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Anhang - Teil 2/2 

 

B.71 IN-VITRO-TEsTs ZUR SE NSIBILISIERUNG DER HAUT IN BEZUG AUF DEN 

 

SCHLUSSELVORG NG DER AKTIVIERUNG VON DENDRITISCHEN ZELLEN AUF 

 

DEM A DVERSE OUTCOME PATHWAY (AOP) FUR DIE SE NSIBILISIERUNG DER 

 

HAUT 

 

ALLGEMEINE EINLEITUNG 

 

Prufmethode auf der Grundlage des Sc hlusseivorgangs der Aktivierung von dendritischen 

 

Zellen 

 

1. Ein Hautallergen ist gemI3 Definition des Globalen Harmonisierten Sys tems zur Einstufung 

 

und Kennzeichnung von Chemikalien (G1S) der Vereinten Nationen (UN-GIs) (1) und der 

 

Verordnung (EU) Nr. 1272/2008 der Europaischen Union liber die Einstufung, 

 

Kennzeichnung und Verpackung von S toffn und Gemischen (CLP)1 ein S toff, der bei 

 

Hautkontakt eine allergische Reaktion a usl6st. Uber die biologischen S chltisselvorgange, die 

 

der sensibilisierung der Haut zugrunde liegen, besteht allgemeines Einvernehmen. Das 

 

derzeitige Wissen Uber die chemischen und biologischen Mechanismen im Zusammenhang 

 

mit der Hautsensibilisierung wurde in Form eines Adverse Outcome Pathway (AOP) unter 

 

dem OECD-AOP-Programm (2), ausgehend von dem ausl6senden molekularen Ereignis 

 

uber die Zwischenvorgange bis hin zur schadlichen Auswirkung auf die Gesundheit, 

 

namlich die allergische Kontaktdermatitis, zusammengefasst. In diesem Fall ist das 

 

ausldsende molekulare Ereignis (d. h. der erste S ch10sse1v0rgang) die kovalente Bindung 

 

von elektrophilen S toffen an nukleophile Zentren in Hautproteinen. Der zweite 

 

Sc hlUsselvorgang in diesem AOP findet in den Keratinoz昇en statt und umfasst entziindlche 

 

Reaktionen sowie Anderungen der Genexpression in Verbindung mit spezifischen 

 

Parlaments mid des Rates vom 16. Dezember 2008 fiber die 

 

, zur Anderung mid Aufhebung der 

 

(EG) Nr. 1907/2006 (AB1. L 353 vom 

 

Stoffen mid Gemischen 

 

ischen 

 

von 

 

zur Anderung der Verordnung 
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Zelisignalketten wie beispielsweise ARE (Antioxidant/Electrophile Response Element)-

abhangigen Ketten. Der dritte Sc hltsselvorgang ist die Aktivierung von dendritischen Zellen 

 

(DC), die normalerweise durch Expression von spezifischen Zelloberflachenmarkern, 

 

Chemokinen und Cメokinen bewertet werden. Der vierte S chkisselvorgang ist die T-

Zellaktivierung und -proliferation, die indirekt im Lokalen Lymphknotentest (LLNA) an der 

 

Maus (3) bewertet wird. 

 

2. Diese Prufmethode entspricht der IECD-Prufrichtlinie (TG) 442E (2017).S ie beschreibt die 

 

In-vitro-Tests in Bezug auf Mechanismen im Rahmen des S chltisselvorgangs der 

 

Aktivierung von dendritischen Zellen des AlP fur die S ensibilisierung der Haut (2). Die 

 

Testmethode umfasst Tests, die zur Unterstitzung der Unterscheidung zwischen 

 

Hautalleraenen und Nichtsensibilisatoren aemaB UN-GIs und CLP durchaefUhrt werden. 

 

Die in dieser Pr(ifmethode beschriebenen Tests umfassen: 

 

Aktivierungstest mit humanen Zelllinien (h-CLAT) 

 

U937 Aktivierungstest mit Zelilinien (U-SENSTM) 

 

Interleukin-8 Reportergen-Test (IL-8 Luc-Test) 

 

3. Die Tests in dieser Prufmethode und die entsprechenden IECD-TG k6nnen sich in Bezug 

 

auf das Verfahren zur Erzeugung der Daten und der gemessenen Werte unterscheiden, 

 

k6nnen aber gleichermaBen verwendet werden, um die landerspezifischen Anforderungen an 

 

die PrQfergebnisse des S chh.isselvorgangs zur Aktivierung dendritischer Zellen des Alp fir 

 

die Hautsensibilisierung zu erftillen; zugleich findet die gegenseitige Anerkennung der 

 

Daten gemaB dem lECD-Ubereinkommen auf sie Anwendung. 

 

Hintergrund und Prinzipien der Tests, die in der auf den Sc hlusselvorgang gestiitzten 

 

Prufmethode enthalten sind 

 

4. Die Bewertung der Hautsensiblisierung erfolgte normalerweise an Labortieren. Bei den 

 

klassischen Methoden an Meerschweinchen, dem Maximierungstest an Meerschweinchen 

 

(Guinea Pig Maximisation Test, GPMT) nach Magnusson/Kigman und dem Buhler-Test 

 

(Prifmethode B .6) (4), werden die Induktions- und die Auslisephase der 

 

Iautsensibilisiening bewertet. Ein Test an der Maus, der Lokale Lymphknotentest (LLNA, 

 

Prifmethode B .42) (3) und die beiden nicht radioaktiven Abwandlungen dieser Tests, 

 

LLNA: DelR (Prifmethode B.50) (5) und LLNA:B rdU-ELISA (Prifmethode B .5 1) (6), bei 

 

denen jeweils nur die Induktionsreaktion bewertet wird, haben ebenfalls an Akzeptanz 
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objektive Messung der 

 

am Meerschweinchen 

 

gewonnen, da sie sowohl in Bezug auf den Tierschutz als auch die 

 

Induktionsphase der Hautsensibilisierung Vorteile gegeniber Tests 

 

bieten. 

 

5.Kii rzlich wurden mechanistisch basierte In-chemico- und In-vitro-Prufmethoden in Bezug 

 

auf den ersten S ch1Usse1vorgang (Prufmethode B .59; Direkt-Peptidreaktivitatstest (7)) und 

 

den zweiten Sc h1Usse1vorgang (Prufmethode B .60; ARE -Nrf2 Luciferase-Prufmethode (8)) 

 

des Hautsensibilisierungs-AIP als Beitrag zur Bewertung des Gefahrenpotenzials fur die 

 

Hautsensibilisierung von Chemikalien eingeftihrt. 

 

6. Die in dieser Prufmethode beschriebenen Tests quantifizieren entweder die Anderung der 

 

Expression von Zeloberfiachenmarkern im Zusammenhang mit dem Aktiviemngsprozess 

 

von Monoz界en und dendritischen Zellen (DC) nach Exposition gegentiber Alergenen (z. B. 

 

C D54,C D86) oder die Anderungen der IL-8-Expression, einem Zメokin in Verbindung mit 

 

der Aktivierung von DC. Es wurde berichtet, dass Hautallergene die Expression von 

 

Zelimembranmarkern wie CD40, CD54, CD80,C D83 und CD86 zusatzlich zur Induktion 

 

von proinflammatorischen Z界okinen wie IL-l f3 und TNF-a und mehreren Chemokine wie 

 

IL-8 (CXCL8) und CC L3 (9) (10) (11) (12) im Zusammenhang mit der DC-Aktivierung 

 

induzieren (2). 

 

7. Da die DC-Aktivierung jedoch nur einen einzigen S chltisselvorgang des 

 

Hautsensibilisierungs-AIP darstellt (2) (13), reichen Informationen, die mit Tests erzeugt 

 

werden, die nur Marker der DC-Aktivierung messen, mdglicherweise nicht aus, um auf das 

 

Vorhandensein oder Fehlen eines Hautsensibilisierungspotenzials von Chemikalien zu 

 

schlieBen. Daher sollten die mit dieser Prufmethode ermittelten Daten zur Untersttitzung der 

 

Unterscheidung zwischen Hautallergenen (d. h. UN-G1S/CLP Kategorie 1) und 

 

Nichtsensibilisatoren im Rahmen integrierter Anstze (IATA) eingesetzt und mit anderen 

 

erganzenden Informationen, die beispielsweise aus In-vitro-Tests in Bezug auf andere 

 

S chlusselvorgange des Hautsensibilisierungs-AIP abgeleitet werden, sowie mit anderen 

 

Nicht-Prtifmethoden, einschlieBlich der Ubertragung von Informationen (read across) zu 

 

chemischen Analoga (13), kombiniert werden. Beispiele zur Verwendung von Daten, die mit 

 

diesen Tests im Rahmen definierter Ansatze erzeugt wurden, d. h. standardisierter Ansatze 

 

sowohl in Bezug auf den S tz der verwendeten Informationsquellen als auch in Bezug auf 

 

das Verfahren zur Ableitung von Vorhersagen, wurden veriffenticht (13) und kinnen 

 

innerhalb des IATA als nutzliche Elemente verwendet werden一 

 

8. Die in dieser Prtifmethode beschriebenen Tests k6nnen alleine weder zur Einstufung von 

 

Hautallergenen in die Unterkategorien lA und lB gemaB Definition in UN-G1S/CLP (fur 

 

Behdrden, die diese zwei optimnalen Unterkategorien einfdhren), noch zur Vorhersage des 
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Potenzials im Rahmen von Sic herheitsbewertungsentscheidungen verwendet werden. Jedoch 

 

kdnnen mithilfe dieser Methoden erzeugte positive Ergebnisse je nach Rechtsrahmen alleine 

 

zur Einstufung einer Chemikahe in die UN-G1S/CLP-Kategorie i herangezogen werden. 

 

9. Der Begriff ,,Priifchemikalie" bezeichnet bei dieser Prufmethode das, was getestet 1 wird, 

 

und bezieht sich nicht auf die Anwendbarkeit der Tests zur Prtifung von einkomponentigen 

 

S toffen, mehrkomponentigen S toffen und/oder Gemischen. Gegenwartig stehen nur 

 

begrenzte Informationen uber die Anwendbarkeit der Tests fir mehrkomponentige 

 

S toffe/Gemische zur Verfugung (14) (15). Die Tests sind dennoch Kir die Pruftrng von 

 

mehrkomponentigen S toffen und Gemischen technisch geeignet. Bevor diese Prufmethode 

 

jedoch an einem Gemisch fir die Generierung von Daten fir einen bestimmten 

 

Regulierungszweck verwendet wird, sollte geprift werden, ob sie fur den beabsichtigten 

 

Zweck angemessene Ergebnisse liefert, und wenn dem so ist, warum.2 s o1che Erwagungen 

 

entfallen, wenn die Prifung des Gemischs gesetzlich vorgeschrieben ist. Zudem sollte bei 

 

mehrkomponentigen S toffen oder Gemischen die m6gliche Interferenz der z界otoxischen 

 

Komponenten mit den beobachteten Reaktionen beachtet werden. 

 

eineund 

 

OECD darauf, dass nach M6 glichkeit 

 

- in neuen 

 

beschreibt, was geprilfi 

 

Im Juni 2013 einigte sich die Gemeinsame Tagung der 

 

einheitlichere Verwendung des Begriffs, Prifchemikalie" - der 

 

aktualisierten OECD-Prtiieitlinien verwendet werden sollte. 

 

2 DieserS atz wurde in der April 2014 WNT-Sitzung vorgeschlagen und vereinbart. 
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IN-ITR-HAUTSENSIBILISIERING: 

 

ZELLLINIEN (1-CLAT) 

 

AKT!V IERUNGSTEST MIT 

 

AUSGNGSIBERLEGUNGN UND BEGRENZUNGEN 

 

HUMANEN 

 

1. Der h-CLAT quantifiziert die A nder.ngen der Expression von Zelloberfiachenmarkern in 

 

Zusammenhang mit dem Aktivierungsprozess von Monoz界en und dendritischen Zellen 

 

(DC) (d. h.C D86 und C D54) in der humanen monoz界ischen Leukamie-Zelilinie TIP-i 

 

nach Exposition gegentiber Allergenen (1)(2). Die gemessenen Expressionswerte der 

 

Zelloberflachenmarker C D86 und C D54 werden dann zur Unterstitzung der Unterscheidung 

 

zwischen Hautallergenen und Nichtsensibilisatoren verwendet. 

 

2 

 

Der h-CLAT wurde 

 

Referenziabors fir 

 

in einer Validierungsstudie unter der Leitung eines Europaischen 

 

Alternativen zu Tierversuchen (EURL ECVAM) 

 

anschlieBenden unabhangigen Peer-Review des Wissenschaftlich 

 

(ESAC) des EURL ECVAM bewertet. Unter Berucksichti 

 

Nachweise und Informationen von Regulierungsbeh6rden und 

 

h-CLAT von 

 

EURL ECVAM (3) empfohlen, 

 

um im 

 

gung 

 

und in einer 

 

Beratenden Ausschusses 

 

samtlicher verfigbarer 

 

Interessen 

 

gruppen wurde 

 

eines IATA 

 

Unterscheidung zwischen Hautallergenen und Nichtsensibilatoren im Hinblick auf 

 

Gefahreneinstufung und -kennzeichnung zu untersttitzen. Beispiele fir die Verwendung 

 

山 
山 

由 

 

von 

 

h-CLAT-Daten in Kombination mit anderen Informationen werden in der Literatur 

 

beschrieben (4)(5)(6)(7)(8)(9)(10)(1 1). 

 

3. Der h-CLAT erwies sich als ubertragbar auf Labore mit Erfahrung auf dem Gebiet der 

 

Zellkulturtechniken und der Flussz昇ometrieanalyse. Der Grad der Reproduzierbarkeit, der 

 

bei den Tests erwartet werden kann, liegt in der Gr6Benordnung von 80 % iierhalb von 

 

und zwischen Labors (3)(12). Die in der Validiernngsstudie (13) und anderen 

 

ver6ffentlichten S tudien (14) erzeugten Ergebnisse deuten insgesamt darauf hin, dass die 

 

Genauigkeit bei der Unterscheidung zwischen Hautallergenen (d. h. UN-G1S/CLP Kat. 1) 

 

und Nichtsensibilisatoren im Vergleich zu den LLNA-Ergebnissen bei 85 % (N = 142) mit 

 

einer Empfindlichkeit von 93 % (94/101) und einer S pezifitt von 66 % (27/41) liegt 

 

(gestutzt auf eine erneute Analyse durch EURL ECVAM (12), wobei alle bestehenden 
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Daten berucksichtigt und alle negativen Ergebnisse fOr Chemikalien mit log KOW von mehr 

 

als 3,5 wie in Abschnitt 4 beschrieben nicht bericksichtigt wurden). Bei falsch-negativen 

 

Vorhersagen mit dem h-CLAT ist die Wahrscheinlichkeit h6her, dass Chemikalien mit 

 

geringer bis mittlerer Hautsensibilisierungspotenz betroffen sind (d. h. UN-G1S/CLP-

Unterkategorie i B), als Chemikalien mit hoher Hautsensibilisierungspotenz (d. h. UN-

G1S/CLP-Unterkategorie lA) (4)(13)(15). Insgesamt deuten diese Informationen auf die 

 

ZweckmaBigkeit der h-CLAT-Methode fir die Erkennung der Gefahr einer 

 

Hautsensibilisierung hin. Jedoch sind die Genauigkeitswerte, die hier fOr den h-CLAT als 

 

eigenstandiger Tests angegeben werden, lediglich als Anhaltspunkte zu betrachten, da der 

 

Test in Kombination mit anderen Informationsquellen im Rahmen eines IATA sowie gem邪 

 

den Bestimmungen unter Nummer 7 und 8 der Allgemeinen Einleitung betrachtet werden 

 

sollte. Daruber hinaus sollte bei der Bewertung von Prufmethoden zur Hautsensibilisierung 

 

ohne Tierversuche beachtet werden, dass der LLNA-Test sowie andere Tierversuche die 

 

Sitution bei Menschen nicht vollstandig widerspiegeln. 

 

4. Auf der Grundlage der gegenwartig verfigbaren Daten Ober die h-CLAT-Methode wurde 

 

nachgewiesen, dass der Test bei Prufchemikalien, die eine Vielzahl an organischen 

 

Fuiiktionsgruppen, Reaktionsmechanismen, Hautsensibilisiemngspotenzial en (wie in In-

V iVo-Studien festgestellt) und physikalisch-chemischen Eigenschaften abdecken, anwendbar 

 

ist (3)(14)(15). Die h-CLAT-Methode ist anwendbar bei Prifchemikalien, die lislich sind 

 

oder eine stabile Dispersion (d. h. ein Kolloid oder eine S uspension, in denen die 

 

Prufchemikalie sich nicht absetzt oder sich vom Lisungsmittel/Vehikel in verschiedene 

 

Phasen trennt) in einem geeigneten L6sungsmittel/Vehikel bilden (siehe Abschnitt 14). 

 

Prufchemikalien mit einem log Kow von mehr als 3,5 tendieren dazu, falsch negative 

 

Ergebnisse hervorzurufen (14). Deshalb sollten negative Ergebnisse bei Prufchemikalien mit 

 

einem log Kow von mehr als 3,5 nicht berocksichtigt werden. Positive Ergebnisse fir 

 

PrUfchemikalien mit einem log Kow von mehr als 3,5 k6nten jedoch noch verwendet 

 

werden, um die Identifizierung der PrOfchemikalie als Hautallergen zu unterstitzen. 

 

AuBerdem konnen Prohaptene (d. h.S toffe, die beispielsweise Ober P450-Enzyme aktiviert 

 

werden rOssen) und Prahaptene (d. h.S toffe, die durch Oxidation aktiviert werden) 

 

aufgrund der begrenzten S toffwechselfhigkeit der verwendeten ZeOlinie (16) sowie der 

 

Versuchsbedingungen, insbesondere bei geringer Oxidationsgeschwindigkeit, zu negativen 

 

Ergebnissen des h-CLAT (15) fihren. Fluoreszierende Prufchemikalien kinnen mit h-CLAT 

 

(17) bewertet werden; delmoch beeintrachtigen stark fluoreszierende Prifchemikalien, die 

 

mit derselben Wellenlange ausstrahlen wie Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) oder 

 

Propidiumjodid (PI), den Nachweis mittels Durchflusszメometrie und kdnnen daher nicht 

 

korrekt mithilfe von mit FITC-konjugierten Antik6rpern oder PI bewertet werden. In einem 

 

solchen Fall kdnnen andere mit Fluorochrom markierte Antikdrper bzw. andere 
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Zメotoxizitatsmarker verwendet werden, solange aufgezeigt werden kann, dass sie ahnliche 

 

Ergebnisse liefern wie die mit FITC markierten Antikorper (siehe Abschnitt 24) oder PI 

 

(siehe Abschnitt 18), z. B. durch Testen der Leistungsstoffe in Anlage l-2. Angesichts der 

 

vorstehenden Ausfuhrungen sollten negative Ergebnisse im Kontext der angegebenen 

 

Grenzen und in Verbindung mit anderen hiformationsqueien im Rahmen von IATA 

 

interpretiert werden. In Fallen, in denen die Nichtanwendbarkeit der h-CLAT-Methode bei 

 

anderen spezifischen Kategorien von Prufchemikalien nachgewiesen wird, solite sie bei 

 

diesen spezifischen Kategorien nicht verwendet werden. 

 

5. Die h-CLAT-Methode unterstutzt, wie bereits oben erwahnt, die Unterscheidung zwischen 

 

Hautallergenen und Nichtsensibilisatoren. Er kann jedoch bei Verwendung im Rahmen von 

 

integrierten Ansatzen wie IATA miglicherweise auch zur Bewertung der 

 

S ensibilisierungspotenz beitragen (4)(5)(9). Es sind dennoch weitere Untersuchungen 

 

erforderlich, vorzugsweise auf der Grundlage von Humandaten, um herauszufinden, 

 

inwieweit die Ergebnisse des h-CLAT m6glicherweise zur Potenzbewertung herangezogen 

 

werden k6nnen. 

 

6. Definitionen sind Anlage 1.1 zu entnehmen. 

 

PRINZIP DER PRUFIETHODE 

 

7. Die h-CLAT-Methode ist ein In-vitro-Test, der Anderungen der Expression von 

 

Zelloberftachenmarkern (d. h.C D86 und C D54) auf einer humanen monozメischen 

 

Leukamiezelllinie, TIP-1-Zellen, nach einer 24-stindigen Exposition gegentiber der 

 

Prufchemikalie quantifiziert. Diese lberflachenmolekflle sind typische Marker der 

 

monotypischen TIP- 1-Aktivierung und k6nnen die DC-Aktiviernng eventuell nachahmen, 

 

die eine kritische Rolle bei der T-Zellenvorbehandlung spielt. Die Anderungen der 

 

Expression von Oberflachenmarkern werden mittels Durchflusszメometrie nach Zellfarbung 

 

mit Antikirpern, die mit Fluorochrom markiert wurden, gemessen. Die 

 

Zメotoxizitatsmessung wird ebenfalls zur gleichen Zeit durchgefihrt, um zu beurteilen, ob 

 

die lochregulierung der Expression von Oberfiachenmarkern bei Konzentrationen unterhalb 

 

des z舛otoxischen Werts auftritt. Die relative Fluoreszenzintensitat der Obertlachenmarker 

 

im Vergleich zur Lisungsmittel-/Vehikelkontrolle wird berechnet und im Vorhersagemodell 

 

verwendet (siehe 26), um die Unterscheidung zwischen Allergenen und 

 

Nichtsensibilsatoren zu untersttitzen. 

