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I

(Nezakonodajni akti)

UREDBE

UREDBA KOMISIJE (EU) 2019/1390
z dne 31.julija 2019

o spremembi Priloge k Uredbi (ES) $t. 440/2008 o dolocitvi testnih metod v skladu z Uredbo (ES)
§t. 1907/2006 Evropskega parlamenta in Sveta o registraciji, evalvaciji, avtorizaciji in omejevanju
kemikalij (REACH) zaradi njene prilagoditve tehni¢nemu napredku

(Besedilo velja za EGP)

EVROPSKA KOMISIJA JE —

ob upostevanju Pogodbe o delovanju Evropske unije,

ob upostevanju Uredbe (ES) $t. 1907/2006 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 18.decembra 2006 o registraciji,
evalvaciji, avtorizaciji in omejevanju kemikalij (REACH) ter o ustanovitvi Evropske agencije za kemikalije in o spremembi
Direktive 1999/45ES ter o razveljavitvi Uredbe Sveta (EGS) $t. 793/93 in Uredbe Komisije (ES) $t. 1488/94 ter Direktive
Sveta 76/769[EGS in direktiv Komisije 91/155/EGS, 93/67/EGS, 93/105/ES in 2000/21/ES (1) ter zlasti clena 13(2)
Uredbe,

ob upostevanju naslednjega:

(1) Uredba Komisije (ES) $t. 440/2008 (%) vsebuje preskusne metode za ugotavljanje fizikalno-kemijskih lastnosti,
toksicnosti in ekotoksi¢nosti kemikalij, ki se uporabljajo za namene Uredbe (ES) $t. 1907/2006.

(2)  Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (OECD) razvija harmonizirane in mednarodno dogovorjene
smernice za preskusanje kemikalij za regulativne namene. OECD redno izdaja nove in revidirane smernice za
preskusanje ob upostevanju znanstvenega napredka na tem podrocju.

(3)  Da bi se uposteval tehni¢ni napredek in bi se, kjer je to mogoce, v skladu s clenom 13(2) Uredbe (ES) st.
1907/2006 zmanjsalo Stevilo zivali, ki se uporabljajo za poskuse, bi bilo treba po sprejetju ustreznih smernic
OECD za preskusanje dolo¢iti dve novi preskusni metodi za oceno ekotoksi¢nosti in devet novih preskusnih metod
za ugotavljanje toksi¢nosti za zdravje ljudi ter posodobiti sedem preskusnih metod. Enajst od navedenih preskusnih
metod se nanaSa na preskuse in vitro za draZenje koZe in ocifjedkost za koZo in odi, preobcutljivost koze,
genotoksicnost in endokrine u¢inke. O predlagani spremembi so bila opravljena posvetovanja z delezniki.

() ULL 396, 30.12.2006, str. 1.
Uredba Komisije St. 44 z dne 30. maja o dolocitvi testnih metod v skladu z Uredbo st. 7 vropskega
2 db je (ES) § 0/2008 z dne 30. maja 2008 o dolo¢ h d v sklad dbo (ES) §t. 1907/2006 Evropskeg
parlamenta in Sveta o registraciji, evalvaciji, avtorizaciji in omejevanju kemikalij (REACH) (UL L 142, 31.5.2008, str. 1).
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(4 Uredbo (ES) §t. 440/2008 bi bilo zato treba ustrezno spremeniti.

(5)  Ukrepi iz te uredbe so v skladu z mnenjem odbora, ustanovljenega v skladu s ¢lenom 133 Uredbe (ES) st.
1907/2006 —

SPREJELA NASLEDNJO UREDBO:

Clen 1
Priloga k Uredbi (ES) st. 440/2008 se spremeni v skladu s Prilogo k tej uredbi.

Clen 2

Ta uredba zacne veljati dvajseti dan po objavi v Uradnem listu Evropske unije.
Ta uredba je v celoti zavezujoca in se neposredno uporablja v vseh drzavah ¢lanicah.

V Bruslju, 31.julija 2019

Za Komisijo
Predsednik
Jean-Claude JUNCKER
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PRILOGA

Priloga k Uredbi (ES) 3t. 440/2008 se spremeni:

(1) Poglavje B.4 dela B se nadomesti z naslednjim:

,B.4 AKUTNO DRAZENJE KOZE[JEDKOST ZA KOZO
UVOD

1. Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskusanje (TG) 404 (2015). Smernice OECD za
preskusanje kemikalij se redno preverjajo, s ¢imer se zagotovi, da izrazajo najboljsa razpolozljiva znanstvena
spoznanja. Pri preverjanju Smernice OECD za preskusanje 404 je bila posebna pozornost namenjena moznim
izboljSavam v zvezi s pomisleki glede dobrobiti Zivali in ocenjevanju vseh obstojecih podatkov o preskusni
kemikaliji, da bi se izognili nepotrebnim testiranjem na laboratorijskih Zivalih. Posodobljena razli¢ica Smernice
OECD za preskusanje 404 (prvotno sprejeta leta 1981, revidirana v letih 1992, 2002 in 2015) vkljucuje sklic
na dokument s smernicami za celostne pristope k testiranju in ocenjevanju (Integrated Approaches to Testing
and Assessment (IATA)) v zvezi z draZenjem koZze[jedkostjo za kozo (1), pri ¢emer je predlagan modularen
pristop k preskusanju drazenja koZe in jedkosti za kozo. S pristopi IATA se opisuje ve¢ modulov, v katerih so
zbrani viri informacij in orodja za analizo, ter (i) zagotavljajo smernice o tem, kako obstoje¢e podatke, prid-
obljene s preskuSanjem, in podatke, ki ne temeljijo na preskuSanju, zdruZziti in uporabiti pri ocenjevanju
potenciala kemikalij za drazenje koZe in jedkost za kozo, poleg tega je (ii) predlagan pristop, kadar je potrebno
dodatno preskusanje (1). Poleg tega je v navedeni smernici, kjer je to potrebno, namesto socasne priporocena
zaporedna namestitev treh preskusnih oblizev na Zival v zacetnem preskusu in vivo.

2. Opredelitvi pojmov draZenje koZe in jedkost za koZo sta navedeni v dodatku k tej preskusni metodi.

ZACETNI PREUDARKI

3. Za znanstveno zanesljivost in dobrobit Zivali je koristno, da se preskusi in vivo zacnejo izvajati Sele, ko se z
analizo, ki temelji na zanesljivosti dokazov, kot je predstavljena v dokumentu s smernicami za celostne pristope
k testiranju in ocenjevanju v zvezi z draZenjem koZe in jedkostjo za kozo, tj. v vseh treh delih teh smernic in
njihovih ustreznih modulih (1), ocenijo vsi razpoloZljivi podatki, ki se nanasajo na potencial preskusne kemi-
kalije za drazenje koze/jedkost za koZzo. Na kratko, v prvem delu se obstoje¢i podatki obravnavajo na podlagi
sedmih modulov, ki zajemajo podatke za ljudi, podatke in vivo, podatke in vitro, podatke o fizikalno-kemijskih
lastnostih (npr. vrednost pH, zlasti moc¢na kislost ali alkalnost) in nepreskusne metode. V drugem delu se opravi
analiza, ki temelji na zanesljivosti dokazov. Ce ta analiza e vedno ni prepricljiva, je treba tretji del izvesti z
dodatnim preskusanjem, pri ¢emer se za¢ne z metodami in vitro, preskusanje in vivo pa se uporabi kot zadnja
moznost. S to analizo bi se morala torej zmanjsati potreba po in vivo preskusanju jedkosti za kozo|drazenja
koze v zvezi s preskusnimi kemikalijami, za katere je glede navedenih dveh koné¢nih tock na voljo Ze dovolj
dokazov iz drugih $tudij.

NACELO PRESKUSA IN VIVO

4. Preskusna kemikalija, ki jo je treba preskusiti, se nanese na kozo preskusne Zzivali v enkratnem odmerku;
netretirane povrsine koze preskusne Zivali sluzijo za kontrolo. Stopnja drazilnostifjedkosti se odcita in evidentira
v dolocenih intervalih in nadalje opie, da se vsi ucinki celovito ocenijo. Studija mora trajati dovolj dolgo, da se
oceni popravljivost ali nepopravljivost opazenih ucinkov.

5. Zivali, ki v kateri koli fazi preskusa kaZejo trajne znake hudega trpljenja infali bolecine, je treba humano
usmrtiti, preskusno kemikalijo pa oceniti skladno s tem. Merila za sprejetje odlocitve o humani usmrtitvi
umirajoc¢ih in hudo trpecih Zivali so navedena v lo¢enem dokumentu s smernicami (2).
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PRIPRAVA ZA PRESKUS IN VIVO
Izbira Zivalskih vrst

6. Kunec beli¢nik je najbolj zazelena laboratorijska Zival; uporabljajo se zdravi mladi odrasli kunci. Uporabo drugih
vrst je treba obrazloZiti.

Priprava Zivali

7. Priblizno 24 ur pred zaletkom preskusa je treba Zivalim skrbno ostri¢i dlako s hrbtnega dela trupa. Paziti je
treba, da se koZa ne odrgne, in uporabiti le Zivali z zdravo, neposkodovano koZzo.

8. Nekateri kungji sevi imajo goste zaplate dlak, ki so bolj izrazite v nekaterih obdobjih med letom. Taksni predeli
goste rasti dlak se ne smejo uporabiti kot preskusni predeli.

Pogoji nastanitve in hranjenja

9. Zivali morajo biti nastanjene posami¢no. Temperatura v prostoru s poskusnimi Zivalmi mora biti za kunce
20 °C (+ 3°C). Ceprav mora biti relativna vlaznost vsaj 30-odstotna in po moznosti ne sme presegati 70 %,
razen med ¢iS¢enjem prostora, si je treba prizadevati za 50—-60-odstotno vlaznost. Osvetlitev mora biti umetna,
pri Cemer je zaporedje 12 ur svetlobe in 12 ur teme. Za hranjenje se lahko uporabi obicajna predpisana
laboratorijska prehrana z neomejeno koli¢ino pitne vode.

PRESKUSNI POSTOPEK
Nana$anje preskusne kemikalije

10. Preskusno kemikalijo je treba nanesti na del povrsine koze (priblizno 6 cm?) in pokriti z oblizem iz gaze, ki se
pritrdi z nedrazilnim trakom. Kadar neposredna aplikacija ni mogoca (npr. tekoce snovi ali nekatere kasnate
zmesi), je treba preskusno kemikalijo najprej nanesti na obliz iz gaze, ki se nato uporabi na kozi. Obliz mora
biti v ohlapnem stiku s koZo, pritrjen z ustrezno napol zapiralno obvezo med trajanjem izpostavitve. Ce se
preskusna kemikalija nanese na obliz, jo je treba pritrditi na kozo tako, da je stik dober in preskusna kemikalija
enakomerno razporejena po kozi. Zivali je treba prepreciti dostop do obliza in zauZitje ali vdihavanje preskusne
kemikalije.

11. Tekoce preskusne kemikalije se obicajno uporabljajo nerazredéene. Kadar se preskusajo trdne snovi (ki jih je
mogoce zdrobiti, ¢e je to po presoji potrebno), je treba preskusno kemikalijo navlaziti z zelo majhno koli¢ino
vode (ali, kadar je potrebno, z drugim ustreznim vehiklom), ki zadostuje za zagotavljanje dobrega stika s kozo.
Kadar se uporabljajo drugi vehikli, ne voda, mora biti mozen vpliv vehikla na drazilnost koze zaradi preskusne
kemikalije minimalen, ¢e sploh obstaja.

12. Na koncu obdobja izpostavljenosti, ki traja obicajno 4 ure, je treba z uporabo vode ali ustreznega topila
odstraniti preostalo preskusno kemikalijo, kjer je to izvedljivo, ne da bi se spremenil obstojeci odziv ali
integriteta epidermisa.

Velikost odmerka

13. Na preskusni predel se nanese odmerek 0,5 ml tekoce snovi ali 0,5 g trdne snovi ali kagnate zmesi.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Zacetni preskus (in vivo preskus draZenja koZe[jedkosti za koZzo z uporabo ene Zivali)

Kadar se presodi, da je preskusna kemikalija jedka, drazilna ali nerazvriCena, na podlagi analiz, ki temeljijo na
zanesljivosti dokazov, ali predhodnega preskusanja in vitro, obi¢ajno ni potrebno dodatno preskusanje in vivo.
Kadar se kljub temu zdi potrebno zagotoviti dodatne podatke, se izvede preskus in vivo z uporabo ene Zivali in
na podlagi naslednjega pristopa. Na Zival se zaporedoma nanesejo do trije preskusni oblizi. Prvi obliz se
odstrani po treh minutah. Ce ni opazena nobena resna reakcija koZe, se na drug predel nanese drugi obliz
in se odstrani po eni uri. Ce opazovanja v tej fazi pokazejo, da se lahko humano dopusti podaljganje izpo-
stavljenosti na $tiri ure, se nanese $e tretji obliZ in se odstrani po §tirih urah, odziv pa se razvrsti po stopnjah.

Ce se opazi jedek ucinek po kateri koli izmed teh treh zaporednih izpostavitev, se preskus nemudoma zakljuci.
Ce se jedek ucinek ne opazi po tem, ko se odstrani zadnji obliz, se Zival opazuje 14 dni, razen ¢e se jedkost
razvije prej.

Kadar se ne pricakuje, da bo preskusna kemikalija povzrocila jedkost, vendar bi lahko bila drazilna, je treba
nanesti le en obliz na eno Zival za §tiri ure.

Potrditveni preskus (in vivo preskus draZenja koZe z dodatnimi Zivalmi)

Ce se jedek ucinek v zacetnem preskusu ne opazi, je treba drazilni ali negativni odziv potrditi z uporabo do
dveh dodatnih Zivali, s po enim oblizem za vsako, v obdobju izpostavitve tirih ur. Ce se v zacetnem preskusu
opazi drazilen uinek, se potrditveni preskus lahko izvede zaporedoma ali s soasno izpostavitvijo dveh
dodatnih Zzivali. Izjemoma, ko se zacetni preskus ne izvede, se lahko dve ali tri Zivali tretirajo le z enim
oblizem, ki se odstrani po $tirih urah. Kadar se uporabljata dve Zivali, ni potrebno dodatno preskusanje, ce
obe kaZeta enak odziv. V nasprotnem primeru se preskusi tudi tretja Zival. Dvoumne odzive je morda treba
oceniti z uporabo dodatnih Zivali.

Obdobje opazovanja

Obdobje opazovanja mora biti dovolj dolgo, da se lahko v celoti ovrednoti popravljivost opaZenih ucinkov.
Preskus je treba zakljuciti, kadar koli Zival pokaze znake hude bolecine ali trpljenja. Za dolocitev povracljivosti
ucinkov je treba Zivali opazovati 14 dni po odstranitvi oblizev. Ce se povracljivost opazi pred 14. dnem, je
treba preskus zakljuciti takrat.

Kliniéna opazovanja in razvrs¢anje koZnih reakcij v stopnje

Pri vseh Zzivalih je treba preveriti znake rde¢ine in edemov ter odzive evidentirati po 60 minutah ter nato po 24,
48 in 72 urah po odstranitvi obliZa. Pri zacetnih preskusih na eni Zivali se preskusni predel preveri tudi takoj
po odstranitvi obliza. KoZne reakcije se razvrstijo v stopnje in evidentirajo v skladu s stopnjami iz spodnje
tabele. Ce po 72 urah nastane poskodba koze, ki je ni mogoce opredeliti kot drazilnost ali jedkost, so morda
potrebna opazovanja do 14. dne, da se opredeli povracljivost u¢inkov. Poleg opazovanja drazilnosti je treba v
celoti opisati in evidentirati vse lokalne toksi¢ne ucinke, npr. tanjSanje koze, in vse sistemske nasprotne ucinke
(npr. u¢inke na klini¢ne znake toksi¢nosti in telesno tezo). Za razjasnitev dvoumnih odzivov je morda treba
opraviti histopatoloski pregled.

Razvri¢anje koznih odzivov je nujno subjektivno. Da bi se izboljsala usklajenost pri dolocanju stopnje koznega
odziva ter bi se preskuSevalnim laboratorijem in vsem sodelujo¢im pomagalo pri oblikovanju in razlagi rezul-
tatov opazovanj, mora biti osebje, ki izvaja ta opazovanja, ustrezno usposobljeno za uporabo sistema dolocanja
stopnje (glej tabelo spodaj). Pri tem bi lahko bil v pomo¢ ilustriran priro¢nik za dolocanje stopnje draZilnosti
koze in drugih lezij (3).
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PODATKI IN POROCAN]E

21. Rezultate studije je treba v obliki preglednice povzeti v kon¢nem porocilu o preskusu, zajemati pa morajo vse
postavke s seznama v odstavku 24.
Vrednotenje rezultatov

22. Rezultate draZenja koZe je treba vrednotiti v povezavi z vrsto in resnostjo lezij ter njihovo povracljivostjo ali
nepovracljivostjo. Posamezni rezultati ne pomenijo absolutnega standarda za drazilne lastnosti materiala, ker se

ocenjujejo tudi drugi ucinki preskusnega materiala. Pa¢ pa je treba posamezne rezultate obravnavati kot
referencne vrednosti, ki jih je treba vrednotiti v povezavi z vsemi drugimi opaZanji iz Studije.

23. Pri oceni drazilnih odzivov je treba upostevati povracljivost koznih lezij. Kadar so odzivi, npr. alopecija (omejen
predel), hiperkeratoza, hiperplazija in luscenje, vidni do konca 14-dnevnega obdobja opazovanja, je treba
preskusno kemikalijo obravnavati kot drazilno.

Poroc¢ilo o preskusu

24. Porocilo o preskusu mora vsebovati informacije, navedene v nadaljevanju.

Utemeljitev preskusa in vivo:

— analiza, ki temelji na zanesljivosti dokazov in se nanasa na obstojece preskusne podatke, vklju¢no z rezultati
strategije zaporednega preskusanja;

— opis pomembnih podatkov, ki so na voljo iz prejsnjih preskusanj;

— podatki, pridobljeni v vsaki fazi strategije preskusanja;

— opis izvedenih preskusov in vitro, vklju¢no s podrobnimi podatki o postopkih, rezultati, dobljenimi s
preskusnimi/referencnimi snovmi;

— analiza, ki temelji na zanesljivosti dokazov, za izvedbo studije in vivo.

Preskusna kemikalija:

— snov iz ene sestavine: kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi IUPAC ali ime CAS,
Stevilka CAS, koda po sistemu SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula, ¢istost, kemijska iden-
titeta necistoc, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.;

— snov z veC sestavinami, zmes in snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali
bioloski materiali (UVCB): ¢im obseZnejsa opredelitev lastnosti s kemijsko identiteto (glej zgoraj), kvantita-
tivnim pojavljanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi sestavin;

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

— vir, §tevilka serije, ¢e je na voljo;

— obdelava preskusnih/kontrolnih kemikalij pred preskusanjem, ¢e je ustrezno (npr. segrevanje, drobljenje);
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— stabilnost preskusne kemikalije, rok uporabe ali datum za ponovno analizo, &e je znan;

— pogoji skladis¢enja.

Vehikel:

— identifikacija, koncentracija (kjer je ustrezno), uporabljena koli¢ina;

— utemeljitev izbire vehikla.

Preskusne Zivali:

— uporabljena vrsta/sev, obrazloZitev za uporabo Zivali, ¢e to ni kunec beli¢nik;

— Stevilo Zivali po spolu;

— teZa posamezne Zivali ob zacetku in zakljucku preskusa;

— starost na zacetku Studije;

— izvor Zivali, nastanitvene razmere, prehrana itd.

Preskusni pogoji:

— tehnika priprave obmocja nanosa obliza;

— podrobnosti o uporabljenih materialih ter tehniki priprave in nanosa obliza,

— podrobnosti o pripravi, nanosu in odstranitvi preskusne kemikalije.

Rezultati:

— preglednica dosezenih rezultatov odziva na drazilnost/jedkost za vsako Zival na vseh izmerjenih ¢asovnih
tockah;

— opis vseh opazenih lezij;

— podroben opis vrste in stopnje opazene drazilnosti ali jedkosti in morebitne histopatoloske ugotovitve;

— opis drugih neZelenih lokalnih (npr. tanjSanje koze) in sistemskih u¢inkov poleg draZilnosti koze ali jedkosti
za kozo.



L 247/8 Uradni list Evropske unije 26.9.2019

Obravnava rezultatov
Sklepne ugotovitve
VIRI

(1) OECD (2014). Guidance document on Integrated Approaches to Testing and Assessment for Skin Irrita-
tion/Corrosion. Environmental Health and Safety Publications, Series on Testing and Assessment (5t. 203),
Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj, Pariz.

(2) OECD (1998). Usklajen celostni sistem razvrstitve kemijskih snovi glede na nevarnosti za zdravje ljudi in
vplive na okolje, kot sta ga novembra 1998 na 28. skupnem zasedanju potrdila Odbor za kemikalije in
Delovna skupine za kemikalije.

(3) OECD (2000). Guidance Document on the Recognition, Assessment and Use of Clinical Signs as Humane
Endpoints for Experimental Animals Used in Safety Evaluation. Environmental Health and Safety Publi-
cations, Series on Testing and Assessment (§t. 19), Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj,
Pariz.
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Preglednica
RAzvrscanje Koznih Reakcij v Stopnje

Nastanek rdecine in krast

RAECINE Miuurvorerireeeieiieestssiissessssssses s sssssssseesssss b ssssssssssssssss s s s ssssssessss s s s st b e e b st s s s s s b e s s s e b ees b st s s beebaes 0
Neznatna rde¢ina (KOMajda OPAZIQ)........ecewemmecrmemeeerimeeemimseesisseesisnsssssismssessssssssismssssssmessesssnsssssnns 1
ZElO TAZIOENA TAECINA. c.vuuvvrnrvererrerrsisessessssssssisessessssssssssessssssssssssssssssssss st sssssssssns s ss s sssn st sssssbsssssnssssnsssnss 2
Zmerna do T€SNA TAECINA......ovevveeiveeeeereeereceresiessee et sses s s s s s sass s sss s saessass e sssssessasssasssanes 3
Resna rdecina (goveja rdecina) in nastanek krast, ki ovira razvrstitev rdecine........coeeerrecernnecennne. 4

NajviSja mozna stopnja: 4

Tvorba koZnih edemov

KOZNTN @AEIMOV NMi.urrvtririereeiereeieceiieceiseeetee st sssseessseessssesssseessssesessses st sssses st st ssssesssssessssseses 0
Neznaten koZni edem (KOMajda OPAZEN) ....ccuereeeereerererimeeeieceineesiseeesseessseesssesssssesssssessssssssssesssesesssssesssssessssnessssneses 1
Rahel edem (robovi predela dobro vidni, ker SO iZDOCENI) .....ucvuucermeceimeceieceireceireceieeeieecesereeeiereesseeessenessianees 2
Zmeren kozni edem (izbocen pribliZno 1 MM) ... cceeeecemereemiecemieseesineseesisescesesnseesssnecssenne 3
Resen kozni edem (izbocen ve¢ kakor 1 mm in razsirjen zunaj predela izpoStavitve)...........coveveenne. 4

NajviSja moZna stopnja: 4

Za razjasnitev dvoumnih odzivov se lahko opravi histopatoloski pregled.



L 247/10 Uradni list Evropske unije 26.9.2019

Dodatek

OPREDELITVE POJMOV

Kemikalija je snov ali zmes.
Drazenje koZe je nastanek povracljive poskodbe koze po nanosu preskusne kemikalije za najve¢ 4 ure.

Jedkost za kozo je nastanek nepovracljivih poskodb koze, zlasti vidnega odmiranja prek povrhnjice v usnjico po nanosu
preskusne kemikalije za najve¢ 4 ure. Za reakcije jedkosti so znacilne razjede, krvavitve, krvave hraste in do konca
14-dnevnega opazovanja izguba barve zaradi beljenja koze, celi predeli alopecije in brazgotine. Dvoumne lezije je morda
treba preiskati histopatolosko.

Preskusna kemikalija je vsaka snov ali zmes, preskusena s to preskusno metodo.”
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(2) Poglavje B.17 dela B se nadomesti z naslednjim:

,B.17 IN VITRO PRESKUSI GENSKIH MUTACIJ V CELICAH SESALCEV Z UPORABO GENOV HPRT IN XPRT
UvoD

1. Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskuSanje 476 (2016). Preskusne metode se redno
preverjajo ob upostevanju znanstvenega napredka, spreminjajocih se regulativnih zahtev in dobrobiti Zivali. V tej
revidirani razlicici preskusne metode B.17 se upostevajo skoraj tridesetletne izkusnje s tem preskusom, pa tudi
rezultati razvijanja lo¢ene nove metode za in vitro preskuse genskih mutacij v celicah sesalcev z uporabo gena za
timidin kinazo. Preskusna metoda B.17 je del sklopa preskusnih metod v zvezi z genetsko toksikologijo. OECD
je pripravila dokument z jedrnatimi informacijami o preskusanju v zvezi z genetsko toksikologijo in pregledom
nedavnih sprememb smernic OECD za preskuSanje v zvezi z genetsko toksikologijo (1).

2. Namen in vitro preskusa genskih mutacij v celicah sesalcev je zaznati genske mutacije, katerih nastanek povzro-
¢ajo kemikalije. S celi¢nimi linijami, uporabljenimi pri teh preskusih, se merijo napredne mutacije na poroceval-
skih genih, natan¢neje endogenem genu za hipoksantin-gvanin-fosforibozil-transferazo (Hprt v celicah glodav-
cev, HPRT v ¢loveskih celicah; pri tej preskusni metodi v nadaljnjem besedilu skupaj: gen Hprt in preskus HPRT)
in transgenu za ksantin-gvanin-fosforibozil-transferazo (gpt) (v nadaljnjem besedilu: preskus XPRT). S preskusi
mutacij HPRT in XPRT se zaznajo razlicne vrste genskih pojavov. Poleg mutacijskih pojavov, zaznanih s
preskusom HPRT (npr. substitucije baznih parov, premiki bralnega okvira, majhne delecije in insercije), lahko
lokacija transgena gpt na avtosomih omogoci zaznavo mutacij, ki so posledica obseznih delecij, in morebitne
mitoti¢ne rekombinacije, ki se ne zazna s preskusom HPRT, ker je gen Hprt na kromosomu X (2) (3) (4) (5) (6)
(7). Preskus XPRT se za regulativne namene trenutno uporablja manj pogosto kot preskus HPRT.

3. Uporabljene opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 1.

ZACETNI PREUDARKI IN OMEJITVE

4. Pri preskusih, izvedenih in vitro, je obiCajno treba uporabiti zunanji vir presnovne aktivacije. Zunanji sistem
presnovne aktivacije ne posnema pogojev in vivo v celoti.

5. Paziti je treba, da se izogibamo pogojem, ki bi vodili do lazno pozitivnih rezultatov (tj. morebitnemu medseboj-
nemu delovanju s preskusnim sistemom), ki jih ne bi povzrocilo neposredno medsebojno delovanje preskusnih
kemikalij in genetskega materiala celice; med take pogoje spadajo spremembe vrednosti pH ali osmolarnosti (8)
(9) (10), medsebojno delovanje s sestavinami goji§¢a (11) (12) ali previsoke ravni citotoksicnosti (13). Za
citotoksicnost, ki presega priporocene najvije ravni citotoksicnosti, kot so opredeljene v odstavku 19, se Steje,
da je prevelika za preskus HPRT.

6. Preden se preskusna metoda uporabi na zmesi, da bi se pridobili podatki za predvideni regulativni namen, je
treba preuciti, ali in zakaj lahko zagotovi ustrezne rezultate za navedeni namen. Kadar obstaja regulativna
zahteva za preskuSanje zmesi, taki preudarki niso potrebni.

NACELO PRESKUSA

7. Mutirane celice brez aktivnosti encima Hprt pri preskusu HPRT ali aktivnosti encima xprt pri preskusu XPRT so
odporne proti citostatskim uc¢inkom analoga purina 6-tiogvanina (TG). Celice s Hprt (pri preskusu HPRT) ali gpt
(pri preskusu XPRT) so obcutljive za TG, ki zavira celi¢no presnovo in ustavi celicno delitev. Mutirane celice so
tako sposobne mnozitve v navzocnosti TG, medtem ko normalne celice, ki vsebujejo encim Hprt (pri preskusu
HPRT) ali gpt (pri preskusu XPRT), niso.
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10.

11.

12.

13.

Celice v suspenziji ali enoplastni kulturi se za ustrezno obdobje (3—6 ur) izpostavijo preskusni kemikaliji, in
sicer z zunanjim virom presnovne aktivacije (glej odstavek 14) in brez njega, nato pa se kultivirajo na novem
g0jis¢u, da se dolodi citotoksi¢nost in omogodi izrazanje fenotipa pred selekcijo mutant (14) (15) (16) (17).
Citotoksi¢nost se dolo¢i glede na relativno preZivetje, tj. ucinkovitost tvorbe klonov, izmerjeno takoj po
tretiranju in prilagojeno glede na morebitno izgubo celic med tretiranjem v primerjavi z negativno kontrolo
(odstavek 18 in Dodatek 2). Tretirane kulture se vzdrzujejo v gojis¢u dovolj dolgo obdobje, ki je znacilno za
vsako vrsto celic, da se omogoci skoraj optimalno izraZanje fenotipa induciranih mutacij (obi¢ajno najmanj 7-9
dni). Po izrazanju fenotipa se pogostnost mutant dolo¢i z nasaditvijo znanega Stevila celic v gojise s selektivno
snovjo, da se zaznajo mutirane kolonije, in v goji§¢e brez selektivne snovi, da se dolo¢i ucinkovitost tvorbe
klonov (viabilnost). Po ustrezno dolgi inkubaciji se prestejejo kolonije. Pogostnost mutant se izracuna iz Stevila
mutiranih kolonij, korigiranega z ucinkovitostjo tvorbe klonov ob selekciji mutant.

OPIS METODE
Pripravki
Celice

Vrste celic, uporabljene pri preskusih HPRT in XPRT, morajo imeti dokazano obcutljivost za kemi¢ne mutagene,
veliko u¢inkovitost tvorbe klonov, stabilen kariotip in stabilno pogostnost spontanih mutant. Med najpogosteje
uporabljenimi celicami za preskus HPRT so linije celic kitajskega hrcka CHO, CHL in V79, celice limfoma misi
L5178Y in ¢loveske limfoblastoidne celice TK6 (18) (19). Pri preskusu XPRT se uporabljajo celice AS52,
pridobljene iz CHO, ki vsebujejo transgen gpt (in v katerih je izbrisan gen Hprt) (20) (21); preskusa HPRT
ni mogoce izvesti s celicami AS52, ker je bil gen hprt izbrisan. Uporaba drugih celi¢nih linij mora biti
utemeljena in validirana.

Redno je treba preverjati, ali je modalno kromosomsko $tevilo v celi¢nih linijah stabilno in ali te linije niso
okuzene z mikoplazmo (22) (23); celice se ne smejo uporabljati, e so okuZene ali ¢e se je spremenilo modalno
kromosomsko $tevilo. Dolociti je treba obicajno trajanje celiénega cikla, uporabljenega v preskusevalnem
laboratoriju, ki mora biti skladno z objavljenimi lastnostmi celic. Preveriti je treba tudi pogostnost spontanih
mutant v zalogi mati¢nih celic, pri ¢emer se zaloga ne sme uporabiti, Ce pogostnost mutant ni sprejemljiva.

Pred uporabo pri tem preskusu je iz kultur morda treba odstraniti Ze obstojece mutirane celice, npr. z gojenjem
v goji§¢u HAT za preskus HPRT in MPA za preskus XPRT (5) (24) (glej Dodatek 1). O¢iscene celice se lahko
shranijo z zamrzovanjem in nato odtalijo, da se uporabijo kot delovne zaloge. Novoodtaljena delovna zaloga se
lahko uporabi za preskus, ko so doseZeni obi¢ajni podvojitveni Casi. Pri izvajanju preskusa XPRT je treba pri
rutinskem gojenju celic AS52 uporabiti pogoje, ki zagotavljajo vzdrzevanje transgena gpt (20).

Gojisca in pogoji kultiviranja

Za vzdrzevanje kultur je treba uporabiti ustrezno gojisce in pogoje inkubacije (posode za gojenje, vlazno ozracje
s 5% CO2 in temperatura inkubacije 37 °C). Celi¢ne kulture je treba vedno vzdrzevati v pogojih, ki zagotavljajo
njihovo rast v logaritemski fazi. Posebno pomembno je, da se izberejo tak$na gojis¢a in pogoji kultiviranja, ki
zagotavljajo optimalno rast celic v ¢asu izrazanja in optimalno ucinkovitost tvorbe klonov mutiranih, pa tudi
nemutiranih celic.

Priprava kultur

Celi¢ne linije se namnozijo iz osnovnih kultur ter nasadijo v goji§¢e tako na gosto, da celice v suspenzijah ali
monosloju med obdobji tretiranja in izrazanja $e naprej eksponentno rastejo (npr. pri celicah, ki rastejo v
monosloju, se je treba izogibati konfluenci).
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Presnovna aktivacija

14. Pri uporabi celic, ki nimajo ustrezne notranje sposobnosti presnavljanja, je treba uporabiti zunanje presnovne
sisteme. Najpogosteje uporabljeni sistem, ki je priporocen kot privzet, razen ¢e ni drugaCe utemeljeno, je s
kofaktorjem dopolnjena postmitohondrijska frakcija (S9), pripravljena iz jeter glodavcev (obicajno podgan), ki so
bila obdelana s sredstvi za encimsko indukcijo, kot je Aroclor 1254 (25) (26) (27) (28), ali z meSanico
fenobarbitala in B-naftoflavona (29) (30) (31) (32). Zadnjenavedena meSanica ni v nasprotju s Stockholmsko
konvencijo o obstojnih organskih onesnazevalih (33) ter se je v primerjavi s sredstvom Aroclor 1254 izkazala
kot enako ucinkovita za povzrocanje oksidaz z mesano funkcijo (29) (31). Frakcija S9 se v koncnem
preskusnem gojis¢u obicajno uporablja v koncentracijah, ki se gibljejo v razponu od 1 do 2 vol. %, lahko
pa se poveca na 10 vol. %. Na izbiro vrste in koncentracije zunanjega sistema presnovne aktivacije ali sredstva
za indukcijo presnove lahko vpliva razred snovi, ki se preskusajo (34) (35) (36).

Priprava preskusne kemikalije

15. Trdne preskusne kemikalije je treba pred tretiranjem celic pripraviti v ustreznih topilih in razredciti, ce je to
ustrezno (glej odstavek 16). Tekoce preskusne kemikalije se lahko dodajo neposredno v preskusni sistem infali
razredCijo pred tretiranjem preskusnega sistema. Plinaste ali hlapne preskusne kemikalije je treba preskusiti z
ustrezno prilagojenimi standardnimi protokoli, kot je tretiranje v zatesnjenih posodah za gojenje (37) (38).
Preskusne kemikalije je treba pripraviti tik pred tretiranjem, razen ¢e podatki o stabilnosti kazejo, da je
shranjevanje sprejemljivo.

PRESKUSNI POGOJI
Topila

16. Izbrati je treba tako topilo, ki optimira topnost preskusne kemikalije in ne vpliva negativno na izvedbo
preskusa, npr. ne spremeni rasti celic, ne vpliva na celovitost preskusne kemikalije, ne reagira s posodami za
gojenje, ne ovira sistema presnovne aktivacije. Priporocljivo je, da se, kadar koli je to mogoce, najprej razmisli o
uporabi vodnega topila (ali gojis¢a). Zelo uveljavljeni topili sta na primer voda ali dimetil sulfoksid. Organska
topila v kon¢nem obdelovalnem goji§¢u v splosnem ne smejo presegati 1 vol. %, vodna topila (fizioloska
raztopina ali voda) pa ne 10 vol. %. Ce uporabljena topila niso uveljavljena (npr. etanol ali aceton), je treba
njihovo uporabo podpreti s podatki, ki dokazujejo njihovo zdruZljivost s preskusnimi kemikalijami in
preskusnim sistemom ter neobstoj genotoksicnosti pri uporabljeni koncentraciji. Ce taksnih podpornih
podatkov ni, je treba dodati netretirane kontrole (glej Dodatek 1), ki dokazujejo, da izbrano topilo ne povzroca
$kodljivih ali mutagenih ucinkov.

Merjenje citotoksi¢nosti in izbiranje koncentracij izpostavljenosti

17. Pri dolocanju najvisje koncentracije preskusne kemikalije se je treba izogibati koncentracijam, pri katerih se
lahko pojavijo lazni pozitivni odzivi, kot so tisti, ki povzrocajo preveliko citotoksi¢nost (glej odstavek 20),
obarjanje v gojiscih (glej odstavek 21) ali znatne spremembe vrednosti pH ali osmolarnosti (glej odstavek 5). Ce
preskusna kemikalija ob dodajanju povzrodi znatno spremembo vrednosti pH v gojis¢u, se lahko vrednost pH
prilagodi z dodajanjem pufra v koncéno obdelovalno gojisce, da se preprecijo lazno pozitivni rezultati in
vzdrzujejo ustrezni pogoji kultiviranja.

18. Izbira koncentracije temelji na citotoksicnosti in drugih preudarkih (glej odstavke 20-22). Ceprav je lahko
koristno, da se zaradi boljsega dolocanja koncentracij, ki jih je treba uporabiti v glavnem preskusu, citotoksi-
¢nost oceni v zacetnem preskusu, ta preskus ni obvezen. Tudi ¢e se izvede zacetna ocena citotoksi¢nosti, je
treba pri glavnem preskusu $e vedno izmeriti citotoksicnost vsake kulture. Oceniti jo je treba na podlagi
relativnega prezivetja, tj. u¢inkovitosti tvorbe klonov celic, nasajenih na plos¢o takoj po tretiranju, prilagojeni
z morebitno izgubo celic med tretiranjem na podlagi Stetja celic, v primerjavi s prilagojeno ucinkovitostjo
tvorbe klonov pri negativnih kontrolah (ki se jim pripiSe 100-odstotno prezZivetje) (za formulo glej Dodatek 2).
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19. Oceniti je treba vsaj $tiri preskusne koncentracije (v kar niso vkljuceni topilo in pozitivne kontrole), ki izpol-
njujejo merila za sprejemljivost (ustrezna citotoksicnost, Stevilo celic itd.). Ceprav je priporocljiva uporaba
podvojenih kultur, se lahko pri vsaki preskuseni koncentraciji uporabi ponovljeni vzorec kulture ali le ena
sama tretirana kultura. Rezultate, pridobljene pri neodvisnih ponovljenih vzorcih kultur za zadevno koncen-
tracijo, je treba navesti loc¢eno, vendar se lahko za podatkovno analizo zdruzijo (17). Za preskusne kemikalije, ki
kazejo malo ali ni¢ citotoksicnosti, so ustrezni priblizno 2- do 3-kratni intervali med koncentracijami. V
primeru citotoksi¢nosti morajo izbrane preskusne koncentracije zajemati obmocje od koncentracije, ki povzroca
citotoksicnosti, do koncentracij, pri katerih je citotoksiénost zmerna oziroma majhna ali je ni. Pri Stevilnih
preskusnih kemikalijah so vidne strme krivulje odziva na koncentracijo, zato je za zajem celotnega obmocja
citotoksi¢nosti ali podrobno preucitev razmerja med koncentracijo in odzivom morda treba uporabiti vedje
Stevilo koncentracij, ki so tesno skupaj, in ve¢ kot stiri koncentracije, zlasti kadar je treba poskus ponoviti (glej
odstavek 43). Uporaba ve¢ kot $tirih koncentracij je lahko Se zlasti pomembna, ¢e se uporabi ena sama kultura.

20. Ce najvecja koncentracija temelji na citotoksicnosti, si je treba pri najvisji koncentraciji prizadevati za od 20- do
10-odstotno relativno preZivetje. Pazljivost je potrebna pri razlagi pozitivnih rezultatov, dobljenih samo pri 10-
odstotnem ali manjSem relativnem prezivetju (odstavek 43).

21. Pri slabo topnih preskusnih kemikalijah, ki pri koncentracijah, nizjih od najnizje netopne koncentracije, niso
citotoksi¢ne, mora najvi§ja analizirana koncentracija ob koncu tretiranja s preskusno kemikalijo povzrociti
nastanek motnosti ali oborine, ki je vidna s prostim o¢esom ali pod invertnim mikroskopom. Tudi ¢e se
citotoksi¢nost pojavi nad najniZjo netopno koncentracijo, je priporocljivo, da se preskusi le pri eni koncentraciji,
ki povzrodi nastanek motnosti ali vidne oborine, saj lahko oborina povzroci lazne u¢inke. Pri koncentraciji, ki
povzro¢i nastanek oborine, je treba paziti, da oborina ne vpliva na izvedbo preskusa. Koristno je lahko, e se
pred preskusom doloci topnost v gojiscu.

22. Ce oborina ni vidna ali ni opazene mejne citotoksicnosti, mora najvisja preskusna koncentracija ustrezati
10 mM, 2 mg/ml ali 2 ul/ml, pri ¢emer se uposteva najnizja od teh koncentracij (39) (40). Ce preskusna
kemikalija nima doloCene sestave, kot so snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski
produkti ali bioloski materiali (tj. kemijske snovi z neznano ali spremenljivo sestavo (UVCB)) (41), okoljski
ekstrakti itd., je v primeru odsotnosti ustrezne citotoksi¢nosti morda treba povecati najvi§jo koncentracijo (npr.
5 mg/ml), da bi se povecala koncentracija vsake posamezne sestavine. Vendar je treba opozoriti, da se lahko pri
zdravilih za uporabo v humani medicini te zahteve razlikujejo (42).

Kontrole

23. Za vsak preskusni pogoj je treba vkljuciti socasne negativne kontrole (glej odstavek 16), sestavljene le iz topila v
obdelovalnem goji§¢u in obdelane enako kot kulture za tretiranje.

24. Socasne pozitivne kontrole so potrebne, da se dokazeta zmozZnost laboratorija, da odkrije mutagene pod pogoji
uporabljenega preskusnega protokola, in ucinkovitost zunanjega sistema presnovne aktivacije, ¢e je ustrezno.
Primeri pozitivnih kontrol so navedeni v preglednici 1. Za pozitivno kontrolo se lahko uporabijo tudi druge
snovi, e je to utemeljeno. Ker so in vitro preskusi genotoksicnosti za celice sesalcev dovolj standardizirani, se
lahko preskusi, pri katerih se uporablja tretiranje z zunanjim sistemom presnovne aktivacije in brez njega,
izvedejo tudi samo s pozitivno kontrolo, pri kateri je potrebna presnovna aktivacija. V tem primeru en sam
odziv pri pozitivni kontroli dokaZe tako dejavnost sistema presnovne aktivacije kot tudi odzivnost preskusnega
sistema. Vsako pozitivno kontrolo je treba uporabiti pri eni ali ve¢ koncentracijah, pri katerih se pricakuje
obnovljivo in zaznavno povecanje glede na ozadje, da se dokaze obcutljivost preskusnega sistema, odziva pa ne
sme ogroziti citotoksicnost, ki bi presegla meje, dolocene za to preskusno metodo (glej odstavek 20).
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Preglednica 1

Referencne snovi, ki se priporocajo za ocenjevanje usposobljenosti laboratorija in izbor pozitivne
kontrole

Stanje presnovne aktivacije Lokus Snov in §t. CAS

Ni zunanje presnovne aktivacije Hprt Etilmetansulfonat [$t. CAS 62-50-0]
Etilnitrozourea [$t. CAS 759-73-9] 4-nitrokvinolin 1-
oksid [it. CAS 56-57-5]

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

Zunanja presnovna aktivacija Hprt 3-metilkolantren [$t. CAS 56-49-5]
7,12-dimetilbenzantracen

[it. CAS 57-97-6]

Benzo[a]piren [$t. CAS 50-32-8]

xprt Benzo[a]piren [§t. CAS 50-32-8]

POSTOPEK

Tretiranje s preskusno kemikalijo

25. Mnozece se celice se tretirajo s preskusno kemikalijo v prisotnosti in odsotnosti sistema presnovne aktivacije.
Cas izpostavljenosti naj bo ustrezno dolg (navadno je ustrezno 3-6 ur).

26. NajmanjSe Stevilo celic, ki se za vsako preskusno kulturo (kontrolno in tretirano) uporabijo v vsaki fazi
preskusa, mora temeljiti na pogostnosti spontanih mutant. Splosno vodilo je, da se tretira in pasazira dovolj
celic, da se v vseh fazah preskusa v vsaki kulturi vzdrZuje 10 spontanih mutant (17). Pogostnost spontanih
mutant obicajno znasa med 5 in 20 x 10-6. Za pogostnost spontanih mutant 5 x 10-6 in vzdrZevanje zados-
tnega Stevila spontanih mutant (10 ali ved) tudi za kulture, tretirane pri koncentracijah, ki povzrocijo 90-
odstotno citotoksi¢nost med tretiranjem (10-odstotno relativno preZivetje), bi bilo treba tretirati vsaj 20 x 10-6
celic. Poleg tega je treba v obdobju izrazanja kultivirati in nasaditi na plo¢o zadostno stevilo celic (vendar nikoli
manj kot 2 milijona) za selekcijo mutant (17).

Cas izrazanja fenotipa in merjenje pogostnosti mutant

27. Po obdobju tretiranja se celice kultivirajo, da se omogoci izrazanje fenotipa mutant. Najmanj 7-9 dni obicajno
zadostuje za skoraj optimalno izrazanje fenotipa na novo induciranih mutant Hprt in xprt (43) (44). V tem
obdobju se celice redno kultivirajo v novem goji§¢u, da se vzdrzujejo v fazi eksponentne rasti. Po izrazanju
fenotipa se celice znova nasadijo v gojidce s selektivno snovjo (6-tiogvanin) in gojisc¢e brez take snovi, da se
dolocita 3tevilo mutant oziroma ucinkovitost tvorbe klonov ob selekciji. Za to nasaditev se lahko uporabijo
posode za monoslojne kulture ali mikrotitrske plosce za celice v suspenziji. Za selekcijo mutant je treba celice
nasaditi tako na gosto, da se zagotovi optimalna pridobitev mutant (tj. da se prepre¢i metaboli¢no sodelovanje)
(17). Plos¢e se inkubirajo primerno dolgo za optimalno rast kolonije (npr. 7-12 dni), kolonije pa se prestejejo.
Pogostnost mutant se izrauna iz Stevila mutiranih kolonij, korigiranega z u¢inkovitostjo tvorbe klonov ob
selekciji mutant (za formule glej Dodatek 2).
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Usposobljenost laboratorija

28. Preden se zacne laboratorij uporabljati za rutinsko preskusanje, mora izvesti sklop preskusov z referen¢nimi
pozitivnimi snovmi, ki delujejo z razliénimi mehanizmi (vsaj ena aktivna s presnovno aktivacijo in ena aktivna
brez nje, pri emer sta snovi izbrani med snovmi s seznama v preglednici 1) in razliénimi negativnimi
kontrolami (z uporabo razli¢nih topil/vehiklov), s ¢imer dokaze, da ima zadostne izkusnje s preskusom. Ti
odzivi pozitivnih in negativnih kontrol morajo biti skladni z viri. To ne velja za laboratorije, ki imajo izku3nje,
tj. ki imajo na voljo zbirko podatkov iz preteklih preskusov, kot je opredeljena v odstavkih od 30 do 33.

29. Izbor snovi za pozitivno kontrolo (glej preglednico 1 v odstavku 25) je treba preiskati brez presnovne aktivacije
in ob presnovni aktivaciji, da se dokaZejo usposobljenost za zaznavanje mutagenih kemikalij in dolocanje
ucinkovitosti sistema presnovne aktivacije, ustreznost pogojev za rast celic med tretiranjem, izrazanjem fenotipa
in selekcijo mutant ter ustreznost postopkov $tetja. Izbrati je treba obmogje koncentracij izbranih kemikalij, kar
omogoda ponovljiva in s koncentracijo povezana povecanja glede na ozadje, da se pokaZeta obcutljivost in
dinami¢no obmogje preskusnega sistema.

Podatki o kontrolah iz preteklih preskusov

30. Laboratorij mora dologiti:

— obmogje in porazdelitev pozitivnih kontrol iz preteklih preskusov ter

— obmogje in porazdelitev negativnih kontrol (netretirane, topilo) iz preteklih preskusov.

31. Ko se podatki za porazdelitev negativnih kontrol iz preteklih preskusov pridobivajo prvi¢, morajo biti socasne
negativne kontrole skladne z objavljenimi podatki o kontrolah (22). Ko se k porazdelitvi kontrol dodaja ve¢
podatkov o preskusu, socasne negativne kontrole po moznosti ne smejo presegati 95-odstotne kontrolne meje
za navedeno porazdelitev (17) (45) (46).

32. Zbirka podatkov laboratorija o negativnih kontrolah iz preteklih preskusov mora sprva temeljiti na vsaj 10
preskusih, po moznosti pa mora biti sestavljena iz vsaj 20 preskusov, izvedenih v primerljivih preskusnih
pogojih. Laboratoriji morajo uporabljati metode nadzora kakovosti, kot so kontrolne karte (npr. c-karte ali
karte ,X-Crta‘ (47)), da opredelijo, kako variabilni so njihovi podatki o pozitivnih in negativnih kontrolah, ter
pokazejo, da je metodologija v njihovem laboratoriju ,pod nadzorom' (46). Nadaljnja priporocila o nacinu
oblikovanja in uporabe podatkov iz preteklih preskusov (npr. merila za vkljucitev podatkov med podatke iz
preteklih preskusov in njihovo izkljucitev iz teh podatkov ter merila za sprejemljivost za zadevni poskus) so
navedena v virih (45).

33. V podatke o negativnih kontrolah je treba vkljuciti pogostnost mutant iz ene kulture ali po moZnosti pono-
vljenih vzorcev kulture, kot je opisano v odstavku 23. Socasne negativne kontrole po moznosti ne smejo
presegati 95-odstotne kontrolne meje porazdelitve iz zbirke podatkov laboratorija o negativnih kontrolah iz
preteklih preskusov (17) (45) (46). Kadar podatki o socasni negativni kontroli presezejo 95-odstotno kontrolno
mejo, jih je sprejemljivo vkljuciti v porazdelitev kontrol iz preteklih preskusov, ¢e ti podatki niso izjemni
osamelci ter ¢e obstaja dokaz, da je preskusni sistem ,pod nadzorom' (glej zgoraj), in dokaz o odsotnosti
tehni¢nih ali ¢loveskih napak.

34. Vsako spremembo v protokolu preskusa je treba prewciti glede na skladnost z obstojecimi zbirkami podatkov
laboratorija o kontrolah iz preteklih preskusov. Ce se pojavijo vedje neskladnosti, je treba ustvariti novo zbirko
podatkov o kontrolah iz preteklih preskusov.
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PODATKI IN POROCAN]E
Predstavitev rezultatov

35. V predstavitev rezultatov je treba vkljuciti vse podatke, potrebne za izratun citotoksicnosti (izrazene kot
relativno preZivetje). Podatki za tretirane in kontrolne kulture morajo vkljucevati $tevilo celic ob koncu tretira-
nja, Stevilo celic, nasajenih na plos¢o takoj po tretiranju, in Stevilo kolonij (ali 3tevilo jamic brez kolonij pri
metodi z mikrotitrsko plo$¢o). Relativno preZivetje za vsako kulturo je treba izraziti kot delez glede na hkratno
kontrolo s topilom (za opredelitve pojmov glej Dodatek 1).

36. V predstavitev rezultatov je treba vkljuciti tudi vse podatke, potrebne za izra¢un pogostnosti mutant. Podatki za
tretirane in kontrolne kulture morajo vkljucevati: (1) Stevilo celic, nasajenih na plosco s selektivno snovjo in
brez take snovi (ob nasaditvi celic na plos¢o za selekcijo mutant), ter (2) Stevilo prestetih kolonij (ali Stevilo
jamic brez kolonij pri metodi z mikrotitrsko plosco) na ploscah s selektivno snovjo in brez take snovi.
Pogostnost mutant se izracuna iz $tevila mutiranih kolonij (na ploscah s selektivno snovjo), korigiranega z
ucinkovitostjo tvorbe klonov (s plos¢ brez selektivne snovi). Pogostnost mutant je treba izraziti kot Stevilo
mutiranih celic na milijon viabilnih celic (za opredelitve pojmov glej Dodatek 1).

37. Navesti je treba podatke za posamezne kulture. Poleg tega je treba vse podatke povzeti v obliki preglednice.

Merila za sprejemljivost

38. Sprejemljivost preskusa temelji na merilih, navedenih v nadaljevanju.

— Steje se, da je socasna negativna kontrola sprejemljiva za vkljucitev v zbirko podatkov laboratorija o
negativnih kontrolah iz preteklih preskusov, kot je opisano v odstavku 33.

— Socasne pozitivne kontrole (glej odstavek 24) morajo povzroditi odzive, skladne z odzivi iz zbirke podatkov
o pozitivnih kontrolah iz preteklih preskusov, in statisticno znacilno povecanje v primerjavi s socasno
negativno kontrolo.

— Preskusena sta bila dva preskusna pogoja (tj. s presnovno aktivacijo in brez nje), razen &e so pri enem nastali
pozitivni rezultati (glej odstavek 25).

— Analizirati je mogoce ustrezno Stevilo celic in koncentracij (odstavki 25, 26 in 19).

— Merila za izbor najvije koncentracije so skladna z merili, opisanimi v odstavkih 20, 21 in 22.

Vrednotenje in razlaga rezultatov

39. Ce so izpolnjena vsa merila za sprejemljivost, se preskusna kemikalija $teje kot jasno pozitivna, e se v katerem
koli od preucevanih preskusnih pogojev:

— pri vsaj eni od preskusnih koncentracij pokaze statisticno znacilno povecanje v primerjavi s socasno
negativno kontrolo;

— pojavi povecanje, povezano s koncentracijo, kadar se ocenjuje z ustreznim trendnostnim testom;
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— pojavijo rezultati zunaj porazdelitve podatkov o negativnih kontrolah iz preteklih preskusov (npr. 95-
odstotna kontrolna meja, ki temelji na Poissonovi porazdelitvi; glej odstavek 33).

Ko so izpolnjena vsa ta merila, se nato Steje, da lahko preskusna kemikalija povzroci nastanek genskih mutacij v
kultiviranih celicah sesalcev v tem preskusnem sistemu. Priporocila glede najustreznej§ih statisticnih metod so
navedena v virih (46) (48).

40. Ce so izpolnjena vsa merila za sprejemljivost, se preskusna kemikalija $teje za jasno negativno, e se v katerem
koli od preucevanih preskusnih pogojev:

— pri nobeni od preskusnih koncentracij ne pokaZe statisticno znacilno povefanje v primerjavi s socasno
negativno kontrolo;

— ne pojavi povecanje, povezano s koncentracijo, kadar se ocenjuje z ustreznim trendnostnim testom;

— vsi rezultati nahajajo znotraj porazdelitve podatkov o negativnih kontrolah iz preteklih preskusov (npr. 95-
odstotna kontrolna meja, ki temelji na Poissonovi porazdelitvi; glej odstavek 33).

Nato se Steje, da preskusna kemikalija ne more povzroditi nastanka genskih mutacij v kultiviranih celicah
sesalcev v tem preskusnem sistemu.

41. Preverjanje jasno pozitivnega ali jasno negativnega odziva ni potrebno.

42. Ce odziv ni niti jasno negativen niti jasno pozitiven, kot je opisano zgoraj, ali za podporo pri ugotavljanju
bioloske pomembnosti rezultatov je treba podatke oceniti s strokovno presojo infali nadaljnjimi preiskavami.
Izvedba ponovitve poskusa je lahko koristna, po moznosti z uporabo spremenjenih preskusnih pogojev (npr.
razmik med koncentracijami, drugi pogoji za presnovno aktivacijo (tj. koncentracija ali izvor S9)).

43. Zbirka podatkov v redkih primerih celo po izvedbi nadaljnjih preiskav onemogoca sprejetje sklepa o pozitivnih
ali negativnih rezultatih. Zato je treba zakljuciti, da je odziv na preskusno kemikalijo dvoumen (kar pomeni, da
je enako verjetno pozitiven ali negativen).

Poroc¢ilo o preskusu

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

Preskusna kemikalija:

— vir, §tevilka serije, rok uporabe, ¢e je na voljo;

— stabilnost preskusne kemikalije, ¢e je znana;

— topnost in stabilnost preskusne kemikalije v topilu, ¢e sta znani;

— meritve vrednosti pH, osmolarnosti in oborine v gojis¢u, ki mu je bila dodana preskusna kemikalija, ¢e je
ustrezno.
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— Snov iz ene sestavine

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

kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi IUPAC ali ime CAS, Stevilka CAS, koda po sistemu
SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula, Cistost, kemijska identiteta necisto¢, kot je ustrezno in
prakti¢no izvedljivo, itd.

— Snov z vec sestavinami, UVCB in zmesi:

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

Topilo:

— utemeljitev izbire topila;

— delez topila v konénem gojiscu.

Celice:

za laboratorijske izvorne kulture:

— wvrsta, izvor celi¢nih linij;

— Stevilo pasaz, Ce je na voljo, in pretekli rezultati v laboratoriju;

— lastnosti kariotipa infali modalno stevilo kromosomov;

— metode vzdrzevanja celicnih kultur;

— odsotnost mikoplazem;

— podvojitveni ¢as celic.

Preskusni pogoji

— razlogi za izbiro koncentracij in $tevila kultur, vkljutno z npr. podatki o citotoksi¢nosti in mejami topnosti;

— sestava gojis¢a, koncentracija CO,, stopnja vlaznosti;

— koncentracija preskusne kemikalije, izraZena kot kon¢na koncentracija v gojis¢u (npr. v pg ali mg/ml ali mM
gojisca);
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— koncentracija (infali koli¢ina) topila in preskusne kemikalije, ki se dodata v gojisce;

— temperatura inkubacije;

— das inkubacije;

— trajanje tretiranja;

— gostota celic med tretiranjem;

— wvrsta in sestava sistema presnovne aktivacije (vir S9, nacin priprave zmesi S9, koncentracija ali koli¢ina
zmesi S9 in S9 v kon¢nem goji§¢u, nadzor kakovosti $9); snovi pozitivne in negativne kontrole, konc¢ne
koncentracije za vsak pogoj tretiranja;

— dolzina casa izrazanja (skupaj s $tevilom nasajenih celic ter programom kultiviranja na novem goji§cu in
dodajanja hranil, ¢e je to primerno);

— identiteta selektivne snovi in njena koncentracija;

— merila za sprejemljivost preskusov;

— uporabljene metode za dolocanje Stevila viabilnih in mutiranih celic;

— uporabljene metode za merjenje citotoksi¢nosti;

— vsi dodatni podatki, pomembni za citotoksi¢nost in uporabljeno metodo;

— trajanje inkubacije po nasaditvi na plosco;

— merila za obravnavanje $tudij kot pozitivnih, negativnih ali dvoumnih;

— uporabljene metode za dolocitev vrednosti pH, osmolarnosti in obarjanja.

Rezultati:

— Stevilo tretiranih celic in Stevilo celic, kultiviranih na novem gojis¢u, za vsako kulturo;

— meritve citotoksi¢nosti in morebitna druga opazanja;

— znaki obarjanja in Cas odkritja;
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— Stevilo celic, nasajenih v selektivno in neselektivno gojisce;

— Stevilo kolonij v neselektivnem gojiS¢u in Stevilo odpornih kolonij v selektivnem gojis¢u ter s tem povezani
pogostnosti mutant;

— razmerje med koncentracijo in odzivom, kadar je mogoce;

— podatki o socasnih negativnih (s topilom) in pozitivnih kontrolah (koncentracije in topila);

— podatki o negativnih (s topilom) in pozitivnih kontrolah iz preteklih preskusov, razponi, srednje vrednosti in
standardni odkloni ter interval zaupanja (npr. 95 %), pa tudi Stevilo podatkov;

— statisti¢ne analize (za posamezne kulture in zdruzene ponovljene vzorce, Ce je ustrezno) in p-vrednosti, ¢e
obstajajo.
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Dodatek 1
OPREDELITVE POJMOV
Mutageni substitucije baznih parov: kemikalije, ki povzro¢ijo zamenjavo baznih parov v DNK.

Kemikalija: snov ali zmes.

Ucinkovitost tvorbe klonov: delez celic, nasajenih na plos¢o pri nizki gostoti in sposobnih zrasti v kolonijo, ki jo je
mogoce presteti.

Koncentracije: se nanasajo na kon¢ne koncentracije preskusne kemikalije v gojiscu.

Citotoksi¢nost: za poskuse, zajete v to preskusno metodo, je citotoksicnost opredeljena kot zmanjSanje relativnega
preZivetja tretiranih celic v primerjavi z negativnimi kontrolami (glej zadevni odstavek).

Napredna mutacija: genska mutacija starSevskega tipa mutirane oblike, ki povzroci spremembo ali izgubo encimskega
delovanja ali funkcije kodiranega proteina.

Mutageni premika bralnega okvira: kemikalije, ki povzrocijo adicijo ali delecijo enega ali ve¢ baznih parov v molekuli
DNK.

Genotoksi¢no: splo$ni izraz, ki zajema vse poskodbe DNK ali kromosomov, vkljuéno s prelomi DNK, prerazporeditvijo
aduktov, mutacijami, aberacijami kromosomov in anevploidijo. Vsi genotoksi¢ni uc¢inki ne vplivajo na nastanek mutacij
ali trajnih kromosomskih poskodb.

Gojis¢e HAT: gojisce, ki vsebuje hipoksantin, aminopterin in timidin ter se uporablja za ¢i¢enje mutant Hprt.

Mitoti¢na rekombinacija: med mitozo rekombinacija med homolognimi kromatidi, ki lahko povzroci indukcijo prelomov
dvojne vijatnice DNK ali izgubo heterozigotnosti.

Gojis¢e MPA: gojisce, ki vsebuje ksantin, adenin, timidin, aminopterin in mikofenolno kislino ter se uporablja za ¢is¢enje
mutant Xprt.

Mutageno: povzroca dedno spremembo zaporedij baznih parov DNK v genih ali strukture kromosomov (kromosomske
aberacije).

Pogostnost mutant: Stevilo opazenih mutiranih kolonij, deljeno s Stevilom celic, nasajenih na plos¢ah v selektivnem
g0jis¢u, korigirano z ucinkovitostjo tvorbe klonov (ali viabilnostjo) ob selekciji.

Cas izrazanja fenotipa: Cas po tretiranju, v katerem je gensko spreminjanje fiksirano znotraj genoma, vsi morebitni
predhodno obstojeci genski produkti pa so odstranjeni, tako da se spremeni fenotipska lastnost.

Relativno preZivetje: relativno preZivetje se uporablja kot merilo za citotoksicnost, povezano s tretiranjem. Pomeni
ucinkovitost tvorbe klonov celic, nasajenih na plos¢o takoj po tretiranju, prilagojeno z morebitno izgubo celic med
tretiranjem, v primerjavi z ucinkovitostjo tvorbe klonov pri negativnih kontrolah (ki se jim pripiSe 100-odstotno
preZivetje).
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Frakcije S9, pripravljene iz jeter: supernatant iz homogenata jeter po centrifugiranju pri 9 000 g, tj. izvle¢ek surovih jeter.
Mesanica S9: mesanica frakcije S9, pripravljene iz jeter, in kofaktorjev, potrebnih za dejavnosti presnovnih encimov.

Kontrola s topilom: splosni pojem za opredelitev kontrolnih kultur, ki prejmejo samo topilo, uporabljeno za raztopitev
preskusne kemikalije.

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, preskuSena s to preskusno metodo.

Netretirana kontrola: kulture, ki se ne tretirajo (tj. niti s preskusno kemikalijo niti s topilom), temve¢ se socasno
obdelujejo enako kot kulture, v katere se doda preskusna kemikalija.

UVCB: snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti in bioloski materiali.
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Dodatek 2

FORMULE ZA OCENO CITOTOKSICNOSTI IN POGOSTNOSTI MUTANT

Citotoksicnost se oceni z relativnim prezivetjem, tj. u¢inkovitostjo tvorbe klonov (CE) celic, nasajenih na plosco takoj po
tretiranju, prilagojeno z morebitno izgubo celic med tretiranjem, v primerjavi s prilagojeno ucinkovitostjo tvorbe klonov
pri negativnih kontrolah (ki se jim pripiSe 100-odstotno preZivetje) (glej formulo za relativno prezivetje (RS) v nada-
ljevanju).

Prilagojena ucinkovitost tvorbe klonov za kulturo, tretirano s preskusno kemikalijo, se izracuna kot:

Stevilo celic na koncu tretiranja
Stevilo celic na zacetku tretiranja

prilagojena CE =

Relativno prezivetje za kulturo, tretirano s preskusno kemikalijo, se izra¢una kot:

prilagojena CE za tretirano kulturo

= 100
prilagojena CE za kontrolo s topilom

Pogostnost mutant je ucinkovitost tvorbe klonov v mutiranih kolonijah v selektivnem gojis¢u, deljena z ucinkovitostjo
tvorbe klonov v neselektivnem gojis¢u, ob selekciji izmerjeno za isto kulturo.

ucinkovitost tvorbe klonov v mutiranih kolonijah v selektivnem gojis¢u

0gostnost mutant = ——— .
pos ucinkovitost tvorbe klonov v neselektivnem gojiscéu

Kadar se za ucinkovitost tvorbe klonov uporabljajo plosce:

ucinkovitost tvorbe klonov = stevilo kolonijfstevilo celic, nasajenih na plosco.

Kadar se za ucinkovitost tvorbe klonov uporabljajo mikrotitrske plosce:

Stevilo kolonij na vsako jamico na mikrotitrskih plosc¢ah sledi Poissonovi porazdelitvi.

