanja u kojoj se ispitne metode upotrebljavaju sekven-
cijski. Sve postojeée informacije o ispitivanoj kemikaliji preispituju se na svakoj razini, pri ¢emu se prije prelaska na
sljedecu razinu strategije primjenjuje postupak analize snage dokaza kako bi se odredilo je li na raspolaganju dovoljno
informacija za dono$enje odluke o razvrstavanju tvari s obzirom na opasnost. Ako se na temelju postoje¢ih podataka
ispitivanoj kemikaliji moze pripisati potencijal/jakost opasnog djelovanja, daljnje ispitivanje nije potrebno (18.).

ULOQ: gornja granica kvantifikacije.

Globalno uskladeni sustav Ujedinjenih naroda za razvrstavanje i oznadivanje kemikalija (UN GHS): sustav za
razvrstavanje kemikalija (tvari i smjesa) prema standardiziranim vrstama i stupnjevima fizickih opasnosti i opasnosti za
zdravlje i okoli§, kojim su obuhvacena odgovarajuéa komunikacijska sredstva kao $to su piktogrami, oznake opasnosti,
oznake upozorenja, oznake obavijesti i sigurnosno-tehnicki listovi, kojima se prenose informacije o njihovim $tetnim
ucincima u cilju zastite ljudi (ukljucujuéi poslodavce, radnike, prijevoznike, potrosade i interventno osoblje) i okolisa (1.).

Kategorija 1. sustava UN GHS/CLP-a: vidjeti ,tesku ozljedu oka”.

Kategorija 2. sustava UN GHS|CLP-a: vidjeti ,nadraZivanje oka”.

Bez kategorije prema sustavu UN GHS i CLP-u: kemikalije koje ne ispunjavaju zahtjeve za razvrstavanje u kategoriju
1. ili 2. sustava UN GHS/CLP-a (ili kategoriju 2.A ili 2.B sustava UN GHS). Pojam je medusobno zamjenjiv s pojmom
»Nerazvrstano”.
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UPLC: tekuéinska kromatografija iznimno visoke djelotvornosti.

UVCB: tvari nepoznatog ili promjenjivog sastava, sloZeni reakcijski proizvodi i bioloski materijali.

Valjana ispitna metoda: ispitna metoda za koju se smatra da je dovoljno relevantna i pouzdana za odredenu svrhu te
koja se temelji na znanstveno utemeljenim nacelima. Ispitna metoda nije nikada valjana u apsolutnom smislu nego samo
u odnosu na odredenu svrhu (18.).

Validirana ispitna metoda: ispitna metoda za koju su provedena validacijska istrazivanja za utvrdivanje relevantnosti
(ukljucujudi tocnost) i pouzdanosti za specifiénu namjenu. Vazno je napomenuti da validirana ispitna metoda mozda nece
biti u dovoljnoj mjeri uspjesna s obzirom na to¢nost i pouzdanost da bi je se moglo smatrati prihvatljivom za predlozenu
namjenu (18.).

VRM: validirana referentna metoda.

VRMLI: test nadraZivanja oka EpiOcular™ naziva se validiranom referentnom metodom 1.

VRM2: test nadrazivanja oka s epitelom ljudske roznice SkinEthic™ naziva se validiranom referentnom metodom 2.

Analiza snage dokaza: proces razmatranja prednosti i slabosti razli¢itih informacija u donosenju i dokazivanju zakljucka
o potencijalu opasnosti ispitivane tvari.
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Dodatak 3.

ILUSTRATIVNI DIJJAGRAM TOKA KOJI DAJE SMJERNICE O TOME KAKO UTVRDITI KEMIKALIJE KOJE IZRAVNO REDUCIRAJU MTT
I/ILI KEMIKALIJE KOJE INTERFERIRAJU S BOJOM TE KAKO S NJIMA POSTUPATI, NA TEMELJU STANDARDNIH OPERATIVNIH

POSTUPAKA ZA VRM1

PRE-CHECK FOR
COLOUR INTERFERENCE

Incubate 50 pL or 50 mg of
test chemical in 1 mL of
water for 1 hour at standard
culture conditions

Incubate 50 L or 50 mg of
test chemical in 2 mL of
isopropanol for 2-3 hours at
room temperature

PRE-CHECK FOR Is the OD at 570+20 nm
DIRECT MTT REDUCTION higher than 0.08?
Incubate 50 L or 50 mg of |

test chemical in 1 mL of
1 mg/mL MTT solution for
3 hours at standard culture
conditions

A

Does the mixture turn
blue/purple?

Is the colour of the chemical
too strong to allow a
conclusive pre-check for
direct MTT reduction?

Incubate 50 pL or 50 mg of

test chemical in 1 mL of PRE-CHECK
1 mg/mL MTT solution for FOR
3 hogrs at standard culture DIRECT MTT
" REDUCTION
conditions
Does the mixture turn
Y Y blue/purple?
No |:es Yes [
Consider one of the |«
two following options “
v £ l v v
Use OD or Use OD or
HPLCIUPLC- HPLC/UPLC- SUS:ctHr:’ Lhigr:tf Use OD Use OD suseecz':ﬁ’g;f
spectrophotometry spectrophotometry P P 2 P P vy
Perform living-tissue control concurrently Perform living-tissue control concurrently
with every test performed, following full with every test performed, following full
testing procedure but incubating with testing procedure but incubating with
medium instead of MTT (= %NSCjng) medium instead of MTT (= %NSCjj;q)
v ¥ AND
Perform killed-tissue control following full Perform killed-tissue control following full
testing procedure (= %NSMTT) testing procedure (= %NSMTT)
(one is sufficient to correct multiple tests) (one is sufficient to correct multiple tests)
¥ AND
Perform killed-tissue control following full
testing procedure but incubating with
medium instead of MTT (= % NSCyjyeq)
(one is sufficient to correct multiple tests)
v v ¢ 4 v
5 e Final %viability = Final %viability =
9 =
;: (r;:n:?r:‘si % uncorrec?e':iatleg::::ﬁiy . %NSMTT %uncorrected test viability - %uncorrected test viability - :: ::n::::
q L d 94NSCiyig - %6NSMTT + %NSCyg1eg %NSCpying q
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Dodatak 4.

ILUSTRATIVNI DIJJAGRAM TOKA KOJI DAJE SMJERNICE O TOME KAKO UTVRDITI KEMIKALIJE KOJE IZRAVNO REDUCIRAJU MTT
I/ILI KEMIKALIJE KOJE INTERFERIRAJU S BOJOM TE KAKO S NJIMA POSTUPATI, NA TEMELJU STANDARDNIH OPERATIVNIH
POSTUPAKA ZA VRM2

PRETHODMA PROWIERA ZA
INTERFERENCUIU S BOJOM

Inkubirati 10wl 10 mg
ispitivane kemikalije o 33 plwade
30 minuta nasobnay temperaturi

PRETHODNA PROVIERA

ZA IZRAVNU REDUKCIIU
i= M smjes a pastala ohglena?
MTT-A
Inkubrirati 30 wlili 30mg I
spitvane kemikalie o 300 ul

atagine MTT-a lkanc. 1 mg/mi

3 sata u standar dnim uvgetima ﬂ

kulture

de N baja kemikalle prejfaka da
b bida moguga Jadnaanadna
pgrethadna groviera xa lzravau
redukcfu MTTa?

1
de Mamjesa postala
alava/llubMasta?
Inkubirati 30 pl il 30 mg Epitvane PRETHO DNA
I kemikalis 300 watapine M3 |PROVIERA ZA
kanc. 1 mg/mi 3 sata ustandardnim 1IZRAVNIU
uwjetima kulture REDUKCLIU
* MTT-A
' Je N smyjesa postala
L 4 - plawa/Mubiasta?
Da
| Ne I | D I Razmatsitl edny od o |
dladads dvlle opciie
Upatrijehiti 30 il Upatrig=hiti D10 Upatrip=biti
. i c _ Upatrighin
HPLC/UPLC HPLC/UPLC HPALC/UPLC Upsatrije biti OD Upatrijebiti 0D HPLC/URLE
spektrofotometriju | spektrafotometriju | spektrofotometriju
5 peictrofotomet riju
ktadabing 52 svalim prowedenim testam Istadobna sa svakim pravedenim testom
pravesti kantralu na 2nim tkivima, pratedi provesti kontrolu na 2vim ticivima, pratedi
Cijeli pos tupak kpitivania, ali uz inkubaciju cijeli pastupak Bptvanja, all uz inkubaciju
= medipm umjesta s MTT-om {=% NS, | smedijem umjesta s MTT-am {-"&NSI:‘ |
; |
Prowestl kantraluy na mrvim thivima
pratedi cijell postupak spitivanja Praves ti kantradu na mrtvim toveima pratedi
| =ENEMTT| cijell postupak spithwana (<2ENSMTT)
Yedna je dovolina za kpravak vide {jedna jo dovolina 22 Kpravak vle testowa)
testaval ‘ ]
Praves ti kantrodu na mr tvim tivima pratedi
cipeli pastupak ispitivanga, ali uz inkubaciju s
medigem umjesta s MTT am\'-‘t.NSC“__“l
{ledna e dovolina za spravak vide testowal
¥ 3 ¥ ¥
WNisu Kanaémi % vijabilnosti = Konatni % vijabilnasti = Konatni % vija bilnasti = "
potreb Ynebpravljene vijablinost testa - Ynalspravl labilnostl testa- %nebspravijen e vijalbilnostl testa- hnnhlnll
kaontrole SUNSMTT N SCy g —BNSMTT + %NSCripa UNS g
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Dodatak 5.