 

NACHWIS DER KOMPETENZ 
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8. Vor der routnema伍gen Verwendung des unter dieser Anlage zur Prufmethode B .71 

 

beschriebenen Tests sollten Laboratorien ihre technische Kompetenz anhand der zehn in 

 

Anlage 1.2 a ufgefihrten Leistungsstoffe nachweisen. Daruber hinaus sollten Prufungsnutzer 

 

eine historische Datenbank der mit den Reaktivitatsprufungen (siehe Abschnitt 11) und mit 

 

den positiven sowie L6sungsmittel-/Vehikelkontrollen (siehe Abschnitte 20-22) erzeugten 

 

Daten pflegen und diese Daten nutzen, um zu bestatigen, dass die Reproduzierbarkeit der 

 

Prufung in ihrem Labor im Lauf der Zeit aufrechterhalten wird. 

 

VERFAHREN 

 

9. Diese Pmfmethode basiert auf dem h-CLAT-DataBase-Dienst fur alternative Methoden zur 

 

Durchfuhrnng von Tierversuchen (DB-ALM) Protokoll Nr. 158 (18), das fir die vom EURL 

 

ECVAM koordinierte Validierungsstudie verwendet wurde. Es wird empfohlen, dieses 

 

Protokoll bei der Durchfihrung und Anwendung der h-CLAT-Methode im Labor zugrunde 

 

zu legen. Nachfolgend werden die wichtigsten Komponenten und Verfahren der h-CLAT-

Methode beschrieben, die zwei S chritte umfasst: Test zur Dosi!lndug und D86/D54-

Exprssionsmessmg. 

 

Vorbereitung der Zellen 

 

10. Bei Ausfihrung der h-CLAT-Methode sollte die humane monozメische Leukamie-Zclllinic 

 

aus einer gut 

 

werden. 

 

TIP-i verwendet werden. Es wird empfohlen, dass Zellen (TIB 1202TM) 

 

qualifizierten Zellbank wie der American Type Culture Collection entnommen 

 

11. TIP-i-Zellen werden bei 37。 C unter S % C02 und einer befeuchteten Atmospharen in 

 

einem mit 10 % fetalem Kalberserum (FBS), 0,05 mM 2-Mercaptoethanol, 100 Einheiten/ml 

 

Penicillin und 100 ig/ml S treptomycin angereicherten RPM!- 1640-Medium kultiviert. Die 

 

Verwendung von Penicillin und S treptomycin im Kulturmedium kann vermieden werden. In 

 

einem solchen Fall sollten Benutzer jedoch verifizieren, dass das Nichtvorhandensein von 

 

Antibiotika im Kulturmedium keinen Einfluss auf die Ergebnisse hat, beispielsweise durch 

 

Testen der in Anlage 1.2 aufgeftihrten Leistungsstoffe. Um das Kontaminationsrisiko zu 

 

minimieren, sollten bewahrte Zellkulturpraktiken auf jeden Fall unabhangig vom 

 

Vorhandensein oder Nichtvorhandensein von Antibiotika im Zellkulturmedium befolgt 

 

werden. TIP- 1-Zellen werden regelmaBig alle 2-3 Tage bei einer Dichte von 0,1 bis 

 

0,2 x 106 Zellen/ml ausgesat. Es sollten Zelldichten von 0,1 bis 1,0 x 106 Zelle'ml gewahrt 

 

werden. Vor ihrer Verwendung zu Testzwecken sollten die Zellen qualifiziert werden, 

 

indem ein Reaktivitatstest durchgefihrt wird. Der Reaktivitatstest der Zellen sollte mithilfe 
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der positiven Kontrollen, 2,4-Dintrochlorbenzol (DNCB) (CAS Nr. 97-00-7, ?99 % 

 

Reinheit) und Nickelsulfat (NlS04) (CAS Nr. 10101-97-0, と 99 % Reinheit) und der 

 

negativen Kontrolle, Milchsaure (LA) (CAS Nr. 50-21-5, と 85 % Reinheit) zwei Wochen 

 

nach dem Auftauen durchgefuhrt werden. DNCB und NiS04 sollten eine positive Reaktion 

 

auf C D86- und C D54-Zellober且achenmarker ergeben und LA sollte eine negative Reaktion 

 

auf C D86- und C D54-Zellober且achenmarker ergeben. Nur die Zellen, welche den 

 

Reaktivitatstest bestanden haben, durfen fur den Test verwendet werden. Zellen k6nnen bis 

 

zu zwei Monate nach dem Auftauen gewonnen werden. Die Passagen anzahl sollte 30 nicht 

 

ubersteigen. Der Reaktivitatstest sollte gemaB den in den Abschnitten 20-24 beschriebenen 

 

Verfahren durchaef(hrt werden. 

 

12. Zur Pilifung werden die THP-1-Zellen bei einer Dichte von entweder 0,1 x 106 Zellen/ml 

 

oder 0,2 x 106 Zellen/ml ausgesat und in Kulturkolben 72 bzw. 48 s tunden lang 

 

vorgeznchtet. Es ist wichtig, dass die Zelldichte im Kulturkolben direkt nach dem 

 

Vorkulturzeitraum bei jedem Versuch so konstant wie m6glich ist (indem eine der zwei 

 

oben beschriebenen Vorkulturbedingungen angewandt wird), da die Zelldichte im 

 

Kulturkolben direkt nach der Vorkultur die von Allergenen induzierte C D86/CD54ー 

 

Expression beeintrachtigen k6nnte (19). Am Tag des Tests werden die Zellen, die aus dem 

 

Kulturkolben geerntet wurden, mit einem frischen Kulturmedium mit 2 x 106 Zellen/ml neu 

 

angesetzt. Dann werden die Zellen in eine flache Platte mit 24 Mulden und 500 tl 

 

(1 x 106 Zellen/Mulde) oder eine flache Platte mit 96 Mulden und 80 i1 

 

(1,6 x li5 Zellen/Mulde) verteilt 

 

Test zur Dosisfindung 

 

13. Ein Test zur Dosiミノlndlg wird durchgefuhrt, um C V75 zu bestimmen. Dies ist die 

 

Prufchemikalienkonzentration, die im Vergleich zur L6sungsmittel -/Vehikelkontrolle zu 

 

einer Zeilviabilitat (CV) von 75 % fihrt. Der C V75-Wert wird verwendet, um die 

 

Konzentration der Prufchemikalien fur die D86/D54-Expressionsmessung zu bestimmen 

 

(siehe Abschnitte 20-24). 

 

Vrbereitng der Prfhemiklien un d Kontrolisto彪 

 

14. Die Prufchemikalien sowie die Kontrollstoffe werden am Tag des Tests vorbereitet. Bei der 

 

h-CLAT-Method werden die Prufchemikalien in K ochsalzl6sung oder einem Medium, als 

 

erste L6sungsmittelー/Vehikeloptionen, oder Dimethylsulfoxid (D1S0, 99 % Reinheit), als 

 

zweite L6sungsmittelー/Vehikeloption, a ufgel6st oder stabil verteilt (siehe auch Abschnitt 4), 

 

falls die Prufchemikalie in den zwei zuvor genannten L6sungsmitteln/Vehikeln mit 
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endgiiltigen Konzentrationen von 100 mg/ml (in Kochsa lzl6sung oder Medium) oder 

 

500 mg/ml (in DMSO) nicht l6slich ist oder keine stabile Verteilung ausbildet. Andere als 

 

die oben beschriebenen L6sungsmittel/Vehikel k6nnen verwendet werden, wenn eine 

 

ausreichende wissenschaftliche Begriindung gegeben wird. Die S tabilitt der Prufchemikalie 

 

im endgttigen L6sungsmittel/Vehikel sollte bericksichtigt werden. 

 

15. Ausgehend von den 100 mg/rl- (in K ochsalzl6sung oder Medium) oder 500 mg/rl- (in 

 

D1S0)S tamml6sungen der Prufchemikalien sollten die folgenden Verdunnungsschritte 

 

durchgeftihrt werden: 

 

Fur K ochsalzl6sung oder Medium als L6sungsmittel/Vehikel: AchtS tamml6sungen (acht 

 

Konzentrationen) werden nach zweifachen seriellen Verdunnungen mithilfe des 

 

entsprechenden L6sungsmittels/Vehikels vorbereitet. Diese S taniml6sungen werden dann 

 

im Kulturmedium 50-fach weiter verdunnt (Arbeitsiosungen). Wenn die obere endgultige 

 

Konzentration in der Platte von 1000 gg/ml nicht toxisch ist, sollte die maximale 

 

Konzentration erneut bestimmt werden, indem eine neue Z界otoxizitatsprufung 

 

durchgeftihrt wird. Die endgultige Konzentration in der Platte sollte 5000 tg/l ftir 

 

Prufchemikalien, die in Kochsalziosung oder einem Medium gel6st oder stabil verteilt 

 

wurden, nicht tiberschreiten. 

 

Fur D1S0 als Ldsungsmittel/Vehikel: Acht S tamml6sungen (acht Konzentrationen) 

 

werden nach zweifachen seriellen Verdunnungen mithilfe des entsprechenden 

 

L6sungsmittels/Vehikels vorbereitet. Diese S tamml6sungen werden dann im 

 

Kulturmedium 250-fach weiter verdumit (Arbeitshsungen). Die endgultige Konzentration 

 

in der Platte sollte 1000 ig/ml nicht Uberschreiten, auch wenn die Konzentration nicht 

 

toxisch ist. 

 

Die Arbeitsl6sungen werden schlieBlich zur Exposition verwendet, indem eine gleiche 

 

Menge an Arbeitsiosung zum Volumen der THP-1-Zellsuspension in der Platte hinzugeftigt 

 

wird (siehe auch Abschnitt 17), um eine weitere zweifache Verdunnung zu erhalten 

 

(normalerweise betragt der endgtiltige Bereich an Konzentrationen in der Platte 7,81-

1000 ig/ml). 

 

16. Die bei der h-CLAT-Methode verwendete L6sungsmittel-/ehikelkontrolle ist das 

 

Kulturmedium (fur mit Medium oder Kochsalzlisung kslich gemachte oder stabil verteilte 

 

(siehe Abschnitt 4) Prtifchemikalien) oder DMSO (fUr in D1S0 l6shch gemachte oder 

 

stabil verteilte Prufchemikalien), die bei einer einzigen endgultigen Konzentration in der 
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Platte von 0,2 % gepruft wurden. Hier wird dasselbe Verdilnnungsverfahren verwendet, das 

 

frA rbeitsl6sungen in Abschnitt 15 beschrieben wird. 

 

Appliんdon der Pr電fchemiんlien und Kontro僑tqilと 

 

17. Das Kulturmedium oder die Arbeitsilsungen, die in den Abschnitten 15 und 16 beschrieben 

 

werden, werden 1:1 (v/v) mit den in der flachen Platte mit 24 oder 96 Mulden vorbereiteten 

 

Zeilsuspensionen gemischt (siehe Abschnitt 12). Die behandelten Platten werden dann 

 

24士 0,5 S tunden bei 37 oc unter 5 % co2 inkubiert. Es ist darauf zu achten, dass eine 

 

Verdunstung der fluchtigen Prufchemikalien sowie eine Kreuzkontamination zwischen 

 

Mulden durch die Prufchemikalien vermieden werden, indem die Platte beispielsweise vor 

 

der Inkubation mit den Prufchemikalien versiegelt wird (20). 

 

Fdrben miHrpidiu可odid (Pl) 

 

18. Nach einer Expositionszeit von 24士 0,5 S tunden werden die Zellen in Probenr6hrchen 

 

ttbertragen und durch Zentrifugierung gesammelt. Die Uberstande werden entsorgt und die 

 

verbleibenden Zellen werden mit 200 1 (im Falle von 96 Mulden) oder 600 il (im Falle von 

 

24 Mulden) einer mit Phosphat gepufferten Kochsalzilsung mit 0,1 % Rinderserum-

Albumin (Farbepuffer) resuspensiert. 200 il der Zellsuspension werden in eine Platte mit 

 

gew6lbtem Boden und 96 Mulden (im Falle von 96 Mulden) oder ein Mikror6hrchen (im 

 

Falle von 24 Mulden) gegeben und zweimal mit 200 il (im Falle von 96 Mulden) oder 

 

600 il (im Falle von 24 Mulden) Farbepuffer gewaschen.S ch1ieB1ich werden die Zellen in 

 

Farbepuffer (z. B. 400 til) resuspensiert und es wird PI-L6sung (z. B. 20 til) hinzugef[igt 

 

(zum Beispiel ist die endgultige Konzentration von PI 0,625 ig/ml). Andere 

 

Zytotoxizitatsmarker wie 7-Aminoactinomycin D (7-AAD), Trypan blau oder andere 

 

k6nnen verwendet werden, wemi gezei群 werden kann, dass die alternativen Farbstoffe 

 

ahnliche Ergebnisse liefern wie PI, zum Beispiel durch Testen der Leistungsstoffe in 

 

Anlage 1.2. 

 

みtotoxizi航tsmessung anhand von Durchjlusszytometrie und Sc hdtzung von C V75- Wert 

 

19. Die Pl-Aufnahme wird anhand der Durchflussz界ometrie mit dem Aufnahmekanal FL-3 

 

analysiert. Es werden insgesamt 10 000 lebende Zellen (PI negativ) aufgenommen. Die 

 

Zeilviabilitat kann anhand der folgenden Gleichung uber das Z界ometeranalyseprogramm 

 

berechnet werden. Wenn die Zeilviabilitat gering ist, sollten bis zu 30 000 Zellen 

 

einschlieBlich toter Zellen aufgenommen werden. Alternativ k6nnen die Daten eine Minute 

 

nach der Einleitung der Analyse aufgenommen werden. 
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Ze11viabilitat = 

 

Anzahl der lebenden Zellen 

 

Gesamtzahl der aufgenommenen Zellen 

 

X 100 

 

Der CV 75-Wert (siehe Abschnitt 13), d. h. eine Konzentration, die 75 % des TIP-i-

Zelluberlebens (25 % Zメotoxizitat) zeigt, wird anhand der hog-linearen Interpolation mit 

 

der folgenden Gleichung berechnet: 

 

Log C V75 = 

 

(75一c)xLog(b）一（75一α)xLog(d) 

 

a-c 

 

Dabei gilt: 

 

a ist der Mindestwert der Zeliviabilitat uber 75 % 

 

c ist der H6 chst'vert der Zeliviabilitat unter 75 % 

 

b und d sind die Konzentrationen, die den Wert der Zeliviabilitat a bzw. c zeigen 
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Weitere Anstze zur Ableitung von CV 7S 

 

wird, dass dies keinen Einfluss auf 

 

Leistungsstoffe). 

 

CD86/CD54-Expressionsmessung 

 

k6nnen angewandt werden, solange demonstriert 

 

die Ergebnisse hat (z.B . durch Testen der 

 

Vo功ereitung der Priifhemik万en un d Kontr脈tqがと 

 

20. Das geeignete L6sungsmittel/ Vehikel (Kochsalzl6sung, Medium oder DMSO; siehe 

 

Abschnitt 14) wird verwendet, um die Prufchemikalien zu l6sen oder stabil zu verteilen. Die 

 

PrUfchemikalien werden zuerst auf die Konzentration verdtnnt, die dem 100-fachen (fr 

 

K ochsalzl6sung oder Medium) oder 500-fachen (fir D1S0) von 1,2 xCV 75 entspricht, der 

 

im Test zur Dosi可！ind g bestimmt wurde (siehe Abschnitt 19). Wenn der CV 75 nicht 
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bestimmt werden kann (d. h. wenn keine ausreichende Z外otoxizitat im Test zur 

 

DosiS伽dmg beobachtet werden kann), sollte die h6chste l6sliche oder stabil verteilte 

 

Konzentration der Priifchemikalie, die mit jedem L6sungsmittel/ehikel vorbereitet wird, 

 

als Ausgangskonzentration verwendet werden. Bitte beachten S ie, dass die endgultige 

 

Konzentration in der Platte 5000 ig/ml (im Falle von Kochsalzlisung oder Medium) oder 

 

1000 ig/ml (im Falle von DMSO) nicht ii berschreiten sollte. Dann werden 1,2 -fache serielle 

 

Verdunnungen mit dem entsprechenden L6sungsmittel/ehikel hergestellt, um die 

 

Stamml6sungen zu erhalten (acht Konzentrationen von 100 x 1,2 xC V75 bis 

 

100 x 0,335 xCV 75 (fir Kochsalzlisung oder Medium) oder von 500 x 1,2 xCV 75 bis 

 

500 x 0,335 xCV 75 (fir D1S0)), die in der h-CLAT-Methode geprift werden sollen 

 

(siehe DB-ALM-Protokoll Nr. 158 fur ein Beispiel eines Dosierungsschemas). Die 

 

Stamml6sungen werden dann im Kulturmedium 50-fach (fir Ko chsalzl6sung oder Medium) 

 

oder 250-fach (fir D1S0) weiter verdunnt (Arbeitsl6sungen). Diese Arbeitsl6sungen 

 

werden schlieBlich fir die Exposition mit einem weiteren endgtiltigen zweifachen 

 

Verdflnnungsfaktor in der Platte verwendet. Wenn die Ergebnisse die in den Abschnitten 29 

 

und 30 beschriebenen Akzeptanzkriterien zur Zellviabilitat nicht erfillen, kann der Test zur 

 

Dosi可βnd g wiederholt werden, um einen praziseren CV 75 zu bestimmen. Bitte beachten 

 

Sie, dass nur Platten mit 24 Mulden fir die C D86/CD54-Expressionsmessung verwendet 

 

werden k6nnen一 

 

21. Die L6sungsmittel-/ehikelkontrolle wird wie in Abschnitt 16 beschrieben vorbereitet. Die 

 

bei der h-CLAT-Methode verwendete Positivkontrolle ist DNCB (siehe Abschnitt 11), fur 

 

die S tamml6sungen in D1S0 vorbereitet und wie fur die S tamml6sungen in Abschnitt 20 

 

beschrieben verdtinnt werden. DNCB sollte als Positivkontrolle fir die D86/D54-

Expressionsmessung mit einer endgultigen Konzentration in der Platte verwendet werden 

 

(normalerweise 4,0" g/l). Um eine Konzentration von 4,0 ig/ml DNCB in der Platte zu 

 

erhalten, wird eine S tamml6sung von 2 mg/ml DNCB in DMSO vorbereitet und weiter 250-

fach mit dem Kulturmedium in eine Arbeitsl6sung von 8 ig/ml verdunnt. Alternativ k6mite 

 

auch der CV 75 von DNCB, der in jeder Prifeinrichtung bestinmit wird, als 

 

Positivkontrollkoiizentration verwendet werden. Andere geeignete Positivkontrollen k6nnen 

 

verwendet werden, sofern historische Daten fir die Ableitung vergleichbarer 

 

Akzeptanzkriterien fir einen Testdurchlauf zur Verfigung stehen. Bei Positivkontrollen 

 

sollte die endgultige Einzelkonzentration in der Platte 5000 ig/ml (im Falle von 

 

Ko chsalzl6sung oder Medium) oder 1000 ig/ml (im Falle von D1S0) nicht tiberschreiten. 

 

Die Durchlaufakzeptanzkriterien entsprechen denen, die fur die Prifchemikalien 

 

beschrieben werden (siehe Abschnitt 29), ausgenommen fir das letzte Akzeptanzkriterium, 

 

da die Positivkontrolle mit einer einzelnen Konzentration gepnift wird. 
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ゆp万んtuon der Prfhemiんlien und Kontro脈tq施 

 

22. Fur jede PrUfchemikalie und jeden Kontroistoff ist ein Experiment erforderlich, um eine 

 

Vorhersage zu ermitteln. Jedes Experiment besteht aus mindestens zwei unabhangigen 

 

Durchlaufen fr die D86/D54-xpressumsmesmg (siehe Abschnitte 26-28). Jeder 

 

unabhangige Durchlauf wird an einem anderen Tag bzw. am selben Tag durchgeftihrt, 

 

vorausgesetzt, dass fur jeden Durchlauf: a) unabhangige frische S tamml6sungen und 

 

Areitsl6sungen der Prufchemikalie und Antik6rperl6sungen vorbereitet werden und b) 

 

unabhangig geerntete Zellen verwendet werden (d. h. Zellen, die aus verschiedenen 

 

Kulturkolben entnommen werden); Zellen k6nnen jedoch aus derselben Passage stammen. 