Utinkovitost tvorbe klonov = —LnP(0)/3tevilo celic, nasajenih na plos¢o, na jamico

Kjer je —-LnP(0) verjetno Stevilo praznih jamic med nasajenimi celicami, opisano z naslednjo formulo

LnP(0) = -Ln (Stevilo praznih jamic[Stevilo nasajenih jamic)“
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(3) Poglavje B.22 dela B se nadomesti z naslednjim:

,B.22 PRESKUS DOMINANTNE SMRTNOSTI NA GLODAVCIH
UuvoD

1. Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskuSanje (TG) 478 (2016). Preskusne metode se
redno preverjajo ob upostevanju znanstvenega napredka, spreminjajocih se regulativnih zahtev in preudarkov v
zvezi z dobrobitjo Zivali. Pri tej spremenjeni razliCici preskusne metode se upostevajo ve¢ kot tridesetletne
izkusnje s tem preskusom ter moZnosti za zdruZevanje ali kombiniranje tega preskusa z drugimi preskusi
toksi¢nosti, kot sta razvojna in reproduktivna toksi¢nost, ali studijami genotoksicnosti; vendar ta preskus zaradi
svojih omejitev in uporabe velikega Stevila Zivali ni namenjen temu, da bi se uporabljal kot glavna metoda,
temve¢ kot dopolnilna preskusna metoda, ki se lahko uporabi samo, kadar ni druge mozZnosti glede na
regulativne zahteve. S kombiniranjem preskusanja toksi¢nosti bi bilo mogoce velikemu $tevilu Zivali prizanesti
z uporabo v preskusih toksi¢nosti. OECD je pripravila dokument z jedrnatimi informacijami o preskusanju v
zvezi z genetsko toksikologijo in pregledom nedavnih sprememb smernic OECD za preskusanje v zvezi z
genetsko toksikologijo (1).

2. Namen preskusa dominantne smrtnosti je raziskati, ali kemikalije povzrocajo mutacije, ki so posledica kromo-
somskih aberacij v zarodnih celicah. Poleg tega je preskus dominantne smrtnosti primeren za ocenjevanje
genotoksicnosti, saj so pri tem aktivni dejavniki metabolizma in vivo, farmakokinetike in popravljanja DNK,
ki prispevajo k odzivu, ¢eprav se lahko med posameznimi vrstami razlikujejo. Indukcija dominantne smrtne
mutacije po izpostavljenosti preskusni kemikaliji kaze, da kemikalija deluje na zarodno tkivo preskusne Zivali.

3. Dominantne smrtne mutacije povzrocajo embrionalno ali fetalno smrt. Indukcija dominantne smrtne mutacije
po izpostavljenosti preskusni kemikaliji kaze, da je kemikalija vplivala na zarodne celice preskusne Zivali.

4. Poskus dominantne smrtnosti je koristen za potrditev pozitivnih rezultatov preskusov s somatskimi kon¢nimi
tockami in vivo ter je ustrezna koncna tocka za napoved nevarnosti za ljudi in tveganje genskih bolezni, ki se
prenasajo prek zarodne linije. Vendar je za ta preskus potrebnih veliko Zivali in je delovno intenziven; posle-
di¢no je njegova izvedba zelo draga in zamudna. Ker je spontana pogostnost dominantnih smrtnih mutacij
precej visoka, je obcutljivost preskusa za zaznavo majhnih povecanj pogostnosti mutacij na splono omejena.

5. Opredelitve klju¢nih pojmov so navedene v Dodatku 1.

ZACETNI PREUDARKI

6. Preskus se najpogosteje izvaja na misih (2) (3) (4), vendar so lahko v nekaterih primerih primerne tudi druge
vrste, kot so podgane (5) (6) (7) (8), ¢e je to znanstveno utemeljeno. Dominantne smrtnosti so obicajno
posledica velikih kromosomskih aberacij (strukturne in numeri¢ne anomalije) (9) (10) (11), vendar genskih
mutacij ni mogoce izklju¢iti. Dominantna smrtna mutacija je mutacija, ki nastane v sami zarodni celici ali se
po oploditvi fiksira v zgodnjem zarodku in ne povzro¢i nepravilnega delovanja gamete, vendar je smrtonosna
za oplojeno jajéece ali razvijajoci se zarodek.

7. Posamezni samci se v ustreznih casovnih presledkih zaporedno parijo s samicami, ki se e niso parile. Stevilo
parjenj po tretiranju je odvisno od glavnega namena 3tudije dominantne smrtnosti (odstavek 23) in mora
zagotavljati, da se za dominantne smrtnosti ocenijo vse faze zorenja moske zarodne celice (12).

8. Ce obstajajo dokazi, da preskusna kemikalija ali njeni metaboliti ne bodo dosegli moda, ta preskus ni primeren.
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NACELO PRESKUSA

9. Na splodno se samci izpostavijo preskusni kemikaliji z ustreznim nacinom izpostavljenosti in parijo z netre-
tiranimi samicami, ki se $e niso parile. Z zaporednimi intervali parjenja se lahko preskuSajo razlicne vrste
zarodnih celic. Po parjenju se samice po ustreznem Casu evtanazirajo, njihove maternice pa se pregledajo, da se
dolodi Stevilo ugnezditev ter zivih in mrtvih zarodkov. Dominantna smrtnost preskusne kemikalije se doloci s
primerjavo zivih ugnezditev na samico v tretirani skupini z Zivimi ugnezditvami na samico v kontrolni skupini
z vehiklom/topilom. Porast $tevila mrtvih ugnezditev na samico v tretirani skupini nad Stevilo mrtvih ugnez-
ditev na samico v kontrolni skupini kaze na izgubo po ugnezditvi, povzro¢eno s preskusno kemikalijo. Izguba
po ugnezditvi se izracuna z dolocitvijo razmerja med mrtvimi ugnezditvami in skupnim $tevilom ugnezditev v
tretirani skupini v primerjavi z razmerjem med mrtvimi ugnezditvami in skupnim $tevilom ugnezditev v
kontrolni skupini. Izguba pred ugnezditvijo se lahko oceni s primerjavo Stevila rumenih telesc, od katerega
se odsteje skupno Stevilo ugnezditev, ali skupnega Stevila ugnezditev na samico v tretirani in kontrolni skupini.

PREVERJANJE USPOSOBLJENOSTI LABORATORIJA

10. Usposobljenost za ta poskus je treba dokazati tako, da se pokaZe sposobnost za ponovitev pogostnosti
dominantne smrtnosti iz objavljenih podatkov (npr. (13) (14) (15) (16) (17) (18)) s snovmi za pozitivno
kontrolo (vkljuno z blagimi odzivi), kot so tiste iz preglednice 1, in kontrolami z vehiklom, pri ¢emer se
dobijo pogostnosti iz negativnih kontrol, ki so v skladu s sprejemljivim razponom podatkov (glej vire zgoraj) ali
s porazdelitvijo kontrol iz preteklih preskusov laboratorija, ¢e je na voljo.

OPIS METODE
Pripravki

Izbira Zivalskih vrst

11. Uporabiti je treba splosno uporabljane laboratorijske seve zdravih spolno zrelih Zivali. Obicajno se uporabljajo
misi, primerne pa so lahko tudi podgane. Uporabi se lahko katera koli druga ustrezna vrsta sesalcev, Ce je to v
porotilu znanstveno utemeljeno.

Pogoji nastanitve in hranjenja Zivali

12. Pri glodavcih mora biti temperatura v prostoru s poskusnimi Zivalmi 22 °C (+ 3 °C). Ceprav mora biti relativna
vlaznost vsaj 40-odstotna in po moZznosti ne sme presegati 70 %, razen med Ci§¢enjem prostora, si je treba
prizadevati za 50—-60-odstotno vlazZnost. Osvetlitev mora biti umetna, pri ¢emer je zaporedje 12 ur svetlobe in
12 ur teme. Za hranjenje se lahko uporablja obicajna laboratorijska hrana z neomejeno koli¢ino pitne vode. Na
izbiro hrane lahko vpliva potreba po zagotovitvi ustrezne mesanice preskusne kemikalije, kadar se daje na ta
nacin. Pred tretiranjem ali parjenjem je treba glodavce nastaniti v majhnih skupinah (ne ve¢ kot pet na kletko),
tako da so razporejeni glede na spol, e agresivno vedenje ni pricakovano ali opazeno, in tretirano skupino, in
sicer po moznosti v kletke s trdimi tlemi z ustrezno okoljsko obogatitvijo. Zivali so lahko nastanjene posa-
micno le, ¢e je to znanstveno utemeljeno.

Priprava Zivali

13. Zdravi in spolno zreli odrasli samci in samice se nakljuéno dodelijo kontrolni in tretirani skupini. Posamezne
zivali se oznadijo z edinstvenimi oznakami s humano, ¢im manj invazivno metodo (npr. z namestitvijo
obrockov ali trakov, z vsaditvijo mikrocipa ali biometri¢no identifikacijo, ne pa z zarezovanjem usesa in prsta)
ter se vsaj pet dni prilagajajo laboratorijskim pogojem. Kletke je treba razporediti tako, da se ¢im bolj zmanjsajo
morebitni ucinki, ki nastanejo zaradi razporeditve kletk. Izogibati se je treba navzkrizni kontaminaciji s pozi-
tivno kontrolo in preskusno kemikalijo. Ob zacetku $tudije mora biti razlika med tezami Zivali ¢im manjsa in
ne sme presegati + 20 % srednje vrednosti teZze za vsak spol.
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Priprava odmerkov

14. Trdne preskusne kemikalije je treba raztopiti ali suspendirati v ustreznih topilih ali vehiklih ali primesati hrani
ali pitni vodi, preden se odmerijo Zivalim. Tekoce preskusne kemikalije se lahko odmerijo neposredno ali pa se
pred odmerjanjem razredCijo. Pri izpostavljenosti z vdihavanjem se lahko preskusne kemikalije glede na svoje
fizikalno-kemijske lastnosti dajejo v obliki plina, pare ali trdnega/tekoCega aerosola. Uporabiti je treba sveZe
pripravljene preskusne kemikalije, razen e je iz podatkov o stabilnosti razvidno, da je shranjevanje sprejemljivo,
in so v njih opredeljeni ustrezni pogoji shranjevanja.

Preskusni pogoji
Topilo/vehikel

15. Topilofvehikel ne sme imeti toksi¢nih uc¢inkov pri uporabljenih odmerkih in ne sme zbujati suma, da lahko
kemi¢no reagira s preskusno kemikalijo. Ce se uporabijo druga, manj znana topila/vehikli, je treba njihovo
uporabo podpreti z referencnimi podatki, ki dokazujejo njihovo zdruzljivost. Priporocljivo je, da se, kadar koli je
to mogoce, najprej razmisli o uporabi vodnega topilajvehikla. Primeri pogosto uporabljenih, zdruzljivih topil/
vehiklov so voda, fizioloska raztopina, raztopina metilceluloze, raztopina natrijeve soli karboksimetil celuloze,
olj¢no olje in koruzno olje.

Pozitivne kontrole

16. Vedno je treba uporabiti Zivali za socasne pozitivne kontrole, razen ¢e je laboratorij dokazal usposobljenost za
izvedbo preskusa in je v zadnjem Casu preskus redno uporabljal (npr. v zadnjih petih letih). Vendar Zivali za
pozitivne kontrole ni treba tretirati enako kot Zivali, ki prejmejo preskusno kemikalijo, niti ni treba vzor<iti vseh
intervalov parjenja. Za snovi za pozitivno kontrolo mora biti znano, da povzrotajo dominantne smrtnosti v
pogojih, uporabljenih pri preskusu. Z zivalmi v kontrolnih skupinah je treba ravnati enako kot z Zivalmi v
tretiranih skupinah, le da se ne tretirajo.

17. Odmerki snovi za pozitivno kontrolo morajo biti izbrani tako, da povzroajo blage ali zmerne ucinke, ki
kritiéno ocenijo uspe$nost in obcutljivost preskusa, vendar dosledno povzrocajo pozitivne uéinke dominantne
smrtnosti. Primeri snovi za pozitivno kontrolo in ustrezni odmerki so navedeni v preglednici 1.

Preglednica 1

Primeri snovi za pozitivno kontrolo

SNOV [st. CAS] Razpon efektivne doze (mg/kg) Cas dajanja (v dnevih)

(referencna st.) (vrsta glodavcev) jama v dnev
Trietilenmelamin [51-18-3] (15) 0,25 (misi) 1
Ciklofosfamid [50-18-0] (19) 50-150 (misi) 5
Ciklofosfamid [50-18-0] (5) 25-100 (podgane) 1
Etil metansulfonat [62-50-0] (13) 100-300 (misi) 5
Monomerni akrilamid [79-06-1] (17) 50 (misi) 5
Klorambucil [305-03-3] (14) 25 (misi) 1
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Negativne kontrole

18. Zivali za negativno kontrolo, tretirane samo s topilom ali vehiklom, sicer pa tretirane enako kot tretirane
skupine, je treba vkljuciti za vsak cas vzorcenja (20). Ce ni kontrolnih podatkov iz preteklih preskusov ali
objavljenih podatkov, iz katerih bi bilo razvidno, da izbrano topilo/vehikel ne povzro¢a dominantnih smrtnosti
ali drugih $kodljivih ucinkov, je treba za vsak cas vzorcenja vkljuciti tudi netretirane kontrolne Zivali, da se
dokaze sprejemljivost kontrol z vehiklom.

POSTOPEK

Stevilo Zivali

19. Posamezni samci se parijo v ustreznih vnaprej dolocenih intervalih (npr. tedenskih, odstavka 21 in 23), po
moznosti z eno samico, ki se e ni parila. Stevilo samcev na skupino je treba dolociti vnaprej, da zadostuje (v
povezavi s Stevilom sparjenih samic pri vsakem intervalu parjenja) za zagotovitev statisticne moci, potrebne za
zaznavo vsaj podvojitve pogostnosti dominantne smrtnosti (odstavek 44).

20. Tudi $tevilo samic na interval parjenja je treba dolociti vnaprej z izraCuni statisticne modi, da se omogoci
zaznava vsaj podvojitve pogostnosti dominantne smrtnosti (tj. dovolj brejih samic, da se zagotovi vsaj 400 vseh
ugnezditev) (20) (21) (22) (23) in da se pricakuje vsaj ena mrtva ugnezditev na enoto analize (tj. paritvena
skupina na odmerek) (24).

Obdobje dajanja odmerkov in intervali parjenja

21. Stevilo intervalov parjenja po tretiranju je doloceno s ¢asovnim razporedom tretiranja in mora zagotavljati, da
se v vseh fazah zorenja moske zarodne celice oceni indukcija dominantne smrtnosti (12) (25). Pri enkratnem
tretiranju z dajanjem najve¢ petih dnevnih odmerkov je treba po zadnjem tretiranju v tedenskih intervalih
izvesti osem (pri misih) ali deset (pri podganah) parjenj. Pri dajanju veckratnih odmerkov se lahko 3tevilo
intervalov parjenja zmanjSa sorazmerno s podaljSanjem obdobja dajanja, pri ¢emer je treba ohraniti cilj, da
se ocenijo vse faze spermatogeneze (npr. po 28-dnevni izpostavljenosti zadostujejo samo §tiri tedenska parjenja,
da se ocenijo vse faze spermatogeneze pri misih). Vsi ¢asovni razporedi tretiranj in parjenj morajo biti znan-
stveno utemeljeni.

22. Samice morajo ostati pri samcih vsaj v ¢asu enega pojatvenega ciklusa (npr. en teden zajema en pojatveni ciklus
pri mi§ih in podganah). Samice, ki se med enotedenskim intervalom niso parile, se lahko uporabijo za naslednji
interval parjenja. Ali dokler se ne zgodi parjenje, kar se ugotovi ob prisotnosti semencic v vagini ali ob
prisotnosti vaginalnega zamaska.

23. Uporabljeni rezim izpostavljenosti in parjenja je odvisen od glavnega namena $tudije dominantne smrtnosti. Ce
je cilj ugotoviti, ali zadevna kemikalija povzroca dominantne smrtne mutacije same po sebi, bi bila sprejemljiva
metoda z izpostavitvijo celotnega kroga spermatogeneze (npr. sedem tednov pri misih, 5-7 tretiranj na teden)
in parjenjem enkrat ob koncu zadevnega kroga. Ce pa je cilj opredeliti vrsto zarodnih celic, obcutl)lvo za
indukcijo dominantne smrtnosti, potem je priporocljiva enkratna ali petdnevna izpostavljenost, ki ji sledi
tedensko parjenje.

Velikost odmerkov

24. Ce se izvede predhodna studija za dolo¢anje obmogja, ker ustrezni podatki, ki bi bili v pomo¢ pri izbiri
odmerkov, niso na voljo, jo je treba izvesti v istem laboratoriju ter pri tem uporabiti iste vrste, sev, spol in
rezim tretiranja kot v glavni $tudiji (26). S Studijo je treba dolociti najvegji tolerancni odmerek (MTD), ki je
opredeljen kot najvecji odmerek, ki ga je mogoce prenesti, ne da bi se pri tem pokazala toksi¢nost, ki bi v
povezavi z obdobjem trajanja $tudije slednjo omejevala (na primer nenormalno vedenje ali odzivi, manjsa
upocasnitev pridobivanja telesne teZe ali citotoksi¢nost za hematopoetski sistem), ne pa smrt ali znaki bolecine
ali trpljenja, zaradi katerih je potrebna humana evtanazija (27).
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25. Najvegji tolerancni odmerek tudi ne sme negativno vplivati na uspe$nost parjenja (21).

26. Preskusne kemikalije s specificnim bioloskim delovanjem pri majhnih, netoksi¢nih odmerkih (kakor so hormoni
in mitogeni) in kemikalije, ki kaZzejo nasi¢enost toksokinetiénih lastnosti, so lahko izjeme pri merilih za
doloc¢anje odmerkov in jih je treba oceniti za vsak primer posebe;j.

27. Da se pridobijo informacije o odzivu na odmerek, je treba v popolno studijo vkljuciti skupino negativne
kontrole in vsaj tri velikosti odmerkov, ki so obi¢ajno loceni s faktorjem 2, vendar ne ve¢ kot 4. Ce preskusna
kemikalija v $tudiji za dolo¢anje obmog¢ja ali na podlagi obstojecih podatkov ne povzroca toksicnosti, mora biti
najvisji odmerek pri enkratnem dajanju enak 2 000 mg/kg telesne teze. Ce pa preskusna kemikalija povzroca
toksi¢nost, mora biti najvecji toleran¢ni odmerek najvisji dani odmerek, v uporabljene velikosti odmerkov pa je
treba po mozZnosti zajeti razpon od najve¢jega odmerka do odmerka, ki povzroca malo ali ni¢ toksicnosti. Pri
kemikalijah, ki niso toksi¢ne, je mejni odmerek za obdobje dajanja, ki traja vsaj 14 dni, 1 000 mg/kg telesne
teZe na dan, za obdobja dajanja, krajSa od 14 dni, pa je mejni odmerek 2 000 mg/kg telesne teZe na dan.

Dajanje odmerkov

28. Pri nacrtovanju preskusa je treba upostevati predvideni nacin izpostavljenosti pri ljudeh. Zato se lahko ob
ustrezni utemeljitvi izberejo nacini izpostavljenosti, kot so s prehrano, pitno vodo, podkozno, intravenozno,
topi¢no, z vdihavanjem, oralno (z gavazo) ali z vsadkom. V vsakem primeru je treba nacin izpostavljenosti
izbrati tako, da se zagotovi ustrezna izpostavljenost ciljnih tkiv. Dajanje z intraperitonealno injekcijo obicajno ni
priporocljivo, saj to ni predvideni nacin izpostavljenosti pri ljudeh, in se lahko uporabi samo na podlagi
posebne znanstvene utemeljitve. Ce je preskusna kemikalija primesana hrani ali pitni vodi, zlasti v primeru
enega samega odmerka, je treba paziti, da med zauZitjem hrane in vode ter parjenjem pretece dovolj Casa, da se
lahko odkrijejo u¢inki (odstavek 31). Najvecja koli¢ina tekocine, ki se lahko da naenkrat z gavazo ali injekcijo, je
odvisna od velikosti preskusne Zzivali. Koli¢ina obicajno ne sme presegati 1 ml na 100 g telesne teZe, razen pri
vodnih raztopinah, pri katerih se lahko uporabi najve¢ 2 ml na 100 g telesne teze. Uporabo vegjih koli¢in (Ce to
dovoljuje zakonodaja o dobrobiti Zivali) je treba utemeljiti. Variabilnost preskusne koli¢ine je treba s prilagaja-

vseh velikostih odmerka.

Opazanja

29. Vsaj enkrat na dan je treba opraviti splosna kliniéna opazovanja preskusnih Zivali in evidentirati klini¢ne znake,
po moznosti vsak dan ob istem ¢asu in ob upostevanju obdobja najvedje intenzivnosti pricakovanih u¢inkov po
vnosu odmerka. Vse Zivali je treba med obdobjem odmerjanja vsaj dvakrat na dan opazovati za odkrivanje
obolevnosti in smrtnosti. Vse Zivali je treba stehtati ob zacetku $tudije, vsaj enkrat na teden med $tudijami s
ponavljajocimi se odmerki in ob evtanaziji. Porabo hrane je treba meriti vsaj tedensko. Ce se preskusna
kemikalija daje s pitno vodo, je treba izmeriti porabo vode ob vsaki menjavi vode in vsaj tedensko. Zivali,
ki kaZejo nesmrtonosne znake Cezmerne toksiCnosti, je treba evtanazirati pred koncem preskusnega obdobja
(27).

Odvzem in obdelava tkiv

30. Samice se evtanazirajo v drugi polovici brejosti, in sicer misi na 13. dan brejosti (DB), podgane pa na 14.-15.
dan brejosti. Maternice se pregledajo za dominantne smrtne ucinke, da se dolo¢i Stevilo ugnezditev, Zivih in
mrtvih zarodkov ter rumenih telesc.

31. Roga maternice in jajénika se razkrijejo, da se prestejejo rumena telesca, zarodki pa se odstranijo, prestejejo in
stehtajo. Paziti je treba, da se v maternicah preverijo resorpcije, ki jih zakrivajo Zivi zarodki, in da se zagotovi,
da so prestete vse resorpcije. Evidentira se fetalna smrtnost. Evidentirata se tudi Stevilo uspesno oplojenih samic
ter Stevilo vseh ugnezditev, izgub pred ugnezditvijo in smrtnost po ugnezditvi (vklju¢ene zgodnje in pozne
resorpcije). Poleg tega se lahko vidni zarodki v Bouinovem fiksativu ohranijo $e vsaj dva tedna po pregledu
ve¢jih zunanjih nepravilnosti (28), da se zagotovijo dodatne informacije o reproduktivnih in razvojnih ucinkih
preskusne snovi.
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PODATKI IN POROCAN]E
Obdelava rezultatov

32. Podatke je treba povzeti v obliki preglednice, da se prikazejo Stevilo sparjenih samcev, stevilo brejih samic in
Stevilo nebrejih samic. Posebej je treba navesti rezultate vsakega parjenja, vkljuéno z identiteto vsakega samca in
samice. Za vsakega tretiranega samca je treba navesti interval parjenja in velikost odmerka, za vsako samico pa
Stevilo Zivih in mrtvih ugnezditev.

33. Izguba po ugnezditvi se izra¢una z doloditvijo razmerja med mrtvimi ugnezditvami in skupnim Stevilom
ugnezditev iz tretirane skupine v primerjavi z razmerjem med mrtvimi ugnezditvami in skupnim Stevilom
ugnezditev iz kontrolne skupine z vehiklom/topilom.

34. Izguba pred ugnezditvijo se izra¢una kot razlika med Stevilom rumenih telesc in Stevilom ugnezditev ali kot
zmanjSanje povprenega Stevila ugnezditev na samico v primerjavi s parjenji v kontrolah. Ce je izguba pred
ugnezditvijo ocenjena, je treba navesti tudi to.

35. Faktor dominantne smrtnosti se oceni kot: (pogini po ugnezditvi/skupno Stevilo ugnezditev na samico) x 100.
36. Navesti je treba podatke o toksi¢nosti in klini¢nih znakih (v skladu z odstavkom 29).

Merila za sprejemljivost

37. Sprejemljivost preskusa je dolocena z naslednjimi merili.

— Socasna negativna kontrola je skladna z objavljenimi standardi za podatke o negativnih kontrolah iz
preteklih preskusov in podatki laboratorija o kontrolah iz preteklih preskusov, ¢e so na voljo (glej odstavka
10 in 18).

— Socasne pozitivne kontrole povzrocajo odzive, ki so skladni z objavljenimi standardi za podatke o pozi-
tivnih kontrolah iz preteklih preskusov ali podatkovno zbirko laboratorija o pozitivnih kontrolah iz prete-
klih preskusov, ¢e je na voljo, in statisti‘no znacilno povecanje v primerjavi z negativno kontrolo (glej
odstavka 17 in 18).

— Analizirano je bilo ustrezno $tevilo vseh ugnezditev in odmerkov (odstavek 20).
— Merila za izbor najve¢jega odmerka so skladna z merili, opisanimi v odstavkih 24 in 27.

Vrednotenje in razlaga rezultatov

38. Da bi dobili dovolj podatkov za analizo odziva na odmerek, je treba analizirati vsaj tri tretirane skupine, ki
prejemajo odmerke.

39. Ce so izpolnjena vsa merila za sprejemljivost, se preskusna kemikalija Steje za jasno pozitivno, ce:

— se vsaj pri enem od preskusnih odmerkov pokaze statistiéno znacilno povecanje v primerjavi s socasno
negativno kontrolo;

— je pri vsaj enem poskusnem pogoju (npr. tedenskem intervalu parjenja) povecanje povezano z odmerkom,
kadar se ocenjuje z ustreznim testom, in

— e se pojavijo rezultati zunaj sprejemljivega razpona podatkov o negativnih kontrolah ali porazdelitve
podatkov laboratorija o negativnih kontrolah iz preteklih preskusov (npr. 95-odstotna kontrolna meja, ki
temelji na Poissonovi porazdelitvi), ¢e so na voljo.
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Za preskusno kemikalijo se nato Steje, da lahko povzro¢i dominantne smrtne mutacije v zarodnih celicah
preskusnih Zivali. Priporocila glede najustreznejsih statisticnih metod so opisana v odstavku 44; drugi pripo-
roeni statistiéni pristopi so navedeni tudi v virih (20) (21) (22) (24) (29). V uporabljenih statisticnih preskusih
se mora kot poskusna enota preuciti Zival.

40. Ce so izpolnjena vsa merila za sprejemljivost, se preskusna kemikalija Steje za jasno negativno, Ce:

— se pri nobenem od preskusnih odmerkov ne pokaze statistiéno znacilno povecanje v primerjavi s socasno
negativno kontrolo;

— pri nobenem poskusnem pogoju ni z odmerkom povezanega povecanja in

— Ce so vsi rezultati znotraj sprejemljivega razpona podatkov o negativnih kontrolah ali podatkov laboratorija
o negativnih kontrolah iz preteklih preskusov (npr. 95-odstotna kontrolna meja, ki temelji na Poissonovi
porazdelitvi), ¢e so na voljo.

Za preskusno kemikalijo se nato $teje, da ne more povzroditi dominantnih smrtnih mutacij v zarodnih celicah
preskusnih Zivali.

41. Preverjanje jasno pozitivnega in jasno negativnega odziva ni potrebno.

42. Ce odziv ni jasno negativen ali pozitiven in za pomo¢ pri opredelitvi bioloske pomembnosti rezultatov (npr.
sibko ali mejno povecanje) je treba podatke oceniti s strokovno presojo infali nadaljnjimi preiskavami z
uporabo obstojecih podatkov o poskusih, kot je upostevanje, ali je pozitivni rezultat zunaj sprejemljivega
razpona podatkov o negativnih kontrolah ali podatkov laboratorija o negativnih kontrolah iz preteklih
preskusov (30).

43. Zbirka podatkov v redkih primerih celo po izvedbi nadaljnjih preiskav onemogoca sprejetje sklepa o pozitivnih
ali negativnih rezultatih, zato se zakljuci, da je dvoumna.

44. V uporabljenih statisticnih preskusih se mora kot poskusna enota preuciti samec. Ceprav je mogoce, da so
podatki o $tevilu (npr. tevilo ugnezditev na samico) porazdeljeni po Poissonu infali da so delezi (npr. delez
mrtvih ugnezditev) binomsko porazdeljeni, so taki podatki pogosto nadrazprSeni (31). Tako je treba pri stati-
sti¢ni analizi najprej uporabiti preskus prevelike in premajhne razprenosti z uporabo testov variance, kot je
Cochranov test binomske variance (32) ali Taronejev C(a)-test za binomsko nadrazprienost (31) (33). Ce se ne
zazna odstopanje od binomske razprSenosti, se lahko trendi delezev med velikostmi odmerkov preverijo z
uporabo Cochran-Armitageevega trendnostnega testa (34), parne primerjave s kontrolno skupino pa se lahko
preverijo z uporabo Fisherjevega eksaktnega testa (35). Ce se ne zazna odstopanje od Poissonove razprienosti,
se lahko trendi pri Stetju preverijo tudi z uporabo Poissonove regresije (36), parne primerjave s kontrolno
skupino pa se lahko preverijo v okviru Poissonovega modela z uporabo parnih nasprotij (36). Ce se zazna
znatna nadrazprienost ali podrazprSenost, se priporocajo neparametricne metode (23) (31). Mednje spadajo
testi, ki temeljijo na rangih, kot so test po Jonckheere-Terpstraju za trend (37) in Mann-Whitneyjev testi (38) za
parne primerjave s kontrolno skupino z vehiklom/topilom ter testi s permutacijami, ponovnim vzoréenjem ali
samovzorienjem za primerjave trendov in parne primerjave s kontrolno skupino (31) (39).

45. Pozitivni preskus dominantne smrtnosti zagotavlja dokaze o genotoksi¢nosti preskusne kemikalije v zarodnih
celicah tretiranega samca preskusne vrste.

46. Upostevanje tega, ali so dobljene vrednosti v razponu preteklih kontrol ali zunaj njega, lahko zagotovi smernice
pri ocenjevanju bioloske pomembnosti odziva (40).
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Poroc¢ilo o preskusu
47. V porodilo o preskusu se vkljucijo podatki, navedeni v nadaljevanju.

Povzetek.

Preskusnha kemikalija:

— vir, Stevilka serije, rok uporabe, ¢e je na voljo;

— stabilnost preskusne kemikalije, ¢e je znana;

— topnost in stabilnost preskusne kemikalije v topilu, Ce sta znani;

— meritve vrednosti pH, osmolarnosti in oborine v gojis¢u, ki mu je bila dodana preskusna kemikalija, ¢e je
ustrezno.

Snov iz ene sestavine

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

— kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi IUPAC ali ime CAS, stevilka CAS, koda po
sistemu SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula, Cistost, kemijska identiteta necistog, kot je
ustrezno in praktino izvedljivo, itd.

Snov z ve¢ sestavinami, UVCB in zmesi:

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

Priprava preskusne kemikalije:

— utemeljitev izbire vehikla;

— topnost in stabilnost preskusne kemikalije v topilu/vehiklu, ¢e je znana;

— priprava pripravkov hrane in pitne vode ali pripravkov za vdihavanje;

— analitsko dolocanje sestave (npr. stabilnost, homogenost, nominalne koncentracije), ¢e je na voljo.

Preskusne Zivali:

— uporabljena vrsta/sev in utemeljitev izbire;

— Stevilo, starost in spol Zivali;
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— izvor, nastanitvene razmere, prehrana itd.;

— metoda edinstvene identifikacije Zivali;

— pri kratkotrajnih Studijah: telesna teZa posameznih samcev ob zacetku in koncu preskusa; pri Studijah, ki
trajajo ve¢ kot en teden: teza posameznih Zivali med $tudijo in poraba hrane. VKlju(iti je treba razpon,
srednjo vrednost in standardni odklon telesne teze za vsako skupino.

Preskusni pogoji:

— podatki o pozitivnih in negativnih kontrolah (z vehiklom/topilom);

— podatki iz Studije za dolocanje obmocja;

— utemeljitev izbire velikosti odmerkov;

— podrobnosti o pripravi preskusne kemikalije;

— podrobnosti o dajanju preskusne kemikalije;

— utemeljitev nacina dajanja;

— metode za merjenje toksicnosti za zivali, vkljuno s histopatolosko ali hematolosko analizo, ¢e sta bili
uporabljeni, ter pogostnost opazovanja Zivali in tehtanja;

— metode za preverjanje, ali je preskusna kemikalija dosegla ciljno tkivo ali krvni obtok, v primeru negativnih
rezultatov;

— dejanski odmerek (v mg/kg telesne teze/dan), izracunan glede na koncentracijo preskusne kemikalije (v ppm)
v hrani/pitni vodi in porabo hrane/pitne vode, ¢e je ustrezno;

— podrobnosti o kakovosti hrane in vode;

— podrobnosti o obogatitvi okolja v kletki;

— podroben opis casovnega razporeda tretiranj in vzorcenj ter utemeljitev izbir;

— metoda za analgezijo;

— metoda za evtanazijo;

— postopki za izolacijo in hrambo tkiv;

— izvor in $tevilka serij za vse komplete in reagente (kjer je primerno);
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— metode za Stetje dominantnih smrtnosti;

— Casovni razpored parjenja;

— uporabljene metode za dolocitev, ali je prislo do parjenja;

— das evtanazije;

— merila za $tetje u¢inkov dominantne smrtnosti, vkljutno z rumenimi telesci, ugnezditvami, resorpcijami in
izgubami pred ugnezditvijo, Zivimi ugnezditvami in mrtvimi ugnezditvami.

Rezultati:

— stanje zivali pred preskusnim obdobjem in med njim, vkljuno z znaki toksi¢nosti;

— telesna teza samcev v obdobjih tretiranja in parjenja;

— Stevilo sparjenih samic;

— razmetje med odmerkom in odzivom, ¢e je mogoce;

— podatki o socasnih in preteklih negativnih kontrolah z obmogji, srednjimi vrednostmi in standardnimi
odkloni;

— podatki o socasni pozitivni kontroli;

— tabelarien prikaz podatkov za vsako samico, vkljuéno s: stevilom rumenih telesc na samico; Stevilom
ugnezditev na samico; Stevilom resorpcij in izgub pred ugnezditvijo na samico; Stevilom Zivih ugnezditev
na samico; Stevilom mrtvih ugnezditev na samico; tezo zarodkov;

— povzetek zgoraj navedenih podatkov za vsako obdobje parjenja in odmerek, s pogostnostmi dominantnih
smrtnosti;

— uporabljene statisticne analize in metode.

Razprava o rezultatih
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Dodatek 1
OPREDELITVE POJMOV

Kemikalija: snov ali zmes.

Rumeno telesce: struktura, ki izlo¢a hormone, nastala na jajéniku na mestu folikla, iz katerega se je sprostilo jajcece.
Stevilo rumenih telesc v jajénikih ustreza Stevilu ovuliranih jajcec.

Dominantna smrtna mutacija: mutacija, ki nastane v zarodni celici ali se fiksira po oploditvi in povzroci smrt zarodka ali
plodu.

Stopnja rodnosti: $tevilo sparjenih brejih samic glede na Stevilo sparjenih samic.

Interval parjenja: ¢as med koncem izpostavljenosti in parjenjem tretiranih samcev. Z uravnavanjem tega intervala se lahko
ocenijo u¢inki kemikalij na razli¢ne vrste zarodnih celic. Pri misih, ki se parijo v 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7. in 8. tednu po
koncu izpostavljenosti, se merijo ucinki na semencice, kondenzirane spermatide, okrogle spermatide, pahitenske sperma-
tocite, zgodnje spermatocite, diferencirane spermatogonije, diferenciacijske spermatogonije in spermatogonije iz mati¢nih
celic.

Izguba pred ugnezditvijo: razlika med $tevilom ugnezditev in Stevilom rumenih telesc. Lahko se tudi oceni s primerjavo
med skupnim $tevilom ugnezditev na samico v tretirani in kontrolni skupini.

Izguba po ugnezditvi: razmerje med mrtvimi ugnezditvami v tretirani skupini v primerjavi z razmerjem med mrtvimi
ugnezditvami in skupnim $tevilom ugnezditev v kontrolni skupini.

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, preskuSena s to preskusno metodo.

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

Clovek

Maticne
celice

Dodatek 2

CAS SPERMATOGENEZE PRI SESALCIH

19

19

Diferenciacijski
spermatogoniji
(predmejotski)

Spermatociti (mejotski) Spermatide testikularni epididimalni
(postmejotske) Spermatozoii

Slika 1: Primerjava med trajanjem (v dnevih) razvoja moske zarodne celice pri misih, podganah in ljudeh. Popravljanje

DNK se ne pojavi v osencenih obdobjih.

Shematski prikaz spermatogeneze pri misih, podganah in ljudeh je naveden zgoraj (povzeto po Adlerju, 1996). Med
nediferencirane spermatogonije spadajo: A-enojni; A-parni; in A-poravnani spermatogoniji (Hess in de Franca, 2008). A-
enojni se Stejejo za dejanske maticne celice; zato mora za oceno ucinkov na maticne celice preteci vsaj 49 dni (pri misi)
med zadnjim injiciranjem preskusne kemikalije in parjenjem.

Viri

Adler, . D (1996). Comparison of the duration of spermatogenesis between rodents and humans. Mutat Res,

352:169-172.

Hess, R. A, in De Franca, L. R. (2008). Spermatogenesis and cycle of the seminiferous epithelium. V: Molecular
Mechanisms in Spermatogenesis, C. Yan Cheng (ur.), Landes Biosciences and Springer Science&Business Media:1-15*
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(4) Poglavje B.23 dela B se nadomesti z naslednjim:

,B.23 PRESKUS KROMOSOMSKIH ABERACI] V SPERMATOGONIJIH SESALCEV
UvoD

1. Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskusanje 483 (2016). Preskusne metode se redno
preverjajo ob upostevanju znanstvenega napredka, spreminjajocih se regulativnih zahtev in preudarkov v zvezi z
dobrobitjo zivali. Pri tej spremenjeni razliCici preskusne metode se upostevajo vecletne izku$nje s tem
preskusom ter moznosti za zdruZevanje ali kombiniranje tega preskusa z drugimi $tudijami toksi¢nosti ali
genotoksicnosti. S kombiniranjem $tudij toksi¢nosti bi se lahko zmanjSalo Stevilo Zivali, uporabljenih pri
preskusanju toksi¢nosti. Ta preskusna metoda je del sklopa preskusnih metod v zvezi z genetsko toksikologijo.
OECD je pripravila dokument z jedrnatimi informacijami o preskuSanju v zvezi z genetsko toksikologijo in
pregledom nedavnih sprememb smernic OECD za preskusanje v zvezi z genetsko toksikologijo (1).

2. Namen in vivo preskusa kromosomskih aberacij v spermatogonijih sesalcev je opredeliti kemikalije, ki povzrocijo
strukturne kromosomske aberacije v spermatogonijskih celicah sesalcev (2) (3) (4). Poleg tega je ta preskus
primeren za ocenjevanje genotoksicnosti, saj so pri tem aktivni dejavniki metabolizma in vivo, farmakokinetike
in procesi popravljanja DNK, ki prispevajo k odzivu, ¢eprav se lahko med posameznimi vrstami razlikujejo. Ta
preskusna metoda ni zasnovana za merjenje numeri¢nih anomalij; preskus se obifajno ne uporablja za ta
namen.

3. S tem preskusom se merijo strukturne kromosomske aberacije (kromosomskega in kromatidnega tipa) pri
delitvi spermatogonskih zarodnih celic, zato se pricakuje, da se s preskusom napove povzrocitev dednih mutacij
v teh zarodnih celicah.

4. Opredelitve klju¢nih pojmov so navedene v Dodatku.

ZACETNI PREUDARKI

5. V tem preskusu se obicajno uporabljajo glodavci, vendar so lahko v nekaterih primerih primerne tudi druge
vrste, Ce je to znanstveno upravieno. Standardni citogenetski pripravki mod glodavcev povzrocajo mitoti¢no
(spermatogoniji) in mejoti¢no (spermatociti) metafazo. Mitoti¢na in mejoti¢na metafaza se opredelita na podlagi
morfologije kromosomov (4). S tem citogenetskim preskusom in vivo se zaznajo strukturne kromosomske
aberacije pri mitozi spermatogonijev. Druge tar¢ne celice niso predmet te preskusne metode.

6. Da se zaznajo aberacije kromatidnega tipa v spermatogonijih, je treba pregledati prvo mitotsko delitev celic po
tretiranju, preden se te aberacije v naslednjih celiénih delitvah pretvorijo v aberacije kromosomskega tipa.
Dodatne informacije o tretiranih spermatocitih se lahko pridobijo z analizo kromosomskih strukturnih aberacij
pri mejotskih kromosomih v diakinezi-metafazi I in metafazi II.

7.V modu so Stevilne generacije spermatogonijev (5), te razline vrste zarodnih celic pa so lahko razli¢cno
obcutljive za tretiranje s kemikalijami. Zaznane aberacije tako pomenijo skupni odziv tretiranih populacij
spermatogonijev. Vecina mitoti¢nih celic v pripravkih mod so spermatogoniji B, katerih celi¢ni cikel traja
priblizno 26 ur (3).

8. Ce obstajajo dokazi, da preskusna kemikalija ali njeni metaboliti ne bodo dosegli moda, ta preskus ni primeren.
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10.

11.

12.

13.

14.

NACELO PRESKUSNE METODE

Obicajno se Zivali preskusni kemikaliji izpostavijo z ustreznim nacinom izpostavljenosti, ob primernem ¢asu po
tretiranju pa se evtanazirajo. Pred evtanazijo se Zivali tretirajo z zaviralcem metafaze (npr. kolhicinom ali
Colcemidom®). Nato se pripravijo in obarvajo preparati kromosomov iz zarodnih celic ter analizirajo kromo-
somske aberacije v celicah v metafazi.

PREVERJANJE USPOSOBLJENOSTI LABORATORIJA

Usposobljenost za ta preskus je treba dokazati tako, da se pokaze sposobnost za ponovitev pri¢akovanih
rezultatov v zvezi s pogostnostjo strukturnih kromosomskih aberacij v spermatogonijih s snovmi za pozitivino
kontrolo (vklju¢no z blagimi odzivi), kot so tiste iz preglednice 1, ter dobijo pogostnosti iz negativnih kontrol,
ki so v skladu s sprejemljivim razponom podatkov o kontrolah v objavljenih virih (npr. (2) (3) (6) (7) (8) (9)
(10)) ali s porazdelitvijo kontrol iz preteklih preskusov laboratorija, ¢e je na voljo.

OPIS METODE
Pripravki

Izbira Zivalskih vrst

Uporabiti je treba splosno uporabljane laboratorijske seve zdravih mladih odraslih Zivali. Obicajno se uporab-
liagjo samci misi; lahko pa se uporabijo tudi samci drugih ustreznih vrst sesalcev, kadar je to znanstveno
utemeljeno in da se lahko ta preskus izvede v povezavi z drugo preskusno metodo. Uporabo drugih vrst, ki
niso glodavci, je treba znanstveno utemeljiti v porocilu.

Pogoji nastanitve in hranjenja Zivali

Pri glodavcih mora biti temperatura v prostoru z Zivalmi 22 °C (+ 3 °C). Ceprav mora biti relativna vlaznost vsaj
40-odstotna in po mozZnosti ne sme presegati 70 %, razen med CiS¢enjem prostora, si je treba prizadevati za
50-60-odstotno vlaznost. Osvetlitev mora biti umetna, pri ¢emer je zaporedje 12 ur svetlobe in 12 ur teme. Za
hranjenje se lahko uporablja obi¢ajna laboratorijska hrana z neomejeno koli¢ino pitne vode. Na izbiro hrane
lahko vpliva potreba po zagotovitvi ustrezne mesanice preskusne kemikalije, kadar se daje na ta nacin. Glodavce
je treba nastaniti v majhnih skupinah (ne vec¢ kot pet na kletko), ¢e ni pricakovati agresivnega vedenja, in sicer
po moznosti v kletke s trdimi tlemi z ustrezno okoljsko obogatitvijo. Zivali so lahko nastanjene posamicno le,

¢e je to znanstveno utemeljeno.

Priprava Zivali

Obicajno se uporabljajo zdravi mladi samci (ob zacetku tretiranja stari od 8 do 12 tednov), ki se nakljuéno
razporedijo v kontrolno in tretirano skupino. Posamezne Zivali se oznacijo z edinstvenimi oznakami s humano,
¢im manj invazivno metodo (npr. z namestitvijo obrockov ali trakov, z vsaditvijo mikrocipa ali biometri¢no
identifikacijo, ne pa z zarezovanjem uSesa ali prsta) ter se vsaj pet dni prilagajajo laboratorijskim pogojem.
Kletke je treba razporediti tako, da se ¢im bolj zmanj$ajo morebitni u¢inki, ki nastanejo zaradi razporeditve
kletk. Izogibati se je treba navzkrizni kontaminaciji med pozitivno kontrolo in preskusno kemikalijo. Ob
zaCetku Studije mora biti razlika med teZami posameznih Zivali ¢im manjSa in ne sme presegati + 20 %.

Priprava odmerkov

Trdne preskusne kemikalije je treba raztopiti ali suspendirati v ustreznih topilih ali vehiklih ali primesati hrani
ali pitni vodi, preden se odmerijo Zivalim. Tekoce preskusne kemikalije se lahko odmerijo neposredno ali pa se
pred odmerjanjem razredcijo. Pri izpostavljenosti z vdihavanjem se lahko preskusne kemikalije glede na svoje
fizikalno-kemijske lastnosti dajejo v obliki plina, pare ali trdnega/tekocega aerosola. Uporabiti je treba sveZe
pripravljene preskusne kemikalije, razen e je iz podatkov o stabilnosti razvidno, da je shranjevanje sprejemljivo,
in so v njih opredeljeni ustrezni pogoji shranjevanja.
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Pogoji preskusa — topilo/vehikel

15. Topilofvehikel ne sme imeti toksicnih u¢inkov pri uporabljenih odmerkih in ne sme biti sposoben kemi¢no
reagirati s preskusnimi kemikalijami. Ce se uporabijo druga, manj znana topila/vehikli, je treba njihovo uporabo
podpreti z referen¢nimi podatki, ki dokazujejo njihovo zdruzljivost. Priporocljivo je, da se, kadar koli je to
mogoce, najprej razmisli o uporabi vodnega topila/vehikla. Primeri pogosto uporabljenih, zdruzljivih topil/vehi-
klov so voda, fizioloska raztopina, raztopina metilceluloze, raztopina natrijeve soli karboksimetil celuloze,
oli¢no olje in koruzno olje. Ce ni podatkov iz preteklih preskusov ali objavljenih podatkov, iz katerih bi
bilo razvidno, da izbrano neobicajno topilo/vehikel ne povzroca strukturnih kromosomskih aberacij ali drugih
skodljivih u¢inkov, je treba izvesti zaCetno Studijo, da se dokaze sprejemljivost kontrol s topilom/vehiklom.

Pozitivne kontrole

16. Vedno je treba uporabiti Zivali za socasne pozitivne kontrole, razen ¢e je laboratorij dokazal usposobljenost za
izvedbo preskusa in je v zadnjem casu preskus redno uporabljal (npr. v zadnjih petih letih). Ce socasna
pozitivna kontrolna skupina ni vkljuCena, je treba v vsak poskus vkljuciti kontrole za Stetje (fiksirani in
nebarvani mikroskopski preparati). Ti se lahko pridobijo tako, da se pri $tudiji v Stetje vkljucijo ustrezni
referen¢ni vzorci, pridobljeni in shranjeni v okviru locenega poskusa s pozitivnimi kontrolami, ki se v labora-
toriju, kjer se preskus izvaja, redno izvaja (npr. vsakih 6 do 18 mesecev); na primer med preverjanjem
usposobljenosti in po tem redno, ¢e je to potrebno.

17. Snovi za pozitivno kontrolo morajo zanesljivo povzrociti zaznavno povecanje pogostnosti celic s spontanimi
strukturnimi kromosomskimi aberacijami. Odmerke za pozitivno kontrolo je treba izbrati tako, da so ucinki
jasni, vendar osebi, ki ugotovitve evidentira, ne razkrijejo takoj identitete oznacenih mikroskopskih preparatov.
Primeri snovi za pozitivno kontrolo so navedeni v preglednici 1.

Preglednica 1

Primeri snovi za pozitivno kontrolo

Snovi [§t. CAS] (referencna $t.)

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

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

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

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

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

Negativne kontrole

18. Zivali za negativne kontrole, tretirane samo s topilom ali vehiklom, sicer pa obravnavane enako kot tretirane
skupine, je treba vklju¢iti za vsak as vzoréenja. Ce ni podatkov o kontrolah iz preteklih preskusov ali
objavljenih podatkov, iz katerih bi bilo razvidno, da izbrano topilo/vehikel ne povzroca kromosomskih aberacij
ali drugih skodljivih ucinkov, je treba za vsak Cas vzorcenja vkljuciti tudi netretirane kontrolne Zivali, da se
dokaze sprejemljivost kontrol z vehiklom.
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POSTOPEK
Stevilo Zivali

19. Velikosti skupine ob zacetku 3tudije je treba dolociti z namenom, da se zagotovi vsaj pet samcev na skupino. To
Stevilo Zivali na skupino se Steje za zadostno, da se zagotovi ustrezna statisticna mo¢ (tj. obi¢ajno sposobna
zaznati vsaj podvojitev pogostnosti kromosomskih aberacij, ko je stopnja negativne kontrole 1,0-odstotna ali
ve¢ z 80-odstotno verjetnostjo pri stopnji znacilnosti 0,05) (3) (11). Praviloma je za $tudijo pri dveh casih
vzoréenja s tremi skupinami, ki prejemajo odmerke, ter socasno negativno in pozitivno kontrolno skupino (pri
¢emer je vsaka skupina sestavljena iz vsaj petih Zivali) obicajno potrebnih 45 Zivali.

Casovni razpored tretiranja

20. Preskusne kemikalije se obicajno dajo enkrat (tj. kot eno tretiranje); lahko se uporabijo tudi drugi rezimi
odmerjanja, ¢e so znanstveno utemeljeni.

21. Pri skupini z najvecjim odmerkom se vzorci vzamejo dvakrat po tretiranju. Cas, potreben za sprejem in
metabolizem preskusnih kemikalij ter njihov u¢inek na dinamiko celi¢nega cikla, lahko vpliva na optimalni
¢as za zaznavo kromosomskih aberacij, zato je eno vzorenje zgodnje in drugo pozno, izvedeno priblizno 24
oziroma 48 ur po tretiranju. Pri vseh drugih odmerkih je treba zgodnje vzorenje opraviti 24 ur (tj. Casu,
krajsem od trajanja ali enakem trajanju celi¢nega cikla spermatogonijev B, s ¢imer se izboljsa verjetnost Stetja
prvih metafaz po tretiranju) po tretiranju, razen ¢e je znano, da so primernej§i in utemeljeni drugi casi
vzorcenja.

22. Uporabijo se lahko tudi drugi Casi vzoréenja. Na primer pri kemikalijah, ki povzrocijo u¢inke, neodvisne od faze
S, bi bilo lahko primerno vzorciti bolj zgodaj (tj. prej kot v 24 urah).

23. Uporabi se lahko rezim tretiranja s ponovljenimi odmerki, na primer v povezavi s preskusom na drugi konéni
tocki, ki uporablja 28-dnevno obdobje dajanja (npr. preskusna metoda B.58); vendar bi bile za izvedbo razli¢nih
Casov vzorcenja potrebne dodatne skupine Zzivali. Tako je treba ustreznost takega Casovnega razporeda znan-
stveno utemeljiti za vsak primer posebej.

24. Zivalim se pred evtanazijo intraperitonealno vbrizga ustrezen odmerek zaviralca metafaze (npr. Colcemid® ali
kolhicin). Zatem se Zivali vzorc¢ijo v ustreznem ¢asovnem intervalu. Pri mi§ih in podganah je ta interval
priblizno 3-5 ur.

Velikost odmerkov

25. Ce se izvede predhodna studija za dolocanje obmogja, ker ustrezni podatki, ki bi bili v pomo¢ pri izbiri
odmerkov, niso na voljo, jo je treba izvesti v istem laboratoriju, pri tem uporabiti iste vrste, sev in rezim
tretiranja kot v glavni $tudiji ter upostevati priporocila za izvedbo $tudij za dolo¢anje obmocja (12). S to studijo
je treba doloiti najvedji toleranéni odmerek (MTD), ki je opredeljen kot odmerek, ki povzroci blage toksi¢ne
ucinke, povezane s trajanjem Studije (na primer nenormalno vedenje ali odzivi, manj$a upocasnitev pridobivanja
telesne teze ali citotoksi¢nost za hematopoetski sistem), ne pa smrti ali znakov bolecine, trpljenja ali stiske,
zaradi katerih je treba Zivali evtanazirati (13).

26. Najvedji odmerek se lahko opredeli tudi kot odmerek, ki povzro¢i nekaj znakov toksi¢nosti v spermatogonijih
(npr. zmanjSanje razmerja med mitozami spermatogonijev v prvi in drugi mejotski metafazi). To zmanjsanje naj
ne bi presegalo 50 %.
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27. Preskusne kemikalije s specifi¢cnim bioloskim delovanjem pri majhnih, netoksi¢nih odmerkih (kakor so hormoni
in mitogeni) in kemikalije, ki kaZejo nasi¢enost toksokineti¢nih lastnosti, so lahko izjeme pri merilih za
dolocanje odmerkov in jih je treba oceniti za vsak primer posebe;j.

28. Da se pridobijo informacije o odzivu na odmerek, je treba v popolno Studijo vkljuciti skupino negativne
kontrole (odstavek 18) in vsaj tri velikosti odmerkov, ki so obicajno loceni s faktorjem 2, vendar ne ve¢ kot
4. Ce preskusna kemikalija v studiji za dolocanje obmogja ali na podlagi obstojecih podatkov ne povzroca
toksicnosti, mora biti najvisji odmerek pri enkratnem dajanju enak 2 000 mg/kg telesne teze. Ce pa preskusna
kemikalija povzroca toksi¢nost, mora biti najvecji tolerantni odmerek najvisji dani odmerek, v uporabljenih
velikostih odmerkov pa je treba po moZnosti zajeti razpon od najve¢jega odmerka do odmerka, ki povzroca
malo ali ni¢ toksi¢nosti. Kadar se toksi¢nost za ciljno tkivo (tj. modo) opazi pri vseh preskusenih velikostih
odmerkov, je priporocljiva dodatna $tudija pri netoksi¢nih odmerkih. Pri Studijah, namenjenih celovitejsi opre-
delitvi kvantitativnih informacij o razmerju med odmerkom in odzivom, so morda potrebne dodatne skupine,
ki prejemajo odmerke. Za dolocene vrste preskusnih kemikalij (npr. zdravila za uporabo v humani medicini), za
katere veljajo posebne zahteve, se lahko te meje razlikujejo. Ce preskusna kemikalija povzroca toksicnost, je
treba izbrati mejni odmerek in dva niZja odmerka (kot je opisano zgoraj). Mejni odmerek pri obdobju dajanja,
ki traja vsaj 14 dni, je 1 000 mg/kg telesne teZe na dan, pri obdobjih dajanja, krajsih od 14 dni, pa je mejni
odmerek 2 000 mg/kg telesne teze na dan.

Dajanje odmerkov

29. Pri nacrtovanju preskusa je treba upostevati predvideni nacin izpostavljenosti pri ljudeh. Zato se lahko ob
ustrezni utemeljitvi izberejo nacini izpostavljenosti, kot so s prehrano, pitno vodo, lokalno podkozno, intra-
venozno, oralno (z gavazo), z vdihavanjem ali vsadkom. Vsekakor pa je treba nacin izbrati tako, da zagotovi
ustrezno izpostavljenost ciljnih tkiv. Dajanje z intraperitonealno injekcijo obi¢ajno ni priporocljivo, razen e je
znanstveno utemeljeno, saj navadno ni fiziolosko ustrezen nacin izpostavljenosti pri ljudeh. Ce je preskusna
kemikalija primeSana hrani ali pitni vodi, zlasti v primeru enega samega odmerka, je treba paziti, da med
zauzitjem hrane in vode ter vzorCenjem prete¢e dovolj Casa, da se lahko zaznajo ucinki (glej odstavek 33).
Najvecja kolicina tekocine, ki se lahko da naenkrat z gavazo ali injekcijo, je odvisna od velikosti preskusne
zivali. Koli¢ina obicajno ne sme presegati 1 ml/100 g telesne teZe, razen pri vodnih raztopinah, pri katerih se
lahko uporabi najve¢ 2 ml/100 g telesne teze. Uporabo vegjih kolic¢in (¢e to dovoljuje zakonodaja o dobrobiti
zivali) je treba utemeljiti. Variabilnost preskusne koli¢ine je treba s prilagajanjem koncentracije obdrzati na ¢im

najnizji ravni, da se zagotovi konstantna koli¢ina glede na telesno tezo pri vseh velikostih odmerka.

Opazanja

30. Vsaj enkrat na dan je treba opraviti splosna klini¢na opazovanja preskusnih Zivali in evidentirati klini¢ne znake,
po moznosti vsak dan ob istem casu in ob upostevanju obdobja najvecje intenzivnosti pri¢akovanih u¢inkov po
vnosu odmerka. Vse Zivali je treba vsaj dvakrat na dan opazovati za odkrivanje obolevnosti in smrtnosti. Vse
zivali je treba stehtati ob zacetku Studije, vsaj enkrat na teden med $tudijami s ponavljajo¢imi se odmerki in ob
evtanaziji. V $tudijah, ki trajajo en teden ali ve¢, je treba vsaj enkrat na teden izmeriti porabo hrane. Ce se
preskusna kemikalija daje s pitno vodo, je treba izmeriti porabo vode ob vsaki menjavi vode in vsaj tedensko.
Zivali, ki kaZejo nesmrtonosne znake ¢ezmerne toksiCnosti, je treba evtanazirati pred koncem preskusnega

obdobja (13).

Priprava kromosomov

31. Takoj po evtanaziji se iz enega ali obeh mod pridobijo suspenzije zarodnih celic, ki se nato izpostavijo
hipotoni¢ni raztopini in fiksirajo po ustaljenih protokolih (npr. (2) (14) (15)). Celice se nato nanesejo na
objektna stekelca in obarvajo (16) (17). Vsa stekelca morajo biti oznacena tako, da oseba, ki evidentira
ugotovitve, ne pozna njihove identitete.

Analiza

32. Za vsako zival je treba v Stetje vkljuciti vsaj 200 dobro vidnih metafaz (3) (11). Ce je pogostnost preteklih
negativnih kontrol <1 %, je treba v Stetje vkljuciti ve¢ kot 200 celic[zival, da se poveca statisticna mo¢ (3).
Uporabiti je treba metode obarvanja, ki omogocajo opredelitev centromere.
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33. Aberacije kromosomskega in kromatidnega tipa je treba evidentirati posebej in razvrstiti glede na podvrste
(prelomi, izmenjave). Vrzeli je treba evidentirati, vendar jih ni treba upostevati pri ugotavljanju, ali kemikalija
povzroca znatno povecanje pojava celic s kromosomskimi aberacijami. S postopki, ki se uporabljajo v labora-
toriju, je treba zagotoviti, da analizo kromosomskih aberacij izvajajo osebe, ki so dobro usposobljene za Stetje.
Ob priznavanju, da postopki pripravljanja preparatov pogosto povzrocijo pretrganje dela metafaz in posledi¢no
izgubo kromosomov, §tevilo centromer v Stetih celicah torej ne sme biti manjSe od 2nt 2, pri ¢emer je n
haploidno stevilo kromosomov za zadevno vrsto.

34. Ceprav je preskus namenjen zaznavanju strukturnih kromosomskih aberacij, je pomembno, da se pogostnosti
poliploidnih celic in celic z endoredupliciranimi kromosomi evidentirata, ko se opazita (glej odstavek 44).

PODATKI IN POROCANJE
Obdelava rezultatov

35. Podatke za posamezne Zivali je treba prikazati v obliki preglednic. Za vsako Zival je treba oceniti Stevilo celic s
strukturnimi kromosomskimi aberacijami in Stevilo kromosomskih aberacij na celico. Loceno je treba navesti
aberacije kromatidnega in kromosomskega tipa, razvriCene glede na podvrste (prelomi, izmenjave), skupaj z
njihovim $tevilom in pogostnostmi za poskusne in kontrolne skupine. Vrzeli se evidentirajo loceno. O pogost-
nosti vrzeli se poroca, vendar se obiCajno ne vkljuci v analizo celotne pogostnosti strukturnih kromosomskih
aberacij. Ko se opazijo poliploidija in/ali celice z endoredupliciranimi kromosomi, se poro¢a o njihovem delezu.

36. Navesti je treba podatke o toksi¢nosti in klini¢nih znakih (v skladu z odstavkom 30).

Merila za sprejemljivost

37. Sprejemljivost preskusa je dolocena z naslednjimi merili.

— Socasna negativna kontrola je skladna z objavljenimi standardi za podatke o negativnih kontrolah iz
preteklih preskusov, ki naj bi na splosno znasali >0 % in < 1,5% celic s kromosomskimi aberacijami,
ter podatki laboratorija o kontrolah iz preteklih preskusov, ¢e so na voljo (glej odstavka 10 in 18).

— Socasne pozitivne kontrole povzrocajo odzive, ki so skladni z objavljenimi standardi za podatke o pozi-
tivnih kontrolah iz preteklih preskusov ali zbirko podatkov laboratorija o pozitivnih kontrolah iz preteklih
preskusov, ¢e je na voljo, in statistiéno znacilno povecanje v primerjavi z negativno kontrolo (glej odstavka
17 in 18).

— Analizirano je bilo ustrezno Stevilo celic in odmerkov (glej odstavka 28 in 32).

— Merila za izbor najve¢jega odmerka so skladna z merili, opisanimi v odstavkih 25 in 26.

38. Ce se opazita mitoza in mejoza, je treba dolociti razmerje med mitozami spermatogonijev v prvi in drugi
mejotski metafazi kot merilo citotoksicnosti za vse tretirane Zzivali in Zivali negativne kontrole v celem vzorcu
100 delecih se celic na Zival. Ce se opazi le mitoza, je treba doloditi mitoti¢ni indeks v vsaj 1 000 celicah za
vsako Zival.

Vrednotenje in razlaga rezultatov

39. Da bi dobili dovolj podatkov za analizo odziva na odmerek, je treba analizirati vsaj tri tretirane skupine, ki
prejemajo odmerke.
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40. Ce so izpolnjena vsa merila za sprejemljivost, se preskusna kemikalija $teje za jasno pozitivno, ce:

— se vsaj pri enem od preskusnih odmerkov pokaze statistiéno znacilno povecanje v primerjavi s socasno
negativno kontrolo;

— je povelanje povezano z odmerkom pri vsaj enem ¢asu vzorcenja in

— je kateri koli od rezultatov zunaj sprejemljivega razpona podatkov o negativnih kontrolah ali porazdelitve
podatkov laboratorija o negativnih kontrolah iz preteklih preskusov (npr. 95-odstotna kontrolna meja, ki
temelji na Poissonovi porazdelitvi), ¢e je na voljo.

Za preskusno kemikalijo se nato Steje, da lahko povzroca kromosomske aberacije v spermatogonijih preskusnih
zivali. Priporocila glede najustreznejsih statisticnih metod so navedena tudi v virih (11) (18). V uporabljenih
statisticnih preskusih se mora kot poskusna enota preuciti Zival.

41. Ce so izpolnjena vsa merila za sprejemljivost, se preskusna kemikalija Steje za jasno negativno, Ce:

— se pri nobenem od preskusnih odmerkov ne pokaze statisticno znacilno povecanje v primerjavi s socasno
negativno kontrolo;

— pri nobenem poskusnem pogoju ni z odmerkom povezanega povecanja in

— Ce so vsi rezultati znotraj sprejemljivega razpona podatkov o negativnih kontrolah ali podatkov laboratorija
o negativnih kontrolah iz preteklih preskusov (npr. 95-odstotna kontrolna meja, ki temelji na Poissonovi
porazdelitvi), ¢e so na voljo.

Za preskusno kemikalijo se nato $teje, da ne more povzrociti nastanka kromosomskih aberacij v spermatogo-
nijih preskusnih Zivali. Priporocila glede najustreznejsih statistinih metod so navedena tudi v virih (11) (18).
Negativen rezultat ne izklju¢uje moznosti, da lahko kemikalija povzro¢i kromosomske aberacije v poznejsih
razvojnih fazah, ki niso preucene, ali genske mutacije.

42. Preverjanje jasno pozitivnega in jasno negativnega odziva ni potrebno.

43. Ce odziv ni jasno negativen ali pozitiven in za pomo¢ pri opredelitvi bioloske pomembnosti rezultatov (npr.
sibko ali mejno povecanje) je treba podatke oceniti s strokovno presojo infali nadaljnjimi preiskavami z
uporabo obstoje¢ih podatkov o poskusih, kot je upostevanje, ali je pozitivni rezultat zunaj sprejemljivega
razpona podatkov o negativnih kontrolah ali podatkov laboratorija o negativnih kontrolah iz preteklih
preskusov (19).

44. Zbirka podatkov v redkih primerih celo po izvedbi nadaljnjih preiskav onemogoca sprejetje sklepa o pozitivnih
ali negativnih rezultatih, zato se zakljudi, da je dvoumna.

45. Povecanje Stevila poliploidnih celic lahko kaZe na to, da ima preskusna kemikalija potencial za zaviranje
mitoti¢nih procesov in povzrocanje numeri¢nih kromosomskih aberacij (20). Povecanje Stevila celic z endore-
dupliciranimi kromosomi lahko pomeni, da ima preskusna kemikalija potencial za zaviranje poteka celicnega
cikla (21) (22), kar je drugacen mehanizem povzrofanja numeri¢nih kromosomskih sprememb kot zaviranje
mitoti¢nih procesov (glej odstavek 2). Pojav poliploidnih celic in celic z endoredupliciranimi kromosomi je zato
treba evidentirati loceno.
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Poroc¢ilo o preskusu

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

Povzetek.

Preskusna kemikalija:

— vir, Stevilka serije, rok uporabe, ¢e je na voljo;

— stabilnost preskusne kemikalije, ¢e je znana;

— topnost in stabilnost preskusne kemikalije v topilu, ¢e sta znani;

— meritve vrednosti pH, osmolarnosti in oborine v gojis¢u, ki mu je bila dodana preskusna kemikalija, ¢e je
ustrezno.

Snov iz ene sestavine:

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

— kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi IUPAC ali ime CAS, Stevilka CAS, koda po
sistemu SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula, Cistost, kemijska identiteta necisto¢, kot je
ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.