KLJUCNI PARAMETRI 1 KRITERIJI PRIHVATLJIVOSTI ZA KVALIFIKACIJU SUSTAVA HPLC/UPLC SPEKTROFOTOMETRIE ZA
MJERENJE MTT FORMAZANA EKSTRAHIRANOG IZ MODELA TKIVA RHCE

Parametar Protokol izveden iz smjernica Uprave za hranu i lijekove (FDA) (36. i 38.) Kriteriji prihvatljivosti
Selektivnost Analiza izopropanola, slijepe probe na Zzivom tkivu (ekstrakt Povrsina;,eference < 20 %
izopropanola iz modela zivih tkiva RhCE bez ikakve obrade), 5 1
- . : . povrsine oq (')
slijepe probe na mrtvom tkivu (ekstrakt izopropanola iz modela
mrtvih tkiva RhCE bez ikakve obrade) i boje (npr. metilensko
plavilo)
Preciznost Kontrole kvalitete (tj. MTT formazan pri 1,6 pg/ml, 16 pg/ml i CV < 15%ili < 20 % za LLOQ
160 pg/ml) u izopropanolu (n = 5)
Tocnost Kontrole kvalitete u izopropanolu (n = 5) %Dev < 15 % ili < 20 % za LLOQ

Uc¢inak matrice

Kontrole kvalitete u slijepoj probi na Zivom tkivu (n = 5)

85 % < % ucinka matrice < 115 %

Prijenos Analiza izopropanola nakon standardnog ULOQ (?) Povr$inay, e ference < 20 %
povrsiney; oq
Obnovljivost 3 neovisne kalibracijske krivulje (na temelju Sest uzastopnih Kalibracijske krivulje: %Dev < 15 %
raztjedivanja 1/3 MTT formazana u izopropanolu, pocevsi s ili < 20% za LLOQ
ULOQ-om, tj. 200 \
(u danu) Q-om, . 200 pgfml)
Kontrole kvalitete u izopropanolu (n = 5) Kontrole kvalitete: %Dev < 15 % i
0,
Obnovljivost Prvi dan: 1 kalibracijska krivulja i kontrole kvalitete u izopro- Vs 15%
panolu (n = 3)
(medu danima) | Drugi dan: 1 kalibracijska krivulja i kontrole kvalitete u izopro-
panolu (n = 3)
Treéi dan: 1 kalibracijska krivulja i kontrole kvalitete u izopro-
panolu (n = 3)
Kratkoro¢na Kontrole kvalitete u slijepoj probi na Zivom tkivu (n = 3) %Dev < 15 %
stabilnost MTT analizirane na dan pripreme i nakon 24 sata skladistenja na
formazana u sobnoj temperaturi
ekstraktu tkiva
RhCE
Dugoro¢na Kontrole kvalitete u slijepoj probi na Zivom tkivu (n = 3) %Dev < 15 %

stabilnost MTT
formazana u
ekstraktu tkiva
RhCE, ako je
potrebno

analizirane na dan pripreme i nakon nekoliko dana skladistenja
na =20 °C

(") LLOQ: donja granica kvantifikacije, definirana tako da obuhvacda vijabilnost tkiva od 1 do 2 %, tj. 0,8 pg/ml.
(3 ULOQ: gornja granica kvantifikacije, definirana tako da bude barem dva puta veca od najviSe ocekivane koncentracije MTT formazana

u ekstraktima izopropanola iz negativnih kontrola (~ 70 pg/ml u validiranoj referentnoj metodi), tj. 200 pg/ml.
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B.70. IN VITRO TESTOVI LJUDSKOG REKOMBINANTNOG ESTROGENSKOG RECEPTORA (hrER) ZA OTKRIVANJE
KEMIKALIJA S AFINITETOM VEZIVANJA NA ESTROGENSKI RECEPTOR

OPCI UVOD
OECD-ova smjernica za ispitivanje koja se temelji na uspjesnosti

1. Ova ispitna metoda odgovara Smjernici OECD-a za ispitivanje 493 (TG) (2015.). Smjernica za ispitivanje 493 jest
smjernica za ispitivanje koja se temelji na uspjesnosti (PBTG), u kojoj se opisuje metodologija za in vitro testove
ljudske rekombinante za otkrivanje tvari s afinitetom vezivanja na estrogenske receptore (testovi vezivanja na hrER).
Sastoji se od dva mehanicisticki i funkcionalno sli¢na testa za identifikaciju kemikalija koje se vezu na estrogenske
receptore (tj. ERa) i trebala bi olaksati razvoj novih sli¢nih ili izmijenjenih testova u skladu s nacelima za validaciju
utvrdenima u Vodicu OECD-a o validaciji i medunarodnom prihvacanju novih ili azuriranih ispitnih metoda za
procjenu opasnosti (1.). Potpuno validirane referentne ispitne metode (Dodatak 2. i Dodatak 3.) koje ¢ine osnovu ove
smjernice za ispitivanje koja se temelji na uspjesnosti ukljucuju:

— Freyberger-Wilsonov (FW) in vitro test vezivanja na estrogenske receptore (ER) upotrebom cijelog ljudskog
rekombinantnog receptora ERa (2.), i

— in vitro test vezivanja na estrogenski receptor upotrebom ljudskog rekombinantnog proteina domene vezivanja
liganda koji je razvio CERI (Institut za procjenu i istrazivanje kemikalija) (2.).

Dostupni su zahtjevi izvedbe (PS) (3.) za lak$i razvoj i validaciju sliénih ispitnih metoda za istu krajnju tocku
opasnosti te omogucivanje pravovremene izmjene PBTG-a 493 kako bi se novi sli¢ni testovi mogli dodati u aZurirani
PBTG. Medutim, sli¢ni testovi dodat ¢e se samo nakon §to ih OECD pregleda i sloZi se da su ispunjeni zahtjevi
izvedbe. Testovi ukljuceni u Smjernicu za ispitivanje 493 mogu se upotrebljavati neselektivno za ispunjavanje
zahtjeva zemalja ¢lanica OECD-a u pogledu rezultata ispitivanja vezivanja na estrogenske receptore, uz ostvarivanje
koristi od OECD-ova uzajamnog prihvacanja podataka.

Kontekst i nacela testova ukljuc¢enih u ovu ispitnu metodu

2. OECD je 1998. pokrenuo aktivnost visokog prioriteta u cilju revizije postoje¢ih i razvoja novih smjernica za
ispitivanje za probir i ispitivanje potencijalnih endokrino disruptivnih kemikalija. OECD-ov konceptualni okvir
(CF) za ispitivanje i procjenu potencijalnih endokrino disruptivnih kemikalija revidiran je 2012. Izvorni i revidirani
konceptualni okvir ukljuceni su kao prilozi Vodi¢u o standardiziranim smjernicama za ispitivanje za ocjenu kemi-
kalija u pogledu endokrine disrupcije (4.). Konceptualni okvir sastoji se od pet razina, a svaka razina odgovara
razli¢itoj razini bioloske sloZenosti. Testovi vezivanja na estrogenske receptore opisani u ovoj ispitnoj metodi testovi
su 2. razine, koja ukljucuje ,in vitro testove koji pruzaju podatke o odabranim endokrinim mehanizmima/putovima”.
Ova je ispitna metoda namijenjena za in vitro testove vezivanja na receptor osmisljene za identifikaciju liganda na
ljudski estrogenski receptor alfa (ERa).

3. Relevantnost in vitro testa vezivanja na estrogenske receptore za bioloske funkcije jasno je dokazana. Testovi
vezivanja na estrogenski receptor osmisljeni su za utvrdivanje kemikalija koje potencijalno mogu ometati hormonski
put estrogena te su se u posljednja dva desetljeca ¢esto upotrebljavali za opisivanje distribucije estrogenskog receptora
u tkivu i za utvrdivanje agonista/antagonista estrogenskog receptora. Tim se testovima oponaa interakcija liganda i
receptora koja ¢ini pocetni korak estrogenskog signalnog puta i kljucna je za reproduktivnu funkciju svih kraljez-
njaka.
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4. Interakcija estrogena i estrogenskog receptora moZe utjecati na transkripciju gena koje kontrolira estrogen i inducirati
negenomske ucinke, a to moze dovesti do indukcije ili inhibicije stani¢nih procesa, medu ostalim i onih koji su
potrebni za proliferaciju stanica, uobicajeni fetalni razvoj i reproduktivnu funkciju (5., 6. 1 7.). Poremecaj uobicajenih
estrogenskih sustava potencijalno moze uzrokovati Stetne ucinke na uobicajeni razvoj (ontogeneza), reproduktivno
zdravlje i integritet reproduktivnog sustava. Neispravno signaliziranje estrogenskog receptora moze dovesti do
ucinaka kao $to su povecani rizik od karcinoma koji ovise o hormonima, smanjenje plodnosti te promjene fetalnog
rasta i razvoja (8.).