 

Prtifchemikalien und Kontroistoffe, die als A rbeitsl6sungen (500 iil) vorbereitet wurden, 

 

werden mit 500 i1 der suspensierten Zellen (1 x 106 Zellen) im Verhaltnis von 1:1 gemischt 

 

und die Zellen werden 24士 0,5 S tuden wie in den Abschnitten 20 und 21 beschrieben 

 

inkubiert. In jedem Durchlauf reicht ein einziges Replikat ftir jede Konzentration der 

 

Patfchemikalie und des Kontrollstoffs aus, da eine Vorhersage in mindestens zwei 

 

unabhanaiaen Durchlaufen ermittelt wird. 

 

Zel施rbUng und Ana加e 

 

23. Nach einer Expositionsdauer von mindestens 24士 0,5 S tunden werden die Zellen von einer 

 

Platte mit 24 Mulden in Probenr6hrchen gegeben, mithilfe von Zentrifugierung gesammelt 

 

und dann zweimal mit 1 ml Farbepuffer gewaschen (wenn erforderlich k6nnen zusatzliche 

 

Waschschritte durchgeftihrt werden). Nach dem Waschen werden die Zellen mit 600 tl 

 

B lockierungsl6sung blockiert (Farbepuffer mit 0,01 % (w/v) Globulin (Cohn-Fraktion II, III, 

 

human; S IGMA, ?lG2388-10G oder ahnliches)) und bei 4 oc is Minuten lang inkubiert. 

 

Nach der Blockierung werden die Zellen in drei Aliquote von je 180 il in eine Platte mit 

 

aewolbtem Boden und 96 Mulden oder ein Mi kror6hrchen aufaeteilt. 

 

24. Nach der Zentrifugierung werden die Zellen mit 50 I1 der mit FITC markierten a nti-cD86-, 

 

an ti-cD54- oder M aus-IgG1-Antik6rper (Isotyp) bei 4。 c 30 Minuten lang gef"arbt. Die im 

 

h-CLAT DB-ALM Protokoll Nr. 158 (18) beschriebenen Antikirper sollten verwendet 

 

werden, indem sie 3:25 v/v (fir C D86 (BD-Pharlingen, #555657; Klon: Fun-1)) oder 3:50 

 

v/v (fir C D54 (DAKO, #F7143; Klon: 6.5B5) und IgG1 (DAKO, #X0927)) mit Farbepuffer 

 

verdunnt werden. Diese A ntik6rperverdunllungsfaktoren wurden von den Entwicklern des 

 

Tests als diejenigen definiert, die den besten Rauschabstand bieten. Nach Erfahrung der 

 

Testentwickler ist die Fluoreszenzintensitat der Antikdrper normalerweise zwischen 

 

verschiedenen chargen konsistent. Benutzer kdnnen jedoch erwagen, die Antik6rper unter 

 

den Bedingungen im eigenen Labor zu titrieren, um die besten Gebrauchskonzentrationen zu 

 

definieren. Andere mit Fluorochrom markierte an ti-cD86- und!oder an ti-cD54-Antik6r,er 
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kOnnen verwendet werden, wenn gezeigt werden kann, dass sie ahnliche Ergebnisse wie mit 

 

FITC konjugierte AntikOrper liefern, beispielsweise durch Testen der Leistungsstoffe in 

 

Anlage l.2.Anzumerken ist, dass die Anderung des Klons oder des Lieferanten der 

 

Antikorper, wie dies im h-CLAT DB-ALM Protokoll Nr. 158 (18) beschrieben wird, die 

 

Ergebnisse beeintrachtigen katm. Nach dem zwei- oder mehrfachen Waschen mit 150 .tl 

 

Farbepuffer werden die Zellen in Farbepuffer resuspensiert (z. B. 400 iil) und die Pl-Losung 

 

(z. B. 20 gil, um eine endgtiltige Konzentration von 0,625 ig/ml zu erhalten) oder eine 

 

andere Z外otoxizitatsmarkerlosung (siehe Abschnitt 18) wird hinzugefigt. Die 

 

Expressionswerte von C D86 und C D54 sowie die Zellviabilitat werden mithilfe der 

 

Durchflusszvtometrie analysiert. 

 

BERI HTERTATTU1NG 

 

DATEN 

 

Datenauswertung 

 

25. Die Expression von C D86 und C D54 wird mithilfe der Durchflussz界ometrie mit dem 

 

Aufnahmekanal FL-i analysiert. Auf der Grundlage der geometrischen mittleren 

 

Fluoreszenzintensitat (MF!) werden die relative Fluoreszenzintensitat (RFI) von C D86 und 

 

C D54 fur Positivkontrollzellen (ctrl) und chemisch behandelte Zellen nach der folgenden 

 

Gleichung berechnet: 

 

X 100 

 

IFl chemisch behandelte Zelle-IFI chemisch behandelte isotypkontrollzellen 

 

MFl mit Lbsungsm./ Vehikel beh. Kontrollz.-IFl mit Lbsungsm./ Vehikel beh. isotypkontrollz 

 

RFI= 

 

Die Zellviabilitt aus den Isotypkontrolizellen (ctrl) (die mit Maus -IgG 1-AntikOrpern 

 

(Isotyp) gefarbt werden) wird ebenfalls nach der in Abschnitt 19 beschriebenen Gleichung 

 

berechnet. 

 

Vorhersagemodell 

 

26. Bei der D86/D54-Expressionsmessung wird jede PrQfchemikalie in mindestens zwei 

 

unabhangigen Durchlaufen geprQft, um eine einzige Vorhersage abzuleiten (POSITIV oder 

 

NEGATIV). Eine h-CLAT-Vorhersage gilt als POsITIV, wenn mindestens eine der 

 

folgenden Bedingungen in 2 von 2 oder in mindestens 2 von 3 unabhangigen Durchlaufen 

 

erfilt ist, andernfalls wird die h-CLAT-Vorhersage als NEGATIV angesehen 

 

(Abbildung i): 

 

454 

 



D060575/02 

 

Die RFI von C D86 ist bei jeder geprtiften Konzentration gleich oder gr6Ber als 150 % (mit 

 

einer Ze1lViabi1ittと 50 %); 

 

die RFI von C D54 ist bei jeder gepruften Konzentration gleich oder gr6Ber als 200 % (mit 

 

einer Ze1lviabi1itt ?50 %). 

 

27. Auf dieser Grundlage ist die h-CLAT-Vorhersage als POSITIV anzusehen, wenn die ersten 

 

zwei Durchlaufe positiv fUr C D86 und/oder positiv fur C D54 waren; ein dritter Durchlauf ist 

 

dann nicht mehr erforderlich. Analog ist die h-CLAT-Vorhersage als NEGATIV anzusehen 

 

(unter angemessener Berucksichtigung der Bestimmungen in Abschnitt 30), wenn die ersten 

 

zwei Durchlaufe fir beide Marker negativ sind; ein dritter Durchlauf ist dann nicht mehr 

 

erforderlich. Wenn die ersten zwei Durchlaufe jedoch fir mindestens einen der Marker nicht 

 

konkordant ist (CDS4 oder C D86), dann ist ein dritter Durchlauf erforderlich und die 

 

endgultige Vorhersage basiert auf dem Mehrheitsergebnis der drei individuellen Durchlaufe 

 

(d. h. 2 von 3). In dieser Hinsicht ist zu beachten, dass ein dritter Durchlauf erforderlich ist, 

 

wenn zwei unabhangige Durchlaufe durchgefihrt werden und einer nur fir C D86 

 

(nachfolgend " Pi" genannt) und der andere nur fir C D54 (nachfolgend ,,P2" genannt) positiv 

 

ist. Wenn dieser dritte Durchlauf fir beide Marker negativ ist (nachfolgend ,,N" genannt), 

 

dann wird die h-CLAT-Vorhersage als NEGATIV angesehen. Wenn der dritte Durchlauf 

 

andererseits fur einen der Marker (P1 oder P2) oder fir beide Marker (nachfolgend " Pi2" 

 

genannt) positiv ist, dann ist die h-CLAT-Vorhersage als POSITIV anzusehen. 

 

Abb. 1: Bei der h-CLAT-Methode verwendetes Vorhersagemodell. Eine h-CLAT-Vorhcrsagc sollte im 

 

Rahmen eines JATA sowie gemaB den Nummern 7 und 8 der Allgemeinen Emleitung in Betracht gezogen 

 

werden. 
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mit nur C D86 positiv; P2; Durchlauf mit nur C D54 positiv; P12: Durchlauf mit C D86 und C D54 positiv; 

 

nit weder C D86 noch C D54 positiv 

 

zeigen die 

 

e,血 der sie 

 

zeigen die 

 

lden ersten 

 

e ermittelt wurden 

 

ationen der Ergebnisse aus den ersten beiden Durchlaufen unabhangig von 

 

1atonen der Ergebmssea 

 

wie im obigen Kastchen 

 

iis den drei Durchlaufen auf der Grundlage der 

 

dargestellt, aber spiegeln mcht die Reihenfolge 

 

28. Fur die Prifhemikalien, die mit h-CLAT als POSITIV vorhergesehen wurden, konnen 

 

optional zwei effektive Konzentrationswerte (EC) bestimmt werden, EC 150 fi.ir C D86 und 

 

EC 200 fur C D54, d. h. die Konzentration, bei der die Prufchemikalien eine RFI von 150 

 

bzw. 200 induzierten. Diese EC-Werte k6nnen jedoch bei Verwendung im Rahmen von 

 

integrierten Ansatzen wie IATA (4) (5) (6) (7) (8) m6glicherweise auch zur Bewertung der 

 

S ensibilisierungspotenz beitragen (9).Sie kdnnen mithilfe der folgenden Gleichungen 

 

berechnet werden: 
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Ec1S0 (for c D86)＝民Inc+[(150一8RFI）ノ（ARFI一BRFI)×(Ac1nc 一＆~nc)1 

 

Ec200 (for c DS4)＝民 ~nc + [(200一 BRFI)/(ARFI一BRFI) X (Ac~nc 一 Bc~nc)1 

 

Dabei gilt: 

 

Aconcist die niedrigste Konzentration in ig/ml mit RFI> 150 (CD86) oder 200 (CD54) 

 

B'~nc ist die h6chste Konzentration in tg/ml mit KF!< 150 (CD86) oder 200 (CD54) 

 

ApFI ist die RFI bei der niedrigsten Konzentration mit RFI> 150 (CD86) oder 200 (CD54) 

 

BuI ist die RFI bei der hichsten Konzentration mit RFI> 150 (CD86) oder 200 (CDS4) 

 

Zum Zwecke der praziseren Ableitung der EC1SO- und EC 200-Werte kinnen drei 

 

unabhnngige Durchlaufe fir die D86/D54-xprssionsmesswlg erforderlich sein. Die 

 

endgultigen EC1SO- und EC 200-Werte werden dann als Mittelwert der aus den drei 

 

unabhangigen Durchlaufen berechneten ECs bestimmt. Wenn nur zwei der drei 

 

unabhangigen Durchlaufe die Kriterien fir Positivitat (siehe Abschnitte 26-27) erfillen, 

 

wird der hdhere EC 15o oder EC 200 der zwei berechneten Werte ibernommen一 

 

Akzeptanzkriterien 

 

29. Bei der Verwendung der h-CLAT-Methode (22) (27) sollten die folgenden 

 

Akzeptanzkriterien erfulit werden 

 

Die Zeliviabilitaten der Medium- und L6sungsmittel-/Vehikelkontrollen sollten hdher als 

 

90 % sein. 

 

Bei der L6sungsmittel-/ehikelkontrolle sollten die RFI-Werte von C D86 und C D54 die 

 

positiven Kriterien nichtii berschreiten (CD86 KF!と 150 % und C D54 RFIと 200 %). Die 

 

RFI-Werte der L6sungsmittel-/Vehikelkontrlle werden berechnet, indem die in 

 

Abschnitt 25 beschriebene Formel verwendet wird (,MFl der Chemikalie" sollte durch 

 

" IFl des L6sugsmittel/Vehikels" ersetzt werden und " MFl des 

 

L6sugsmittel/Vehikels" sollte durch" IFl der (Medium-)Kontrolle" ersetzt werden). 

 

Bei den Medium- und L6sungsmittel-/Vehikelkontrollen sollte das MFI-Verhaltnis von 

 

C D86 und C D54 zur Isotypkontrolle >105 % betragen. 
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CB) sollten die RFI-Werte von C D86 und C D54 die 

 

150 und CD54 RFIと 200) erfillen und die Zellviabilitat 

 

in mindestens vier gepriften 

 

Bei der Positivkontrolle (DN 

 

Positivkriterien (CD86 RFIと 

 

sollte mehr als 50 % b 

 

Fur die Prufchemikalie sollte die Zellviabilitat 

 

Konzentrationen in jedem Durchlauf mehr als 50 % betragen. 

 

30. Negative Ergebnisse sind nur f[ir Prufchemikalien mit einer Zeilviabilitat von weniger als 

 

90 % bei der hdchsten gepriften Konzentration zulassig (d. h. 1,2 xCV 75 gemaB dem in 

 

Abschnitt 20 beschriebenen seriellen Verdtinnungsschema). Wenn die Zellviabilitat bei 

 

1,2 xCV 75 90 % oder mehr betragt, sollte das negative Ergebnis verworfen werden. In 

 

einem solchen Fall wird empfohlen, die Dosiswahl durch Wiederholung der CV75-

Bestimmung zu prazisieren. Es sollte beachtet werden, dass bei der Verwendung von 

 

5000 ig/nl in Kochsalzlisung (oder Medium oder anderen Lisungsmitteln/Vehikeln), 

 

1000 ig/l in DMSO oder der hichsten l6slichen Konzentration als maximale 

 

Prifkonzentration einer Prifhemikalie ein negatives Ergebnis auch dann akzeptabel ist, 

 

wenn die Zeliviabilitat uber 90 % 1iet. 

 

Prufbericht 

 

31. Der Prufbericht sollte folgende Angaben enthalten. 

 

Prq/ih e17んlie 

 

Einkomponentiger S tof: 

 

Bezeichnung, wie z. B. IUPAC- oder CAS Bezeichnung(en),CAS - 

 

sMILEs- oder InChI-Code,S trukturfrmel und!oder andere Kennungen; 

 

Chemische 

 

Nummer(n), 

 

physikalisches Erscheinungsbild, log Kow, L6sliclikeit in Wasser, Loslichkeit in D1S0, 

 

Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, sofern 

 

ver魚ゆar; 

 

Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und 

 

praktisch durchfhrbar, usw.; 

 

Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwarmung, Zerkleinerung); 

 

gepr(ifte Konzentration(en); 
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Lagerbedingungen und S tbiltt, soweit verfigbar; 

 

Begr(indung der Auswahl des Ldsungsmittels/Vehikels fQr jede PrQfchemikalie. 

 

Mehrkornponentiger S toff, UVCB-Stoff und Gemisch 

 

Charakterisierung, so weit wie m6 glich, z. B. durch die chemische Zusammensetzung 

 

(siehe oben), Reinheit, das quantitative Vorkommen und die relevanten physikalisch-
chemischen Eigenschaften (siehe oben) der einzelnen Komponenten, soweit verfigbar; 

 

physikalisches Erscheinungsbild, L6sliclikeit in Wasser, L6slichkeit in D1S0 und weitere 

 

relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, sofern verfQgbar; 

 

Molekulargewicht oder scheinbares Molekulargewicht im Fall von Gemischen/Polymeren 

 

mit bekannter Zusammensetzung oder andere fir die Durchftihrung der S tudie relevante 

 

Informationen; 

 

Test, soweit zutreffend (z. B. Erwarmung, Zerkleinerung); 

 

Behandlung vor 

 

geprflfte Konzentration(en); 

 

Lagerbedingungen und S tabilitt, soweit verftigbar; 

 

Begrundung der Auswahl des Ldsungsmittels/Vehikels fir jede PrQfchemikalie. 

 

Positivkontrolle 

 

Chemische Bezeichnung, wie z. B. JUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAs-

Nummer(n), sMILEs- oder InChI-Code,S truktrfrmel und/oder andere Kennungen; 

 

physikalisches Erscheinungsbild, logK 0, L6slichkeit in Wasser, L6slichkeit in D1S0, 

 

Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, sofern 

 

verfQgbar und falls zutreffend; 

 

von Verunreinigungen, soweit zutreffend und 
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Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwarmung, Zerkleinerung); 

 

gepr(ifte Konzentration(en); 

 

Lagerbedingungen und S tbilitt, soweit verfugbar; 

 

ggf. Verweis auf historische Ergebnisse von Positivkontrollen, die geeignete 

 

Akzeptaiizkriterien fir einen Testdurchlauf dokumentieren. 

 

Negativ- und Lisungsmittel-/Vehikelkontrolle: 

 

Chemische Bezeichnung, wie z. B. TUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAs-

Nummer(n), sMILEs- oder InChI-Code,S trukturfrmel und/oder andere Kennungen; 

 

Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und 

 

praktisch durchkihrbar, usw.; 

 

Aussehen, Molekulargewicht und weitere relevante 

 

Eigenschaften, sofern andere K ontroll-L6sungsmittel/Vehikel als 

 

genannten verwendet werden und soweit verfutgbar; 

 

physikalisch-chemische 

 

die in der Prufrichttinie 

 

Lagerbedingungen und S tbilitt, soweit verfigbar; 

 

Begrundung der Auswahl des Ldsungsmittels/Vehikels fir jede Prifchemikalie. 

 

Pr bed1lglgn 

 

Name und Anschrift des Auftraggebers, der Prifanstalt und des S tudienleiters; 

 

Beschreibung des verwendeten Tests; 

 

verwendete Zelilinie, zugeh6rige Lagerbedingungen und Quelle (z. B. Einrichtung, von 

 

sie gewonnen wurden); 

 

Durchflussz界ometrie (z. B. Modell), einschlieBlich der 

 

verwendete 

 

町 
・叱 

 

d 
d 

 

Gerateeinstellungen, Globulin, Antikirper und verwendeten Zメotoxizitatsmarker; 

 

das angewandte Verfahren zum Nachweis der Kompetenz des Labors bei der 

 

Durchf[ihrung des Tests durch Prifen der Leistungsstoffe) und das angewandte Verfahren 
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zum Nachweis der reproduzierbaren Leistung des Tests im Zeitverlauf, z. B. historische 

 

Kontrolidaten und/oder Daten zu historischen Reaktivitatstests. 

 

Va万或読tkrterien 

 

Zellviabilitat, IFl- und RFI-Werte aus der Ldsungsmittel-/Vehikelkontrolle im Vergleich 

 

zu den Validitatsbereichen; 

 

Zellviabilitat und RFI-Werte aus der Positivkontrolle im Vergleich zu den 

 

Validitatsbereichen; 

 

Zellviabilitat aller geprQften Konzentrationen der gepriften Chemikalie. 

 

Prlfve加lwn 

 

Anzahl der vorgenommenen Durchlaufe; 

 

Konzentrationen der Prufchemikalie, Applikationen und angewandte Expositionsdauer 

 

(falls von den Empfehlungen abweichend) 

 

Expositionsdauer (falls abweichend von der empfohlenen); 

 

Beschreibung der angewandten Bewertungs- und Entscheidungskriterien; 

 

Beschreibung etwaiger Anderungen am Priferfhren. 

 

ルgbnおse 

 

Tabellierung der Daten, einschlieBlich C V75 (falls anwendbar), individueller 

 

geometrischer IF!, RFI, Zellviabilitatswerte, EC 150/EC200-Werte (falls anwendbar) fr 

 

die PrQfchemikalie und fLyr die Positivkontrolle in jedem Durchlauf und eine Anzeige der 

 

Einstfung der Priifchemikalie aemaB dem Vorhersaaemodell: 

 

Beschreibung etwaiger sonstiger relevanter Beobachtungen, falls zutreffend. 

 

Erdrterung der Ergebnisse 

 

Er6rterung der anhand der h-CLAT-Iethode erhaltenen Ergebnisse; 
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IATA, sofern sonstige relevante 

 

eines 
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DEFINITIONEN 

 

Genauigkeit: Grad der Ubereinstimmung zwischen Pr(ifergebnissen und anerkannten 

 

Refereiizwerten. Die Genauigkeit ist ein M a1 der Leistung der Prifmethode und ein Aspekt 

 

der" Relevanz". Der Begriff wird oft im S inne von ,,Ubereinstimmung" verwendet und 

 

bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer PrQfnethode (21). 

 

Vorgangen, ausgehend von der 

 

erse Outcome Pathway): Abfolge von 

 

Struktur einer Zielchemikalie oder Zielgruppe abnlicher Chemikalien, Ober den 

 

ausl6senden Vorgang bis hin zu einem In-vivo-Ergebnis von Interesse (22). 

 

Alp (Adv 

 

chemischen 

 

molekularen 

 

Chemikalie: S toff oder Gemisch. 