Snov z vec sestavinami, UVCB in zmesi:

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

Priprava preskusne kemikalije:

— utemeljitev izbire vehikla;

— topnost in stabilnost preskusne kemikalije v topilu/vehiklu;

— priprava pripravkov hrane in pitne vode ali pripravkov za vdihavanje;

— analitsko dolocanje sestave (npr. stabilnost, homogenost, nominalne koncentracije), kadar se izvaja.

Preskusne Zivali:

— uporabljena vrsta/sev in utemeljitev izbire;

— Stevilo in starost Zivali;

— izvor, nastanitvene razmere, prehrana itd.;



26.9.2019 Uradni list Evropske unije L 247/51

— metoda edinstvene identifikacije Zivali;

— pri kratkotrajnih Studijah: teZa posameznih Zivali ob zacetku in koncu preskusa; pri Studijah, ki trajajo ve¢
kot en teden: teza posameznih Zivali med $tudijo in poraba hrane. Vkljuciti je treba razpon, srednjo
vrednost in standardni odklon telesne teze za vsako skupino.

Preskusni pogoji:

— podatki o pozitivnih in negativnih kontrolah (z vehiklom/topilom);

— podatki iz $tudije za dolocanje obmogja, ¢e je bila izvedena;

— utemeljitev izbire velikosti odmerkov;

— utemeljitev nacina dajanja;

— podrobnosti o pripravi preskusne kemikalije;

— podrobnosti o dajanju preskusne kemikalije;

— razlogi za ¢as usmrtitve;

— metode za merjenje toksicnosti za zivali, vkljuno s histopatolosko ali hematolosko analizo, ¢e sta bili
uporabljeni, ter pogostnost opazovanja Zivali in tehtanja;

— metode za preverjanje, ali je preskusna kemikalija dosegla ciljno tkivo ali krvni obtok, v primeru negativnih
rezultatov;

— dejanski odmerek (v mg/kg telesne teze/dan), izracunan glede na koncentracijo preskusne kemikalije (v ppm)
v hrani/pitni vodi in porabo hrane/pitne vode, ¢e je ustrezno;

— podrobnosti o kakovosti hrane in vode;

— podroben opis ¢asovnega razporeda tretiranj in vzorcenj ter utemeljitev izbir;

— metoda za evtanazijo;

— metoda za analgezijo (¢e se uporablja);

— postopki za izolacijo tkiv;

— identiteta kemikalije, ki zavira metafazo, njena koncentracija in cas tretiranja;

— metode za pripravo preparatov;
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— merila za Stetje aberacij;

— Stevilo analiziranih celic na Zival;

— merila za obravnavanje $tudij kot pozitivnih, negativnih ali dvoumnih.

Rezultati:

— stanje zivali pred preskusnim obdobjem in med njim, vkljuno z znaki toksi¢nosti;

— telesna teZa in teZa organov ob usmirtitvi (Ce se uporabljajo veckratna tretiranja, telesne teze med rezimom
tretiranja);

— znaki toksi¢nosti;

— mitoti¢ni indeks;

— razmerje med mitozami spermatogonijev v prvi in drugi mejotski metafazi ali drugi dokazi o izpostavlje-
nosti ciljnemu tkivu;

— wvrsta in Stevilo aberacij, navedena za vsako Zival posebej;

— skupno $tevilo aberacij na skupino s srednjimi vrednostmi in standardnimi odkloni;

— Stevilo celic z aberacijami na skupino s srednjimi vrednostmi in standardnimi odkloni;

— razmetje med odmerkom in odzivom, ¢e je mogoce;

— uporabljene statisticne analize in metode;

— podatki o socasni negativni kontroli;

— podatki o negativnih kontrolah iz preteklih preskusov z obmodji, srednjimi vrednostmi, standardnimi
odkloni in 95-odstotnim intervalom zaupanja (kadar je na voljo) ali objavljeni podatki o negativnih
kontrolah iz preteklih preskusov, uporabljeni za sprejemljivost rezultatov preskusa;

— podatki o socasni pozitivni kontroli;

— spremembe v ploidnosti, ¢e so opaZene, vklju¢no s pogostnostjo poliploidije in/ali endoredupliciranih celic.
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Dodatek

OPREDELITVE POJMOV
Anevploidija: vsako odstopanje od normalnega diploidnega (ali haploidnega) Stevila kromosomov za en ali ve¢ kot en

kromosom, vendar ne za celotni set kromosomov (poliploidija).

Centromera: del kromosoma, s katerim se med delitvijo celic povezejo niti delitvenega vretena, kar omogoci urejeno
gibanje héerinskih kromosomov proti poloma hlerinskih celic.

Kemikalija: snov ali zmes.

Raznolikost kromosomov: raznolikost oblik (npr. metacentri¢ni, akrocentri¢ni itd.) in velikosti kromosomov.

Aberacija kromatidnega tipa: strukturna poskodba kromosoma, izrazena kot prelom posamezne kromatide ali prelom in
zdruzitev med kromatidama.

Aberacija kromosomskega tipa: strukturna poskodba kromosoma, izrazena kot prelom ali prelom in zdruzitev obeh
kromatid na istem mestu.

Klastogen: vsaka kemikalija, ki povzrodi strukturne kromosomske aberacije v populacijah celic ali organizmih.

Vrzel: akromatska lezija, ki je manj$a od Sirine ene kromatide, z zelo majhno neporavnanostjo kromatid.

Genotoksi¢no: splosni pojem, ki zajema vse vrste poskodb DNK ali kromosomov, vklju¢no s prelomi, delecijami, adukti,
nukleotidnimi spremembami in povezavami, prerazporeditvami, mutacijami, kromosomskimi aberacijami in anevploidijo.
Vsi genotoksi¢ni ucinki ne vplivajo na nastanek mutacij ali trajnih poskodb kromosomov.

Mitoti¢ni indeks (MI): razmerje med Stevilom celic v metafazi in skupnim Stevilom celic v opazovani populaciji celic;
kazalnik stopnje proliferacije te populacije.

Mitoza: delitev celi¢nega jedra, ki je obi¢ajno razdeljena na profazo, prometafazo, metafazo, anafazo in telofazo.

Mutageno: povzroca dedno spremembo zaporedij baznih parov DNK v genih ali strukture kromosomov (kromosomske
aberacije).

Numeri¢na anomalija: sprememba Stevila kromosomov, ki se razlikuje od normalnega Stevila, ki je znacilno za upora-
bljene Zivali.

Poliploidija: veckratnik haploidnega Stevila kromosomov (n), razen diploidnega stevila (tj. 3n, 4n in tako naprej).

Strukturna aberacija: sprememba v strukturi kromosoma, ki se lahko zazna pri mikroskopskem pregledu metafaze celi¢ne
delitve in je vidna v obliki delecij in fragmentov, izmenjav.

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, preskuSena s to preskusno metodo.

UVCB: snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti in bioloski materiali.“
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Poglavje B.40 dela B se nadomesti z naslednjim:

,B.40 JEDKOST ZA KOZO IN VITRO: PRESKUSNA METODA TRANSKUTANE ELEKTRICNE UPORNOSTI (TER)

UvoD

Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskuSanje (TG) 430 (2015). Jedkost za kozo pomeni
nastanek nepovracljive poskodbe koze, ki se kaze kot vidno odmiranje prek povrhnjice v usnjico po nanosu
preskusne kemikalije (kot je opredeljeno v globalno usklajenem sistemu ZdruzZenih narodov za razvr§¢anje in
oznacevanje kemikalij (GHS ZN) (1) ter Uredbi (ES) 3t. 1272/2008 o razvri¢anju, oznacevanju in pakiranju
snovi ter zmesi (uredba CLP) (')). Pri tej posodobljeni preskusni metodi B.40 se izvede postopek in vitro, ki
omogoca opredelitev nejedkih in jedkih snovi ter zmesi v skladu z GHS ZN (1) in uredbo CLP.

Ocena jedkosti za kozo se je obi¢ajno izvajala z uporabo laboratorijskih Zivali (preskusna metoda B.4, enako-
vredna Smernici OECD za preskuSanje 404, ki je bila prvotno sprejeta leta 1981 ter revidirana v letih 1992,
2002 in 2015) (2). Poleg sedanje preskusne metode B.40 so bile validirane Se druge preskusne metode in vitro
za preskusanje potenciala kemikalij za povzrocanje jedkosti za koZzo, ki so bile sprejete kot preskusna metoda
B.40a (enakovredna Smernici OECD za preskuSanje 431) (3) in preskusna metoda B.65 (enakovredna Smernici
OECD za preskusanje 435) (4), s katerima se lahko po potrebi opredelijo tudi podkategorije jedkih kemikalij.
Ve¢ validiranih preskusnih metod in vitro je bilo sprejetih kot preskusna metoda B.46 (enakovredna Smernici
OECD za preskuSanje 439) (5), ki naj bi se uporabljala za preskusanje drazenja koze. V Smernici OECD za
celostne pristope k testiranju in ocenjevanju (IATA) v zvezi z jedkostjo za koZo in draZenjem koZe je opisanih
ve¢ modulov, v katerih so zbrani razliéni viri informacij in orodja za analizo, zagotovljene smernice o tem, (i)
kako obstojee podatke, pridobljene s preskusanjem, in podatke, ki ne temeljijo na preskusanju, zdruziti in
uporabiti pri ocenjevanju potenciala kemikalij za draZenje koZe in jedkost za koZo, (i) predlagan pa je tudi
pristop, kadar je potrebno dodatno preskusanje (6).

S to preskusno metodo se obravnava kon¢na tocka jedkost za kozo z vidika zdravja ljudi. Temelji na preskusni
metodi transkutane elektriéne upornosti (TER) pri podganah, pri kateri se z uporabo koznih plos¢ic opredelijo
jedke snovi glede na njihovo zmozZnost zmanjsati celovitost in pregradno funkcijo roZene plasti pokoZnice.
Ustrezna smernica OECD za preskusanje je bila prvotno sprejeta leta 2004, leta 2015 pa je bila posodobljena
zaradi sklicevanja na dokument s smernicami IATA.

Za oceno preskusanja in vitro v zvezi z jedkostjo za koZzo za regulativne namene so bile izvedene predvalida-
cijske Studije (7), ki jim je sledila uradna validacijska $tudija preskusne metode TER na podganji kozi za oceno
jedkosti za kozo (8) (9) (10) (11). Na podlagi izidov teh 3tudij je bilo izdelano priporocilo, da se lahko
preskusna metoda TER (imenovana validirana referen¢na metoda — VRM) uporabi za regulativne namene za
oceno jedkosti za kozo in vivo (12) (13) (14).

Preden se omogoci uporaba predlagane podobne ali spremenjene preskusne metode TER in vitro v zvezi z
jedkostjo za kozo, ki ni VRM, za regulativne namene, je treba dolo¢iti njeno zanesljivost, ustreznost (to¢nost) in
omejitve, kar zadeva predlagano uporabo, da se zagotovi njena podobnost z VRM v skladu s standardi izvajanja
(15). Medsebojno priznavanje podatkov OECD bo zagotovljeno Sele, ko bo predlagana nova ali posodobljena
preskusna metoda v skladu s standardi izvajanja pregledana in vklju¢ena v ustrezno smernico OECD za
preskusanje.

OPREDELITVE POJMOV

Uporabljene opredelitve pojmov so navedene v Dodatku.

ZACETNI PREUDARKI

V validacijski $tudiji (10) in drugih objavljenih $tudijah (16) (17) so ugotovili, da se lahko pri preskusni metodi
TER na podganji kozi razlikuje med znanimi snovmi, ki so jedke za kozo, in znanimi snovmi, ki niso jedke, s
splosno 94-odstotno obcutljivostjo (51/54) in 71-odstotno specificnostjo (48/68) za zbirko podatkov o 122
snoveh.

(1) Uredba (ES) 3t. 1272/2008 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 16. decembra 2008 o razvr$¢anju, oznacevanju in pakiranju snovi

ter zmesi, o spremembi in razveljavitvi direktiv 67/548/EGS in 1999/45[ES ter spremembi Uredbe (ES) 3t. 1907/2006 (ULL 353,
13.12.2008, str. 1).
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8. S to preskusno metodo se obravnava jedkost za kozo in vitro. Omogoca opredelitev nejedkih in jedkih
preskusnih kemikalij v skladu z GHS ZNjuredbo CLP. Kot so pokazale validacijske studije (8) (9) (10) (11),
je omejitev te preskusne metode ta, da ne omogoca razvrstitve jedkih snovi in zmesi v podkategorije v skladu z
GHS ZN/uredbo CLP. Uporaba te preskusne metode bo odvisna od veljavnega regulativnega okvira. Ceprav ta
preskusna metoda ne zagotavlja ustreznih informacij o drazilnosti za kozo, je treba opozoriti, da se s preskusno
metodo B.46 izrecno obravnava ucinek drazilnosti za kozo in vitro na zdravje (5). Za popolno vrednotenje
lokalnih u¢inkov na kozo po enkratni izpostavljenosti koze je treba uporabiti Smernico OECD v zvezi z
IATA (6).

9. V validacijski $tudiji, na kateri temelji ta preskusna metoda, je bil preizkuSen Sirok nabor kemikalij, ki pred-
stavljajo predvsem snovi, v empiri¢no zbirko podatkov validacijske $tudije pa je vklju¢enih 60 snovi, ki
zajemajo najrazlicnejSe kemijske razrede (8) (9). Na podlagi vseh razpolozljivih podatkov se preskusna metoda
uporablja za najrazliénejSe kemijske razrede in agregatna stanja, vklju¢no s teko¢imi snovmi, poltrdnimi snovmi,
trdnimi snovmi in voski. Ker pa za posamezna agregatna stanja preskusne snovi z ustreznimi referen¢nimi
podatki niso na voljo, je treba opozoriti, da je bilo med validacijo ocenjeno podobno majhno $tevilo voskov in
jedkih trdnih snovi. Tekoce snovi so lahko vodne raztopine ali ne, trdne snovi so lahko topne ali netopne v
vodi. Kadar se lahko dokaze, da preskusne metode ni mogoce uporabljati za posamezno kategorijo snovi, se ta
preskusna metoda zanje ne sme uporabiti. Poleg tega se predpostavlja, da se ta preskusna metoda uporablja za
zmesi kot razsiritev njene uporabe za snovi. Ker pa zmesi zajemajo Sirok spekter kategorij in sestave in ker so v
zvezi s preskuSanjem zmesi trenutno na voljo samo omejene informacije, se ta preskusna metoda v primerih, ko
se lahko dokaZe, da je ni mogoce uporabiti za posamezno kategorijo zmesi (npr. v skladu s strategijo, kot jo
predlagajo Eskes et al., 2012) (18), ne sme uporabiti za to posamezno kategorijo zmesi. Preden se preskusna
metoda uporabi na zmesi, da bi se pridobili podatki za predvideni regulativni namen, je treba preuciti, ali in
zakaj lahko zagotovi ustrezne rezultate za navedeni namen. Kadar obstaja regulativna zahteva za preskusanje
zmesi, taki preudarki niso potrebni. Plini in aerosoli Se niso bili ocenjeni v validacijskih $tudijah (8) (9). Ceprav
se lahko preskusijo z uporabo preskusne metode TER, veljavna preskusna metoda ne dovoljuje preskusanja
plinov in aerosolov.

NACELO PRESKUSA

10. Preskusna kemikalija se nanese za najve¢ 24 ur na epidermalne povrSine koznih plo§é¢ic v preskusnem sistemu z
dvema komorama, v katerem kozne plos¢ice delujejo kot pregrada med komorami. Kozne plosice se odvza-
mejo s humano usmrenih podgan, starih 28-30 dni. Jedke kemikalije se opredelijo glede na zmoZnost
zmanj$ati celovitost in pregradno funkcijo roZene plasti pokoznice, ki se meri kot zniZanje TER pod raven
praga (16) (glej odstavek 32). Za TER na kozi podgan je bil na podlagi obseznih podatkov za Sirok obseg snovi
izbran prag 5 kQ, kjer je bila velika ve¢ina vrednosti precej nad pragom (pogosto > 10 kQ) ali precej pod njim
(pogosto < 3 kQ) (16). Na splosno preskusne kemikalije, ki niso jedke za Zzivali, ampak so drazilne ali nedra-
zilne, ne zniZujejo TER pod ta prag. Prav tako lahko uporaba drugih koznih pripravkov ali druge opreme
spremeni vrednost praga, kar zahteva dodatne validacije.

11. V preskusni postopek je vklju¢ena stopnja vezave barvila za potrjevanje pozitivnih rezultatov preskusa TER,
kadar so vrednosti okoli 5 kQ. V stopnji vezave barvila se ugotovi, ali je povecanje ionske prepustnosti posledica
fiziénega uniCenja roZene plasti pokoznice. Metoda TER je na podganji koZi pokazala, da lahko pri kuncih
napove jedkost in vivo, dolo¢eno s preskusno metodo B.4 (2).

DOKAZOVANJE USPOSOBLJENOSTI

12. Pred redno uporabo preskusne metode TER na koZi podgan, ki izpolnjuje zahteve te preskusne metode, morajo
laboratoriji dokazati tehni¢no usposobljenost tako, da pravilno razvrstijo 12 snovi za preverjanje tehnicne
usposobljenosti, priporoenih v preglednici 1. V primerih, ko snov s seznama ni na voljo ali ko je to uteme-
lieno, se lahko uporabi druga snov, za katero so na voljo ustrezni referen¢ni podatki in vivo in in vitro (npr. s
seznama referenénih kemikalij (16)), ¢e se uporabijo enaka merila za izbor, kot so opisana v preglednici 1.
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Preglednica 1
Seznam snovi za preverjanje usposobljenosti (')
GHS
ZN[uredba | VRM Kat. o
Snov St CAS Kemijski CLP Kat. na |na podlagi e pH (%
razred (%) podlagi rezul- | rezultatov Cani
tatov in in vitro stanje
vivo (%)
Jedke snovi in vivo
N,N-dimetil dipropilentriamin 10563-29-8 | organska 1A 6x] tekoce 8,3
baza
1,2-diaminopropan 78-90-0 organska 1A 6 x] | tekoce 8,3
baza
Zveplova kislina (10-odstotna) 7664-93-9 | anorganska | (1A[)1B/1C| 5x] tekoce 1,2
kislina
1xx N
Kalijev  hidroksid  (10-odstotni | 1310-58-3 | anorganska | (1A/)1IB/1C| 6 x] tekoce 13,2
vodni) baza
Oktanojska (kaprilska) kislina 124-07-2 organska 1B/1C 4x] | tekoce 3,6
kislina
2xNJ
2-terc-butilfenol 88-18-6 fenol 1B[1C 4 x] tekoce 3,9
2 xNJ
Nejedke snovi in vivo
Izostearinska kislina 2724-58-5 organska NJ 6 xNJ | tekoce 3,6
kislina
4-amino-1,2,4-triazol 584-13-4 organska NJ 6 xNJ | trdno 5,5
baza
Fenetil bromid 103-63-9 elektrofil NJ 6 xNJ | tekoce 3,6
4-(metiltio)-benzaldehid 3446-89-7 elektrofil NJ 6 xNJ | tekoce 6,8
1,9-dekadien 1647-16-1 nevtralna NJ 6 xNJ | tekoce 3,9
organska
snov
Tetrakloroetilen 127-18-4 nevtralna NJ 6 xNJ | tekoce 4,5
organska
snov

Kratice: aq = vodni; §t. CAS = registrska Stevilka Sluzbe za izmenjavo kemijskih izvleckov (CAS); VRM = validirana referencna

metoda; ] = jedko; NJ = nejedko.

(") Snovi za preverjanje usposobljenosti, ki so najprej razvri¢ene na jedke in nejedke, nato po podkategoriji jedkosti in
nazadnje po kemijskem razredu, so bile izbrane med snovmi, uporabljenimi pri validacijski $tudiji ECVAM v zvezi s
preskusno metodo TER na kozi podgan (8) (9). Ce ni navedeno drugade, so se snovi preskusile pri stopnji Cistosti, pri
kateri so bile kupljene od komercialnega vira (8). Kolikor je bilo mogoce, so bile v izbor vkljuéene snovi, ki: (i) pred-
stavljajo razpon odzivov jedkosti (npr. snovi, ki niso jedke; snovi, ki so od blago do mocno jedke), ki jih je mogoce
izmeriti ali napovedati z VRM; (ii) predstavljajo kemijske razrede, uporabljene v validacijski $tudiji; (iii) kaZejo znacilnosti
delovanja VRM; (iv) imajo dobro opredeljene kemijske strukture; (v) dajejo dokonéne rezultate pri referenéni preskusni
metodi in vivo; (vi) so razpolozljive na trgu in (vii) niso povezane s previsokimi stroski odstranjevanja.

(%) Kemijski razred, dodeljen po Barrattu et al. (8).

(}) Ustrezne embalazne skupine ZN so [, 1I in III za kategorije 1A, 1B oziroma 1C po GHS ZN/uredbi CLP.

(*) Vrednosti pH so povzete po Fentemu et al. (9) in Barrattu et al. (8).
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POSTOPEK

13. Na voljo so standardni delovni postopki za preskusno metodo TER v zvezi z jedkostjo za kozo na kozi podgan
(19). Preskusne metode TER na koZi podgan, zajete s to preskusno metodo, morajo izpolnjevati pogoje,
navedene v nadaljevanju.

Zivali

14. Uporabiti je treba podgane, ker je bila obcutljivost koze podgan za snovi pri tej preskusni metodi predhodno
dokazana (12) in so edini vir koze, ki je bil uradno validiran (8) (9). Zagotoviti je treba, da so mesicki dlak v
dormantni fazi, preden se za¢ne rast odraslih dlak, pri ¢emer sta zlasti pomembna starost (ob odvzemu koze) in
sev podgane.

15. Dlaka na hrbtu in bokih mladih priblizno 22 dni starih samcev ali samic (Wistar ali podobnega seva podgan) se
previdno odstrani z majhnimi $karjami. Nato se Zivali s pazljivim brisanjem umijejo, ostrizena povrina pa se
potopi v antibioti¢no raztopino (ki denimo vsebuje streptomicin, penicilin, kloramfenikol in amfotericin v
koncentracijah, ki u¢inkovito preprecujejo rast bakterij). Zivali se z antibioticno raztopino ponovno umijejo
tretji ali Cetrti dan po prvem umivanju, uporabijo pa se v 3 dneh po drugem umivanju, ko rozena plast okreva
po odstranitvi dlak.

Priprava koznih plos¢ic

16. Zivali se humano usmrtijo, ko so stare 28-30 dni; ta starost je klju¢na. Z vsake posamezne Zivali se nato
odstrani hrbtno-bo¢na koza, s katere se previdno odlui¢i vsa odvecna podkozna maséoba. Nato se izreZejo
kozne ploscice v premeru priblizno 20 mm. Koza se lahko shrani pred uporabo ploscic, kadar se dokaze, da so
podatki pozitivnih in negativnih kontrol enaki kot pri svezi kozi.

17. Vsaka kozna ploi¢ica se namesti ¢ez konec cevi iz PTFE (politetrafluoroetilena), pri ¢emer se mora povrina
pokoznice dotikati cevi. Cez konec cevi se tesno namesti gumijast obro¢, s katerim se koza pricvrsti, nato se
obreze odve¢no tkivo. Gumijasti obro¢ se nato z naravnim vazelinom pazljivo pritesni na konec PTFE-cevi. Cev
se z vzmetno sponko namesti v receptorsko komoro, ki vsebuje raztopino MgSO, (154 mM) (slika 1). Kozne
ploscice morajo biti popolnoma potopljene v raztopino MgSO,. Iz kozZe ene podgane je mogoce pridobiti od
10 do 15 koznih plos¢ic. Mere cevi in obroca so prikazane na sliki 2.

18. Na dveh koznih ploscicah iz koze vsake Zivali se pred zacetkom preskusanja za namene kontrole kakovosti
izmeri TER. Preostale plos¢ice se lahko uporabijo pri preskusni metodi, ¢e je elektri¢na upornost obeh ploscic
vedja od 10 kQ. Ce je upornost manjsa od 10 kQ, je treba preostale ploscice, pripravljene iz iste koZe, zavredi.

Nanos preskusne kemikalije in kontrolnih snovi

19. Pri vsaki ponovitvi (poskusu) je treba uporabiti istocasne pozitivne in negativne kontrole, da se zagotovi
ustreznost izvedbe modela poskusa. Pri vsaki ponovitvi (poskusu) se lahko uporabijo le kozne ploscice ene
zivali. Predlagana preskusna kemikalija za pozitivno kontrolo je 10-molarna klorovodikova kislina, za negativno
kontrolo pa destilirana voda.

20. Tekoce preskusne kemikalije (150 pl) se enakomerno nanesejo na povrsino pokoznice v cevi. Pri preskusanju
trdnega materiala se na kozno ploi¢ico enakomerno nanese dovolj trdne snovi, da se zagotovi, da je prekrita
celotna povrsina pokoznice. Nato se na trdno snov doda deionizirana voda (150 pl), cevka pa se rahlo pretrese.
Za najvegji stik s kozo bo morda treba trdno snov segrevati do 30 °C, da se preskusna kemikalija stali ali
zmehéa, ali zmleti, da nastane granulat ali prasek.
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21. Za vsako preskusno in kontrolno kemikalijo se pri vsaki ponovitvi (poskusu) uporabijo tri kozne ploscice.
Preskusne kemikalije se za 24 ur nanesejo pri 20-23 °C. Preskusna kemikalija se odstrani tako, da se toliko ¢asa
spira s curkom tekoce vode pri najve¢ sobni temperaturi, dokler ni ve¢ mogoce odstraniti materiala.

Meritve TER

22. Impedanca koZe se izmeri kot TER z Wheatstonovim mostiCem nizke napetosti in izmeni¢nega toka (18).
Splosne specifikacije za mosti¢ so: delovna napetost 1-3 volte, izmeni¢ni tok 50-1 000 Hz v obliki sinusa ali
pravokotnika in merilno obmoc¢je najmanj 0,1-30 kQ. Merilni mosti¢ v validacijski $tudiji je meril induktivnost
do 2 000 H, kapacitivnost do 2 000 pF in upornost do 2 MQ pri frekvencah 100 Hz ali 1 kHz v zaporednih ali
vzporednih meritvah. V preskusu jedkosti TER se meritve evidentirajo v obliki upornosti pri frekvenci 100 Hz in
z zaporednimi vrednostmi. Pred merjenjem elektriéne upornosti se povrsinska napetost koze zmanjsa, tako da
se doda zadostna koli¢ina 70-odstotnega etanola, da prekrije pokoznico. Po nekaj sekundah se etanol odstrani
iz cevi, tkivo pa se nato navlazi s 3 ml raztopine MgSO, (154 mM). Za merjenje upornosti v kQ/kozno plosc¢ico
se elektrode merilnega mosti¢a namestijo na vsako stran kozne ploscice (slika 1). Mere elektrod in dolzina
elektrode pod krokodilsko sponko so navedene na sliki 2. Sponka notranje (debele) elektrode med merjenjem
upornosti lezi na vrhu PTFE-cevi, s ¢imer se zagotovi, da je v raztopino MgSO, ves Cas potopljena enaka
dolzina elektrode. Zunanja elektroda je v receptorski komori, in sicer se dotika njenega dna. Razdalja med
vzmetno sponko in dnom PTFE-cevi je konstantna (slika 2), saj ta razdalja vpliva na dobljeno vrednost
upornosti. Zato mora biti razdalja med notranjo elektrodo in kozno plos¢ico konstantna in minimalna
(1-2 mm).

23. Ce je izmerjeni upor vegji od 20 kQ, je to morda posledica tega, da ostanki preskusne kemikalije prekrivajo
povrsino pokoznice kozne ploi¢ice. Za dodatno odstranitev te plasti se lahko na primer zaCepi PTFE-cev z
orokaviCenim palcem in jo stresa priblizno 10 sekund; raztopina MgSO, se zavrZe, merjenje upornosti pa se
ponovi s svezim MgSO,.

24. Lastnosti in mere preskusne naprave in uporabljenega poskusnega postopka lahko vplivajo na pridobljene
vrednosti TER. Prag za jedkost 5 kQ je bil ugotovljen na podlagi podatkov, pridobljenih s posebnimi napravami
in postopkom, opisanim v tej metodi. Ce se preskusni pogoji bistveno spremenijo ali ¢e se uporabi drugacna
naprava, lahko veljajo drugacni pragovi in kontrolne vrednosti. Zaradi tega je treba metodologijo in prag
upornosti obvezno umerjati s preskuSanjem vrste snovi za preverjanje usposobljenosti, ki se izberejo med
snovmi, uporabljenimi v validacijski $tudiji (8) (9), ali skupinami snovi, ki so podobne preskusani. Nabor
primernih snovi za preverjanje usposobljenosti je prikazan v preglednici 1.

Metode vezave barvila

25. Izpostavljenost doloc¢enim nejedkim materialom lahko povzroc¢i zmanjSanje upornosti pod prag 5 kQ, pri ¢emer
je omogocen prehod ionov skozi roZeno plast in s tem zmanjSanje elektricne upornosti (9). Npr. nevtralne
organske snovi in snovi, ki so povriinsko aktivne (med drugim detergenti, emulgatorji in druge povrsinsko
aktivne snovi), lahko odstranjujejo kozne lipide in povzrodijo vejo prepustnost za ione. Zato je treba pri
vrednostih TER za preskusne kemikalije pod 5 kQ ali okoli te vrednosti in brez vidnih poskodb koznih ploscic
opraviti oceno penetracije barvila na kontrolnih in tretiranih tkivih, da se ugotovi, ali so vrednosti TER posledica
povecane prepustnosti koze ali jedkosti za kozo (7) (9). V slednjem primeru barvilo sulforodamin B pretrga
roZeno plast, pri ¢emer barvilo po nanosu na povrsino koze hitro penetrira in obarva pod njim lezece tkivo. To
specifiéno barvilo je odporno proti Sirokemu razponu snovi in nanj ne vpliva ekstrakcijski postopek, opisan

spodaj.

Nanos in odstranitev barvila sulforodamin B

26. Po oceni TER se magnezijev sulfat odstrani iz cevi, koZo pa je treba natanéno pregledati za vidne poskodbe. Ce
ocitnih ve¢jih poskodb (npr. perforacije) ni, se na povisino pokoznice vsake koZne plos¢ice za 2 uri nanese
150 pl 10-odstotne (m/V) raztopine barvila sulforodamin B (Acid Red 52; C.I. 45100; §t. CAS 3520-42-1) v
destilirani vodi. Te kozne ploi¢ice se nato priblizno 10 sekund spirajo s tekoco vodo pri najve¢ sobni
temperaturi, da se odstrani morebitno odvecno/nevezano barvilo. Vsaka kozna plos¢ica se pazljivo odstrani
iz PTFE-cevi in prenese v vialo (npr. 20-mililitrsko steklenicko za scintilacijsko tekocino), ki vsebuje deionizirano



26.9.2019

Uradni list Evropske unije

L 24761

vodo (8 ml). Viale se 5 minut rahlo stresajo, da se odstrani preostalo odveéno nevezano barvilo. Postopek
izpiranja se ponovi, nato pa se koZne plos¢ice odstranijo in prenesejo v viale, ki vsebujejo 5 ml 30-odstotnega
(m/V) natrijevega dodecil sulfata (SDS) v destilirani vodi, ter v inkubatorju &z no¢ shranijo pri 60 °C.

27. Po inkubaciji se vse kozZne plos¢ice odstranijo in zavrzejo, preostala raztopina pa se 8 minut centrifugira pri
21 °C (relativna centrifugalna sila ~ 175 x g). 1 ml vzorca supernatanta se nato razred¢i v razmerju 1 proti 5
(V[V) (§. 1 ml+ 4 ml) s 30-odstotnim SDS (m/V) v destilirani vodi. Opti¢na gostota raztopine se meri pri

565 nm.

Izrac¢un vsebnosti barvila

28. Vsebnost barvila sulforodamin B v ploscici se izrauna iz vrednosti opti¢ne gostote (9) (koeficient molarne
ekstinkcije barvila sulforodamin B pri 565 nm = 8,7 x 10% molekulska masa = 580). Vsebnost barvila se dolo¢i
za vsako kozno plos¢ico s pomocjo ustrezne umeritvene krivulje, nato pa se izracuna srednja vrednost
vsebnosti barvila za ponovljene vzorce.

Merila za sprejemljivost

29. Povprecni rezultati TER se sprejmejo pod pogojem, da so vrednosti istoasne pozitivne in negativne kontrole v
mejah sprejemljivosti za to metodo v preskusnem laboratoriju. Meje sprejemljivosti za metodologijo in naprave,
opisane zgoraj, so prikazane v naslednji preglednici.

Kontrola Snov Mejni upor (kQ)
Pozitivna 10-molarna klorovodikova kislina 0,5-1,0
Negativna destilirana voda 10-25

30. Povprecni rezultati vezanja barvila se sprejmejo, e so vrednosti istocasne kontrole v mejah sprejemljivosti za
metodo. Predlagane sprejemljive meje vsebnosti barvila za kontrolne snovi za zgoraj opisano metodologijo in
napravo so navedene v spodnji preglednici.

Kontrola Snov Meje vsebnosti barvila (ug/koscek)
Pozitivna 10-molarna klorovodikova kislina 40-100
Negativna destilirana voda 15-35

Razlaga rezultatov

31. Mejna vrednost TER, ki se uporablja za razlikovanje med jedkimi in nejedkimi preskusnimi kemikalijami, je bila
dolo¢ena med optimiranjem preskusne metode, preskuSena v predvalidacijski fazi in potrjena v uradni valida-

cijski $tudiji.

32. Napovedni model za preskusno metodo TER v zvezi z jedkostjo za kozo na kozZi podgan (9) (19), povezan s

sistemom za razvri¢anje GHS ZN/uredbe CLP, je naveden v nadaljevanju.
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Za preskusno kemikalijo se Steje, da ni jedka za kozo:

i) Ce je srednja vrednost TER, dobljena za preskusno kemikalijo, vedja od (>) 5 kQ ali

ii) ¢e je srednja vrednost TER, dobljena za preskusno kemikalijo, manjsa ali enaka (<) 5kQ in

— ¢e na koznih ploscicah ni vidnih poskodb (npr. perforacije) ter

— je srednja vrednost vsebnosti barvila v kozni ploi¢ici manjsa (<) od isto¢asno dolocene srednje vrednosti
vsebnosti barvila v kozni plos¢ici iz pozitivne kontrole z 10-molarno HCl (za vrednosti pozitivne
kontrole glej odstavek 30).

Za preskusno kemikalijo se 3teje, da je jedka za kozo:

i) ¢e je srednja vrednost TER, dobljena za preskusno kemikalijo, manjsa ali enaka (<) 5 kQ in so kozne ploscice
vidno poskodovane (npr. perforirane) ali

ii) ¢e je srednja vrednost TER, dobljena za preskusno kemikalijo, manjsa ali enaka (<) 5kQ in

— ¢e na koznih plos¢icah ni vidnih poskodb (npr. perforacije), vendar

— je srednja vrednost vsebnosti barvila v kozni ploscici ve¢ja ali enaka () istoCasno doloceni srednji
vrednosti vsebnosti barvila v kozni plos¢ici iz pozitivne kontrole z 10-molarno HCl (za vrednosti
pozitivne kontrole glej odstavek 30).

33. Kadar je razvrstitev nedvoumna, bi moralo za preskusno kemikalijo zado$¢ati eno preskusanje (poskus), sesta-
vljeno iz vsaj treh ponovljenih vzorcev koznih ploscic. V primeru mejnih rezultatov, kot so neskladne ponovne
meritve infali povpre¢ni TER, enak 5 + 0,5 k Q, je treba preuciti moZnost izvedbe druge neodvisne ponovitve
preskusanja (poskusa) in nato 3e tretje, ¢e so rezultati prvih dveh ponovitev preskusanj (poskusov) neskladni.

PODATKI IN POROCANJE
Podatki

34. Vrednosti upornosti (kQ), in kadar je primerno, vrednosti vsebnosti barvila (ug/plos¢ico) za preskusno kemi-
kalijo skupaj s podatki pozitivnih in negativnih kontrol je treba prikazati v obliki preglednice, vkljutno s
podatki za vsak ponovljeni vzorec plos¢ice pri vsaki ponovitvi preskusanja (poskusa) in srednjimi vrednostmi
t standardni odklon. Vse ponovljene poskuse je treba navesti. Za vsako preskusno kemikalijo je treba navesti
opazene poskodbe koznih ploscic.

Porocilo o preskusu

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

Preskusna kemikalija in kontrolne snovi:

— Snov iz ene sestavine kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi [IUPAC ali ime CAS,
Stevilka CAS, koda po sistemu SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula, Cistost, kemijska iden-
titeta necisto¢, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.
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— Snov z ve¢ sestavinami, UVCB in zmesi: ¢im obseznejsa opredelitev lastnosti s kemijsko identiteto (glej
zgoraj), kvantitativnim pojavljanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi sestavin;

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

— vir, $tevilka serije, ¢e je na voljo;

— obdelava preskusnih/kontrolnih kemikalij pred preskusanjem, ¢e je ustrezno (npr. segrevanje, drobljenje);

— stabilnost preskusne kemikalije, rok uporabe ali datum za ponovno analizo, ¢e je znan;

— pogoji skladi§¢enja.

Preskusne Zivali:

— uporabljeni sev in spol;

— starost Zivali, ko so bile uporabljene kot donorke;

— izvor, nastanitvene razmere, prehrana itd.;

— podrobnosti o pripravi koze.

Preskusni pogoji:

— umeritvene krivulje za preskusne aparature;

— umeritvene krivulje za izvedbo preskusa vezave barvila, filtrirana valovna dolZzina, uporabljena za merjenje
vrednosti opti¢ne gostote, in razpon linearnosti opti¢ne gostote merilne naprave (npr. spektrofotometra), ce
je primerno;

— podrobnosti o preskusnem postopku, uporabljenem za meritve TER;

— podrobnosti o preskusnem postopku, uporabljenem za oceno vezave barvila, ¢e je primerno;

— uporabljeni preskusni odmerki, trajanje obdobij izpostavljenosti in temperature izpostavljenosti;

— podrobnosti o postopku spiranja, uporabljenem po obdobju izpostavljenosti;

— Stevilo ponovljenih vzorcev koznih ploscic, uporabljenih na preskusno kemikalijo, in kontrol (pozitivnih in
negativnih kontrol);

— opis morebitnih prilagoditev preskusnega postopka;



L 247/64

Uradni list Evropske unije 26.9.2019

— navedba podatkov o modelu iz preteklih preskusov. To mora med drugim vkljucevati:

i) sprejemljivost vrednosti TER (v k Q) za pozitivno in negativno kontrolo z navedbo mejnega uporna za
pozitivne in negativne kontrole;

ii) sprejemljivost vrednosti vsebnosti barvila (v pg/ploscico) za pozitivno in negativno kontrolo z navedbo
mej vsebnosti barvila za pozitivno in negativno kontrolo;

iii) sprejemljivost rezultatov preskusov z navedbo variabilnosti med ponovljenimi vzorci koznih ploscic v

preteklih preskusih;

— opis uporabljenih meril za odlocanjefuporabljenega napovednega modela.

Rezultati:

— preglednice s podatki iz preskusov TER in vezave barvila (Ce je ustrezno) za posamezne preskusne kemikalije

in kontrole, za vsako ponovitev preskusanja (poskusa) in vsak ponovljeni vzorec kozne ploscice (posamezne
zivali in posamezni vzorci koZe), srednje vrednosti, standardni odkloni in koeficienti variacije;

— opis vseh opazenih ucinkov;

— izpeljana razvrstitev z navedbo uporabljenega napovednega modela/meril za odlocitev.

Razprava o rezultatih

Sklepne ugotovitve

VIRI

(1)

Zdruzeni narodi (ZN) (2013). Globalno usklajeni sistem za razvricanje in oznacevanje kemikalij (GHS),
druga revidirana izdaja, ZN New York in Zeneva, 2013. Na voljo na: [http://www.unece.org/trans/danger/
publi/ghs/ghs_rev05/05files_e.htm].

Poglavje B.4 te priloge, Akutno draZenje koze, jedkost za kozo.

Poglavje B.40a te priloge, Model koze in vitro.

Poglavje B.65 te priloge, Preskusna metoda membranske pregrade in vitro.

Poglavje B.46 te priloge, DraZenje koZe in vitro: preskusna metoda rekonstruirane cloveske pokoznice.

OECD (2014). Guidance document on Integrated Approaches to Testing and Assessment for Skin Irrita-
tion/Corrosion. Environment, Health and Safety Publications, Series on Testing and Assessment (5t. 203),
Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj, Pariz.
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Test Chemicals. Toxic.In Vitro 12, 471-482.

(9) Fentem, J. H., Archer, G. E. B., Balls, M., Botham, P. A., Curren, R. D., Earl, L. K., Esdaile, D. J., Holzhiitter,
H.-G., in Liebsch, M. (1998). The ECVAM International Validation Study on In Vitro Tests For Skin
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Practical Aspects of the Validation of Toxicity Test Procedures. The Report and Recommendations of
ECVAM Workshops.ATLA23, 129-147.
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ICCVAM (Medagencijski koordinacijski odbor ZDA za validacijo alternativnih metod). (1997). Validation
and Regulatory Acceptance of Toxicological Test Methods. Publikacija NIH §t. 97-3981. National Institute
of Environmental Health Sciences, Research Triangle Park, NC, ZDA.

(12) EC-ECVAM (1998). Statement on the Scientific Validity of the Rat Skin Transcutaneos Electrical Resistance
(TER) Test (an In Vitro Test for Skin Corrosivity), izdal ECVAM Scientific Advisory Committee (ESAC10),
3. april 1998.

(13) ECVAM (1998). ECVAM News & Views. ATLA 26, 275-280.

(14) ICCVAM (Medagencijski koordinacijski odbor ZDA za validacijo alternativnih metod) (2002). ICCVAM
Evaluation of EpiDerm™ (EPI-200), EPISKIN™ (SM), and the Rat Skin Transcutaneous Electrical Resistance
(TER) Assay: In Vitro Test Methods for Assessing Dermal Corrosivity Potential of Chemicals. Publikacija
NIH $t. 02-4502. National Toxicology Program Interagency Center for the Evaluation of Alternative
Toxicological Methods, National Institute of Environmental Health Sciences, Research Triangle Park, NC,
ZDA.

(15) OECD (2015). Performance Standards for the Assessment of Proposed Similar or Modified In Vitro
Transcutaneous Electrical Resistance (TER) Test Method for Skin Corrosion in Relation to TG 430.
Environmental Health and Safety Publications, Series on Testing and Assessment, §t. 218. Organizacija
za gospodarsko sodelovanje in razvoj, Pariz.

(16) Oliver, G. J. A., Pemberton, M. A., in Rhodes, C. (1986). An In Vitro Skin Corrosivity Test -Modifications
and Validation. Fd. Chem. Toxicol.24, 507-512.

(17) Botham, P. A, Hall, T. J., Dennett, R., McCall, J. C., Basketter, D. A., Whittle, E., Cheeseman, M., Esdaile, D.
J., in Gardner, J. (1992). The Skin Corrosivity Test In Vitro: Results of an Interlaboratory Trial. Toxicol. In
Vitro 6,191-194.

(18) Eskes, C., Detappe, V., Koéter, H., Kreysa, J., Liebsch, M., Zuang, V., Amcoff, P., Barroso, J., Cotovio, J.,
Guest, R., Hermann, M., Hoffmann, S., Masson, P., Alépée, N., Arce, L. A., Briischweiler, B., Catone, T.,
Cihak, R., Clouzeau, J., D‘Abrosca, F., Delveaux, C., Derouette, J. P., Engelking, O., Facchini, D., Frohlicher,
M., Hofmann, M., Hopf, N., Molinari, ]., Oberli, A., Ott, M., Peter, R., Sd-Rocha, V. M., Schenk, D., Tomicic,
C., Vanparys, P., Verdon, B., Wallenhorst, T., Winkler, G. C., in Depallens, O. (2012). Regulatory Asses-
sment of In Vitro Skin Corrosion and Irritation Data Within the European Framework: Workshop Recom-
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(19) TER SOP (december 2008). INVITTOX Protocol (No 115) Rat Skin Transcutaneous Electrical Resistance
(TER) Test.

(20) OECD (2005). Guidance Document on the Validation and International Acceptance of New or Updated
Test Methods for Hazard Assessment. Environmental Health and Safety Publications, Series on Testing and
Assessment (3t. 34), Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj, Pariz.

Slika 1

Naprava za preskus ter na koZi podgane
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Slika 2

Mere uporabljenih cevi iz politetrafluoroetilena (PTFE), receptorskih cevi in elektrod

| |

Klju¢ni dejavniki zgoraj prikazane naprave:
— Notranji premer PTFE-cevi,

— dolzina elektrod relativno na PTFE-cev in receptorsko cev, tako da se kozna plos¢ica ne dotika elektrod
in da je v stiku z raztopino MgSO, standardna dolZina elektrode,

— visina raztopine MgSO, v receptorski cevki mora biti relativna na gladino raztopine v PTFE-cevi, kakor
je prikazano na sliki 1,

— kozna plos¢ica mora biti v PTFE-cev dovolj dobro fiksirana, da je elektri¢ni upor resni¢no merilo
lastnosti koze.
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Dodatek

OPREDELITVE POJMOV

Toénost: stopnja ujemanja rezultatov preskusne metode s sprejetimi referenénimi vrednostmi. Je merilo ucinkovitosti
preskusne metode in eden od vidikov ustreznosti. Ta izraz in izraz ,skladnost’ se pogosto uporabljata kot sopomenki in
pomenita delez pravilnih rezultatov preskusne metode (20).

J: jedko.

Kemikalija: snov ali zmes.

Skladnost: je merilo ucinkovitosti za preskusne metode, s katerimi se pridobijo kategori¢ni rezultati, in eden od vidikov
ustreznosti. Ta izraz in izraz to¢nost se véasih uporabljata kot sopomenki in pomenita delez vseh preskusenih kemikalij,
ki so pravilno razvri¢ene kot pozitivne ali negativne. Skladnost je zelo odvisna od razsirjenosti pozitivnih rezultatov v
vrstah preucevane preskusne kemikalije (20).

GHS (globalno usklajeni sistem za razvrscanje in oznaCevanje kemikalij (ZN)): sistem za razvricanje kemikalij
(snovi in zmesi) v skladu s standardiziranimi vrstami in stopnjami fizi¢nih, zdravstvenih in okoljskih nevarnosti ter za
obravnavanje ustreznega oznacevanja, na primer s piktogrami, opozorilnimi besedami, stavki o nevarnosti, previdnos-
tnimi stavki in varnostnimi listi, da bi se razsirile informacije o skodljivih ucinkih kemikalij ter s tem zad¢itili ljudje
(vklju¢no z delodajalci, delavci, prevozniki, potrosniki in reSevalci) in okolje (1).

IATA: Integrated Approach to Testing and Assessment (celostni pristop k testiranju in ocenjevanju).

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

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

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

NJ: nejedko.

OD: opticna gostota.

PC: pozitivna kontrola: ponovljen vzorec, ki vsebuje vse sestavine preskusnega sistema in se tretira s snovjo, za katero je
znano, da povzrodi pozitiven odziv. Za zagotovitev, da se lahko variabilnost odziva pozitivne kontrole oceni v daljsem
¢asovnem obdobju, pa stopnja pozitivnega odziva ne sme biti prevelika.
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Standardi izvajanja (SI): standardi, ki temeljijo na validirani preskusni metodi in so podlaga za oceno primerljivosti
predlagane preskusne metode, ki je funkcijsko in mehanisticno podobna. Vklju¢ujejo: (i) nujne elemente preskusne
metode; (i) najkraj$i mozni seznam referen¢nih kemikalij, izbranih iz skupine kemikalij, ki se uporabljajo za dokazovanje
sprejemljive u¢inkovitosti validirane preskusne metode, ter (iii) podobne stopnje zanesljivosti in to¢nosti, ki temeljijo na
rezultatih validirane preskusne metode, kar mora dokazati predlagana preskusna metoda pri ocenjevanju ob uporabi
najkrajSega moznega seznama referencnih kemikalij.

Ustreznost: opis razmerja med preskusno metodo in preiskovanim u¢inkom ter njegovega pomena in uporabnosti za
dolocen namen. Pomeni stopnjo, do katere preskusna metoda pravilno izmeri ali napove preiskovani bioloski ucinek.
Ustreznost uposteva tudi to¢nost (skladnost) preskusne metode (20).

Zanesljivost: stopnja obnovljivosti preskusne metode v enem ali ve¢ laboratorijih v daljsem ¢asovnem obdobju ob
uporabi istega protokola. Oceni se z izratunom obnovljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih (20).

Obcutljivost: delez vseh pozitivnih/aktivnih kemikalij, ki se s preskusno metodo pravilno razvrstijo. Je merilo to¢nosti za
preskusno metodo, s katero se pridobijo kategori¢ni rezultati, in pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti
preskusne metode (20).

Jedkost za koZo in vivo: nastanek nepovracljivih poskodb koze: zlasti vidnega odmiranja prek povrhnjice v usnjico po
nanosu preskusne kemikalije za najve¢ 4 ure. Za reakcije jedkosti so znacilne razjede, krvavitve, krvave hraste in do konca
14-dnevnega opazovanja izguba barve zaradi beljenja koze, celi predeli alopecije in brazgotine. Dvoumne lezije je morda
treba preiskati histopatolosko.

Specifi¢nost: delez vseh negativnih/neaktivnih kemikalij, ki se s preskusno metodo pravilno razvrstijo. Je merilo to¢nosti
za preskusno metodo, s katero se pridobijo kategoricni rezultati, in pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti
preskusne metode (20).

Snov: kemijski elementi in njihove spojine, ki so v naravnem stanju ali pridobljeni s katerim koli proizvodnim postop-
kom, vkljucno z vsemi dodatki, potrebnimi za ohranitev stabilnosti produkta, in kakr$nimi koli ne¢istotami, ki so nastale
v uporabljenem postopku, vendar brez kakrsnega koli topila, ki ga je mogoce lo¢iti, ne da bi to vplivalo na stabilnost
snovi ali spremenilo njeno sestavo.

Ponovitev (preskusa): socasno preskusanje iste preskusne kemikalije na vsaj treh ponovljenih vzorcih koznih ploscic.
Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, preskuSena s to preskusno metodo.

transkutana elektri¢na upornost (TER).: merilo elektricne impedance koZe, ki je izrazena kot upornost v kiloohmih.
Preprosta in robustna metoda za ocenjevanje pregradne funkcije z evidentiranjem prehoda ionov preko koze z napravo z
Wheatstonovim mosticem.

UVCB: snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali biologki materiali
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(6) Poglavje B.40bis dela B se nadomesti z naslednjim:

,B.40bis JEDKOST ZA KOZO IN VITRO: PRESKUSNA METODA REKONSTRUIRANE CLOVESKE POKOZNICE
UVOD

1. Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskusanje (TG) 431 (2016). Jedkost za kozo pomeni
nastanek nepovracljive poskodbe koze, ki se kaze kot vidno odmiranje prek povrhnjice v usnjico po nanosu
preskusne kemikalije (kot je opredeljeno v globalno usklajenem sistemu Zdruzenih narodov za razvriCanje in
oznacevanje kemikalij (GHS ZN) (1) ter Uredbi (ES) $t. 1272/2008 o razvrcanju, oznacevanju in pakiranju
snovi ter zmesi (uredba CLP) (!)). Pri tej posodobljeni preskusni metodi B.40a se izvede postopek in vitro, ki
omogoca opredelitev nejedkih in jedkih snovi in zmesi v skladu z GHS ZN in uredbo CLP. Omogoca tudi delno
razvrstitev jedkih snovi v podkategorije.

2. Ocena potenciala kemikalij za povzrocanje jedkosti za koZo se je obicajno izvajala z uporabo laboratorijskih
zivali (preskusna metoda B.4, enakovredna Smernici OECD za preskuSanje 404, ki je bila prvotno sprejeta leta
1981 ter revidirana v letih 1992, 2002 in 2015) (2). Poleg sedanje preskusne metode B.40a sta bili validirani e
dve drugi preskusni metodi in vitro za preskusanje potenciala kemikalij za povzrocanje jedkosti, ki sta bili
sprejeti kot preskusna metoda B.40 (enakovredna Smernici OECD za preskusanje 430) (3) in preskusna metoda
B.65 (enakovredna Smernici OECD za preskusanje 435) (4). Poleg tega je bila preskusna metoda in vitro B.46
(enakovredna Smernici OECD za preskuSanje 439) (5) sprejeta za preskuSanje potenciala za drazenje koze. V
smernici OECD za celostne pristope k testiranju in ocenjevanju (IATA) v zvezi z jedkostjo za koZo in draZenjem
koze je opisanih ve¢ modulov, v katerih so zbrani viri informacij in orodja za analizo, zagotovljene smernice o
tem, (i) kako obstojece podatke, pridobljene s preskusanjem, in podatke, ki ne temeljijo na preskusanju, zdruziti
in uporabiti pri ocenjevanju potenciala kemikalij za drazenje koZe in povzroanje jedkosti za koZzo, (ii) pred-
lagan pa je tudi pristop, kadar je potrebno dodatno preskusanje (6).

3. S to preskusno metodo se obravnava koné¢na tocka jedkost za kozo z vidika zdravja ljudi. Pri njej se uporablja
rekonstruirana ¢loveska pokoZnica (pridobljena iz netransformiranih keratinocitov ¢loveske pokoznice), ki ima
zelo podobne histoloske, morfoloske, biokemijske in fizioloske znacilnosti kot zgornji deli ¢loveske koze, tj.
pokoznica. Ustrezna smernica OECD za preskuSanje je bila prvotno sprejeta leta 2004, leta 2013 je bila
posodobljena zaradi vkljucitve dodatnih preskusnih metod z uporabo modelov rekonstruirane ¢loveske pokoz-
nice in moZznosti uporabe metod za pomo¢ pri razvri¢anju jedkih kemikalij v podkategorije, leta 2015 pa je bila
posodobljena zaradi sklicevanja na dokument s smernicami IATA in uvedbe uporabe alternativnega postopka za
merjenje viabilnosti.

4. 'V to preskusno metodo so vkljuceni stirje validirani, na trgu dostopni modeli rekonstruirane ¢loveske pokoz-
nice. Predvalidacijske Studije (7), ki jim je sledila uradna validacijska $tudija za oceno jedkosti za kozZo (8) (9)
(10), so bile izvedene (11) (12) za dva od teh na trgu dostopnih preskusnih modelov, EpiSkin™ Standard Model
(SM) in EpiDerm™ Skin Corrosivity Test (SCT) (EPI-200) (v nadaljnjem besedilu: validirani referenéni metodi —
VRM). Na podlagi rezultatov teh $tudij je bilo izdano priporotilo, da se lahko obe zgoraj navedeni metodi VRM
uporabita za regulativne namene za razlikovanje med jedkimi () in nejedkimi (NJ) snovmi ter da se lahko model
EpiSkin™ poleg tega uporablja kot pomo¢ pri razvr$¢anju jedkih snovi v podkategorije (13) (14) (15). Glede na
validacijo na podlagi standardov izvajanja sta podobne rezultate kot VRM EpiDerm™ pokazala $e dva druga na
trgu dostopna modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice za preskusanje jedkosti za koZo in vitro (16) (17) (18).
To sta SkinEthic™ RHE () in epiCS® (ki se je prej imenoval EST-1000), ki ju je prav tako mogoce uporabiti za
regulativne namene za razlikovanje med jedkimi in nejedkimi snovmi (19) (20). S povalidacijskimi $tudijami, ki
so jih proizvajalci modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice izvedli v obdobju 2012-2014 z izpopolnjenim
protokolom za odpravo interferenc nespecificne redukcije MTT s preskusnimi kemikalijami, sta se izboljsali
uspesnost razlikovanja med jedkimi in nejedkimi snovmi ter pomo¢ pri razvrs¢anju jedkih snovi v podkategorije
(21) (22). Opravljene so bile dodatne statisticne analize povalidacijskih podatkov, pridobljenih z modeli
EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE in EpiCS®, da bi se opredelili alternativni napovedni modeli, s katerimi se
je izboljsala napovedna zmogljivost za razvrstitev v podkategorije (23).

(1) Uredba (ES) 3t. 1272/2008 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 16. decembra 2008 o razvr$¢anju, oznacevanju in pakiranju snovi
ter zmesi, o spremembi in razveljavitvi direktiv 67/548/EGS in 1999/45/ES ter spremembi Uredbe (ES) 3t. 1907/2006 (ULL 353,
13.12.2008, str. 1).

(%) Kratica RhE (= Reconstructed human Epidermis (rekonstruirana ¢loveska pokoznica)) se uporablja za vse modele, ki temeljijo na
tehnologiji rekonstruirane ¢loveske pokoznice. Kratica RHE, kot se uporablja v povezavi z modelom SkinEthic™, pomeni isto, vendar
je kot del imena te posebne preskusne metode, pod katerim se trZi, navedena z velikimi ¢rkami.
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5. Preden se omogoci uporaba predlagane podobne ali spremenjene preskusne metode z rekonstruirano ¢lovesko
pokoznico in vitro v zvezi z jedkostjo za koZo, ki ni VRM, za regulativne namene, je treba doloditi njeno
zanesljivost, ustreznost (to¢nost) in omejitve, kar zadeva predlagano uporabo, da se zagotovi njena podobnost z
VRM v skladu s standardi izvajanja (24), navedenimi v skladu z naceli Smernic OECD 34 (25). Medsebojno
priznavanje podatkov bo zagotovljeno 3ele, ko bo predlagana nova ali posodobljena preskusna metoda v skladu
s standardi izvajanja pregledana in vkljuCena v ustrezno smernico za preskusanje. Preskusni modeli, vkljuceni v
navedeno smernico za preskuSanje, se lahko uporabijo za obravnavanje zahtev drzav po rezultatih preskusov v
zvezi s preskusno metodo in vitro za jedkost za kozo, hkrati pa se izkoristi medsebojno priznavanje podatkov.

OPREDELITVE POJMOV

6. Uporabljene opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 1.

ZACETNI PREUDARKI

7. Ta preskusna metoda omogoca opredelitev nejedkih in jedkih snovi ter zmesi v skladu z GHS ZN in uredbo
CLP. Ta preskusna metoda dodatno pomaga pri razvrstitvi jedkih snovi in zmesi v neobvezno podkategorijo 1A
v skladu z GHS ZN (1) ter kombinacijo podkategorij 1B in 1C (21) (22) (23). Omejitev te preskusne metode je,
da ne omogoca razlikovanja med podkategorijo snovi, ki so jedke za kozo, 1B in podkategorijo 1C v skladu z
GHS ZN in uredbo CLP zaradi omejenega nabora znanih kemikalij, ki so jedke in vivo, iz podkategorije 1C.
Preskusne modele EpiSkin™, EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE in epiCS® je mogoce razvrstiti v podkategorije
(t. 1A, 1B ali 1C ali NJ).

8. V validacijski $tudiji v podporo preskusnim modelom, vkljuenim v to preskusno metodo, ko se uporabljajo za
opredelitev nejedkih in jedkih snovi, je bil preskusen Sirok nabor kemikalij, ki ve¢inoma predstavljajo posa-
mezne snovi; v empiri¢no zbirko podatkov validacijske Studije je vkljucenih 60 kemikalij, ki zajemajo najra-
zliéneje kemijske razrede (8) (9) (10). Preskusanje za dokaz obcutljivosti, specificnosti in tocnosti preskusa ter
njegove obnovljivosti v laboratoriju za razvrstitev v podkategorije so izvedli raziskovalci, ki so razvili preskusno
metodo, rezultate pa je pregledala OECD (21) (22) (23). Na podlagi vseh razpolozljivih podatkov se preskusna
metoda uporablja za najrazlinej$e kemijske razrede in agregatna stanja, vklju¢no s tekocimi snovmi, poltrdnimi
snovmi, trdnimi snovmi in voski. Tekoce snovi so lahko vodne raztopine ali ne, trdne snovi so lahko topne ali
netopne v vodi. Ce je mogoce, je treba trdne snovi pred nanosom zmleti v fin prah; druga predhodna obdelava
vzorca ni potrebna. Kadar se lahko dokaZe, da preskusnih modelov, vklju¢enih v to preskusno metodo, za
posamezno kategorijo preskusnih kemikalij ni mogoce uporabiti, se zanjo ne smejo uporabljati. Poleg tega se
predpostavlja, da se ta preskusna metoda uporablja za zmesi kot razsiritev njene uporabe za snovi. Ker pa zmesi
zajemajo Sirok spekter kategorij in sestave in ker so v zvezi s preskuSanjem zmesi trenutno na voljo samo
omejene informacije, se ta preskusna metoda v primerih, ko se lahko dokaze, da je ni mogoce uporabiti za
posamezno kategorijo zmesi (npr. v skladu s strategijo, kot je predlagana v (26)), za to posamezno kategorijo
zmesi ne sme uporabljati. Preden se preskusna metoda uporabi na zmesi, da bi se pridobili podatki za
predvideni regulativni namen, je treba preuciti, ali in zakaj lahko zagotovi ustrezne rezultate za navedeni
namen. Kadar obstaja regulativna zahteva za preskusanje zmesi, taki preudarki niso potrebni. Plini in aerosoli
Se niso bili ocenjeni v validacijskih $tudijah (8) (9) (10). Ceprav se lahko preskusijo z uporabo tehnologije
rekonstruirane ¢loveske pokoznice, veljavna preskusna metoda ne dovoljuje preskusanja plinov in aerosolov.

9. Preskusne kemikalije, ki absorbirajo svetlobo v istem razponu kot formazan MTT, in preskusne kemikalije, ki
lahko povzrocijo neposredno redukcijo vitalnega barvila MTT (glede na formazan MTT), lahko vplivajo na
meritve viabilnosti tkiva, zato je treba za popravke uporabiti prilagojene kontrole. Vrsta prilagojenih kontrol, ki
so lahko potrebne, je odvisna od vrste interference, ki jo povzroca preskusna kemikalija, in postopka za
metjenje formazana MTT (glej odstavke 25-31).
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10.

11.

12.

13.

Ceprav ta preskusna metoda ne prinasa ustreznih informacij o draZenju koZe, je treba opozoriti, da se s
preskusno metodo B.46 izrecno obravnava uinek drazenja koZe in vitro na zdravje in temelji na istem sistemu
rekonstruirane ¢loveske pokoZnice, ¢eprav uporablja drug protokol (5). Za popolno vrednotenje lokalnih
ucinkov na kozo po enkratni izpostavljenosti kozZe je treba uporabiti dokument s smernico OECD v zvezi s
celostnimi pristopi k testiranju in ocenjevanju (IATA) (6). Ta pristop IATA vkljuCuje opravljanje preskusov
jedkosti za kozo in vitro (kot je opisano v tej preskusni metodi) in preskusov drazenja koze pred preskusanjem
na Zzivih Zivalih. Razumljivo je, da se pri uporabi ¢loveske koZe upostevajo nacionalna in mednarodna eti¢na
nacela in pogoji.

NACELO PRESKUSA

Preskusna kemikalija se lokalno nanese na tridimenzionalni model rekonstruirane ¢loveske pokoZnice, ki
vkljuCuje netransformirane keratinocite pokoznice iz ¢loveskega tkiva, gojene za vecplastni, zelo raznolik
model ¢loveske pokoZnice. Sestavljajo ga organizirane bazalne, spinalne in zrnate plasti ter vecplastna roZena
plast, ki vklju¢uje medceli¢ne lamelarne mascobne plasti, ki predstavljajo glavne razrede mascob in so podobni
strukturi in vivo.

Preskusna metoda z rekonstruirano clovesko pokoZnico temelji na predpostavki, da lahko jedke kemikalije
prodrejo v rozeno plast z difuzijo ali erozijo in so citotoksi¢ne za spodaj lezece plasti celic. Viabilnost celic se
meri z encimsko pretvorbo vitalnega barvila MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid, tiazolil
modro tetrazol bromid; Stevilka CAS 298-93-1) v soli modrega formazana, katere koli¢ina se izmeri po
ekstrakciji iz tkiv (27). Jedke kemikalije se opredelijo glede na njihovo zmozZnost zmanjSanja viabilnosti celic
pod opredeljene vrednosti praga (glej odstavka 35 in 36). Preskusna metoda jedkosti za kozo, ki temelji na
rekonstruirani ¢loveski pokoznici, je pokazala, da lahko pri kuncih napove ucinke jedkosti za koZzo in vivo v
skladu s preskusno metodo B.4 (2).

DOKAZOVANJE USPOSOBLJENOSTI

Pred redno uporabo katerega koli od §tirih validiranih preskusnih modelov rekonstruirane ¢loveske pokoznice,
ki izpolnjujejo zahteve te preskusne metode, morajo laboratoriji dokazati tehnicno usposobljenost tako, da
pravilno razvrstijo 12 snovi za preverjanje usposobljenosti, navedenih v preglednici 1. Ce se uporabi metoda za
razvr$canje v podkategorije, je treba dokazati tudi pravilno razvri¢anje v podkategorije. V primerih, ko snov s
seznama ni na voljo ali ko je to utemeljeno, se lahko uporabi druga snov, za katero so na voljo ustrezni
referencni podatki in vivo in in vitro (npr. s seznama referencnih kemikalij (24)), ¢e se uporabijo enaka merila za
izbor, kot so opisana v preglednici 1.

Preglednica 1

Seznam snovi za preverjanje usposobljenosti (!)

26.9.2019

Kat. po GHS
ZN/uredbi |VRM Kat. na
& Kemijski CLP na podlagi MTT: Agregatno
Snov St. CAS razred () podlagi Rezultatiin MTT (%) stanje
rezultatov in | vitro (*)
vivo (3)
Podkategorija 1A za jedke snovi in vivo
Bromoocetna kislina 79-08-3 organska 1A (3) 1A — trdno
kislina
Borov trifluorid dihidrat | 13319-75-0 | anorganska 1A (3) 1A — tekoce
kislina
fenol 108-95-2 fenol 1A (3) 1A — trdno
Dikloroacetil klorid 79-36-7 elektrofil 1A (3) 1A — tekoce
Kombinacija podkategorij 1B in 1C za jedke snovi in vivo
Monohidrat glioksilne | 563-96-2 organska 1B in 1C | (3) 1B in — trdno
kisline kislina 1C
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14.