5. In vitro testovi vezivanja temelje se na izravnoj interakciji tvari sa specificnim mjestom vezivanja liganda na receptor
koje regulira transkripciju gena. Klju¢ni element testa vezivanja na ljudski rekombinantni estrogenski receptor alfa
(hrERa) mijeri sposobnost radioaktivno obiljezenog liganda ([*H]17p-estradiol) da se veZe na estrogenski receptor u
prisutnosti povecavaju¢ih koncentracija ispitivane kemikalije (tj. konkurenata). Ispitivane kemikalije koje imaju velik
afinitet za estrogenski receptor natjecu se s radioaktivno obiljeZzenim ligandom pri niZoj koncentraciji u odnosu na
kemikalije s manjim afinitetom za taj receptor. Ovaj se test sastoji od dva glavna elementa: pokusa vezivanja do
zasicenja kako bi se opisali parametri interakcije receptora i liganda i evidentirala specifi¢nost estrogenskog receptora,
nakon cega slijedi pokus konkurentskog vezivanja u kojem se ispitivana kemikalija i radioaktivno obiljezeni ligand
natjeCu u vezivanju na estrogenski receptor.

6. Validacijske studije CERI-jevog i FW testa vezivanja pokazale su njihovu relevantnost i pouzdanost za predvidenu
svrhu (2.).

7. Definicije i kratice upotrijebljene u ovoj ispitnoj metodi opisuju se u Dodatku 1.

Podrudje primjene testova vezivanja na receptore i ogranienja povezana s njima

8. Ovi se testovi predlazu u svrhu probira i utvrdivanja prioriteta, ali u njima se mogu dobiti i informacije za pocetni
molekularni dogadaj (MIE) koje se mogu upotrijebiti u pristupu snage dokaza. Testovima se ispituje kemijsko
vezivanje na domenu vezivanja liganda receptora ERa u in vitro sustavu. Stoga rezultate ne bi trebalo izravno
ekstrapolirati na signalizaciju kompleksa i regulaciju netaknutog endokrinog sustava in vivo.

9. Vezivanje prirodnog liganda, 17f-estradiola, pocetni je korak u nizu molekularnih dogadaja koji aktivira transkripciju
cilinih gena i naposljetku kulminira fizioloskom promjenom (9.). Stoga se vezivanje na domenu vezivanja liganda
receptora ERa smatra jednim od kljuénih mehanizama endokrine disrupcije posredovane estrogenskim receptorom,
iako postoje i drugi mehanizmi preko kojih moze doéi do endokrine disrupcije, ukljucujudi: i. interakcije s mjestima
na receptoru ERa koja nisu dzep za vezivanje liganda; ii. interakcije s ostalim receptorima relevantnima za signa-
liziranje estrogena, receptorom ERf i estrogenskim receptorom spregnutim s G-proteinima, ostalim receptorima i
enzimskim sustavima u endokrinom sustavu; iii. sintezu hormona; iv. metabolicku aktivaciju ifili inaktivaciju
hormona; v. distribuciju hormona u ciljna tkiva i vi. uklanjanje hormona iz tijela. Nijedan test u okviru ove
ispitne metode ne bavi se tim nacinima djelovanja.



L 247/304 Sluzbeni list Europske unije 26.9.2019.

10. Ovom ispitnom metodom ispituje se sposobnost tvari da se vezu na ljudski receptor ERa i njome se ne razlikuju
agonisti i antagonisti receptora ERa. Test se ne bavi daljnjim dogadajima kao $to su transkripcija gena ili fizioloske
promjene. Buduéi da su se u validaciji upotrebljavale samo pojedinacne tvari s jednim sastojkom, nije se razmatrala
primjenjivost za ispitivanje smjesa. Unato¢ tomu, testovi su u teoriji primjenjivi i za ispitivanje tvari s viSe sastojaka i
smjesa. Prije nego $to se ova ispitna metoda primijeni na smjesi radi dobivanja podataka za predvidenu regulatornu
svrhu, potrebno je razmotriti mogu li se njome dobiti primjereni rezultati za tu svrhu te ako mogu, zasto. Ta
razmatranja nisu potrebna ako postoji regulatorni zahtjev za ispitivanje smjese.

11. Sustavi receptora koji ne sadrzavaju stanice nemaju intrinzi¢nu metabolicku sposobnost i nisu validirani u kombi-
naciji s metabolickim enzimskim sustavima. Medutim, metabolicka aktivnost mozda se moze uklju¢iti u plan
istrazivanja, ali za to bi bila potrebna dodatna validacija.

12. Kemikalije koje mogu denaturirati protein (tj. protein receptora), kao $to su povrsinski aktivne tvari ili kemikalije koje
mogu promijeniti pH-vrijednost testnog pufera, ne mogu se ispitati ili se mogu ispitati samo pri koncentracijama kod
kojih nema tih interakcija. Osim toga, raspon koncentracija koji se mozZe ispitati u testovima za ispitivanu kemikaliju
ogranicen je njezinom topljivo§¢u u testnom puferu.

13. U informativne svrhe u tablici 1. navedeni su rezultati ispitivanja za 24 tvari koje su ispitane u oba potpuno
validirana testa opisana u ovoj ispitnoj metodi. Na temelju objavljenih izvje$¢a, od tih tvari 17 ih je razvrstano
kao kemikalije koje se vezu na estrogenski receptor, a Sest kao kemikalije koje se ne vezu, ukljucujudi in vitro testove
za transkripcijsku aktivaciju estrogenskog receptora ifili uterotrofni test (9., 10., 11, 12., 13., 14.1 15.). S obzirom na
podatke saZete u tablici 1., postojala je gotovo 100-postotna podudarnost izmedu dva testa u vezi s razvrstavanjem
svih tvari do 10™* M i svaka je tvar to¢no razvrstana kao kemikalija koja se veZe ili ne veze na estrogenske receptore.
Dodatne informacije o ovoj skupini tvari i o dodatnim tvarima koje su ispitane u testovima vezivanja na estrogenske
receptore tijekom validacijskih studija navedene su u zahtjevima izvedbe za test vezivanja na hrER (3.), Dodatak 2.
(tablice 1., 2.1 3.).
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SASTAVNICE TESTA VEZIVANJA NA hrER

Klju¢ne sastavnice testa

14. Ova se ispitna metoda primjenjuje na testove u kojima se upotrebljava estrogenski receptor i primjereno snazan
ligand na receptor koji se moze upotrijebiti kao marker/obiljeZiva¢ za test i koji se moze istisnuti s povecavajuéim
koncentracijama ispitivane kemikalije. Testovi vezivanja sadrzavaju sljedece dvije glavne sastavnice: 1. vezivanje do
zasiCenja i 2. konkurentsko vezivanje. Test vezivanja do zasiCenja upotrebljava se za potvrdu specifi¢nosti i aktivnosti
pripreme receptora, dok se pokus konkurentskog vezivanja upotrebljava za procjenu sposobnosti ispitivane kemi-
kalije da se veZe na receptor hrER.

Kontrole

15. Treba opisati osnovu za predloZeni istodobni referentni estrogen i kontrole. Istodobne kontrole (otapalo (nosac),
pozitivne kontrole (kemikalija koja se veze na estrogenski receptor; snazan i slab afinitet), negativne kontrole
(kemikalija koja se ne veZe)), prema potrebi, znak su da test djeluje u ispitnim uvjetima i osnova su za usporedbe
izmedu pokusa; obi¢no su dio kriterija prihvatljivosti za odredeni pokus (1.). Na jednoj plo¢i tijekom svakog ciklusa
treba upotrijebiti cijelu krivulju koncentracija referentnog estrogena i kontrola (tj. kemikalije koja se slabo veZe i koja
se ne veze). Sve ostale ploce trebaju sadrzavati: 1. visoku (priblizno potpuno istiskivanje radioaktivno obiljeZenog
liganda) i srednju (priblizno IC5g) koncentraciju E2 i kemikalije koja se slabo veze u tri ponavljanja; 2. kontrolu s
otapalom i nespecificno vezivanje, svako u tri ponavljanja.

Standardni postupci kontrole kvalitete

16. Treba provesti standardne postupke kontrole kvalitete kako je opisano za svaki test da bi se osigurala stabilnost
aktivnih receptora, to¢ne koncentracije kemikalija i odrzavanja granica tolerancije kroz viSe ponavljanja i zadrzala
sposobnost pruzanja ocekivanih odgovora vezivanja na estrogenske receptore tijekom vremena.

Dokazivanje osposobljenosti laboratorija

17. Prije ispitivanja nepoznatih kemikalija primjenom bilo kojeg od testova u okviru ove ispitne metode, svaki laboratorij
treba dokazati osposobljenost za primjenu testa provodenjem testova zasiCenja kako bi se potvrdile specifi¢nost i
aktivnost pripravka estrogenskog receptora te testova konkurentskog vezivanja s referentnim estrogenom i kontro-
lama (kemikalije koje se slabo vezu i koje se ne vezu). Laboratorij treba uspostaviti bazu prijasnjih podataka s
rezultatima za referentni estrogen i kontrole nastale u 3-5 neovisnih pokusa provedenih na razlicite dane. Ti Ce
pokusi biti osnova za referentni estrogen i prijasnje kontrole za laboratorij te ¢e se upotrebljavati kao djelomi¢na
ocjena prihvatljivosti testa za budude cikluse.