 

CV75: Die geschntzte Konzentration, die 75 % Zellviabilitat zeigt 

 

EC150: die Konzentrationen, die die RFI-Werte von 150 in der CD86-Expresslon zeigen 

 

EC200: die Konzentrationen, die die RFI-Werte von 200 in der C D54-Expression zeigen 

 

Durchflusszytometrie: eine z界ometrische Technik, bei der Zellen, die in einem Fluid 

 

suspendiert sind, einzeln durch eine Lichtstrahl thieBen, das in fir die Zellen und ibre 

 

Komponenten typischen Muster gestreut ist; Zellen werden hauthg mit [huoreszierenden 

 

Markeni gekemizeichnet, damit das Licht zuerst absorbiert und dann in geanderten 

 

Frequenzen ausgestrahlt wird. 

 

einer S ituation, potenziell schadigende 

 

(Teil-)Population 

 

System oder eine 

 

ein 

 

Gefahr: Inharente Eigenschaft eines S toffs oder 

 

Auswirkungen zu haben, wenn ein Organismus, 

 

diesem S toff ausgesetzt ist. 

 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): Ein strukturierter Ansatz zur 

 

Gefabrenidentifizierung (Potenzial), Gefabrencharakterisierung (Potenz) und/oder 

 

icherheitsbeurteilug (Potenzial/Potenz und Exposition) einer Chemikalie oder Gruppe 

 

von Chemikalien, der strategisch samtliche relevanten Daten fUr eine informierte 

 

regulatorische Entscheidung hinsichtlich potenziellen Gefahren und/oder Risiken und/oder 
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des Bedurfnisses weiterer gezielter und somit minimaler Tests integriert und abwagt. 

 

Mediumkontrolle: Ein unbehandeltes Replikat, das alle Komponenten eines Prifsystems 

 

enthalt. Diese Probe wird mit prflfchemikalienbehandelten Proben und anderen 

 

Kontroliproben mitgefdhrt, um festzustellen, ob das Ldsungsmittel/Vehikel mit dem 

 

Prtifsystem interagiert. 

 

Gemisch: Ein Gemisch oder eine L6sung, die aus zwei oder mehreren S toffen besteht. 

 

Einkomponentiger S toff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter 

 

Stoff, bei dem ein Hauptbestandteil in einer Konzentration von mindestens 80 % w/w 

 

vorhanden ist. 

 

Mehrkomponentiger S toff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter 

 

Stoff, bei dem mehr als ein Hauptbestandteil in einer Konzentration von mindestens 

 

と10 % w/w und< 80 % w/w vorhanden sind. Ein mehrkomponentiger S toff ist das 

 

Ergebnis eines Herstellungsprozesses. Der Unterschied zwischen einem Gemisch und einem 

 

von zwei 

 

Stoff wird 

 

mehrkomponentigen S toff besteht darin, dass ein Gemisch durch die Mischung 

 

oder mehrS toffen ohne chemische Reaktion entsteht. Ein mehrkomponentiger 

 

durch eine chemische Reaktion gebildet. 

 

Positivkontrolle: Ein Replikat, das alle Komponenten eines Prifsystems enthalt und mit 

 

einem S toff behandelt wird, der bekamitermaBen eine positive Reaktion hervorruft. Um 

 

sicherzustellen, dass Abweichungen bei der Positivkontrollreaktion im Zeitverlauf bewertet 

 

werden k6nnen, sollte die Reaktion nicht zu heftig sein. 

 

Pr註haptene: Chemikalien, die erst nach einer abiotischen Umwandlung zu S ensibilisatoren 

 

werden 

 

Prohaptene: Chemikalien, die ihr Hautsensibilisierungspotenzial erst durch eine 

 

enzymatische Bioaktivierung erlangen 

 

: Relative Werte der geometrischen mittleren 

 

Relative Fluoreszenzintensit航t 

 

Fluoreszenzintensitat (IFl) in chemisch behandelten Zellen im Vergleich zu IFl in mit 

 

L6sungsmittel!Vehikel behandelten Zellen. 

 

Relevanz: Beschreibung der Beziehung zwischen dem Test und der untersuchten Wirkung 
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und ob der Test aussagekraftig und nutzlich fir einen bestimmten Zweck ist. Die Relevanz 

 

gibt an, inwieweit der Test die untersuchte biologische Wirkung richtig misst oder 

 

vorhersagt. Si e berucksichtigt auch die Genauigkeit (Ubereinstimmung) einer Prufmethode 

 

(21). 

 

Zuverlassigkeit: MaB der Reproduzierbarkeit einer Prufmethode innerhalb von und 

 

zwischen Laboratorien iber einen langeren Zeitraum und bei einheitlicher Protokoll. Die 

 

Zuverlassigkeit wird durch Berechnung der hitra- und Interlabor-Reproduzierbarkeit und 

 

Intralabor-Wiederholbarkeit bewertet (21). 

 

hintereinander getesteten 

 

Durchlauf: Ein Durchlauf besteht aus einer oder 

 

Prufchemikalien mit einer Lisungsmittel-/Vehikelkontrolle und mit einer Positivkontrolle. 

 

Sensitivitiit: Der Anteil aller positiven/wirkungsvollen Chemikalien, die durch den Test 

 

korrekt eingestuft werden. S ie ist ein MaB der Genauigkeit eines Tests mit kategorialen 

 

Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung ihrer Relevanz (21). 

 

Kochsalzlisung mit 0,1 % 

 

gepufferte 

 

Frbepuffr: Eine mit Phosphat 

 

Rinderserumalbumin. 

 

Lisungsmittel-lVehikelkontrolle: Eine unbehandelte Probe, die sartliche Komponenten 

 

eines Prifsystems enthalt, auBer der Prtifchemikalie, aber einschlieBlich des verwendeten 

 

L6sungsmittels/Vehikels. S ie wird verwendet, um die Referenzreaktion ihr die mit der 

 

Prufchemikalie behandelten Proben, die im selben Lisungsmittel oder Vehikel a ufgel6st 

 

oder stabil verteilt wurden, zu bestimmen. Wemi mit einer simultanen Medienkontrolle 

 

geprift wird, zeigt diese Probe auBerdem, ob das L6sungsmittel oder Vehikel mit dem 

 

Prifsystem interagiert. 

 

die 

 

eine 

 

Spezifit議t: Der Anteil aller negativen/wirkungslosen Chemikalien, die ( 

 

ethode korrekt eingestuft werden. Dies ist ein MaB der Genauigkeit 

 

ethode, die zu kategorischen Ergebnissen fihrt, und ein wichtiger Aspekt bei der 

 

Prufm 

 

PrQfm 

 

Beurteilung der Relevanz einer Prufmethode (21). 

 

Stoff: Ein chemisches Element und seine Verbindungen im natirlichen Zustand oder durch 

 

zur Erhaltung seiner 

 

Prozess 

 

ohne die 

 

verwendeten 

 

kinnen, 

 

andern. 

 

ein Produktionsverfahren, die einen Zusatzstoff induzieren, der 

 

Stabilitat erforderlich ist, sowie Verunreinigungen, die aus dem 

 

stammen, aber mit Ausnahme von L6sungsmitteln, die getrennt sein 

 

Stailitt des S toffes zu beeintrachtigen oder seine Zusammensetzung zu 
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Prtifchemikalie: S toff oder Gemische, die mit dieser Methode gepruft wurden. 

 

(ilobales 1-larmomsiertes Sys tem zur 1mstuIung unl Kennzeiclrnung von tiemIkaIIen 

 

der Vereinten Nationen (UN-G1S): Ein Sys tem, das die Einstufung von Chemikalien 

 

(Stoffn und Gemischen) gemI3 normierten Typen und S tufn physikalischer, 

 

gesundheitlicher und Umweitgefahren vorschlagt und entsprechende 

 

Kommunikationselemente wie Piktogramme, S ignalw6rter, Gefahrenberichte, Berichte zu 

 

Vorsichtsmalnahmen und S icherheitsdtenblatter anspricht, damit Ifrmtionen zu 

 

Nebenwirkungen mit Blick auf den S chutz von Menschen (einschlieBlich Mitarbeitern, 

 

Arbeitern, Logistikern, Verbrauchern und Ersthelfern) und der Umwelt zu ubermittein (23). 

 

UVCB: S toffe mit unbekannter oder schwankender Zusammensetzung, komplexe 

 

Reaktionsprodukte oder biologische Materialien. 

 

wird, dass sie uber ein ausreichendes MaI3 

 

bestimmten Zweck verftigt und die auf 

 

in einem absoluten 

 

Gultiger Test: Ein Test, von der angenommen 

 

einen 

 

an Relevanz und Zuverltsigkeit 

 

wissenschaftlich bewahrten Prinzipien basieren. Ein Test ist niemals 

 

Sinn gultig, sondern nur im Verhaltnis zu einem definierten Zweck (21). 
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LEISTUNGSSTOFFE 

 

Vor der routinemaBigen Anwendung des in dieser Anlage zur Prufmethode B .71 

 

beschriebenen Tests sollten Labors ihre technische Leistungsfahigkeit demonstrieren, indem 

 

sie die erwartete h-CLAT-Vorhersage fir die in Tabelle i empfohlenen 10 Leistungsstoffe 

 

korrekt ermitteln und die CV 75-,EC 150- und EC 200-Werte, die in den betreffenden 

 

Referenzbereich fallen, bei mindestens 8 der 10 Leistungsstoffe bestimmen. Diese 

 

Leistungsstoffe wurden so ausgewahlt, dass sie die Bandbreite von Reaktionen im Hinblick 

 

auf die Gefahr einer Hautsensibilisierung reprasentieren. Weitere Auswahlkriterien betrafen 

 

die Erhaltliclikeit der Chemikalien im Handel, die Verfigbarkeit hochwertiger In-vivo-
Referenzdaten und die Verfigbarkeit hochwertiger In-vitro-Daten aus der h-CLAT-
Prifmethode. AuBerdem sind ver6ffntlichte Referenzdaten fir die h-CLAT-Methode 

 

verfigbar (3) (14). 

 

Tabelle 1: Empfohlene S toffe zum Nachweis der technischen Leistungsfahigkeit mit der h-CLAT-

Methode 

 

Leistungsstoffe 

 

CAS-Nr. 

 

Aggregatz 

 

ustand 

 

In-vivo-
Vorhersage 

 

h-CLAT- h-CLAT-
C V75 Ergebnisse Ergebnisse 

 

Referenz frC D86 frC D54 

 

Bereich in (EC150- (EC200-
ig/m12 Referenzbereich in Referenzbereich in 

 

" g/Ill1)2 "g/Illl)2 

 

2,4-Dnitrchlorbenzol 

 

4-Phenlenedianiiii 

 

97-00-7 

 

106-50-3 

 

positiv 

 

(0,5-15) 

 

negativ 

 

(>1,5)3 

 

positiv 

 

(10-100) 

 

positiv 

 

(10-140) 

 

positiv 

 

(-z 250) 

 

positiv 

 

(20-75) 

 

negativ 

 

(>5000) 

 

negativ 

 

(>5000) 

 

positiv 

 

⑩5-10) 

 

positiv 

 

( 40) 

 

positiv 

 

( 100) 

 

negativ 

 

(>10)3 

 

negativ 

 

(>5)3 

 

positiv 

 

口0-90) 

 

negativ 

 

(>5000) 

 

negativ 

 

(>5000) 

 

2-12 

 

5-95 

 

30-500 

 

30-400 

 

>20 

 

25-100 

 

> 5000 

 

> 5000 

 

Sensbilsatr 

 

(extrem) 

 

Allergen 

 

(stark) 

 

Allergen 

 

(maBig) 

 

Allergen 

 

(maBig) 

 

Allergen 

 

(schwach) 

 

S ensibilisator 

 

(schwach) 

 

Nichsensibilisa-
tor 

 

Nichtsensibilisa-

S 
s 

 

k 
k 

 

S 
s 

 

k 
k 

 
Nickelsulfat 

 

10101-97-0 

 

2-Meraptbenzothiazo 

 

149-30-4 

 

取＋）ーhmonen 

 

5989-27-5 

 

flussig 

 

Imidazolidiny1harnstoff 

 

39236-46-9 

 

fest 

 

Isopropanol 

 

67-63-0 

 

flussig 

 

Glyzerin 

 

5 6-8 1-5 

 

flussig 
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negativ 

 

(>5000) 

 

negativ 

 

(>1000) 

 

negativ 

 

(>5000) 

 

negativ 

 

(>1000) 

 

1500-5000 

 

> 1000 

 

Nichsensibilisa-
tor 

 

Nichsensibilisa-
tor 

 

nflssig 

 

50-21-5 

 

Milchsaure 

 

fest 

 

150-13-0 

 

4-Aniinobenzoesaur 

 

Abkiirzungen: CAS -Nr. = Registernunimer des Chemical Abstracts S ervice 

 

Die In-vivo-Gefahren- und (Potenz-) Vorhersagen basieren auf Daten des LLNA (3) (14). Die inーvivo-Potenz wird unter 

 

Anwendung der von ECETOC vorgeschlagenen Kriterien abgeleitet (24). 

 

GestUtzt auf historische beobachtete Werte (13) (25). 

 

Historisch gesehen wurde eine Mehrzahl von negativen Ergebnissen fUr diesen Marker erhalten und deshalb ist ein negatives 

 

Ergebnis zu erwarten. Der vorgegebene Bereich wurde auf Basis der wenigen beobachteten historischen positiven 

 

Ergebnisse definiert. Falls ein positives Ergebnis ermittelt wird, sollte der EC-Wert innerhalb des eingetragenen 

 

Referenzbereichs lie2en. 
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IN-ITR-IAUTSENSIBILISIERUNG: U937-AKTIVIERUNGSTEST MIT ZELLLINIEN 

 

(U-SENSTM) 

 

AUSG NGSUBERLEGUNGN UND BEGRENZUNGEN 

 

1. Der U~SENSTM~Test quantifiziert die Anderungen der Expression von 

 

Zelloberfiachenmarkern in Zusammenhang mit dem Aktivierungsprozess von Monozメen 

 

und dendritischen Zellen (DC) (d. h.C D86) in der humanen histiozメaren Lymphom-
Zelilinie U937 nach einer Exposition gegenuber Allergenen (1). Die gemessenen 

 

Expressionswerte des Zelloberflachenmarkers C D86 in der Zelilinie U937 werden dann zur 

 

Untersmtzung der Unterscheidung zwischen Hautallergenen und Nichtsensibilisatoren 

 

verwendet. 

 

2. Der U~SENSTM~Test wurde in einer von L'Oreal koordinierten Validierungsstudie (2) und 

 

anschlieBend in einer unabhangigen Begutachtung durch den EURL ECVAI 

 

wissenschaftlichen beratenden Ausschuss (ESAC) (3) des Referenzlabors der europaischen 

 

Union f[ir Alternativen zu Tierversuchen (EURL BC VAI) bewertet. Unter 

 

Berucksichtigung samtlicher verfLigbarer Nachweise und Informationen von Be h6rden und 

 

Interessentragern wurde U-sENsTM von EURL ECVAI (4) empfohlen, um als Teil eines 

 

IATA verwendet zu werden, um die Unterscheidung zwischen Allergenen und 

 

Nichtsensibilisatoren zum Zweck der Gefahreneinstufung und Etikettierung zu unterstQtzen. 

 

In ihrem Leitfaden zur Berichterstattung strukturierter Ansatze zur Datenintegration und 

 

individuellen Informationsquellen, die innerhalb von IATA fur die Hautsensibilisierung 

 

verwendet werden, diskutiert die OECD derzeit eine Anzahl an Fallstudien, die verschiedene 

 

Teststrategien und Vorhersagemodelle beschreiben. Einer der anders definierten Ansatze 

 

basiert auf dem U-SENS-Test (5). Beispiele fir die Verwendung der U-SENSTM-Daten in 

 

Kombination mit anderen Informationen, einschlieBlich historischer Daten und vorhandener 

 

giltiger menschlicher Daten (6), werden auch an anderer S te11e in der Literatur aufgefuhrt 

 

(4)(5)(7). 

 

3. Der U~SENSTM~Test erwies sich als ubertragbar auf Labore mit Erfahrung auf dem Gebiet 

 

der Zellkulturtechniken und der Durchflussz舛ometrieanalyse haben. Der Grad der 

 

Reproduzierbarkeit, der bei der Prifmethode erwartet werden kann, liegt in der 

 

GrdBenordnung von 90 % und 84 % innerhalb und zwischen Labors (8). Die Ergebnisse der 
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Validierungsstudie (8) und Ve r6ffnthchter S tudlen (1) weisen insgesamt darauf hin, dass 

 

die Genauigkeit bei der Unterscheidung von Hautsensibilatoren (d. h. UN-G1S-/CLP-

Kategorie 1) gegeniber Nichtsensibilisatoren 86 % (N = 166) bei einer Empfindlichkeit von 

 

91 % (118/129) und einer S pezifitt von 65 % (24/37) im Vergleich zu den Ergebnissen des 

 

LLNA betragt. Verglichen mit menschlichen Ergebnissen betragt die Genauigkeit bei der 

 

Unterscheidung von Hautallergenen (d. h. UN-G1S/CLP Kat. 1) von Nichtsensibilisatoren 

 

77 % (N = 101) mit einer S ensitivltt von 100 % (58/58) und einer S pezi丘tt von 47 % 

 

(20/43). Im Vergleich zu LLNA ist bei falsch negativen Vorhersagen mit dem U-sENsTM 

 

die Chance griBer, dass Chemikalien mit geringer bis mittlerer Hautsensibilisierungspotenz 

 

betroffen sind (d. h. UN-G1S/CLP-Unterkategorie lB), als Chemikalien mit hoher 

 

lautsensibilisierungspotenz (d. h. UN-G1S/CLP-Unterkategorie lA) (1) (8) (9). 

 

Zusammenfassend geben diese Informationen an, wie nutzlich sich der U~SENSTM~Test bei 

 

der Beteiligung an der Identifikation von Hautsensibilisierungsgefahren erweist. Jedoch sind 

 

die Genauigkeitswerte, die hier fr U~SENSTM als e igenstindiger Test angegeben werden, 

 

lediglich als Anhaltspunkte zu betrachten, da die Prufmethode in Kombination mit anderen 

 

Informationsquellen im Rahmen eines IATA sowie gemaB den Bestimmungen unter 

 

Nummer 7 und 8 der allgemeinen Einleitung betrachtet werden sollte. Daruber hinaus sollte 

 

bei der Bewertung von Prufmethoden zur Hautsensibilisierung ohne Tierversuche beachtet 

 

werden, dass der LLNA-Test sowie andere Tierversuche die S ituatlon bei Menschen nicht 

 

vollstandig widerspiegeln. 

 

4. Auf der Basis der aktuell verf(gbaren Daten wurde gezeigt, dass der U~SENSTM~Test auf 

 

Prufchemikalien angewandt werden kann (einschlieBlich Zutaten von Kosmetika, z. B. 

 

Konservierungsmittel, Tenside, Aktivstoffe, Farbstoffe), die eine Vielfalt an organischen 

 

Funktionsgruppen, physikalisch-chemischen Eigenschaften, Hautsensibilisierungspotenzial 

 

(wie in In-vlvo-Studl en festgelegt) und das S pektrum der Wirkmechanismen, das fir seine 

 

Assoziation mit der Hautsensibilisierung bekannt ist, abdecken (d. h. Michael-Akzeptor, 

 

S chiff-Basisbildung, Acyltibertragungsmittel,S ubstitution nukleophil bimolekular [SN2] 

 

oder nukleophile aromatische S ubstitut1on [SNAr]) (1) (8) (9) (10). Der U-SENSTM-Test gilt 

 

fir Profchemikalien, die lislich sind oder eine stabile Dispersion (d. h. ein Kolloid oder eine 

 

S uspension, in denen die Prifchemikalie sich nicht absetzt oder vom Lisungsmittel/Vehikel 

 

in verschiedene Phasen trennt) in einem geeigneten Lisungsmittel/Vehikel bilden (siehe 

 

Abschnitt 13). Im Datensatz eingetragene Chemikalien, die Prahaptene (d. h. durch 

 

Oxidierung aktivierte S toffe) oder Prohaptene (d. h.S toffe, die eine enzymatische 

 

Aktivierung erfordern, wie beispielsweise uber P450-Enzyme) sind, wurden von U~SEN 

 

korrekt vorhergesagt (1) (10). Membranschadigende S toff kinnen aufgrund einer 

 

nichtspezifischen Erhihung der CD86-Expresslon zu falsch positiven Ergebnissen ftihren, 

 

da 3 von 7 falsch positiven Ergebnissen in Bezug auf die In-vivo-Referenzeinstufung 
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Tenside waren (1).So 1che positiven Ergebnisse mit Tensiden sollen mit Vorsicht betrachtet 

 

werden, wahrend negative Ergebnisse mit Tensiden weiterhin genutzt werden kdnnen, um 

 

die Identifizierung der Prtifchemikalie als Nichtsensibilisator zu unterst'itzen. 