15.

Snov

St. CAS

Kemijski
razred (2)

Kat. po GHS
ZN/uredbi
CLP na
podlagi
rezultatov in
vivo (3)

VRM Kat. na
podlagi
Rezultatiin
vitro (%)

MTT:
MTT ()

Agregatno
stanje

Podkategorija 1A za jed

ke snovi in vivo

Mlecna kislina

598-82-3

organska
kislina

1B in 1C

(3) 1B in
1C

tekoce

Etanolamin

141-43-5

organska baza

1B

(3) 1B in
1C

da

viskozno

Klorovodikova
(14,4 %)

kislina

7647-01-0

anorganska
kislina

1B in 1C

(3) 1B in
1C

tekoce

Nejedke snovi

in vivo

Fenetil bromid

103-63-9

elektrofil

NJ

G N

da

tekoce

4-amino-1,2,4-triazol

584-13-4

organska baza

NJ

G) N

trdno

4-(metiltio)-benzaldehid

3446-89-7

elektrofil

NJ

G) N

da

tekoce

Lavrinska kislina

143-07-7

organska

NJ

G) N

trdno

kislina

Kratice: 8t. CAS = registrska Stevilka Sluzbe za izmenjavo kemijskih izvleckov (CAS); VRM = validirana referenéna metoda; NJ
= nejedko.
(") Snovi za preverjanje usposobljenosti, ki so najprej razviicene na jedke in nejedke, nato po podkategoriji jedkosti in
nazadnje po kemijskem razredu, so bile izbrane med snovmi, uporabljenimi pri validacijskih studijah ECVAM EpiSkin™
in EpiDerm™ (8) (9) (10), in med povalidacijskimi Studijami, temelje¢imi na podatkih raziskovalcev, ki so razvili
EpiSkin™ (22), EpiDerm™, SkinEthic™ in epiCS® (23). 86 ni navedeno drugace, so se snovi preskusile pri stopnji
Cistosti, pri kateri so bile kupljene od komercialnega vira (8) (10). Kolikor je bilo mogoce, so bile v izbor vklju¢ene snovi,
ki: (i) predstavljajo razpon odzivov jedkosti (npr. snovi, ki niso jedke; snovi, ki so od blago do mocno jedke), ki jih je
mogoce izmeriti ali napovedati z VRM; (ii) predstavljajo kemijske razrede, uporabljene v validacijskih $tudijah; (iii) imajo
dobro opredeljene kemijske strukture; (iv) povzrocajo obnovljive rezultate v VRM; (v) dajejo dokonéne rezultate pri
referen¢ni preskusni metodi in vivo; (vi) so razpoloZljive na trgu in (vii) niso povezane s previsokimi stroski odstranjeva-
nja.

() Kemijski razred, dodeljen po Barrattu et al. (8).

(}) Ustrezne embalazne skupine ZN so I, Il in IIl za 1A, 1B oziroma 1C po GHS ZN/uredbi CLP.

(% Napovedi VRM in vitro, navedene v tej preglednici, so bile dobljene s preskusnima modeloma EpiSkin™ in EpiDerm™

(VRM) med povalidacijskim preskusanjem, ki so ga izvedli razvijalci preskusne metode.

(*) Vrednosti viabilnosti, dobljene pri validacijskih $tudijah jedkosti za koZo Evropskega centa za validacijo alternativnih
metod (ECVAM), niso bile popravljene za neposredno redukcijo MTT (v validacijskih $tudijah niso bile izvedene odmrle
kontrole). Vendar so bili povalidacijski podatki, ki so jih zagotovili razvijalci preskusne metode in so predstavljeni v tej
preglednici, dobljeni s prilagojenimi kontrolami (23).

S

V okviru dokazovanja usposobljenosti se priporoca, da uporabnik po prejetju preveri pregrado tkiv, kakor to
doloca proizvajalec modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice. To je zlasti pomembno, ¢e tkiva potujejo na
dolge razdalje/dalj casa. Potem ko je preskusna metoda uspe$no vzpostavljena in je dokazana usposobljenost
glede njene uporabe, redno preverjanje tkiv ni ve¢ potrebno. Vendar je priporocljivo, da se ob redni uporabi
metode $e naprej ocenjujejo znacilnosti pregrade tkiv v rednih ¢asovnih razmikih.

POSTOPEK

V nadaljevanju so na splo$no opisani elementi in postopki preskusnih modelov rekonstruirane ¢loveske pokoz-
nice za ocenjevanje jedkosti za koZo, zajetih s to preskusno metodo. Modele rekonstruirane ¢loveske pokoznice,
potrjene kot znanstveno veljavne za uporabo v okviru te preskusne metode, in sicer modele EpiSkin™ (SM),
EpiDerm™ (EPI-200), SkinEthic™ RHE in epiCS® (16) (17) (19) (28) (29) (30) (31) (32) (33), je mogoce dobiti
od komercialnih virov. Za te $tiri modele rekonstruirane ¢loveske pokoznice so na voljo standardni delovni
postopki (34) (35) (36) (37), njihovi glavni elementi preskusne metode pa so povzeti v Dodatku 2. Priporocljivo
je, da se pri izvajanju in uporabi enega od teh modelov v laboratoriju preveri ustrezni standardni delovni
postopek. PreskuSanje s Stirimi preskusnimi modeli rekonstruirane cloveske pokoznice, zajetimi s to preskusno
metodo, se mora izvajati v skladu z zahtevami, navedenimi v nadaljevanju.
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ELEMENTI PRESKUSNE METODE REKONSTRUIRANE CLOVESKE POKOZNICE

Splosni pogoji

16. Za rekonstrukcijo epitelija se uporabijo netransformirani ¢loveski keratinociti. Pod funkcionalno rozeno plastjo
je ve¢ slojev Zivih epitelijskih celic (bazalna plast, trnasta plast, zrnata plast). RoZena plast mora biti razdeljena
na ve¢ plasti in vsebovati lipidni profil za mocno funkcionalno pregrado za zaustavitev hitre penetracije
primerjalnih kemikalij citotoksicnosti, npr. natrijevega dodecil sulfata (SDS) ali Tritona X-100. Pregradna funk-
cija mora biti dokazana in se lahko oceni z dolocitvijo koncentracije, pri kateri se zaradi primerjalne kemikalije
po doloenem ¢asu izpostavljenosti zmanj$a viabilnost tkiv za 50 % (ICs), ali z dolocitvijo ¢asa izpostavljenosti,
ki je potreben za zmanjSanje viabilnosti celic za 50 % (ET5g) po nanosu dolocene stalne koncentracije primer-
jalne kemikalije (glej odstavek 18). Zadrzevalne znacilnosti modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice morajo
preprecevati prehod materiala okoli rozene plasti v Zivo tkivo, kar bi preprecilo ucinkovitost modelov za
raziskovanje v zvezi z izpostavljenostjo koZe. V. modelu rekonstruirane ¢loveske pokoznice ne sme biti bakterij,
virusov, mikoplazme ali gliv.

Pogoji za funkcionalnost

Viabilnost

17. Analiza, ki se uporablja za kvantifikacijo viabilnosti tkiva, je analiza MTT (27). Viabilne celice konstrukcije tkiva
rekonstruirane ¢loveske pokoznice reducirajo vitalno barvilo MTT v oborino modrega formazana MTT, ki se
nato ekstrahira iz tkiva z uporabo izopropanola (ali podobnega topila). Opti¢na gostota (OD) izvlecka ekstrak-
cijskega topila mora biti dovolj majhna, tj. OD < 0,1. Ekstrahirani formazan MTT se lahko kvantitativno dolo¢i
bodisi z uporabo meritve standardne absorbance (OD) bodisi z uporabo postopka spektrofotometrije HPLC|
UPLC (38). Uporabniki modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice morajo zagotoviti, da vsaka serija zadevnega
modela izpolnjuje merila, doloCena za negativno kontrolo. Razpon sprejemljivosti (zgornja in spodnja meja) za
vrednosti opti¢ne gostote pri negativni kontroli mora dolociti razvijalec/dobavitelj modela rekonstruirane
¢loveske pokoznice. Razponi sprejemljivosti za vrednosti optiéne gostote pri negativni kontroli za Stiri validi-
rane preskusne modele rekonstruirane cloveske pokoznice, vkljuene v to preskusno metodo, so navedeni v
preglednici 2. Uporabnik spektrofotometrije HPLC/UPLC mora razpone opti¢ne gostote pri negativni kontroli,
navedene v preglednici 2, uporabiti kot merilo za sprejemljivost negativne kontrole. Evidentirati je treba, da je
negativno kontrolno tkivo, kar zadeva celicne kulture, v obdobju izpostavljenosti stabilno (meritve opti¢ne
gostote so podobne).

Preglednica 2

Razponi sprejemljivosti za vrednosti optine gostote pri negativni kontroli za kontrolo kakovosti

serije
Spodnja meja sprejemljivosti Zgornja meja sprejemljivosti
EpiSkin™ (SM) >0,6 <15
EpiDerm™ SCT (EPI-200) >0,8 <28
SkinEthic™ RHE >0,8 <30
epiCS® >0,8 <28

Pregradna funkcija

18. RozZena plast in njena masCobna sestava morata zadostovati za zaustavitev hitre penetracije nekaterih citotoksi-
¢nih primerjalnih kemikalij, npr. SDS ali Tritona X-100, kot se ocenjuje z ICsq ali ETs, (preglednica 3).
Pregradno funkcijo vsake serije uporabljenega modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice mora dokazati razvi-
jalec/prodajalec zadevnega modela ob dobavi tkiv kon¢nemu uporabniku (glej odstavek 21).
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Morfologija

19. Opravljen mora biti histoloski pregled modela rekonstruirane ¢loveske pokoZnice za prikaz ve¢plastne strukture,
podobne ¢loveski pokoznici, ki vkljuCuje bazalno plast, trnasto plast, zrnato plast in roZeno plast ter ima
podoben lipidni profil kot ¢loveska pokoznica. Histoloski pregled vsake serije uporabljenega modela rekon-
struirane ¢loveske pokozZnice, s katerim se dokaZe ustrezna morfologija tkiv, mora zagotoviti razvijalec/proda-
jalec zadevnega modela ob dobavi tkiv konénemu uporabniku (glej odstavek 21).

Obnovljivost

20. Uporabniki preskusnih metod morajo dokazati obnovljivost preskusnih metod v daljSem ¢asovnem obdobju s
pozitivnimi in negativnimi kontrolami. Poleg tega se lahko preskusna metoda uporabi samo, &e razvijalec/
dobavitelj modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice zagotovi podatke, ki dokazujejo obnovljivost v daljsem
¢asovnem obdobju z jedkimi in nejedkimi kemikalijami, na primer s seznama snovi za preverjanje usposo-
bljenosti (preglednica 1). Ce se preskusna metoda uporabi za razvricanje v podkategorije, je treba dokazati tudi
obnovljivost v zvezi z razvri¢anjem v podkategorije.

Kontrola kakovosti

21. Model rekonstruirane ¢loveske pokoZznice se lahko uporabi samo, ¢e razvijalec/dobavitelj dokaze, da vsaka serija
zadevnega modela izpolnjuje opredeljena merila za sprostitev proizvodnje, med katerimi so najpomembnejsa
merila za viabilnost (odstavek 17), pregradno funkcijo (odstavek 18) in morfologijo (odstavek 19). Ti podatki se
zagotovijo uporabnikom preskusne metode, da lahko te informacije vkljucijo v porocilo o preskusu. Za zane-
sljivo napoved razvrstitve med jedke snovi se lahko Stejejo le rezultati, doseZeni s tkivi iz serij, potrjenih s
kontrolo kakovosti. Razpon sprejemljivosti (zgornja in spodnja meja) za IC50 ali ET50 doloci razvijalec/doba-
vitelj modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice. Razponi sprejemljivosti za §tiri validirane preskusne modele so
navedeni v preglednici 3.

Preglednica 3

Merila za kontrolo kakovosti ob sprostitvi serij

Spodnja meja sprejemljivosti Zgornja meja sprejemljivosti
EpiSkin™ (SM) IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18-urno
tretiranje s SDS) (33)
EpiDerm™ SCT (EPI-200) ET50 = 4,0 ure ET50 = 8,7 ure
(1-odstotni
Triton X-100) (34)
SkinEthic™ RHE ET50 = 4,0 ure ET50 = 10,0 ure
(1-odstotni
Triton X-100) (35)
epiCS® ET50 = 2,0 ure ET50 = 7,0 ure
(1-odstotni Triton X-100) (36)

Nanos preskusne kemikalije in kontrolnih kemikalij

22. Za vsako preskusno kemikalijo in kontrole je treba za vsak Cas izpostavljenosti uporabiti vsaj dva ponovljena
vzorca tkiva. Za tekole in trdne kemikalije je treba nanesti zadostno koli¢ino preskusne kemikalije, da se
povrsina pokozmce enakomerno prekrije, pri ¢emer mora biti odmerek natancno dolocen, tj. najmanj 70 pl/em?
ali 30 mg/cm?. Odvisno od modela je treba za boljsi stik med preskusno kemikalijo in povrsino pokoznice pred
nanosom trdnih kemikalij povrsino pokoznice navlaz1t1 z deionizirano ali destilirano vodo (34) (35) (36) (37).
Ce je mogoce, je treba trdne snovi preskusiti v obliki finega prahu. Metoda nanosa mora biti primerna glede na
preskusno kemikalijo (glej npr. reference (34-37). Ob koncu ¢asa izpostavljenosti je treba preskusno kemikalijo
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23.

24,

25.

26.

27.

skrbno sprati s pokoznice z vodnim pufrom ali 0,9-odstotnim NaCl. Odvisno od tega, kateri od §tirih validi-
ranih preskusnih modelov rekonstruirane ¢loveske pokoznice se uporabi, se za vsako preskusno kemikalijo
uporabita dve ali tri obdobja izpostavljenosti (za vse $tiri ustrezne modele rekonstruirane ¢loveske pokoznice: 3
minute in 1 ura; za model EpiSkin™ dodatni ¢as izpostavljenosti traja 4 ure). Glede na uporabljeni preskusni
model rekonstruirane ¢loveske pokoznice in ocenjevano obdobje izpostavljenosti lahko inkubacijska tempera-
tura znaSa od sobne temperature do 37 °C.

Pri vsaki ponovitvi je treba uporabiti soasno negativno in pozitivno kontrolo (PC), da se dokaze, da so
viabilnost celic (z negativnimi kontrolami), pregradna funkcija in posledi¢na ob¢utljivost tkiva (s PC) v okviru
opredeljenega obmodja sprejemljivosti iz preteklih preskusov. Predlagana kemikalija za pozitivno kontrolo je
ledocetna kislina ali 8-normalni KOH, odvisno od uporabljenega modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice.
Opozoriti je treba, da je 8-normalni KOH snov, ki neposredno zmanjsuje MTT in ki lahko zahteva prilagojene
kontrole, kot je opisano v odstavkih 25 in 26. Predlagani negativni kontroli sta 0,9-odstotni NaCl ali voda.

Meritve viabilnosti celic

Analizo MTT, ki je kvantitativna analiza, je treba v okviru te preskusne metode uporabljati za merjenje
viabilnosti celic (27). Vzorec tkiva se za 3 ure potopi v ustrezno koncentracijo raztopine MTT (npr. 0,3 ali
1 mg/ml). S topilom (npr. izopropanolom, kislim izopropanolom) se izvleCe oborina modrega formazana,
potem pa se koncentracija formazana izmeri tako, da se dolo¢i opti¢na gostota pri valovni dolzini 570 nm
z uporabo filtrirane valovne dolzine najve¢ £30 nm, ali z uporabo postopka spektrofotometrije HPLC/UPLC
(glej odstavka 30 in 31) (38).

Preskusne kemikalije lahko vplivajo na analizo MTT ali z neposredno redukcijo MTT v modri formazan in/ali z
barvno interferenco, ¢e preskusna kemikalija naravno ali zaradi postopkov tretiranja absorbira v istem razponu
optiCne gostote formazana (570 % 30 nm, predvsem modre in vijolicaste kemikalije). Dodatne kontrole je
treba uporabiti, da se zazna in popravi morebitno vplivanje teh preskusnih kemikalij, kot sta kontrola z
nespecificno redukcijo MTT (NSMTT) in kontrola z nespecificno barvo (NSC) (glej odstavke od 26 do 30).
To je $e zlasti pomembno, e se dolocena preskusna kemikalija z izpiranjem s tkiva ne odstrani v celoti ali ¢e
prodre v pokoznico, tako da je med preskusom viabilnosti MTT prisotna v tkivu. Za podrobneji opis
nacina popravka neposredne redukcije MTT in vpliva barvil glej standardne delovne postopke za preskusne
modele (34) (35) (36) (37).

Za opredelitev snovi, ki neposredno zmanjsujejo MTT, je treba vsako preskusno kemikalijo dodati sveze
pripravljenemu mediju MTT (34) (35) (36) (37). Ce se zmes MTT, ki vsebuje preskusno kemikalijo, obarva
modro/vijolino, se Steje, da preskusna kemikalija neposredno zmanjsuje MTT, zato je treba izvesti dodatno
funkcionalno preverjanje na neviabilni pokoznici, in to neodvisno od uporabe meritve standardne absorbance
(OD) ali postopka spektrofotometrije HPLC/UPLC. Pri tem dodatnem funkcionalnem preverjanju se uporabijo
odmrla tkiva, ki imajo samo rezidualno presnovno aktivnost, vendar absorbirajo podobno koli¢ino preskusne
kemikalije kot viabilna tkiva. Vsaka kemikalija, ki zmanjSuje MTT, se nanese na vsaj dva dvojnika odmrlega tkiva
za vsak Cas izpostavljenosti, nato se na teh dvojnikih opravi celoten preskus jedkosti za kozo. Dejanska
viabilnost tkiva se nato izratuna kot delez viabilnosti tkiva, dobljen z Zzivimi tkivi, izpostavljenimi snovi, ki
zmanj$uje MTT, od katerega se odsteje delez nespecificne redukcije MTT, dobljen z odmrlimi tkivi, izposta-
vljenimi isti snovi, ki zmanj$uje MTT, izracunan glede na negativno kontrolo, izvedeno socasno s preskusom, ki
se popravlja (% NSMTT).

Za opredelitev morebitnega vplivanja obarvanih preskusnih kemikalij ali preskusnih kemikalij, ki so se obarvale
v stiku z vodo ali izopropanolom, in odlocitev, ali so potrebne dodatne kontrole, je treba opraviti spektralno
analizo preskusne kemikalije v vodi (okolje med izpostavljenostjo) in/ali izopropanolu (raztopina za ekstrahira-
nje). Ce preskusna kemikalija v vodi infali izopropanolu absorbira svetlobo v razponu 570 * 30 nm, je treba
izvesti dodatne kontrole z barvilom ali pa uporabiti postopek spektrofotometrije HPLC/UPLC, pri ¢emer v tem
primeru te kontrole niso potrebne (glej odstavka 30 in 31). Pri izvajanju meritve standardne absorbance (OD) se
vsaka moteca obarvana preskusna kemikalija nanese na vsaj dva ponovljena vzorca viabilnega tkiva za vsak cas
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izpostavljenosti, nato se na teh ponovljenih vzorcih izvede celoten preskus jedkosti za kozo, vendar se v fazi
inkubacije MTT inkubirata z medijem namesto z raztopino MTT, da se ustvari kontrola z nespecifiéno barvo
(NSCs4y0)- Kontrolo z nespecificno barvo (NSCy,,) je treba zaradi inherentne bioloske variabilnosti Zivih tkiv
izvesti soasno za vsak Cas izpostavljenosti za vsako obarvano preskusno kemikalijo (pri vsaki ponovitvi).
Dejanska viabilnost tkiva se nato izratuna kot delez viabilnosti tkiva, dobljen z Zivimi tkivi, izpostavljenimi
moteci preskusni kemikaliji in inkubiranimi z raztopino MTT, od katerega se odsteje delez nespecificne barve,
dobljen z zivimi tkivi, izpostavljenimi moteci preskusni kemikaliji in inkubiranimi z medijem brez MTT, pri

¢emer se ta preskus izvede socasno s preskusom, ki se popravlja (% NSCi;y)-

28. Pri preskusnih kemikalijah, za katere je ugotovljeno, da neposredno zmanjsujejo MTT (glej odstavek 26) in
povzrocajo barvno interferenco (glej odstavek 27), je potreben tudi tretji niz kontrol poleg NSMTT in NSCy;,,
opisanih v prej$njih odstavkih, ko se izvaja meritev standardne absorbance (OD). To po navadi velja za temno
obarvane preskusne kemikalije, ki motijo analizo MTT (npr. modre, vijoli¢aste, ¢rne), ker njihova lastna barva
ovira oceno njihove zmoZnosti za neposredno redukcijo MTT, kot je opisana v odstavku 26. Te preskusne
kemikalije se lahko veZejo na Ziva in odmrla tkiva, zato se s kontrolo NSMTT ne le popravi potencialna
neposredna redukcija MTT zaradi preskusne kemikalije, ampak tudi barvna interferenca, ki nastane zaradi vezave
preskusne kemikalije na odmrla tkiva. To bi lahko vodilo do dvojnega popravka barvne interference, saj se s
kontrolo NSCy;,, Ze popravi barvna interferenca, ki jo povzroca vezava preskusne kemikalije na Zziva tkiva. Za
preprecitev morebitnega dvojnega popravka barvne interference je treba izvesti Se tretjo kontrolo za nespeci-
fi¢cno barvo v odmrlih tkivih (NSCodmrlo). Pri tej dodatni kontroli se preskusna kemikalija nanese na vsaj dva
ponovljena vzorca odmrlega tkiva za vsak cas izpostavljenosti, nato pa se na teh ponovljenih vzorcih izvede
celoten postopek preskusanja, pri ¢emer pa se v fazi inkubacije MTT inkubirajo z medijem namesto z raztopino
MTT. Za vsako preskusno kemikalijo zadostuje ena sama kontrola NSC 4.4, 1€ glede na Stevilo izvedenih
neodvisnih preskusov/ponovitev, vendar jo je treba izvesti socasno s kontrolo NSMTT in po moZnosti z isto
serijo tkiva. Dejanska viabilnost tkiva se nato izracuna kot delez viabilnosti tkiva, dobljen z Zivimi tkivi,
izpostavljenimi preskusni kemikaliji, od katerega se odstejeta % NSMTT in % NSCy,, priSteje pa se mu
delez nespecificne barve, dobljen z odmrlimi tkivi, izpostavljenimi mote¢i preskusni kemikaliji in
inkubiranimi z medijem brez MTT, izraCunan glede na negativno kontrolo, izvedeno socasno s preskusom,
ki se popravlja (% NSC,gmro)-

29. Pomembno je poudariti, da se lahko zaradi nespecificne redukcije MTT in nespecifiénih barvnih interferenc
povecajo odcitki izvlecka tkiva nad razponom linearnosti spektrofotometra. Na tej podlagi mora vsak laboratorij
najprej dolociti razpon linearnosti svojega spektrofotometra s formazanom MTT (5t. CAS 57360-69-7) iz
komercialnega vira, $ele nato lahko zacne preskuSanje preskusnih kemikalij za regulativne namene. Natancneje,
meritev standardne absorbance (OD) z uporabo spektrofotometra je ustrezna za oceno preskusnih kemikalij, ki
neposredno zmanjSujejo MTT in povzrocajo barvno interferenco, ko so opti¢ne gostote izvleckov tkiv, dobljene
s preskusno kemikalijo brez kakr$nega koli popravka za neposredno redukcijo MTT infali barvno interferenco,
znotraj linearnega razpona spektrofotometra ali ko nepopravljeni delez viabilnosti, dobljen s preskusno kemi-
kalijo, to Ze opredeljuje kot jedko (glej odstavka 35 in 36). Vendar je treba rezultate za preskusne kemikalije, ki

povzrocajo % NSMTT in/ali % NSCs;,, > 50 % negativne kontrole, obravnavati previdno.

30. Za obarvane preskusne kemikalije, ki zaradi premo¢nega vplivanja na analizo MTT niso zdruZljive z meritvijo
standardne absorbance (OD), se lahko uporabi alternativni postopek spektrofotometrije HPLC/UPLC za merjenje
formazana MTT (glej odstavek 31) (37). Sistem spektrofotometrije HPLC/UPLC omogoca, da se formazan MTT
lo¢i od preskusne kemikalije pred njegovo kvantifikacijo (38). Iz tega razloga kontrole NSCy;y, ali NSCygmio P
uporabi spektrofotometrije HPLC/UPLC niso nikoli potrebne, in to ne glede na to, katera kemikalija se preskusa.
Kljub temu je treba kontrole NSMTT uporabiti v primeru suma, da preskusna kemikalija neposredno zmanjsuje
MTT ali da njena barva ovira oceno sposobnosti za neposredno redukcijo MTT (kot je opisano v odstavku 26).
Kadar se za merjenje formazana MTT uporabi spektrofotometrija HPLC/UPLC, se delez viabilnosti tkiva izratuna
kot razmerje med povrsino vrha formazana MTT, dobljeno z Zivimi tkivi, izpostavljenimi preskusni kemikaliji,
in povrsino vrha formazana MTT, dobljeno s socasno negativno kontrolo. Za preskusne kemikalije, ki lahko
neposredno zmanjsajo MTT, se dejanska viabilnost tkiva izracuna kot delez viabilnosti tkiva, dobljen z Zivimi
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tkivi, izpostavljenimi preskusni kemikaliji, od katerega se odsteje % NSMTT. Nazadnje, opozoriti je treba, da
snovi, ki neposredno zmanj$ujejo MTT in lahko povzrocijo tudi barvno interferenco ter ki ostanejo v tkivih po
tretiranju in zmanjSujejo MTT tako mocno, da opti¢ne gostote (z uporabo standardne meritve opti¢ne gostote)
ali povrdine vrha (z uporabo spektrofotometrije UPLC/HPLC) preskusenih izvleckov tkiv, ki presegajo razpon
linearnosti spektrofotometra, ni mogoce oceniti, ¢eprav naj bi se to zgodilo samo v zelo redkih primerih.

31. Spektrofotometrija HPLC/UPLC se lahko uporabi tudi z vsemi vrstami preskusnih kemikalij (obarvanimi,
neobarvanimi, kemikalijami, ki zmanjsujejo MTT, in tistimi, ki ne zmanjSujejo MTT) za merjenje formazana
MTT (38). Zaradi raznovrstnosti sistemov spektrofotometrije HPLC/UPLC je treba ustreznost sistema spektro-
fotometrije HPLC/UPLC dokazati pred njegovo uporabo za kvantifikacijo formazana MTT iz izvleckov tkiv, tako
da izpolnjuje merila za sprejemljivost za niz standardnih parametrov ustreznosti na podlagi tistih, ki so opisani
v smernicah ameriske uprave za hrano in zdravila za industrijo (U.S. Food and Drug Administration) v zvezi z
bioanaliticno metodo validacije (38) (39). Ti klju¢ni parametri in njihova merila za sprejemljivost so prikazani v
Dodatku 4. Ko so izpolnjena merila za sprejemljivost, opredeljena v Dodatku 4, se sistem spektrofotometrije
HPLC/UPLC Steje za ustrezen in je pripravljen za merjenje formazana MTT v poskusnih pogojih, opisanih v tej
preskusni metodi.

Merila za sprejemljivost

32. Za vsako preskusno metodo, pri kateri se uporabljajo veljavni modeli rekonstruirane ¢loveske pokoZnice,
morajo negativna kontrolna tkiva izrazati opti¢no gostoto, iz katere je razvidna kakovost tkiv, kot je opisana
v preglednici 2 in ki ne sme biti niZja od mej, dolo¢enih s preteklimi preskusi. Iz tkiv, tretiranih s pozitivno
kontrolo, tj. ledocetno kislino ali 8-normalnim KOH, mora biti razvidna sposobnost tkiv, da se odzovejo na
jedko kemikalijo v pogojih preskusnega modela (glej Dodatek 2). Variabilnost med ponovljenimi vzorci tkiv
preskusne kemikalije in/ali kontrolnih kemikalij mora biti znotraj sprejemljivih mej za zahteve vsakega ustrez-
nega modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice (glej Dodatek 2) (npr. razlika v viabilnosti med dvema pono-
vljenim vzorcema tkiva ne sme presegati 30 %). Ce negativna ali pozitivna kontrola, vkljuena v ponovitev, ni
znotraj sprejemljivih razponov, se ponovitev Steje za neveljavno in jo je treba ponoviti. Ce je variabilnost
preskusnih kemikalij zunaj opredeljenega razpona, je treba njeno preskusanje ponoviti.

Razlaga rezultatov in napovedni model

33. Vrednosti opticne gostote, pridobljene za vsako preskusno kemikalijo, je treba uporabiti za izracun deleza
viabilnosti celic glede na negativno kontrolo, katere viabilnost znasa 100 %. Ce se uporabi spektrofotometrija
HPLC[UPLC, se delez viabilnosti tkiva izrauna kot delez poviSine vrha formazana MTT, dobljene z Zivimi tkivi,
izpostavljenimi preskusni kemikaliji, glede na vrh formazana MTT, dobljen s socasno negativno kontrolo. V
spodnjih odstavkih 35 in 36 so za vsak preskusni model, zajet s to preskusno metodo, opredeljene mejne
vrednosti deleza viabilnosti celic, ki se uporabljajo za razlikovanje med jedkimi in nejedkimi preskusnimi
kemikalijami (ali za razlikovanje med razlicnimi podkategorijami jedkosti), ki jih je treba uporabiti pri razlagi
rezultatov.

34. Kadar je razvrstitev nedvoumna, bi moralo za preskusno kemikalijo zado$¢ati eno samo preskusanje, sestavljeno
iz vsaj dveh ponovljenih vzorcev tkiv. V primeru mejnih rezultatov, kot so neskladne ponovne meritve, je
morda treba preuciti drugo preskuSanje in nato $e tretje, e rezultati prvih dveh preskusanj niso skladni.
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35. Napovedni model za preskusni model EpiSkin™ za jedkost za koZo (9) (34) (22), povezan s sistemom za
razvri¢anje GHS ZN/uredbe CLP, je prikazan v preglednici 4.

Preglednica 4
Napovedni model EpiSkin™

Viabilnost, izmerjena po casovnih tockah izpostavljenosti (t = 3, 60 in . <
Napoved, ki se uposteva

240 minut)

< 35-odstotna po 3-minutni izpostavljenosti Jedko:
*Neobvezna podkategorija 1A (¥)

> 35-odstotna po 3-minutni izpostavljenosti IN Jedko:
< 35-odstotna po 60-minutni izpostavljenosti *Kombinacija neobveznih podkategorij 1B
ALI in 1C
> 35-odstotna po 60-minutni izpostavljenosti IN
< 35-odstotna po 240-minutni izpostavljenosti
> 35-odstotna po 240-minutni izpostavljenosti Nejedka snov

(*) Glede na podatke, ustvarjene za presojo koristnosti preskusnih modelov rekonstruirane ¢cloveske pokoZnice za pomoc¢ pri
razvrscanju v podkategorije, se je pokazalo, da priblizno 22 % rezultatov iz podkategorije 1A preskusnega modela
EpiSkin™ dejansko lahko predstavlja snovijzmesi iz podkategorije 1B ali 1C (tj. razvrstitve v previsoko podkategorijo)
(glej Dodatek 3).

36. Napovedni modeli za preskusne modele jedkosti za kozo EpiDerm™ SCT (10) (23) (35), SkinEthic™ RHE (17)
(18) (23) (36) in epiCS® (16) (23) (37), povezani s sistemom za razvr¢anje GHS ZN/uredbe CLP, so prikazani
v preglednici 5.

Preglednica 5
EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE in epiCS®

Viabilnost, izmerjena po asovnih tockah izpostavljenosti (t =

3 in 60 minut) Napoved, ki se uposteva

1. KORAK za EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE in epiCS®

< 50-odstotna po 3-minutni izpostavljenosti Jedka snov

> 50-odstotna po 3-minutni izpostavljenosti IN Jedka snov
< 15-odstotna po 60-minutni izpostavljenosti

> 50-odstotna po 3-minutni izpostavljenosti IN Nejedka snov
> 15-odstotna po 60-minutni izpostavljenosti

2. KORAK za EpiDerm™ SCT - za snovi/zmesi, v 1. koraku opredeljene kot jedke

< 25-odstotna po 3-minutni izpostavljenosti Neobvezna podkategorija 1A *
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Viabilnost, izmerjena po asovnih tockah izpostavljenosti (t =

3 in 60 minut) Napoved, ki se uposteva

1. KORAK za EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE in epiCS®

> 25-odstotna po 3-minutni izpostavljenosti Kombinacija neobveznih podkategorij 1B in 1C

2. KORAK za SkinEthic™ RHE — za snovijzmesi, v 1. koraku opredeljene kot jedke

< 18-odstotna po 3-minutni izpostavljenosti Neobvezna podkategorija 1A *

> 18-odstotna po 3-minutni izpostavljenosti Kombinacija neobveznih podkategorij 1B in 1C

2. KORAK za epiCS® - za snovijzmesi, v 1. koraku opredeljene kot jedke

< 15-odstotna po 3-minutni izpostavljenosti Neobvezna podkategorija 1A *

> 15-odstotna po 3-minutni izpostavljenosti Kombinacija neobveznih podkategorij 1B in 1C

PODATKI IN POROCANJE
Podatki

37. Za vsako preskusanje je treba podatke o posameznih ponovljenih vzorcih tkiv (npr. vrednosti opticne gostote in
izra¢unani delez viabilnih celic za vsako preskusno kemikalijo, vklju¢no z razvrstitvijo) v porocilu navesti v
obliki preglednice, po potrebi vklju¢no s podatki iz ponovljenih poskusov. Poleg tega je treba v porocilu za vsak
preskus navesti srednje vrednosti in razpone viabilnosti in KV med ponovljenimi vzorci tkiv. Za vsako
preskusno kemikalijo je treba navesti opaZene interakcije med reagentom MTT in snovmi, ki neposredno
zmanjSujejo MTT, ali obarvanimi preskusnimi kemikalijami.

Poro¢ilo o preskusu

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

Preskusna kemikalija in kontrolne kemikalije:

— Snov iz ene sestavine kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi [IUPAC ali ime CAS,
Stevilka CAS, koda po sistemu SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula, ¢istost, kemijska iden-
titeta necisto¢, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.

— Snov z ve sestavinami, UVCB in zmesi: ¢im obseZnejsa opredelitev lastnosti s kemijsko identiteto (glej
zgoraj), kvantitativnim pojavljanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi sestavin;

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

— vir, Stevilka serije, ¢e je na voljo;

— obdelava preskusnih/kontrolnih kemikalij pred preskusanjem, ¢e je ustrezno (npr. segrevanje, drobljenje);

— stabilnost preskusne kemikalije, rok uporabe ali datum za ponovno analizo, ¢e je znan;



26.9.2019 Uradni list Evropske unije L 247/81

— pogoji skladi§¢enja.

Uporabljena model in protokol rekonstruirane cloveske pokoznice ter njuna utemeljitev (Ce je ustrezno)

Preskusni pogoji:

— uporabljeni model rekonstruirane ¢loveske pokoznice (vklju¢no s Stevilko serije);

— podatki o umerjanju za merilno napravo (npr. spektrofotometer), valovna dolzina in filtrirana valovna
dolzina (e je ustrezno), ki se uporabljajo za kvantifikacijo formazana MTT, ter razpon linearnosti merilne
naprave;

— opis metode, uporabljene za kvantifikacijo formazana MTT;

— opis ustreznosti sistema spektrofotometrije HPLC/UPLC, Ce je ustrezno;

— popolne informacije v podporo specificnemu uporabljenemu modelu rekonstruirane ¢loveske pokoznice,
vkljuéno z njegovo ucinkovitostjo. To mora med drugim vkljucevati:

i) viabilnost;

i) pregradno funkcijo;

iii) morfologijo;

iv) obnovljivost in napovedljivost;

v) kontrole kakovosti modela:

— navedba podatkov o modelu iz preteklih preskusov. To mora med drugim vkljuevati sprejemljivost
podatkov o kontroli kakovosti s sklicevanjem na podatke o seriji, pridobljene v preteklosti;

— dokaz o usposobljenosti za izvajanje preskusne metode pred redno uporabo s preskusanjem snovi za
preverjanje usposobljenosti.

Preskusni postopek:

— podrobnosti o uporabljenem preskusnem postopku (vkljuéno s postopki spiranja, ki se uporabijo po
obdobju izpostavljenosti);

— odmerki uporabljene preskusne kemikalije in kontrolnih kemikalij;

— trajanje obdobij izpostavljenosti in temperature izpostavljenosti;

— navedba kontrol, uporabljenih za snovi, ki neposredno zmanjsajo MTT, in/ali barvilnih preskusnih kemikalij,
e je ustrezno;
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— Stevilo ponovljenih vzorcev tkiv, uporabljenih za vsako preskusno kemikalijo in kontrole (pozitivna
kontrola, negativna kontrola in NSMTT, NSCzivo in NSCodmrlo, ¢e je ustrezno), za vsak Cas izpostavlje-
nosti;

— opis uporabljenih meril za odlo¢anje/napovednega modela na podlagi uporabljenega modela rekonstruirane
Cloveske pokoznice;

— opis morebitnih prilagoditev preskusnega postopka (vkljuéno s postopki spiranja).
Merila za sprejemljivost ponovitve in preskusa:

— srednje vrednosti pozitivne in negativne kontrole ter razponi sprejemljivosti na podlagi podatkov iz prete-

klih preskusov;
— sprejemljiva variabilnost med ponovljenimi vzorci tkiv za pozitivne in negativne kontrole;
— sprejemljiva variabilnost med ponovljenimi vzorci tkiv za preskusno kemikalijo.
Rezultati:

— preglednice s podatki o posameznih preskusnih kemikalijah in kontrolah za vsako obdobje izpostavljenosti,
vsako ponovitev preskusa in vsako ponovljeno meritev, vkljuéno z optino gostoto ali povrSino vrha
formazana MTT, delezem viabilnosti tkiv, povprenim deleZem viabilnosti tkiv, razlikami med ponovljenimi
vzorci, standardnimi odkloni infali KV, ¢e je ustrezno;

— Ce je ustrezno, rezultati kontrol, uporabljenih za snovi, ki neposredno zmanjsujejo MTT, infali barvilne
preskusne kemikalije, vklju¢no z opti¢no gostoto ali povrsino vrha formazana MTT, % NSMTT, % NSCzivo,
% NSCodmrlo, razlikami med ponovljenimi vzorci tkiv, standardnimi odkloni in/ali KV (Ce je ustrezno), ter
kon¢ni pravilni delez viabilnosti tkiv;

— rezultati, dobljeni s preskusnimi kemikalijami in kontrolnimi kemikalijami, glede na opredeljena merila za
sprejemljivost ponovitve in preskusa;

— opis drugih opaZenih uc¢inkov;

— izpeljana razvrstitev z navedbo uporabljenega napovednega modela/meril za odlocitev.
Razprava o rezultatih
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Dodatek 1

OPREDELITVE POJMOV

Toénost: stopnja ujemanja rezultatov preskusne metode s sprejetimi referen¢nimi vrednostmi. Je merilo u¢inkovitosti
preskusne metode in eden od vidikov ustreznosti. Ta izraz in izraz ,skladnost’ se pogosto uporabljata kot sopomenki in
pomenita delez pravilnih rezultatov preskusne metode (25).

Viabilnost celic: parameter za merjenje celotne dejavnosti celicne populacije, npr. zmoznosti celicnih mitohondrijskih
dehidrogenaz za redukcijo vitalnega barvila MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolijev bromid, tiazolil modro),
ki se glede na izmerjeno koné¢no tocko in uporabljeni nacrt preskusa ujema s skupnim Stevilom infali viabilnostjo Zivih
celic.

Kemikalija: snov ali zmes.

Skladnost: je merilo ucinkovitosti za preskusne metode, s katerimi se pridobijo kategori¢ni rezultati, in eden od vidikov
ustreznosti. Ta izraz in izraz to¢nost se v¢asih uporabljata kot sopomenki in pomenita delez vseh preskusenih kemikalij,
ki so pravilno razvri¢ene kot pozitivne ali negativne. Skladnost je zelo odvisna od razsirjenosti pozitivnih rezultatov v
vrstah preuevane preskusne kemikalije (25).

ETsq: lahko se oceni z dolocanjem casa izpostavljenosti, ki je potreben za zmanjsanje viabilnosti celic za 50 % po nanosu
dolocene stalne koncentracije primerjalne kemikalije, glej tudi 1Cs,.

GHS (globalno usklajeni sistem za razvr$€anje in oznacevanje kemikalij): sistem za razvricanje kemikalij (snovi in
zmesi) v skladu s standardiziranimi vrstami in stopnjami fizi¢nih, zdravstvenih in okoljskih nevarnosti ter za obravnavanje
ustreznega oznacevanja, na primer s piktogrami, opozorilnimi besedami, stavki o nevarnosti, previdnostnimi stavki in
varnostnimi listi, da bi se razsirile informacije o $kodljivih ucinkih kemikalij ter s tem zascitili ljudje (vklju¢no z
delodajalci, delavci, prevozniki, potro$niki in resevalci) in okolje (1).

HPLC: tekocinska kromatografija visoke locljivosti (High Performance Liquid Chromatography).

IATA: Integrated Approach to Testing and Assessment (celostni pristop k testiranju in ocenjevanju).

IC;q: lahko se oceni z dolocanjem koncentracije, pri kateri primerjalna kemikalija po dolo¢enem ¢asu izpostavljenosti
zmanjsa viabilnost tkiv za 50 % (ICs), glej tudi ETs,.

Prevelik odmerek: koli¢ina na pokoznico nanesene preskusne kemikalije, ki je vecja od kolicine, potrebne za celotno in
enakomerno prekritje povisine pokozZnice.

Zmes: zmes ali raztopina iz dveh ali ve¢ snovi, ki v njej ne reagirajo.

Snov iz ene sestavine: snov, ki jo opredeljuje njena kvantitativna sestava in v kateri je vsaj 80 mas. % glavne sestavine.
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MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid; tiazolil modro tetrazol bromid.

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

NJ: nejedko.

Kontrola NSCygmo: kontrola z nespecificno barvo v odmrlih tkivih.

Kontrola NSCy,,: kontrola z nespecificno barvo v Zivih tkivih.

NSMTT: nespecificna redukcija MTT.

OD: optitna gostota.

PC: pozitivna kontrola, ponovljen vzorec, ki vsebuje vse sestavine preskusnega sistema in se tretira s kemikalijo, za katero
je znano, da povzrodi pozitiven odziv. Za zagotovitev, da se lahko variabilnost odziva pozitivne kontrole oceni v daljsem
¢asovniem obdobju, pa stopnja pozitivnega odziva ne sme biti prevelika.

Standardi izvajanja (SI): standardi, ki temeljijo na validirani preskusni metodi in so podlaga za oceno primerljivosti
predlagane preskusne metode, ki je funkcijsko in mehanisticno podobna. Vklju¢ujejo: (i) nujne elemente preskusne
metode; (i) najkraj$i mozni seznam referen¢nih kemikalij, izbranih iz skupine kemikalij, ki se uporabljajo za dokazovanje
sprejemljive u¢inkovitosti validirane preskusne metode, ter (iii) podobne stopnje zanesljivosti in to¢nosti, ki temeljijo na
rezultatih validirane preskusne metode, ki jih mora dokazati predlagana preskusna metoda pri ocenjevanju ob uporabi
najkrajSega moznega seznama referen¢nih kemikalij (25).

Ustreznost: opis razmerja med preskusno metodo in preiskovanim ucinkom ter njegovega pomena in uporabnosti za
dolo¢en namen. Pomeni stopnjo, do katere preskusna metoda pravilno izmeri ali napove preiskovani bioloski ucinek.
Ustreznost uposteva tudi to¢nost (skladnost) preskusne metode (25).

Zanesljivost: stopnja obnovljivosti preskusne metode v enem ali ve¢ laboratorijih v daljsfem ¢asovnem obdobju ob
uporabi istega protokola. Oceni se z izracunom obnovljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih (25).

Ponovitev: ponovitev zajema eno ali ve¢ preskusnih kemikalij, preskusenih soasno z negativno kontrolo in pozitivno
kontrolo.

Obcutljivost: delez vseh pozitivnih/aktivnih kemikalij, ki se s preskusno metodo pravilno razvrstijo. Je merilo tocnosti za
preskusno metodo, s katero se pridobijo kategori¢ni rezultati, in pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti
preskusne metode (25).
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Jedkost za koZoin vivo: nastanek nepovracljivih poskodb koze: zlasti vidnega odmiranja prek povrhnjice v usnjico po
nanosu preskusne kemikalije za najve¢ 4 ure. Za reakcije jedkosti so znacilne razjede, krvavitve, krvave hraste in do konca
14-dnevnega opazovanja izguba barve zaradi beljenja koze, celi predeli alopecije in brazgotine. Dvoumne lezije je morda
treba preiskati histopatologko.

Specifi¢nost: delez vseh negativnih/neaktivnih kemikalij, ki se s preskusno metodo pravilno razvrstijo. Je merilo to¢nosti
za preskusno metodo, s katero se pridobijo kategoricni rezultati, in pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti
preskusne metode (25).

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

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, preskuSena s to preskusno metodo.

UPLC: tekocinska kromatografija ultra visoke locljivosti (Ultra-High Performance Liquid Chromatography).

UVCB: snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali biologki materiali.
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Dodatek 3

UCINKOVITOST PRESKUSNIH MODELOV PRI RAZVRSCANJU V PODKATEGORIJE

V spodnji preglednici je prikazana ucinkovitost stirih preskusnih modelov, izratunana na podlagi skupine 80 kemikalij, ki
so jih preskusili razvijalci $tirih preskusov. Izracune je opravil sekretariat OECD, pregledala in potrdila pa jih je podsku-

pina strokovnjakov (21) (23).

Preskusni modeli EpiSkin™, EpiDerm™, SkinEthic™ in epiCS® omogocajo razvricanje v podkategorije (tj. 1A, 1B ali 1C

ali NJ).

Ucinkovitosti, stopnje razvrstitve v previsoko podkategorijo, stopnje razvrstitve v prenizko podkategorijo in to¢nost
(napovedovalna zmogljivost) §tirih preskusnih modelov na podlagi skupine 80 kemikalij, ki so bile vse preskusene z
dvema ali tremi ponovitvami pri vsakem preskusnem modelu, so navedene v spodnji preglednici.

STATISTICNI PODATKI O NAPOVEDIH, DOBLJENIH NA PODLAGI CELOTNE SKUPINE KEMIKALIJ
(n = 80 kemikalij, preskusenih v dveh neodvisnih ponovitvah za epiCS® ali treh neodvisnih ponovitvah za EpiDerm™
SCT, EpiSkin™ in SkinEthic™ RHE, tj. 159 (*) oziroma 240 razvrstitev)

EpiSkin™ EpiDerm™ SkinEthic™ epiCS®

Razvrstitve v previsoko podkategorijo:
1B in 1C previsoko razvriceni v podkategorijo 1A 21,50 % 29,0 % 31,2 % 32,8%
NJ previsoko razvri¢ena v podkategoriji 1B in 1C 20,7 % 23,4 % 27,0 % 28,4 %
NJ previsoko razvri¢ena v podkategorijo 1A 0,00 % 2,7 % 0,0 % 0,00 %
Popr. razvrstitev v previsoko podkat. 20,7 % 26,1 % 27,0 % 28,4 %
Skupna stopnja razvrstitve v previsoko podka- 17,9 % 23,3 % 24,5 % 25,8 %
tegorijo (vse kategorije)
Razvrstitve v prenizko podkategorijo:
1A prenizko razvri¢ena v podkategoriji 1B in 1C 16,7 % 16,7 % 16,7 % 12,5%
1A prenizko razvri¢ena v podkategorijo NJ 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 %
1B in 1C prenizko razvriceni v podkategorijo NJ 2,2% 0,00 % 7,5 % 6,6 %
Skupna stopnja razvrstitve v prenizko podka- 3,3% 2,5% 54 % 44 %
tegorijo (vse kategorije)
Pravilne razvrstitve v podkategorije:
Pravilna razvrstitev v podkategorijo 1A 83,3 % 83,3 % 83,3 % 87.5%
Pravilna razvrstitev v podkategorijo 1B infali 1C 76,3 % 71,0 % 61,3 % 60,7 %
Pravilna razvrstitev v podkategorijo NJ 79,3 % 73,9 % 73,0 % 71,62 %
Splosna to¢nost 78,8 % 74,2 % 70 % 69,8 %

NC: Nejedka snov

(*) Ena kemikalija se je pri epiCS® preskusila enkrat, ker ni bila na voljo (23).
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Dodatek 4

Kljuéni parametri in merila sprejemljivosti za ustreznost sistema spektrofotometrije HPLC/UPLC za merjenje formazana
MTT, ekstrahiranega iz tkiva rekonstruirane cloveske pokoznice

Parameter Protokol, izpeljan iz smernic FDA (37) (38) Merila za sprejemljivost
Selektivnost Analiza izopropanola, Zivega slepega vzorca | PoviSina e ferenca < 20 %
(izvlecek izopropanola iz Zivih tkiv rekonstruirane | povrsine;; oq ().
¢loveske pokoznice brez kakrsnega koli tretiranja),
odmrlega slepega vzorca (izvlecek izopropanola iz
odmrlih tkiv rekonstruirane ¢loveske pokoZznice
brez kakr$nega koli tretiranja).
Natan¢nost Kontrole kakovosti (tj. formazan MTT pri 1,6 | KV < 15 % ali < 20 % za LLOQ.

pg/ml, 16 pg/ml in 160 pg/ml) v izopropanolu
(n = 5).

Tocnost

Kontrole kakovosti v izopropanolu (n = 5).

% Dev < 15% ali < 20 % za LLOQ.

Vpliv matriksa

Kontrole kakovosti v Zivem slepem vzorcu (n = 5).

85 % < vpliv matriksa % < 115 %.

Prenos Analiza izopropanola po standardu ULOQ (?). Povrsina; e ferenca < 20 %
povisine; oo

Obnovljivost (znotraj | 3 neodvisne umeritvene krivulje (na podlagi 6 | Umeritvene krivulje: % Dev < 15 % ali

dneva) zaporednih tretjinskih razred¢in formazana MTT v | < 20 % za LLOQ.

izopropanolu, ki se
tj. 200 pg/ml);

kontrole kakovosti v izopropanolu (n = 5).

zatnejo pri  ULOQ,

Obnovljivost (med dnevi)

1. dan: 1 umeritvena krivulja in kontrole kakovosti
v izopropanolu (n = 3).

2. dan: 1 umeritvena krivulja in kontrole kakovosti
v izopropanolu (n = 3).

3. dan: 1 umeritvena krivulja in kontrole kakovosti
v izopropanolu (n = 3).

Kontrole kakovosti: % Dev < 15 % in
KV < 15 %.

Kratkorocna stabilnost | Kontrole kakovosti v Zivih slepih vzorcih (n = 3), | % Dev < 15 %.
formazana MTT v izvle¢ku | analiziranih na dan priprave in po 24 urah hrambe

tkiva rekonstruirane | pri sobni temperaturi.

¢loveske pokoznice

Dolgoro¢na stabilnost | Kontrole kakovosti v Zivih slepih vzorcih (n = 3), | % Dev < 15 %.“
formazana MTT v izvle¢ku | analiziranih na dan priprave in po ved dneh

tkiva rekonstruirane | hrambe pri doloceni temperaturi (npr. 4 °C,

Cloveske pokoznice, e je
potrebno

~20 °C, -80 °C).

(") LLOQ: spodnja meja dolocljivosti (Lower Limit of Quantification), opredeljena tako, da zajema 1-2-odstotno viabilnost tkiva,

tj. 0,8 pg/ml.

(3 ULOQ: zgornja meja dolocljivosti (Upper Limit of Quantification), opredeljena tako, da je vsaj dvakrat vi§ja od najvisje pricakovane
koncentracije formazana MTT v izvleckih izopropanola iz negativnih kontrol, tj. 200 pg/ml.




26.9.2019 Uradni list Evropske unije L 24795

(7) Poglavje B.46 dela B se nadomesti z naslednjim:

,B.46 PRESKUS DRAZENJA KOZE IN VITRO: PRESKUSNA METODA REKONSTRUIRANE CLOVESKE POKOZNICE
UVOD

1. Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskusanje (TG) 439 (2015). DraZenje koZe pomeni
nastanek povracljive poskodbe koze po nanosu preskusne kemikalije za najve¢ 4 ure (kot je opredeljeno v
globalno usklajenem sistemu ZdruZenih narodov za razvriCanje in oznacevanje kemikalij (GHS ZN) (1) ter
Uredbi (ES) 3t. 1272/2008 o razvri¢anju, oznaCevanju in pakiranju snovi ter zmesi (uredba CLP) (!). Pri tej
preskusni metodi se izvede postopek in vitro, ki se lahko uporablja za opredeljevanje nevarnosti drazilnih
kemikalij (snovi in zmesi) v skladu s kategorijo 2 po GHS ZN/uredbi CLP (2). V regijah, ki niso sprejele
neobvezne kategorije 3 po GHS ZN (blage drazilne snovi), se lahko ta preskusna metoda uporabi tudi za
opredelitev nerazvrscenih kemikalij. Zato se lahko — odvisno od regulativnega okvira in uporabljenega sistema
razvr$€anja — ta preskusna metoda uporablja za ugotavljanje draZilnosti kemikalij za koZzo kot samostojen
nadomestni preskus za preskusanje draZenja koZe in vivo ali kot delni nadomestni preskus v okviru strategije
preskusanja (3).

2. Ocena drazenja koZe se je obi¢ajno izvajala z uporabo laboratorijskih Zivali (preskusna metoda B.4, enako-
vredna Smernici OECD za preskuSanje 404, ki je bila prvotno sprejeta leta 1981 ter revidirana v letih 1992,
2002 in 2015) (4). Za preskusanje jedkosti so bile tri validirane preskusne metode in vitro sprejete kot preskusna
metoda EU B.40 (enakovredna Smernici OECD za preskusanje 430), preskusna metoda B.40a (enakovredna
Smernici OECD za preskuSanje 431) in preskusna metoda B.65 (enakovredna Smernici OECD za preskusanje
435) (5) (6) (7). V dokumentu o smernici OECD za celostne pristope k testiranju in ocenjevanju (IATA) v zvezi
z jedkostjo za kozo in draZenjem koZe je opisanih ve¢ modulov, v katerih so zbrani viri informacij in orodja za
analizo, zagotovljene smernice o tem, (i) obstojece podatke, pridobljene s preskusanjem, in podatke, ki ne
temeljijo na preskusanju, zdruZiti in uporabiti pri ocenjevanju potenciala kemikalij za drazenje koze in jedkost
za kozo, (ii) predlagan pa je tudi pristop, kadar je potrebno dodatno preskusanje (3).

3. S to preskusno metodo se obravnava koncna tocka draZenje koze z vidika zdravja ljudi. Temelji na preskusnem
sistemu rekonstruirane cloveske pokoznice in vitro, ki ima zelo podobne biokemijske in fizioloske znacilnosti
kot zgornji deli ¢loveske koze, tj. pokoznica. Pri preskusnem sistemu rekonstruirane ¢loveske pokoznice se
netransformirani keratinociti pokoZnice iz ¢loveskega tkiva uporabijo kot vir celic za rekonstrukcijo modela
pokoznice z reprezentativno histologijo in citoarhitekturo. Na voljo so standardi izvajanja, da se olajata
validacija in ocena podobnih in spremenjenih preskusnih metod, temeljecih na rekonstruirani ¢loveski pokoz-
nici, v skladu z naceli iz Smernice OECD 34 (8) (9). Ustrezna smernica za preskusanje je bila prvotno sprejeta
leta 2010, leta 2013 je bila posodobljena zaradi vklju¢itve dodatnih modelov rekonstruirane ¢loveske pokoz-
nice, leta 2015 pa je bila posodobljena zaradi sklicevanja na dokument s smernicami IATA in uvedbe uporabe
alternativnega postopka za merjenje viabilnosti.

4. Predvalidacijske, optimizacijske in validacijske studije so bile dokoncane za $tiri preskusne modele in vitro, ki so
na voljo na trgu (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) in
temeljijo na preskusnem sistemu rekonstruirane cloveske pokoznice (80-odstotna obcutljivost, 70-odstotna
specifi¢nost in 75-odstotna to¢nost). Ti Stirje preskusni modeli so vkljuceni v to preskusno metodo in navedeni
v Dodatku 2, ki vsebuje tudi informacije o vrsti validacijske $tudije, uporabljeni za validacijo posamezne
preskusne metode. Kot je opozorjeno v Dodatku 2, je bila za razvoj te preskusne metode in standardov
izvajanja uporabljena validirana referencna metoda (VRM) (8).

5. Medsebojno priznavanje podatkov OECD bo zagotovljeno le za preskusne modele, validirane v skladu s
standardi izvajanja (8), ¢e je te preskusne modele pregledala in sprejela OECD. Preskusni modeli, vkljuceni v
to preskusno metodo, in ustrezne smernice OECD za preskusanje se lahko brez razlik uporabljajo za obrav-
navanje zahtev drzav po rezultatih preskusov iz preskusnih metod drazilnosti za koZo in vitro, hkrati pa se
izkoristi medsebojno priznavanje podatkov.

6. Opredelitve pojmov, uporabljenih v tem dokumentu, so navedene v Dodatku 1.

ZACETNI PREUDARKI IN OMEJITVE

7. Omejitev preskusne metode, kot jo je pokazala celovita prospektivna validacijska Studija, s katero so se ocenile
in opredelile preskusne metode rekonstruirane cloveske pokoznice (16), je, da ne omogoca razvri¢anja kemikalij
v neobvezno kategorijo 3 po GHS ZN (blage draZilne snovi) (1). Tako bo nacin uporabe te preskusne metode
odvisen od regulativnega okvira v drzavah clanicah. Za EU v uredbi CLP ni bila uvedena kategorija 3. Za
popolno vrednotenje lokalnih u¢inkov na koZo po enkratni izpostavljenosti koZe je treba uporabiti dokument s
smernico OECD v zvezi s celostnimi pristopi k testiranju in ocenjevanju (IATA) (3). Razumljivo je, da se pri
uporabi ¢loveske koze upostevajo nacionalna in mednarodna eti¢na nacela in pogoji.

(1) Uredba (ES) 3t. 1272/2008 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 16. decembra 2008 o razvr$¢anju, oznacevanju in pakiranju snovi
ter zmesi, o spremembi in razveljavitvi direktiv 67/548/EGS in 1999/45[ES ter spremembi Uredbe (ES) 3t. 1907/2006 (ULL 353,
31.12.2008, str. 1).
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S to preskusno metodo se obravnava konéna tocka drazenje koze z vidika zdravja ljudi. Ceprav ta preskusna
metoda ne zagotavlja ustreznih informacij o jedkosti za kozo, je treba opozoriti, da preskusna metoda B.40a
(enakovredna Smernici OECD za preskusanje 431) v zvezi z jedkostjo za kozo temelji na istem preskusnem
sistemu rekonstruirane ¢loveske pokoznice, ¢eprav uporablja drug protokol (6). Ta preskusna metoda temelji na
modelih rekonstruirane cloveske pokoznice, ki uporabljajo cloveske keratinocite in tako predstavljajo in vitro
ciljini organ Zelene vrste. Poleg tega neposredno vkljucuje prvo stopnjo kaskadne reakcije vnetja/mehanizma
delovanja (poskodba celic in tkiva, posledica pa je lokalizirana poskodba), do katere pride med draZenjem in
vivo. V validacijski $tudiji, na kateri temelji ta preskusna metoda, so bile preskusene Stevilne kemikalije, v zbirko
podatkov validacijske $tudije pa je skupno vkljucenih 58 kemikalij (16) (18) (23). Ta preskusna metoda se
uporablja za trdne snovi, tekocine, poltrdne snovi in voske. Tekoce snovi so lahko vodne raztopine ali ne, trdne
snovi so lahko topne ali netopne v vodi. Ce je mogoce, je treba trdne snovi pred nanosom zmleti v fin prah;
druga predhodna obdelava vzorca ni potrebna. Plini in aerosoli Se niso bili ocenjeni v validacijski $tudiji (29).
Ceprav se lahko preskusijo z uporabo tehnologije rekonstruirane ¢loveske pokoznice, veljavna preskusna
metoda ne dovoljuje preskusanja plinov in aerosolov.

Preden se preskusna metoda uporabi na zmesi, da bi se pridobili podatki za predvideni regulativni namen, je
treba preuciti, ali in zakaj lahko zagotovi ustrezne rezultate za navedeni namen. Kadar obstaja regulativna
zahteva za preskusanje zmesi, taki preudarki niso potrebni. Ker pa zmesi zajemajo $irok spekter kategorij in
sestave in ker so v zvezi s preskuSanjem zmesi trenutno na voljo samo omejene informacije, se ta preskusna
metoda v primerih, ko se lahko dokaze, da je ni mogoce uporabiti za posamezno kategorijo zmesi (npr. v
skladu s strategijo, kot jo predlagajo Eskes et al., 2012) (30), ne sme uporabljati za to posamezno kategorijo
zmesi. Podobna previdnost je potrebna, ¢e se za doloCene kemijske razrede ali fizikalno-kemijske lastnosti
ugotovi, da se ne uporabljajo za to preskusno metodo.

Preskusne kemikalije, ki absorbirajo svetlobo v enakem razponu kot formazan MTT, in preskusne kemikalije, ki
lahko povzrocijo neposredno redukcijo vitalnega barvila MTT (glede na formazan MTT), lahko vplivajo na
meritve viabilnosti celic, zato je treba za popravke uporabiti prilagojene kontrole (glej odstavke 28-34).

Kadar je razvrstitev nedvoumna, bi moralo za preskusno kemikalijo zado3¢ati eno samo preskusanje, sestavljeno
iz treh ponovljenih vzorcev tkiv. V primeru mejnih rezultatov, kot so neskladne ponovne meritve in/ali
povprecni delez viabilnosti, enak 50 * 5 %, pa je morda treba preuciti drugo preskusanje in nato e tretje, ce
so rezultati prvih dveh preskusanj neskladni.

NACELO PRESKUSA

Preskusna kemikalija se lokalno nanese na tridimenzionalni model rekonstruirane ¢loveske pokoznice, ki
vkljucuje netransformirane keratinocite ¢loveske pokoznice, gojene za vecplastni, zelo raznolik model ¢loveske
pokoznice. Sestavljajo ga organizirane bazalne, spinalne in zrnate plasti ter ve¢plastna roZena plast, ki vkljucuje
medceli¢ne lamelarne mascobne plasti, ki predstavljajo glavne razrede mascob in so podobni strukturi in vivo.

S kemikalijami izzvano drazenje koZe, ki se pokaze predvsem v obliki rdecine in otekline, je rezultat kaskadnih
reakcij, ki se zacnejo s prodiranjem kemikalij skozi roZeno plast, kjer lahko poskodujejo spodaj lezece plasti
keratinocitov in drugih kozZnih celic. Poskodovane celice bodisi sprostijo vnetne posrednike bodisi sprozijo
kaskadne reakcije vnetja, ki deluje tudi na celice v usnjici, zlasti na celice strome in endotelne celice krvnih Zil.
Zaradi razgiritve in povecane prepustnosti endotelnih celic nastaneta opazna rdecina in oteklina (29). S preskus-
nimi metodami na podlagi rekonstruirane ¢loveske pokoZnice se zaradi neobstoja kakr$ne koli vaskularizacije v
preskusnem sistemu in vitro merijo zlasti zacetni dogodki v kaskadni reakciji, npr. poskodbe celic/tkiv (16) (17),
pri Cemer se kot odcitek uporablja celicna viabilnost.

Viabilnost celic v modelih rekonstruirane ¢loveske pokoznice se meri z encimsko pretvorbo vitalnega barvila
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, tiazolil modro; $tevilka CAS 298-93-1) v soli
modrega formazana, katere koli¢ina se izmeri po ekstrakciji iz tkiv (31). Drazilne kemikalije se opredelijo
glede na njihovo zmoZnost zmanjSanja viabilnosti celic pod opredeljene vrednosti praga (tj. < 50 %, za kate-
gorijo 2 po GHS ZN/uredbi CLP). Odvisno od regulativnega okvira in uporabnosti preskusne metode se lahko
preskusne kemikalije, ki vplivajo na viabilnost celic nad opredeljeno vrednostjo praga, Stejejo za nedrazilne
snovi (tj. > 50 %, brez kategorije).
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DOKAZOVANJE USPOSOBLJENOSTI

Pred redno uporabo katerega koli od stirih validiranih preskusnih modelov, ki izpolnjujejo zahteve te preskusne
metode (Dodatek 2), morajo laboratoriji dokazati tehni¢no usposobljenost, tako da uporabijo deset snovi za
preverjanje usposobljenosti, navedenih v preglednici 1. V primerih, ko snov s seznama na primer ni na voljo, se
lahko uporabi druga snov, za katero so na voljo ustrezni referencni podatki in vivo in in vitro (npr. s seznama
referen¢nih kemikalij (8)), ¢e se uporabijo enaka merila za izbor, kot so opisana v preglednici 1. Uporabo druge
snovi za preverjanje usposobljenosti je treba utemeljiti.

V okviru preskusanja usposobljenosti je priporocljivo, da uporabniki po prejetju preverijo pregrado tkiv, kakor
to doloca proizvajalec modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice. To je zlasti pomembno, ¢e tkiva potujejo na
dolge razdalje/dalj casa. Potem ko je preskusna metoda uspesno vzpostavljena ter je pridobljena in dokazana
usposobljenost za njeno uporabo, tako redno preverjanje ni ve¢ potrebno. Vendar je priporocljivo, da se ob
redni uporabi metode $e naprej ocenjujejo znacilnosti pregrade tkiv v rednih ¢asovnih razmikih.