18. Osjetljivost ispitnog sustava potvrdit Ce se i ispitivanjem tvari za dokazivanje osposobljenosti navedenih u tablici 2.
Popis tvari za dokazivanje osposobljenosti podskup je referentnih tvari koje su navedene u zahtjevima izvedbe za
testove vezivanja na estrogenske receptore (3.). Te su tvari komercijalno dostupne, ¢ine razrede kemikalija koji se
obi¢no povezuju s aktivno$¢u vezivanja na estrogenski receptor, pokazuju primjeren raspon jakosti koji se ocekuje za
kemikalije koje se vezu (tj. slabe do jake) i koje se ne vezu na estrogenski receptor (tj. negativne). Ispitane koncen-
tracije svake tvari za dokazivanje osposobljenosti trebaju obuhvacati raspon naveden u tablici 2. Za svaku tvar treba
provesti najmanje tri pokusa i rezultati trebaju biti u skladu s ocekivanom aktivnoséu kemikalije. Svaki pokus treba
provesti neovisno (tj. sa svjezim razrjedivanjima receptora, kemikalija i reagensa), s tri ponavljanja za svaku koncen-
traciju. Osposobljenost se dokazuje to¢nim razvrstavanjem (pozitivno/negativno) svake tvari za dokazivanje osposob-
ljenosti. Pri ucenju testova svaki tehniCar treba provesti ispitivanje osposobljenosti.
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Ispitivanje topljivosti i utvrdivanje raspona koncentracija za ispitivane kemikalije

19. Treba provesti preliminarno ispitivanje kako bi se utvrdila granica topljivosti za svaku ispitivanu kemikaliju i utvrdio
primjereni raspon koncentracija za upotrebu u testu. Granicu topljivosti svake ispitivane kemikalije prvo treba utvrditi
u otapalu i zatim potvrditi u uvjetima testa. Kona¢na koncentracija ispitana u testu ne bi trebala biti vea od 1 mM.
Ispitivanje za utvrdivanje raspona sastoji se od kontrole s otapalom i osam log-serijskih razrjedivanja, pocevsi od
najvece prihvatljive koncentracije (npr. 1 mM ili manje, na temelju granice topljivosti) i uocene prisutnosti zamucenja
ili taloga. Koncentracije u drugom i treéem pokusu po potrebi treba prilagoditi kako bi se bolje opisala krivulja
koncentracija — odgovor.

Kriteriji prihvatljivosti ciklusa ispitivanja

20. Prihvacanje ili odbijanje ciklusa ispitivanja temelji se na procjeni rezultata dobivenih za referentni estrogen i kontrolu
koji se koriste za svaki pokus. Prvo, kod ploce 1 cijele krivulje koncentracija referentne kontrole iz svakog pokusa
trebaju zadovoljiti mjerila uspje$nosti s pomocu parametara prilagodene krivulje (npr. ICs, i Hillov nagib) na temelju
rezultata navedenih za odgovarajuce protokole za CERIjev i FW test (dodaci 2. i 3.) i prijanjih kontrolnih podataka
laboratorija koji provodi test. Sve kontrole (referentni estrogen, kemikalija koja se slabo veze i kemikalija koja se ne
veze) treba tocno razvrstati za svaki pokus. Kontrole na svim kasnijim plo¢ama zatim treba procijeniti u pogledu
dosljednosti s plocom 1. Treba upotrijebiti dovoljan raspon koncentracija ispitivane kemikalije kako bi se jasno
utvrdio vrh krivulje konkurentskog vezivanja. Varijabilnost medu ponavljanjima pri svakoj koncentraciji ispitivane
kemikalije te medu tri neovisna ciklusa treba biti razumna i znanstveno opravdana. Sposobnost dosljedne provedbe
testa treba dokazati razvojem i odrZavanjem baze prijasnjih podataka za referentni estrogen i kontrole. Kao mjera
obnovljivosti unutar jednog laboratorija mogu se koristiti standardne devijacije (SD) ili koeficijenti varijacije (CV) za
srednje vrijednosti parametara prilagodavanja krivulja referentnog estrogena i kontrolne kemikalije koja se slabo veze.
Pri pregledu rezultata kontrole na ploci iz svakog ciklusa te za svaku ispitivanu kemikaliju treba primijeniti stru¢nu
prosudbu.

Osim toga, treba ispuniti sljedeta nacela u pogledu kriterija prihvatljivosti:

— podaci bi trebali biti dovoljni za kvantitativau procjenu vezivanja na estrogenske receptore,

— ispitane koncentracije trebale bi biti unutar podrudja topljivosti ispitivane kemikalije.

Analiza podataka

21. Utvrdeni postupak analize podataka o vezivanju do zasienja i konkurentskom vezivanju treba ispunjavati klju¢na
nacela za opis interakcija receptora i liganda. Podaci o vezivanju do zasiCenja obi¢no se analiziraju upotrebom
modela nelinearne regresije kojim se uzimaju u obzir ukupno i nespecificno vezivanje. Pri utvrdivanju vrijednosti
Bmax i Kd mozda e biti potreban ispravak potrosnje liganada (npr. Swillens, 1995. (19.). Podaci iz testova
konkurentskog vezivanja obi¢no se transformiraju (npr. postotak specifi¢nog vezivanja i koncentracija ispitivane
kemikalije (log M)). Procjene za log (ICs5o) za svaku ispitivanu kemikaliju treba utvrditi upotrebom primjerenog
softvera za nelinearno prilagodavanje krivulje kako bi se prilagodila Hillova jednadzba s Cetiri parametra. Nakon
pocetne analize treba izvrsiti pregled parametara prilagodene krivulje i izvr$iti vizualni pregled mjere u kojoj podaci o
vezivanju odgovaraju izradenoj krivulji konkurentskog vezivanja. U nekim slu¢ajevima moze biti potrebna dodatna
analiza kako bi se dobila najbolje prilagodena krivulja (npr. ogranicavanje vrha ifili dna krivulje, upotreba pravila od
10 %; vidjeti Dodatak 4. i literaturu pod 2. (odjeljak II1.A.2.)).

22. Ispunjavanje kriterija prihvatljivosti (stavak 20.) znaci da sustav testa pravilno funkcionira, ali time se ne osigurava da
¢e svaki pojedinacni test dati toéne podatke. Ponavljanje to¢nih rezultata prvog testa najbolji je znak toga da su
dobiveni to¢ni podaci.
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Opéi kriteriji za tumacenje podataka

23. Trenutacno ne postoji opéeprihvacena metoda za tumacenje podataka o vezivanju na estrogenske receptore. Medu-
tim, i kvalitativne (npr. kemikalija koja se veZe[ne vezZe) ifili kvantitativne (npr. ICs, relativni afinitet vezivanja (RBA)
itd.) procjene aktivnosti posredovane hrER-om trebaju se temeljiti na empirijskim podacima i valjanoj znanstvenoj
prosudbi.

Izvjesce o ispitivanju

24. Izvjesée o ispitivanju trebalo bi sadrzavati sljedece informacije:
Test:
— koristeni test.
Kontrolna/referentnalispitivana kemikalija:
— izvor, broj serije, rok uporabe, ako su dostupni,
— stabilnost ispitivane kemikalije, ako je poznata,
— topljivost i stabilnost ispitivane kemikalije u otapalu ako su poznate,

— prema potrebi, mjerenja pH-vrijednosti, osmolalnosti i taloga u mediju za uzgoj kulture kojem je dodana
ispitivana kemikalija.

Tvar s jednim sastojkom:

— fizicki izgled, topljivost u vodi i druga relevantna fizikalno-kemijska svojstva,

— kemijske identifikacijske oznake, kao §to su IUPAC ili CAS naziv, CAS broj, SMILES ili InChI oznaka, strukturna
formula, ¢istoca, kemijski identitet necistoca prema potrebi i ako je izvedivo u praksi itd.

Tvari s viSe sastojaka, UVCB tvari i smjese:

— opis (koliko je to moguce) kemijskog identiteta (vidjeti gore), kvantitativnog udjela i relevantnih fizikalno-kemij-
skih svojstava sastojaka.

Otapalo/nosac:

— karakterizacija (priroda, dobavlja¢ i serija),

— obrazloZenje za odabir otapala/nosaca,

— topljivost i stabilnost ispitivane kemikalije u otapalu/nosacu, ako su poznate.
Receptori:

— izvor receptora (dobavljal, kataloski broj, serija, vrste receptora, koncentracija aktivnih receptora koju je naveo
dobavlja¢, potvrda dobavljaca),
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— opis receptora (ukljucujuéi rezultate vezivanja do zasicenja): Kd, Bmax,

— skladistenje receptora,

— radioaktivno obiljeZeni ligand,

— dobavlja¢, kataloski broj, serija, specifi¢na aktivnost.