 

Fluireszierende Prufchemikalien k6nnen mit U~SENSTM (1) bewertet werden. Dennoch 

 

beeintrachtigen stark fluoreszierende Prufchemikalien, die mit derselben Wellenlange 

 

ausstrahlen wie Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) oder Propidiumjodid (PI) die 

 

durchflussz外ometrische Erkennung und kinnen daher nicht korrekt mithilfe von mit FITC-

konjugierten Antikdrpern (potenziell falsch negativ) oder PI (Viabilitat nicht messbar) 

 

bewertet werden. In einem solchen Fall kinnen andere mit Fluorochrom markierte 

 

Antikorper bzw. andere Z界otoxizitatsmarker verwendet werden, solange aufgezeigt werden 

 

kann, dass sie ahnliche Ergebnisse liefern wie die mit FITC markierten Antikorper oder PI 

 

(siehe Abschnitt 18), z. B. durch Testen der Leistungsstoffe in Anlage 2.2. Angesichts der 

 

vorstehenden Ausfihrnngen sollten positive Ergebnisse mit Tensiden und negative 

 

Ergebnisse mit stark fluoreszierenden Pr(ifchemikalien im Kontext der angegebenen 

 

Grenzen und in Verbindung mit anderen Informationsquellen im Rahmen von IATA 

 

interpretiert werden. In Fallen, in denen die Nichtanwendbarkeit des U~SENSTM~Tests bei 

 

anderen spezifischen Kategorien von PrUfchemikalien nachgewiesen wird, sollte sie bei 

 

diesen sDezifischen K ategorien nicht verwendet werden. 

 

5. Der U~SENSTM~Test unterstutzt, wie bereits oben erwahnt, die Unterscheidung zwischen 

 

Hautallergenen und Nichtsensibilisatoren. Er kann jedoch bei Verwendung im Rahmen von 

 

integrierten Anstzen wie IATA m6glicherweise auch zur Bewertung der 

 

Se nsibilisierungspotenz beitragen. Es sind allerdings weitere Untersuchungen erforderlich, 

 

vorzugsweise auf der Grundlage von Humandaten, um herauszufinden, inwieweit die 

 

Ergebnisse von U~SENSTM m6glicherweise zur Potenzbewertung herangezogen werden 

 

k6nnen. 

 

6. Definitionen sind Anlage 2.1 zu entnehmen. 

 

PRINZIP DER PRUFMETHODE 

 

7. Der U~SENSTM~Test ist ein In-vitro-Test, der Anderungen der Expression von C D86-

Zelloberflachenmarkern auf einer humanen histioz界aren Lymphom-Zelllinie, U93 7-Zellen, 

 

nach einer Exposition von 45士 3 S tunden gegeniber der Prufchemikalie quantifiziert. Der 

 

Oberfiachenmarker C D86 ist ein typischer Marker der U93 7-Aktivierung.C D86 ist dafr 

 

bekannt, ein ko-stimulierendes Molekul zu sein, das eine monoz界ische Aktivierung 

 

nachahmen kann, die eine wichtige Rolle beim T-Zellen-Priming spielt. Die Anderungen der 

 

Expression von lberflachenmarkern von C D86 werden anhand der Durchflusszメometrien 
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nach einer Zeilfarbung, die typischerweise mit Antikirpern erfolgt, die mit Fluorescein-

Isothiocyanat (FITC) markiert wurden, gemessen. Die Z界otoxizitatsmessung wird ebenfalls 

 

zur gleichen Zeit durchgefihrt (z. B. durch die Verwendung von PI), um zu beurteilen, ob 

 

die Iochregulierung der Expression von C D86 -Zeloberfiachenmarkern bei 

 

Konzentrationen unterhalb des zメotoxischen Werts auftritt. Der S timultionsindex (S .1.) des 

 

CD86-Zelloberflachenmarkers im Vergleich zur L6sungsmittel-/Vehikelkontrolle wird 

 

berechnet und im Vorhersagemodell verwendet (siehe Abschnitt 19), um die Unterscheidung 

 

zwischen Allergenen und Nichsensibilisatoren zu unterstiitzen. 

 

NAC WEIS DER KOMPETENZ 

 

8. Vor der routinemaBigen Verwendung des unter dieser Anlage zur Prufmethode B .71 

 

beschriebenen Tests sollten Laboratorien ihre technische Kompetenz anhand der zehn in 

 

Anlage 2.2 a ufgefhrten Leistungsstoffe in Ubereinstimmung mit bewahrten 0-vitr0-

Verfahren nachweisen (11). Daaiber hinaus sollten Testbenutzer eine historische Datenbank 

 

der mit den Reaktivitatstests (siehe Abschnitt 11) und mit den positiven and L6sungsmittel - 

 

/Vehikelkontrollen (siehe Abschnitte 15-16) erzeugten Daten pflegen und diese Daten 

 

nutzen, um zu bestatigen, dass die Reproduzierbarkeit des Tests in ihrem Labor mit der Zeit 

 

aufrechterhalten wird 

 

VERFAHREN 

 

9. Dieser Test basiert auf dem U~SENSTM DataBase-Dienst zu Alternativmethoden ftir 

 

Tierversuche (DB-ALM) Protokoll Nr. 183 (12). Die S tandardarbeitsanweisungen (S0P) 

 

sollten bei der Umsetzung und Verwendung des U~SENSTM~Tests im Labor angewandt 

 

werden. Es kann ein automatisiertes Sy stem zur Durchfihrung von U~SENSTM verwendet 

 

werden, wenn aufgezeigt werden kann, dass es ahnliche Ergebnisse liefert, beispielsweise 

 

durch Testen der Leistungsstoffe in Anlage 2.2. Nachfolgend werden die wichtigsten 

 

Komponenten und Verfahren fir den U~SENSTM~Test beschrieben. 

 

Vorbereitung der Zellen 

 

10. Die humane histioz舛are Lymphom-Zelilinie U937 (13) sollte zur Durchf[ihrung des U-

SE NSTM~Tests verwendet werden. Zellen (Klon C RL1593.2) sollten aus einer gut 

 

qualifizierten Zellbank wie der American Type Culture Collection entnommen werden. 
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11. U93 7-Zellen werden bei 37 oc unter 5 %C 02 und einer befeuchteten Atmospharen in einem 

 

mit 10 % fetales Kalberserum (Fcs), 2 mM L-Glutamin, 100 Einheiten/ml Penicillin und 

 

100 ig/ml S treptomycin angereicherten RPM!- 1640-Medium (volistandiges Medium) 

 

kultiviert. U93 7-Zellen werden regelmaBig alle 2-3 Tage bei einer Dichte von 1,5 bzw. 

 

3 x1 0 5 Zellen!ml passagiert. Die Zelldichte sollte 2 x 106 Zellew'ml nicht ttberschreiten und 

 

die Zellvibilitt, die anhand des Trypanblau-Ausschlusses gemessen wird, sollte ? 90 % 

 

betragen (nach dem Auftauen nicht an der ersten Passage anwenden). Vor ihrer Verwendung 

 

zu Testzwecken sollte jede charge von Zellen, FCS oder AntikOrpern qualifiziert werden, 

 

indem ein Reaktivitatstest durchgef(hrt wird. Der Reaktivitatstest der Zellen sollte mithilfe 

 

der Positivkontrolle, Picrylsulfonsaure (2,4,6- Trinitrobenzol sulfonsaure: T NBS) (CASRN 

 

2508-19-2, と 99 % Reiiiheit) und der Negativkontrolle Milchsaure (LA) (CASRN 50-21-5, 

 

と 85 % Reinheit) mindestens eine Woche nach dem Auftauen durchgefi.ihrt werden. Beim 

 

Reaktivitatstest sollten sechs endg(iltige Konzentrationen ftir jede der 2 Kontrollen gepruft 

 

werden (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75, 100 ig/ml und LA: 1, 10, 20, 50, 100, 200 g/ml). In 

 

volistandigem Medium geloste T NBS sollte eine positive und von der Konzentration 

 

abhangige Wirkung auf C D86 zeigen (z. B. wenn auf eine positive Konzentration,C D86 S .!. 

 

と 150, eine Konzentration mit steigendem C D86 S .! folgt), und in volistandigem Medium 

 

geloste LA sollte eine negative Wirkung auf C D86 zeigen (siehe Abschnitt 21). Nur die 

 

chargen von Zellen, welche den Reaktivitatstest zwei Mal bestanden haben, dttrfen fttr den 

 

Test verwendet werden. Zellen kOnnen bis zu sieben Wochen nach dem Auftauen gewonnen 

 

werden. Die Anzahl an Passagen sollte 21 nicht tibersteigen. Der Reaktivitatstest sollte 

 

gemaB den in den Abschnitten 18-22 beschriebenen Verfahren durchgefdhrt werden. 

 

12. Zur Prifung werden die U937-Zellen bei einer Dichte von entweder 3 x10う Zellen/ml oder 

 

6 x1 0 5 Zellen/ml ausgesat und in Kulturkolben 2 bzw. 1 Tag lang vorgeztichtet. Andere 

 

vorgeztichtete Bedingungen als diejenigen, die oben beschrieben werden, kOnnen verwendet 

 

werden, wenn eine ausreichende wissenschaftliche Begrundung vorliegt und wenn gezeigt 

 

werden kann, dass ahnliche Ergebnisse geliefert werden, beispielsweise durch Testen der 

 

Leistungsstoffe in Anlage 2.2. Am Testtag werden die Zellen, die aus dem Kulturkolben 

 

geerntet wurden, mit einem frischen Kulturmedium mit 5 x1 0 5 Zeien/ml neu angesetzt 

 

Dann werden die Zellen in einer flachen Platte mit 96 Mulden mit 100 .i verteilt (endgtiltige 

 

Zelldichte von 0,5 x i 05 Zellen/Mulde). 

 

Vorbereitung der Prufhemikalien und Kontrolistoffe 

 

13. Die Beurteilung der LOslichkeit wird vor dem Test vorgenommen. Zu diesem Zweck werden 

 

die Prufchemikalien bei einer Konzentration von 50 mg/ml in vollstandigem Medium als 

 

erste Losungsmitteloption oder Dimethylsulfoxid (DMSO,と 99 % Reinheit) als zweite 
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LOsungsmittel-/Vehikeloption gelost oder stabil verteilt, wenn die Prufchemikalie nicht im 

 

Losungsmittel/Vehikel des volistandigen Mediums lOslich ist. Beim Test wird die 

 

Prufchemikalie auf eine endgultige Konzentration von 0,4 mg/ml im volistandigen Medium 

 

gelost, wenn die Chemikalie in diesem Losungsmittel/Vehikel lisich ist. Wenn die 

 

Chemikalie nur in D1S0 loslich ist, wird die Chemikahe bei einer Konzentration von 

 

50 mg/ml gelost. Andere als die oben beschriebenen Losungsmittel/Vehikel kOnnen 

 

verwendet werden, wenn eine ausreichende wissenschaftliche Begrundung gegeben ist. Die 

 

Stabilitt der Priifchemikalie im endgiltigen Losungsmittel/Vehikel sollte berttcksichtigt 

 

werden. 

 

14. Die Prufchemikalien sowie die Kontrollstoffe werden am Tag des Tests vorbereitet. Da kein 

 

Test zur Dosisfrndung durchgefihrt wird, sollten fur den ersten Durchlauf 6 endgultige 

 

Konzentrationen (1, 10, 20, 50, 100 und 200 tg/ml) im entsprechenden 

 

Losungsmittel/Vehikel entweder in volistandigem Medium oder in 0,4 % D1S0 im 

 

Medium geprtlft werden. Bei den nachfolgenden Durchlaufen sollten, ausgehend von den 

 

0,4 mg/ml im volistandigen Medium oder 50 mg/ml in DMSO-L6sungen der 

 

Prufchemikalie, mindestens 4 Arbeitsiosungen mithilfe des entsprechenden 

 

Losungsmittels/Vehikels vorbereitet werden (d. h. mindestens 4 Konzentrationen). Die 

 

Arbeitsiosungen werden schieBlich fir die Behandlung verwendet, indem eine gleiche 

 

Menge der U937-Zellsuspension (siehe Abschnitt 11 oben) zum Volumen der Arbeitsiosung 

 

in der Platte hinzuge fu緋 wird, um eine weitere zweifache Verdunnung zu erhalten (12). Die 

 

Konzentrationen (mindestens 4 Konzentrationen) fur weitere Durchlaufe werden auf der 

 

Grundlage der individuellen Ergebnisse samtlicher vorheriger Durchlaufe gewahlt (8). Die 

 

nutzbaren endgtltigen Konzentrationen sind 1, 2, 3, 4, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25, 30, 35, 

 

40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 und 200 ig/ml. Die hOchste endgiltige 

 

Konzentration betragt 200 tg/ml. Wenn ein C D86 positiver Wert bei 1 tg/ml beobachtet 

 

wird, dann werden 0,1 jag/mi bewertet, um die Konzentration der Prifchemikaiie zu finden, 

 

die C D86 nicht uber dem positiven S chweilenwert induziert. Bei jedem Durchlauf wird der 

 

EC 150 (Konzentration, bei der eine Chemikalie den positiven Sc hwellenwert fir C D86 von 

 

150 % erreicht, siehe Abschnitt 19) berechnet, falls eine positive Konzentrationswirkung fur 

 

C D86 beobachtet wird. Wo die Prufchemikalie eine positive C D86-Wirkung induziert, die 

 

nicht von der Konzentration abhangig ist, ist eine Berechnung von EC 150 eventuell nicht 

 

relevant, wie dies im U~SENSTM DB-ALM Protokoll Nr. 183 (12) beschrieben wird. Bei 

 

jedem Durchlauf wird CV 70 (Konzentration, bei der eine Chemikalie die 

 

Zメotoxizitatsschwelle von 70 % erreicht, siehe Abschnitt 19) wo immer mogich berechnet 

 

(12). Um den Konzentrationswirkungseffekt der C D86-Steigung zu untersuchen sollten 

 

Konzentrationen aus den verwendbaren Konzentrationen gleichmaig zwischen EC 150 

 

(oder der hOchsten C D86 negativen, nicht z界otoxischen Konzentration) und C V70 (oder der 
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hdchsten zulassigen Konzentration, d. h. 200 F g/ml) verteilt gewahlt werden. Es sollten pro 

 

Durchlauf mindestens 4 Konzentrationen geprift werden, wobei zu Vergleichszwecken 

 

mindestens 2 Koiizentrationen mit den vorherigen Durchlaufen ubereinstimmen sollten. 

 

15. Die im U~SENSTM~Test verwendete L6sungsmittel-/Vehikelkontrolle ist ein vollstandiges 

 

Medium (fur gel6ste oder stabil verteilte Prufchemikalien) (siehe Abschnitt 4) oder 0,4 % 

 

D1S0 in vollstandigem Medium (fur in D1S0 gei6ste oder stabil verteilte 

 

Prifchemikalien). 

 

16. Die im U-SENSTM-Test verwendete Positivkontrolie ist T NBS (siehe Abschnitt 11), die in 

 

volistandigem Medium vorbereitet wird.T NBS sollte als Positivkontrolle fir die C D86 - 

 

Expressionsmessung mit einer endgtiltigen einzelnen Konzentration in der Platte (50 ig/ml) 

 

verwendet werden, die > 70 % der Zellviabilitat erbringt. Um eine Konzentration von 

 

50 fig/mi T NBS in der Platte zu erhalten, wird eine S tamm10sung von 1M (d. h. 293 mg/lnl) 

 

T NBS im vollstandigen Medium vorbereitet und 2930-fach mit dem vollstandigen Medium 

 

in einer Arbeitsl6sung von 100 ig/llll verdUnnt. Milchsaure (LA,C AS 50-21-5) sollte bei 

 

200 tg/ml in vollstLindigem Medium gel6st als Negativkontrolie verwendet werden (von 

 

einer S tamm10sung von 0,4 mg/rl). In jeder Platte jedes Durchlaufs werden drei Replikate 

 

der unbehandelten Kontrolle, L6 sungsmittei-/Vehikelkontrolle, Positiv- und 

 

Negativkontro lien im vollstandigen Medium vorbereitet (12). Andere geeignete 

 

Positivkontrollen k6nnen verwendet werden, sofern historische Daten fUr die Ableitung 

 

vergleichbarer Akzeptanzkriterien fur einen Testdurchlauf zur VerfUgung stehen. Die 

 

Akzeptanzkriterien des Durchiaufs entsprechen denen, die fur die Prufchemikaiie 

 

beschrieben wurden (siehe Abschnitt 12). 

 

Applikation der Prufhemikalien und Kontrolistoffe 

 

17. Die L6sungsmittel-/ehlkelkontrolle oder die Arbeltsl6sungen, die in den Abschnitten 14-

16 beschrieben werden, werden 1:1 (v/v) mit den in der flachen Platte mit 96 Mulden 

 

vorbereiteten Zelisuspensionen gemischt (siehe Abschnitt 12). Die behandelten Platten 

 

werden dann 45士3 S tunden bei 37 o C unter 5 % C02 inkubiert. Vor der Inkubation werden 

 

die Platten mit einer semiperreablen Membran versiegelt, um eine Verdampfung von 

 

fluchtigen Prufchemikalien und eine Kreuzkontaminierung zwischen den mit den 

 

Prufchemikalien behandelten Zellen zu vermeiden (12). 

 

Zellfrbung 

 

479 

 



D060575102 

 

18. Nach einer Expositionszeit von 45士 3 S tunden werden die Zellen in eine V -frmige 

 

Mikrotiterplatte Ubertragen und durch Zentrifugierung gesammelt. Die 

 

Lislichkeitsinterferenz ist definiert als Kristalle oder Tropfen, die 45士 3 S tunden nach der 

 

Behandlung (vor der Zellfarbung) unter dem Mikroskop beobachtet werden. Die Tenside 

 

werden entsorgt und die verbleibenden Zellen werden einmal mit 100 F 1 eiskalter mit 

 

Phosphat gepufferter K ochsalzl6sung (PBS ) mit 5 % fetalem Kalberserum (Farbepuffer) 

 

gewaschen. Nach der Zentrifugierung werden die Zellen mit 100 il Farbepuffer 

 

resuspensiert und mit 5 il (z. B. 0,25 tig) mit FITC markierten a nti-CD86- oder Maus-IgGi-

Antikirpern (Isotyp) bei 4 oc 3O Minuten lang vor Licht geschutzt. Die im U-sENsTM DB-

ALM Protokoll Nr. 183 (12) beschriebenen Antikirper sollten verwendet werden (fur cD86: 

 

BD-PharMingen #555657 Klon: Fun-1, oder caltag/Invitrogen # MHCD8601 Klon: BU63; 

 

und fur IgGi: BD-PharMingen #555748, oder caltag/Invitrogen # GM4992). Nach 

 

Erfahrung der Testentwickler ist die Fluireszenzintensitat der Antikorper normalerweise 

 

zwischen verschiedenen chargen konsistent. Andere Klone oder Lieferanten der Antik6rper, 

 

welche den Reaktivitatstest bestanden haben, konnen fLir den Test verwendet werden (siehe 

 

Abschnitt 11). Benutzer k6lmen jedoch erwagen, die Antikorper unter den Bedingungen im 

 

eigenen Labor zu titrieren, um die beste Gebrauchskonzentration zu definieren. Andere 

 

Erkennungssystem, z. B. mit Fluorochrom markierte a ti-cD8 6-Antik6per, k6nnen 

 

verwendet werden, wenn gezeigt werden kann, dass sie ahnliche Ergebnisse wie mit FlIC 

 

konjugierte Antikdrper liefern, beispielsweise durch Testen der Leistungsstoffe in 

 

Anlage 2.2. Die Zellen werden zweimal mit 100 il Farbepuffer und einmal mit 100 .tl einer 

 

eiskalten PBS gewaschen und anschlieBend in eiskalter PBS resuspensiert (z. B. 125 il fur 

 

Proben, die manuell R6hrchen fur R6hrchen analysiert werden, oder 50 tl mithilfe einer 

 

Autosampler-Platte) und Pl-Losung wird hinzugefigt (endgtiltige Konzentration von 

 

3 ig/ml). Andere Zメotoxizitatsmarker wie 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) oder 

 

Trypanblau kinnen verwendet werden, wenn gezeigt werden kann, dass die alternativen 

 

Farbstoffe ahnliche Ergebnisse liefern wie PI, zum Beispiel durch Testen der 

 

Leistunasstoffe in Anlage 2.2. 

 

Durchfiusszytometrieanalyse 

 

19. Die Expressionswerte von C D86 und die Zellviabilitat werden mithilfe der 

 

Durchflusszメometrie analysiert. Zellen werden in einem Gr6Ben- (FSC) und Granularitats-

(SSC) Dot-Plot angezeigt, der auf eine log-Ska1a eingestellt ist, um die Population eindeutig 

 

in einem ersten Gate Rl zu identifizieren und die Verschmutzung zu beseitigen. Fur jede 

 

Mulde wird eine So llgesamtmenge von 10 000 Zellen in Gate Rl aufgenommen. Zellen vom 

 

selben Ri-Gate werden in einem FL3- oder FL4 /SS C-Dot-Plot angezeigt. Lebensfahige 

 

Zellen werden dargestellt, indem ein zweites Gate R2 platziert wird, das die Population von 
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Propidiumjodid-negativen Zellen auswahlt (FL3- oder FL4-Kanal). Die Zeliviabilitat kann 

 

anhand der folgenden Gleichung ii ber das Zメometeranalyseprogramm berechnet werden. 