Preglednica 1

Snovi za preverjanje usposobljenosti (1)

Snov ST. CAS Revzi;‘it?;) in Agsrt‘;ij?zno Kategorija po GHS ZN
NERAZVRSCENE SNOVI (brez kategorije po GHS ZN)
Naftalen ocetna kislina 86-87-3 0 trdno brez kat.
Izopropanol 67-63-0 0,3 tekoce brez kat.
Metil stearat 112-61-8 1 trdno brez kat.
Heptil butirat 5870-93-9 1,7 tekoce brez kat. (neobvezna kat. 3) ()
Heksil salicilat 6259-76-3 2 tekoce brez kat. (neobvezna kat. 3) ()
RAZVRSCENE SNOVI (kategorija 2 po GHS ZN)
Ciklamen aldehid 103-95-7 2,3 tekoce kat. 2
1-bromoheksan 111-25-1 2,7 tekoce kat. 2
Kalijev  hidroksid (5-odstotni | 1310-58-3 3 tekoce kat. 2
vodni)
1-metil-3-fenil-1-piperazin 5271-27-2 3,3 trdno kat. 2
Heptanal 111-71-7 3,4 tekoce kat. 2

() Snovi za preverjanje usposobljenosti so podskupina snovi, ki se uporabljajo v validacijski $tudiji, njihova izbira pa temelji
na naslednjih merilih: (i) kemikalije so na voljo na trgu; (i) predstavljajo celoten niz rezultatov Draizovega preskusa
drazenja koze (od nedrazilnih do zelo drazilnih); (iii) njihova kemicna struktura je natancno opredeljena; (iv) predstavljajo
kemijsko delovanje, ki je uporabljeno v validacijskem postopku; (v) zagotovile so ponovljive rezultate in vitro pri veckra-
tnih preskusanjih in v ve¢ laboratorijih; (vi) pravilno so bile napovedane in vitro ter (vii) se ne povezujejo z zelo toksi¢nim
profilom (npr. rakotvornim ali toksiénim za reprodukcijski sistem) ali previsokimi stroski odstranjevanja.

(3 Rezultat in vivo v skladu s preskusno metodo B.4 (4).

(}) V okviru te preskusne metode se neobvezna kategorija 3 po GHS ZN (blage draZilne snovi) (1) steje kot ,Brez kategorije'.

L 247/97
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POSTOPEK

17. V nadaljevanju so opisani elementi in postopki za oceno razdraZenosti koze s preskusno metodo rekonstruirane
¢loveske pokoznice (glej tudi Dodatek 3 za parametre, povezane z vsakim preskusnim modelom). Na voljo so
standardni delovni postopki za vse §tiri modele, ki ustrezajo tej preskusni metodi (32) (33) (34) (35).

ELEMENTI PRESKUSNE METODE REKONSTRUIRANE CLOVESKE POKOZNICE
Splosni pogoji

18. Za rekonstrukcijo epitelija je treba uporabiti netransformirane ¢loveske keratinocite. Pod funkcionalno rozeno
plastjo mora biti ve¢ slojev zivih epitelijskih celic (bazalna plast, trnasta plast, zrnata plast). Rozena plast mora
biti razdeljena na ve¢ plasti in vsebovati lipidni profil za mo¢no funkcionalno pregrado za zaustavitev hitre
penetracije citotoksi¢nih primerjalnih kemikalij, npr. natrijevega dodecil sulfata (SDS) ali Tritona X-100.
Pregradna funkcija mora biti dokazana in se lahko oceni z dolo¢itvijo koncentracije, pri kateri primerjalna
kemikalija po dolocenem ¢asu izpostavljenosti zmanj$a viabilnost tkiv za 50 % (ICs(), ali z dolocitvijo Casa
izpostavljenosti, ki je potreben za zmanjSanje viabilnosti celic za 50 % (ET50) po nanosu dolocene stalne
koncentracije primerjalne kemikalije. ZadrZevalne znacilnosti modela rekonstruirane ¢loveske pokoZnice morajo
prepreCevati prehod materiala okoli roZene plasti v Zivo tkivo, kar bi preprecilo ucinkovitost modelov za
raziskovanje v zvezi z izpostavljenostjo koze. V modelu rekonstruirane cloveske pokoznice ne sme biti bakterij,
virusov, mikoplazme ali gliv.

Pogoji za funkcionalnost
Viabilnost

19. Analiza, ki se uporablja za kvantifikacijo viabilnosti, je analiza MTT (31). Viabilne celice konstrukcije tkiva
rekonstruirane ¢loveske pokoznice lahko reducirajo vitalno barvilo MTT v oborino modrega formazana MTT, ki
se nato ekstrahira iz tkiva z uporabo izopropanola (ali podobnega topila). Opti¢na gostota (OD) izvlecka
ekstrakcijskega topila mora biti dovolj majhna, tj. OD < 0,1. Ekstrahirani formazan MTT se lahko kvantitativno
dolo¢i bodisi z uporabo meritve standardne absorbance (OD) bodisi z uporabo postopka spektrofotometrije
HPLC/UPLC (36). Uporabniki modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice morajo zagotoviti, da vsaka serija
zadevnega modela izpolnjuje merila, dolodena za negativno kontrolo. Razpon sprejemljivosti (zgornja in
spodnja meja) za vrednosti opticne gostote pri negativni kontroli (v pogojih preskusne metode za drazenje
koze) doloci razvijalec/dobavitelj modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice. Razponi sprejemljivosti za Stiri
validirane modele rekonstruirane cloveske pokoznice, vkljucene v to preskusno metodo, so navedeni v pregled-
nici 2. Uporabnik spektrofotometrije HPLC/UPLC mora razpone optine gostote pri negativni kontroli, nave-
dene v preglednici 2, uporabiti kot merilo za sprejemljivost negativne kontrole. Evidentirati je treba, da so tkiva,
tretirana z negativno kontrolo, obstojna v kulturi (meritve viabilnosti so podobne) med celotnim trajanjem
preskusnega obdobja izpostavljenosti.

Preglednica 2

Razponi sprejemljivosti za vrednosti opticne gostote pri negativni kontroli preskusnih modelov,
vklju€enih v to preskusno metodo

Spodnja meja sprejemljivosti Zgornja meja sprejemljivosti
EpiSkin™ (SM) 20,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) 20,8 <28
SkinEthic™ RHE 20,8 <30
LabCyte EPI-MODEL24 SIT 20,7 <25

Pregradna funkcija

20. RoZena plast in njena ma$¢obna sestava morata zadostovati za zaustavitev hitre penetracije citotoksi¢nih
primerjalnih kemikalij, npr. SDS ali Tritona X-100, kot se ocenjuje z ICsq ali ETs, (preglednica 3).
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Morfologija

21. Zagotovljen mora biti histoloski pregled modela rekonstruirane cloveske pokoZnice za prikaz strukture,
podobne ¢loveski pokoznici (vklju¢no z vecplastno roZeno plastjo).

Obnovljivost

22. Rezultati pozitivnih in negativnih kontrol preskusne metode morajo dokazovati obnovljivost v daljsem
¢asovnem obdobju.

Kontrola kakovosti

23. Model rekonstruirane ¢loveske pokoznice se lahko uporabi samo, ¢e razvijalec/dobavitelj dokaze, da vsaka serija
modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice izpolnjuje opredeljena merila za sprostitev proizvodnje, med katerimi
so najpomembnej$a merila za viabilnost (odstavek 19), pregradno funkcijo (odstavek 20) in morfologijo (odstavek
21). Te podatke je treba zagotoviti uporabnikom preskusne metode, da lahko te informacije vkljucijo v porocilo
o preskusu. Razpon sprejemljivosti (zgornja in spodnja meja) za IC5 ali ET5, mora dolociti razvijalec/dobavitelj
modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice. Za zanesljivo napoved razvrstitve med drazilne snovi se lahko
upostevajo le rezultati, doseZeni z ustreznimi tkivi. Razponi sprejemljivosti za §tiri preskusne modele, vkljucene
v to preskusno metodo, so navedeni v preglednici 3.

Preglednica 3

Merila za kontrolo kakovosti ob sprostitvi serij preskusnih modelov, vkljuenih v to preskusno

metodo
Spodnja meja sprejemljivosti Zgornja meja sprejemljivosti

EpiSkin™ (SM) IC5p = 1,0 mg/ml IC5y = 3,0 mg/ml
(18-urno tretiranje s SDS) (32)

EpiDerm™ SIT (EPI-200) ETsq = 4,0 ure ETsq = 8,7 ure
(1-odstotni Triton X-100) (33)

SkinEthic™ RHE ET5y = 4,0 ure ETso = 10,0 ure
(1-odstotni Triton X-100) (34)

LabCyte EPI-MODEL24 SIT IC5y = 1,4 mg/ml IC5y = 4,0 mg/ml
(18-urno tretiranje s SDS) (35)

Nanos preskusne kemikalije in kontrolnih kemikalij

24. Za vsako preskusno kemikalijo in kontrole pri vsaki ponovitvi je treba uporabiti vsaj tri ponovljene vzorce. Pri
tekocih in trdnih kemikalijah je treba nanesti zadostno koli¢ino preskusne kemikalije, da se enakomerno
prekrije povrsina pokoznice, pri ¢emer mora biti odmerek natancno dolocen, tj. od 26 do 83 pl/cm? ali mg/cm?
(glej Dodatek 3). Za boljsi stik med preskusno kemikalijo in povrsino pokoznice je treba v primeru trdnih
kemikalij povr$ino pokoznice pred nanosom navlaziti z deionizirano ali destilirano vodo. Ce je mogoce, je treba
trdne snovi preskusiti v obliki finega prahu. V nekaterih primerih se lahko kot pomo¢ za porazdelitev uporabi
najlonska mrezica (glej Dodatek 3). Ob koncu ¢asa izpostavljenosti je treba preskusno kemikalijo skrbno sprati s
povrsine pokoZnice z vodnim pufrom ali 0,9-odstotnim NaCl. Odvisno od uporabljenih preskusnih modelov
rekonstruirane ¢loveske pokoznice Cas izpostavljenosti traja 15-60 minut, inkubacijska temperatura pa znasa
20-37 °C. Ti ¢asi in temperature izpostavljenosti so optimirani za vsako posamezno preskusno metodo rekon-
struirane ¢loveske pokoznice ter predstavljajo razline bistvene lastnosti preskusnih modelov (npr. pregradno
funkcijo) (glej Dodatek 3).

25. V vsaki ponovitvi je treba uporabiti soasno negativno (NC) in pozitivno kontrolo (PC), da se dokaze, da so
viabilnost celic (pri NC), pregradna funkcija in posledi¢na obcutljivost tkiv (pri PC) v okviru opredeljenega
obmodja sprejemljivosti iz preteklih preskusov. Predlagana snov za pozitivno kontrolo je 5-odstotni vodni SDS.
Predlagani snovi za negativno kontrolo sta voda ali fosfatni pufer s soljo (PBS).
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Meritve viabilnosti celic

26. Glede na postopek preskusanja je bistveno, da se viabilnost celic ne meri takoj po izpostavljenosti preskusni
kemikaliji, ampak v svezem gojis¢u po dovolj dolgi inkubacijski dobi po tretiranju izpranega tkiva. Ta cas
omogoca izboljSanje stanja, kar zadeva Sibke citotoksi¢ne vplive, in pojav jasnih citotoksi¢nih vplivov. Ugotov-
lieno je bilo, da je 42-urna inkubacijska doba po tretiranju optimalna med optimiranjem preskusa dveh od
preskusnih modelov na podlagi rekonstruirane ¢loveske pokoznice, na katerih temelji ta preskusna metoda (11)
(12) (13) (14) (15).

27. Analiza MTT je standardizirana kvantitativna metoda, ki jo je treba v okviru te preskusne metode uporabljati za
merjenje viabilnosti celic. Ustreza uporabi tridimenzionalne konstrukcije tkiva. Vzorec tkiva se za 3 ure potopi v
ustrezno koncentracijo raztopine MTT (npr. 0,3-1 mg/ml). Viabilne celice MTT pretvorijo v modri formazan. S
topilom (npr. izopropanolom, kislim izopropanolom) se iz tkiva pridobi oborina modrega formazana, potem pa se
koncentracija formazana izmeri tako, da se doloci opti¢na gostota pri valovni dolZini 570 nm z uporabo filtrirane
valovne dolzine najve¢ £ 30 nm, ali s postopkom spektrofotometrije HPLC/UPLC (glej odstavek 34) (36).

28. Opti¢ne lastnosti preskusne kemikalije ali njenega kemijskega delovanja na MTT lahko ovirajo analizo (npr.
kemikalije lahko preprecijo obarvanje ali povzrocijo, da se razlikuje od obicajnega, lahko pa ga tudi povzrogijo),
zaradi Cesar je lahko ocena viabilnosti celic nepravilna. To se lahko zgodi, ¢e se dolocena preskusna kemikalija z
izpiranjem ne odstrani s koze v celoti ali ¢e prodre v pokoznico. Ce preskusna kemikalija deluje neposredno na
MTT (npr. snov, ki neposredno zmanj$a MTT), je obiajne barve ali se obarva med tretiranjem tkiva, je treba
izvesti dodatne kontrole, da se zaznajo in odpravijo interference preskusne kemikalije s tehniko za merjenje
viabilnosti (glej odstavka 29 in 33). Za podrobnejsi opis nacina glede popravka neposrednega zmanjSanja MTT
in vpliva barvil glej standardne operativne postopke za $tiri validirane modele, vkljucene v to preskusno metodo
(32) (33) (34) (35).

29. Za opredelitev snovi, ki neposredno zmanjsujejo MTT, je treba vsako preskusno kemikalijo dodati v sveze
pripravljeno raztopino MTT. Ce se zmes MTT, ki vsebuje preskusno kemikalijo, obarva modro/vijolicno, se teje,
da preskusna kemikalija neposredno zmanjsuje MTT, zato je treba izvesti dodatno funkcionalno preverjanje na
neviabilnih tkivih rekonstruirane ¢loveske pokoznice, in to neodvisno od uporabe meritve standardne absorbance
(OD) ali postopka spektrofotometrije HPLC/UPLC. Pri tem dodatnem funkcionalnem preverjanju se uporabijo
odmrla tkiva, ki imajo samo rezidualno presnovno aktivnost, vendar preskusno kemikalijo absorbirajo podobno
kot viabilna tkiva. Vsaka preskusna kemikalija, ki zmanjSuje MTT, se nanese na vsaj dva ponovljena vzorca
odmrlega tkiva, na katerih se nato opravi celotni postopek preskusanja, da pride do nespecificne redukcije MTT
(NSMTT) (32) (33) (34) (35). Za vsako preskusno kemikalijo zadostuje ena sama kontrola NSMTT, ne glede na
Stevilo izvedenih samostojnih preskusov/ponovitev. Dejanska viabilnost tkiva se nato izra¢una kot delez viabil-
nosti tkiva, dobljen z Zivimi tkivi, izpostavljenimi snovi, ki zmanjSuje MTT, od katerega se odsteje delez nespe-
cificne redukcije MTT, dobljen z odmrlimi tkivi, izpostavljenimi isti snovi, ki zmanj$uje MTT, izracunan glede na
negativno kontrolo, izvedeno socasno s preskusom, ki se popravlja (% NSMTT).

30. Za opredelitev morebitnega vplivanja obarvanih preskusnih kemikalij ali preskusnih kemikalij, ki so se obarvale
v stiku z vodo ali izopropanolom, in odlocitev, ali so potrebne dodatne kontrole, je treba opraviti spektralno
analizo preskusne kemikalije v vodi (okolje med izpostavljenostjo) infali izopropanolu (raztopina za ekstrahira-
nje). Ce preskusna kemikalija v vodi in/ali izopropanolu absorbira svetlobo v razponu 570 + 30 nm, je treba
izvesti dodatne kontrole z barvilom ali pa uporabiti postopek spektrofotometrije HPLC/UPLC, pri ¢emer v tem
primeru te kontrole niso potrebne (glej odstavka 33 in 34). Pri izvajanju meritve standardne absorbance (OD) se
vsaka moteca obarvana preskusna kemikalija nanese na vsaj dva ponovljena vzorca viabilnega tkiva, na katerih
se izvede celotni postopek preskusanja, vendar se v fazi inkubacije MTT inkubirata z goji§¢em namesto z
raztopino MTT, da se dobi kontrola z nespecificno barvo (NSCy;,.). Kontrolo z nespecificno barvo (NSCyy,)
je treba izvesti soCasno s preskusanjem obarvane preskusne kemikalije, v primeru veckratnega preskusanja pa je
treba zaradi inherentne bioloske variabilnosti Zivih tkiv za vsak izvedeni preskus (pri vsaki ponovitvi) izvesti
neodvisno kontrolo z nespecificno barvo (NSCy;,,). Dejanska viabilnost tkiv se nato izra¢una kot delez viabil-
nosti tkiv, dobljen z Zivimi tkivi, izpostavljenimi mote¢i preskusni kemikaliji in inkubiranimi z raztopino MTT,
od katerega se odsteje delez nespecificne barve, dobljen z Zivimi tkivi, izpostavljenimi moteci preskusni kemi-
kaliji in inkubiranimi z goji§¢em brez MTT, pri Cemer je bil ta preskus izveden socasno s preskusom, ki se
popravlja (% NSCyj,o)-

31. Pri preskusnih kemikalijah, za katere je ugotovljeno, da neposredno zmanjsujejo MTT (glej odstavek 29) in
povzrodajo barvno interferenco (glej odstavek 30), je potreben tudi tretji niz kontrol poleg NSMTT in NSCy;,,
opisanih v prej$njih odstavkih, ko se izvaja meritev standardne absorbance (OD). To po navadi velja za temno
obarvane preskusne kemikalije, ki motijo analizo MTT (npr. modre, vijoli¢aste, ¢rne), ker njihova lastna barva
ovira presojo njihove zmoznosti za neposredno redukcijo MTT, kot je opisana v odstavku 29. Te preskusne
kemikalije se lahko veZejo na ziva in odmrla tkiva, zato se s kontrolo NSMTT ne le popravi potencialna
neposredna redukcija MTT zaradi preskusne kemikalije, ampak tudi barvna interferenca, ki nastane zaradi vezave
preskusne kemikalije na odmrla tkiva. To bi lahko vodilo do dvojnega popravka barvne interference, saj se s
kontrolo NSCy,, Ze popravi barvna interferenca, ki jo povzroca vezava preskusne kemikalije na Ziva tkiva.
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Za preprecitev morebitnega dvojnega popravka barvne interference je treba izvesti Se tretjo kontrolo za nespe-
cificno barvo v odmrlih tkivih (NSC,4p0)- Pri tej dodatni kontroli se preskusna kemikalija nanese na vsaj dva
ponovljena vzorca odmrlega tkiva, na katerih se izvede celoten postopek preskusanja, vendar se v fazi inkubacije
MTT inkubirata z gojiS¢em namesto z raztopino MTT. Za vsako preskusno kemikalijo zadostuje ena sama
kontrola NSC,44, De glede na Stevilo izvedenih neodvisnih preskusov/ponovitev, vendar jo je treba izvesti
socasno s kontrolo NSMTT in po moznosti z isto serijo tkiva. Dejanska viabilnost tkiva se nato izrauna kot
delez viabilnosti tkiva, dobljen z Zivimi tkivi, izpostavljenimi preskusni kemikaliji, od katerega se odstejeta %
NSMTT in % NSCj,,, pristeje pa se mu delez nespecificne barve, dobljen z odmrlimi tkivi, izpostavljenimi
moteci preskusni kemikaliji in inkubiranimi z medijem brez MTT, izra¢unan glede na negativno kontrolo,
izvedeno socasno s preskusom, ki se popravlja (% NSCygmsio)-

32. Pomembno je poudariti, da se lahko zaradi nespecificne redukcije MTT in nespecificnih barvnih interferenc
povecajo odcitki izvlecka tkiva nad razponom linearnosti spektrofotometra. Na tej podlagi mora vsak laboratorij
najprej dolociti razpon linearnosti svojega spektrofotometra s formazanom MTT (t. CAS 57360-69-7) iz
komercialnega vira, Sele nato lahko zacne preskusanje preskusnih kemikalij za regulativne namene. Meritev
standardne absorbance (OD) z uporabo spektrofotometra je ustrezna za oceno snovi, ki neposredno zmanjsu-
jejo MTT, in preskusnih kemikalij, ki povzrocajo barvno interferenco, ko so opti¢ne gostote izvleckov tkiv,
dobljene s preskusno kemikalijo brez kakr$nega koli popravka za neposredno redukcijo MTT infali barvno
interferenco, znotraj linearnega razpona spektrofotometra ali ko nepopravljeni delez viabilnosti, dobljen s
preskusno kemikalijo, Ze znasa < 50 %. Vendar je treba rezultate za preskusne kemikalije, ki povzrocajo %
NSMTT infali % NSCy,, = 50 % negativne kontrole, obravnavati previdno, saj je to mejna vrednost, ki se
uporablja za razlikovanje med razvr$€enimi in nerazvr$¢enimi kemikalijami (glej odstavek 36).

33. Za obarvane preskusne kemikalije, ki niso zdruZljive z meritvijo standardne absorbance (OD) zaradi premocnega
vplivanja na analizo MTT, se lahko uporabi alternativni postopek spektrofotometrije HPLC/UPLC za merjenje
formazana MTT (glej odstavek 34) (36). Sistem spektrofotometrije HPLC/UPLC omogoca, da se formazan MTT
loci od preskusne kemikalije pred njegovo kvantifikacijo (36). Iz tega razloga kontrole NSCy;,, ali NSCq gm0 P
uporabi spektrofotometrije HPLC/UPLC niso nikoli potrebne, in to ne glede na to, katera kemikalija se preskusa.
Kljub temu je treba kontrole NSMTT uporabiti v primeru suma, da preskusna kemikalija neposredno zmanjsuje
MTT ali da njena barva ovira oceno sposobnosti za neposredno redukcijo MTT (kot je opisano v odstavku 29).
Kadar se za merjenje formazana MTT uporabi spektrofotometrija HPLC/UPLC, se delez viabilnosti tkiva izra¢una
kot razmerje med povr$ino vrha formazana MTT, dobljeno z Zivimi tkivi, izpostavljenimi preskusni kemikaliji, in
povrsino vrha formazana MTT, dobljeno s socasno negativno kontrolo. Za preskusne kemikalije, ki lahko nepos-
redno zmanj$ajo MTT, se dejanska viabilnost tkiva izracuna kot delez viabilnosti tkiva, dobljen z Zivimi tkivi,
izpostavljenimi preskusni kemikaliji, od katerega se odsteje % NSMTT. Nazadnje, opozoriti je treba, da snovi, ki
neposredno zmanjsujejo MTT in lahko povzrocijo tudi barvno interferenco ter ki ostanejo v tkivih po tretiranju in
zmanj$ujejo MTT tako mocno, da opti¢ne gostote (z uporabo standardne meritve opticne gostote) ali povrsine
vrha (z uporabo spektrofotometrije UPLC/HPLC) preskuSenih izvleckov tkiv, ki presegajo razpon linearnosti
spektrofotometra, ni mogoce oceniti, ¢eprav naj bi se to zgodilo samo v zelo redkih primerih.

34. Spektrofotometrija HPLC/UPLC se lahko uporabi tudi z vsemi vrstami preskusnih kemikalij (obarvanimi,
neobarvanimi, kemikalijami, ki zmanjsujejo MTT, in tistimi, ki ne zmanjSujejo MTT) za merjenje formazana
MTT (36). Zaradi raznovrstnosti sistemov spektrofotometrije HPLC/UPLC je treba usposobljenost sistema spek-
trofotometrije HPLC/UPLC dokazati pred njegovo uporabo za kvantifikacijo formazana MTT iz izvleckov tkiv,
tako da izpolnjuje merila za sprejemljivost za niz standardnih parametrov ustreznosti na podlagi tistih, ki so
opisani v smernicah ameriske uprave za hrano in zdravila za industrijo v zvezi z bioanaliti‘no metodo validacije
(36) (37). Ti klju¢ni parametri in njihova merila za sprejemljivost so prikazani v Dodatku 4. Ko so izpolnjena
merila za sprejemljivost, opredeljena v Dodatku 4, se sistem spektrofotometrije HPLC/UPLC $teje za ustrezen in
je pripravljen za merjenje formazana MTT v poskusnih pogojih, opisanih v tej preskusni metodi.

Merila za sprejemljivost

35. Za vsako preskusno metodo, pri kateri se uporabljajo ustrezne serije modelov rekonstruirane ¢loveske pokoz-
nice (glej odstavek 23), morajo imeti tkiva, tretirana z negativno kontrolo, opti¢no gostoto, iz katere je razvidna
kakovost tkiv, pri katerih so se upostevale zahtevane stopnje in vsi postopki protokola. Vrednosti kontrol
opti¢ne gostote ne smejo biti niZje od v preteklosti postavljenih mej. Podobno mora biti iz tkiv, tretiranih s
pozitivno kontrolo, tj. 5-odstotnim vodnim SDS, razvidna sposobnost, da se odzovejo na jedko kemikalijo v
pogojih preskusne metode (glej Dodatek 3 in za ve¢ informacij standardne operativne postopke stirih
preskusnih modelov, vklju¢enih v to smernico za preskusanje (32) (33) (34) (35)). S tem povezane ustrezne
meritve variabilnosti med ponovljenimi vzorci tkiv, tj. standardni odkloni, morajo biti znotraj meja sprejem-
ljivosti, doloenih za uporabljeni preskusni model (glej Dodatek 3).
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Razlaga rezultatov in napovedni model

36. Vrednosti opti¢ne gostote, pridobljene z vsako preskusno kemikalijo, se lahko uporabijo za izracun deleza
viabilnosti, normaliziranega na negativno kontrolo, katere viabilnost znasa 100 %. Ce se uporabi spektrofoto-
metrija HPLC/UPLC, se delez viabilnosti tkiva izracuna kot delez povrSine vrha formazana MTT, dobljene z
zivimi tkivi, izpostavljenimi preskusni kemikaliji, glede na vrh formazana MTT, dobljen s socasno negativno
kontrolo. Mejna vrednost deleza viabilnosti celic, ki drazilne preskusne kemikalije lo¢i od nerazvr$¢enih, in
statistiéni postopki, ki se uporabljajo za ocenjevanje rezultatov ter dolocanje drazilnih kemikalij, morajo biti
natan¢no opredeljeni in evidentirani ter dokazani kot ustrezni (za ve¢ informacij glej standardne operativne
postopke preskusnih modelov). Mejne vrednosti za napoved drazenja so podane v nadaljevanju.

— Za preskusno kemikalijo se Steje, da jo je treba razvrstiti in oznaciti v skladu z GHS ZN/uredbo CLP
(kategorija 2 ali kategorija 1), ¢e je povprecni delez viabilnosti tkiva po izpostavljenosti in inkubaciji po
tretiranju manjsi ali enak (<) 50 %. Ker s preskusnimi modeli rekonstruirane ¢loveske pokoznice, ki so zajeti
s to preskusno metodo, ni mogoce razlikovati med kategorijama 1 in 2 po GHS ZNluredbi CLP, je za
kon¢no razvrstitev preskusne kemikalije potrebnih ve¢ informacij o jedkosti za kozo (glej tudi smernico
OECD za preskusanje v zvezi z IATA (3)). Ce se za preskusno kemikalijo ugotovi, da ni jedka (npr. na
podlagi preskusne metode B40, B.40a ali B.65), in je viabilnost tkiva po izpostavljenosti in inkubaciji po
tretiranju manjSa ali enaka (<) 50 %, se za preskusno kemikalijo Steje, da je jedka za kozo v skladu s
kategorijo 2 po GHS ZN/uredbi CLP.

— Odvisno od regulativnega okvira v drzavah ¢lanicah se lahko za preskusno kemikalijo Steje, da ni jedka za
kozo, tj. ,brez kategorije' po GHS ZN/Juredbi CLP, ¢e je viabilnost tkiva po izpostavljenosti in inkubaciji po
tretiranju vecja kot (>) 50 %.

PODATKI IN POROCANJE
Podatki

37. Za vsako ponovitev je treba podatke o posameznih ponovljenih vzorcih tkiv (npr. vrednosti opti¢ne gostote in
podatke o izratunanem delezu viabilnih celic za vsako preskusno kemikalijo, vklju¢no z razvri¢anjem) navesti v
obliki preglednice, po potrebi vklju¢no s podatki iz ponovljenih poskusov. To pomeni, da je treba za vsako
ponovitev navesti srednje vrednosti * standardni odklon. Za vsako preskusno kemikalijo je treba navesti
opazene interakcije med reagentom MTT in obarvanimi preskusnimi kemikalijami.

Poroc¢ilo o preskusu

38. V porocilo o preskusu se vkljucijo podatki, navedeni v nadaljevanju.
Preskusna kemikalija in kontrolne kemikalije:

— Snov iz ene sestavine kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi IUPAC ali ime CAS,
Stevilka CAS, koda po sistemu SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula, Cistost, kemijska iden-
titeta necisto¢, kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.

— Snov z ve¢ sestavinami, UVCB in zmesi: ¢im obseZnejsa opredelitev lastnosti s kemijsko identiteto (glej
zgoraj), kvantitativnim pojavljanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi sestavin;

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

— vir, Stevilka serije, ¢e je na voljo;

— obdelava preskusnih/kontrolnih kemikalij pred preskusanjem, ¢e je ustrezno (npr. segrevanje, drobljenje);
— stabilnost preskusne kemikalije, rok uporabe ali datum za ponovno analizo, ¢e je znan;

— pogoji skladis¢enja.
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Uporabljena model in protokol rekonstruirane ¢loveske pokoznice (ter utemeljitev izbire, ¢e je ustrezno).
Preskusni pogoji:
— uporabljeni model rekonstruirane ¢loveske pokoznice (vkljucno s stevilko serije);

— podatki o umerjanju za merilno napravo (npr. spektrofotometer), valovna dolzina in filtrirana valovna
dolzina (Ce je ustrezno), ki se uporabljajo za kvantifikacijo formazana MTT, ter razpon linearnosti merilne
naprave; opis metode, uporabljene za kvantifikacijo formazana MTT;

— opis ustreznosti sistema spektrofotometrije HPLC/UPLC, ¢e je ustrezno; popolne informacije v podporo
specifiénemu uporabljenemu modelu rekonstruirane ¢loveske pokoznice, vkljuéno z njegovo ucinkovitostjo.
To mora med drugim vkljucevati:

(i) viabilnost;
(ii) pregradno funkcijo;
(ili) morfologijo;
(iv) obnovljivost in napovedljivost;
(v) kontrole kakovosti modela;

— navedba podatkov o modelu iz preteklih preskusov. To mora med drugim vkljucevati sprejemljivost
podatkov o kontroli kakovosti s sklicevanjem na podatke o seriji, pridobljene v preteklosti.

— dokaz o usposobljenosti za izvajanje preskusne metode pred redno uporabo s preskusanjem snovi za
preverjanje usposobljenosti.

Preskusni postopek:

— podrobnosti o uporabljenem preskusnem postopku (vkljuéno s postopki spiranja, ki se uporabijo po
obdobju izpostavljenosti); odmerki uporabljene preskusne kemikalije in kontrolnih kemikalij;

— trajanje in temperatura izpostavljenosti in obdobja inkubacije po izpostavljenosti;

— navedba kontrol, uporabljenih za snovi, ki neposredno zmanj$ajo MTT, in/ali barvilnih preskusnih kemikalij,
e je ustrezno;

— Stevilo ponovljenih vzorcev tkiv, uporabljenih za vsako preskusno kemikalijo in kontrole (pozitivna
kontrola, negativna kontrola in NSMTT, NSCj;,, in NSCygmio €€ je ustrezno);

— opis uporabljenih meril za odlo¢anje/napovednega modela na podlagi uporabljenega modela rekonstruirane
¢loveske pokoznice;

— opis morebitnih prilagoditev preskusnega postopka (vklju¢no s postopki spiranja).
Merila za sprejemljivost ponovitve in preskusa:

— srednje vrednosti pozitivne in negativne kontrole ter razponi sprejemljivosti na podlagi podatkov iz prete-
klih preskusov; sprejemljiva variabilnost med ponovljenimi vzorci tkiv za pozitivne in negativne kontrole;

— sprejemljiva variabilnost med ponovljenimi vzorci tkiv za preskusno kemikalijo.
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Rezultati:

— preglednice s podatki o posamezni preskusni kemikaliji za vsako ponovitev in vsako ponovljeno meritev,
vklju¢no z opti¢no gostoto ali povr$ino vrha formazana MTT, delezem viabilnosti tkiv, povpre¢nim delezem
viabilnosti tkiv in standardnim odklonom;

— Ce je ustrezno, rezultati kontrol, uporabljenih za snovi, ki neposredno zmanjsujejo MTT, infali barvilne
preskusne kemikalije, vkljuéno z opti¢no gostoto ali povrsino vrha formazana MTT, % NSMTT, % NSC;y,,
% NSCygmilo Standardnim odklonom, konénim pravilnim delezem viabilnosti tkiv;

— rezultati, dobljeni s preskusnimi kemikalijami in kontrolami glede na opredeljena merila za sprejemljivost
ponovitve in preskusa;

— opis drugih opazenih ucinkov;

— izpeljana razvrstitev z navedbo uporabljenega napovednega modela/meril za odlocitev.
Razprava o rezultatih
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Dodatek 1
OPREDELITVE POJMOV

Toénost: stopnja ujemanja rezultatov preskusne metode s sprejetimi referencnimi vrednostmi. Je merilo ucinkovitosti
preskusne metode in eden od vidikov ustreznosti. Ta izraz in izraz ,skladnost‘ se pogosto uporabljata kot sopomenki in
pomenita delez pravilnih rezultatov preskusne metode (9).

Viabilnost celic: parameter za merjenje celotne dejavnosti celicne populacije, npr. zmoznosti celicnih mitohondrijskih
dehidrogenaz za redukcijo vitalnega barvila MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, tiazolil modro),
ki se glede na izmerjeno koné¢no tocko in uporabljeni nacrt preskusa ujema s skupnim $tevilom infali vitalnostjo zivih
celic.

Kemikalija: pomeni snov ali zmes.

Skladnost: je merilo ucinkovitosti za preskusne modele, s katerimi se pridobijo kategori¢ni rezultati, in eden od vidikov
ustreznosti. Ta izraz in izraz to¢nost se v¢asih uporabljata kot sopomenki in pomenita delez vseh preskusenih kemikalij,
ki so pravilno razvr$cene kot porzitivne ali negativne. Skladnost je zelo odvisna od razsirjenosti pozitivnih rezultatov v
vrstah preucevane preskusne kemikalije (9).

ETsq: lahko se oceni z dolo¢anjem casa izpostavljenosti, ki je potreben za zmanjsanje viabilnosti celic za 50 % po nanosu
dolocene stalne koncentracije primerjalne kemikalije, glej tudi ICs,.

GHS (globalno usklajeni sistem ZdruZenih narodov (ZN) za razvr$€anje in oznaCevanje kemikalij): sistem za
razvrianje kemikalij (snovi in zmesi) v skladu s standardiziranimi vrstami in stopnjami fizi¢nih, zdravstvenih in okoljskih
nevarnosti ter za obravnavanje ustreznega oznacevanja, na primer s piktogrami, opozorilnimi besedami, stavki o nevar-
nosti, previdnostnimi stavki in varnostnimi listi, da bi se razsirile informacije o $kodljivih u¢inkih kemikalij ter s tem
za(itili ljudje (vklju¢no z delodajalci, delavci, prevozniki, potrosniki in reevalci) in okolje (1).

HPLC: tekocinska kromatografija visoke locljivosti (High Performance Liquid Chromatography).

IATA: Integrated Approach to Testing and Assessment (celostni pristop k testiranju in ocenjevanju).

IC5: lahko se oceni z dolo¢anjem koncentracije, pri kateri primerjalna kemikalija po dolo¢enem Casu izpostavljenosti
zmanj$a viabilnost tkiv za 50 % (ICs), glej tudi ETs.

Prevelik odmerek: kolicina na pokoZnico nanesene preskusne kemikalije, ki je vecja od koli¢ine, potrebne za celotno in
enakomerno prekritje povrSine pokoZnice.

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

Snov iz ene sestavine: snov, ki jo opredeljuje njena kvantitativna sestava in v kateri je vsaj 80 mas. % glavne sestavine.
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MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid; tiazolil modro tetrazol bromid.

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

NSCydmrlo: Nespecificna barva v odmirlih tkivih.

NSCj;,: nespecificna barva v Zivih tkivih.

NSMTT: nespecificna redukcija MTT.

Standardi izvajanja (SI): standardi, ki temeljijo na validirani preskusni metodi in so podlaga za oceno primerljivosti
predlagane preskusne metode, ki je funkcijsko in mehanisticno podobna. Vklju¢ujejo: (i) nujne elemente preskusne
metode; (i) najkrajsi mozni seznam referen¢énih kemikalij, izbranih iz skupine kemikalij, ki se uporabljajo za dokazovanje
sprejemljive u¢inkovitosti validirane preskusne metode, ter (iii) primerljive stopnje to¢nosti in zanesljivosti, ki temeljijo na
rezultatih validirane preskusne metode, kar mora dokazati predlagana preskusna metoda pri ocenjevanju ob uporabi
najkrajSega moznega seznama referenénih kemikalij (9).

PC: pozitivna kontrola, ponovljen vzorec, ki vsebuje vse sestavine preskusnega sistema in se tretira s kemikalijo, za katero
je znano, da povzrodi pozitiven odziv. Za zagotovitev, da se lahko variabilnost odziva pozitivne kontrole oceni v daljSem
¢asovniem obdobju, pa stopnja pozitivnega odziva ne sme biti prevelika.

Ustreznost: opis razmerja med preskusom in preiskovanim u¢inkom ter njegovega pomena in uporabnosti za dolocen
namen. Pomeni stopnjo, do katere se s preskusom pravilno izmeri ali napove preiskovani bioloski ucinek. Pri ustreznosti
se uposteva tudi tocnost (skladnost) preskusne metode (9).

Zanesljivost: stopnja obnovljivosti preskusne metode v enem ali ve¢ laboratorijih v daljsfem ¢asovnem obdobju ob
uporabi istega protokola. Oceni se z izracunom obnovljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih (9).

Nadomestni preskus: preskus, ki nadomesti preskus, ki se redno uporablja in je uveljavljen za ugotavljanje nevarnosti
infali oceno tveganja ter za katerega je bilo ugotovljeno, da v primerjavi z uveljavljenim preskusom v vseh mogocih
okolis¢inah presku$anja in za vse mogoce preskusne kemikalije zagotavlja enakovredno ali izbolj$ano varstvo zdravja ljudi
ali zivali ali okolja, kot je ustrezno (9).

Ponovitev: ponovitev zajema eno ali ve¢ preskusnih kemikalij, preskusenih socasno z negativno kontrolo in pozitivno
kontrolo.

Obclutljivost: delez vseh pozitivnih/aktivnih preskusnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno razvrstijo. Je merilo
to¢nosti za preskusno metodo, s katero se pridobijo kategoricni rezultati, in pomemben dejavnik pri ocenjevanju
ustreznosti preskusne metode (9).
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Drazenje koZe in vivo: je nastanek povracljive poskodbe koze po nanosu preskusne kemikalije za najve¢ 4 ure.
Razdrazenost koZe je lokalna reakcija prizadetega koznega tkiva, ki se pojavi kmalu po izpostavitvi koze draZenju
(38). Povzroci jo lokalna vnetna reakcija, v katero je vkljuCen prirojeni (nespecificni) imunski sistem koznega tkiva.
Njena glavna lastnost je povracljiv proces, ki vkljucuje vnetne reakcije in ve¢ino znacilnih klini¢nih znakov razdrazenosti
(rde¢ino, oteklino, srbenje in bolecino), povezanih z vnetnim procesom.

Specificnost: delez vseh negativnih/neaktivnih preskusnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno razvrstijo. Je merilo
to¢nosti za preskusno metodo, s katero se pridobijo kategori¢ni rezultati, in pomemben dejavnik pri ocenjevanju
ustreznosti preskusne metode (9).

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

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

UPLC: tekocinska kromatografija ultra visoke locljivosti (Ultra-High Performance Liquid Chromatography).

UVCB: snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali biologki materiali.
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Dodatek 2

PRESKUSNI MODELI, VKLJUCENI V TO PRESKUSNO METODO

St. Ime preskusnega modela Vrsta validacijske studije Viri

1 EpiSkin™ Celovita  prospektivna validacijska  Studija | (2) (10) (11) (14) (15) (16)
(2003-2007). Elementi tega modela so bili | (17) (18) (19) (20) (21)
uporabljeni za opredelitev bistvenih elementov | (23) (32) (39) (40)
preskusne metode prvotnih in posodobljenih
standardov izvajanja ECVAM (39) (40) (21) (*).
Poleg tega so bili podatki o metodi, ki se nana-
$ajo na razlikovanje med nerazvr$cenimi in
razvr$¢enimi snovmi, glavna podlaga za oprede-
litev vrednosti specificnosti in obcutljivosti
prvotnih standardov izvajanja (¥).

2 EpiDerm™ SIT (EPI-200) EpiDerm™ (prvotni): preskusni model je bil | (2) (10) (12) (13) (15) (16)
najprej predmet celovite prospektivne validacije | (17) (18) (20) (21) (23)
skupaj s st. 1. iz obdobja 2003-2007. Elementi | (33) (39) (40)

tega modela so bili uporabljeni za opredelitev
bistvenih elementov preskusnih metod prvotnih
in posodobljenih standardov izvajanja ECVAM
(39) (40) (21) ().

EpiDerm™ SIT (EPI-200): prilagoditev prvot-
nega modela EpiDerm™ je bila validirana z
uporabo prvotnih standardov izvajanja ECVAM
(21) v letu 2008 (*). (2) 21) 22) (23) (33)

3 SkinEthic™ RHE Validacijska $tudija na podlagi prvotnih stan- | (2) (21) (22) (23) (31)
dardov izvajanja ECVAM (21) v letu 2008 (¥).

4 LabCyte EPI-MODEL24 SIT | Validacijska Studija (2011-2012) na podlagi | (24) (25) (26) (27) (28)
standardov izvajanja iz Smernice OECD za | (35) (39) (40) in standardi
preskufanje 439 (8), ki temeljijo na posod- | izvajanja te smernice za
obljenih standardih izvajanja ECVAM (¥) (39) | preskusanje (8) (¥)

(40).

(*) Prvotni standardi izvajanja ECVAM (21) so bili pripravljeni leta 2007 po koncu prospektivne validacijske Studije (16), s katero se je
ocenila u¢inkovitost preskusnih modelov $t. 1 in 2 glede na sistem razvriCanja, opisan v 28. spremembi direktive EU o nevarnih
snoveh (41). Leta 2008 sta bila uvedena GHS ZN (1) in uredba CLP, s katerima se je mejna vrednost za razlikovanje med neraz-
vr$Cenimi in razvr§cenimi snovmi na podlagi rezultata in vivo dejansko dvignila z 2,0 na 2,3. Zaradi prilagoditve tej spremenjeni
regulativni zahtevi so bili v letu 2009 posodobljeni vrednosti to¢nosti in seznam referen¢nih kemikalij iz standardov izvajanja ECVAM
(2) (39) (40). Tako kot prvotni standardi izvajanja so tudi posodobljeni standardi izvajanja vec¢inoma temeljili na podatkih iz modelov
§t. 1 in 2 (16), vendar so se dodatno uporabili tudi podatki o referen¢nih kemikalijah iz modela 3t. 3. Leta 2010 so bili posodobljeni
standardi izvajanja ECVAM uporabljeni za dolocitev standardov izvajanja, povezanih s temi smernicami za preskusanje (8). Za namen
te preskusne metode se model EpiSkin™ Steje za VRM, ker je bil uporabljen za pripravo vseh meril standardov izvajanja. Podrobne
informacije o validacijskih $tudijah, zbirka pridobljenih podatkov in ozadje nujnih prilagoditev standardov izvajanja zaradi izvajanja
GHS ZN/uredbe CLP so na voljo v obrazlozitvenem referenénem dokumentu ECVAM/BfR k ustreznim smernicam OECD za presku-
Sanje 439 (23).

SIT: preskus draZenja koZe.

RHE: rekonstruirana ¢loveska pokoznica.
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Dodatek 3

PARAMETRI PROTOKOLA, SPECIFICNI ZA VSAKEGA OD PRESKUSNIH MODELOV, VKLJUCENIH V TO PRESKUSNO METODO

Modeli rekonstruirane ¢loveske pokoznice (RhE) dejansko prikazujejo zelo podobne protokole, zlasti vsi uporabljajo
42-urno obdobje po inkubaciji (32) (33) (34) (35). Razlike se nanaSajo predvsem na tri parametre v zvezi z razli¢nimi
pregradnimi funkcijami preskusnih modelov, in sicer: (A) ¢as predhodne inkubacije in koli¢ina, (B) nanos preskusnih
kemikalij in (C) koli¢ina po inkubaciji.

EpiSkin™ (SM)

EpiDerm™ SIT (EPI-200)

SkinEthic RHE™

LabCyte EPI-MODEL24 SIT

(A) Predhodna inkubacija

Cas inkubacije 18-24 ur 18-24 ur < 2 uri 15-30 ur
Koli¢ina medija 2 ml 0,9 ml 0,3 ali 1 ml 0,5 ml

(B) Nanos preskusne kemikalije

Za tekocine 10 ul (26 pljem?) 30 ul (47 pljem?) 16 pl 25 pl (83 uljem?)

(32 uljem?)

Za trdne snovi 10 mg 25 mg (39 mgf/cm?) + 16 mg 25 mg (83 mgfcm?) +
(26 mgfcm?) + DV DPBS (25 pl) (32 mgjcm?) + DV (25 pl)
(5 ub DV (10 pl)
Uporaba najlonske mrezice | se ne uporablja po potrebi uporabljena se ne uporablja
Skupni ¢as nanosa 15 minut 60 minut 42 minut 15 minut
Temperatura ob nanosu ST (@) 25 minut pri ST ST ST
(b) 35 minut pri 37 °C
(C) Koli¢ina po inkubaciji
Koli¢ina medija 2 ml 0,9 mlx2 2 ml 1 ml
(D) Najvedja sprejemljiva razlika
Standardni odklon med SO18 SO18 SO18 SO18

ponovljenimi vzorci tkiv

ST: sobna temperatura.
DV: destilirana voda.

DPBS: Dulbeccov fosfatni pufer s soljo.
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Dodatek 4

KLJUCNI PARAMETRI IN MERILA ZA SPREJEMLJIVOST ZA USTREZNOST SISTEMA SPEKTROFOTOMETRIJE HPLC/UPLC ZA
MERJENJE FORMAZANA MTT, EKSTRAHIRANEGA IZ TKIV REKONSTRUIRANE CLOVESKE POKOZNICE (RHE)

Parameter Protokol, izpeljan iz smernic FDA (36) (37) Merila za sprejemljivost
Selektivnost Analiza izopropanola, Zivega slepega vzorca (izvlecek | PovrSinayerferenca < 20 %
izopropanola iz zivih tkiv rekonstruirane cloveske | povisine;;oq ().
pokoznice brez kakrsnega koli tretiranja), odmrlega
slepega vzorca (izvlecek izopropanola iz odmrlih
tkiv rekonstruirane ¢loveske pokoznice brez kakrsnega
koli tretiranja).
Natan¢nost kontrole kakovosti (tj. formazan MTT pri 1,6 pg/ml, | KV < 15 % ali < 20 % za LLOQ.
16 pg/ml in 160 pg/ml) v izopropanolu (n = 5).
Tocnost Kontrole kakovosti v izopropanolu (n = 5). % Dev < 15 % ali < 20 % za LLOQ.

Vpliv matriksa

Kontrole kakovosti v Zivem slepem vzorcu (n = 5).

85 % < vpliv matriksa % < 115 %.

Prenos

Analiza izopropanola po standardu ULOQ (?).

< N .
PovSinay,erferenca < 20 % povisine; oq-

Obnovljivost
(znotraj dneva)

3 neodvisne umeritvene krivulje (na podlagi 6 zapo-
rednih tretjinskih razred¢in formazana MTT v izopro-
panolu, ki se zacnejo pri ULOQ, tj. 200 pg/ml);

kontrole kakovosti v izopropanolu (n = 5).

Obnovljivost
(med dnevi)

1. dan: 1 umeritvena krivulja in kontrole kakovosti v
izopropanolu (n = 3).

2. dan: 1 umeritvena krivulja in kontrole kakovosti v
izopropanolu (n = 3).

3. dan: 1 umeritvena krivulja in kontrole kakovosti v
izopropanolu (n = 3).

Umeritvene krivulje: % Dev < 15 % ali
< 20 % za LLOQ.

Kontrole kakovosti: % Dev < 15 % in KV
< 15 %.

Kratkorona  stabil- | Kontrole kakovosti v Zivih slepih vzorcih (n = 3), | % Dev < 15 %.
nost formazana | analiziranih na dan priprave in po 24 urah hrambe

MTIT v  izvlecku | pri sobni temperaturi.

tkiva rekonstruirane

¢loveske pokoznice

Dolgorocna  stabil- | Kontrole kakovosti v Zivih slepih vzorcih (n = 3), | % Dev < 15 %.“
nost formazana | analiziranih na dan priprave in po ve¢ dneh hrambe

MTT v izvlecku | pri doloceni temperaturi (npr. 4 °C, —20 °C, 80 °C).

tkiva rekonstruirane
¢loveske pokoznice,
e je potrebno

(") LLOQ: spodnja meja kvantifikacije (Lower Limit of Quantification), opredeljena tako, da zajema 1-2-odstotno viabilnost tkiva,

tj. 0,8 pg/ml.

(%) ULOQ: zgornja meja kvantifikacije (Upper Limit of Quantification), opredeljena tako, da je vsaj dvakrat viSja od najvisje pricakovane
koncentracije formazana MTT v izvleckih izopropanola iz negativnih kontrol, tj. 200 pg/ml.
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(8) 'V delu B se dodajo naslednja poglavja:

,B.63 PRESEJALNI PRESKUS TOKSICNOSTI ZA RAZMNOZEVANJE/RAZVO)
UvoD

1. Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskusanje (TG) 421 (2016). Smernice OECD za
preskusanje kemikalij se redno pregledujejo ob upostevanju znanstvenega napredka. Prvotna smernica za
presejalni preskus 421 je bila sprejeta leta 1995 na podlagi protokola za ,predhodni presejalni preskus toksi-
¢nosti za razmnoZevanje’, o katerem se je razpravljalo na dveh strokovnih srecanjih, in sicer leta 1990 v
Londonu (1) in leta 1992 v Tokiu (2).

2. Ta preskusna metoda je bila posodobljena z ustreznimi kon¢nimi tockami za endokrine motilce kot nadaljnji
ukrep v okviru prednostne dejavnosti, ki jo je OECD zacela izvajati leta 1998, da bi pregledala obstojece
smernice za preskuSanje ter pripravila nove smernice za presejalne preskuse in preskusanje potencialnih endo-
krinih motilcev (3). Smernica OECD za preskusanje 407 (28-dnevna $tudija oralne toksi¢nosti s ponavljajo¢imi
se odmerki na glodavcih, poglavje B.7 te priloge) je bila na primer leta 2008 izbolj$ana s parametri, primernimi
za zaznavanje endokrinega delovanja preskusnih kemikalij. Namen posodobitve Smernice za preskusanje 421 je
bil, da se v smernice za presejalno preskusanje vkljucijo nekatere ustrezne koncne tocke za endokrine motilce,
kadar obdobja izpostavljenosti zajemajo nekatera obcutljiva obdobja med razvojem (pred rojstvom ali malo po
rojstvu).

3. Izbrane dodatne ustrezne koncne tocke za endokrine motilce, ki so tudi del Smernice za preskuSanje 443
(razsirjene Studije toksi¢nosti za razmnoZevanje na eni generaciji, poglavje B.56 te priloge), so bile v Smernico
za preskuSanje 421 vkljucene na podlagi Studije izvedljivosti, s katero so se obravnavala znanstvena in tehni¢na
vpradanja, povezana z njihovo vkljucitvijo, ter morebitne prilagoditve nacrta preskusa, potrebne za njihovo
vkljucitev (4).

4. Ta preskusna metoda naj bi zagotovila omejene informacije v zvezi z ucinki preskusne kemikalije na sposob-
nost razmnozZevanja pri samcih in samicah, kot so funkcija spolnih Zlez, obnasanje pri parjenju, spocetje, razvoj
zarodka in kotitev. Ni alternativa obstoje¢im preskusnim metodam B.31, B.34, B.35 ali B.56 niti jih ne
nadomesca.

ZACETNI PREUDARKI

5. Ta metoda presejalnega preskusa se lahko uporablja za zagotovitev zacetnih informacij o morebitnih ucinkih na
razmnoZevanje infali razvoj bodisi v zgodnji fazi ocenjevanja toksikoloskih lastnosti kemikalij bodisi v zvezi s
kemikalijami, ki vzbujajo zaskrbljenost. Uporabi se lahko tudi v okviru sklopa zacetnih presejalnih preskusov za
obstoje¢e kemikalije, za katere je na voljo malo ali ni¢ toksikoloskih informacij, kot Studija za dolocanje
obmodja odmerka za obseznejSe razmnoZevalne/razvojne Studije ali Ce se zdi pomembna kako drugace. Pri
izvajanju Studije je treba upostevati vodilna nacela in preudarke iz Smernice OECD 19 o prepoznavanju, oceni
in uporabi kliniénih znakov kot humanih kon¢nih tock za preskusne Zivali, ki se uporabljajo pri ocenah
varnosti (5).

6. Ta preskusna metoda ne zagotavlja popolnih informacij o vseh vidikih razmnoZevanja in razvoja. Zlasti
zagotavlja samo omejene nacine, kako po rojstvu zaznavati pojavne oblike izpostavljenosti pred rojstvom ali
ucinke, ki jih lahko povzrodi izpostavljenost po rojstvu. Zaradi (med drugim) razmeroma majhnega $tevila Zivali
v skupinah, ki prejemajo odmerke, selektivnosti kon¢nih tock in kratkotrajnosti Studije ta metoda ne zagotavlja
dokazov za dokon¢ne trditve o neobstoju u¢inkov. Ce ni podatkov iz drugih preskusov toksicnosti za razmno-
Zevanje[razvoj, so poleg tega pozitivni rezultati koristni za zaCetno oceno nevarnosti in prispevajo k odlo¢itvam
v zvezi z nujnostjo in ¢asovnim okvirom dodatnega preskusanja.

7. Rezultate, ki se dobijo s parametri, povezanimi z endokrinim sistemom, je treba obravnavati v okviru temelj-
nega okvira OECD za preskuSanje in ocenjevanje kemikalij, ki povzrocajo endokrine motnje (Conceptual
Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals) (6). V tem temeljnem okviru je
izboljSana Smernica OECD za preskusanje 421 vklju¢ena na ravni 4 kot preskus in vivo, ki zagotavlja podatke o
skodljivih u¢inkih na ustrezne kon¢ne tocke za endokrini sistem. Vendar zgolj endokrinega signala ni mogoce
Steti za zadosten dokaz, da je preskusna kemikalija endokrini motilec.

8. Pri tej preskusni metodi je predvideno oralno dajanje preskusne kemikalije. Ce se uporabijo drugi nacini
izpostavljenosti, so morda potrebne prilagoditve.
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9. Preden se preskusna metoda uporabi na zmesi, da bi se pridobili podatki za predvideni regulativni namen, je
treba preuwciti, ali in zakaj lahko zagotovi ustrezne rezultate za navedeni namen. Kadar obstaja regulativna
zahteva za preskuSanje zmesi, taki preudarki niso potrebni.

10. Opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 1.

NACELO PRESKUSA

11. Preskusna kemikalija se daje v stopnjevanih odmerkih ve¢ skupinam samcev in samic. Samcem je treba dajati
odmerke najmanj $tiri tedne in do vklju¢no dneva pred predvideno usmrtitvijo (to vkljucuje vsaj dva tedna pred
parjenjem, obdobje parjenja in priblizno dva tedna po parjenju). Glede na omejeno obdobje odmerjanja pred
parjenjem pri samcih plodnost morda ni posebno obcutljiv kazalnik toksi¢nosti za moda. Zato je bistven
podroben histoloski pregled mod. Kombinacija dvotedenskega obdobja odmerjanja pred parjenjem in poznejsih
opazovanj parjenja/plodnosti s skupno vsaj Stiritedenskim obdobjem odmerjanja, ki mu sledi podroben histo-
patoloski pregled spolnih Zlez samcev, se Steje za zadostno, da se lahko zazna vecina ucinkov na plodnost pri
samcih in spermatogenezo.

12. Samicam je treba dajati odmerke med celotno $tudijo. To vkljucuje dva tedna pred parjenjem (da se zajameta
vsaj dva popolna pojatvena cikla), razliCen ¢as do spocetja, trajanje brejosti in vsaj 13 dni po kotitvi, do
vkljuno dneva pred predvideno usmrtitvijo.

13. Trajanje $tudije (po aklimatizaciji in oceni pojatvenega cikla pred odmerjanjem) je odvisno od delovanja samice
in traja priblizno 63 dni (vsaj 14 dni pred parjenjem, (do) 14 dni parjenja, 22 dni brejosti, 13 dni laktacije).

14. V obdobju dajanja odmerkov je treba Zivali vsak dan pozorno opazovati, ali kaZejo znake zastrupitve. Na
zivalih, ki med preskusnim obdobjem poginejo ali so usmrcene, se opravi obdukcija, ob koncu preskusa pa se
tudi preZivele Zivali usmrtijo in obducirajo.

OPIS METODE
Izbira Zivalskih vrst

15. Pri tej preskusni metodi naj bi se uporabljale podgane. Ce se parametri, doloceni pri tej preskusni metodi,
preiskujejo na drugi vrsti glodavceyv, je treba to podrobno utemeljiti. V mednarodnem validacijskem programu
za zaznavanje endokrinih motilcev v Smernicah OECD za preskusanje 407 (ustreza poglavju B.7 te priloge) je
bila podgana edina uporabljena vrsta. Sevi z nizko plodnostjo ali dobro znano visoko pojavnostjo razvojnih
napak se ne smejo uporabljati. Uporabiti je treba zdrave Zivali, ki se $e niso parile in niso bile izpostavljene
predhodnim preskusnim postopkom. Opredeliti je treba vrsto, sev, spol, teZo in starost preskusnih zivali. Na
zaCetku $tudije morajo biti razlike v tezi uporabljenih Zivali ¢im manjSe in ne smejo presegati 20 % povprecne
teze za vsak spol. Ce se Studija izvaja kot predhodna studija za dolgotrajno $tudijo ali studijo celotne generacije,
je priporocljivo, da se v obeh Studijah uporabijo Zivali iz istega seva in vira.

Nastanitev in hranjenje

16. Vsi postopki morajo biti v skladu z lokalnimi standardi oskrbe laboratorijskih Zivali. Temperatura v prostoru s
preskusnimi Zivalmi mora znasati 22 °C (+ 3 ). Ceprav mora biti relativna vlaznost vsaj 30-odstotna in po
moznosti ne sme presegati 70 %, razen med CiSCenjem prostora, si je treba prizadevati za 50-60-odstotno
vlaznost. Osvetlitev mora biti umetna s svetlobnim ciklom 12 ur svetlobe in 12 ur teme. Za hranjenje se lahko
uporablja obicajna laboratorijska hrana z neomejeno koli¢ino pitne vode. Na izbiro hrane lahko vpliva potreba
po zagotovitvi ustrezne primesi preskusne kemikalije, ¢e se daje po tej metodi.
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17. Zivali morajo biti nastanjene v majhnih skupinah istega spola; posami¢no so lahko nastanjene, ¢e je to znan-
stveno utemeljeno. Pri skupinski nastanitvi je lahko v kletki najve¢ pet Zivali. Parjenje se mora izvajati v kletkah,
ki so primerne za ta namen. Breje samice morajo biti v svojih kletkah in imeti na voljo material za izdelavo
gnezda. Samice v laktaciji so v svojih kletkah skupaj z mladici.

18. Hrano je treba redno analizirati, da ne vsebuje kontaminantov. Vzorec hrane je treba hraniti, dokler porocilo ni
koncano.

Priprava Zivali

19. Zdrave mlade odrasle zivali se naklju¢no dodelijo kontrolnim in tretiranim skupinam. Kletke je treba razporediti
tako, da se ¢im bolj zmanjsajo morebitni ucinki, ki nastanejo zaradi razporeditve kletk. Zivali se oznacijo z
enkratnimi oznakami in zadrzijo v kletkah vsaj pet dni pred zacetkom Studije, da se prilagodijo na laborato-
rijske razmere.

Priprava odmerkov

20. Priporoca se, da se preskusna kemikalija daje oralno, razen e se $teje drug nacin dajanja za primernejsega. Ce se
izbere oralni nacin, se preskusna kemikalija obicajno daje z gavaZo, lahko pa tudi s hrano ali pitno vodo.

21. Po potrebi se preskusna kemikalija raztopi ali suspendira v ustreznem vehiklu. Priporocljivo je, da se, e je
mogocCe, najprej preuci moznost uporabe vodne raztopine/suspenzije, nato raztopine/emulzije v olju (npr.
koruznem), 3ele potem pa mozZnost raztopine v drugih vehiklih. V primeru vehiklov, ki niso voda, je treba
poznati toksi¢ne lastnosti takega vehikla. Dolociti je treba stabilnost in homogenost preskusne kemikalije v
vehiklu.

POSTOPEK
Stevilo in spol Zivali

22. Priporodljivo je, da se v vsaki skupini zacne z vsaj 10 samci in 12-13 samicami. Pri samicah se pred
izpostavitvijo oceni pojatvena cikli¢nost; zivali, ki nimajo znacilnih 4-5-dnevnih ciklusov, se ne vkljucijo v
Studijo; zato se priporoajo dodatne samice za zagotovitev, da je v vsaki skupini 10 samic. Razen v primeru
izrazitih toksi¢nih ucinkov naj bi se tako dobilo vsaj 8 brejih samic na skupino, kar je obicajno najnizje
sprejemljivo Stevilo brejih samic na skupino. Cilj je dobiti dovolj brejih samic in mladicev, da je zagotovljeno
smiselno ovrednotenje potenciala preskusne kemikalije za vplivanje na plodnost, brejost in materinsko obna-
Sanje ter sesanje, rast in razvoj potomcev F; od spocetja do 13. dne po skotitvi.

Odmerjanje

23. Obicajno je treba uporabiti najmanj tri preskusne skupine in eno kontrolno skupino. Velikosti odmerkov lahko
temeljijo na informacijah iz preskusov akutne toksi¢nosti ali rezultatih $tudij s ponavljajo¢imi se odmerki. Razen
tretiranja s preskusno kemikalijo je treba Zivali v kontrolni skupini obravnavati enako kot Zivali v preskusni
skupini. Ce se pri dajanju preskusne kemikalije uporablja vehikel, mora kontrolna skupina prejeti najvecjo
uporabljeno koli¢ino vehikla.

24. Pri izbiri velikosti odmerkov je treba upostevati vse obstoje¢e podatke o toksi¢nosti in (toksiko-)kinetiki, ki so
na voljo. Upostevati je treba tudi, da lahko obstajajo razlike v obcutljivosti med brejimi in nebrejimi Zivalmi.
Izbrati je treba najvecjo velikost odmerka, da se povzrocijo toksi¢ni ucinki, ne pa tudi pogin ali hudo trpljenje.
Nato je treba izbrati padajoce zaporedje velikosti odmerkov, da se pokazejo vsi odzivi, ki so odvisni od
odmerjanja, in ugotovi najmanjSa velikost odmerka, pri kateri ni opazenih $kodljivih ucinkov (NOAEL). Za
dolocanje padajocih velikosti odmerkov je velikokrat najbolje uporabiti dva- do Stirikratne intervale, namesto
zelo velikih intervalov (npr. ve¢jih od desetkratnika) med odmerjanji pa je pogosto primerneje dodati e Cetrto
preskusno skupino.
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25. Ce se ugotovijo splosna toksi¢nost (npr. zmanjsana telesna teza, ucinki na jetra, srce, pljuca ali ledvice itd.) ali
druge spremembe, ki morda niso toksicne reakcije (npr. zmanjSan vnos hrane, povecanje jeter), je potrebna
previdnost pri razlagi ugotovljenih u¢inkov na endokrine obcutljive kon¢ne tocke.

Mejni preskus

26. Ce pri oralni $tudiji pri odmerku, velikem najmanj 1 000 mg/kg telesne teze/dan, ali pri enakovrednem delezu v
hrani ali pitni vodi pri vnosu s hrano ali pitno vodo, pri katerem so uporabljeni postopki, opisani za to Studijo,
ne nastanejo opazni toksi¢ni ucinki in ¢ na podlagi podatkov o strukturno sorodnih snoveh toksi¢nost ni
pricakovana, popolna Studija z ve¢ velikostmi odmerkov morda ni potrebna. Mejni preskus se uporabi, razen ¢e
izpostavljenost ¢loveka nakazuje potrebo po uporabi vecjega oralnega odmerka. Pri drugih nacinih dajanja, na
primer pri vdihavanju ali dermalni aplikaciji, lahko fizikalno-kemijske lastnosti preskusne kemikalije pogosto
dolocajo najve¢jo dosegljivo koncentracijo.

Dajanje odmerkov

27. Zivalim se dajejo odmerki preskusne kemikalije sedem dni na teden. Ce se preskusna kemikalija daje z gavazo,
jo je treba Zivali dati v enkratnem odmerku z uporabo Zelodéne sonde ali primerne intubacijske kanile. Najvecja
koli¢ina tekocine, ki se lahko da naenkrat, je odvisna od velikosti preskusne Zivali. Koli¢ina ne sme presegati
1 ml/100 g telesne teZe, razen v primeru vodnih raztopin, za katere se lahko uporabi 2 ml/100 g telesne teZe.
Razen pri drazilnih ali jedkih preskusnih kemikalijah, ki pri ve¢jih koncentracijah navadno povzrocijo moc¢nejse
ucinke, je treba s prilagajanjem koncentracije ¢im bolj zmanjsati spremenljivost preskusne koli¢ine, da se
zagotovi stalna koli¢ina pri vseh velikostih odmerkov.