Ispitni uvjeti:

— ogranienja topljivosti u uvjetima testa,

— sastav pufera za vezivanje,

— koncentracija receptora,

— koncentracija obiljezivaca (tj. radioaktivno obiljezenog liganda),

— koncentracije ispitivane kemikalije,

— postotak nosaca u konacnom testu,

— temperatura i vrijeme inkubacije,

— metoda odvajanja vezanih/slobodnih tvari,

— pozitivne i negativne kontrole/referentne tvari,

— kriteriji na temelju kojih se test smatra pozitivnim, negativnim ili dvosmislenim.

Provjera prihvatljivosti:

— stvarne vrijednosti ICs, i vrijednosti Hillova nagiba za istodobne pozitivne kontrole/referentne tvari.

Rezultati:

— neobradeni podaci i podaci o vezanim/slobodnim tvarima,

— ako je primjereno, provjera radi potvrde denaturiranja,

— ako postoji, najniza ucinkovita koncentracija (LEC),

— vrijednosti RBA ifili ICs, ako je primjereno,

— odnos koncentracije i odgovora, ako je mogude,

— statisticke analize, ako postoje, i mjera pogreske i pouzdanosti (npr. SEM, SD, CV interval 95-postotne pouzda-
nosti) te opis nacina na koji se doslo do tih vrijednosti.
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Rasprava o rezultatima:

— primjena pravila od 10 %.
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Dodatak 1.

DEFINICIJE I KRATICE

Pravilo od 10 %: opcija da se iz analize iskljuce podatkovne tocke kod kojih je srednja vrijednost ponovljenih uzoraka za

postotak specifino vezanog [*H]17B-estradiola za 10 % ili vise iznad srednje vrijednosti uocene pri nizoj koncentraciji
(vidjeti Dodatak 4.).

Kriteriji prihvatljivosti: minimalne norme za provedbu eksperimentalnih kontrola i referentnih normi. Da bi se pokus
smatrao valjanim, trebali bi biti ispunjeni svi kriteriji prihvatljivosti.

Tocnost (podudarnost): stupanj podudarnosti izmedu rezultata testa i prihvacenih referentnih vrijednosti. Ona je mjerilo
ucinkovitosti testa i jedan od aspekata relevantnosti. Pojam je Cesto medusobno zamjenjiv s pojmom ,podudarnost” u
smislu udjela to¢nih ishoda testa (1.).

CF: OECD-ov konceptualni okvir za ispitivanje i procjenu endokrino disruptivnih kemikalija.

Kemikalija: tvar ili smjesa.

CV: koeficijent varijacije.

E2: 17f-estradiol.

ED: endokrina disrupcija.

hERa: ljudski estrogenski receptor alfa.

ER: estrogenski receptor.

Estrogeno djelovanje: sposobnost kemikalije da oponasa 17f-estradiol u pogledu sposobnosti da se veze na estrogenske
receptore. Ovom se ispitnom metodom moZe otkriti vezivanje na receptor hERa.

IC5q: pola najveée uinkovite koncentracije inhibitorne ispitivane kemikalije.

ICCVAM: The Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (Meduagencijski koordi-
nacijski odbor za validaciju alternativnih metoda).

Obnovljivost izmedu laboratorija: mjera u kojoj razliciti kvalificirani laboratoriji mogu dobiti kvalitativno i kvantita-
tivno sline rezultate primjenom istog protokola i ispitivanjem istih tvari. Obnovljivost izmedu viSe laboratorija utvrduje
se tijekom predvalidacijskih i validacijskih procesa te pokazuje mjeru u kojoj se test mozZe uspjesno prenositi medu
laboratorijima, a poznata je i kao interlaboratorijska obnovljivost (1.).

Obnovljivost unutar jednog laboratorija: utvrdivanje mjere u kojoj kvalificirane osobe u istom laboratoriju mogu
uspje$no ponoviti rezultate primjenom specificnog protokola u razli¢ito vrijeme. Poznata je i kao intralaboratorijska
obnovljivost (1.).

LEC: najniza ucinkovita koncentracija jest najniza koncentracija ispitivane kemikalije koja dovodi do odgovora (tj. najniza
koncentracija ispitivane kemikalije pri kojoj je multiplikacijski faktor indukcije statisticki razlicit od istodobne kontrole s
nosacem).
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I ja takoder test: kolokvijalni izraz za test koji je strukturno i funkcionalno slican validiranoj i prihvacenoj referentnoj
ispitnoj metodi. Izraz se Cesto koristi u istom znalenju kao sli¢na ispitna metoda.

PBTG: smjernica za ispitivanje koja se temelji na uspjesnosti.

Zahtjevi izvedbe: zahtjevi koji se temelje na validiranoj ispitnoj metodi i pruzaju temelj za ocjenjivanje usporedivosti
predlozene, funkcionalno i mehanicisticki sli¢ne, ispitne metode. Oni obuhvacaju: 1. klju¢ne sastavnice testa; 2. minimalni
popis referentnih kemikalija odabranih izmedu kemikalija koje se koriste za dokazivanje prihvatljive ucinkovitosti vali-
dirane ispitne metode, i 3. sli¢ne razine to¢nosti i pouzdanosti, utemeljene na rezultatima dobivenim za validiranu ispitnu
metodu, koje se prilikom ocjenjivanja trebaju dokazati predloZenom ispitnom metodom koriste¢i minimalni popis
referentnih kemikalija (1.).

Tvari za dokazivanje osposobljenosti: podskupina referentnih tvari iz zahtjeva izvedbe kojima se laboratoriji mogu
koristiti kako bi dokazali tehnicku osposobljenost za provodenje standardiziranog testa. Kriteriji za odabir tih tvari obi¢no
ukljucuju to da predstavljaju cijeli raspon odgovora, da su komercijalno dostupni i da su za njih dostupni visokokvalitetni
referentni podaci.

Osposobljenost: dokazana sposobnost za pravilno provodenje testa prije ispitivanja nepoznatih tvari.

Referentni estrogen: 178-estradiol (E2, CAS 50-28-2).

Referentne ispitne metode: testovi na kojima se temelji PBTG 493.

RBA: relativni afinitet vezivanja. RBA tvari ra¢una se kao postotak log (IC5q) za tvar u odnosu na log (ICs,) za 17f-
estradiol.

Relevantnost: opis odnosa izmedu testa i istrazivanog ucinka te je li test prikladan i koristan za odredenu svrhu.
Pokazuje u kojoj se mjeri testom tocno mjeri ili predvida istraZivani bioloski ucinak. Relevantnost ukljucuje razmatranje
o to¢nosti (podudarnosti) testa (1.).

Pouzdanost: pokazuje u kojoj se mijeri test moze obnovljivo primijeniti unutar jednog laboratorija i izmedu vise
laboratorija tijekom vremena uz primjenu istog protokola. Ocjenjuje se izraCunavanjem obnovljivosti unutar jednog
laboratorija i izmedu viSe laboratorija.

SD: standardna devijacija.
Ispitivana kemikalija: svaka tvar ili smjesa koja se ispituje ovom ispitnom metodom.

Validirana ispitna metoda: test za koji su provedene validacijske studije za utvrdivanje relevantnosti (ukljucujudi to¢nost)
i pouzdanosti za specificnu namjenu. Vazno je napomenuti da validirana ispitna metoda mozda nece biti u dovoljnoj
mjeri uspjesna s obzirom na tocnost i pouzdanost da bi je se moglo smatrati prihvatljivom za predloZenu namjenu (1.).

Validacija: proces kojim se utvrduju pouzdanost i relevantnost odredenog pristupa, metode, testa, procesa ili procjene za
definiranu svrhu (1.).
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Dodatak 2.

FREYBERGER-WILSONOVI IN VITRO TESTOVI VEZIVANJA NA ESTROGENSKI RECEPTOR (ERA) DO ZASICENJA I
KONKURENTSKOG VEZIVANJA UPOTREBOM CIJELOG REKOMBINANTNOG RECEPTORA ERA

POCETNA RAZMATRANJA I OGRANICENJA (VIDJETI I OPCI UVOD)

1. U ovom in vitro testu vezivanja na estrogenski receptor (ERa) do zasienja i konkurentskog vezivanja upotrebljava se
cijeli ljudski receptor ERaa(hrERa) koji se proizvodi i izolira iz stanica kukaca zaraZenih bakulovirusom. Protokol koji
su razvili Freyberger i Wilson podvrgnut je medunarodnoj validacijskoj studiji u vie laboratorija (2.) i ona je pokaza
njegovu relevantnost i pouzdanost za predvidenu svrhu testa.

2. Ovaj je test postupak probira za utvrdivanje tvari koje se mogu vezati na cijeli receptor hrERa. Upotrebljava se za
utvrdivanje sposobnosti ispitivanih kemikalija da se natjeCu sa 17f-estradiolom u vezivanju na hrERa. Kvantitativni
rezultati testa mogu ukljucivati IC5, (mjera koncentracije ispitivane kemikalije koja je potrebna da se istisne pola
[PH]-17B-estradiola s receptora hrERa) i relativne afinitete vezivanja ispitivanih kemikalija za hrERa u usporedbi sa
17p-estradiolom. U svrhu probira kemikalija prihvatljivi kvalitativni rezultati testa mogu uklju¢ivati razvrstavanja
ispitivanih kemikalija kao kemikalija koje se veZu na hrERa, koje se ne vezu ili koje daju dvosmislen odgovor na
temelju kriterija opisanih za krivulje vezivanja.