 

Wenn die Zellviabiltat gering ist, k6nten bis zu 20 000 Zellen einschlieBlich toter Zellen 

 

aufgenommen werden. Alternativ k6nnen die Daten eine Minute nach der Einleitung der 

 

Analyse aufgenommen werden. 

 

X 100 

 

Anzahl der lebenden Zellen 

 

Gesamtzahl der aufgenommenen Zellen 

 

Ze11viabi1itat = 

 

Die Prozentzahl der FL1 -positiven Zellen wird dann unter diesen lebensfithigen Zellen 

 

gemessen, die in R2 eingeschlossen sind (innerhalb von Rl). Die Zelloberfiachenexpression 

 

von C D86 wird in einem FL1- /SSC -Dot-Plot analysiert, das auf lebensfahigen Zellen 

 

eingeschlossen ist (R2). 

 

Bei den volistandiges Medium/IgGi-Mulden befindet sich der Analysemarker in der Nahe 

 

der Hauptpopulation, sodass die Kontrollen des vollstandigen Mediums einen IgGi im 

 

So11bereich von 0,6 bis 0,9 % aufweisen. 

 

Die Farbinterferenz wird definiert als eine Verlagerung des mit FITC markierten IgEl -Dot-
Plots (IgGi FL1 geo. Mittelw. S .l.と 150 %). 

 

Der S timultionsindex (s.l.) von C D86 ihr Kontrolizellen (unbehandelt oder in 0,4 % 

 

D1S0) und chemisch behandelte Zellen wird gemaB der folgenden Gleichung berechnet: 

 

X 100 

 

% von c D86+behandelte Zellen- % von l gG1+behandelte Zellen 

 

% von c D86+ Kontrollzellen - % von l gG1+ Kontrollzellen 

 

S..= 

 

% von IgG1+ unbehandelte Kontrolizellen: bezeichnet als Prozentzahl der FL1 -positiven 

 

IgGi-Zellen, die mit dem Analysemarker (zuhissiger Bereich vonと 0,6 % und <1,5 %, 

 

siehe Abschnitt 22) unter den lebensfahigen unbehandelten Zellen definiert wurden. 

 

% von IgG1/CD86+ Kontrolle/behandelte Zellen: bezeichnet als Prozentzahl von FL1-

positiven IgG1/CD86-Zellen, die ohne Verlagerung des Analysemarkers unter den 

 

lebensfahigen Kontroll-/behandelten Zellen gemessen werden. 

 

BERICHTERSTATTUNG 
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Datenauswertung 

 

20. Die folgenden Parameter werden im U~SENSTM~Test berechnet: C V7O-Wert, d. h. eine 

 

Konzentration, die 70 % des U937-Zelltierlebens (30 % Z界otoxizitat) zeigt, und der 

 

EC iS0-Wert, d. h. die Konzentration, bei der die PrQfchemikalien einen C D86-

S timultionsindex (s.l.) von 150 % induzierten. 

 

CV7o wird anhand der hog-linearen Interpolation mithilfe der folgenden Gleichung 

 

berechnet: 

 

CV70 = Cl + [(Vi - 70)ノ (Vi - V2) * (C2 -C l)] 

 

Dabei gilt: 

 

Vi ist der Mindestwert der Zeilviabilitat uber 70 % 

 

V2 ist der Hoc hstwert der Zeilviabilitat unter 70 % 

 

Ci und C 2 sind die Konzentrationen, die den Wert der Zellviabilitat Vi bzw.V 2 zeigen. 

 

% V.abiliat (MttIw●t, 

 

solange demonstriert 

 

durch Testen der 

 

k6nnen angewandt werden, 

 

die Ergebnisse hat (z.B 

 

1 

 

加sI● (I昭ノmL) 

 

Weitere Ansatze zur Ableitung von CV 70 

 

wird, dass dies keinen Einfluss auf 

 

Leistungsstoffe). 

 

EC1So wird anhand der log-linearen Interpolation mithilfe der folgenden Gleichung 

 

berechnet: 

 

ECiS0=Ci +[(150一S..1）ノ（S.I.2一s上1)*(C2一Cl)] 

 

Dabei gilt 
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Cl ist die h6chste Konzentration in ig!ml mit einem C D86 S .'.< 150 % (s.l. 1) 

 

C2 ist die niedrigste Konzentration in ig/ml mit einem C D86 5.1.と 150 % (s.l. 2) 

 

(D'-IG1 ;I 

 

. 

 

Cl 

' 

si5
( ,&imり 
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r
●
 

n 
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Die EC l50- und C V7O-Werte wurden ftr jeden 

 

Durchlauf berechnet: die individuellen EC1SO- und C V7O-Werte wurden als Werkzeuge 

 

zur Untersuchung des Konzentrationswirkungseffekts der C D86-5teigung verwendet 

 

(siehe Abschnitt 14), 

 

gestiitzt auf die durchsclmitthchen Lebensfahigkeiten wird der C V70-Gesamtwert 

 

bestinit (12), 

 

gesttitzt auf die durchscbnittlichen 5.1. der C D86-Werte wird der EC 150-Gesamtwert fir 

 

die mit U~SENSTM als POSITIV vorhergesagte Prifchemikalie bestimmt (siehe Abschnitt 

 

21) (12). 

 

Vorhersagemodell 

 

21. Bei der C D86-Expresslonsmessung wird jede Prtifchemikalie in mindestens 

 

Konzentrationen und 

 

unterschiedlichen Tagen 

 

oder POSITIV). 

 

in mindestens zwei unabhangigen Durchlaufen geprQft 

 

vier 

 

(an 

 

durchgefuhrt), um eine einzelne Vorhersage abzuleiten (NEGATIV 

 

Die individuelle Schlussfolgerung eines 

 

U5ENSTM~Durchlaufs wird als Negativ 

 

(nachfolgend als, ,N" bezeichnet) angesehen, wenn der S .I. von C D86 bei allen nicht-

zメotoxischen Konzentrationen weniger als 150 % betrigt (Zellvibilitt ? 70 %) und 

 

wenn keine 

 

Abschnitt 18 

 

Beeintrachtigung beobachtet wird (Z界otoxizitat, 

 

oder Farbe: siehe Abschnitt 19 unabhangig der 

 

L6slichkeit: siehe 

 

nicht-z舛otoxischen 

 

Konzentrationen, bei denen die Beeintrachtigung erkannt wird). In allen anderen Fallen: 

 

5.1. von C D86 h6her als oder gleich 150 % und!oder Beeintrachtigungen beobachtet, dann 
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wird die individuelle Sc hlussflgerung eines U-SENSTM-Durchlauf als Positiv 

 

(nachfolgend als ,,P" bezeichnet) angesehen. 

 

Eine U~SENSTM~Vorhersage wird als NEGATIV angesehen, wenn mindestens zwei 

 

unabhangige Durchlaufe negativ (N) sind (Abbildung 1). Wenn die ersten zwei Durchlaufe 

 

beide negativ (N) sind, dann wird die U-SENSTM-Vorhersage als NEGATIV angesehen 

 

und ein dritter Durchlauf ist nicht erforderlich. 

 

als POSITIV angesehen, wenn mindestens zwei 

 

Eine U-SENSTM-Vorhersage ' 

 

unabhangige Durchlaufe positiv (P) sind (Abbildung 1). Wenn die ersten zwei Durchlaufe 

 

beide positiv (P) sind, dann wird die U-SENSTM-Vorhersage als POSITIV angesehen und 

 

ein dritter Durchlauf ist nicht erforderlich. 

 

Da kein Test zur Dosisfindung durchgemhrt wird, gibt es eine Ausnahme, wenn der S .!. 

 

von C D86 im ersten Durchlauf h6her als oder gleich 150 % bei ausschlieBlich der 

 

h6chsten, nicht-zメotoxischen Koiizentration ist. Der Durchlauf wird dann als NICHT 

 

SCH LUSSIG angesehen und zusatzliche Konzentrationen (zwischen der h6chsten nicht-

zメotoxischen Konzentration und der niedrigsten nicht-z界otoxischen Konzentration - 

 

siehe Abschnitt 20) sollten in zusatzlichen Durchlaufen gepruft werden. Wenn ein 

 

Durchlauf als nicht schhssig identifiziert wird, sollten mindestens 2 zusatziche 

 

Durchlaufe vorgenommen werden; ein vierter Durchlauf ist erforderlich, falls die 

 

Durchlaufe 2 und 3 nicht konkordant sind (N und/oder P unabhangig voneinander) 

 

(Abbildung 1). Folgedurchlaufe werden auch dann als positiv angesehen, wenn nur eine 

 

nicht-zメotoxische Konzentration ein CD86 von 150 % oder mehr ergibt, da die 

 

Konzentrationseinstellung ihr die spezifische PrQfchemikalie angepasst wurde. Die 

 

endgtiltige Vorhersage basiert auf dem Mehrheitsergebnis der drei oder vier individuellen 

 

Durchlaufe (d. h. 2 von 3 oder 2 von 4) (Abbildung 1). 

 

Abb. 1: Beim U~SENST、LTest verwendetes Vorhersagemodell. Eine U~SENST、LVorhersage sollte im 

 

Rahmen eines JATA sowie gemB den Bestimmungen der Nummer 4 sowie der Nummern 7, 8 und 9 der 

 

allgemeinen Einleitung in Betracht gezogen werden 
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N: Durchlauf 

 

P: Durchlauf 

 

ohne 

 

mit F 

 

Feststellung 

 

eststellung v 

 

von C D86 als positiv oder nut Interferenz; 

 

on C D86 als positiv und/oder mit Interferenz(en); 

 

NC: Nicht schlissig. Erster Durchlauf als mcht schhissig, wenn C DS6 nur bei der hochsten nicht-zytotoxischen 

 

Konzentration positiv ist; 

 

mcht schlussige individuelle S chlussflgerung, die ausschlieBlich dem ersten Durchlauf zugeschrieben 

 

dirt automatisch zum Erfordernis eines dritten Durchlaufs, um eine Mehrheit von entweder Positiven (P) 

 

t mindestens 2 von 3 unabhangigen Durchlaufen zu erzielen 

 

Kombinationen der Ergebnisse aus den drei Durchlaufen auf der 

 

I Schlussfolgerungen ir 

 

zeigen die relevanten 

 

m 
五 

 

oder Negativen (1 

 

$: Die Kastchen 

 

Grundlage der Ergebnisse aus den ersten zwei Durchlaufen, die im obigen Kastchen dargestellt sind. 

 

0: Die Kastchen zeigen die relevanten Kombinationen der Ergebmsse aus den vier Durchlaufen auf der Grundlage 

 

der Ergebnisse aus den ersten drei Durchlaufen, die im obigen Kastchen dargestellt sind. 

 

Akzeptanzkriterien 

 

22. Bei der Verwendung des U~SENSTM~Tests sollten die folgenden Akzeptanzkriterien erfiilt 

 

werden (12). 

 

Am E nde des Expositionszeitraums von 45士 3 S tunden musste die Hauptviabilitat der 

 

dreifach ausgefertigten unbehandelten U93 7-Zellen > 90 % sein und es wurde keine 
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Verschiebung der C D86-Expression beobachtet. Die basale C D86-Expression 

 

unbehandelter U93 7-Zellen musste im Bereich vonと 2 % und S 25 % liegen. 

 

Wenn D1S0 als ein L6sungsmittel verwendet wird, dann wird die Gultigkeit der D1S0-

Vehikelkontrolle durch die Berechnung eines D1S0 S .'. im Vergleich zu unbehandelten 

 

Zellen bewertet und die Viabilitat der dreifach ausgefihrten Zellen musste > 90 % liegen. 

 

Die D1S0-Vehikelkotrolle ist gultig, wenn der Mittelwert des dreifach ausgefihrten 

 

C D86 S .l. kleiner als 250 % des Mittelwerts des dreifach ausgefuhrten C D86 S .l. von 

 

unbehandelten U93 7-Zellen war. 

 

Die Durchlaufe werden als gultig angesehen, wenn mindestens zwei von drei IgG 1-Werte 

 

von unbehandelten U937-Zellen in den Bereich vonと 0,6 % und < 1,5 % gefallen sind. 

 

Die gleichzeitig gepri丘e Negativkontrolle (Milchsaure) wird als gultig angesehen, wenn 

 

mindestens zwei der drei Replikate negativ (CD86 S .!. < 150 %) und nicht-zメotoxisch 

 

waren (Zellviabilitit> 70 %). 

 

zwei der drei 

 

(Zellvlablltt 

 

Die Positivkontrolle (lNBS) wurde als gultig angesehen, wenn mindestens 

 

Replikate positiv (CD86 S .'.と 150 %) und nicht-z界otoxisch waren 

 

と70%). 

 

Pru'bericht 

 

23. Der Prufbericht sollte folgende Angaben enthalten. 

 

JUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAs-wie z.B 

 

InChI-Code, S trukturfrmel und/oder andere Ketmungen; 

 

Prlfh elll iんlie 

 

Einkomponentiger S toff: 

 

Chemische Bezeichnung, 

 

Nummer(n), sMILEs- oder 

 

physikalisches Erscheinungsbild, Loslichkeit in Wasser, L6slichkeit in DMSO, 

 

Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, im 

 

verfigbaren Umfang; 

 

Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und 

 

praktisch durchfihrbar, usw.; 
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Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwarmung, Zerkleinerung); 

 

gepr(ifte Konzentration(en); 

 

Lagerbedingungen und S tbilitt, soweit verfigbar; 

 

Begriindung der Auswahl des Lisungsmittels/Vehikels ftir jede Prifchemikalie. 

 

Mehrkomponentiger S toff, UVCB-Stoff und Gemisch: 

 

Charakterisierung, so weit wie m6glich, z. B. durch die chemische Zusammensetzung 

 

(siehe oben), Reinheit, das quantitative Vorkommen und die relevanten physikalisch-
chemischen Eigenschaften (siehe oben) der einzelnen Komponenten, soweit verfigbar; 

 

physikalisches Erscheinungsbild, L6slichkelt in Wasser, L6sllchkelt in D1S0 und weitere 

 

relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, im verfigbaren Umfang; 

 

Molekulargewicht oder scheinbares Molekulargewicht im Fall von Gemischen/Polymeren 

 

mit bekannter Zusammensetzung oder andere fir die Durchfihrung der S tudie relevante 

 

Informationen; 

 

Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwarmung, Zerkleinerung); 

 

geprifte Konzentration(en); 

 

Lagerbedingungen und S tbiltt, soweit verfigbar; 

 

BegrQndung der Auswahl des L6sungsmlttel/Vehlkels fir jede Prifchemikalie. 

 

Ko nt（フlln 

 

Positivkontrolle 

 

Chemische Bezeichnung, wie z. B. TUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAs-

Nummer(n), sMILEs- oder InChI-Code,S trukturfrmel und!oder andere Kennungen; 

 

physikalisches Erscheinungsbild, Ldslichkeit in D1S0, Molekulargewicht und weitere 

 

relevante physikalisch-chemische Eiaenschaften. sofern verfiabar und falls zutreffend: 
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Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und 

 

praktisch durchfiihrbar, usw.; 

 

Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwarmung, Zerkleinerung); 

 

geprufte Koiizentration(en); 

 

Lagerbedingungen und S tbilitt, soweit verfQgbar; 

 

ggf. Verweis auf historische Ergebnisse von Positivkontrollen, die geeignete 

 

Akzeptanzkriterien f(r einen Testdurchlauf dokumentieren. 

 

Negativ- und L6sugsmittel-/Vehikelkontrolle: 

 

Chemische Bezeichnung, wie z. B. TUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAs-

Nummer(n), sMILEs- oder InChI-Code,S trkturfrmel und/oder andere Kennungen; 

 

Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und 

 

praktisch durchfhrbar, usw.; 

 

Aussehen, Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-chemische 

 

Eigenschaften, sofern andere Kontroli-Losungsmittel/Vehikel als die in der Prufrichttinie 

 

genannten verwendet werden und soweit verftgbar; 

 

Lagerbedingungen und S tbilitt, soweit verf(lgbar; 

 

Begrdndung der Auswahl des Ldsungsmittels/Vehikels f(lr jede PrQfchemikalie. 

 

Pr bedngmgn 

 

Name und Anschrift des Auftraggebers, der PrQfanstalt und des S tudienleiters; 

 

Beschreibung des verwendeten Prufprotokolls; 

 

verwendete Zelllinie, zugehirige Lagerbedingungen und Quelle (z. B. Einrichtung, von 

 

der sie gewonnen wurden); 

 

die verwendete Durchflussz界ometrie (z. B. Modell), einschlieBlich der 

 

Gerateeinstellungen, Antikirper und verwendeten Z舛otoxizitatsmarker; 
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das angewandte Verfahren zum Nachweis der Kompetenz des Labors bei der 

 

Durchfihrung des Tests durch Prufen der Leistungsstoffe) und das angewandte Verfahren 

 

zum Nachweis der reproduzierbaren Leistung des Tests im Zeitverlauf, z. B. historische 

 

Kontroildaten und/oder Daten zu historischen Reaktivitatstests. 

 

Va万或ttkrterien 

 

Zeliviabilitat und C D86 S .I.-Werte aus der Ldsungsmittel-/Vehikelkontrolle im Vergleich 

 

zu den Validitatsbereichen; 

 

Zeliviabilitat und S ..-Werte aus der Positivkontrolle im Vergleich zu den 

 

Validitatsbereichen; 

 

Zeliviabilitat aller geprQften Konzentrationen der gepr(i丘en Chemikalie. 

 

Pifverfhrn 

 

Anzahl der vorgenommenen Durchlaufe; 

 

Konzentrationen der Prufchemikalie, Applikationen und angewandte Expositionsdauer 

 

(falls von den Empfehlungen abweichend) 

 

Expositionsdauer; 

 

Beschreibung der angewandten Bewertungs- und Entscheidungskriterien; 

 

Beschreibung etwaiger Anderungen am Prufverfahren. 

 

Ergb n おse 

 

Tabellierung der Daten, einschlieBlich CV 70 (falls anwendbar),S .l., Zellviabilitatswerte, 

 

EC 150-Werte (falls anwendbar) fir die Prifhemikalie und fQr die Positivkontrolle in 

 

jedem Durchlauf und eine Anzeige der Einstufung der Prufchemikalie gemaB dem 

 

Vorhersagemodell; 

 

Beschreibung etwaiger sonstiger relevanter Beobachtungen, falls zutreffend. 

 

Erdrterung der Ergebnisse 

 

Erorterung der anhand des U~SENSTM~Tests erhaltenen Ergebnisse; 
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IATA, sofern sonstige relevante 

 

eines 
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DEFINITIONEN 

 

Genauigkeit: Grad der Ubereinstimmung zwischen Pr(ifergebnissen und anerkannten 

 

Refereiizwerten. Die Genauigkeit ist ein M a1 der Leistung der Prifmethode und ein Aspekt 

 

der" Relevanz". Der Begriff wird oft im S inne von ,,Ubereinstimmung" verwendet und 

 

bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse eines Tests (14). 

 

Vorgangen, ausgehend von der 

 

erse Outcome Pathway): Abfolge von 

 

Struktur einer Zielchemikalie oder Zielgruppe abnlicher Chemikalien, Ober den 

 

ausl6senden Vorgang bis hin zu einem In-vivo-Ergebnis von Interesse (15). 

 

Alp (Adv 

 

chemischen 

 

molekularen 

 

CD86-K(nzentrationswirkung: Es liegt eine Konzentrationsabhangigkeit (oder 

 

Konzentrationswirkung) vor, wenn auf eine positive Konzentration (CD86 S .l.と 150) eine 

 

Konzentration mit einem steigenden CD86 5.1. folgt. 

 

Chemikalie: S toff oder Gemisch. 

 

CV70: Die geschatzte Konzentration, die 70 % Zeilviabilitat zeigt 

 

Verschiebung: Eine Verschiebung wird definiert durch i) den korrigierten %CD86+-Wert 

 

des unbehandelten Kontrollrepikats 3 betragt weniger als 50 % des Mittelwerts des 

 

korrigierten %CD86+ Werts der unbehandelten Kontrollreplikate i und 2; und ii) der 

 

korrigierte %CD86+-Wert des Negativkontrollreplikats 3 betragt weniger als 50 % des 

 

Mittelwerts des korrigierten %CD86+ Werts der Negativkontroireplikate i und 2 

 

EC150: die geschatzten Konzentrationen, die 150 % s.l. der CD86-Expression aufzeigen. 

 

Durchflusszytometrie: eine zメometrische Technik, bei der Zellen, die in einem Fluid 

 

suspendiert sind, einzeln durch eine Lichtstrahl flieBen, das in fOr die Zellen und ihre 

 

Komponenten typischen Muster gestreut ist; Zellen werden haufig mit fluoreszierenden 

 

Markern gekemizeichnet, damit das Licht zuerst absorbiert und dann in geanderten 

 

Frequenzen ausgestrahlt wird. 
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Gefahr: Inharente Eigenschaft eines S toffs oder einer S itution, potenziell schadigende 

 

Auswirkungen zu haben, wenn ein Organismus, ein Sys tem oder eine (Teil-)Population 

 

diesem S toff ausgesetzt ist. 