28. Pri preskusnih kemikalijah, ki se dajejo s hrano ali pitno vodo, je treba zagotoviti, da koli¢ine uporabljene
preskusne kemikalije ne vplivajo na normalno prehranjevanje ali vodno ravnotezje. Ce se preskusna kemikalija
daje s hrano, se lahko uporabi konstantna koncentracija v hrani (ppm) ali pa konstantna velikost odmerka glede
na telesno tezo Zivali; uporabljeni nacin je treba navesti. Ce se preskusna kemikalija daje z gavazo, je treba
odmerke dajati vsak dan ob priblizno istem ¢asu in jih najmanj enkrat tedensko pr1laga]at1 da se vzdriuje
konstantna velikost odmerka glede na telesno tezo Zivali.

Nacrt za poskus

29. Odmerjanje obema spoloma se mora zaceti vsaj 2 tedna pred parjenjem, potem ko so se Zivali aklimatizirale
vsaj pet dni in so bile samice pregledane, ali imajo normalen pojatveni ciklus (v dvotedenskem obdobju pred
tretiranjem). Studija mora biti nacrtovana tako, da se ocenjevanje pojatvenega ciklusa za¢ne kmalu potem, ko
zivali dosezejo polno spolno zrelost. To se lahko pri razliénih sevih podgan v razliénih laboratorijih nekoliko
razlikuje, npr. pri podganah seva Sprague Dawley se zgodi pri 10 tednih starosti, pri podganah seva Wistar pa
pri priblizno 12 tednih starosti. Matere s potomci je treba usmrtiti 13. dan po porodu ali kmalu zatem. Dan
rojstva (tj. ko je koncana kotitev) je opredeljen kot poporodni dan 0. Samice, za katere ni dokazov o kopulaciji,
se usmrtijo 24-26 dni po zadnjem dnevu obdobja parjenja. Odmerjanje se pri obeh spolih nadaljuje Se v
obdobju parjenja. Po obdobju parjenja je treba samcem dajati odmerke $e vsaj toliko ¢asa, dokler ni dosezeno
najkraj$e skupno obdobje odmerjanja 28 dni. Nato se usmrtijo ali pa se ohranijo pri Zivljenju in se jim Se naprej
dajejo odmerki za morebitno drugo parjenje, ¢e se Steje za ustrezno.

30. Dnevno dajanje odmerkov starSevskim samicam se mora nadaljevati skozi celotno brejost in vsaj do vkljutno
13. dne po porodu ali dneva pred usmrtitvijo. Pri Studijah, pri katerih se preskusna kemikalija prejema z
vdihavanjem ali po dermalni poti, se mora odmerjanje nadaljevati vsaj do vklju¢no 19. dne brejosti, pri
¢emer je treba odmerjanje znova zaceti takoj, ko je to mogoce, in najpozneje 4. dne po porodu.

31. Diagram nacrta poskusa je prikazan v Dodatku 2.

Postopek parjenja

32. Obicajno je treba pri tej Studiji uporabiti parjenje 1: 1 (en samec na eno samico). Izjeme so mozne v primeru
obcasnih poginov samcev. Samica mora biti nastanjena z istim samcem, dokler ni dokazov o kopulaciji ali
dokler ne preteceta dva tedna. Vsako jutro je treba samice pregledati za prisotnost semencic ali vaginalnega
zamaska. Dan brejosti 0 je opredeljen kot dan na katerega so potrjeni dokazi o parjenju (opazen je vaginalni
¢ep ali semencice). Ce parjenje ni uspesno, se lahko razmisli o ponovnem parjenju samic z dokazanimi samci
iste skupine.
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Velikost legla

33. Cetrti dan po skotitvi se lahko velikost posameznega legla prilagodi z naklju¢no izloitvijo odvecnih mladicev,
tako da so po moznosti v vsakem leglu Stirje ali pet mladicev vsakega spola, odvisno od obicajne velikosti legla
pri uporabljenem sevu podgan. Dvema od odveénih mladicev je treba odvzeti vzorce krvi, jih zdruZiti in
uporabiti za dolocitev ravni T4 v serumu. Selektivno izlo¢anje mladi¢ev, npr. na podlagi telesne teze ali
zadnji¢no-genitalne razdalje, ni ustrezno. Kadar zaradi $tevila mladih samcev in samic ni mogoce, da bi bili
v vsakem leglu Stirje ali pet mladicev na spol, je sprejemljiva tudi delna prilagoditev (na primer Sest samcev in
Stiri samice). Mladi¢i se ne izlocijo, ¢e velikost legla pade pod ciljno vrednost za izloc¢itev (8 ali 10 mladicev/
leglo). Ce je nad ciljno vrednostjo za izlocitev na voljo samo en mladi¢, se izlo¢i samo en mladi¢, ki se mu
odvzame vzorec krvi za morebitne ocene T4 v serumu.

34. Ce velikost legla ni prilagojena, se 4. dan po porodu usmrtita dva mladica na leglo, ki se jima odvzamejo vzorci
krvi za meritve serumskih koncentracij hormona $¢itnice. Ce je mogoce, naj bosta dva mladica na leglo samici,
da se mladi samci prihranijo za ocene razvitosti prsnih bradavic, razen ¢e z izlocitvijo teh mladicev ne bi bilo
ve¢ na voljo samic za oceno ob usmrtitvi. Mladici se ne izlocijo, ¢e velikost legla pade pod ciljno vrednost za
izlocitev 8 ali 10 mladicev na leglo (odvisno od obicajne velikosti legla pri uporablienem sevu podgan). Ce je
glede na obicajno velikost legla na voljo en sam mladic, se izlo¢i samo en mladi¢, ki se mu odvzame vzorec krvi
za morebitne ocene T4 v serumu.

Opazovanja zivih Zivali
Klinicna opazovanja

35. Med preskusnim obdobjem so splosna klini¢na opazovanja potrebna vsaj enkrat na dan, e se opazijo znaki
toksi¢nosti, pa tudi pogosteje. Po moznosti jih je treba opraviti vsak dan ob istem Casu in ob upostevanju
obdobja najvecje intenzivnosti pri¢akovanih ucinkov po vnosu odmerka. Evidentirati je treba pomembne
vedenjske spremembe, znake tezke ali podaljSane kotitve in vse znake toksi¢nosti, vkljuéno s smrtnostjo. Pri
znakih toksi¢nosti je treba evidentirati njihov ¢as nastanka, jakost in trajanje.

Telesna teZa in poraba hrane/vode

36. Samce in samice je treba stehtati prvi dan dajanja odmerka, nato pa vsaj enkrat tedensko in ob usmrtitvi. Med
brejostjo je treba samice stehtati na dneve 0, 7, 14 in 20, v 24 urah po kotitvi (dan 0 ali 1. dan po porodu) ter
vsaj 4. in 13. dan po porodu. O teh opaZanjih je treba posebej porocati za vsako odraslo Zival.

37. Porabo hrane je treba v obdobju pred parjenjem, med brejostjo in laktacijo meriti vsaj enkrat na teden. Med
parjenjem merjenje porabe hrane ni obvezno. V teh obdobjih je treba meriti tudi porabo vode, ¢e se preskusna
kemikalija daje s pitno vodo.

Pojatveni ciklusi

38. Pojatvene cikluse je treba spremljati pred zacetkom tretiranja, da se za Studijo izberejo samice z rednimi ciklusi
(glej odstavek 22). Dnevno je treba spremljati tudi vaginalne brise, in sicer od zacetka obdobja tretiranja do
dokazov o parjenju. Ce obstajajo pomisleki glede ucinkov akutnega stresa, zaradi katerih bi se lahko z zacetkom
odmerjanja spremenili pojatveni ciklusi, lahko laboratoriji preskusne Zivali izpostavijo za 2 tedna in nato
odvzamejo vaginalne brise, da dnevno spremljajo pojatveni ciklus vsaj dva tedna v obdobju pred parjenjem,
pri ¢emer se spremljanje nadaljuje, dokler ni dokazov o parjenju. Med jemanjem celic noZnice/maternicnega
vratu je treba paziti, da ne pride do poskodb sluznice in poslediéno do psevdogravidnosti (7) (8).

Parametri pri potomcih

39. Evidentirati je treba trajanje brejosti, ki se racuna od dneva brejosti 0. Vsako leglo je treba pregledati ¢im prej po
skotitvi, da se ugotovijo stevilo in spol mladi¢ev, mrtvorojenih, Zivorojenih in spackov (mladicev, ki so znatno
manjsi od ustreznih kontrolnih mladicev) ter vedje nepravilnosti.
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40. Zive mladice je treba presteti in dologiti njihov spol, legla pa je treba stehtati v 24 urah po kotitvi (dan 0 ali 1.
dan po porodu) ter vsaj 4. in 13. dan po porodu. Poleg opaZanj, opisanih v odstavku 35, je treba evidentirati
vsako nenavadno vedenje potomcev.

41. Zadnji¢no-genitalno razdaljo vsakega mladica je treba izmeriti na isti poporodni dan, in sicer med poporodnim
dnem 0 in 4. dnem po porodu. Podatke o telesni tezi mladicev je treba zbrati na dan, ko se meri zadnji¢no-
genitalna razdalja, slednjo pa je treba normirati na mero velikosti mladi¢a, po moznosti kubi¢ni koren telesne
teze (9). Stevilo prsnih bradavic/areol pri mladih samcih je treba presteti 12. ali 13. dan po porodu, kot je
priporoceno v Smernici OECD 151 (10).

Klini¢na biokemija
42. Vzorci krvi z dolocenega mesta se vzamejo po naslednjem razporedu:
— vsaj dvema mladiema na leglo 4. dan po porodu, ¢e stevilo mladicev to omogoca (glej odstavka 33 in 34);
— vsem materam in vsaj dvema mladiCema na leglo ob usmrtitvi 13. dan ter
— vsem odraslim samcem ob usmrtitvi.

Vsi vzorci krvi se shranijo v ustreznih pogojih. V vzorcih krvi mladicev, starih 13 dni, in odraslih samcev se
ocenijo serumske koncentracije hormonov $itnice (T4). Dodatna ocena T4 v vzorcih krvi mater in mladicev,
starih 4 dni, se izvede po potrebi. Po potrebi se lahko izmerijo tudi drugi hormoni. Za analize hormonov
Scitnice se lahko kri mladicev zdruzi po leglih. Hormona $¢itnice (T4 in TSH) je treba po moznosti meriti
;skupaj.

43. Na spremenljivost in absolutne koncentracije pri dolocanju hormonov lahko vplivajo naslednji dejavniki:
— Cas usmrtitve zaradi spreminjanja koncentracij hormonov preko dneva;
— nacin usmrtitve, da se prepreci nepotreben stres pri Zivalih, ki lahko vpliva na koncentracije hormonov;

— preskusni kompleti, ki se uporabljajo za dolocanje hormonov in se lahko razlikujejo po standardnih
krivuljah.

44. Vzorce plazme, ki so predvideni posebej za dolocanje hormonov, je treba odvzeti ob primerljivih urah dneva.
Steviléne vrednosti, pridobljene pri analiziranju koncentracij hormonov, so pri razli¢nih kompletih za analize, ki
so na voljo na trgu, razli¢ne.

Patologija
Makroskopska obdukcija

45. Ob usmirtitvi ali poginu med $tudijo je treba odrasle Zivali makroskopsko pregledati za kakr$ne koli anomalije
ali patoloske spremembe. Posebno pozornost je treba posvetiti organom reproduktivnega sistema. Evidentirati je
treba Stevilo ugnezditev. Zjutraj na dan obdukcije je treba pregledati vaginalne brise, da se ugotovi faza
pojatvenega ciklusa in omogoci korelacija s histopatoloskimi preiskavami jajénikov.

46. Z mod, nadmodkov ter prostate in semenskih mesickov s koagulacijskimi Zlezami kot celote je treba pri vseh
odraslih samcih, kot je ustrezno, odstraniti vsa prira$¢ena tkiva in nato ¢im prej po disekciji izmeriti njihovo
mokro teZo, da se ne izsusijo. Poleg tega lahko teza neobveznih organov vkljucuje sistem misice levator ani z
bulbokavernozno misico, Cowperjevi Zlezi in glavico penisa pri samcih ter oba jaj¢nika (mokra teza) in
maternico (vkljuno z materniénim vratom) pri samicah; ¢e se navedeno vkljuci, je treba te teZe zbrati ¢im

prej po disekciji.

47. Pri poginulih mladicih in mladicih, usmréenih 13. dan po porodu ali kmalu zatem, je treba skrbno pregledati
vsaj zunanjost, da se odkrijejo ve¢je nepravilnosti. Posebno pozornost je treba posvetiti zunanjim reprodu-
ktivnim genitalijam, pri katerih je treba pregledati, ali so se pojavili znaki spremenjenega razvoja. Na 13. dan je
treba shraniti §¢itnico enega mladega samca in ene mlade samice na leglo.
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48. Pri vseh odraslih Zivalih je treba shraniti jajénike, moda, pomozne spolne organe (maternico in materni¢ni vrat,
nadmodke, prostato, semenska mesicka s koagulacijskimi Zlezami), $¢itnico in vse organe, na katerih se kazejo
makroskopske lezije. Za redni pregled mod in nadmodkov fiksacija v formalinu ni priporocljiva. Sprejemljiva
metoda za ta tkiva je uporaba Bouinovega ali prilagojenega Davidsonovega fiksativa (11). Tunico albugineo je
dovoljeno nezno in plitvo punktirati na obeh polih organa z iglo, da lahko fiksativ hitro prodre v tkivo.

Histopatologija

49. Podrobno histopatolosko preiskavo je treba izvesti na jajénikih, modih in nadmodkih (s posebnim poudarkom
na fazah spermatogeneze in histopatologiji intersticijske celicne strukture mod) Zivali iz skupine z najve¢jim
odmerkom in kontrolne skupine. Drugi shranjeni organi, vklju¢no s $¢itnicami mladi¢ev in odraslih Zivali, se
lahko pregledajo po potrebi. Teza $citnice se lahko dolo¢i po fiksaciji. Pri odstranjevanju prirascenih tkiv je prav
tako potrebna velika previdnost, opravi pa se lahko 3ele po fiksaciji, da se preprecijo poskodbe tkiv, ki lahko
ogrozijo histopatolosko analizo. Preiskave je treba razsiriti na Zivali iz skupin z drugimi odmerjanji, ¢e se v
skupini z najve¢jim odmerkom opazijo spremembe. Ve¢ informacij o disekciji, fiksaciji, sekciji in histopatologiji
endokrinih tkiv je na voljo v napotkih o histopatologiji (11).

PODATKI IN POROCAN]E
Podatki

50. Podatke je treba navesti za vsako Zival posebej. Poleg tega je treba vse podatke povzeti v obliki preglednice, ki
za vsako preskusno skupino prikazuje Stevilo Zivali na zaetku preskusa, Stevilo Zivali, poginulih med
preskusom ali usmrcenih iz humanih razlogov, ¢as pogina ali usmrtitve iz humanih razlogov, stevilo plodnih
zivali, Stevilo brejih samic, $tevilo Zivali, ki kazejo znake toksi¢nosti, opis znakov zaznane toksicnosti, vklju¢no
s ¢asom zacetka, trajanjem in resnostjo morebitnih toksiénih u¢inkov, vrsto histopatoloskih sprememb in vse
ustrezne podatke o leglu. Format zbirnega porocila v obliki preglednice, ki se je izkazal kot zelo koristen za
oceno ucinkov na razmnoZevanje/razvoj, je naveden v Dodatku 3.

51. Zaradi omejenega obsega Studije imajo statisti¢ne analize v obliki preskusov ,pomembnosti’ omejeno vrednost
za $tevilne koncne tocke, zlasti konéne tocke razmnoZevanja. Ce se uporabijo statisticne analize, mora biti
izbrana metoda ustrezna za porazdelitev preucevane spremenljivke, izbrati pa jo je treba pred zacetkom Studije.
Statistina analiza zadnji¢no-genitalne razdalje in razvitosti prsnih bradavic mora temeljiti na podatkih za
posameznega mladica, pri ¢emer se upostevajo ucinki legla. Kadar je ustrezno, je enota analize leglo. Statisti¢na
analiza telesne teZe mladiCev mora temeljiti na podatkih za posameznega mladica, pri Cemer se uposteva
velikost legla. Zaradi majhnosti skupine je lahko uporaba podatkov o kontrolah iz preteklih preskusov (npr.
za velikost legla), ¢e so na voljo, prav tako koristna kot pomo¢ pri razlagi Studije.

Vrednotenje rezultatov

52. Ugotovitve te toksikoloske Studije je treba ovrednotiti glede na opaZene ucinke, obdukcijo in mikroskopske
ugotovitve. Vrednotenje vkljuCuje razmerje med odmerkom preskusne kemikalije in navzocnostjo ali odsot-
nostjo pojava in resnosti anomalij, vkljutno z makroskopskimi lezijami, ugotovljenimi ciljnimi organi, neplod-
nostjo, kliniénimi anomalijami, prizadeto zmogljivostjo reproduktivnosti in legla, spremembami telesne mase,
ucinki na smrtnost in drugimi toksi¢nimi ucinki.

53. Zaradi kratkotrajnega tretiranja samca je treba pri ocenjevanju uc¢inkov na razmnozevanje pri samcih histopa-
tologijo mod in nadmodkov obravnavati skupaj s podatki o plodnosti. Kot pomo¢ pri razlagi Studije je lahko
koristna tudi uporaba podatkov o kontrolah iz preteklih preskusov, ki se nanaSajo na razmnoZzevanje/razvoj
(npr. za velikost legla, zadnjicno-genitalno razdaljo, razvitost prsnih bradavic, ravni T4 v serumu), ¢e so na
voljo.

54. Za kontrolo kakovosti se predlagata zbiranje podatkov o kontrolah iz preteklih preskusov in izracun koefi-
cientov variacije za S$teviléne podatke, zlasti za parametre, povezane z zaznavanjem endokrinih motilcev. Ti
podatki se lahko uporabijo za primerjave, ko se vrednotijo dejanske 3tudije.
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Poroc¢ilo o preskusu

55. V porocilo o preskusu se vkljucijo podatki, navedeni v nadaljevanju.
Preskusna kemikalija:
— vir, Stevilka serije, rok uporabe, ¢e je na voljo;
— stabilnost preskusne kemikalije, ¢e je znana.
Snov iz ene sestavine
— fizi¢ni videz, topnost v vodi in dodatne ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti;

— kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi IUPAC ali ime CAS, stevilka CAS, koda po
sistemu SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula, Cistost, kemijska identiteta necistoc, kot je
ustrezno in praktino izvedljivo, itd.

Snov z veC sestavinami, UVCB in zmesi:

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

Vehikel (po potrebi):

— utemeljitev izbire vehikla, ¢e ta ni voda.
Preskusne Zivali:

— uporabljena vrsta/sev;

— Stevilo, starost in spol Zivali;

— izvor, nastanitvene razmere, prehrana itd.;
— teZza posamezne Zivali na zaCetku preskusa.
— utemeljitev vrste, ¢e to ni podgana.
Preskusni pogoji:

— utemeljitev izbire velikosti odmerkov;

— podrobni podatki o formulaciji preskusne kemikalije in pripravi hrane, dosezenih koncentracijah, stabilnosti
in homogenosti pripravka;

— podrobnosti o dajanju preskusne kemikalije;

— preracunavanje koncentracije preskusne kemikalije v hrani ali vodi (ppm) v dejanski odmerek (mg/kg telesne
teze/dan), Ce je ustrezno;
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— podrobnosti o kakovosti hrane in vode;

— podroben opis postopka naklju¢nega izbiranja mladi¢ev za izlocitev, e se izlocijo.

Rezultati:

— telesna teza/spremembe telesne teZe;

— poraba hrane, in e je na voljo, poraba vode;

— podatki o toksi¢nem odzivu po spolu in odmerku, vkljuno s plodnostjo in brejostjo, ter drugi znaki
toksi¢nosti;

— trajanje brejosti;

— toksi¢ni ali drugi u¢inki na razmnoZevanje, potomce, poporodno rast itd.;

— vrsta, resnost in trajanje kliniénih opazanj (s podatki o popravljivosti);

— Stevilo odraslih samic z normalnim ali nenormalnim pojatvenim ciklusom in trajanje ciklusa;

— Stevilo Zivorojenih in izgub po ugnezditvi;

— podatki o telesni tezi mladicev;

— zadnji¢no-genitalna razdalja vseh mladicev (in telesna teza na dan meritve zadnji¢no-genitalne razdalje);

— razvitost prsnih bradavic pri mladih samcih;

— ravni §CitniCnega hormona pri mladicih, starih 13 dni, in odraslih samcih (ter materah in mladicih, starih 4
dni, ¢e se merijo);

— Stevilo mladicev z ve¢jimi vidnimi anomalijami, splo§na ocena zunanjih genitalij, Stevilo spackov;

— das pogina med $tudijo oziroma ali so Zivali prezivele do zaklju¢ka Studije;

— Stevilo ugnezditev, velikost legla in teze legla ob evidentiranju;

— telesna teza ob usmrtitvi in podatki o teZi organov za star§evske Zivali;

— izsledki obdukcije;

— podroben opis ugotovitev histopatoloskih preiskav;
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— podatki o absorpciji (¢e so na voljo);
— statisti¢na obdelava rezultatov, Ce je to primerno.
Obravnava rezultatov.
Sklepne ugotovitve.
Razlaga rezultatov
56. Studija bo zagotovila vrednotenje toksi¢nosti za razmnoZevanje[razvoj, povezane z dajanjem ponovljenih

odmerkov (glej odstavka 5 in 6). Pokazala bo lahko na potrebo po dodatnih preiskavah in zagotovila smernice
za zasnovo poznejsih Studij. Za pomo¢ pri razlagi rezultatov o razmnoZevanju in razvoju glej Smernico OECD
43 (12). Smernica OECD 106 o histoloskem vrednotenju preskusov endokrinega in razmnoZevalnega sistema
pri glodavcih (11) zagotavlja informacije o pripravi in ocenjevanju (endokrinih) organov in vaginalnih brisov, ki
so lahko koristne za to smernico za preskusanje.
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Dodatek 1

OPREDELITVE POJMOV (GLE] TUDI SMERNICO OECD 150 (6))

Androgenost je zmoznost kemikalije, da deluje tako kot naravni androgeni hormon (npr. testosteron) v sesalskem
organizmu.

Antiandrogenost je zmozZnost kemikalije, da zavira delovanje naravnega androgenega hormona (npr. testosterona) v
sesalskem organizmu.

Antiestrogenost je zmoznost kemikalije, da zavira delovanje naravnega estrogenega hormona (npr. 17 B-estradiola) v
sesalskem organizmu.

Protis¢itnicno delovanje je zmoznost kemikalije, da zavira delovanje naravnega icitnicnega hormona (npr. T;) v sesalskem
organizmu.

Kemikalija je snov ali zmes.

Toksi¢nost za razvoj: pojavna oblika toksi¢nosti za razmnoZevanje, ki se pri potomcih kaze kot pred-, ob- in poporodna
strukturna ali funkcionalna motnja.

Odmerjanje je splosen izraz, ki vklju¢uje odmerek ter pogostnost in trajanje dajanja odmerka.

Odmerek je koli¢ina dane preskusne kemikalije. IzraZen je kot masa preskusne kemikalije na enoto telesne teze preskusne
zivali na dan (npr. mg/kg telesne teZe/dan) ali kot konstantna koncentracija v hrani.

Ocitna toksicnost je splosen izraz, ki opisuje jasne znake toksi¢nosti po dajanju preskusne kemikalije. Ti morajo zado-
stovati za oceno nevarnosti in biti taksni, da bi povecanje danega odmerka najverjetneje povzrocilo razvoj resnih znakov
toksi¢nosti in verjetno smrt.

Skodovanje plodnosti pomeni motnje razmnozevalnih funkcij ali sposobnosti za razmnozevanje pri samcih ali samicah.

Toksi¢nost pri materi: Skodljivi u¢inki na breje samice, ki se pojavijo bodisi specificno (neposredni ucinek) bodisi
nespecificno (posredni ucinek).

NOAEL je kratica za raven brez opazenih $kodljivih u¢inkov (no-observed-adverse-effect level). To je najve¢ji odmerek, pri
katerem ni opaZenih $kodljivih u¢inkov zaradi tretiranja.
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Estrogenost je zmoznost kemikalije, da deluje tako kot naravni estrogeni hormon (npr. 17 B-estradiola) v sesalskem
organizmu.

Toksi¢nost za razmnoZevanje pomeni $kodljive u¢inke na potomstvo in/ali poskodovane razmnozevalne funkcije ali
prizadete sposobnosti za razmnoZzevanje pri samcih in samicah.

Preskusna kemikalija je vsaka snov ali zmes, preskuSena s to preskusno metodo.
Scitniéno delovanje je zmoznost kemikalije, da deluje tako kot naravni §¢itnicni hormon (npr. Tj) v sesalskem organizmu.

Validacija je znanstveni postopek, oblikovan za dolocanje zahtev glede delovanja in omejitev preskusne metode ter za
prikaz njene zanesljivosti in ustreznosti za doloCen namen.
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Dodatek 2

DIAGRAM NACRTA ZA POSKUSE Z NAVEDBO NAJDALJSEGA TRAJANJA STUDIJE NA PODLAGI POLNEGA 14-DNEVNEGA
OBDOBJA PARJENJA

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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Dodatek 3

ZBIRNO POROCILO O UCINKIH NA RAZMNOZEVANJE/RAZVO] V OBLIKI PREGLEDNICE

OPAZANJA VREDNOSTI

0

Odmerjanje (enote) (kontrola)

Zacetni pari (N)

Ciklus estrusa (vsaj srednja dolzina in
pogostnost nerednih ciklusov)

Samice, ki kaZejo znake kopulacije (N)

Samice, ki so dosegle brejost (N)

Dnevi spocetja 1-5 (N)

Dnevi spocetja 6—... (1) (N)

Brejost< 21 dni (N)

Brejost = 22 dni (N)

Brejost > 23 dni (N)

Matere z Zivimi novorojenimi mladici (N)

Matere z Zivimi mladi¢i 4. dan po porodu
N)

Ugnezditve/mati (srednja vrednost)

Zivi mladii/mati ob rojstvu (srednja vred-
nost)

Zivi mladi¢i/mati 4. dan (srednja vrednost)

Razmerje med spoloma (m[z) ob rojstvu
(srednja vrednost)

Razmerje med spoloma (m/z) 4. dan
(srednja vrednost)

Teza legla ob rojstvu (srednja vrednost)

Teza legla 4. dan (srednja vrednost)

Teza mladicev ob rojstvu (srednja vrednost)

Teza mladicev ob meritvi zadnjino-geni-
talne razdalje (srednja vrednost pri samcih,
srednja vrednost pri samicah)
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OPAZANJA

VREDNOSTI

0

Odmerjanje (enote) (kontrola)

Zadnji¢no-genitalna razdalja pri mladi¢ih na
isti dan po porodu, od rojstva do 4. dne
(srednja vrednost pri samcih, srednja vred-
nost pri samicah, oznadi dan po porodu)

Teza mladicev 4. dan (srednja vrednost)

Razvitost prsnih bradavic pri mladih samcih
13. dan (srednja vrednost)

Teza mladicev 13. dan (srednja vrednost)

MLADICI Z ANOMALIJAMI

Matere

z 0

Matere

Matere

IZGUBA POTOMSTVA

Predporodna/po ugnezditvi (ugnezditve minus Zivorojeni)

Samice

Samice

Samice

Samice

Poporodna (Zivorojeni minus Zivi 13. dan

po porodu)

Samice

Samice

z 1

Samice

z 2

Samice s > 3

(") zadnji dan obdobja parjenja
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B.64 KOMBINIRANA STUDIJA TOKSICNOSTI PRI PONOVLJENIH ODMERKIH S PRESEJALNIM PRESKUSOM
TOKSICNOSTI ZA RAZMNOZEVANJE/RAZVO)

UvVOD

1. Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskusanje (TG) 422 (2016). Smernice OECD za presku-
Sanje kemikalij se redno pregledujejo ob upostevanju znanstvenega napredka. Prvotna smernica za presejalni preskus
422 je bila sprejeta leta 1996 na podlagi protokola za kombinirani presejalni preskus pri ponovljenih odmerkih za
razmnoZzevanje/razvoj, o katerem se je razpravljalo na dveh strokovnih srecanjih, in sicer leta 1990 v Londonu (1) in
leta 1992 v Tokiu (2).

2. Ta preskusna metoda zdruzZuje del, ki vkljuCuje presejalni preskus toksi¢nosti za razmnoZevanje/razvoj in ki temelji
na izku$njah, pridobljenih v drzavah ¢lanicah z uporabo prvotne metode na obstojecih kemikalijah, ki se proizvajajo
v velikih koli¢inah, in pri raziskovalnih preskusih s snovmi za pozitivno kontrolo (3) (4), ter del, ki vkljucuje preskus
toksi¢nosti s ponavljajo¢imi se odmerki, v skladu s Smernico OECD za preskuSanje 407 (28-dnevna Studija oralne
toksi¢nosti s ponavljajo¢imi se odmerki na glodavcih, ki ustreza poglavju B.7 te priloge).

3. Ta preskusna metoda je bila posodobljena z ustreznimi kon¢nimi tockami za endokrine motilce kot nadaljnji ukrep v
okviru prednostne dejavnosti, ki jo je OECD zacela izvajati leta 1998, da bi pregledala obstojee smernice za
preskusanje ter pripravila nove smernice za presejalne preskuse in preskusanje potencialnih endokrinih motilcev
(5). V tem okviru je bila Smernica za preskusanje 407 (ki ustreza poglavju B.7 te priloge) leta 2008 izboljsana s
parametri, primernimi za zaznavanje endokrinega delovanja preskusnih kemikalij. Namen posodobitve Smernice za
preskuSanje 422 je bil vkljucitev nekaterih ustreznih kon¢nih tock za endokrine motilce v smernice za presejalno
preskusanje, pri katerih obdobja izpostavljenosti zajemajo nekatera ob¢utljiva obdobja med razvojem (pred rojstvom
in malo po rojstvu).

4. Izbrane dodatne koné¢ne tocke, pomembne za endokrine motilce, ki so tudi del Smernice za preskusanje $t. 443
(raz8irjene Studije toksi¢nosti za razmnoZevanje na eni generaciji, ki ustreza poglavju B.56 te priloge), so bile v
Smernico za preskusanje $t. 422 vkljuCene na podlagi Studije izvedljivosti, s katero so se obravnavala znanstvena in
tehni¢na vprasanja njihove vkljucitve ter morebitne prilagoditve nacrta preskusa, potrebne za njihovo vkljucitev (6).

5. Ta preskusna metoda naj bi zagotovila omejene informacije v zvezi z ucinki preskusne kemikalije na sposobnost
razmnoZevanja pri samcih in samicah, kot so funkcija spolnih Zlez, obnasanje pri parjenju, spocetje, razvoj zarodka
in kotitev. Ni alternativa obstoje¢im preskusnim metodam B.31, B.34, B.35 ali B.56 niti jih ne nadomes¢a.

ZACETNI PREUDARKI

6. Pri ocenjevanju in vrednotenju toksi¢nih lastnosti preskusne kemikalije se lahko metoda s ponavljanjem odmerkov
uporabi za dolocitev oralne toksi¢nosti, potem ko se s preskusi akutne toksi¢nosti Ze pridobijo zacetne informacije o
toksi¢nosti. Ta Studija zagotavlja informacije o morebitnih nevarnostih za zdravje, ki jih lahko povzroci veckratna
izpostavljenost v razmeroma omejenem obdobju. Metoda obsega osnovno $tudijo toksi¢nosti s ponavljajocimi se
odmerki, ki se lahko uporabi za kemikalije, za katere ni upravicena 90-dnevna Studija (npr. ¢e obseg proizvodnje ne
presega dolocenih mej), ali pa se izvede kot predhodna Studija za dolgoro¢no Studijo. Pri izvajanju $tudije je treba
upostevati vodilna nacela in premisleke iz Smernice OECD 19 o prepoznavanju, oceni in uporabi kliniénih znakov
kot humanih kon¢nih tock za preskusne Zivali, ki se uporabljajo pri ocenah varnosti (7).

7. Poleg tega vkljucuje presejalni preskus toksi¢nosti za razmnoZevanje|razvoj, zato se lahko uporabi za zagotovitev
zaetnih informacij o morebitnih u¢inkih na sposobnost razmnoZzevanja pri samcih in samicah, kot so funkcija
spolnih Zlez, obnasanje pri parjenju, spocetje, razvoj zarodka in kotitev, bodisi v zgodnji fazi ocenjevanja toksikolo-
skih lastnosti preskusnih kemikalij bodisi v zvezi s kemikalijami, ki vzbujajo zaskrbljenost. Ta preskusna metoda ne
zagotavlja popolnih informacij o vseh vidikih razmnoZevanja in razvoja. Zlasti zagotavlja samo omejene nacine, kako
po rojstvu zaznati pojavne oblike izpostavljenosti pred rojstvom ali ucinke, ki jih lahko povzroci izpostavljenost po
rojstvu. Zaradi (med drugim) selektivnosti kon¢nih tock in kratkotrajnosti studije ta metoda ne zagotavlja dokazov za
dokon¢ne trditve o neobstoju ucinkov na razmnozevanje[razvoj. Ce ni podatkov iz drugih preskusov toksi¢nosti za
razmnozevanje[razvoj, so poleg tega pozitivni rezultati koristni za zacetno oceno nevarnosti in prispevajo k odlo-
¢itvam v zvezi z nujnostjo in ¢asovnim okvirom dodatnega preskusanja.
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8. Rezultate, ki se dobijo s parametri, povezanimi z endokrinim sistemom, je treba obravnavati znotraj temeljnega
okvira OECD za presku$anje in ocenjevanje kemikalij, ki povzrocajo endokrine motnje (Conceptual Framework for
Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals) (8). V tem temeljnem okviru je izboljSana Smernica
OECD za preskusanje 422 vkljucena na ravni 4 kot preskus in vivo, ki zagotavlja podatke o $kodljivih u¢inkih na
ustrezne koncne tocke za endokrini sistem. Vendar zgolj endokrinega signala ni mogoce Steti za zadosten dokaz, da
je preskusna kemikalija endokrini motilec.

9. Pri preskusni metodi je poudarek tudi na nevroloskih ucinkih kot specifi¢ni kon¢ni tocki, poudarjena je tudi potreba
po pozornem klinicnem opazovanju Zzivali, da se pridobi ¢im ve¢ informacij. S to metodo naj bi se opredelile
kemikalije z nevrotoksi¢nim potencialom, zaradi Cesar je morda upravicena dodatna poglobljena raziskava tega
vidika. Poleg tega lahko metoda v osnovi nakaze imunoloske ucinke.

10. Ce ni podatkov iz drugih $tudij sistemske toksicnosti, toksiénosti za razmnozevanje/razvoj, nevrotoksicnosti in/ali
imunotoksi¢nosti, so pozitivni rezultati koristni za zacetno oceno tveganj in prispevajo k odlo¢itvam v zvezi z
nujnostjo in ¢asom dodatnega preskusanja. Preskus je lahko $e zlasti koristen v okviru osnovnega pregleda OECD v
zvezi s podatki o kemikaliji (SIDS) za oceno obstojecih kemikalij, o katerih je na voljo malo ali ni¢ toksikoloskih
informacij, in se lahko uporabi namesto dveh locenih preskusov toksi¢nosti pri ponovljenih odmerkih (Smernica
OECD za preskusanje 407, ki ustreza poglavju B.7 te priloge) oziroma toksi¢nosti za razmnoZevanje/razvoj (Smer-
nica OECD za preskusanje 421, ki ustreza poglavju B.63 te priloge). Uporabi se lahko tudi kot studija za dolocanje
obmocdja odmerka za obseznejSe razmnoZevalne/razvojne Studije ali kadar je kako drugace pomembna.

11. Na splosno se domneva, da obstajajo razlike v obcutljivosti med brejimi in nebrejimi Zivalmi. Posledi¢no je lahko pri
tem kombiniranem preskusu bolj zapleteno dolociti velikosti odmerkov, ki so ustrezni za oceno tako splosne
sistemske toksicnosti kot specifiéne toksiCnosti za razmnoZevanje/razvoj, kot pa ¢e se posamezni preskusi izvedejo
lo¢eno. Poleg tega je lahko razlaga rezultatov preskusa v zvezi s splosno sistemsko toksi¢nostjo tezja, kot Ce se izvede
locena $tudija s ponovljenimi odmerki, zlasti ¢e serumski in histopatoloski parametri v studiji niso ocenjeni hkrati.
Zaradi teh tehni¢nih teZav so za izvajanje tega kombiniranega presejalnega preskusa potrebne bogate izkusnje s
preskusanjem toksi¢nosti. Po drugi strani pa lahko kombinirani preskus, poleg tega da vkljucuje manjse Stevilo Zivali,
zagotovi tudi boljsi nacin za razlikovanje med neposrednimi u¢inki na razmnoZzevanje/razvoj in ucinki, ki so glede na
druge (sistemske) ucinke drugotnega pomena.

12. Pri tem preskusu je obdobje odmerjanja dalje kot pri obi¢ajni 28-dnevni $tudiji s ponovljenimi odmerki. Vendar se
pri njem uporabi manj zivali vsakega spola na skupino, kot ¢e se obicajna 28-dnevna Studija s ponovljenimi odmerki
izvede poleg presejalnega preskusa toksi¢nosti za razmnoZzevanje/razvoj.

13. Pri tej preskusni metodi je predvideno oralno dajanje preskusne kemikalije. Ce se uporabijo drugi nacini izpostav-
ljenosti, so morda potrebne prilagoditve.

14. Preden se preskusna metoda uporabi na zmesi, da bi se pridobili podatki za predvideni regulativni namen, je treba
preuciti, ali in zakaj lahko zagotovi ustrezne rezultate za navedeni namen. Kadar obstaja regulativna zahteva za
preskuSanje zmesi, taki preudarki niso potrebni.

15. Opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 1.

NACELO PRESKUSA

16. Preskusna kemikalija se daje v stopnjevanih odmerkih ve¢ skupinam samcev in samic. Samcem je treba dajati
odmerke najmanj $tiri tedne, do vkljuno dneva pred predvideno usmrtitvijo (to vkljuCuje vsaj dva tedna pred
parjenjem, obdobje parjenja in priblizno dva tedna po parjenju). Glede na omejeno obdobje odmerjanja pred
parjenjem pri samcih plodnost morda ni posebno obcutljiv kazalnik toksi¢nosti za moda. Zato je bistven podroben
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histoloski pregled mod. Kombinacija dvotedenskega obdobja odmerjanja pred parjenjem in poznejsih opazovanj
parjenja/plodnosti s skupno vsaj Stiritedenskim obdobjem odmerjanja, ki mu sledi podroben histopatoloski pregled
spolnih Zlez samcev, se $teje za zadostno, da se lahko zazna vecina u¢inkov na plodnost pri samcih in spermato-
genezo.

17. Samicam je treba dajati odmerke med celotno $tudijo. To vkljuCuje dva tedna pred parjenjem (da se zajameta vsaj dva
popolna pojatvena cikla), razli¢en ¢as do spocetja, trajanje brejosti in vsaj 13 dni po kotitvi, do vklju¢no dneva pred
predvideno usmrtitvijo.

18. Trajanje Studije po aklimatizaciji in oceni pojatvenega cikla pred odmerjanjem je odvisno od delovanja samice in traja
pribliZzno 63 dni (vsaj 14 dni pred parjenjem, (do) 14 dni parjenja, 22 dni brejosti, 13 dni laktacije).

19. V obdobju dajanja odmerkov je treba Zivali vsak dan pozorno opazovati, ali kazejo znake zastrupitve. Na Zzivalih, ki
med preskusom poginejo ali so usmrcene, se opravi obdukcija, ob koncu preskusa pa se tudi prezivele Zivali usmrtijo
in se na njih opravi obdukcija.

OPIS METODE
Izbira Zivalskih vrst

20. Pri tej preskusni metodi naj bi se uporabljale podgane. Ce se parametri, doloceni v tej smernici za preskusanje 422,
preiskujejo na drugi vrsti glodavcey, je treba to podrobno utemeljiti. V mednarodnem validacijskem programu za
zaznavanje endokrinih motilcev na podlagi Smernice OECD za preskusanje 407 je bila podgana edina uporabljena
vrsta. Sevi z nizko plodnostjo ali dobro znano visoko pojavnostjo razvojnih napak se ne smejo uporabljati. Uporabiti
je treba zdrave Zivali, ki se Se niso parile in niso bile izpostavljene predhodnim preskusnim postopkom. Opredeliti je
treba vrsto, sev, spol, teZo in starost preskusnih zivali. Na zacetku $tudije morajo biti razlike v tezi uporabljenih Zivali
&im manjie in ne smejo presegati + 20 % povprecne teZe za vsak spol. Ce se Studija izvaja kot predhodna studija za
dolgotrajno $tudijo ali Studijo celotne generacije, je priporocljivo, da se v obeh Studijah uporabijo Zivali iz istega seva
in vira.

Nastanitev in hranjenje

21. Vsi postopki morajo biti v skladu z lokalnimi standardi oskrbe laboratorijskih Zivali. Temperatura v prostoru s
preskusnimi Zivalmi mora znagati 22 °C ( 3 °C). Relativna vlaznost mora biti vsaj 30-odstotna in po mozZnosti ne
sme presegati 70 %, razen med CiCenjem prostora. Osvetlitev mora biti umetna s svetlobnim ciklom 12 ur svetlobe
in 12 ur teme. Za hranjenje se lahko uporablja obicajna laboratorijska hrana z neomejeno koli¢ino pitne vode. Na
izbiro hrane lahko vpliva potreba po zagotovitvi ustrezne primesi preskusne kemikalije, ¢e se daje po tej metodi.

22. Zivali morajo biti nastanjene v majhnih skupinah istega spola; posamicno so lahko nastanjene, ce je to znanstveno
utemeljeno. Pri skupinski nastanitvi je lahko v kletki najve¢ pet Zivali. Parjenje se mora izvajati v kletkah, ki so
primerne za ta namen. Breje samice morajo biti v svojih kletkah in imeti na voljo material za izdelavo gnezda.
Samice v laktaciji so v svojih kletkah skupaj z mladici.

23. Hrano je treba redno analizirati, da ne vsebuje kontaminantov. Vzorec hrane je treba hraniti, dokler porocilo ni
koncano.

Priprava Zivali

24. Zdrave mlade odrasle Zivali se naklju¢no izberejo ter dodelijo tretiranim skupinam in kletkam. Kletke je treba
razporediti tako, da se ¢im bolj zmanj$ajo morebitni ucinki, ki nastanejo zaradi razporeditve kletk. Zivali se oznacijo
z enkratnimi oznakami in zadrZzijo v kletkah vsaj pet dni pred zaCetkom studije, da se prilagodijo na laboratorijske
razmere.

Priprava odmerkov

25. Priporoca se, da se preskusna kemikalija daje oralno, razen e se Steje drug nacin dajanja za primernejsega. Ce se
izbere oralni nacin, se preskusna kemikalija obi¢ajno daje z gavazo, lahko pa tudi s hrano ali pitno vodo.
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26. Po potrebi se preskusna kemikalija raztopi ali suspendira v ustreznem vehiklu. Priporocljivo je, da se, e je mogoce,
najprej preu¢i moznost uporabe vodne raztopine/suspenzije, nato raztopine/suspenzije v olju (npr. koruznem), 3ele
potem pa moznost raztopine v drugih vehiklih. Pri nevodnih vehiklih je treba poznati njihove toksi¢ne lastnosti.
Dolociti je treba stabilnost in homogenost preskusne kemikalije v vehiklu.

POSTOPEK
Stevilo in spol Zivali

27. Priporodljivo je, da se v vsaki skupini zacne z vsaj 10 samci in 12-13 samicami. Pri samicah se pred izpostavitvijo
oceni pojatvena ciklicnost; Zivali, ki nimajo znacilnih 4-5-dnevnih ciklusov, se ne vkljucijo v 3tudijo; zato se
priporoajo dodatne samice za zagotovitev, da je v vsaki skupini 10 samic. Razen v primeru izrazitih toksi¢nih
ucinkov naj bi se tako dobilo vsaj 8 brejih samic na skupino, kar je obi¢ajno najnizje sprejemljivo $tevilo brejih samic
na skupino. Cilj je dobiti dovolj brejih samic in mladicev, da je zagotovljeno smiselno ovrednotenje potenciala
preskusne kemikalije za vplivanje na plodnost, brejost in materinsko obnasanje ter sesanje, rast in razvoj potomcev
F, od spocetja do 13. dne po skotitvi. Ce so med potekom $tudije nacrtovane usmrtitve, je treba $tevilo povecati za
Stevilo Zzivali, predvidenih za usmrtitev pred zakljuckom $tudije. Razmisliti je treba o dodatni satelitski skupini petih
zivali vsakega spola v kontrolni skupini in skupini, tretirani z najve¢jim odmerkom, na katerih bi se vsaj 14 dni po
tretiranju opazovale popravljivost, obstojnost ali zapoznelost nastopa sistemskih toksi¢nih ucinkov. Zivali iz satelitske
skupine se ne parijo, zato se ne uporabijo za oceno toksicnosti za razmnozevanje/razvoj.

Odmerjanje

28. Obicajno je treba uporabiti najmanj tri preskusne skupine in eno kontrolno skupino. Ce niso na voljo ustrezni
podatki o splosni toksiCnosti, se lahko opravi Studija za dolocanje obmo¢ja (na Zivalih istega seva in izvora), s
pomodjo katere se dolocijo odmerki, ki bodo uporabljeni. Razen tretiranja s preskusno kemikalijo je treba Zivali v
kontrolni skupini obravnavati enako kot Zivali v preskusni skupini. Ce se pri dajanju preskusne kemikalije uporablja
vehikel, mora kontrolna skupina prejeti najve¢jo uporabljeno koli¢ino vehikla.

29. Pri izbiri velikosti odmerkov je treba upostevati vse obstojeCe podatke o toksicnosti in (toksiko-)kinetiki, ki so na
voljo. Upostevati je treba tudi, da lahko obstajajo razlike v obcutljivosti med brejimi in nebrejimi Zivalmi. Izbrati je
treba najvecjo velikost odmerka, ki povzroci toksi¢ne ucinke, ne pa tudi pogina ali ocitnega trpljenja. Nato je treba
izbrati padajoce zaporedje velikosti odmerkov, da se pokaZejo vsi odzivi, ki so odvisni od odmerjanja, in ugotovi
najvecja velikost odmerka, pri kateri ni Skodljivih ucinkov. Velikokrat je najbolje uporabiti dva- do stirikratne
intervale, namesto zelo velikih intervalov (npr. ve¢jih od desetkratnika) med odmerjanji pa je pogosto primerneje
dodati $e Cetrto preskusno skupino.

30. Ce se ugotovijo splosna toksi¢nost (npr. zmanjsana telesna teza, ucinki na jetra, srce, pljuca ali ledvice itd.) ali druge
spremembe, ki morda niso toksi¢ne reakcije (npr. zmanjsan vnos hrane, povecanje jeter), je potrebna previdnost pri
razlagi ugotovljenih ucinkov na endokrine obcutljive kon¢ne tocke.

Mejni preskus

31. Ce oralna studija pri odmerku, velikem najmanj 1 000 mg/kg telesne teze/dan, ali pri enakovrednem delezu v hrani
ali pitni vodi pri vnosu s hrano ali pitno vodo (na podlagi telesne teze), pri katerem so uporabljeni postopki, opisani
za to Studijo, ne povzrodi opaznih toksi¢nih uéinkov in ¢e na podlagi podatkov o strukturno sorodnih snoveh
toksi¢nost ni pricakovana, popolna $tudija z ve¢ velikostmi odmerkov morda ni potrebna. Mejni preskus se uporabi,
razen Ce izpostavljenost ¢loveka nakazuje potrebo po uporabi vecjega odmerka. Pri drugih vrstah prejemanja, na
primer pri vdihavanju ali dermalni aplikaciji, lahko fizikalno-kemijske lastnosti preskusne kemikalije pogosto dolocajo
najvecjo dosegljivo izpostavljenost.

Dajanje odmerkov

32. Zivalim se dajejo odmerki preskusne kemikalije sedem dni na teden. Ce se preskusna kemikalija daje z gavazo, jo je
treba Zivali dati v enkratnem odmerku z uporabo Zelod¢ne sonde ali primerne intubacijske kanile. Najvecja koli¢ina
tekocine, ki se lahko da naenkrat, je odvisna od velikosti preskusne Zivali. Koli¢ina ne sme presegati 1 ml/100 g
telesne teZe, razen v primeru vodnih raztopin, za katere se lahko uporabi 2 ml/100 g telesne teZe. Razen pri drazilnih
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ali jedkih preskusnih kemikalijah, ki pri ve¢jih koncentracijah navadno povzrocijo mocnejse ucinke, je treba s
prilagajanjem koncentracije ¢im bolj zmanjSati spremenljivost preskusne koli¢ine, da se zagotovi stalna koli¢ina
pri vseh velikostih odmerkov.

33. Pri preskusnih kemikalijah, ki se dajejo s hrano ali pitno vodo, je treba zagotoviti, da koli¢ine uporabljene preskusne
kemikalije ne vplivajo na normalno prehranjevanje ali vodno ravnotezje. Ce se preskusna kemikalija daje s hrano, se
lahko uporabi konstantna koncentracija v hrani (ppm) ali pa konstantna velikost odmerka glede na telesno tezo
zivali; uporabljeni nacin je treba navesti. Ce se preskusna kemikalija daje z gavazo, je treba odmerke dajati vsak dan
ob priblizno istem ¢asu in jih najmanj enkrat tedensko prilagajati, da se vzdrzuje konstantna velikost odmerka glede
na telesno tezo Zzivali. Ce se kombinirana studlja izvaja kot predhodna studija za dolgoro¢no Studijo toksi¢nosti ali
popolno $tudijo toksi¢nosti za razmnoZevanje, je treba v obeh studijah uporabiti podobno hrano.

Nacrt za poskus

34. Odmerjanje obema spoloma se mora zaceti 2 tedna pred parjenjem, potem ko so se Zivali aklimatizirale vsaj pet dni
in ko so bile samice pregledane, ali imajo normalen pojatveni ciklus (v dvotedenskem obdobju pred tretiranjem).
Studija mora biti nacrtovana tako, da se ocenjevanje pojatvenega ciklusa zacne kmalu potem, ko zivali dosezejo
polno spolno zrelost. To se lahko pri razli¢nih sevih podgan v razlicnih laboratorijih nekoliko razlikuje, npr. pri
podganah seva Sprague Dawley se zgodi pri 10 tednih starosti, pri podganah seva Wistar pa pri priblizno 12 tednih
starosti. Matere s potomci je treba usmrtiti 13. dan po porodu ali kmalu zatem. Da se omogo¢i postenje mater Cez
no¢ pred odvzemom krvi (Ce je zazelena ta moZnost), mater in njihovega potomstva ni treba nujno usmrtiti isti dan.
Dan rojstva (tj. ko je koncana kotitev) je opredeljen kot poporodni dan 0. Samice, za katere ni dokazov o kopulaciji,
se usmrtijo 24-26 dni po zadnjem dnevu obdobja parjenja. Odmerjanje se pri obeh spolih nadaljuje Se v obdobju
parjenja. Po obdobju parjenja je treba samcem dajati odmerke $e vsaj toliko casa, dokler ni dosezeno najkrajse
skupno obdobje odmerjanja 28 dni. Nato se usmrtijo ali pa se ohranijo pri Zivljenju in se jim $e naprej dajejo
odmerki za morebitno drugo parjenje, ¢e se Steje za ustrezno.

35. Dnevno dajanje odmerkov starSevskim samicam se mora nadaljevati skozi celotno brejost in vsaj do vklju¢éno 13. dne
po porodu ali dneva pred usmirtitvijo. Pri Studijah, pri katerih se preskusna kemikalija prejema z vdihavanjem ali po
dermalni poti, se mora odmerjanje nadaljevati vsaj do vkljuéno 19. dne brejosti, pri Cemer je treba odmerjanje znova
zaceti takoj, ko je to mogoce, in najpozneje 4. dan po porodu.

36. Ce so vkljucene zivali iz satelitske skupine, predvidene za nadaljnja opazovanja, se ne parijo. Ohraniti jih je treba e
vsaj 14 dni po prvi predvideni usmrtitvi mater, in sicer brez kakr$nega koli tretiranja, da se zazna zapoznel nastop,
obstojnost ali izginotje toksi¢nih ucinkov.

37. Diagram nacrta poskusa je prikazan v Dodatku 2.

Pojatveni ciklusi

38. Pojatvene cikluse je treba spremljati pred zacetkom tretiranja, da se za Studijo izberejo samice z rednimi ciklusi (glej
odstavek 27). Dnevno je treba spremljati tudi vaginalne brise, in sicer od zacetka obdobja tretiranja do dokazov o
parjenju. Ce obstajajo pomisleki glede ucinkov akutnega stresa, zaradi katerega bi se lahko z zacetkom odmerjanja
spremenili pojatveni ciklusi, lahko laboratoriji preskusne Zivali izpostavijo za 2 tedna in nato odvzamejo vaginalne
brise, da spremljajo pojatveni ciklus vsaj dva tedna v obdobju pred parjenjem, dokler ni dokazov o parjenju. Med
jemanjem celic noznice/maternicnega vratu je treba paziti, da ne pride do poskodb sluznice in posledicno do
psevdogravidnosti (8) (9).

Postopek parjenja

39. Obicajno je treba pri tej Studiji uporabiti parjenje 1: 1 (en samec na eno samico). Izjeme so mozne v primeru
obcasnih poginov samcev. Samica mora biti nastanjena z istim samcem, dokler ni dokazov o kopulaciji ali dokler ne
preteceta dva tedna. Vsako jutro je treba samice pregledati za prisotnost semencic ali vaginalnega zamaska. Dan
brejosti 0 je opredeljen kot dan, na katerega so potrjeni dokazi o parjenju (opazen je vaginalni ¢ep ali semencice). Ce
parjenje ni bilo uspesno, se lahko razmisli o ponovnem parjenju samic z dokazanimi samci iste skupine.
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Velikost legla

40. Cetrti dan po skotitvi se lahko velikost posameznega legla prilagodi z naklju¢no izloitvijo odvecnih mladicev, tako
da so po mozZnosti v vsakem leglu Stirje ali pet mladicev vsakega spola, odvisno od obicajne velikosti legla pri
uporabljenem sevu podgan. Dvema od odve¢nih mladicev je treba odvzeti vzorce krvi, jih zdruziti in uporabiti za
dolocitev ravni T4 v serumu. Selektivno izlocanje mladicev, npr. na podlagi telesne teze ali zadnjicno-genitalne
razdalje, ni ustrezno. Kadar zaradi $tevila mladih samcev in samic ni mogoce, da bi bili v vsakem leglu stirje ali
pet mladiCev na spol, je sprejemljiva tudi delna prilagoditev (na primer Sest samcev in §tiri samice). Mladi¢i se ne
izloijo, ¢e velikost legla pade pod ciljno vrednost za izlocitev (8 ali 10 mladicev/leglo). Ce je nad ciljno vrednostjo za
izlocitev na voljo samo en mladi¢, se izlo¢i samo en mladi¢, ki se mu odvzame vzorec krvi za morebitne ocene T4 v
serumu.

41. Ce velikost legla ni prilagojena, se 4. dan po porodu usmrtita dva mladica na leglo, ki se jima odvzamejo vzorci krvi
za meritve serumskih koncentracij hormona icitnice. Ce je mogoce, naj bosta dva mladica na leglo samici, da se
mladi samci prihranijo za ocene razvitosti prsnih bradavic, razen ¢e izlocitev teh mladi¢ev pomeni, da ni ve¢ na voljo
samic za oceno ob usmrtitvi. Mladi¢i se ne izlocijo, ¢e velikost legla pade pod ciljno vrednost za izloitev 8 ali
10 mladicev na leglo (odvisno od obicajne velikosti legla pri uporabljenem sevu podgan). Ce je glede na obicajno
velikost legla na voljo en sam mladi¢, se izlo¢i samo en mladi¢, ki se mu odvzame vzorec krvi za morebitne ocene
T4 v serumu.

Opazanja

42. Splosna kliniéna opazovanja je treba opraviti vsaj enkrat na dan, po mozZnosti vsak dan ob istem casu in ob
upostevanju obdobja najvecje intenzivnosti pricakovanih ucinkov po odmerjanju. Evidentirati je treba podatke o
zdravstvenem stanju Zivali. Zivali je treba vsaj dvakrat na dan opazovati za odkrivanje obolevnosti in smrtnosti.

43, Enkrat pred prvo izpostavljenostjo (da se omogocijo primerjave na istem osebku) in nato vsaj enkrat na teden je
treba opraviti natan¢na klini¢na opazovanja vseh starSevskih Zivali. Ta opazovanja je treba opraviti zunaj kletk, v
katerih Zzivali bivajo, na standardnem mestu in po moznosti vsak dan ob istem casu. OpaZanja je treba skrbno
dokumentirati, po moznosti s pomodjo tockovanj, ki jih izrecno dolo¢i preskusevalni laboratorij. Prizadevati si je
treba, da se preskusni pogoji ¢im manj spreminjajo in da opazovanja po moznosti opravijo opazovalci, ki s
tretiranjem niso seznanjeni. Pozornost je med drugim treba nameniti vsem spremembam na kozi, koZuhu, oceh
in sluznicah, pojavu sekrecije in ekskrecije ter delovanju avtonomnega Zivéevja (npr. solzenju, piloerekciji, velikosti
zenic in nenavadnemu vzorcu dihanja). Prav tako je treba evidentirati spremembe v hoji, drZi in odzivu na ravnanje z
Zivalmi, pa tudi prisotnost kloni¢nih ali toni¢nih gibov, stereotipij (npr. prekomernega &is¢enja, ponavljajocega se
vrtenja v krogu), tezke ali podaljane kotitve ali nenormalnega vedenja (npr. samopohabe, vzvratne hoje) (10).

44. Enkrat med $tudijo je treba pri petih samcih in petih samicah, naklju¢no izbranih iz vsake skupine, oceniti senzoricno
reaktivnost na razli¢ne vrste drazljajev (npr. slusni, vizualni in proprioceptivni drazljaji) (8) (9) (11), mo¢ prijema (12)
in motori¢no aktivnost (13). Nadaljnje podrobnosti glede mogocih postopkov so na voljo v navedenih virih.
Uporabiti je mogoce tudi druge postopke, ki v njih niso opisani. Pri samcih je treba ta funkcionalna opazovanja
izvesti proti koncu njihovega obdobja odmerjanja, malo pred predvideno usmrtitvijo, vendar pred vzoréenjem krvi za
hematoloske ali klinicnokemijske preiskave (glej odstavke 53-56, vklju¢no z opombo 1). Samice morajo biti med
temi funkcionalnimi preskusi v fiziolosko podobnem stanju, po moznosti pa je treba preskuse izvesti enkrat v
zadnjem tednu laktacije (npr. LD 6-13), malo pred predvideno usmrtitvijo. Cas lo¢itve mater od mladicev naj bo
¢im krajsi.

45. Funkcionalna opazovanja, izvedena proti koncu Studije, se lahko izpustijo, ¢e je Studija izvedena kot predhodna
Studija za poznejSo (90-dnevno) Studijo subkronicne toksicnosti ali dolgorocno studijo. V takem primeru je treba
funkcionalna opazovanja vkljuciti v to dopolnilno $tudijo. Po drugi strani pa lahko podatki o funkcionalnih opazo-
vanjih, pridobljeni v tej Studiji s ponavljajoCimi se odmerki, pomagajo pri dolo¢anju velikosti odmerkov za poznejso
Studijo subkroni¢ne toksi¢nosti ali dolgoro¢no studijo.

46. Izjemoma se lahko funkcionalna opazovanja izpustijo tudi za skupine, ki sicer kaZejo znake zastrupitve v toliksnem
obsegu, da bi to moéno oviralo izvedbo funkcionalnega preskusa.

47. Evidentirati je treba trajanje brejosti, ki se racuna od dneva brejosti 0. Vsako leglo je treba pregledati ¢im prej po
skotitvi, da se ugotovijo Stevilo in spol mladi¢ev, mrtvorojenih, Zivorojenih in spackov (mladicev, ki so znatno manjsi
od ustreznih kontrolnih mladicev) ter ve¢je nepravilnosti.

48. Zive mladice je treba presteti in dolociti njihov spol, legla pa je treba stehtati v 24 urah po kotitvi (dan 0 ali 1. dan
po porodu) ter vsaj na 4. in 13. dan po porodu. Poleg opazanj glede starSev (glej odstavka 43 in 44) je treba
evidentirati vsako nenavadno vedenje potomcev.
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49. Zadnji¢no-genitalno razdaljo vsakega mladica je treba izmeriti na isti poporodni dan, in sicer med poporodnim dnem
0 in 4. dnem po porodu. Podatke o telesni tezi mladicev je treba zbrati na dan, ko se meri zadnji¢no-genitalna
razdalja, slednjo pa je treba normirati na mero velikosti mladica, po moznosti kubi¢ni koren telesne teze (14). Stevilo
prsnih bradavic/areol pri mladih samcih je treba presteti 12. ali 13. dan po porodu, kot je priporo¢eno v Smernici
OECD 151 (15).

Telesna teZa in poraba hrane/vode

50. Samce in samice je treba stehtati prvi dan dajanja odmerka, nato pa vsaj enkrat tedensko in ob usmrtitvi. Med
brejostjo je treba samice stehtati na dneve 0, 7, 14 in 20 ter v 24 urah po kotitvi (dan 0 ali 1. dan po porodu) in vsaj
4. in 13. dan po porodu. O teh opazanjih je treba posebej porocati za vsako odraslo Zival.

51. Porabo hrane je treba v obdobju pred parjenjem, med brejostjo in laktacijo meriti vsaj enkrat na teden. Med
parjenjem merjenje porabe hrane ni obvezno. V teh obdobjih je treba meriti tudi porabo vode, ¢e se preskusna
kemikalija daje s tem medijem.

Hematologija

52. Enkrat med $tudijo je treba pri petih samcih in petih samicah, naklju¢no izbranih iz vsake skupine, opraviti naslednje
hematoloske preiskave: hematokrit, koncentracija hemoglobina, Stevilo eritrocitov, retikulociti, skupno in diferen-
cialno $tevilo levkocitov, §tevilo trombocitov ter ¢asjzmoznost koagulacije. Druge preiskave, ki jih je treba opraviti, Ce
imajo preskusna kemikalija ali njeni domnevni metaboliti oksidativne lastnosti oziroma ¢e obstaja sum, da jih imajo,
vklju¢ujejo koncentracijo methemoglobina in Heinzeva telesca.

53. Vzorce krvi je treba vzeti na imenovanem mestu. Samice morajo biti med vzoréenjem v fiziolosko podobnem stanju.
Da se preprecijo prakticne teZave, povezane z razliénim nastopom brejosti, se lahko vzorci krvi samicam odvzamejo
ob koncu obdobja pred parjenjem, namesto da se vzorcijo neposredno pred postopkom evtanazije zivali ali med
njim. Vzorce krvi samcev je treba po moZnosti odvzeti neposredno pred postopkom evtanazije Zivali ali med njim.
Druga moznost je, da se samcem kri odvzame tudi ob koncu obdobja pred parjenjem, Ce je bila za samice izbrana ta
¢asovna tocka.

54. Vzorce krvi je treba shraniti v ustreznih pogojih.
Klini¢na biokemija

55. Klini¢ne biokemi¢ne dolocitve za ugotavljanje glavnih toksi¢nih u¢inkov v tkivih in zlasti u¢inkov na ledvice in jetra
je treba opraviti na vzorcih krvi, pridobljenih od izbranih petih samcev in petih samic iz vsake skupine. Priporo¢eno
je, da zivali pred jemanjem vzorcev krvi ¢ez no¢ postimo. (') Preiskave plazme ali seruma morajo vkljucevati
dolocanje natrija, kalija, glukoze, skupnega holesterola, se¢nine, kreatinina, skupnih proteinov in albumina, najmanj
dveh encimov, ki sta kazalnika hepatocelicnih u¢inkov (kot so alanin-aminotransferaza, aspartat-aminotransferaza in
sorbitol-dehidrogenaza), in Zol¢nih kislin. Meritve dodatnih encimov (jetrnega ali drugega izvora) in bilirubina lahko v
nekaterih okolis¢inah zagotovijo koristne informacije.

56. Vzorci krvi z dolo¢enega mesta se vzamejo po naslednjem razporedu:
— vsaj dvema mladi¢ema na leglo 4. dan po porodu, e Stevilo mladicev to omogoca (glej odstavka 40 in 41);
— vsem materam in vsaj dvema mladiCema na leglo ob usmrtitvi 13. dan ter
— vsem odraslim samcem ob usmrtitvi.

Vsi vzorci krvi se shranijo v ustreznih pogojih. V vzorcih krvi mladicev, starih 13 dni, in odraslih samcev se ocenijo
serumske koncentracije hormonov $¢itnice (T4). Dodatna ocena T4 v vzorcih krvi mater in mladicev, starih 4 dni, se
izvede po potrebi. Po potrebi se lahko izmerijo tudi drugi hormoni. Za analize hormonov §¢itnice se lahko kri
mladicev zdruzi po leglih. Hormona §Citnice (T4 in TSH) je treba po moZnosti meriti ,skupaj’.

(1) Za 3tevilne preiskave seruma in plazme, zlasti za dolocanje glukoze, se priporoca postenje ¢ez no¢. Glavni razlog za to je, da bi
povecana spremenljivost, ki bi se zagotovo pojavila, ¢e se Zival ne bi postila, lahko prikrila manj opazne ucinke in otezila razlago. Po
drugi strani pa postenje ¢ez no¢ lahko vpliva na splosno presnovo (brejih) Zivali, zmoti laktacijo in vedenje med dojenjem, zlasti v
studijah, pri katerih se kemikalija daje s hrano, pa lahko zmoti dnevno izpostavljenost preskusni kemikaliji. Ce se uporabi postenje
Cez nog, je treba klinicne biokemicne preiskave izvesti po zakljucku funkcionalnih opazovanj v Cetrtem tednu Studije pri samcih.
Samice je treba ohraniti pri Zivljenju Se dodaten dan po odstranitvi mladiCev, na primer na 13. dan po porodu. Matere je treba postiti
Cez no¢ na 13.-14. dan laktacije, kri, odvzeta ob usmrtitvi, pa se uporabi za klini¢cnokemijske parametre.