3. U testu se upotrebljava radioaktivno obiljeZeni ligand, $to znaci da laboratorij mora imati dozvolu za radioaktivne
materijale. U svim postupcima s radioizotopima i opasnim kemikalijama treba postovati propise i postupke kako je
opisano u nacionalnom zakonodavstvu.

4. Prije upotrebe ovog testa u regulatorne svrhe treba procitati odjelike ,OPCI UVOD” i ,SASTAVNICE TESTA
VEZIVANJA NA hrER". Definicije i kratice upotrijebljene u ovoj Smjernici za ispitivanje navedene su u Dodatku 1.

NACELA TESTA (VIDJETI I OPCl UVOD)

5. Test vezivanja na hrERa mjeri sposobnost vezivanja radioaktivno obiljezenog liganda ([*H]17pB-estradiol) na estro-
genski receptor u prisutnosti povecavajuéih koncentracija ispitivane kemikalije (tj. konkurenta). Ispitivane kemikalije
koje imaju velik afinitet za estrogenski receptor natjecu se s radioaktivno obiljezenim ligandom pri nizoj koncentraciji
u odnosu na kemikalije s manjim afinitetom za taj receptor.

6. Ovaj se test sastoji od dva glavna elementa: pokusa vezivanja do zasi¢enja kako bi se opisali parametri interakcije
receptora i liganda, nakon ¢ega slijedi pokus konkurentskog vezivanja u kojem se ispitivana kemikalija i radioaktivno
obiljezeni ligand natje¢u u vezivanju na estrogenski receptor.

7. Svrha je pokusa vezivanja do zasienja opisati odredenu Sarzu receptora u pogledu afiniteta vezivanja i broja u
pripravku za pokus konkurentskog vezivanja. Pokusom vezivanja do zasienja mjeri se, u uvjetima ravnoteZe, afinitet
fiksne koncentracije estrogenskog receptora za njegov prirodni ligand (koji predstavlja konstanta disocijacije, Kd) i
koncentracija aktivnih mjesta na receptorima (Bmax).

8. Pokusom konkurentskog vezivanja mjeri se afinitet tvari da se natjece s [*H]17p-estradiolom u vezivanju na estro-
genski receptor. Afinitet se kvantificira koncentracijom ispitivane kemikalije koja, u uvjetima ravnoteZe, inhibira 50 %
specificnog vezivanja [*H]17p-estradiola (koja se naziva ,50-postotna inhibitorska koncentracija” ili ICs). To se moze
procijeniti i upotrebom relativnog afiniteta vezivanja (RBA, u odnosu na ICs, estradiola koji je izmjeren zasebno u
istom ciklusu). Pokusom konkurentskog vezivanja mijeri se vezivanje [*H]17f-estradiola pri fiksnoj koncentraciji u
prisutnosti Sirokog raspona (osam redova veli¢ine) koncentracija ispitivanih kemikalija. Ako je mogule, podaci se
zatim prilagodavaju u oblik Hillove jednadzbe (Hill, 1910.) koja opisuje istiskivanje radioaktivno obiljeZenog liganda
konkurentnom kemikalijom koja se veZe na jedno mjesto. Mjera istiskivanja radioaktivno obiljezenog estradiola u
uvjetima ravnoteZe upotrebljava se za opis ispitivane kemikalije kao kemikalije koja se veze, koja se ne veze ili koja
daje dvosmislen odgovor.
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Dokazivanje prihvatljivog djelovanja proteina receptora hrERa

Prije rutinske provedbe testova vezivanja do zasiCenja i konkurentskog vezivanja za svaku novu SarZu receptora
hrERa treba dokazati da ispravno djeluju u laboratoriju u kojem e se upotrebljavati. Za dokazivanje uspjesnosti treba
upotrijebiti proces koji se sastoji od dva koraka. Rije¢ je o sljede¢im koracima:

— provedbi testa vezivanja [*H]-17f-estradiola do zasicenja kako bi se dokazali specifi¢nost i zasicenje receptora

hrERa. Nelinearnom regresijskom analizom tih podataka (npr. BioSoft; McPherson, 1985.; Motulsky, 1995.) i
kasnijom Scatchardovom krivuljom treba evidentirati afinitet vezivanja [*H]-17f-estradiola na receptor hrERa (Kd)
i broj receptora (Bmax) za svaku $arzu receptora hrERa,

provedbi testa konkurentskog vezivanja upotrebom kontrolnih tvari (referentni estrogen (17f-estradiol)), kemi-
kalije koja se slabo veze (npr. noretinodrel ili noretindron) i kemikalije koja se ne veze (oktil-trietoksisilan, OTES).
Svaki laboratorij treba uspostaviti bazu prijasnjih podataka kako bi evidentirao dosljednost vrijednosti ICs i
drugih relevantnih vrijednosti za referentni estrogen i kemikaliju koja se slabo veze izmedu pokusa i medu
razli¢itim Sarzama receptora hrERa. Parametri krivulja konkurentskog vezivanja za kontrolne tvari trebaju biti
unutar ogranicenja intervala pouzdanosti od 95 % (vidjeti tablicu 1.) koja su odredena na temelju podataka iz

laboratorija koji su sudjelovali u validacijskoj studiji za ovaj test (2.).

Tablica 1.
Kriteriji uspje$nosti razvijeni za referentni estrogen i kemikaliju koja se slabo veze, FW test vezivanja na
hrER
Tvar Parametar Srednja vrijednost (?) Standafdlz;devijacija Inter‘fali pOL.lZdaHOSti ?dgs %.(b)
Donja granica | Gornja granica
17B-estradiol Vrh (%) 100,44 10,84 (67) 97,8 103,1
Dno (%) 0,29 1,25 (67) 0,01 0,60
Hillov nagib -1,06 0,20 (67) -1,11 -1,02
LogICs, (M) -8,92 (9 0,18 (67) 8,97 8,88
Noretinodrel vrh (%) 99,42 8,90 (68) 97,27 101,60
Dno (%) 2,02 3,42 (68) 1,19 2,84
Hillov nagib -1,01 0,38 (68) -1,10 -0,92
Log IC5o (M) -6,39 0,27 (68) ~6,46 -6,33
Noretindron® Vrh (%) 96,14 8,44 (27) 92,80 99,48
Dno (%) 2,38 5,02 (27) 0,40 437
Hillov nagib -1,41 0,32 (27) -1,53 -1,28
LogICs, (M) -5,73 0,27 (27) 5,84 5,62

(%) Srednja vrijednost (n) + standardna devijacija (SD) izraunani su na temelju procjena parametara prilagodene krivulje (Hillova
jednadzba s Cetiri parametra) za kontrolne cikluse provedene u etiri laboratorija tijekom validacijske studije (vidjeti Prilog N
literaturi pod 2.).

(%) Intervali pouzdanosti od 95 % navedeni su kao smjernica za kriterije prihvatljivosti.

() U validacijskoj studiji nije bilo obvezno ispitivanje noretindrona za podzadatak 4. (vidjeti literaturu pod 2., vidjeti podzadatak
4). Stoga su srednje vrijednosti * standardne devijacije (n) izraCunane na temelju procjena prilagodene krivulje (Hillova
jednadzba s Cetiri parametra) za kontrolne cikluse provedene u dva laboratorija.

Raspon za ICs ovisit e o vrijednosti Kd pripravka receptora i koncentraciji radioaktivno obiljeZenog liganda upotrijebljenoj u svakom
laboratoriju. Bit Ce prihvatljiva odgovarajua prilagodba za raspon vrijednosti ICsy na temelju uvjeta koristenih za provedbu testa.
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Dokazivanje osposobljenosti laboratorija

10. Vidjeti stavke 17. i 18. te tablicu 2. u odjeljku ,SASTAVNICE TESTA VEZIVANJA NA hrER” ove ispitne metode.
Svaki test (zasi¢enje i konkurentsko vezivanje) treba se sastojati od tri neovisna ciklusa (tj. sa svjezim razrjedivanjima
receptora, kemikalija i reagensa) provedena na razli¢ite dane te svaki ciklus treba sadrzavati tri ponavljanja.

Utvrdivanje koncentracije receptora (hrERa)

11. Koncentracija aktivnih receptora malo se razlikuje s obzirom na Sarzu i uvjete skladiStenja. Zato treba utvrditi
koncentraciju aktivnih receptora koja je dobivena od dobavljaca. Tako ¢e se dobiti primjerena koncentracija aktivnih
receptora u trenutku provedbe ciklusa.

12. Nominalne koncentracije od 0,25, 0,5, 0,75 i 1 nM receptora treba inkubirati bez (ukupno vezivanje) i sa (nespe-
cifiéno vezivanje) 1 uM neobiljezenog estradiola u uvjetima koji odgovaraju konkurentskom vezivanju (tj. 1 nM [*H]-
estradiola). Specifi¢no vezivanje, izratunano kao razlika ukupnog i nespecificnog vezivanja, graficki se prikazuje u
ovisnosti o nominalnoj koncentraciji receptora. Koncentracija receptora koja pokaze specificne vrijednosti vezivanja
koje odgovaraju 20 % dodane radioaktivne oznake povezana je s odgovarajuéom nominalnom koncentracijom
receptora i tu koncentraciju receptora treba upotrebljavati za pokuse vezivanja do zasicenja i konkurentskog veziva-
nja. Kona¢na koncentracija receptora hrER od 0,5 nM desto ¢e ispunjavati taj uvjet.