 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): Ein strukturierter Ansatz zur 

 

Gefahrenidentifizierung (Poteiizial), Gefabrencharakterisierung (Potenz) und/oder 

 

icherheitsbeurteilung (Potenzial/Potenz und Exposition) einer Chemikalie oder Gruppe 

 

von Chemikalien, der strategisch samtliche relevanten Daten fir eine informierte 

 

regulatorische Entscheidung hinsichtlich potenziellen Gefahren und/oder Risiken und/oder 

 

des Bedtirflisses weiterer gezielter und somit minimaler Tests integriert und abwagt. 

 

Gemisch: Ein Gemisch oder eine Losung, die aus zwei oder mehreren S toffen besteht. 

 

Einkomponentiger S toff: Ein nach seiner quantitativen Zusanmensetzung definierter 

 

Stoff, bei dem ein Hauptbestandteil in einer Konzentration von mindestens 80 % w/w 

 

vorhanden ist. 

 

Mehrkomponentiger S toff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter 

 

als ein Hauptbestandteil in einer Konzentration von mindestens 

 

O % w/w vorhanden sind. Ein mehrkomponentiger S toff ist das 

 

Stoff, bei dem mehr 

 

>10%w/w und <8 

 

Ergebnis eines Ierstellungsprozesses. Der Unterschied zwischen einem Gemisch und einem 

 

mehrkomponentigen S toff besteht darin, dass ein Gemisch durch die Mischung von zwei 

 

oder mehr S toffen ohne chemische Reaktion entsteht. Ein mehrkomponentiger S toff wird 

 

durch eine chemische Reaktion gebildet. 

 

Positivkontrolle: Ein Replikat, das alle Komponenten eines Prifsystems enthalt und mit 

 

einem S toff behandelt wird, der bekanntermaBen eine positive Reaktion hervouuft. Um 

 

sicherzustellen, dass Abweichungen bei der Positivkontrollreaktion im Zeitverlauf bewertet 

 

werden konnen, sollte die Reaktion nicht zu heftig sein. 

 

Pr航haptene: Chemikalien, die durch abiotische Transformation zu Allergenen werden 

 

z. B. durch Oxidierung. 

 

Prohaptene: Chemikalien, die eine enzymatische Aktivierung erfordern, um ihr 

 

Hautsensibilisierungspotenzial auszuschopfen. 

 

Relevanz: Beschreibung der Beziehung zwischen dem Test und der untersuchten Wirkung 

 

und ob der Test aussagekraftig und nutzlich fir einen bestimmten Zweck ist. Die Relevanz 
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gibt an, inwieweit der Test die untersuchte biologische Wirkung richtig misst oder 

 

vorhersagt. Die Relevanz umfasst die Einbeziehung der Genauigkeit (Ubereinstimmung) 

 

eines Tests (14). 

 

Prufmethode innerhalb von und 

 

bei einheitlicher Protokoll. Die 

 

Interlabor-Reproduzierbarkeit und 

 

Zuverl航ssigkeit: MaB der Reproduzierbarkeit einer 

 

zwischen Labors uber einen langeren Zeitraum und 

 

Zuverlassigkeit wird durch Berechnung der Intra- und 

 

Intralabor-Wiederholbarkeit bewertet (14). 

 

Durchlauf: Ein Durchlauf besteht aus einer oder mehreren hintereinander getesteten 

 

Pmfchemikalien mit einer L6sungsmittel-/Vehikelkontrolle und mit einer Positivkontrolle. 

 

Sensitvit航t: Der Anteil aller positivei'wirkungsvollen Chemikalien, die durch den Test 

 

korrekt eingestuft werden. Die S ensitivitt ist ein MaB der Genauigkeit eines Tests mit 

 

kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung ihrer Relevanz (14). 

 

.!.:S timultionsindex. Relative Werte der geometrischen mittleren Fluoreszenzintensitat in 

 

chemisch behandelten Zellen im Vergleich zu mit Losungsmittel behandelten Zellen. 

 

L6sungsmittel-llehikelkontrolle: Eine unbehandelte Probe, die samtliche Komponenten 

 

eines Prtifsystems enthalt, auBer der Prtifchemikalie, aber e inschliel3lich des verwendeten 

 

L6sugsmittel/Vehikels. S ie wird verwendet, um die Referenzreaktion fir die mit der 

 

Prufchemikalie behandelten Proben, die im selben Ldsungsmittel oder Vehikel aufgel6st 

 

oder stabil verteilt wurden, zu bestimmen. Weim mit einer simultanen Medienkontrolle 

 

geprQft wird, zeigt diese Probe auBerdem, ob das L6sungsnittel oder Vehikel mit dem 

 

PrQfsystem interagiert. 

 

Sp ezifit読t: Der Anteil aller negativen!wirkungslosen Chemikalien, die durch die 

 

Prufnethode korrekt eingestuft werden. Die S pezi五tt ist ein MaB der Genauigkeit eines 

 

Tests mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung ihrer 

 

Relevaiiz (14). 

 

Frbepuffr: Eine mit Phosphat gepufferte Koc hsalzlosung mit 5 % fetalem Kalberserum 

 

Stoff: Ein chemisches Element und seine Verbindungen im nattirlichen Zustand oder durch 

 

ein Produktionsverfahren, die einen Zusatzstoff induzieren, der zur Erhaltung seiner 

 

Prozess 

 

ohne die 

 

dem verwendeten 

 

sein kuren, 

 

aus 

 

getrennt 

 

erunreinigungen, die 

 

L6sungsmitteln, die 
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Stbllitat des S toffes zu beeintrachtigen oder seine Zusammensetzung zu andern. 

 

PrufhemikaIie:aIie S toff oder Gemisch, der bzw. das nach dieser Prifmethode getestet wird. 

 

(ilobales 1-larmomsiertes Sys tem zur 1mstuIung unl Kennzeiclrnung von '.ieImkaIIen 

 

der Vereinten Nationen (UN-G1S): Ein Sy stem, das die Einstufung von Chemikalien 

 

(Stoffn und Gemischen) gemaf3 normierten Typen und S tufn physikalischer, 

 

gesundheitlicher und Umweltgefahren vorschlagt und entsprechende 

 

Kommunikationselemente wie Piktogramme, S igna1w0rter, Gefahrenberichte, Berichte zu 

 

Vorsichtsmanalimen und S icherheitsdtenbkrtter anspricht, damit 'informationen zu 

 

Nebenwirkungen mit Blick auf den S chutz von Menschen (einschlieBlich Mitarbeitern, 

 

Arbeitern, Logistikern, Verbrauchern und Ersthelfern) und der Umwelt zu ubermitteln (16). 

 

UVCB: S toffe mit unbekannter oder schwankender Zusammensetzung, komplexe 

 

Reaktionsprodukte oder biologische Materialien. 

 

en wird, dass sie uber ein ausreichendes MaI3 

 

n bestimmten Zweck ver血吐und die auf 

 

bestimmten Zweck verfdgt und die auf 

 

Gultiger Test: Ein Test, von dera 

 

an Relevanz und Zuverlassigkeit 

 

wissenschaftlich bewahrten Prinzipien basieren. Ein Test ist niemals in einem absoluten 

 

Siml gtiltig, sondern im Verhaitnis zu einem definierten Zweck (14). 
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LEISTUNGSSTOFFE 

 

Vor der routinemaBigen Anwendung des in dieser Anlage zu Prufmethode B .7 1 

 

beschriebenen Tests sollten Labors ihre technische Leistungsfahigkeit demonstrieren, indem 

 

sie die erwartete U-SENSTM-Vorhersage fir die in Tabelle 1 empfohlenen 10 S toff korrekt 

 

ermitteln und die C V70- und EC 150-Werte, die in den betreffenden Referenzbereich fallen, 

 

bei mindestens 8 der 10 Leistungsstoffe bestimmen. Diese Leistungsstoffe wurden so 

 

ausgewahlt, dass sie die Bandbreite von Reaktionen im Hinblick auf die Gefahr einer 

 

Hautsensibilisierung reprasentieren. Weitere Auswahlkriterien betrafen die Erhaltlichkeit 

 

der S toff im Handel, und dass qualitativ hochwertige In-vivo-Refereiizdaten sowie 

 

qualitativ hochwertige In-vitro-Daten aus dem U~SENSTM~Test verftigbar sind. AuBerdem 

 

sind ver6fftlchte Referenzdaten fQr den U~SENSTM~Test verfgbar (1) (8). 

 

Tabelle 1: Empfohlene S toff zum Nachweis der technischen Leistungsfahigkeit beim U~SENSTM~Test 

 

U-sENsTM U- U-SENSTM 

 

sENsTM 

 

Leistungsstoffe 

 

Aggreg 血ーvivoー 

 

CAS-Nr. atzusta Vorhersage 

 

nd 

 

L6sungs-
mittelノ 

 

Vehikel 

 

C V70 

 

Referenz 

 

Bereich 

 

in ig/ml2 

 

EC 150 

 

Referenz 

 

Bereich in 

 

1W012 

 

4-Phenlenediamn 

 

106-503 

 

fest 

 

Picrylschwefelsaure 

 

2508-19-2 

 

fitissig 

 

Diethylmaleat 

 

141-05 -9 

 

fitissig 

 

Resorcin 

 

Zimtalkihi 

 

108-46B 

 

104-54q 

 

pisitiv 

 

(S 10) 

 

pisitiv 

 

(S 50) 

 

pisitiv 

 

(S 20) 

 

pisitiv 

 

(S 50) 

 

pisitiv 

 

(10-100) 

 

pisitiv 

 

(< 200) 

 

negativ 

 

(>200) 

 

negativ 

 

(>200) 

 

: 30 

 

>50 

 

10-100 

 

> 100 

 

> 100 

 

> 100 

 

> 200 

 

> 200 

 

Villstiiridiges 

 

Medium3 

 

Villstaiidiges 

 

Medium 

 

DMSO 

 

VillsUiridiges 

 

Villstaiidiges 

 

Medium 

 

Allergen 

 

(stark) 

 

Allergen 

 

(stark) 

 

Allergen 

 

(maBig) 

 

Allergen 

 

(maBig) 

 

Allergen 

 

(schwach) 

 

Sensbilsator 

 

(schwach) 

 

Nichtsensibili-
satir 

 

Nichtaensibili-
satir 

 

就 
計 

 

た 
た 

 

4-Allylariisil 

 

140-67-0 

 

fitissig 

 

Sacharin 

 

8 1-07-2 

 

fest 

 

Glyzerin 

 

56-81-5 

 

fitissig 
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negativ 

 

(>200) 

 

negativ 

 

(>200) 

 

> 200 

 

Vo11staiidiges 

 

> 200 

 

Medium 

 

D1S0 

 

Nichtsensibili-

satir 

 

Nichtsensibili-

satir 

 

flissig 

 

50-21-5 

 

Mlchsaur 

 

fest 

 

69-72ヲ 

 

Saliclsaur 

 

Die oe-vivo-Potenz wird 

 

2 niM L-Glutaniii. 100 

 

Abktirzungen: CAS -Nr. = Registernunimer des Chemical Abstracts Se rvice 

 

Die Vorhersagen der oe-vivo-Gefahr (und Potenz) basieren auf LLNA-Daten (1) (8). 

 

unter Anwendung der von ECETOC vorgeschlagenen Kriterien abgeleitet (17). 

 

Basierend auf den historischen beobachteten Werten (1) (8). 

 

Vollstandiges Medium RPMI-1640-4ediu, erganzt durch 10 % fetales Kalberserum, 

 

Einheiten!ml Penicillin und 100 1g/ml S treptmycin (8). 
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IN-V I TRO-HAUTSENSIBILISIERUNG: IL-8 LUC-TEsT 

 

AUSG NGSIBERLEGUNGEN I'4D BEGRENZUNGEN 

 

1. Im Gegensatz zu Tests, die die Expression von Zelloberfiachenmarkern analysieren, 

 

quantifiziert der IL8-Luc-Test die Anderungen des IL-8-Expressions, ein Z界okin im 

 

Zusammenhang mit der Aktivierung dendritischer Zellen (DC). In der von TIP-i 

 

abgeleiteten IL-8-Reporter-Zelllinie (THP-G8, etabliert aus der humanen akuten 

 

monozメischen Leukamiezeillinie TIP-i) wird die IL-8-Expression nach der Exposition 

 

gegenuber Allergenen gemessen (1). Die Expression der Luciferase wird dann verwendet, 

 

um bei der Unterscheidung zwischen Iauta1lergenen und Nichtsensibilisatoren zu helfen. 

 

2. Der I L-8-Luc-Test wurde in einer Validierungsstudie (2), das vom Japanischen Zentrum fi.ir 

 

die Validierung von Alternativmethoden (JaCVAM), dem Ministerium fr Wirtschaft, 

 

Handel und Industrie (MET') und der Japanischen Gesellschaft fr Alternativen zu 

 

Tierversuchen (.ISAAE) durchgefuhrt wurde, bewertet und anschlieBend einer 

 

unabhangigen Begutachtung (3) unter der Aufsicht des JaC VAI und des Ministeriums比 r 

 

Gesundheit, Arbeit und Wohlstand (MILW) mit Untersttitzung der Internationalen 

 

Kooperation fr alternative Prufmethoden ('CAT') unterzogen. Unter Berocksichtigung 

 

samtlicher verftigbarer Nachweise und Informationen von B eh6rden und Interessentragern 

 

wurde der IL-8-Lc-Test als Teil eines IATA als nutzlich angesehen, zwischen Allergenen 

 

und Nichtsensibilisatoren zum Zweck der Gefahreneinstufung und Etikettierung zu 

 

unterscheiden. Beispiele fur die Verwendung von I L-8-Luc-Test-Dten in Kombination mit 

 

anderen Informationen werden in der Literatur beschrieben (4) (5) (6). 

 

3. Der IL-8-Luc-Test stellte sich als ubertragbar auf Labore heraus, die mit Zellkulturen und 

 

Luciferasemessungen Erfahrung haben. Laborreproduzierbarkeiten lagen zwischen 87,7 % 

 

bzw. 87,5 % (2). Daten, die in der Validierungsstudie (2) und anderen ver6ffetlichten 

 

Arbeiten (i) (6) erzeugt wurden, zeigen, dass der IL-8-Luc-Test im Vergleich zu LLNA 118 

 

von 143 Chemikalien als positiv oder negativ und 25 Chemikalien als nicht schlussig 

 

eingestuft hat und die Genauigkeit des IL-8-Luc-Tests bei der Unterscheidung von 

 

Hautallergenen (UN-G1S/CLP Kat. 1) von Nichtsensibilisatoren (UN-G1S/CLP Nr. Kat.) 

 

betragt 86 % (101/118) mit einer S ensitivitat von 96 % (92/96) und einer S pezi丘tt von 

 

41 % (9/22). AuBer den unten beschriebenen S toffn auBerhalb des Anwendunasbereichs 
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(Abschnitt 5) stufte der IL-8-Lue-Test 113 von 136 Chemikalien als positiv oder negativ und 

 

23 Chemikalien als nicht schltissig ein und die Genauigkeit des IL-8-Luc-Tests liegt bei 

 

89 % (101/113) mit einer S ensitivitat von 96 % (92/96) und einer S pezi丘tt von 53 % 

 

(9/17). Unter Anwendung der in Urbisch et al. zitierten Humandaten (7) stufte der I L-8-Lue-

Test 76 von 90 Chemikalien als positiv oder negativ und 14 Chemikalien als nicht schlussig 

 

ein und die Genauigkeit liegt bei 80 % (61/76), die S ensitivitat bei 93 % (54/58) und die 

 

Spezi丘tt bei 39 % (7/18). AuBer den S toffn auBerhalb des Anwendungsbereichs stufte der 

 

IL-8-Lue-Test 71 von 84 Chemikalien als positiv oder negativ und 13 Chemikalien als nicht 

 

schlussig ein und die Genauigkeit liegt bei 86 % (61/71) mit einer s ensitivitat von 93 % 

 

(54/58) und einer S pezi丘tt von 54 % (7/13). Falsch negative Vorhersagen mit dem IL-8-

Luc-Test treten wahrscheinlicher bei Chemikalien auf, die eine niedrige/mittlere 

 

Hautsensibilisierungspotenz (UN-G1S/CLP Unterkategorie lB) aufweisen als bei 

 

denjenigen mit einer hohen Potenz (UN-G1S/CLP Unterkategorie lA) (6). Zusammen 

 

unterstutzen die Informationen die Zweckdienlichkeit des IL-8-Luc-Tests bei der 

 

Identifizierung von Hautsensibilisierungsgefahren. Jedoch sollte die Genauigkeit, die hier 

 

fir den IL-8-Luc-Test als eigenstandiger Test angegeben wird, in Kombination mit anderen 

 

Informationsquellen im Rahmen eines 'ATA sowie gemal3 den Bestimmungen unter 

 

Nummer 7 und 8 oben in der Allgemeinen Einleitung betrachtet werden. Daruber hinaus 

 

sollte bei der Bewertung von Tests zur Hautsensibilisierung ohne Tierversuche beachtet 

 

werden, dass der LLNA sowie andere Tierversuche die S ituation bei Menschen nicht 

 

volistandig widerspiegeln. 

 

4. Auf der Grundlage der gegenwartig verfligbaren Daten tiber den IL-8-Lue-Test wurde 

 

nachgewiesen, dass er bei Prtifchemikalien, die eine Vielzahl an organischen 

 

Fuiiktionsgruppen, Reaktionsmechanismen, Hautsensibilisierungspoteiizial (wie in In-vivo-

S tudien festgestellt) und physikalisch-chemischen Eigenschaften abdecken, anwendbar ist 

 

(2) (6). 

 

5. Obwohl der IL-8-Lue-Test X-VIVO1M 15 als L6sungsmittel verwendet, bewertete es 

 

Chemikalien mit einem Log K 0w > 3,5 und diejenigen mit einer Wasserlislichkeit von 

 

ungefahr 100 ig/ ml wie von der EP' s uitem berechnet korrekt und seine Leistung bei der 

 

Erkennung von Allergenen mit schlechter Wasserloslichkeit ist besser als die des IL-8-Luc-

Tests, das Dimethylsulfoxid (D1S0) als Lisungsmittel verwendet (2). Negative Ergebnisse 

 

fur Paifchemikalien, die nicht bei 20 mg/ml gekst werden, kinnen falsch negative 

 

Ergebnisse hervorrufen, da sie nicht in X~VIV0TM 15 l6slich sind. Deshalb sollten negative 

 

Ergebnisse fur diese Chemikalien nicht berucksichtigt werden. Bei der Validierungsstudie 

 

gab es eine hohe Falsch-Negativ-Rate ftir Anhydride. Daruber hinaus kdnnen Prohaptene 

 

(Stoff, die eine S toffwechselaktivierung erfordern) und Prahaptene (Stoff, die durch 
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0xidation aktiviert werden) aufgrund der eingeschrankten stoffwechselfahigkeit der 

 

Zeillinie (8) und der Versuchsbedingungen falsch negative Ergebnisse hervouufen. Obwohl 

 

negative Ergebnisse fir mutmaBliche Pra-/Prohaptene jedoch mit Vorsicht interpretiert 

 

werden sollten, hat der I L-8-Luc-Test il von 11 Prahaptene, 6/6 Prohaptene und 6/8 Pra-

/Prohaptene im I L-8-Luc-Test-Dtenstz korrekt eingestuft (2). Auf der Grundlage der 

 

kirzlichen umfassenden Begutachtung von drei Tests ohne Tierversuche (DPRA, 

 

KeratinoSensTM und h-CLAT) zur Erkennung von Pra- und Prohaptenen (9) und basierend 

 

auf der Tatsache, dass TH P-G8-Zellen im IL-8-Lue-Test verwendet werden, wird eine 

 

Zeillinie von TIP-i abgeleitet, die in h-CLAT verwendet wird; der IL-8-Luc-Test kann 

 

auch dazu beitragen, die S ensitiVitt von Tests ohne Tierversuche zur Erkennung von Pra-

und Prohaptenen in der Kombination anderer Tests zu steigern. Bisher gepr(ifte Tenside 

 

fuhrten unabhangig von ihrem Typ (z. B. kationisch, anionisch oder nichtionisch) zu (falsch) 

 

positiven Ergebnissen.S ch1eB1ich k6nlen Chemikalien, die mit Luciferase interferieren, die 

 

Aktivitat/Messung durcheinander bringen, was zu einer offensichtlichen Hemmung oder 

 

einer e rh6hten Lumineszenz fuhrt (10). Beispielweise wurde eingetragen, dass 

 

Ph界iostrogenkonzentrationen > 1 tM die Lumineszenzsignale in anderen auf Luciferase 

 

basierenden Reporter-Gen-Tests aufgrund der Uberaktivierung des Luciferase -Reporter-
Gens stOren. Infolgedessen muss die Luciferase-Expression, die bei hohen Konzentrationen 

 

von Phメoostrogenen oder Verbindungen, die vermutlich eine mit Phメoostrogen 

 

vergleichbare Uberaktivierung des Luciferase-Reporter-Gens bewirken, sorgfaltig 

 

untersucht werden (11). Basierend auf den obigen Aussagen liegen Tenside, Anhydride und 

 

Chemikalien, die Luciferase beeintrachtigen, a uf3erha1b des Anwendungsbereichs dieser 

 

Tests. In Fallen, in denen die Nichtanwendbarkeit des I L-8-Luc-Tests bei anderen 

 

spezifischen Kategorien von Prufchemikalien nachgewiesen wird, sollte der Test bei diesen 

 

spezifischen Kategorien nicht verwendet werden. 