26.9.2019 Uradni list Evropske unije L 247/137

57. Po zelji se lahko v zadnjem tednu $tudije pri petih nakljuéno izbranih samcih iz vsake skupine opravijo naslednje
analize urina, dobljenega z zbiranjem v dolo¢enih ¢asovnih obdobjih: videz, koli¢ina, osmolalnost ali specifi¢na teza,
pH, proteini, glukoza in krifkrvne celice.

58. Poleg tega je treba razmisliti o Studijah za preiskovanje serumskih oznacevalcev splosnih poskodb tkiva. Druge
dolocitve, ki morajo biti izvedene, Ce obstaja moznost ali sum, da bodo znane lastnosti preskusne kemikalije vplivale
na povezane metaboli¢ne profile, vkljucujejo kalcij, fosfat, trigliceride na tese in glukozo na tes¢e, posebne hormone,
methemoglobin in holinesterazo. Te je treba opredeliti za vsak primer posebe;j.

59. Na spremenljivost in absolutne koncentracije pri dolo¢anju hormonov lahko vplivajo naslednji dejavniki:
— Cas usmrtitve zaradi spreminjanja koncentracij hormonov preko dneva;
— nadin usmrtitve, da se prepreci nepotreben stres pri Zivalih, ki lahko vpliva na koncentracije hormonov;
— preskusni kompleti, ki se uporabljajo za dolocanje hormonov in se lahko razlikujejo po standardnih krivuljah.

60. Vzorce plazme, ki so predvideni posebej za dolocanje hormonov, je treba odvzeti ob primerljivih urah dneva.
Steviléne vrednosti, pridobljene pri analiziranju koncentracij hormonov, so pri razliénih kompletih za analize, ki
so na voljo na trgu, razlicne.

61. Ce pretekli izhodis¢ni podatki niso ustrezni, je treba razmisliti o dolocitvi hematoloskih in klini¢nih biokemi¢nih
spremenljivk pred zaletkom dajanja odmerkov ali po moznosti pri sklopu zivali, ki niso vklju¢ene v preskusne
skupine. Za samice je treba podatke pridobiti od dojecih Zzivali.

PATOLOGIJA
Makroskopska obdukcija

62. Na vseh odraslih Zivalih iz Studije je treba opraviti popolno in natanéno makroskopsko obdukcijo, ki obsega
natanCen pregled zunanje povrsine telesa, vseh odprtin, lobanjske, prsne in trebusne votline ter njihove vsebine.
Posebno pozornost je treba posvetiti organom reproduktivnega sistema. Evidentirati je treba Stevilo ugnezditev.
Vaginalne brise je treba pregledati na dan obdukcije, da se ugotovi faza pojatvenega ciklusa in omogoci korelacija
s histopatoloskimi preiskavami reproduktivnih organov samic.

63. Z mod, nadmodkov ter prostate in semenskih mesickov s koagulacijskimi Zlezami kot celote je treba pri vseh
odraslih samcih, kot je ustrezno, odstraniti vsa prirasCena tkiva in nato ¢im prej po disekciji izmeriti njihovo
mokro tezo, da se ne izsusijo. Poleg tega lahko teza neobveznih organov vkljuCuje sistem misice levator ani z
bulbokavernozno misico, Cowperjevi Zlezi in glavico penisa pri samcih ter oba jajénika (mokra teza) in maternico
(vklju¢no z materni¢nim vratom) pri samicah; ¢e se navedeno vkljuci, je treba te teze zbrati ¢im prej po disekciji. Pri
vseh odraslih Zivalih je treba shraniti jajénike, moda, nadmodke, pomozne spolne organe in vse organe, na katerih se
kazejo makroskopske lezije.

64. Scitnicne Zleze vseh odraslih samcev in samic ter enega mladega samca in samice, starih 13 dni, iz vsakega legla je
treba shraniti v fiksacijskem sredstvu, ki je najprimernejSe za predvidene nadaljnje histopatoloske preiskave. Teza
Scitnice se lahko dolo¢i po fiksaciji. Pri odstranjevanju priras¢enih tkiv je prav tako potrebna velika previdnost, opravi
pa se lahko Sele po fiksaciji, da se preprecijo poskodbe tkiv, ki lahko ogrozijo histopatolosko analizo. Vzorce krvi je
treba odvzeti na imenovanem mestu neposredno pred postopkom evtanazije Zivali ali med njim in jih hraniti v
ustreznih pogojih (glej odstavek 56).

65. Poleg tega je treba vsaj petim odraslim samcem in samicam, naklju¢no izbranim iz vsake skupine (to ne velja za
zivali, ki so najdene poginjajoce infali so evtanazirane pred koncem $tudije), z jeter, ledvic, nadledvicnih Zlez,
priZeljca, vranice, mozganov in srca, kot je ustrezno, odstraniti vsa prira§Cena tkiva, nato pa &m prej po disekciji
dolociti njihovo mokro tezo, da se ne izsusijo. Naslednja tkiva je treba shraniti v fiksacijskem sredstvu, ki je
najprimernejie za vrsto tkiva in predvideno poznej$o histopatolosko preiskavo: vse vidne lezije, moZgane (reprezen-
tativne regije, vklju¢no z velikimi in malimi moZzgani ter mostom), hrbtenjaco, oko, Zelodec, tanko in debelo ¢revo
(vklju¢no s Peyerjevimi plo§¢ami), jetra, ledvice, nadledvicne Zleze, vranico, srce, prizeljc, sapnik in pljuca (shranijo se
tako, da se napihnejo s fiksativom in nato potopijo), spolne Zleze (moda in jaj¢nike), pomoZne spolne organe
(maternico in vrat, nadmodek, prostato in semenske mesicke s koagulacijskimi zlezami), vagino, se¢ni mehur,
bezgavke (poleg najbliZje drenazne bezgavke je treba vzeti Se eno bezgavko v skladu z izkusnjami laboratorija (16)),
periferni Zivec (ishiadi¢ni ali tibialni), po moznosti v neposredni bliZini misice, skeletno misico in kost s kostnim
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mozgom (rezina ali sveZe prepariran punktat kostnega mozga). Priporocljivo je, da se moda fiksirajo s potopitvijo v
Bouinov ali prilagojen Davidsonov fiksativ (16) (17) (18); fiksacija v formalinu za ta tkiva ni priporocljiva. Tunico
albugineo je dovoljeno nezno in plitvo punktirati na obeh polih organa z iglo, da lahko fiksativ hitro prodre v tkivo.
Na podlagi klini¢nih in drugih izsledkov se lahko pokaze potreba po preiskavah dodatnih tkiv. Poleg tega je treba
shraniti vse organe, ki bi lahko bili ciljni organi glede na znane lastnosti preskusne kemikalije.

66. Z naslednjimi tkivi je mogoce pridobiti koristne informacije o endokrinih u¢inkih: spolnimi Zlezami (jajéniki in
modi), pomoznimi spolnimi organi (maternico, vklju¢no z materniénim vratom, nadmodkom, semenskimi mesicki s
koagulacijskimi Zzlezami ter dorzolateralno in ventralno prostato), vagino, hipofizo, mle¢no Zlezo samcev in nadled-
viéno Zlezo. Spremembe v mle¢nih Zlezah samcev niso bile zadostno dokumentirane, vendar je lahko ta parameter
zelo obcutljiv za snovi z estrogenim delovanjem. Opazovanje organov/tkiv, ki niso navedeni v odstavku 65, je
neobvezno.

67. Pri poginulih mladicih in mladic¢ih, usmréenih 13. dan po porodu ali kmalu zatem, je treba skrbno pregledati vsaj
zunanjost, da se odkrijejo ve¢je nepravilnosti. Posebno pozornost je treba posvetiti zunanjim reproduktivnim geni-
talijam, pri katerih je treba pregledati, ali so se pojavili znaki spremenjenega razvoja.

Histopatologija

68. V celoti je treba opraviti histopatoloske preiskave shranjenih organov in tkiv izbranih Zivali iz kontrolne skupine in
skupine z velikim odmerkom (s posebnim poudarkom na fazah spermatogeneze v spolnih Zlezah samcev in
histopatologiji intersticijske celi¢ne strukture mod). Scitniéne Zleze mladicev in preostalih odraslih Zivali se lahko
pregledajo po potrebi. Te preiskave je treba razsiriti na Zivali iz skupin, tretiranih z drugimi odmerjanji, ¢e se v
skupini, tretirani z velikim odmerkom, opazijo spremembe, povezane s tretiranjem. Ve informacij o disekciji,
fiksaciji, sekciji in histopatologiji endokrinih tkiv je na voljo v napotkih za histopatologijo (10).

69. Pregledati je treba vse vidne lezije. Da se laZje pojasnijo vrednosti brez opaznih Skodljivih u¢inkov, je treba pregledati
ciline organe v skupinah z drugimi odmerki, zlasti v skupinah, v katerih naj ne bi bili opaZeni $kodljivi u¢inki.

70. Ce se uporablja satelitska skupina, je treba opraviti histopatolosko preiskavo na tkivih in organih, na katerih so bili
opaZeni ucinki v tretiranih skupinah.

PODATKI IN POROCANJE

Podatki

71. Podatke je treba navesti za vsako Zival posebej. Poleg tega je treba vse podatke povzeti v obliki preglednice, ki za
vsako preskusno skupino prikazuje Stevilo Zzivali na zacetku preskusa, Stevilo Zivali, poginulih med preskusom ali
evtanaziranih iz humanih razlogov, ¢as pogina ali evtanazije, stevilo plodnih Zivali, Stevilo brejih samic, Stevilo Zivali,
ki kazejo znake toksiCnosti, opis znakov zaznane toksi¢nosti, vkljuno s Casom zacetka, trajanjem in resnostjo
morebitnih toksi¢nih ucinkov, vrsto histopatoloskih sprememb in vse ustrezne podatke o leglu. Format zbirnega
porocila v obliki preglednice, ki se je izkazal kot zelo koristen za oceno ucinkov na razmnoZevanje/razvoj, je
naveden v Dodatku 3.

72. Ce je mogoce, je treba stevilene rezultate ocenjevati na podlagi primerne in splosno priznane statisticne metode. Pri
primerjavah ucinka vzdolz odmernega obmogja se je treba izogibati veckratnim preskusom t. Statisticne metode je
treba izbrati med zasnovo $tudije. StatistiCna analiza zadnji¢no-genitalne razdalje in razvitosti prsnih bradavic mora
temeljiti na podatkih za posameznega mladica, pri ¢emer se upoStevajo ucinki legla. Kadar je ustrezno, je enota
analize leglo. Statistina analiza telesne teZe mladicev mora temeljiti na podatkih za posameznega mladica, pri ¢emer
se uposteva velikost legla. Zaradi omejenega obsega $tudije imajo statisti¢ne analize v obliki preskusov ,pomembnosti
omejeno vrednost za Stevilne konc¢ne tocke, zlasti konéne tocke razmnozevanja. Nekatere najpogosteje uporabljene
metode, zlasti parametricni testi za meritve centralne tendence, niso ustrezne. Ce se uporabijo statisticne analize,
mora biti izbrana metoda ustrezna za porazdelitev preucevane spremenljivke, izbrati pa jo je treba pred zacetkom
Studije.
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Vrednotenje rezultatov

73. Ugotovitve te toksikoloske studije je treba ovrednotiti glede na opazene ucinke, obdukcijo in mikroskopske ugotovi-
tve. Vrednotenje vkljuCuje razmerje med odmerkom preskusne kemikalije in navzoc¢nostjo ali odsotnostjo pojava in
resnosti anomalij, vkljuéno z makroskopskimi lezijami, ugotovljenimi ciljnimi organi, neplodnostjo, klini¢nimi
anomalijami, prizadeto zmogljivostjo reproduktivnosti in legla, spremembami telesne mase, u¢inki na smrtnost in
drugimi toksi¢nimi ucinki.

74. Zaradi kratkotrajnega tretiranja samca je treba pri vrednotenju u¢inkov na razmnoZevanje pri samcih histopatologijo
mod in nadmodkov obravnavati skupaj s podatki o plodnosti. Kot pomo¢ pri razlagi Studije je lahko koristna tudi
uporaba podatkov o kontrolah iz preteklih preskusov glede razmnozevanja/razvoja (npr. za velikost legla, zadnji¢no-
genitalno razdaljo, razvitost prsnih bradavic, ravni T4 v serumu), ¢e so na voljo.

75. Za kontrolo kakovosti se predlagata zbiranje podatkov o kontrolah iz preteklih preskusov in izracun koeficientov
variacije za $teviléne podatke, zlasti za parametre, povezane z zaznavanjem endokrinih motilcev. Ti podatki se lahko
uporabijo za primerjave, ko se vrednotijo dejanske Studije.

Porocilo o preskusu

76. V porocilo o preskusu se vkljucijo podatki, navedeni v nadaljevanju.
Preskusna kemikalija:
— vir, $tevilka serije, rok uporabe, ¢e je na voljo;
— stabilnost preskusne kemikalije, ¢e je znana.
Snov iz ene sestavine:
— fizi¢ni videz, topnost v vodi in dodatne ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti;

— kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi IUPAC ali ime CAS, $tevilka CAS, koda po sistemu
SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula, &istost, kemijska identiteta necisto¢, kot je ustrezno in
prakti¢no izvedljivo, itd.

Snov z ve¢ sestavinami, UVCB in zmesi:

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

Vehikel (po potrebi):

— utemeljitev izbire vehikla, ¢e to ni voda.
Preskusne Zivali:

— uporabljena vrsta/sev;

— Stevilo, starost in spol Zivali;

— izvor, nastanitvene razmere, prehrana itd.;

— teZa posamezne Zivali na zacetku preskusa.
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— utemeljitev vrste, ¢e to ni podgana.

Preskusni pogoji:

— utemeljitev izbire velikosti odmerkov;

— podrobni podatki o formulaciji preskusne kemikalije in pripravi hrane, dosezeni koncentraciji, stabilnosti in
homogenosti pripravka;

— podrobnosti o dajanju preskusne kemikalije;

— preracunavanje koncentracije preskusne kemikalije v hrani ali vodi (ppm) v dejanski odmerek (mg/kg telesne
teze/dan), Ce je ustrezno;

— podrobnosti o kakovosti hrane in vode;

— podroben opis postopka naklju¢nega izbiranja mladicev za izlocitev, e se izlocijo.

Rezultati:

— telesna teZa/spremembe telesne teZe;

— poraba hrane, in Ce je ustrezno, poraba vode;

— podatki o toksiénem odzivu po spolu in odmerku, vklju¢no s plodnostjo, brejostjo in drugimi znaki

— toksi¢nosti;

— trajanje brejosti; toksi¢ni ali drugi u¢inki na razmnoZevanje, potomce, poporodno rast itd.;

— wvrsta, resnost in trajanje klininih opazanj (s podatki o popravljivosti);

— ocene senzori¢ne aktivnosti, moci oprijema in motori¢ne aktivnosti;

— hematoloski preskusi z ustreznimi referen¢nimi vrednostmi;

— klini¢ni biokemijski preskusi z ustreznimi referen¢nimi vrednostmi;

— Stevilo odraslih samic z normalnim ali nenormalnim pojatvenim ciklusom in trajanje ciklusa;

— S$tevilo Zivorojenih in izgub po ugnezditvi;

— $tevilo mladicev z vegjimi vidnimi anomalijami; splo§na ocena zunanjih genitalij, Stevilo spackov;

— das pogina med $tudijo oziroma ali so Zivali prezivele do zakljucka Studije;
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— Stevilo ugnezditev, velikost legla in teze legla ob evidentiranju;

— podatki o telesni tezi mladicev;

— zadnji¢no-genitalna razdalja vseh mladiCev (in telesna teZa na dan meritve zadnji¢no-genitalne razdalje);

— razvitost prsnih bradavic pri mladih samcih;

— ravni §¢itnicnega hormona, mladici, stari 13 dni, in odrasli samci (ter matere in mladici, stari 4 dni, ¢e se merijo);

— telesna teza ob usmrtitvi in podatki o tezi organov za starevske Zivali;

— izsledki obdukcije;

— podroben opis ugotovitev histopatologkih preiskav;

— podatki o absorpciji (¢e so na voljo);

— statisticna obdelava rezultatov, Ce je to primerno.

Obravnava rezultatov.

Sklepne ugotovitve.

Razlaga rezultatov

77. S $tudijo bo zagotovljeno vrednotenje toksiCnosti za razmnoZevanje/razvoj, povezane z dajanjem ponovljenih
odmerkov. Zlasti ker je poudarek tako na splosni toksi¢nosti kot na toksi¢nosti za razmnoZevanje/razvoj konénih
tock, rezultati $tudije omogocajo razlikovanje med ucinki na razmnoZevanjefrazvoj, ki se pojavijo v odsotnosti
splosne toksi¢nosti, in ucinki, ki so izraZeni samo na stopnjah, ki so toksi¢ne tudi za starSe (glej odstavke 7-11).
Pokazala bi lahko potrebo po dodatnih preiskavah in zagotovila smernice za zasnovo poznejsih $tudij. Za pomo¢ pri
razlagi rezultatov o razmnoZevanju in razvoju glej Smernico OECD 43 (19). Smernica OECD 106 o histoloskem
vrednotenju preskusov endokrinega in razmnoZevalnega sistema pri glodavcih (16) zagotavlja informacije o pripravi
in ocenjevanju (endokrinih) organov in vaginalnih brisov, ki so lahko koristne za to preskusno metodo.
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Dodatek 1

OPREDELITVE POJMOV (GLE] TUDI (20) SMERNICO OECD 150)

Androgenost je zmoznost kemikalije, da deluje tako kot naravni androgeni hormon (npr. testosteron) v sesalskem
organizmu.

Antiandrogenost je zmoznost kemikalije, da zavira delovanje naravnega androgenega hormona (npr. testosterona) v
sesalskem organizmu.

Antiestrogenost je zmoznost kemikalije, da zavira delovanje naravnega estrogenega hormona (npr. 17 p-estradiola) v
sesalskem organizmu.

Protiscitnicno delovanje je zmoznost kemikalije, da zavira delovanje naravnega ¢itni¢nega hormona (npr. T5) v sesalskem
organizmu.

Kemikalija je snov ali zmes.

Toksi¢nost za razvoj pojavna oblika toksi¢nosti za razmnoZevanje, ki se pri potomcih kaze kot pred-, ob- in poporodna
strukturna ali funkcionalna motnja.

Odmerek je koli¢ina dane preskusne kemikalije. IzraZen je kot masa preskusne kemikalije na enoto telesne teze preskusne
zivali na dan (npr. mg/kg telesne teZe/dan) ali kot konstantna koncentracija v hrani.

Odmerjanje je splosen izraz, ki vkljuuje odmerek ter pogostnost in trajanje dajanja odmerka.

Ocitna toksicnost je splosen izraz, ki opisuje jasne znake toksi¢nosti po dajanju preskusne kemikalije. Ti morajo zado-
stovati za oceno nevarnosti in biti taksni, da bi povecanje danega odmerka najverjetneje povzrocilo razvoj resnih znakov
toksi¢nosti in verjetno smrt.

Poskodbe plodnosti pomenijo motnje razmnoZzevalnih funkcij ali zmogljivosti pri samcih ali samicah.

Toksi¢nost pri materi $kodljivi u¢inki na breje samice, ki se pojavijo bodisi specificno (neposredni ucinek) bodisi
nespecificno (posredni ucinek) in so povezani z brejostjo.

NOAEL je kratica za raven brez opaZenih $kodljivih u¢inkov (no-observed-adverse-effect level). To je najvecji odmerek, pri
katerem ni opazenih $kodljivih u¢inkov zaradi tretiranja.

Estrogenost je zmoznost kemikalije, da deluje tako kot naravni estrogeni hormon (npr. 17 B-estradiola) v sesalskem
organizmu.
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Toksi¢nost za razmnoZevanje pomeni $kodljive u¢inke na potomstvo in/ali poskodbe razmnozevalnih funkcij ali zmoglji-
vosti pri samcih in samicah.

Preskusna kemikalija je vsaka snov ali zmes, preskusena s to preskusno metodo.
S¢itni¢no delovanje je zmoznost kemikalije, da deluje tako kot naravni §¢itni¢ni hormon (npr. T5) v sesalskem organizmu.

Validacija je znanstveni postopek, oblikovan za dolo¢anje zahtev glede delovanja in omejitev preskusne metode ter za
prikaz njene zanesljivosti in ustreznosti za dolo¢en namen.
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Dodatek 2

DIAGRAM NACRTA POSKUSA Z NAVEDBO NAJDALJSEGA TRAJANJA STUDIJE NA PODLAGI POLNEGA 14-DNEVNEGA OBDOBJA

PARJENJA
HANAR/FADER VALFRI FORLANGD EXPONERING
HANAR HANAR HANAR
n/ DRAKTIGA HONOR MODERDJUR
HONOR
HONOR HONOR UHGAR
ICKE-DRAKTIG A HONOR
Farexponering Fére paming Parning Draktighet Laktation
(14 dagar} (14 dagar) {max 14 dagar) {ca 22 dagar} {13 dagar)
1 7 14 21 28 35 42 49 S 4 77
Studiens inledande Hemaologisia/ Obduktion hanar/fader Farlossning D=zg 13 post partum
Hiniska kemiska Funktonsobserv aioner av {PND Q) ull Obduktion heneor och ungar
Beddmning av undersikningar hanar {valfritt) PND 4 Obduktion hanar/
brunstoy Mer fore pahana och Hemaologiska/klinida AGDpadla fader (valfritty .
exponering, foljt av honor {vafritt) kemisa undersokningar ungar (PND Funktionsobservationer pa
daglig v ervamning pahanar efter avlivning 0-PND 4, hanar (vafritt) och honor
@ vaginala utstryk {efter endoseringsperiod smma dag) Hemaologsa/Minida
fran behandlingens pamingt 4 vedkor) Avlivning av 2 kemisa undersokningar pa
barjan till dess att Dosering Utan dosaring ungar per kull hanar och honor (vafritt)
parning bevisligen for T4-andys Brosty ateretention hos
skett : (PND 4} hanungar.
SAMCI/OCETIE NEOBVEZNA PODALISANA
IZPOSTAVLIENOST
SAMCI SAMCI SAMCI
e BREJE SAMICE MATERE
SAMICE
SAMICE SAMICE MLADIC!
NEBREJE SAMICE
Pred Pred parjenjem Parjenje Brejost Laktacija
izpostavljenostjo (14 dni) (najvet 14 dni) (pribl. 22 dni) (13 dni)
(14 dni)
1 7 14 21 28 35 42 49 5 64 77
Zatetek Studije Hematoloske/klini¢no Obdukcija samcev/o&etov. Kotitev (poporodni 13. poporodni dan
kemijske preiskave Funkcionalna opazovanja pri dan 0) do 4. Obdukcija samic in mladicev.
Ocena pojatvene pri samcih in samicah samcih (neobvezno). poporodnega dne: Obdukcija samcev/o&etov
cikliénosti pred (neobvezno). Hematoloke/klini¢nokemijske zadnjiEno.  alia (neobvezno). Funkcionalna
stavitvijo, ki ji sledi preiskave pri samcih ob s,i \;seh mladiéié opazovanja pri samcih
vsakodnevno usmrtitvi (po obdobju (poporodni dan 0 (neobvezno) in samicah.
spremljanje vaginalnih odmerjanja, ki traja vsaj 4 do 4; isti dan). Hematoloske/kliniénokemijske
brisov od zacetka tedne). Usmrtitev 2 preiskave pri samcih in samicah
tretiranja do dokazov o . . mladicev na leglo (neobvezno).
parjenju. Odmerjanje Brez odmerjanja zaT4 (4 Razvitost prsnih bradavic pri

1

L1

poporodni dan).

mladih samcih.
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Dodatek 3

ZBIRNO POROCILO O UCINKIH NA RAZMNOZEVANJE/RAZVO] V OBLIKI PREGLEDNICE

OPAZANJA VREDNOSTI

Odmerjanje (enote)....... 0 (kontrola)

Zacetni pari (N)

Ciklus estrusa (vsaj srednja dolzina in pogostnost nerednih ciklusov)

Samice, ki kaZejo znake kopulacije (N)

Samice, ki so dosegle brejost (N)

Dnevi spocetja 1-5 (N)

Dnevi spocetja 6—... (1) (N)

Brejost < 21 dni (N)

Brejost = 22 dni (N)

Brejost > 23 dni (N)

Matere z Zivimi novorojenimi mladi¢i (N)

Matere z zivimi mladi¢i 4. dan po porodu (N)

Ugnezditve/mati (srednja vrednost)

Zivi mladici/mati ob rojstvu (srednja vrednost)

Zivi mladici/mati 4. dan (srednja vrednost)

Razmerje med spoloma (m/z) ob rojstvu (srednja vrednost)

Razmerje med spoloma (m/Z) 4. dan (srednja vrednost)

Teza legla ob rojstvu (srednja vrednost)

Teza legla 4. dan (srednja vrednost)

Teza mladi¢ev ob rojstvu (srednja vrednost)

Teza mladi¢ev ob meritvi zadnji¢no-genitalne razdalje (srednja vrednost pri
samcih, srednja vrednost pri samicah)

Zadnji¢no-genitalna razdalja pri mladi¢ih na isti dan po porodu, od rojstva do
4. dne (srednja vrednost pri samcih, srednja vrednost pri samicah, oznaci dan
po porodu)
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OPAZANJA VREDNOSTI

Teza mladi¢ev 4. dan (srednja vrednost)

Teza mladicev 13. dan (srednja vrednost)

Razvitost prsnih bradavic pri mladih samcih 13. dan (srednja vrednost)

MLADICI Z ANOMALIJAMI

Matere z 0

Matere z 1

Matere z > 2

IZGUBA POTOMSTVA

Predporodna (ugnezditve minus Zivorojeni)

Samice z 0

Samice z 1

Samice z 2

Samice z > 3

Poporodna (Zivorojeni minus Zivi 13. dan po porodu)

Samice z 0

Samice z 1

Samice z 2

Samice z > 3

(") zadnji dan obdobja parjenja
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B.65 IN VITRO PRESKUSNA METODA MEMBRANSKE PREGRADE V ZVEZI Z JEDKOSTJO ZA KOZO
UvOD

1. Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskusanje 435 (2015). Jedkost za koZzo pomeni nastanek
nepopravljive poskodbe koze, ki se kaze kot vidno odmiranje prek povrhnjice v usnjico po nanosu preskusne kemikalije,
kot je opredeljeno v globalno usklajenem sistemu Zdruzenih narodov za razvri¢anje in oznacevanje kemikalij (GHS ZN)
(1) ter Uredbi (ES) $t. 1272/2008 o razvrsanju, oznacevanju in pakiranju snovi ter zmesi (uredba CLP) (!). Ta preskusna
metoda, enakovredna posodobljeni Smernici OECD za preskusanje 435, doloca in vitro preskusno metodo membranske
pregrade, ki se lahko uporabi za opredelitev jedkih kemikalij. Pri tej preskusni metodi se uporablja umetna membrana,
zasnovana tako, da se na jedke kemikalije odzove podobno kot Zivalska koza in situ.

2. Jedkost za koZo se tradicionalno ocenjuje tako, da se preskusna kemikalija nanese na kozo Zivih Zivali, po dolo¢enem
Casu pa se oceni obseg poskodb tkiva (2). Poleg te preskusne metode je bilo Se ve¢ drugih preskusnih metod in vitro
sprejetih kot alternative (3) (4) standardnemu postopku in vivo na kozi kuncev (poglavje B.4 te priloge, enakovredno
Smernici OECD za preskusanje 404), ki se uporablja za opredelitev jedkih kemikalij (2). V vecstopenjski strategiji
presku$anja in vrednotenja GHS ZN za oceno in razvrstitev jedkosti za koZo ter smernici OECD za celostne pristope
k testiranju in ocenjevanju (IATA) v zvezi z drazenjem koZe/jedkostjo za kozo se priporota uporaba validiranih in
sprejetih preskusnih metod in vitro v okviru modulov 3 in 4 (1) (5). S pristopi IATA se opisuje ve¢ modulov, v
katerih so zbrani viri informacij in orodja za analizo, ter (i) zagotavljajo smernice o tem, kako obstoje¢e podatke,
pridobljene s preskuSanjem, in podatke, ki ne temeljijo na preskusanju, zdruziti in uporabiti pri ocenjevanju poten-
ciala kemikalij za draZzenje koze in jedkost za kozo, (i) predlagan pa je tudi pristop, kadar je potrebno dodatno
preskusanje, med drugim kadar so dobljeni negativni rezultati (5). Pri tem modularnem pristopu se lahko pozitivni
rezultati iz preskusnih metod in vitro uporabijo za razvrstitev kemikalije kot jedke, ne da bi bilo potrebno preskusanje
na zivalih, s ¢imer se zmanjsa in izpopolni uporaba Zivali ter preprecita bole¢ina in trpljenje, ki ju lahko povzroci
uporaba Zivali za ta namen.

3. Validacijske studije so bile dokoncane za model membranske pregrade in vitro, ki je na trgu na voljo kot Corrositex®
(6) (7) (8) ter za podatkovno zbirko 163 snovi in zmesi kaZe 79-odstotno splo$no to¢nost pri napovedi jedkosti za
kozo (128/163), 85-odstotno splogno to¢nost pri obcutljivosti (76/89) in 70-odstotno splogno to¢nost pri specifi-
¢nosti (52/74) (7). Na podlagi njene priznane veljavnosti se je uporaba te validirane referenéne metode (VRM)
priporocala v okviru vecstopenjske strategije preskusanja za oceno potenciala nevarnosti kemikalij v zvezi z jedkostjo
za kozo (5) (7). Preden se omogoci uporaba modela membranske pregrade in vitro v zvezi z jedkostjo za koZo za
regulativie namene, je treba doloditi njegovo zanesljivost, ustreznost (tocnost) in omejitve, kar zadeva predlagano
uporabo, da se zagotovi njegova primerljivost z VRM (9) v skladu s predhodno dolocenimi standardi izvajanja (10).
Medsebojno priznavanje podatkov OECD bo zagotovljeno 3ele, ko bo predlagana nova ali posodobljena metoda v
skladu s standardi izvajanja pregledana in vkljucena v enakovredno smernico OECD za preskusanje. Trenutno je s
Smernico OECD za preskusanje 435 in to preskusno metodo zajeta samo ena metoda in vitro, tj. model Corrositex®,
ki je na voljo na trgu.

4. Druge preskusne metode za preskusanje jedkosti za kozo temeljijo na uporabi rekonstituirane ¢loveske koZe (Smernica
OECD 431) (3) in izolirane koZe podgan (Smernica OECD 430) (4). Ta smernica za preskusanje omogoca tudi razvrstitev
jedkih kemikalij v tri podkategorije jedkosti po GHS ZN in tri skupine transportne embalaze ZN v zvezi z nevarnostjo za
jedkost. Ta smernica za preskusanje je bila prvotno sprejeta leta 2006, leta 2015 pa je bila posodobljena zaradi sklicevanja
na dokument s smernicami IATA in posodobitve seznama snovi za preverjanje usposobljenosti.

OPREDELITVE POJ]MOV

5. Uporabljene opredelitve pojmov so navedene v Dodatku.

ZACETNI PREUDARKI IN OMEJITVE

6. Preskus, opisan v tej preskusni metodi, omogoca opredelitev jedkih preskusnih kemikalij in njihovo razvrstitev v
podkategorije v skladu z GHS ZN/uredbo CLP (preglednica 1). Poleg tega se lahko taka preskusna metoda uporabi za
sprejemanje odlocitev o jedkosti in nejedkosti dolo¢enih razredov kemikalij, npr. organskih in anorganskih kislin,
kislinskih derivatov (), in baz za namene preskuSanja nekaterih oblik transporta (7)(11)(12). S to preskusno metodo
je opisan splosen postopek, podoben validirani referen¢ni preskusni metodi (7). Ceprav ta preskusna metoda ne

(1) Uredba (ES) 3t. 1272/2008 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 16. decembra 2008 o razvr$¢anju, oznacevanju in pakiranju snovi
ter zmesi, o spremembi in razveljavitvi direktiv 67/548/EGS in 1999/45/ES ter spremembi Uredbe (ES) 3t. 1907/2006 (ULL 353,
31.12.2008, str. 1).

(%) Kislinski derivat' je nespecificno poimenovanje razreda in je na splosno opredeljen kot kemikalija, proizvedena iz kisline bodisi
neposredno bodisi z modifikacijo ali delno substitucijo. Ta razred vklju¢uje anhidride, halogenirane kisline, soli in druge vrste
kemikalij.
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zagotavlja ustreznih informacij o drazilnosti za koZzo, je treba opozoriti, da se s preskusno metodo B.46 (enako-
vredno Smernici OECD za preskusanje 439) izrecno obravnava ucinek draZilnosti za kozo in vitro na zdravje (13). Za
popolno vrednotenje lokalnih u¢inkov na kozo po enkratni izpostavljenosti koze je treba uporabiti smernico OECD v
zvezi s celostnimi pristopi k testiranju in ocenjevanju (IATA) (5).

Preglednica 1
Kategorija in podkategorije snovi, ki so jedke za koZo, po GHS ZN (!

Kategorija jedkih snovi (kategorija 1) (za | Podkategorije potencialnih Jedko pri = tretjini Zivali
organe, ki ne uporabljajo podkategorij) jedkih snovi (1) (za organe,
ki uporabljajo podkatego- [zpostavljenost Opazanje
rije, vkljutno z uredbo
CLP)
Jedka snov Podkategorija jedkih snovi < 3 minute <1 ura
1A
Podkategorija jedkih snovi | >3 minute [ <1 < 14 dni
1B ura
Podkategorija jedkih snovi | > 1 ura | < 4 ure < 14 dni
1C

(") Za EU se v uredbi CLP uporabljajo tri podkategorije jedkosti za koZo, in sicer 1A, 1B in 1C.

7. Validirana referenna metoda (7) je omejena s tem, da Stevilne nejedke kemikalije in nekatere jedke kemikalije na
podlagi rezultatov zaCetnega preskusa zdruzljivosti morda niso primerne za preskusanje (glej odstavek 13). V vodi
raztopljene kemikalije s pH v razponu od 4,5 do 8,5 pogosto niso primerne za preskusanje; vendar 85 % kemikalij,
preskusenih v tem razponu pH, pri preskusanju na Zivalih ni bilo jedkih (7). Metoda membranske pregrade in vitro se
lahko uporabi za preskusanje trdnih snovi (topnih ali netopnih v vodi), tekoc¢ih snovi (vodnih raztopin ali ne) in
emulzij. Vendar preskusnih kemikalij, ki ne povzrotijo zaznavne spremembe pri preskusu zdruzljivosti (tj. spre-
membe barve v sistemu za zaznavanje kemikalij validirane referencne preskusne metode), ni mogoce preskusiti z
metodo membranske pregrade in jih je treba preskusiti z uporabo drugih preskusnih metod.

NACELO PRESKUSA

8. Preskusni sistem je sestavljen iz dveh delov: sinteticne makromolekularne bioloske pregrade in sistema za zaznavanje
kemikalij; pri tej preskusni metodi se s sistemom za zaznavanje kemikalij odkrije poskodba membranske pregrade, ki
je nastala zaradi jedke preskusne kemikalije po nanosu preskusne kemikalije na povrsino sinteticne makromoleku-
larne membranske pregrade (7) z domnevno enakimi mehanizmi jedkosti, kot delujejo na Zivi kozi.

9. Prehajanje skozi membransko pregrado (ali preboj) se lahko meri z razlicnimi postopki ali sistemi za zaznavanje
kemikalij, vklju¢no s spremembo barve barvila, ki je indikator pH, ali neke druge lastnosti raztopine indikatorja pod
pregrado.

10. Membransko pregrado je treba dolociti kot veljavno, tj. ustrezno in zanesljivo za predvideno uporabo. To vkljucuje
zagotovitev, da so razli¢ni pripravki skladni glede lastnosti pregrade, npr. sposobni zadrzati nejedke snovi, da se
lahko jedke lastnosti kemikalij razvrstijo v razlicne podkategorije jedkosti po GHS ZN (1). Dodeljena razvrstitev
temelji na Casu, ki ga kemikalija potrebuje za prehod skozi membransko pregrado do raztopine indikatorja.

DOKAZOVANJE USPOSOBLJENOSTI

11. Pred redno uporabo metode membranske pregrade in vitro, ki je v skladu s to preskusno metodo, morajo laboratoriji
dokazati tehni¢no usposobljenost, tako da pravilno razvrstijo 12 snovi za preverjanje usposobljenosti, priporoCenih v
preglednici 2. Kadar snov s seznama ni na voljo ali ¢e je to utemeljeno, se lahko uporabi druga snov, za katero so na
voljo ustrezni referen¢ni podatki in vivo in in vitro (npr. s seznama referenénih kemikalij (10)), e se uporabijo enaka
merila za izbor, kot so opisana v preglednici 1.
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Preglednica 2
Snovi za preverjanje usposobljenosti (1)
Podkategorija L
Snov (%) St. CAS Kemijski razred in vivo po POdkatégI_(;Sn J;I\lln(;;mo
GHS ZN (%) po
Borov trifluorid dihidrat 13319-75-0 anorganske 1A 1A
kisline
Dusikova kislina 7697-37-2 anorganske 1A 1A
kisline
Fosforjev pentaklorid 10026-13-8 prekurzorji anor- 1A 1A
ganskih kislin
Valerilklorid 638-29-9 kislinski kloridi 1B 1B
Natrijev hidroksid 1310-73-2 anorganske baze 1B 1B
1-(2-aminoetil) piperazin 140-31-8 alifatski amini 1B 1B
Benzensulfonil klorid 98-09-9 kislinski kloridi 1C 1C
N,N-dimetil benzilamin 103-83-3 anilini 1C 1C
Tetraetilenpentamin 112-57-2 alifatski amini 1C 1C
Evgenol 97-53-0 fenoli NJ NJ
Nonil akrilat 2664-55-3 akrilati/metakrilati NJ NJ
Natrijev bikarbonat 144-55-8 anorganske soli NJ NJ

12.

13.

() 12 zgoraj navedenih snovi vsebuje tri snovi iz vsake od treh podkategorij po GHS ZN za jedke snovi in tri nejedke snovi, na
voljo so pri komercialnih dobaviteljih, podkategorija po GHS ZN pa temelji na rezultatih visokokakovostnega preskusanja in
vivo. Te snovi so s seznama 40 referen¢nih snovi, ki so vkljuene na najkrajsi mozni seznam kemikalij, opredeljenih za
dokazovanje tocnosti in zanesljivosti preskusnih metod, ki so strukturno in funkcionalno podobne validiranim referencnim
preskusnim metodam, in so bile izbrane izmed 163 referen¢nih kemikalij, ki so se prvotno uporabljale za validacijo referencne
preskusne metode (Corrositex®) (7) (10) (14). Cilj tega izbirnega postopka je bil vkljuciti ¢im ve¢ kemikalij, ki: so predstavljale
razpon odzivov jedkosti (npr. snovi, ki niso jedke; jedke snovi iz embalaznih skupin ZN I, 1I in III), ki jih je mogoce izmeriti ali
napovedati z validirano referen¢no metodo; so predstavljale kemijske razrede, uporabljene v validacijskih postopkih; imajo
dobro opredeljene kemijske strukture; so dale obnovljive rezultate v validirani referen¢ni preskusni metodi; so dale dokonc¢ne
rezultate pri referenc¢nem preskusu in vivo; so bile na voljo na trgu; niso bile povezane s previsokimi stroski odstranjevanja (14).

(®) Snovi, preskuSene nerazred¢ene ali z = 90-odstotno Cistostjo.

(}) Ustrezne embalazne skupine ZN so I, Il in IIl za kategorije 1A, 1B oziroma 1C po GHS ZN. NJ: nejedka snov.

POSTOPEK

V naslednjih odstavkih so opisani elementi in postopki preskusne metode umetne membranske pregrade za oceno
jedkosti (7) (15) na podlagi trenutne VRM, tj. metode Corrositex®, ki je na voljo na trgu. Membranska pregrada ter
raztopine za preverjanje zdruzljivosti/indikatorje in kategorizacijo se lahko izdelajo, pripravijo ali dobijo na trgu, tako
kot v primeru VRM Corrositex®. Na voljo je vzoréni protokol preskusne metode za validirano referencno preskusno
metodo (7). Preskusanje je treba izvesti pri sobni temperaturi (17-25 °C), elementi pa morajo izpolnjevati naslednje
pogoje.

Preskus zdruZljivosti preskusne kemikalije

Pred izvedbo preskusa membranske pregrade se izvede preskus zdruZljivosti, da se ugotovi, ali je preskusna kemi-
kalija s sistemom za zaznavanje kemikalij zaznavna. Ce sistem za zaznavanje kemikalij ne zazna preskusne kemi-
kalije, preskusna metoda membranske pregrade ni primerna za ocenjevanje morebitne jedkosti navedene preskusne
kemikalije in je treba uporabiti drugo preskusno metodo. Pri sistemu za zaznavanje kemikalij in pogojih izpostav-
lienosti, ki se uporabljajo za preskus zdruZljivosti, je treba upostevati izpostavljenost pri poznejSem preskusu
membranske pregrade.
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Preskus kategorizacije preskusne kemikalije glede na Casovno merilo

14. Ce je to ustrezno za preskusno metodo, je treba na preskusni kemikaliji, ki je glede na preskus zdruzljivosti primerna,
opraviti preskus kategorizacije glede na ¢asovno merilo, tj. presejalni preskus za razlikovanje med $ibkimi ali
moc¢nimi kislinami ali bazami. Pri validirani referen¢ni preskusni metodi se na primer preskus kategorizacije glede
na ¢asovno merilo uporablja za ugotovitev, katerega od dveh ¢asovnih meril bi bilo treba uporabiti glede na to, ali se
zazna velika kisla ali alkalna rezerva. Za dolocitev jedkosti in podkategorije jedkosti za kozo po GHS ZN je treba
uporabiti dva razli¢na prebojna €asa, odvisno od kisle ali alkalne rezerve preskusne kemikalije.

ELEMENTI PRESKUSNE METODE MEMBRANSKE PREGRADE
Membranska pregrada

15. Membranska pregrada je sestavljena iz dveh delov: proteinskega makromolekularnega vodnega gela in prepustne
podporne membrane. Proteinski gel mora biti neprepusten za tekoce in trdne snovi, vendar ga je mogoce korodirati
in narediti prepustnega. Popolnoma zgrajeno membransko pregrado je treba hraniti pri vnaprej dolocenih pogojih, ki
dokazano preprecujejo slabsanje gela, tj. susenje, rast mikrobov, dvigovanje in pokanje, zaradi katerega bi se poslab-
Sala njegova ucinkovitost. Dolociti je treba sprejemljivo obdobje shranjevanja, po poteku katerega se pripravki
membranske pregrade ne smejo uporabljati.

16. Prepustna podporna membrana zagotavlja mehansko podporo proteinskemu gelu med postopkom Zeliranja in
izpostavljenostjo preskusni kemikaliji. Preprecevati mora pogrezanje in dvigovanje gela ter biti takoj prepustna za
vse preskusne kemikalije.

17. Proteinski gel, ki ga sestavlja protein, npr. keratin, kolagen, ali zmes proteinov, ki tvorijo gelasti matriks, se uporablja
kot ciljna snov za preskusno kemikalijo. Proteinski material se nanese na povrsino podporne membrane in pusti
Zelirati, preden se membranska pregrada namesti nad raztopino indikatorja. Proteinski gel mora biti enakomerno
debel in gost, brez zra¢nih mehurckov ali nepravilnosti, ki bi lahko vplivale na njegovo funkcionalno celovitost.

Sistem za zaznavanje kemikalij

18. Raztopina indikatorja, ki je enaka raztopini, uporabljeni za preskus zdruzljivosti, mora reagirati na prisotnost
preskusne kemikalije. Uporabiti je treba barvilo, ki je indikator pH, ali kombinacijo barvil, npr. krezol rdece in
metil oranzno, ki na prisotnost preskusne kemikalije reagirajo s spremembo barve. Merilni sistem je lahko vizualni ali
elektronski.

19. Pri sistemih za zaznavanje, razvitih za zaznavanje prehoda preskusne kemikalije skozi membransko pregrado, je treba
oceniti njihovo ustreznost in zanesljivost, da se dokazejo razpon zaznavnih kemikalij in koli¢inske omejitve zazna-
vanja.

IZVEDBA PRESKUSA

Namestitev elementov preskusne metode

20. Membranska pregrada se namesti v vialo (ali epruveto), v kateri je raztopina indikatorja, tako da je podporna
membrana v celoti v stiku z raztopino indikatorja in ni zratnih mehurckov. Paziti je treba, da pregrada ostane cela.

Nanasanje preskusne kemikalije

21. Primerna koli¢ina preskusne kemikalije, npr. 500 pl tekoce snovi ali 500 mg fino upradene trdne snovi (7), se
previdno nanese na zgornjo plast membranske pregrade in enakomerno porazdeli. Za vsako preskusno kemikalijo
in njene ustrezne kontrole se pripravi ustrezno Stevilo ponovljenih vzorcev, npr. stirje (7) (glej odstavke od 23 do
25). Evidentira se ¢as nanosa preskusne kemikalije na membransko pregrado. Za zagotovitev, da so kratka obdobja
jedkosti to¢no evidentirana, se preskusna kemikalija v viale s ponovljenimi vzorci nanese postopoma.
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Meritve prehajanja skozi membransko pregrado

22. Vsaka viala se ustrezno spremlja, evidentira se Cas prve spremembe raztopine indikatorja, tj. prehoda skozi pregrado,
in dolo¢i ¢as, ki je pretekel med nanosom in prehodom skozi membransko pregrado.

Kontrole

23. Pri preskusih, ki vklju¢ujejo uporabo vehikla ali topila s preskusno kemikalijo, mora biti vehikel ali topilo zdruzljivo s
sistemom membranske pregrade, tj. ne sme spreminjati celovitosti navedenega sistema ali jedkosti preskusne kemi-
kalije. Kadar se uporabi, je treba kontrolo s topilom (ali vehiklom) preskusiti socasno s preskusno kemikalijo, da se
dokaze zdruzljivost topila s sistemom membranske pregrade.

24. Pozitivno kontrolo (z jedko snovjo) s srednje jedkim delovanjem, npr. 110 £ 15 mg natrijevega hidroksida (podka-
tegorija jedke snovi 1B po GHS ZN) (7), je treba preskusiti socasno s preskusno kemikalijo, da se oceni, ali je
delovanje preskusnega sistema sprejemljivo. Druga pozitivna kontrola, ki je iz istega kemijskega razreda kot
preskusna kemikalija, je lahko koristna za oceno relativnega potenciala jedkosti jedke preskusne kemikalije. Izbrati
je treba pozitivne kontrole s srednjo jedkostjo (npr. podkategorija 1B po GHS ZN), da se zaznajo spremembe v ¢asu
prehajanja, ki je lahko nedopustno daljsi ali krajsi od dolocene referenéne vrednosti, kar lahko kaZze, da preskusni
sistem ne deluje pravilno. Za ta namen je uporabnost izredno jedkih (podkategorija 1A po GHS ZN) ali nejedkih
kemikalij omejena. Z jedko kemikalijo iz podkategorije 1B po GHS ZN bi bilo mogoce zaznati prehiter ali prepo-
¢asen prebojni ¢as. Sibko jedka snov (podkategorija 1C po GHS ZN) bi se lahko uporabila kot pozitivna kontrola za
merjenje zmoznosti preskusne metode, da dosledno razlikuje med $ibko jedkimi in nejedkimi kemikalijami. Ne glede
na uporabljeni pristop je treba sprejemljiv razpon odziva pozitivne kontrole razviti na podlagi razpona prebojnih
Casov iz preteklih preskusov za uporabljene pozitivne kontrole, kot je srednja vrednost + 2-3 standardni odkloni. Da
se lahko zaznajo odkloni zunaj sprejemljivega razpona, je treba pri vsaki Studiji dolociti to¢en prebojni ¢as za
pozitivno kontrolo.

25. Negativno (nejedko) kontrolo, npr. 10-odstotno citronsko kislino ali 6-odstotno propionsko kislino (7), je prav tako
treba preskusiti socasno s preskusno kemikalijo kot Se en ukrep za kontrolo kakovosti, da se dokaze funkcionalna
celovitost membranske pregrade.

Merila za sprejemljivost Studije

26. V skladu z uveljavljenimi ¢asovnimi parametri za vsako od podkategorij jedkosti po GHS ZN se ¢as (v minutah), ki
prete¢e od nanosa preskusne kemikalije na membransko pregrado do prehoda skozi pregrado, uporabi za napoved
jedkosti preskusne kemikalije. Da se $tudija Steje za sprejemljivo, morajo socasne pozitivne kontrole dati pri¢akovani
¢as odziva na prehajanje (npr. prebojni ¢as 8-16 min za natrijev hidroksid, ¢e se uporabi kot pozitivna kontrola),
soCasna negativna kontrola ne sme biti jedka, soasna kontrola s topilom, ¢e se vkljuci, pa ne sme biti niti jedka niti
ne sme spremeniti potenciala jedkosti preskusne kemikalije. Pred redno uporabo metode, ki izpolnjuje zahteve te
preskusne metode, morajo laboratoriji dokazati tehni¢no usposobljenost tako, da uporabijo 12 snovi, priporocenih v
preglednici 2. Za nove podobne preskusne metode, razvite v okviru te preskusne metode, ki so strukturno in
funkcionalno podobne validirani referen¢ni metodi (14), je treba pred zacetkom uporabe nove metode kot pred-
pisanega preskusanja uporabiti predhodno dolocene standarde izvajanja, da se dokaZeta njena zanesljivost in
tocnost (10).

Razlaga rezultatov in razvrstitev preskusnih kemikalij glede na jedkost

27. Cas (v minutah), ki pretece od nanosa preskusne kemikalije na membransko pregrado do prehoda skozi pregrado, se
uporabi za razvrstitev preskusne kemikalije v podkategorije jedkih snovi po GHS ZN (1) in po potrebi v embalazno
skupino ZN (16). Mejne Casovne vrednosti za vsako od treh podkategorij jedkih snovi so dolocene za vsako
predlagano preskusno metodo. Pri kon¢nih odlo¢itvah o mejnih Casih je treba upostevati potrebo po zmanjSanju
nevarnosti za razvrstitev jedke snovi v prenizko kategorijo (tj. lazno negativne rezultate). V tej smernici za presku-
sanje je treba uporabiti mejne ¢ase modela Corrositex®, kot je opisan v preglednici 3, saj je to edina preskusna

metoda, ki trenutno spada v okvir smernice za preskusanje (7).
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Preglednica 3

Napovedni model Corrositex®

Povprecni prebojni ¢as (v min)

T - Napoved po GHS ZN (})
Preskusne kemikalije iz kategorije 1 (*) (dolocene s Prezskusne vk emikalije iz kategorije
oo 2 (%) (dolocene s preskusom kate-
preskusom kategorizacije, ki je del metode) RS
gorizacije, ki je del metode)
0-3 min 0-3 min Jedka snov neobvezna podkate-
gorija 1A
>3 do 60 min >3 do 30 min Jedka snov neobvezna podkate-
gorija 1B
> 60 do 240 min >30 do 60 min Jedka snov neobvezna podkate-
gorija 1C
> 240 min > 60 min nejedka

(") Preskusne kemikalije z veliko kislo/alkalno rezervo (6).
(%) Preskusne kemikalije z majhno kislo/alkalno rezervo (6).
(}) Podkategorije 1A, 1B in 1C po GHS ZN ustrezajo embalaznim skupinam ZN I, II oziroma III.

PODATKI IN POROCAN]E
Podatki

28. Cas (v minutah), ki prete¢e od nanosa preskusne kemikalije in pozitivnih kontrol ter njihovega prehoda skozi
pregrado, je treba prikazati v obliki preglednice kot posamezne podatke za ponovljene vzorce in srednjo vrednost
+ standardni odklon za vsak poskus.

Poro¢ilo o preskusu

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

Preskusna kemikalija in kontrolne snovi:

— Snov iz ene sestavine: kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi [IUPAC ali ime CAS, 3tevilka
CAS, koda po sistemu SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula, Cistost, kemijska identiteta neistoc,
kot je ustrezno in prakti¢no izvedljivo, itd.

— Snov z ve¢ sestavinami, UVCB in zmesi: ¢im obseZnej$a opredelitev lastnosti s kemijsko identiteto (glej zgoraj),
kvantitativnim pojavljanjem in ustreznimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi sestavin;

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

— vir, Stevilka serije, ¢e je na voljo;

— obdelava preskusnih/kontrolnih kemikalij pred preskusanjem, ¢e je ustrezno (npr. segrevanje, drobljenje);

— stabilnost preskusne kemikalije, rok uporabe ali datum za ponovno analizo, ¢e je znan;

— pogoji skladis¢enja.
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Vehikel:

— identifikacija, koncentracija (kjer je ustrezno), uporabljena koli¢ina;
— utemeljitev izbire vehikla.

Model membranske pregrade in vitro in uporabljeni protokol, vkljucno z dokazano tocnostjo in zanesljivostjo.
Preskusni pogoji:

— opis uporabljene naprave in pripravljalnih postopkov;

— vir in sestava uporabljene membranske pregrade in vitro;

— sestava in lastnosti raztopine indikatorja;

— metoda zaznavanja;

— koli¢ina preskusne kemikalije in kontrolne snovi;

— Stevilo ponovljenih vzorcev;

— opis in utemeljitev preskusa kategorizacije glede na ¢asovno merilo;
— metoda nanosa;

— Casi opazovanja;

— opis uporabljenih meril vrednotenja in razvr§¢anja;

— dokaz o usposobljenosti za izvajanje preskusne metode pred redno uporabo s preskusanjem kemikalij za prever-
janje usposobljenosti.

Rezultati:

— preglednice z neobdelanimi podatki iz posameznih preskusnih in kontrolnih vzorcev za vsak ponovljeni vzorec;
— opisi drugih opazenih ucinkov;

— izpeljana razvrstitev z navedbo uporabljenega napovednega modela/meril za odlocitev.

Razprava o rezultatih

Sklepne ugotovitve

VIRI

(1)  Zdruzeni narodi (ZN) (2013). Globalno usklajeni sistem za razvricanje in oznacevanje kemikalij (GHS), peta
revidirana izdaja, ZN New York in Zeneva, 2013. Na voljo na: http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/
ghs_rev05/05files_e.html.

(2) Poglavje B.4 te priloge, Akutno drazenje koze, jedkost za kozo.

(3) Poglavje B.40a te priloge, Jedkost za koZzo in vitro: preskusna metoda rekonstruirane ¢loveske pokoznice.
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(4) Poglavje B.40 te priloge, Jedkost za kozo in vitro: transkutana elektri¢cna upornost (TER).
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Dodatek

OPREDELITVE POJMOV

Toénost: stopnja ujemanja rezultatov preskusne metode s sprejetimi referenénimi vrednostmi. Je merilo ucinkovitosti
preskusne metode in eden od vidikov ustreznosti. Ta izraz in izraz ,skladnost’ se pogosto uporabljata kot sopomenki in
pomenita delez pravilnih rezultatov preskusne metode (9).

Kemikalija: snov ali zmes.

Sistem za zaznavanje kemikalij: vizualni ali elektronski merilni sistem z raztopino indikatorja, ki na prisotnost
preskusne kemikalije reagira na primer s spremembo barve barvila, ki je indikator pH, ali kombinacije barvil, ki na
prisotnost preskusne kemikalije reagirajo s spremembo barve ali z drugimi vrstami kemijskih ali elektrokemijskih reakcij.

Skladnost: je merilo ucinkovitosti za preskusne metode, s katerimi se pridobijo kategori¢ni rezultati, in eden od vidikov
ustreznosti. Ta izraz in izraz to¢nost se v¢asih uporabljata kot sopomenki in pomenita delez vseh preskusenih kemikalij,
ki so pravilno razvr$cene kot pozitivie ali negativne. Skladnost je zelo odvisna od razsirjenosti pozitivnih rezultatov v
vrstah preucevane preskusne kemikalije (9).

GHS (globalno usklajeni sistem za razvr$¢anje in oznacevanje kemikalij): sistem za razvricanje kemikalij (snovi in
zmesi) v skladu s standardiziranimi vrstami in stopnjami fizi¢nih, zdravstvenih in okoljskih nevarnosti ter za obravnavanje
ustreznega oznacevanja, na primer s piktogrami, opozorilnimi besedami, stavki o nevarnosti, previdnostnimi stavki in
varnostnimi listi, da bi se razsirile informacije o skodljivih ucinkih kemikalij ter s tem zascitili ljudje (vkljuéno z
delodajalci, delavci, prevozniki, potrosniki in reSevalci) in okolje (1).

TATA: Integrated Approach to Testing and Assessment (celostni pristop k testiranju in ocenjevanju).

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

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

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

NJ: nejedko.

Standardi izvajanja: standardi, ki temeljijo na validirani preskusni metodi in so podlaga za oceno primerljivosti pred-
lagane preskusne metode, ki je funkcijsko in mehanisticno podobna. Vkljucujejo (i) nujne elemente preskusne metode; (ii)
najkrajsi mozni seznam referencnih kemikalij, izbranih iz skupine kemikalij, ki se uporabljajo za dokazovanje sprejemljive
ucinkovitosti validirane preskusne metode, ter (iii) podobne stopnje zanesljivosti in to¢nosti, ki temeljijo na rezultatih
validirane preskusne metode, ki jih mora dokazati predlagana preskusna metoda pri ocenjevanju ob uporabi najkrajsega
moznega seznama referencnih kemikalij (9).
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Ustreznost: opis razmerja med preskusno metodo in preiskovanim u¢inkom ter njegovega pomena in uporabnosti za
dolocen namen. Pomeni stopnjo, do katere preskusna metoda pravilno izmeri ali napove preiskovani bioloski ucinek.
Ustreznost uposteva tudi to¢nost (skladnost) preskusne metode (9).

Zanesljivost: stopnja obnovljivosti preskusne metode v enem ali ve¢ laboratorijih v daljsem ¢asovnem obdobju ob
uporabi istega protokola. Oceni se z izracunom obnovljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih (9).

Obcutljivost: delez vseh pozitivnih/aktivnih kemikalij, ki se s preskusno metodo pravilno razvrstijo. Je merilo to¢nosti za
preskusno metodo, s katero se pridobijo kategoriéni rezultati, in pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti
preskusne metode (9).

Jedkost za koZo in vivo: nastanek nepovracljivih poskodb koze: zlasti vidnega odmiranja prek povrhnjice v usnjico po
nanosu preskusne kemikalije za najve¢ 4 ure. Za reakcije jedkosti so znacilne razjede, krvavitve, krvave hraste in do konca
14-dnevnega opazovanja izguba barve zaradi beljenja koze, celi predeli alopecije in brazgotine. Dvoumne lezije je morda
treba preiskati histopatolosko.

Specifi¢nost: delez vseh negativnih/neaktivnih kemikalij, ki se s preskusno metodo pravilno razvrstijo. Je merilo to¢nosti
za preskusno metodo, s katero se pridobijo kategoricni rezultati, in pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti
preskusne metode (9).

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

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, preskusena s to preskusno metodo.

UVCB: snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti ali biologki materiali.
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B.66 IN VITRO PRESKUSI TRANSAKTIVACIJE S STABILNO TRANSFEKCIJO ZA ZAZNAVO AGONISTOV IN
ANTAGONISTOV ESTROGENSKIH RECEPTORJEV

SPLOSNI UVOD
Smernica OECD za preskusanje na podlagi u¢inkovitosti

1. Ta preskusna metoda je enakovredna Smernici OECD za preskusanje 455 (2016). Smernica za preskuSanje 455
temelji na ucinkovitosti, z njo pa je opisana metodologija in vitro preskusov transaktivacije s stabilno transfekcijo za
zaznavo agonistov in antagonistov estrogenskih receptorjev (v nadaljnjem besedilu: preskusi ER TA). Vkljucuje ve¢
mehanisticno in funkcionalno podobnih preskusnih metod za opredelitev agonistov in antagonistov estrogenskih
receptorjev (tj. ERa, in/ali ERB) ter naj bi olajsala razvoj novih podobnih ali prilagojenih preskusnih metod v skladu z
naceli za validacijo, dolo¢enimi v Smernici OECD za validacijo in mednarodno priznanje novih ali posodobljenih
preskusnih metod za oceno nevarnosti (1). Popolnoma validirani referen¢ni preskusni metodi (Dodatek 2 in Dodatek
3), ki sta podlaga za to smernico za preskusanje na podlagi u¢inkovitosti, sta:

— preskus transaktivacije s stabilno transfekcijo (STTA) (2) z uporabo celi¢ne linije (h) ERa-HeLa-9903 in

— preskus ER TA VM7Luc (3) z uporabo celicne linije VM7Luc4E2 (1), ki veCinoma izraza hERa z dolodenim
prispevkom hERp(4) (5).

Za razvoj in validacijo podobnih preskusov za isto kon¢no tocko nevarnosti so na voljo standardi izvajanja (6) (7) in
jih je tudi treba uporabiti. Omogocajo pravocasno spremembo na ucinkovitosti temelje¢e Smernice za preskusanje
455, tako da je mogoce posodobljeni smernici za preskusanje, ki temelji na ucinkovitosti, dodati nove podobne
preskuse; podobni preskusi bodo sicer dodani $ele, ko jih bo OECD pregledala in potrdila, da so v skladu s standardi
izvajanja. Preskusi, vkljuceni v Smernico za preskusanje 455, se lahko brez razlik uporabljajo za obravnavanje zahtev
drzav OECD po rezultatih preskusov v zvezi s transaktivacijo estrogenskih receptorjev, hkrati pa se izkoristi
medsebojno priznavanje podatkov OECD.

Ozadje in nacela preskusov, vkljuCenih v to preskusno metodo

2. OECD se je leta 1998 zacela ukvarjati s prednostno nalogo revidiranja obstojecih smernic za preskusanje ter priprave
novih smernic za presejalne preskuse in preskusanje kemikalij, ki bi lahko povzrocale endokrine motnje. Temeljni
okvir OECD za presku$anje in ocenjevanje kemikalij, ki bi lahko povzrocale endokrine motnje, je bil revidiran leta
2012. Prvotni in revidirani temeljni okvir sta kot prilogi vkljuena v Smernice OECD za standardizirane smernice za
preskusanje za ocenjevanje kemikalij glede lastnosti endokrinih motilcev (8). Temeljni okvir zajema pet ravni, pri
Cemer vsaka raven ustreza posamezni stopnji bioloske kompleksnosti. Preskusi transaktivacije ER (TA), opisani v tej
preskusni metodi, so raven 2, ki vkljuCuje preskuse in vitro, ki zagotavljajo podatke o izbranih endokrinih mehanizmih/
poteh. Ta preskusna metoda je za preskuse transaktivacije (TA) in vitro, s katerimi se opredelijo agonisti in antagonisti
estrogenskih receptorjev (ER).

3. Interakcija med estrogeni in ER lahko vpliva na transkripcijo genov pod nadzorom estrogena, kar lahko povzroci
indukcijo ali inhibicijo celi¢nih procesov, vkljuéno s tistimi, ki so nujni za celicno proliferacijo, normalen razvoj
zarodka in razmnoZevalno funkcijo (9) (10) (11). Motnja normalnih estrogenskih sistemov ima lahko $kodljive
ucinke na normalen razvoj (ontogenezo), reproduktivno zdravje in celovitost razmnoZevalnega sistema.

4. Preskusi TA in vitro temeljijo na neposredni ali posredni interakciji med snovmi in doloCenim receptorjem, ki
uravnava transkripcijo produkta porocevalskega gena. Taki preskusi se obseZno uporabljajo za oceno izrazanja genov,
uravnavanega s posebnimi jedrnimi receptorji, kot so ER (12) (13) (14) (15) (16). Predlagani so bili za zaznavanje
estrogenske transaktivacije, uravnavane z ER (17) (18) (19). Obstajata najmanj dve ve¢ji podvrsti jedrnih ER, tj. a in f,
ki sta kodirani z razli¢nimi geni. Zadevni proteini imajo razli¢ne biologke funkcije ter razli¢ne afinitete za porazde-
litev v tkivu in vezavo ligandov (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26). Jedrni ERa povzroci klasi¢ni estrogenski odziv (27)
(28) (29) (30), zato je vecina modelov, ki se trenutno razvijajo za merjenje aktivacije ali inhibicije ER, specifi¢nih za
ERa. Preskusi se uporabljajo za opredelitev kemikalij, ki aktivirajo (ali zavirajo) ER po vezavi liganda, po kateri se
kompleks receptor-ligand veze na specificne odzivne elemente DNK in transaktivira poroCevalski gen, zaradi Cesar se
poveca celi¢no izrazanje oznacevalnega proteina. Pri teh preskusih se lahko uporabljajo razli¢ni odzivi porocevalskega
gena. V luciferaznih sistemih luciferazni encim pretvori substrat luciferin v bioluminiscenten produkt, ki ga je
mogoce kvantitativno izmeriti z luminometrom. Drugi primeri pogostih porocevalskih genov so fluorescentni
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protein in gen LacZ, ki kodira B-galaktozidazo, tj. encim, ki lahko pretvori brezbarvni substrat X-gal (5- bromo-4-
kloro-indolil-galaktopiranozid) v moder produkt, ki ga je mogoce kvantificirati s spektrofotometrom. Te porocevalske
gene je mogoce hitro in poceni oceniti s preskusnimi kompleti, ki so na voljo na trgu.

5. Z validacijskimi Studijami preskusov transaktivacije s stabilno transfekcijo (STTA) in VM7Luc TA sta bili dokazani
njuna ustreznost in zanesljivost za predvideni namen (3) (4) (5) (30). Standardi izvajanja za preskuse ER TA,
temelje¢e na luminiscenci, z uporabo celiénih linij dojk so vkljueni v ocenjevalno porocilo ICCVAM o preskusni
metodi LUMI-CELL® ER (VM7Luc ER TA): Preskus in vitro za opredelitev agonisti¢nega in antagonisticnega delovanja
kemikalij na ¢loveske estrogenske receptorje (3). Ti standardi izvajanja so bili prilagojeni tako, da se lahko uporabljajo
za preskusa STTA in VM7Luc TA (2).