13. Ako se kriterij od 20 % ne mozZe ispuniti u viSe navrata, treba provjeriti plan pokusa kako bi se utvrdile potencijalne
pogreske. Neuspjeh u ispunjavanju kriterija od 20 % moze biti znak toga da u rekombinantnoj $arzi ima vrlo malo
aktivnih receptora pa treba razmotriti upotrebu druge SarZe receptora.

Test zasienja

14. Osam povecavajucih koncentracija [*H]17p-estradiola treba procijeniti u tri ponavljanja, u sljede¢a tri uvjeta (vidjeti
tablicu 2.):

— bez neobiljezenog 17f-estradiola i u prisutnosti estrogenskog receptora. Tako se utvrduje ukupno vezivanje
mjerenjem radioaktivnosti u jazicama u kojima se nalazi samo [*H]17p-estradiol,

— u prisutnosti koncentracije neobiljezenog 17p-estradiola koja je 1 000 veca od koncentracije obiljezenog 17-
estradiola i u prisutnosti estrogenskog receptora. Svrha je ovog uvjeta zasititi aktivna vezna mjesta neobiljeZenim
17p-estradiolom te mjerenjem radioaktivnosti u jazicama utvrditi nespecificno vezivanje. Sav radioaktivno obilje-
zZeni estradiol koji je preostao a koji se moZe vezati na receptor smatra se vezanim na nespecificno mjesto jer bi
neobiljezeni estradiol trebao biti prisutan u tako visokoj koncentraciji da se veze na sva dostupna specifi¢na
mjesta na receptoru,

— bez neobiljezenog 17p-estradiola i bez estrogenskog receptora (utvrdivanje ukupne radioaktivnosti).

Priprema otopina [*H]-17p-estradiola i neobiljezenog 17p-estradiola

15. Razrjedivanja [*H]-17B-estradiola trebaju se pripremiti dodavanjem testnog pufera u glavnu otopinu [*H]-17p-estra-
diola od 12 nM kako bi se dobile koncentracije koje su prvotno u rasponu od 0,12 nM do 12 nM. Dodavanjem 40
pl tih otopina odgovarajuéim testnim jaZicama na mikrotitracijskoj ploci s 96 jazica (u kona¢nom volumenu od 160
pl) dobit ée se konacne koncentracije testa, u rasponu od 0,03 do 3,0 nM. Priprema testnog pufera, glavne otopine
[PH]-17B-estradiola i razrjedivanja te utvrdivanje koncentracija podrobno su opisani u protokolu za FW test (2.).

16. Razrjedivanja etanolskih otopina 17f-estradiola treba pripremiti dodavanjem testnog pufera kako bi se dobilo osam
povecavajucih koncentracija koje su prvo u rasponu od 0,06 pM do 6 pM. Dodavanjem 80 pl tih otopina odgo-
varajuéim testnim jazicama na mikrotitracijskoj plo¢i s 96 jazica (u kona¢nom volumenu od 160 pl) dobit ¢e se
konacne koncentracije testa, u rasponu od 0,03 do 3 pM. Kona¢na koncentracija neobiljezenog 17f-estradiola u
pojedinacnim testnim jaZicama za nespecificno vezivanje treba biti 1 000 puta veca od koncentracije obiljezenog
[’H]-17B-estradiola. Priprema razrjedivanja neobiljezenog 17B-estradiola podrobno je opisana u protokolu za FW test

(2).
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17. Treba upotrebljavati nominalnu koncentraciju receptora koja rezultira specifiénim vezivanjem od 20 + 5 % (vidjeti
stavke 12. i 13.). Otopinu receptora hrERa treba pripremiti neposredno prije upotrebe.

18. Mikrotitracijske ploce s 96 jazica pripremaju se kako je prikazano u tablici 2., pufera i receptora na plo¢ama naveden
je u Dodatku 2.2.

Tablica 2.

Raspored na mikrotitracijskoj plo¢i za test vezivanja do zasicenja

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,03 nM [’H] E2 +|0,06 nM [°H] E2 +| 0,08 nM [*H] E2 +|0,10 nM [’H] E2 + | Ukup-
ER ER ER ER no
vezi-
vanje
(otapa-
lo)
B |0,30 nM [°H] E2 + | 0,60 nM [’H] E2 + | 1,0 nM [’H] E2 + ER | 3,0 nM [*H] E2 + ER
ER ER
D |0,03 nM [’H] E2 +|0,06 nM [’H] E2 +| 0,08 nM [*H] E2 +|0,10 nM [’H] E2 + | Nespe-

ER + 0,03 yM E2 ER + 0,06 yM E2 ER + 0,08 yM E2 ER + 0,10 uM E2 C.
veziva-
nje

+

E |030 nM [°H] E2 0,60 nM [°H] E2 + | 1,0 nM [°H] E2 + ER | 3,0 nM [’H] E2 + ER
ER + 0,30 pM E2 ER + 0,60 pM E2 + 1,0 pM E2 + 3,0 pM E2

T| |

[PH] E2: [’H]-17p-estradiol
ER: estrogenski receptor
E2: neobiljezenog 17f-estradiola

19. Mikrotitracijske ploce testa treba inkubirati na temperaturi od 2 do 8 °C od 16 do 20 sati te ih tijekom razdoblja
inkubacije treba staviti u rotator.

Mjerenje [*H]-17p-estradiola koji se vezao na receptore hrERa

20. [H]-17B-estradiol koji se vezao na receptore hrERa treba odvojiti od slobodnog [*H]-17p-estradiola dodavanjem 80
l hladne suspenzije DCC-a svakoj jazici, protresanjem mikrotitacijskih ploca deset minuta i centrifugiranjem tijekom
deset minuta pri priblizno 2 500 ofmin. Kako bi se tijekom tog procesa smanjila disocijacija vezanog [*H]-17p-
estradiola s receptora hrERa, vrlo je vazno da se puferi i testne jaZice drze na temperaturi od 2 do 8 °C i da se svaki
korak provede brzo. Potrebna je jedinica za mijeSanje za mikrotitracijske ploce kako bi se ploce obradile u¢inkovito i
brzo.

21. Zatim vrlo oprezno treba uzeti 50 pl supernatanta koji sadrzava [*H]-17f-estradiol vezan na receptor hrERa kako bi
se izbjegla bilo kakva kontaminacija jaZica dodirivanjem DCC-a i treba ga staviti na drugu mikrotitracijsku plocu.

22. Zatim u svaku jaZicu treba dodati 200 pl scintilacijske tekuéine, koja mozZe pretvoriti kineticku energiju nuklearnih
emisija u svjetlosnu energiju (A1-B12 i D1-E12). Jazice G1-H12 (utvrdene kao ukupni dpm) predstavljaju serijska
razrjedivanja [*H]-17B-estradiola (40 pl) koja treba izravno dodati scintilacijskoj tekucini u jaZicama ploce za
mjerenje, kako je navedeno u tablici 3., tj. te jaZice sadrzavaju samo 200 pl scintilacijske tekuéine i odgovarajuce
razrjedivanje [*H]-17B-estradiola. Te mijere pokazuju koliko je [*H]-17pB-estradiola u dpm-ovima dodano svakoj
skupini jaZica za ukupno vezivanje i nespecifi¢no vezivanje.
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Tablica 3.
Raspored na mikrotitracijskoj plo¢i za test vezivanja do zasienja, mjerenje radioaktivnosti
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,03 nM [’H] E2 +|0,06 nM [H] E2 +| 0,08 nM [’H] E2 +|0,10 nM [*H] E2 + | Ukup-
ER ER ER ER no
B | 030 nM [’H] E2 +| 0,60 nM [*H] E2 + | 1,0 nM [’H] E2 + ER | 3,0 nM [’H] E2 + ER | V2"
ER ER vanje
(otapa-
lo)
C
D |0,03 nM [’H] E2 +|0,06 nM [°H] E2 +| 0,08 nM [*H] E2 + | 0,10 nM [’H] E2 + | Nespe-
ER + 0,03 pM E2 ER + 0,06 uM E2 ER + 0,08 uM E2 ER + 0,10 uM E2 c.
E |030 nM [’H] E2 +|0,60 nM [*H] E2 +| 1,0 nM [’H] E2 + ER | 3,0 nM [*H] E2 + ER | V¢#1Va-
ER + 0,30 pM E2 ER + 0,60 pM E2 +1,0 uM E2 + 3,0 pM E2 e
F
G |003 oM [H]|0,06 nM [*H] E2 0,08 nM [’H] E2 0,10 nM [*H] E2 |Ukupno
E2(ukupno dpm) dpm (¥
H 0,30 nM [’H] E2 0,60 nM [*H] E2 1,0 nM [*H] E2 3,0 nM [*H] E2

23.

24,

25.

26.