6. Opredelitve pojmov in kratice, uporabljene pri tej preskusni metodi, so opisane v Dodatku 1.

Obseg in omejitve v zvezi s preskusi TA

7. Ti preskusi so predlagani za namene presejanja in prednostnega razvricanja, lahko pa zagotovijo tudi mehanisticne
podatke, ki se lahko uporabijo pri pristopu, temeljeem na zanesljivosti dokazov. Z njimi se obravnava TA, povzro-
¢ena z vezavo kemikalije na ER v sistemu in vitro. Tako se rezultati ne smejo neposredno ekstrapolirati na
kompleksno signaliziranje in uravnavanje nedotaknjenega endokrinega sistema in vivo.

8. TA, povzrotena z ER, se Steje za enega od klju¢nih mehanizmov motenj endokrinega sistema, ceprav obstajajo Se
drugi mehanizmi, prek katerih lahko pride do takih motenj, vklju¢no z (i) interakcijami z drugimi receptorji in
encimskimi sistemi znotraj endokrinega sistema, (i) sintezo hormonov, (iii) presnovno aktivacijo in/ali inaktivacijo
hormonov, (iv) porazdelitvijo hormonov v tar¢na tkiva in (v) o¢istkom hormonov iz telesa. Ti nacini delovanja se ne
obravnavajo z nobenim od preskusov v okviru te preskusne metode.

9. S to preskusno metodo se obravnava sposobnost kemikalije, da aktivira (tj. deluje kot agonist) in tudi zavira (tj. deluje
kot antagonist) od ER odvisno transkripcijo. Nekatere kemikalije lahko, odvisno od vrste celic, delujejo kot agonisti in
antagonisti ter so poznane kot selektivni modulatorji estrogenih receptorjev (SERM). Kemikalije, ki so pri teh
preskusih negativne, bi se lahko ocenile pri preskusu vezave na ER, preden se ugotovi, da se kemikalija ne veze
na receptor. Poleg tega preskusi verjetno dajejo samo informacije o delovanju mati¢ne molekule, saj je treba
upostevati omejene presnovne zmogljivosti celi¢nih sistemov in vitro. Glede na to, da so se med validacijo uporabile
samo posamezne snovi, uporaba za preskuSanje zmesi ni bila obravnavana. Kljub temu je preskusna metoda
teoreti¢no ustrezna tudi za preskusanje snovi z ve¢ sestavinami, UVCB in zmesi. Preden se ta preskusna metoda
uporabi za snov z ve¢ sestavinami, UVCB ali zmesi, da bi se pridobili podatki za predvideni regulativni namen, je
treba preuciti, ali in zakaj lahko zagotovi ustrezne rezultate za navedeni namen. Kadar obstaja regulativna zahteva za
presku$anje zmesi, taki preudarki niso potrebni.

10. Informativno so v preglednici 1 navedeni rezultati preskusov agonistov za 34 snovi, ki so bile preskusene v obeh
popolnoma validiranih referen¢nih preskusnih metodah, opisanih v tej preskusni metodi. Od teh snovi jih je 26
razvri¢enih med dokoné¢ne agoniste ER, 8 pa je negativnih na podlagi objavljenih porocil, vkljuéno s preskusi in vitro
za vezavo na ER in TA, infali uterotropnega preskusa (2) (3) (18) (31) (32) (33) (34). V preglednici 2 so navedeni
rezultati preskusov antagonistov za 15 snovi, ki so bile preskuSene v obeh popolnoma validiranih referenénih
preskusnih metodah, opisanih v tej preskusni metodi. Od teh snovi so 4 razvri¢ene med dokoné¢ne/domnevne
antagoniste ER, 10 pa je negativnih na podlagi objavljenih porocil, vkljuéno s preskusi in vitro za vezavo na ER
in TA (2) (3) (18) (31). Glede podatkov, povzetih v preglednicah 1 in 2, je obstajalo 100-odstotno ujemanje med
obema referenénima preskusnima metodama v zvezi z razvr§¢anjem vseh snovi razen ene (Mifepristone) za preskus z
antagonistom, vse snovi pa so bile pravilno razvriene med agoniste/antagoniste ER ali negativne. Dodatne infor-
macije o tej skupini kemikalij in dodatnih kemikalijah, preskusenih v preskusih STTA in VM7Luc ER TA med
validacijskimi $tudijami, so na voljo v standardih izvajanja za ERTA (6) (7), Dodatek 2 (preglednice 1, 2 in 3).
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ELEMENTI PRESKUSA TA ER

Nujni elementi preskusa

11. Ta preskusna metoda se uporablja za preskuse, pri katerih se uporabi stabilno transfecirani ali endogeni receptor ERa
in stabilno transfecirani konstrukt porocevalskega gena pod nadzorom enega ali ve¢ estrogenskih odzivnih elemen-
tov; prisotni pa so lahko tudi drugi receptorji, kot je ERf. To so nujni elementi preskusa.

Kontrole

12. Opisati je treba podlago za predlagane socasne referencne standarde za vsakega od preskusov z agonistom in
antagonistom. Socasne kontrole (negativna, s topilom in pozitivna) se, kakor je ustrezno, uporabljajo kot kazalnik,
da preskus deluje v preskusnih pogojih, in zagotavljajo podlago za primerjave med poskusi; obicajno spadajo med
merila za sprejemljivost posameznega poskusa (1).

Standardni postopki kontrole kakovosti

13. Standardne postopke kontrole kakovosti je treba izvesti, kot je opisano za vsak preskus, za zagotovitev, da celi¢na
linija ostane stabilna skozi ve¢ pasaz, ne vsebuje mikoplazme (tj. brez bakterijske okuzbe) in ohrani sposobnost za
zagotovitev priakovanih z ER povzrocenih odzivov v daljfem casovnem obdobju. Poleg tega je treba preveriti
pravilno identiteto celicnih linjj in prisotnost drugih onesnazeval (npr. gliv, kvasovk in virusov).

Dokazovanje usposobljenosti laboratorija

14. Pred preskusanjem neznanih kemikalij s katerim od preskusov v okviru te preskusne metode mora vsak laboratorij
dokazati usposobljenost za uporabo preskusa. Za dokaz usposobljenosti mora preskusiti 14 snovi za preverjanje
usposobljenosti, ki so v preglednici 3 navedene za preskus z agonistom, in 10 snovi za preverjanje usposobljenosti iz
preglednice 4 za preskus z antagonistom. S tem preverjanjem usposobljenosti se potrdi tudi odzivnost preskusnega
sistema. Seznam snovi za preverjanje usposobljenosti je podskupina referen¢nih snovi, navedenih v standardih
izvajanja za preskuse ER TA (6). Te snovi so na voljo na trgu, predstavljajo razrede kemikalij, ki se pogosto
povezujejo z agonistiCnim ali antagonistiénim delovanjem na ER, imajo primeren razpon jakosti, ki se pri¢akuje
za agoniste/antagoniste ER (tj. mocne do $ibke), in vkljuCujejo negativne snovi. Preskusanje snovi za preverjanje
usposobljenosti je treba ponoviti vsaj dvakrat, in sicer na razlicna dneva. Usposobljenost se dokaze s pravilno
razvrstitvijo (pozitivna/negativna) vsake snovi za preverjanje usposobljenosti. Preverjanje usposobljenosti mora pono-
viti vsak tehnik, ko se uéi preskusov. Odvisno od vrste celic se lahko nekatere od teh snovi za preverjanje usposo-
bljenosti obnasajo kot SERM ter delujejo kot agonisti in antagonisti. Kljub temu so snovi za preverjanje usposo-
bljenosti v preglednicah 3 in 4 razvrcene glede na poznano prevladujoce delovanje, ki ga je treba uporabiti pri
ocenjevanju usposobljenosti.

15. Za dokaz ucinkovitosti in za namene kontrole kakovosti mora vsak laboratorij vzpostaviti zbirko podatkov o
agonistih in antagonistih iz preteklih preskusov s podatki za referencni standard (npr. 17f-estradiol in tamoksifen),
pozitivne in negativne kontrolne kemikalije in kontrolo s topilom (npr. DMSO). Za zacetek je treba zbirko podatkov
ustvariti iz vsaj 10 neodvisnih ponovitev z agonisti (npr. 17f-estradiolom) in 10 neodvisnih ponovitev z antagonisti
(npr. tamoksifenom). Dodati je treba rezultate iz prihodnjih analiz teh referen¢nih standardov in kontrol s topili, da
se zbirka podatkov poveda, s ¢imer se zagotavljata doslednost in ucinkovitost bioloskega preskusa v laboratoriju v
daljSem casovnem obdobju.
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Merila za sprejemljivost ponovitve preskusa

16. Sprejetje ali zavrnitev ponovitve preskusa temelji na oceni rezultatov, dobljenih za referen¢ne standarde in kontrole,
uporabljene za posamezni poskus. Vrednosti PCsq (ECs) ali IC5, za referen¢ne standarde morajo izpolnjevati merila
za sprejemljivost, kot so dolocena za izbrani preskus (za STTA glej Dodatek 2, za VM7Luc ER TA pa Dodatek 3), vse
pozitivne/negativne kontrole pa je treba pravilno razvrstiti za vsak sprejeti poskus. Sposobnost dosledne izvedbe
preskusa je treba dokazati z oblikovanjem in vzdrZevanjem zbirke podatkov iz preteklih preskusov za referencne
standarde in kontrole (glej odstavek 15). Standardni odkloni ali koeficienti variacije (KV) za srednje vrednosti
parametrov prileganja krivulj referen¢énih standardov iz ve¢ poskusov se lahko uporabijo kot merilo za obnovljivost
znotraj laboratorija. Poleg tega je treba upostevati naslednja nacela v zvezi z merili za sprejemljivost:

— podatki morajo zadostovati za kvantitativno oceno aktivacije ER (za preskus z agonistom) ali zaviranje ER (za
preskus z antagonistom) (tj. u¢inkovitost in jakost);

— srednja vrednost dejavnosti reporterskega gena za referenéno koncentracijo referencnega estrogena mora biti vsaj
enaka najnizji vrednosti, dolo¢eni pri preskusih, glede na dejavnost kontrole z vehiklom (topilom), da se zagotovi
ustrezna obcutljivost. Za preskuse STTA in VM7Luc ER TA to pomeni Stirikratnik srednje vrednosti kontrole z

vehiklom na posamezni plo§ci;

— preskusene koncentracije morajo ostati znotraj obmocja topnosti preskusnih kemikalij in ne smejo biti citotoksi-
¢ne.

Analiza podatkov

17. Za razvricanje pozitivnega in negativnega odziva je treba za vsak preskus uporabiti opredeljeni postopek za razlago
podatkov.

18. Izpolnjevanje meril za sprejemljivost (odstavek 16) pokaze, da preskus deluje pravilno, vendar ne zagotavlja, da bodo
pri vsaki posamezni ponovitvi preskusa dobljeni to¢ni podatki. Najboljsi znak, da so bili dobljeni tocni podatki, je
ponovitev rezultatov prve ponovitve. Ce se z dvema ponovitvama dobijo ponovljivi rezultati (npr. rezultati obeh
ponovitev preskusa kaZejo, da je preskusna kemikalija pozitivna), tretje ponovitve ni treba izvesti.

19. Ce se z dvema ponovitvama ne dobijo ponovljivi rezultati (npr. preskusna kemikalija je pri eni ponovitvi pozitivna,
pri drugi pa negativna) ali ¢e se zahteva vi§ja stopnja gotovosti glede rezultata tega preskusa, je treba izvesti vsaj tri
neodvisne ponovitve. V takem primeru razvrstitev temelji na dveh ujemajocih se rezultatih od treh.

Splosna merila za razlago rezultatov

20. Trenutno ni splo$no sprejete metode za razlago podatkov ER TA. Kljub temu morata kvalitativna (npr. pozitivno/
negativno) infali kvantitativna (npr. ECs, PCs, ICs0) ocena z ER povzrocenega delovanja temeljiti na empiri¢nih
podatkih in razumni znanstveni presoji. Ce je mogoce, morata biti za pozitivne rezultate znacilni tako velikost ucinka
v primerjavi s kontrolo z vehiklom (topilom) ali referenénim estrogenom kot tudi koncentracija, pri kateri se u¢inek
pojavi (npr. ECsy, PCs;, RPCyp,y ICs itd.).

Poroc¢ilo o preskusu

21. V porocilo o preskusu se vkljucijo podatki, navedeni v nadaljevanju.
Preskus:
— uporabljeni preskus;
— kontrola/referencni standard/preskusna kemikalija;

— vir, Stevilka serije, rok uporabe, ¢e je na voljo;
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— stabilnost preskusne kemikalije, ¢e je znana;
— topnost in stabilnost preskusne kemikalije v topilu, Ce sta znani;

— meritve vrednosti pH, osmolarnosti in oborine v gojis¢u, ki mu je bila dodana preskusna kemikalija, ¢e je
ustrezno.

Snov iz ene sestavine:
— fizi¢ni videz, topnost v vodi in dodatne ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti;

— kemijski identifikacijski podatki, kot so ime po nomenklaturi IUPAC ali ime CAS, $tevilka CAS, koda po sistemu
SMILES ali identifikatorju InChl, strukturna formula, &istost, kemijska identiteta necisto¢, kot je ustrezno in
prakti¢no izvedljivo, itd.

Snov z vec sestavinami, UVCB in zmesi:

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

Topilo/vehikel:
— opredelitev lastnosti (narava, dobavitelj in serija);
— utemeljitev izbire topilajvehikla;
— topnost in stabilnost preskusne kemikalije v topilu/vehiklu, ¢e je znana.
Celice:
— vrsta in izvor celic:
* Ali je ER endogeno izrazen? Ce ni, kateri receptorji so bili transfecirani?
* Uporabljeni porocevalski konstrukti (vkljuéno z izvornimi vrstami);
o transfekcijska metoda;
* izbirna metoda za vzdrZevanje stabilne transfekcije (¢e je ustrezno);
¢ Ali je transfekcijska metoda pomembna za stabilne linije?
— Stevilo pasaz celic (od odtajanja);
— Stevilka pasaZe celic ob odtajanju;

— metode vzdrzevanja celiénih kultur.
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Preskusni pogoji:

— omegjitve topnosti;

— opis uporabljenih metod za ocenjevanje viabilnosti;

— sestava gojis¢, koncentracija CO-;

— koncentracije preskusne kemikalije;

— koli¢ina dodanega vehikla in preskusne kemikalije;

— inkubacijska temperatura in vlaznost;

— trajanje tretiranja;

— gostota celic ob zacetku tretiranja in med njim;

— porzitivni in negativni referen¢ni standardi;

— porocevalski reagenti (ime izdelka, dobavitelj in serija);

— merila za obravnavanje preskusnih ponovitev kot pozitivnih, negativnih ali dvoumnih.

Preverjanje sprejemljivosti:

— razmerje indukcij za vsako preskusno plosco in ali ustrezajo minimumu, zahtevanemu s preskusom, na podlagi
kontrol iz preteklih preskusov;

— dejanske vrednosti za merila za sprejemljivost, npr. log;oECsg, log; oPCs, logICs, in vrednosti Hillovega naklona,
za soCasne pozitivne kontrole[referenéne standarde.

Rezultati:

— neobdelani in normalizirani podatki;

— najvisja raven indukcije;

— podatki o citotoksi¢nosti;

— najniZja efektivna koncentracija, ¢e obstaja;

— vrednosti RPCy,y, PCppa PCsg, 1C5 infali EC5, kot je ustrezno;

— razmerje med koncentracijo in odzivom, kadar je mogoce;
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— statisti¢ne analize, e obstajajo, skupaj z meritvijo napake in zaupanja (npr. SEM, SD, CV ali 95 % CI) in opisom,
kako so bile te vrednosti dobljene.

Razprava o rezultatih
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Dodatek 1
OPREDELITVE POJMOV IN OKRA]gAVE

Merila za sprejemljivost: minimalni standardi za ucinkovitost poskusnih kontrol in referen¢nih standardov. Da se
poskus Steje za veljaven, morajo biti izpolnjena vsa merila za sprejemljivost.

Toénost (skladnost): stopnja ujemanja rezultatov preskusa s sprejetimi referen¢nimi vrednostmi. Je merilo ucinkovitosti
preskusa in eden od vidikov ustreznosti. Ta izraz in izraz ,skladnost’ se pogosto izmeni¢no uporabljata in pomenita delez
ustreznih rezultatov preskusa (1).

Agonist: snov, ki ob vezavi na dolocen receptor povzrodi odziv, npr. transkripcijo.

Antagonist: vrsta receptorskega liganda ali kemikalije, ki sama ob vezavi na receptor ne povzroci bioloskega odziva,
temve¢ blokira ali zmanj$a z agonistom povzroCene odzive.

Antiestrogensko delovanje: zmoznost kemikalije, da zavira z estrogenskimi receptorji povzroCeno delovanje
17p-estradiola.

Celi¢na morfologija: oblika in videz celic, ki rastejo v monosloju v eni sami jamici ploice s tkivno kulturo. Celice, ki
odmirajo, imajo pogosto nenormalno celicno morfologijo.

TO: temeljni okvir OECD za preskusanje in ocenjevanje endokrinih motilcev.

Tretiranje z ogljem/dekstranom: tretiranje seruma, uporabljenega v celi¢ni kulturi. Pri tretiranju z ogljem/dekstranom
(ki se pogosto imenuje locevanje) se odstranijo endogeni hormoni in proteini, ki se veZejo na hormone.

Kemikalija: snov ali zmes.

Citotoksi¢nost: skodljivi ucinki na celi¢no strukturo ali funkcijo, ki lahko nazadnje povzrocijo celicno smrt, pokazejo pa
se lahko z zmanjSanjem Stevila celic v jamici ob koncu obdobja izpostavljenosti ali z zmanjSanjem sposobnosti za
merjenje celicne funkcije v primerjavi s socasno kontrolo z vehiklom.

KV: koeficient variacije.

DCC-FBS: fetusni serum goveda, tretiran z ogliem, prevleenim z dekstranom (Dextran-coated charcoal treated fetal
bovine serum).

DMEM: Dulbeccovo modificirano Eagleovo gojisce.

DMSO: dimetil sulfoksid.

E2: 17-estradiol

EC50: srednja efektivna koncentracija preskusne kemikalije.

ED: endokrina motnja.
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hERa: cloveski estrogenski receptor alfa.

hERR: ¢loveski estrogenski receptor beta.

EFM: gojisce, ki ne vsebuje estrogena. Dulbeccovo modificirano Eagleovo gojis¢e (DMEM), ki mu so mu dodani
4,5-odstotni FBS, tretiran z ogljem/dekstranom, 1,9-odstotni L-glutamin in 0,9-odstotna raztopina Pen-Strep.

ER: estrogenski receptor.

ERE: odzivni element za estrogen.

Estrogenska aktivnost: zmoznost kemikalije, da posnema 17f-estradiol pri njegovi sposobnosti vezave na estrogenske
receptorje in njihovo aktiviranje. S to preskusno metodo je mogoce zaznati s hERa povzroCeno estrogensko aktivnost.

ERTA: transaktivacija estrogenskih receptorjev.

FBS: fetusni serum goveda.

HeLa: nesmrtna ¢loveska celicna linija materni¢nega vratu.

HeLa9903: subklon celice HeLa, v katerega sta bila stabilno transfecirana hERaain luciferazni porocevalski gen.

IC;: srednja efektivna koncentracija inhibitorne preskusne snovi.

ICCVAM: Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (medagencijski koordinacijski
odbor ZDA za validacijo alternativnih metod).

Obnovljivost med laboratoriji: merilo, v kak$nem obsegu lahko razlicni usposobljeni laboratoriji z uporabo istega
protokola in preskusanjem istih snovi dobijo kvalitativno in kvantitativno podobne rezultate. Obnovljivost med labora-
toriji se ugotovi med postopki pred validacijo in med njo ter kaze, v kak$nem obsegu se lahko preskus uspesno uporablja
v ve¢ laboratorijih; imenuje se tudi obnovljivost v razli¢nih laboratorijih (1).

Obnovljivoest v laboratoriju: dolocitev, v kaksnem obsegu lahko usposobljene osebe v istem laboratoriju uspesno
ponovijo rezultate z uporabo doloCenega protokola ob razlitnih casih. Imenuje se tudi obnovljivost znotraj
laboratorija (1).

LEC: (Lowest Effective Concentration) je najnizja koncentracija preskusne kemikalije, ki povzro¢i odziv (tj. najniZja
koncentracija preskusne kemikalije, pri kateri se razmerje indukcije statistiéno razlikuje od socasne kontrole z vehiklom).

Podoben preskus: pogovorni izraz za preskus, ki je strukturno in funkcionalno podoben validirani in sprejeti referencni
preskusni metodi. Uporablja se kot sopomenka za podobno preskusno metodo.

MT: metalotionein.
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MMTYV: virus tumorja mlecne Zleze pri misih.

OHT: 4-hidroksitamoksifen.

PBTG: smernica za preskusanje na podlagi u¢inkovitosti.

PC (pozitivna kontrola): mocno aktivna snov, po moznosti 178-estradiol, ki je vkljucena v vse preskuse, da pomaga
zagotoviti pravilno delovanje preskusa.

PC,: koncentracija preskusne kemikalije, pri kateri je izmerjena aktivnost pri preskusu z agonistom enaka 10 % najvedje
aktivnosti, povzroene s pozitivno kontrolo (E2 pri 1nM za preskus STTA) na posamezni plos¢i.

PC;: koncentracija preskusne kemikalije, pri kateri je izmerjena aktivnost pri preskusu z agonistom enaka 50 % najvecje
aktivnosti, povzrocene s pozitivno kontrolo (E2 pri referencni koncentraciji, dolo¢eni pri preskusni metodi) na posamezni
plosci.

PCy, koncentracija preskusne kemikalije, ki povzro¢i RPCMax.

Standardi izvajanja: standardi, ki temeljijo na validiranem preskusu in so podlaga za oceno primerljivosti predlaganega
preskusa, ki je funkcijsko in mehanisticno podoben. Vklju¢ujejo: (1) nujne elemente preskusa; (2) najkraj$i mozni seznam
referen¢nih kemikalij, izbranih iz skupine kemikalij, ki se uporabljajo za dokazovanje sprejemljivega izvajanja validirane
preskusne metode, ter (3) primerljive stopnje tocnosti in zanesljivosti, ki temeljijo na rezultatih validirane preskusne
metode, kar mora dokazati predlagani preskus pri ocenjevanju ob uporabi najkrajsega mozZnega seznama referenénih
kemikaljj (1).

Snovi za preverjanje usposobljenosti: podskupina referencnih snovi, vkljucenih v standarde izvajanja, ki jih lahko
laboratoriji uporabijo za dokazovanje tehnicne usposobljenosti s standardizirano preskusno metodo. Obicajno so med
merili za izbor teh snovi: da predstavljajo celoten razpon odzivov, da so na voljo na trgu in da so zanje na voljo
visokokakovostni referenéni podatki.

Usposobljenost: dokazana sposobnost za pravilno izvedbo preskusa pred preskuanjem neznanih snovi.

Referencni estrogen (pozitivna kontrola, PC): 17f-estradiol (E2, §t. CAS 50-28-2).

Referenc¢ni standard: referencna snov, s katero se dokaze ustreznost preskusa. Za preskuse STTA in VM7Luc ER TA je
referen¢ni standard 17p-estradiol.

Referencne preskusne metode: preskusi, na katerih temelji PBTG 455.

Ustreznost: opis razmerja med preskusom in preiskovanim ucinkom ter njegovega pomena in uporabnosti za dolocen
namen. Pomeni, v kak$nem obsegu se s preskusom pravilno izmeri ali napove preiskovani bioloski ucinek. Pri ustreznosti
se uposteva tudi tocnost (skladnost) preskusa (1).
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Zanesljivost: stopnja obnovljivosti preskusa v enem ali ve¢ laboratorijih v daljSem ¢asovnem obdobju ob uporabi istega
protokola. Oceni se z izra¢unom obnovljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih.

RLU: relativne svetlobne enote.

RNK: ribonukleinska kislina.

RPC,,,,: najvija raven odziva, ki ga povzro¢i preskusna kemikalija, izraZena kot delez odziva, ki ga povzro¢i 1 nM E2 na
isti plosci.

RPMI: gojisce RPMI 1 640 z dodanima 0,9-odstotno raztopino Pen-Strep in 8,0-odstotnim fetusnim serumom goveda
(FBS).

Ponovitev: posamezen poskus, s katerim se oceni kemijsko delovanje na bioloski rezultat preskusa. Vsaka ponovitev je
popoln poskus, opravljen na jamicah s ponovljenimi vzorci celic, hkrati nasajenih iz skupne zaloge celic.

Neodvisna ponovitev: locen, neodvisen poskus, s katerim se oceni kemijsko delovanje na bioloski rezultat preskusa, pri
katerem se uporabijo celice iz druge zaloge in sveZe razredéene kemikalije, ter ki je izveden na razli¢ne dneve ali pa ga na
isti dan izvedejo razliéni ¢lani osebja.

SO: standardni odklon.

Obcutljivost: delez vseh pozitivnih/aktivnih snovi, ki se s preskusom pravilno razvrstijo. Je merilo to¢nosti za preskus, s
katerim se pridobijo kategori¢ni rezultati, in pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (1).

Specifi¢nost: delez vseh negativnih/neaktivnih snovi, ki se s preskusom pravilno razvrstijo. Je merilo tocnosti za preskus,
s katerim se pridobijo kategori¢ni rezultati, in pomemben dejavnik pri ocenjevanju ustreznosti preskusa (1).

Stabilna transfekcija: ko se DNK transfecira v gojene celice tako, da se stabilno integrira v genom celic, kar povzroci
stabilno izraZanje transfeciranih genov. Kloni stabilno transfeciranih celic se izberejo s stabilnimi oznacevalci (npr.
odpornost proti G418).

Preskus STTA: preskus transaktivacije s stabilno transfekcijo (Stably Transfected Transactivation Assay), preskus tran-
skripcijske aktivacije ERa z uporabo celicne linije HeLa 9 903.

Studija: vse vrste eksperimentalnega dela, namenjene oceni ene specificne snovi z uporabo specifiénega preskusa. Studija
zajema vse korake, vkljutno s preskusi red¢enja preskusne snovi v preskusnem mediju, predhodnimi ponovitvami za
dolocanje obmogja, vsemi potrebnimi celovitimi ponovitvami, podatkovnimi analizami, zagotavljanjem kakovosti,
ocenami citotoksi¢nosti itd. Dokoncanje Studije omogoca razvrstitev aktivnosti preskusne kemikalije na tarci toksi¢nosti
(tj. aktivna, neaktivna ali neopredeljiva), ki se ocenjuje z uporabljenim preskusom, in oceno jakosti glede na pozitivno
referenéno kemikalijo.
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Snov: v skladu z uredbo REACH (!) je snov opredeljena kot kemijski element in njegove spojine v naravnem stanju ali
pridobljene s kakr$nim koli proizvodnim procesom, vkljuéno z vsemi dodatki, potrebnimi za ohranitev njene obstojnosti,
in vsemi necistotami, ki nastanejo pri uporabljenem procesu, ne vkljucuje pa topil, ki se lahko izlo¢ijo, ne da bi to
vplivalo na obstojnost snovi ali spremenilo njeno sestavo. Zelo podobna opredelitev se uporablja v okviru GHS ZN (1).

TA (Transaktivacija): zacetek sinteze mRNK v odziv na dolocen kemi¢ni signal, kot je vezava estrogena na estrogenski
receptor.

Preskus: v okviru te preskusne metode je preskus ena od metodologij, ki so sprejete kot metodologije, ki veljavno
izpolnjujejo zacrtana merila za ucinkovitost. Med elementi preskusa so na primer specificna celi¢na linijo s povezanimi
rastnimi pogoji, specifiéni medij, v katerem poteka preskus, pogoji priprave plosce, razporeditev in razred¢ine preskusnih
kemikalij skupaj z morebitnimi drugimi potrebnimi ukrepi za kontrolo kakovosti ter s tem povezanimi koraki za oceno
podatkov.

Preskusna kemikalija: vsaka snov ali zmes, preskuSena s to preskusno metodo.
Transkripcija: sinteza mRNK.
UVCB: snovi z neznano ali spremenljivo sestavo, kompleksni reakcijski produkti in bioloski materiali.

Validirana preskusna metoda: preskus, za katerega sta bili na podlagi koncanih validacijskih studij dolo¢eni ustreznost
(vklju¢no s to¢nostjo) in zanesljivost za doloc¢en namen. Opozoriti je treba, da to¢nost in zanesljivost validirane preskusne
metode nista nujno zadostni, da bi bila sprejemljiva za predlagani namen (1).

Validacija: postopek, s katerim se dolocita zanesljivost in ustreznost posameznega pristopa, metode, preskusa, postopka
ali ocene za opredeljen namen (1).

Kontrola z vehiklom: topilo, ki se uporabi za raztopitev preskusne in kontrolne kemikalije, se preskusi izkljutno kot
vehikel brez raztopljene kemikalije.

VM?7: nesmrtna celica adenokarcinoma, ki endogeno izraZa estrogenski receptor.

VM7Luc4E2: celi¢na linija VM7Luc4E2 je bila pridobljena iz nesmrtnih ¢loveskih celic adenokarcinoma VM7, ki endo-
geno izrazajo obe obliki estrogenskih receptorjev (ERa in ERf) in so bile stabilno transfecirane s plazmidom pGud-
Luc7.ERE. Ta plazmid vsebuje stiri kopije sinteticnega oligonukleotida, ki vsebuje odzivni element za estrogen nad
promotorjem virusa tumorja mlecne Zleze pri misi (MMTV) in kresnickin luciferazni gen.

Sibka pozitivna kontrola: sibko aktivna snov, izbrana s seznama referencnih kemikalij, ki je vkljucena v vse preskuse, da
pomaga zagotoviti pravilno delovanje preskusa.

(") Uredba (ES) $t. 1907/2006 Evropskega parlamenta in sveta z dne 18.decembra 2006 o registraciji, evalvaciji, avtorizaciji in
omejevanju kemikalij (REACH) ter o ustanovitvi Evropske agencije za kemikalije in o spremembi Direktive 1999/45/ES ter o
razveljavitvi Uredbe Sveta (EGS) st. 793/93 in Uredbe Komisije (ES) $t. 1488/94 ter Direktive Sveta 76/769/EGS in direktiv Komisije
91/155/EGS, 93/67[EGS, 93/105/ES in 2000/21/ES (UL L 304, 22.11.2007, str. 1).
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Dodatek 2

PRESKUS TRANSAKTIVACIE CLOVESKEGA ESTROGENSKEGA RECEPTORJA-A S STABILNO TRANSFEKCIJO ZA ZAZNAVO
ESTROGENSKEGA AGONISTICNEGA IN ANTAGONISTICNEGA DELOVANJA KEMIKALI] Z UPORABO CELICNE LINIJE HERA-
HELA-9903

ZACETNI PREUDARKI IN OMEJITVE (GLEJ TUDI SPLOSNI UVOD)

1. Pri tem preskusu transaktivacije (TA) se celi¢na linija hERa-HeLa-9903 uporablja za zaznavo estrogenskega agoni-
stinega delovanja, povzrocenega s cloveskim estrogenskim receptorjem alfa (hERa). Validacijska Studija preskusa
transaktivacije s stabilno transfekcijo (STTA), ki jo je japonski institut za ocenjevanje in raziskovanje kemikalij (CERI)
izvedel z uporabo celi¢ne linije hERa-HeLa-9903 za zaznavo estrogenskega agonisticnega in antagonisticnega delo-
vanja, povzroCenega s Cloveskim estrogenskim receptorjem alfa (hERa), je pokazala ustreznost in zanesljivost
preskusa za predvideni namen (1).

2. Ta preskus je izrecno namenjen zaznavi s hERa povzrocene TA z merjenjem kemiluminiscence kot konéne tocke.
Zaradi prevelike aktivacije luciferaznega porocevalskega gena se je o nereceptorsko povzrocenih luminiscenénih
signalih sicer porocalo pri koncentracijah fitoestrogena, vijih od 1 pM (2) (3). Ceprav krivulja odziva na odmerek
kaze, da do dejanske aktivacije sistema ER pride pri nizjih koncentracijah, je treba izrazanje luciferaze, dobljeno pri
visokih koncentracijah fitoestrogenov ali podobnih spojin, ki domnevno povzrocajo fitoestrogenu podobno preveliko
aktivacijo luciferaznega porocevalskega gena, pazljivo preuciti v sistemih preskusa ER TA s stabilno transfekcijo
(Dodatek 1).

3. Pred uporabo tega preskusa za regulativne namene je treba prebrati oddelka ,SPLOSNI UVOD' in ,ELEMENTI
PRESKUSA ER TA". Opredelitve pojmov in kratice, uporabljene v tej smernici za preskusanje, so opisane v Dodatku
2.1.

NACELO PRESKUSA (GLEJ TUDI SPLOSNI UVOD)

4. Preskus se uporablja za signaliziranje vezave estrogenskega receptorja z ligandom. Po vezavi liganda se kompleks
receptor-ligand premesti na jedro, kjer se veze na specificne odzivne elemente DNK in transaktivira kresnickin
luciferazni porocevalski gen, kar povzro¢i povecano celi¢no izrazanje luciferaznega encima. Luciferin je substrat,
ki ga luciferazni encim pretvori v bioluminiscentni produkt, ki ga je mogoce kvantitativno izmeriti z luminometrom.
Luciferazno aktivnost je mogoce hitro in poceni oceniti s $tevilnimi preskusnimi kompleti, ki so na voljo na trgu.

5. Preskusni sistem uporablja celi¢no linijo hERa-HeLa-9903, pridobljeno iz tumorja ¢loveskega maternicnega vratu, z
dvema stabilno vstavljenima konstruktoma: (i) konstruktom za izrazanje hERaa (ki kodira celotno dolzino ¢loveskega
receptorja) in (i) reporterskim konstruktom kresnickine luciferaze, ki nosi pet tandemskih ponovitev elementa, ki se
odziva na estrogen (ERE), vitelogenina, ki ga sprozi element TATA promotorja metalotioneina pri misih (MT). Genski
konstrukt MT TATA pri misih se je izkazal kot najucinkovitejsi in se pogosto uporablja. Posledicno lahko ta celicna
linija hERa-HeLa-9903 meri sposobnost preskusne kemikalije, da sprozi s hERa povzroceno transaktivacijo izrazanja
luciferaznega gena.

6. V primeru preskusa z agonistom ER je razlaga rezultatov odvisna od tega, ali je najvisja stopnja odziva, povzrocenega
s preskusno kemikalijo, vecja ali enaka odzivu agonista, ki znaSa 10 % odziva, povzroCenega z najvisjo koncentracijo
(1 nM) pozitivne kontrole (PC), tj. 17p-estradiola (E2) (tj. PC10). V primeru preskusa z antagonistom ER je razlaga
podatkov odvisna od tega, ali odziv pokaze vsaj 30-odstotno zmanjSanje aktivnosti v primerjavi z odzivom, ki ga
sprozi eksogena sinteticna kontrola (spike in) (25 pM E2) brez citotoksiénosti. Analiza in razlaga podatkov sta
podrobno obravnavani v odstavkih 34-48.
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POSTOPEK
Celi¢ne linije
7. Za preskus je treba uporabiti stabilno transfecirano celi¢no linijo hERa-HeLa-9903. Celi¢no linijo je mogoce po

podpisu sporazuma o prenosu materiala dobiti od celine banke Japanese Collection of Research Bioresources
(CRB) ().

8. Pri preskusanju se lahko uporabijo samo celice, za katere velja, da so brez mikoplazme. Priporocena metoda za
obcutljivo zaznavo okuzbe z mikoplazmo je RT-PCR (verizna reakcija s polimerazo v realnem casu) (4) (5) (6).

Stabilnost celi¢ne linije

9. Za spremljanje stabilnosti celi¢ne linije je treba uporabiti E2, 17a-estradiol, 17a-metiltestosteron in kortikosteron kot
referenéne standarde za preskus z agonistom, celotno krivuljo odziva na odmerek v obmodju preskusne koncen-
tracije, navedenem v preglednici 1, pa je treba izmeriti vsaj enkrat ob vsaki izvedbi preskusa, pri ¢emer se morajo
rezultati ujemati z rezultati, navedenimi v preglednici 1.

10. V primeru preskusa z antagonistom je treba socasno z vsako ponovitvijo izmeriti celotni krivulji koncentracije za dva
referenéna standarda, in sicer tamoksifen in flutamid. Spremljati je treba pravilno kvalitativno razvrstitev obeh
kemikalij med pozitivne ali negativne.

Pogoji gojenja celinih kultur in nasaditve na plosco

11. Celice je treba vzdrzevati v Eagleovem minimalnem osnovnem gojis¢u (EMEM) brez fenol rdecega, dopolnjenem s 60
mg/l antibiotika kanamicina in 10-odstotnim fetusnim serumom goveda, tretiranim z ogljem, prevle¢enim z
dekstranom (DCC-FBS), v inkubatorju s CO2 (5 % CO2) pri 37 £ 1°C. Ko je dosezena 75-90-odstotna konfluent-
nost, se lahko celice kultivirajo na novem gojis¢u v 10 ml 0,4 x 105 — 1 x 105 celic/ml za 100-milimetrsko
posodico za gojenje celi¢nih kultur. Celice je treba suspendirati z 10-odstotnim FBS-EMEM (kar je enako kot EMEM z
DCC-FBS) in jih nato nasaditi v jamice mikrotitrske plosce z gostoto 1 x 104 celic/(100 pl x jamica). Nato je treba
celice predinkubirati v inkubatorju s 5% CO2 pri 37 + 1°C tri ure pred izpostavitvijo kemikaliji. V plasti¢nih
posodah ne sme biti estrogenskega delovanja.

12. Da se ohrani celovitost odziva, je treba celice iz zamrznjene zaloge ve¢ kot eno pasazo gojiti v kondicioniranem
gojiscu, ne smejo pa biti gojene ve¢ kot 40 pasaz. Za celicno linijo hERa-HeLa-9903 to pomeni manj kot tri mesece.
Vendar se lahko ucinkovitost celic zmanjsa, e rastejo v neprimernih pogojih za gojenje.

13. DCC-FBS se lahko pripravi, kot je opisano v Dodatku 2.2, ali pridobi iz komercialnih virov.

Merila za sprejemljivost
Pozitivni in negativni referencni standardi za preskus z agonistom ER

14. Pred studijo in med njo je treba odzivnost preskusnega sistema preveriti z uporabo ustreznih koncentracij mo¢nega
estrogena: E2, sibkega estrogena (17a-estradiol), zelo Sibkega agonista (17a-metiltestosteron) in negativne snovi
(kortikosteron). Vrednosti sprejemljivega razpona, izpeljane iz validacijske $tudije (1), so navedene v preglednici 1.
Te §tiri soCasne referencne standarde je treba vkljuciti v vsak poskus, rezultati pa morajo biti znotraj navedenih
sprejemljivih mejnih vrednosti. V nasprotnem primeru je treba ugotoviti vzrok za neizpolnjevanje meril za sprejem-
liivost (npr. ravnanje s celicami ter serum in antibiotiki za kakovost in koncentracijo) in preskus ponoviti. Ko so

(") Celi¢na banka JCRB: National Institute of Biomedical Innovation, 7-6-8 Asagi Saito, Ibaraki-shi, Osaka 567-0085, Japonska; telefaks:
+81 726419812.
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15.

dosezena merila za sprejemljivost, je za zagotovitev minimalne variabilnosti vrednosti ECsy, PCsq in PC; bistvena
dosledna uporaba materialov za gojenje celic. Vsi §tirje soCasni referen¢ni standardi, ki jih je treba vkljuciti v vsak
poskus (izveden pod enakimi pogoji, vklju¢no z materiali, ravnjo pasaze celic in tehniki), lahko zagotovijo obcut-
ljivost preskusa, ker morajo biti vrednosti PCy treh pozitivnih referenénih standardov znotraj sprejemljivega razpona,
tako kot tudi vrednosti PCs in ECs, kadar jih je mogoce izracunati (glej preglednico 1).

Preglednica 1

Vrednosti sprejemljivega razpona $tirih referen¢nih standardov za preskus z agonistom ER

Ime logPCsy logPCyq logECs Igillcll(c))‘; Razpon preskusa
17B-estradiol (E2) $t. CAS: 50- | od —11,4 do ~ <-11 od-11,3do~| od 0,7 | od 10'*do ~ 10°M
28-2 -10,1 -10,1 do ~ 1,5
17a-estradiol . CAS: 57-91-0 | od -9,6 do ~ | od =10,7 do | od =9,6 do ~ | od 0,9 | od 107'2do ~ 10°M

-8,1 ~-93 -8,4 do ~ 2,0
Kortikosteron 3t. CAS: 50-22-6 — — — — od 107%o ~ 10™*M
17a-metiltestosteron §t. CAS: | od —6,0 do ~ | od —-8,0 do — — od 107''do ~ 10°M
58-18-4 =51 ~ =62

Pozitivni in negativni referencni standardi pri preskusu z antagonistom ER

Pred 3tudijo in med njo je treba odzivnost preskusnega sistema preveriti z uporabo ustreznih koncentracij pozitivne
snovi (tamoksifena) in negativne snovi (flutamida). Vrednosti sprejemljivega razpona, izpeljane iz validacijske $tudije
(1), so navedene v preglednici 2. Ta dva solasna referencna standarda je treba vkljuciti v vsak poskus, rezultate pa je
treba Steti za pravilne, kot je prikazano v merilih. V nasprotnem primeru je treba ugotoviti vzrok za neizpolnjevanje
meril (npr. ravnanje s celicami ter serum in antibiotiki za kakovost in koncentracijo) in preskus ponoviti. Poleg tega
je treba izracunati vrednosti ICs, za pozitivno snov (tamoksifen), rezultati pa morajo biti znotraj navedenih sprejem-
ljivih mejnih vrednosti. Ko so dosezena merila za sprejemljivost, je za zagotovitev minimalne variabilnosti vrednosti
IC50 bistvena dosledna uporaba materialov za gojenje celic. Obcutljivost preskusa lahko zagotovita oba socasna
referencna standarda, ki ju je treba vkljuciti v vsak poskus (izveden pod enakimi pogoji, vklju¢no z materiali, ravnjo
pasaze celic in tehniki) (glej preglednico 2).

Preglednica 2

Merila in vrednosti sprejemljivega razpona obeh referencnih standardov za preskus z antagonistom ER

Ime Merila LogICs Razpon preskusa

Tamoksifen $t. CAS: 10540-29-1 Pozitivno: izraCunati je treba IC50 | od -5,942 do ~ od 10-10 do ~
7,596 10-5 M

Flutamid $t. CAS: 13311-84-7 Negativno: izracunati je treba IC30 — od 10-10 do ~
10-5 M
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Pozitivna kontrola in kontrola z vehiklom

16. Pozitivno kontrolo (PC) za preskus z agonistom ER (1 nM E2) in preskus z antagonistom ER (10 uM TAM) je treba
preskusiti v vsaj treh ponovitvah na vsaki plos¢i. Vehikel, v katerem se raztopi preskusna kemikalija, je treba
preskusiti kot kontrolo z vehiklom (VC) v vsaj treh ponovitvah na vsaki plosci. Ce se pri pozitivni kontroli uporabi
drug vehikel kot za preskusno kemikalijo, je treba poleg te kontrole z vehiklom v vsaj treh ponovitvah na isti plos¢i s
pozitivno kontrolo preskusiti Se drugo kontrolo z vehiklom.

Merila kakovosti za preskus z agonistom ER

17. Srednja vrednost luciferazne aktivnosti pozitivne kontrole (1 nM E2) mora biti vsaj 4-kratnik srednje vrednosti
kontrole z vehiklom na vsaki plos¢i. To merilo je doloceno na podlagi zanesljivosti vrednosti koné¢nih tock iz
validacijske Studije (pri preteklih preskusih med 4- in 30-kratnikom).

18. Kar zadeva kontrolo kakovosti preskusa, mora biti razmerje indukcije, ki ustreza vrednosti PC10 socasne pozitivne
kontrole (1 nM E2), ve¢je od 1 + 2 standardnega odklona (SD) vrednosti razmerja indukcije (= 1) socasne kontrole z
vehiklom. Za namene prednostnega razvricanja je lahko vrednost PC10 koristna za poenostavitev potrebne podat-
kovne analize v primerjavi s statisticno analizo. Ceprav statisticna analiza zagotovi podatke o statisti¢ni znacilnosti,
taka analiza ni kvantitativni parameter v zvezi s potencialom na podlagi koncentracije, zato je manj koristna za
namene prednostnega razvri¢anja.

Merila kakovosti za preskus z antagonistom ER

19. Srednja vrednost luciferazne aktivnosti eksogene sinteticne kontrole (spike-in) (25 nM E2) mora biti vsaj 4-kratnik
srednje vrednosti kontrole z vehiklom na vsaki plos¢i. To merilo je doloceno na podlagi zanesljivosti vrednosti
kon¢nih tock iz validacijske Studije.

20. Kar zadeva kontrolo kakovosti preskusa, mora biti relativna transkripcijska aktivacija (RTA) 1 nM E2 ve¢ja od 100 %,
RTA 1pM 4-hidroksitamoksifena (OHT) mora znaSati manj kot 40,6 %, RTA 100 pM digitonina (Dig) pa mora
znasati manj kot 0 %.

Dokazovanje usposobljenosti laboratorija (glej odstavek 14 ter preglednici 3 in 4 v oddelku ,,ELEMENTI PRESKUSA
ER TA' te preskusne metode)

Vehikel

21. Kot socasno kontrolo z vehiklom je treba uporabiti dimetil sulfoksid (DMSO) ali ustrezno topilo pri enaki koncen-
traciji, kot se uporablja za razli¢ne pozitivne in negativne kontrole ter preskusne kemikalije. Preskusne kemikalije je
treba raztopiti v topilu, v katerem je topna zadevna preskusna kemikalija in ki se mesa s celicnim gojis¢em. Primerni
vehikli so voda, etanol (od 95- do 100-odstotna ¢istost) in DMSO. Ce se uporabi DMSO, raven ne sme preseci 0,1
vol. %. Za vsak vehikel je treba dokazati, da najvecja uporabljena koli¢ina ni citotoksi¢na in ne moti ucinkovitosti
preskusa.

Priprava preskusnih kemikalij

22. Na splosno je treba preskusne kemikalije raztopiti v DMSO ali drugem primernem topilu in jih zaporedoma
razredciti z istim topilom v obi¢ajnem razmerju 1: 10, da se pripravijo raztopine za red¢enje z medijem.

Topnost in citotoksi¢nost: preudarki glede dolo¢anja obmodja

23. Izvesti je treba predhodni preskus, da se ugotovi ustrezno obmo¢je koncentracije kemikalije, ki se preskusa, in
preveri, ali bi se lahko za preskusno kemikalijo pojavile tezave s topnostjo in citotoksi¢nostjo. Kemikalije se najprej
preskusijo do najve¢je koncentracije 1 pl/ml, 1 mg/ml ali 1 mM, pri ¢emer se uposteva najnizja od teh koncentracij.
Glede na stopnjo citotoksiénosti ali pomanjkanje topnosti, opazeno v predhodnem preskusu, je treba pri prvi
dokon¢ni ponovitvi kemikalijo preskusiti z logaritemskimi zaporednimi razred¢inami, ki se zacnejo pri najvisji
dopustni koncentraciji (npr. 1 mM, 100pM, 10pM itd.), in zapisati morebitno motnost, oborino ali citotoksi¢nost.
Koncentracije pri drugi, in ¢e je potrebno, tretji ponovitvi je treba ustrezno prilagoditi, da se bolje opredeli krivulja
odziva na koncentracijo in preprecijo koncentracije, za katere se ugotovi, da niso topne ali da povzrocajo preveliko
citotoksicnost.
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24. Pri agonistih in antagonistih ER se lahko zaradi nara$Cajocih ravni citotoksicnosti bistveno spremeni ali odpravi
znadilni sigmoidni odziv, kar je treba upostevati pri razlagi podatkov. Uporabiti je treba metode preskusanja
citotoksi¢nosti, ki lahko zagotovijo informacije v zvezi z 80-odstotno viabilnostjo celic, pri ¢emer se na podlagi
izkuSenj laboratorija uporabi ustrezen preskus.

25. Ce rezultati preskusa citotoksicnosti pokazejo, da se je zaradi koncentracije preskusne kemikalije $tevilo celic zmanj-
Salo za 20 % ali vec, je treba to koncentracijo Steti za citotoksi¢no, koncentracije, ki so enake citotoksicni koncen-
traciji ali viSje od nje, pa je treba izkljuciti iz ocene.

Izpostavitev kemikaliji in razporeditev na preskusni plos¢i

26. Postopek redcenja kemikalije (1. in 2. korak) in izpostavitve celicam (3. korak) se lahko izvede, kot je opisano v
nadaljevanju.

1. korak Vsako preskusno kemikalijo je treba zaporedno razred¢iti v DMSO ali ustreznem topilu in dodati v jamice
na mikrotitrski plos¢i, da se dosezejo konéne zaporedne koncentracije, kot so dolocene s predhodnim preskusom za
dolocanje obmogja (obicajno v nizu 1 mM, 100 pM, 10 pM, 1 pM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM in 10 pM (od
107 40 10711 M)), za preskusanje v treh ponovitvah.

2. korak RedCenje kemikalije: najprej razredcite 1,5 pl preskusne kemikalije v topilu do koli¢ine 500 pl medija.

3. korak Izpostavitev celic kemikaliji: dodajte 50 pl razred¢ine z medijem (pripravljene v 2. koraku) v preskusno
jamico, ki vsebuje 10* celic/100 pl/jamico.

Priporocena konéna koli¢ina medija, potrebna za vsako jamico, je 150 pl. Preskusni vzorci in referencni standardi se
lahko razvrstijo, kot je prikazano v preglednicah 3 in 4.

Preglednica 3

Primer razvrstitve referenénih standardov glede na koncentracije na preskusni plos¢i pri preskusu z
agonistom ER

Vrsatic- 17a-metiltestosteron Kortikosteron 17a-estradiol E2
1 2 3 14 5 6 7 8 9 10 11 12

A konc. 1 (10| — - | 100 pM - - 1M | - - 10 nM - -
pM)

B konc. 2 (1| - - |10 uM - - 100 | - - 1 nM - -
M) nM

C konc. 3| — - | 1M - - | 10nM | = - 100 pM - -
(100 nM)

D konc. 4 (10 | — - | 100 nM - - | 1oM | - - 10 pM - -
nM)

E konc. 5 (1| — - |10 nM - - 100 - - 1 pM - -
nM) pM

F konc. 6| — - | 1nM - - |10 pM | — - 0,1 pM - -
(100 pM)

G konc. 7 (10| - - | 100 pM - - | 1pM | = - 0,01 pM - -
pM)

H VC - - - - - PC - - - - —

VC: kontrola z vehiklom (0,1 % DMSO); PC: pozitivna kontrola (1 nM E2)
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27. Referencne

celic.

standarde

Preglednica 4

(E2,

17a-estradiol,
17~ HETINTEOTOOTEPOVHVIKOPTIKOOTEPOVKKPEETPEPaenpeakuartmnpinnoakionovortunpeyhedviyanmnnnNa  vsako preskusno
plos¢o je treba vkljuciti jamice s pozitivno kontrolo, tretirane z 1 nM E2, ki lahko povzroci najve¢jo indukcijo E2, in
jamice z VC, tretirane samo z DMSO (ali ustreznim topilom) (preglednica 4). Ce se pri istem poskusu uporabijo celice
iz razli¢nih virov (npr. razlicna Stevilka pasaze, razlicna serija itd.), je treba referen¢ne standarde preskusiti za vsak vir

Primer razvrstitve preskusnih kemikalij in kemikalij za kontrolo plos¢ glede na koncentracije na preskusni

ploséi pri preskusu z agonistom ER

Vrstic- Preskusna kemikalija 1 Preskusna kemikalija 2 Preskusna kemikalija 3 Preskusna kemikalija 4
“ 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 - - 1nM | — - 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| - - | 1nM - - | 1pM |- - 0,01 pM - -
pM)

H VC - - - - - PC - - - - -

VC: kontrola z vehiklom (0,1 % DMSO); PC: pozitivna kontrola (1 nM E2)

Primer razvrstitve referenénih standardov glede na koncentracije na
antagonistom ER

Preglednica 5

preskusni plo$¢i pri preskusu z

Prﬁkusnake;mika.lija %

Vrstica

A

B
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VC: kontrola zvehiklom (0,1 % DMSQO), PC: pozitivna kontrola (1 nM E2), OHT: 4-hidroksitamoksifen, dig: digitonin.

% =z dodatkom 25 pM E2.
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28. Za oceno antagonistinega delovanja kemikalij je treba preskusnim jamicam v vrsticah od A do G dodati 25 pM E2.
Referen¢na standarda (tamoksifen in flutamid) je treba preskusiti pri vsaki ponovitvi. Na vsako preskusno plosco je
treba vkljuciti jamice s pozitivino kontrolo, tretirane z 1 nM E2, ki se lahko uporabijo za kontrolo kakovosti celi¢ne
linijje hERa-HeLa-9903, jamice s kontrolo z vehiklom, tretirane z DMSO (ali ustreznim topilom), jamice z 0,1 %
DMSO, tretirane z dodanim DMSO v dodatku E2, ki ustreza eksogeni sinteti¢ni kontroli (Spike-in-control), jamice,
tretirane s kon¢no koncentracijo 1 pM OHT, in jamice, tretirane s 100 pM Dig (preglednica 5). Naslednja preskusna
plos¢a mora imeti enako razporeditev, a brez jamic z referenénimi standardi (preglednica 6). Ce se pri istem poskusu
uporabijo celice iz razli¢nih virov (npr. razlicna Stevilka pasaZe, razliéna serija itd.), je treba referenéne standarde
preskusiti za vsak vir celic.

Preglednica 6

Primer razvrstitve preskusnih kemikalij in kemikalij za kontrolo plos¢ glede na koncentracije na preskusni
plos¢i pri preskusu z antagonistom ER

Vrstica Tamoksifen Flutamid Preskusna kemikalija 1 Preskusna kemikalija 2
1 2 3 4 5|6 7 8 9 10 11 12
A T . ////’/ "//"j/,? ,
. .
’ 0 / , ] /

" . | |
- @ t o

C TR - _ //////3/
, . /, , . o ) ' L
. //,44// _ // / . . .

T ’ // | V. //// .
D //// //// // ;///////24/://
, _ , |
E  konc.5(1nM) ”/ -

//’//////////// f ////// // //’f?

F /’// /// ,/ ’ ,g,//,é//, //
- . /
- ,/;//////////////
G . //

H C - - — - | - pC N - -

VC: kontrola z vehiklom (0,1 % DMSO), PC: pozitivna kontrola (1 nM E2), OHT: 4-hidroksitamoksifen, dig: digitonin.

=z dodatkom 25 pM E2.

29. Potrditi je treba neobstoj ucinkov robov, ¢e je ustrezno, ¢e pa se sumi, da ti obstajajo, je treba spremeniti razpo-
reditev ploice, da se taki ucinki preprecijo. Uporabi se lahko na primer razporeditev na plosci, pri kateri ni robnih
jamic.

30. Po dodajanju kemikalij je treba preskusne plos¢e od 20 do 24 ur inkubirati v inkubatorju s 5% CO2 pri 37 £ 1°C,
da se povzro¢i nastanek produktov porocevalskega gena.

31. Posebni preudarki so potrebni pri spojinah, ki so zelo hlapne. V takih primerih lahko kontrolne jamice v bliZini dajo
lazno pozitivne rezultate, kar je treba upostevati glede na pricakovane vrednosti in vrednosti kontrol pri preteklih
preskusih. V redkih primerih, ko je hlapnost lahko problemati¢na, je mogoce z uporabo tesnil' za plos¢e med
preskusanjem ucinkovito izolirati posamezne jamice, zato je v takih primerih njihova uporaba priporocljiva.

32. Ponovitve dokon¢nih preskusov za isto kemikalijo je treba izvesti na razlicne dneve, da se zagotovi neodvisnost.

Preskus z luciferazo

33. Za preskus se lahko uporabi na trgu dostopen luciferazni reagent (npr. Steady-Glo® Luciferase Assay System
(Promega, E2510 ali enakovreden)) ali standardni sistem preskusa z luciferazo (npr. Promega, E1500 ali enakovre-
den), e so izpolnjena merila za sprejemljivost. Preskusne reagente je treba izbrati na podlagi obcutljivosti lumino-
metra, ki bo uporabljen. Kadar se uporabi standardni sistem preskusa z luciferazo, je treba pred dodajanjem substrata
uporabiti lizni reagent za celicno kulturo (npr. Promega, E1531 ali enakovreden). Luciferazni reagent je treba nanesti
po navodilih proizvajalca.
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ANALIZA PODATKOV
Preskus z agonistom ER

34. V primeru preskusa z agonistom ER, katerega cilj je dobiti relativno transkripcijsko aktivnost za pozitivno kontrolo
(1 nM E2), se lahko luminiscen¢ni signali z iste plos¢e analizirajo v korakih, opisanih v nadaljevanju (sprejemljivi so
tudi drugi enakovredni matemati¢ni postopki).

1. korak Izracunajte srednjo vrednost za kontrolo z vehiklom.

2. korak Od vrednosti za posamezno jamico odstejte srednjo vrednost kontrole z vehiklom, da normalizirate
podatke.

3. korak IzraCunajte srednjo vrednost za normalizirano pozitivno kontrolo.

4. korak Normalizirano vrednost vsake jamice na plos¢i delite s srednjo vrednostjo normalizirane pozitivne kontrole
(pozitivna kontrola = 100 %).

Kon¢na vrednost vsake jamice je relativna transkripcijska aktivnost za zadevno jamico v primerjavi z odzivom
pozitivne kontrole.

5. korak Izracunajte srednjo vrednost relativne transkripcijske aktivnosti za vsako skupino koncentracije preskusne
kemikalije. Dimenziji odziva sta dve: izracunana povpreCna transkripcijsko aktivnost (odziv) in koncentracija, pri
kateri pride do odziva (glej naslednji oddelek).

Preudarki v zvezi z indukcijo EC;y, PCsy in PCyq

35. Za izraun EC50 je potrebna celotna krivulja odziva na koncentracijo, vendar to morda ni vedno dosegljivo ali
prakti¢no zaradi omejitev razpona preskusnih koncentracij (na primer zaradi teZav s toksi¢nostjo ali topnostjo). Ker
pa sta EC50 in najviSja raven indukcije (ki ustreza zgornji vrednosti Hillove enacbe) informativna parametra, ju je
treba po moznosti navesti. Za izratun EC50 in najvi§je ravni indukcije je treba uporabiti ustrezno statisticno
programsko opremo (npr. Graphpad Prism). Ce se lahko Hillova logisticna enacba uporabi za podatke o odzivu
na koncentracijo, je treba EC50 izracunati z naslednjo enacbo (7):

Y= dno + (vrh-dno)/(1 + 10 eksp ((log EC50 — X) x Hillov naklon)), kjer je:

X logaritem koncentracije in

Y odziv, pri ¢emer se Y za¢ne na dnu in gre do vrha na sigmoidni krivulji. Dno je v Hillovi logisti¢ni enacbi doloceno
pri nic.

36. Za vsako preskusno kemikalijo je treba zagotoviti naslednje:

RPCMax, ki je najvisja stopnja odziva, povzroCenega s preskusno kemikalijo, izrazena kot delez odziva, povzrocenega
z 1 nM E2 na isti plos¢i, in PCy,, (koncentracija, povezana z RPCMax); in
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za pozitivne kemikalije koncentracije, ki povzrocijo PC10, in e je ustrezno, PC50.

37. Vrednost PCx se lahko izra¢una z interpolacijo med dvema tockama na koordinati X-Y, pri Cemer je ena tik nad
vrednostjo PCx in ena tik pod njo. Kadar imata podatkovni tocki, ki lezita tik nad vrednostjo PCx in pod njo,
koordinate (a, b) oziroma (c, d), se lahko vrednost PCx izratuna z uporabo naslednje enacbe:

log[PCx] = log[c] + (x — d)/(d — b)
38. Opisi vrednosti PC so navedeni na sliki 1 v nadaljevanju.

Slika 1

Primer izpeljave vrednosti PC. PC (1 nM E2) je vklju€ena na vsako preskusno plosco.
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Preskus z antagonistom ER

39. V primeru preskusa z antagonistom ER, katerega cilj je dobiti relativno transkripcijsko aktivnost (RTA) za eksogeno
sinteti¢no kontrolo (spike in) (25 pM E2), se lahko luminiscencni signali z iste ploi¢e analizirajo v korakih, opisanih v
nadaljevanju (sprejemljivi so tudi drugi enakovredni matematicni postopki).

1. korak Izracunajte srednjo vrednost za kontrolo z vehiklom.

2. korak Od vrednosti za posamezno jamico odstejte srednjo vrednost kontrole z vehiklom, da normalizirate
podatke.

3. korak IzraCunajte srednjo vrednost za normalizirano eksogeno sintetiéno kontrolo (spike in).

4. korak Normalizirano vrednost vsake jamice na plosci delite s srednjo vrednostjo normalizirane eksogene sinteticne
kontrole (spike in) (eksogena sinteti¢na kontrola = 100 %).

Kon¢na vrednost vsake jamice je relativna transkripcijska aktivnost za zadevno jamico glede na odziv eksogene
sintetine kontrole (spike in).

5. korak Za vsako tretiranje izraCunajte srednjo vrednost relativne transkripcijske aktivnosti.

Preudarki v zvezi z indukcijo IC;, in ICs,

40. Za pozitivne kemikalije je treba zagotoviti koncentracije, ki povzrocijo IC30, in ¢e je ustrezno, IC50.
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41. Vrednost ICx se lahko izra¢una z interpolacijo med dvema tockama na koordinati X-Y, pri ¢emer je ena tik nad
vrednostjo ICx in ena tik pod njo. Kadar imata podatkovni tocki, ki lezita tik nad vrednostjo ICx in pod njo,
koordinate (c, d) oziroma (a, b), se lahko vrednost ICx izra¢una z uporabo naslednje enacbe:

lin ICx =a—(b- (100 -%) (a—c)b-4d

Slika 2

Primer izpeljave vrednosti IC. Eksogena sintetitna kontrola (spike in) (25 pM E2) je vkljufena na vsako
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RTA: relativna transkripcijska aktivnost.

42. Rezultati morajo temeljiti na dveh (ali treh) neodvisnih ponovitvah. Ce se z dvema ponovitvama dobijo primerljivi in
torej obnovljivi rezultati, tretje ponovitve ni treba izvesti. Rezultati so sprejemljivi, Ce:

— izpolnjujejo merila za sprejemljivost (glej merila za sprejemljivost v odstavkih 14-20),

— so obnovljivi.

Merila za razlago rezultatov

Preglednica 7

Merila za odlocitev, ali je pri preskusu z agonistom ER snov pozitivna ali negativna

Pozitivna Ce je dobljena vrednost RPCy,,, najmanj enaka 10 % odziva pozi-
tivne kontrole pri vsaj dveh od dveh ali dveh od treh ponovitev.
Negativna Ce vrednost RPCy,, ne doseze vsaj 10 % odziva pozitivne kontrole

pri dveh od dveh ali dveh od treh ponovitev.
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Preglednica 8

Merila za negativno in pozitivno odlocitev pri preskusu z antagonistom ER

Pozitivna Ce je vrednost IC30 izracunana pri vsaj dveh od dveh ali dveh od
treh ponovitev.

Negativna Ce vrednost IC30 ni izratunana pri dveh od dveh ali dveh od treh
ponovitev.

43. Merila za razlago podatkov so prikazana v preglednicah 7 in 8. Za pozitivne rezultate sta znacilni velikost u¢inka in
koncentracija, pri kateri se pojavi ucinek. Oba ta cilja sta doseZena, ¢e so rezultati izraZeni kot koncentracija, pri
kateri sta vrednosti PC 50 % (PC50) ali 10 % (PC10) dosezeni pri preskusu z agonistom, vrednost 50 % (IC50) ali
30 % (IC30) eksogene sinteti¢ne kontrole (spike-in) pa je pri preskusu z antagonistom zavrta. Preskusna kemikalija je
sicer dolocena kot pozitivna, ¢e je najvedji odziv, ki ga sprozi preskusna kemikalija (RPCMax), najmanj enak 10 %
odziva PC pri vsaj dveh od dveh ali dveh od treh ponovitev, medtem ko se preskusna kemikalija Steje za negativno,
¢e RPCMax ne doseze vsaj 10 % odziva pozitivne kontrole pri dveh od dveh ali dveh od treh ponovitev.

44. Za izracune PC10, PC50 in PCMax pri preskusu z agonistom ER ter IC30 in IC50 pri preskusu z antagonistom ER se
lahko uporabi preglednica, ki je skupaj s smernico za preskusanje na voljo na javnem spletnem mestu OECD ().

45. Zadostovati bi moralo, da se vrednosti PC10 ali PC50 in IC30 ali IC50 dobijo vsaj dvakrat. Ce pa tako dobljena
referenéna vrednost za podatke v istem obmocju koncentracije kaze variabilnost z nedopustno visokim koeficientom
variacije (KV; %), podatkov ni mogoce $teti za zanesljive in je treba opredeliti izvor tako visoke variabilnosti. KV
neobdelanih podatkov treh ponovitev (tj. podatkov o intenzivnosti luminescence) za podatkovne tocke, ki se
uporabijo za izra¢un PC10 , mora biti manjsi od 20 %.

46. Izpolnjevanje meril za sprejemljivost kaze, da preskusni sistem deluje pravilno, vendar ne zagotavlja, da bodo pri
vsaki posamezni ponovitvi preskusa dobljeni to¢ni podatki. Najboljse zagotovilo, da so bili dobljeni to¢ni podatki, je
podvojitev rezultatov prve ponovitve.

47. V primeru preskusa z agonistom ER, ¢e je poleg te smernice za preskusanje za namene presejanja in prednostnega
razvi§Canja za pozitivne preskusne kemikalije potrebnih Se ve¢ informacij, zlasti za kemikalije PC10-PC49 in
kemikalije, za katere se sumi, da pretirano spodbujajo luciferazo, se lahko z uporabo antagonista ERa potrdi, da
gre pri opaZeni luciferazni aktivnosti 