[*H] E2: [*H]-17-estradiol

ER: estrogenski receptor

E2: neobiljezeni 17f-estradiol

dpm: raspadi u minuti

(*) Serijska razrjedivanja radioaktivno obiljezenog [*H] estradiola ovdje treba izravno dodati u 200 pl scintilacijske tekucine u
jazicama G1-H12.

Mjerenje treba zapoceti s odgodom od najmanje dva sata i vrijeme brojenja treba iznositi 40 minuta po jaZici. Kako
bi se utvrdio dpm po jaZici, treba upotrijebiti scintilacijski broja¢ za mikrotitracijske ploce s ispravkom za gaSenje.
Umjesto toga, ako nije dostupan scintilacijski broja¢ za mikrotitracijsku plo¢u, uzorci se mogu mjeriti uobicajenim
brojatem. U tim uvjetima treba razmotriti smanjenje vremena brojenja.

Test konkurentskog vezivanja

Testom konkurentskog vezivanja mjeri se vezivanje jedne koncentracije [*H]-17B-estradiola u prisutnosti povecava-
juéih koncentracija ispitivane kemikalije. Za svaku koncentraciju unutar jednog ciklusa treba upotrijebiti tri istodobna
ponovljena uzorka. Osim toga, za svaku ispitanu kemikaliju treba provesti tri istodobna ciklusa. Test treba provesti
na jednoj mikrotitracijskoj ploci s 96 jazica ili viSe ploca.

Kontrole

Pri provedbi testa u svaki pokus istodobno treba ukljuciti otapalo i kontrole (tj. referentni estrogen, kemikaliju koja se
slabo veZze i kemikaliju koja se ne veZe). Na jednoj plo¢i tijekom svakog ciklusa treba upotrijebiti cijelu krivulju
koncentracija referentnog estrogena i kontrola (tj. kemikalije koja se slabo veze i koja se ne veze). Sve ostale ploce
trebaju sadrzavati: i. visoku (najvece istiskivanje) i srednju (priblizno 1C5g) koncentraciju E2 i kemikalije koja se slabo
veze u triplikatima; ii. kontrolu s otapalom i nespecifi¢no vezivanje, najmanje u tri ponavljanja. Postupci za pripremu
testnog pufera, kontrola, [*H]-17B-estradiola, receptora hrERa i otopina ispitivanih kemikalija opisani su u literaturi
pod 2. (Prilog K, vidjeti protokol za test FW).

Kontrola s otapalom:

Kontrola s otapalom pokazuje da otapalo nije u interakciji s ispitnim sustavom i mjeri ukupno vezivanje (TB).
Pozeljno je otapalo etanol. Umjesto toga, ako najvisa koncentracija ispitivane kemikalije nije topljiva u etanolu, moze
se upotrijebiti DMSO. Koncentracija etanola ili DMSO-a, ako se upotrebljavaju, u konaénim testnim jaZicama iznosi
1,5 % i ne smije biti veca od 2 %.
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Kontrola s puferom

27. Kontrola s puferom (BC) ne smije sadrZavati ni otapalo ni ispitivanu kemikaliju, ali treba sadrZavati sve ostale
sastavnice testa. Rezultati kontrole s puferom usporeduju se s kontrolom s otapalom kako bi se potvrdilo da
otapalo koje se upotrebljava ne utjeCe na ispitni sustav.

Kemikalija koja se jako veZe (referentni estrogen)

28. Endogeni je ligand 17p-estradiol (CAS 50-28-2) i on se veZe s velikim afinitetom na estrogenski receptor podvrste
alfa. Za svaki test konkurentskog vezivanja na hrERa treba pripremiti standardnu krivulju u kojoj se upotrebljava
neobiljeeni 17f-estradiol kako bi se omogudila procjena varijabilnosti pri provedbi testa tijekom vremena u istom
laboratoriju. Treba pripremiti osam otopina neobiljeZzenog 17f-estradiola u etanolu, s koncentracijama u testnim
jaZicama u rasponu od 100 nM do 10 pM (od —7[logM] do —11[logM]), rasporedeno na sljede¢i nacin: (-7[logM],
—8[logM], —8,5[logM], —9[logM], —9,5[logM], —10[logM], —11[logM]). Najvisa koncentracija neobiljezenog 17[-estra-
diola (1 uM) sluzi i kao pokazatelj nespecifi¢nog vezivanja. Ova se koncentracija prepoznaje po oznaci ,NSB” u tablici
4. iako je ona isto dio standardne krivulje.

Kemikalija koja se slabo veZe

29. Treba ukljuciti kemikaliju koja se slabo veze (noretinodrel (CAS 68-23-5) ili noretindron (CAS 68-22-4)) kako bi se
dokazala osjetljivost svakog pokusa i omogucila procjena varijabilnosti pri provedbi testa tijekom vremena. Treba
pripremiti osam otopina kemikalije koja se slabo veze u etanolu, s koncentracijama u testnim jaZicama u rasponu od
3 nM do 30 pM (od -8,5[logM] do —4,5[logM]), rasporedeno na sljedeci nacin: —4,5[logM], —5[logM], —5,5[logM],
—6[logM], —6,5[logM], -7[logM], -7,5[logM], —8,5[logM].

Kemikalija koja se ne veZe

30. Kao negativnu kontrolu (kemikaliju koja se ne veZe) treba upotrebljavati oktil-trietoksisilan (OTES, CAS 2 943-75-1).
Ona je jamstvo da ¢e se nacinom na koji se test provodi otkriti kada se ispitivane kemikalije ne vezu na receptor
hrERa. Treba pripremiti osam otopina kemikalije koja se ne veZe u etanolu, s koncentracijama u testnim jaZicama u
rasponu od 0,1 nM do 1000 pM (od -10[logM] do —3[logM]), u log poveanjima. Kao alternativna kontrolna
kemikalija koja se ne veze moze se upotrebljavati di-n-butil-ftalat (DBP). Pokazalo se da je njegova najveca topljivost
—4[logM].

Koncentracija receptora hrERa

31. Treba upotrebljavati koli¢inu receptora koja daje specificno vezivanje od 20 £ 5% 1 nM radioaktivno obiljezenog
liganda (vidjeti stavke 12. i 13. Dodatka 2.). Otopinu receptora hrERa treba pripremiti neposredno prije upotrebe.

[PH]-17B-estradiol

32. Koncentracija [*H]-17B-estradiola u testnim jazicama treba biti 1,0 nM.

Ispitivane kemikalije

33. U prvom se redu treba ispitati topljivost kako bi se utvrdila granica topljivosti za svaku ispitivanu kemikaliju i utvrdio
primjereni raspon koncentracija za upotrebu u protokolu ispitivanja. Granicu topljivosti svake ispitivane kemikalije
prvo treba utvrditi u otapalu i zatim potvrditi u uvjetima testa. Konacna koncentracija koja se ispituje u testu ne
smije biti veCa od 1 mM. Test za utvrdivanje raspona sastoji se od kontrole s otapalom i osam log-serijskih
razrjedivanja, pocevsi od najvee prihvatljive koncentracije (npr. 1 mM ili manje, na temelju granice topljivosti) i
uoCene prisutnosti zamucdenja ili taloga (vidjeti i stavak 35.). Ispitivanu kemikaliju treba ispitati upotrebom krivulja s
osam rasporedenih log koncentracija, kako se utvrdi u prethodnom ispitivanju za utvrdivanje raspona. Koncentracije
u drugom i treem pokusu po potrebi treba prilagoditi kako bi se bolje opisala krivulja koncentracija — odgovor.

34. Razrjedivanja ispitivane kemikalije treba pripremiti u odgovarajuem otapalu (vidjeti stavak 26. Dodatka 2.). Ako
najvisa koncentracija ispitivane kemikalije nije topljiva ni u etanolu ni u DMSO-u te bi dodavanjem jo§ otapala
koncentracija otapala u kona¢noj epruveti porasla iznad prihvatljivog ogranicenja, najvisa koncentracija moze se
smanjiti na sljede¢u nizu koncentraciju. U tom se slu¢aju moze dodati dodatna koncentracija na donjem kraju niza
koncentracija. Ostale koncentracije u nizu ne smiju se mijenjati.
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35. Otopine ispitivane kemikalije treba pazljivo pratiti kada se dodaju u testnu jaZicu jer se ispitivana kemikalija moze
nataloziti nakon dodavanja u testnu jaZicu. Podatke za sve jaZice koje sadrzavaju talog treba iskljuciti iz prilagoda-
vanja krivulje i treba evidentirati razlog za iskljucivanje podataka.

36. Ako ve postoje informacije iz drugih izvora koje pokazuju log(ICs,) ispitivane kemikalije, moZze biti primjereno
geometrijski rasporediti razrjedivanja (tj. polovine log jedinica oko ocekivane vrijednosti log(ICs,). Konacni rezultat
treba odrazavati dovoljnu rasporedenost koncentracija na obje strane log(ICsq), ukljucujuéi ,vrh” i ,dno”, tako da se
krivulja vezivanja moze primjereno opisati.

Organizacija testne ploce

37. Oznacene mikrotitracijske ploce treba pripremiti razmatrajuéi inkubacije u Sest ponavljanja sa Siframa za kontrolu s
otapalom, najvi