 

6. Der IL-8-Lue-Test unterstutzt, wie bereits oben erwaimt, die Unterscheidung von 

 

Hautallergenen und Nichtsensibilisatoren. Weitere Arbeiten, vorzugsweise basierend auf 

 

menschlichen Daten, sind erforderlich, um zu bestimmen, ob die Ergebnisse von IL-8-Luc 

 

zur Potenzbewertung beitragen kOnnen, wenn sie in Kombination mit anderen 

 

Informationsquellen berticksichtigt werden. 

 

7. Definitionen sind Anlage 3.1 zu entnehmen. 

 

PRINZIP DER PRUFIETHODE 

 

8. Der I L-8-Luc-Test nutzt eine humane monoz舛ische Leukamie-Zeillinie TIP-i, die von der 

 

American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) erhalten wurde. Mit dieser 
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Zelilinie etablierte die Abteilung fur Dermatologie der Tohoku University Sc hoo1 of 

 

Medicine eine von TIP-i abgeleitete IL-8-Reporter-Zelllinie, TH P-G8, die die Luciferase-

Gene ,,Stb1e Luciferase Orange (sLO)" und ,,Stb1e Luciferase Red (SLR)" unter der 

 

Kontrolle von IL-8 bzw. Glycerinaldehyd-3 -phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)-Tragern 

 

beherbergt (1). Dies erm6glicht die quantitative Messung der Luciferase-Geninduktion 

 

durch Lumineszenzerkennung unter Verwendung von bekannten lichterzeugenden 

 

Lucifrase-Substraten als Indikator fir die Aktivitat des IL-8 und GAPDI in Zellen nach 

 

Exposition gegeniiber sensibilisierenden Chemikalien. 

 

9. Das zweifarbige Prtifsystem besteht aus einer orange emittierenden Luciferase (sLO; 

 

?max = 580 nm ) (12) fUr die Genexpression des IL-8-Tragers sowie einer rot emittierenden 

 

Luciferase (SLR;入m ax = 630 nr) (13) fOr die Genexpression des internen Kontrolltragers 

 

GAPDH. Die zwei Luciferasen strahlen bei der Reaktion mit Leuchtkafer-d-Luciferin 

 

verschiedene Farben aus und ihre Lumineszenz wird gleichzeitig in einer einstufigen 

 

Reaktion gemessen, indem die Emission von der Testmischung mithilfe eines optischen 

 

Filters geteilt wird (14) (Anlage 3.2). 

 

10.TH P-G8-Zellen werden 16 S tnden lang mit der Paifchemikalie behandelt und danach wird 

 

die S LO-Luciferase-Aktivitt (sLO-LA) gemessen, die die IL-8-Trageraktivitt 

 

widerspiegelt, sowie die S LR-Lucifrase-AktiVitt (SLR-LA), die die GAPDI-

Trageraktivitat widerspiegelt. Um die Abkurzungen leicht verstandlich zu machen, wenden 

 

sLO-LA und S LR-LA als IL8LA bzw. GAPLA bezeichnet. Tabelle i bietet eine 

 

Beschreibung der AusdrQcke im Zusammenhang mit der Luciferase-Aktivitat im IL-8-Luc-

Test. Die gemessenen Werte werden verwendet, um das normalisierte IL8LA (nIL8LA) zu 

 

berechnen, das das Verhaitnis von IL8LA zu GAPLA ist; die Induktion von nIL8LA (Ind-
I L8LA), das das Verhaltnis des arithmetischen Mittels der in vierfacher Ausfertigung 

 

gemessenen Wert des nIL8LA von mit einer Prufchemikalie behandelten TIP -G8-Zellen zu 

 

den Werten des nIL8LA der unbehandelten TH P-G8-Zellen ist; und die Hemmung von 

 

GAPLA (Inh-GAPLA), das das Verhaltnis des arithmetischen Mittels der in vierfacher 

 

Ausfertigung gemessenen Werte des GAPLA von mit einer PrQfchemikalie behandelten 

 

TH P-G8-Zellen zu den Werten des GAPLA der unbehandelten TH P-G8-Zellen ist und als 

 

Indikator fUr die Zvtotoxizitat verwendet wird. 

 

Tabelle 1: Beschreibung der AusdrUcke im Zusammenhang mit der Luciferase-Aktivitat im IL-8-Lue-Test 

 

Abkurzungen Definition 

 

GAPLA S LR-Luciferase-Aktlvitat, die die GAPDH-Trageraktivitat widerspiegelt 

 

IL8LA S L0-Lucifrase-Aktlvitt, die die IL-8-Trageraktivitt widerspiegelt 
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IL8L / GAPLA 

 

nIL8L von mit Chemikalien behandelten TH P-18-Zellen / nIL8LA 

 

von unbehandelten Zellen 

 

GAPLA von mit Chemikalien behandeltem THP-G8 / GAPLA von 

 

unbehandelten Zellen 

 

Die niedrigste Koiizentration der Chemikalie, bei der Inh-GAPLA < 0,05 

 

wird. 

 

nIL8L 

 

nd-IL8LA 

 

Inh-GAPLA 

 

CVO5 

 

11. Es stehen Leistungsnormen (15) zur Verfugung, die die Validierung geanderter In-vitro-ILー 

 

8-Luciferase-Tests ahnlich dem I L-8-Luc-Test sowie die rechtzeitige Anpassung der OECD-

Patfrichtlinie 442E fur deren Einbeziehung er 6glichen. Die gegenseitige Anerkennung der 

 

Daten gemaB OECD wird nur fur Tests garantiert, die gemaB diesen Leistungsnormen 

 

validiert wurden, sofern diese Tests von der OECD tiberprift und in die Prufrichtlinie 442E 

 

aufgenommen wurden (16). 

 

NAC WIS DER KOMPETENZ 

 

12. Vor der routinemaf3igen Verwendung des unter dieser Anlage zur Prufmethode B .71 

 

beschriebenen Tests sollten Laboratorien ihre technische Kompetenz anhand der zehn in 

 

Anlage 3.3 aufgeftihrten Leistungsstoffe in Ubereinstimmung mit bewahrten In -vitro-

Verfahren nachweisen (17). Daruber hinaus sollten Testbenutzer eine historische Datenbank 

 

der mit den Reaktivitatstests (siehe Abschnitt 15) und mit den positiven and Lisungsmittel-
/Vehikelkontrollen (siehe Abschnitte 21-24) erzeugten Daten pflegen und diese Daten 

 

nutzen, um zu bestatigen, dass die Reproduzierbarkeit des Tests in ihrem Labor mit der Zeit 

 

aufrechterhalten wird. 

 

VERFAHREN 

 

13. Die S tandardarbeitsanweisung (S0P) ftir den IL-8-Luc-Test ist verftigbar und sollte bei der 

 

Durchfuhmng des Tests verwendet werden (18). Labore, die der Durchfuhrung des Tests 

 

zugestimmt haben, k6nnen die rekombinante THP-G8-Zelllinie von GPC Lab. Co. Ltd., 

 

Tottori, Japan, nach Unterzeichnung einer Materialtibertragungsvereinbarung (ITA) in 

 

Ubereinstimmung mit den Bedingungen der OECD-Vorlage erhalten. Nachfolgend werden 

 

die Hauptkomponenten und Verfahren des Tests beschrieben. 
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Vorbereitung der Zellen 

 

14. Die TH P-G8-Zelllnie vom GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japan, sollte fir die Durchfuhrung 

 

des IL-8-Luc-Tests verwendet werden (siehe Abschnitte 8 und 13). Bei Erhalt werden die 

 

Zellen gewonnen (2 bis 4 Passagen) und als homogener S tamm eingefroren aufbewahrt. 

 

Zellen von diesem S tamm kinnen bis zu einem H6 chstwert von 12 Passagen oder maximal 

 

6 Wochen gewonnen werden. Das fir die Vermehrung verwendete Medium ist das RPM'-

1640-Kulturmedium mit 10 % fetalem Kalberserum (FBS), antibiotischer/antimyzotischer 

 

Losung (100 U/ml Penicillin G, 100 gg/mlS treptomycin und 0,25 tg/nll Amphotericin B in 

 

0,85 % Kochsalzkisung) (z. B. GIBCO Kat. Nr. 15240-062), 0,15 ig/ml Puromycin (z.B . 

 

C AS:58-58-2) und 300 tg/m1 G418 (z. B.C AS:108321-42-2). 

 

15. Vor ihrer Verwendung zu Testzwecken sollten die Zelle qualifiziert werden, indem ein 

 

Reaktivitatstest durchgefihrt wird. Dieser Test sollte 1-2 Wochen oder 2-4 Passagen nach 

 

dem Auftauen mithilfe einer Positivkontrolle, 4-Nitrobenzlbromid (4-NBB) (CAS:100-11-

8,と 99 % Reinheit) und der Negativkontrolle Milchsaure (LA) (CAS:50-21-5, ? 85 % 

 

Reinheit) durchgefuhrt werden. 4-NBB sollte eine positive Wirkung auf m d-IL8LA (と 1,4) 

 

hervorrufen, wahrend LA eine negative Wirkung auf Ind-IL8LA (< 1,4) hervorrufen sollte. 

 

Nur Zellen, die den Reaktivitatstest bestehen, werden fir den Test verwendet. Der Test 

 

sollte gemaB den in den Abschnitten 22-24 beschriebenen Verfahren durchgefihrt werden. 

 

16. Zu Testzwecken werden TH P-G8-Zellen bei einer Dichte von 2 bis 5 x1 0 5 Zellen/ml 

 

ausgesat und 48 bis 96 S tunden in Kulturkolben vorgeztichtet. Am Tag des Tests werden die 

 

vom Kulturkolben geernteten Zellen mit RPMI-1640 mit 10 % FBS ohne Antibiotika 

 

gewaschen und anschlieBend mit RPMI-1640 mit 10 % FBs ohne Antibiotika bei i x 106 

 

Zellew'ml resuspensiert. Die Zellen werden daim in einer flachen schwarzen Platte mit 96 

 

Mulden (z. B. Costar Kat. Nr. 3603) mit 50 il (5 x i 04 Zellen/well) verteilt 

 

Vorbereitung der Prifchemikalie und Kontrolistoffe 

 

17. Die Prifchemikalie sowie die Kontrolistoffe werden am Tag des Tests vorbereitet. Bei dem 

 

I L-8-Luc-Test werden PrtYfchemikalien in X-VW0lM 15 gel6st, einem im Handel 

 

erhaltlichen, serumfreien Medium (Lonza, 04-418Q), bis eine endgtiltige Konzentration von 

 

20 mg/ml erreicht wurde. X~VIV 0TM 15 wird in einem M ikrozentrfgenr6hrchen zu 

 

20 mg/ml der Prufchemikalie hinzugefigt (unabhangig von der Lislichkeit der Chemikalie) 

 

und auf ein Volumen von 1 ml gebracht und dann kraftig geschtittelt und auf einem Rotor 

 

bei einer H6 chstgeschwindigkeit von 8 U/mmn 30 Minuten lang bei einer 

 

Umgebungstemperatur von ungefahr 20。 C geschuttelt. Wenn feste Chemikalien noch 

 

immer nicht ldslich sind, wird das Rdhrchen dariber hinaus im Ultraschallbad behandelt, bis 
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die Chemikalie sich komplett gel6st hat oder stabil verteilt wurde. Bei Prufchemikalien, die 

 

in X~VIVoTM 15 lOslich sind, wird die Losung mit einem Faktor von 5 mit X~VIV0TM 15 

 

verdunnt und dann als X~VIV0TM 15-stamm10sung der Prufchemikalie verwendet 

 

(4 mg/mi). Bei Prifchemikalien, die nicht in X-VWolM 15 lOslich sind, wird das Gemisch 

 

erneut mindestens 30 Minuten lang rotiert und dann bei 15 000 U/mmn (に 20 000 g) 

 

5 Minuten lang zentrifugiert; das sich daraus ergebende Tensid wird als X~VWoTM 15ー 

 

Stamm10sung der Prufchemikalie verwendet. Fur den Einsatz anderer Losungsmittel wie 

 

D1S0, Wasser oder Kulturmedium sollten ausreichende wissenschaftliche Grunde 

 

vorgelegt werden. Das detaillierte Verfahren zur Losung von Chemikalien wird in 

 

Anlage 3.5 dargestellt. Die X~VIVoTM 15-Losungen, die in den Abschnitten 18-23 

 

beschrieben werden, werden 1:1 (v/v) mit den in der flachen Platte mit 96 Mulden 

 

vorbereiteten ZeilsusDensionen aemischt (siehe Abschnitt 16〕. 

 

18. Der erste Testdurchlauf zielt darauf ab, die zメotoxische Konzentration zu bestimmen und 

 

das Hauts ensibilisiernngspotenzial der Chemikalien zu untersuchen. Mithilfe von X - 

 

VIV0］、4 15 werden serielle Verdunnungen der X-VIVolM 15-stamml6sungen der 

 

Prufchemikalien mit einem Verdunnungsfaktor von zwei (siehe Anlage 3.5) in einem 

 

Testblock mit 96 Mulden (z. B. Costar Kat. Nr.E W-01729-03) hergestellt. Dann werden 

 

50 i1/Mulde verdiinnte L6sung zu 50 tl der Zellsuspension in einer flachen schwarzen 

 

Platte mit 96 Mulden hinzugefugt. Damit reicht die endgflltige Konzentration fur 

 

Pnifchemikalien, die in X-VW0］、4 15 lOslich sind, von 0,002 bis 2 mg/mi (Anlage 3.5). Bei 

 

Prufchemikalien, die bei 20 mg/ml nicht in X-VWolM 15 loslich sind, werden nur die 

 

Verdttnnungsfaktoren bestimmt, die von 2 bis 210 reichen, obwohl die tatsachiichen 

 

endgiiitigen Konzentrationen der Prufchemikaiien unbestimmt bleiben und von der 

 

gesattigten Konzentration der Prttfchemikalien in der X~VIVoTM 15-stamm10sung 

 

abhanaen. 

 

19. In nachfolgenden Testdurchlaufen (d. h. das zweite, dritte und vierte Replikat) wird die X-

VWo］、4 15-stammlosung im ersten Versuch bei einer Konzentration hergestellt, die 4 Mal 

 

hoher ist als die Konzentration der Zellviabilitat 05 (CVOS; die niedrigste Konzentration, bei 

 

der inh-GAPLA z 0,05 wird). Wenn Inh-GAPLA bei der hOchsten Konzentration im ersten 

 

Durchlauf nicht unter 0,05 fallt, wird die X~VIV0m4 15-stamml6sung bei der hochsten 

 

Konzentration im ersten Durchlauf hergestellt. Die Konzentration von CVOS wird berechnet, 

 

indem die Koiizentration der S tamm10sung im ersten Durchlauf durch den 

 

Verdunnungsfaktor fur CVOS (X) (Verdumiungsfaktor CVOS (X) geteilt wird; der 

 

Verdunnungsfaktor, der erforderlich ist, um die S tamml6sung auf CVOS zu verdunnen) 

 

(siehe Anlage 3.5). Bei PrUfstoffen, die bei 20 mg/ml nicht in X-VIVO iOslich sind, wird 
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CVO S anhand der Konzentration der S tamml6sung x 1/X bestimmt. Fir die Durchlaufe 2 bis 

 

4 wird eine zweite S taml6sung wie 4 x CVSO vorbereitet (Anlage 3.5). 

 

20. se rie11e Verdinnungen der zweiten X-VIV0］、4 15-stamml6sungen werden mit einem 

 

Verdunnungsfaktor von 1,5 mit einem Testbiock mit 96 Mulden hergestellt. Dann werden 

 

50 t1/Mulde verdinnte L6sung zu 50 .ti der Zellsuspension in den Mulden einer flachen 

 

schwarzen Platte mit 96 Mulden hinzugefiigt. Jede Konzentration jeder Prufchemikalie 

 

sollte in 4 Mulden geprift werden. Die Proben werden dann auf einem Piatten-Schuttler 

 

gemischt und 16 S tunden bei 37。 C und 5 % C02 gemischt und ans chlieBend wird die 

 

Luciferase-Aktivitat wie unten beschrieben gemessen. 

 

von X~V1V0TI 15 und 

 

50 ui/Mulde 

 

von 

 

mitlo%FBS. 

 

21. Die L6sungsmittelkontrolle ist das Gemisch 

 

50 iil/Muide der Zellsuspension in RPMI-1640 

 

22. Die empfohlene Positivkontroie ist 4-NBB. 20 mg von 4-NBB werden in einem 1,5-ml-

Mikrofgenr6hrchen vorbereitet, zu dem X-VIVo］、4 15 bis auf 1 ml hinzugefigt wird. Das 

 

R6hrchen wird kraftig geschtittelt und auf einem Rotor bei einer H6 chstgeschwindigkeit von 

 

8 U/mmn mindestens 30 Minuten lang geschutteit. Nach der Zentrifugierung bei 20 000 g fr 

 

5 Minuten wird das Tensid mit einem Faktor von 4 mit X-VWom 15 verdinnt und 500 tl 

 

des verdinnten Tensids werden in eine Mulde in einem Testblock mit 96 Mulden 

 

tibertragen. Das verdinnte Tensid wird mit X-VIVo］、4 15 mit Faktoren von 2 und 4 weiter 

 

verdinnt und 50 tl der L6sung wird zu 50 tl der TH P-G8-Zelisuspension in den Mulden der 

 

flachen schwarzen Platte mit 96 Mulden hinzugeftigt (Anlage 3.6). Jede Konzentration der 

 

Positivkontrolle sollte in 4 Mulden geprtift werden. Die Platte wird auf einem Platten - 

 

Sc huttler geschittelt und in einem C 02-Inkubator 16 S tunden lang inkubiert (37。C , 5 % 

 

CO 2), anschlieBend wird die Luciferase-Aktivitat wie in Abschnitt 29 beschrieben 

 

gemessen. 

 

23. Die empfohlene Negativkontroile ist LA. 20 mg von LA werden in einem 1,5-ml-

Mikrofigenr6hrchen vorbereitet, zu dem X~VIVoTM 15 bis auf i ml hinzugefu群 wird 

 

(20 mg/mi). 20 mg/ml der LA-L6sung werden um einen Faktor von 5 mit X~VIVoTM 15 

 

verdtinnt (4 mg/mi); 500 i1 dieser 4 mg/ml-LA-L6sung werden in eine Mulde eines 

 

Testbiocks mit 96 Muiden tibertragen. Diese L6sung wird um einem Faktor von 2 mit X-

VW0lM 15 verdinnt und dann ereut um einen Faktor von 2 verdtinnt, um 2 mg/mi- und 

 

i mg/ml-L6sungen herzustellen. 50 u1 dieser 3 L6sungen und Vehikelkontroilen (X-
V WoIM 15) werden zu 50 i1 der TH P-G8-Zellsuspension in den Mulden der flachen 

 

schwarzen Platte mit 96 Mulden hinzugeftigt. Jede Konzentration der Negativkontrolle wird 

 

in 4 Muiden g eDruft. Die Platte wird auf einem Pltten-Scht1tt1er g eschtittelt und in einem 
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C 02-Inkubator 16 S tunden lang inkubiert (37。C , 5 % cO2), anschlieBend wird die 

 

Luciferase-Aktivitat wie in Abschnitt 29 beschrieben gemessen. 

 

24. Andere geeignete Positiv- oder Negativkontrollen k6nnen verwendet werden, sofern 

 

historische Daten fur die Ableitung vergleichbarer Akzeptanzkriterien ftir einen 

 

Testdurchlauf zur Verfugung stehen. 

 

25. Es ist darauf zu achten, dass eine Verdunstung der fhichtigen Prtifchemikalien sowie eine 

 

丘euzkontamination zwischen Mulden durch die Prufchemikalien vermieden werden, indem 

 

die Platte beispielsweise vor der Inkubation mit den Prufchemikalien versiegelt wird. 

 

26. Bei den Prufchemikalien und der Lisungsmittelkontrolle sind 2 bis 4 Durchlaufe 

 

erforderlich, um eine positive oder negative Vorhersage ableiten zu kinnen (siehe 

 

Tabelle 2). Jeder Durchlauf wird an einem anderen Tag mit einer frischen X-VIV0］、4 15ー 

 

S tamml6sung der Pr(ifchemikalie und unabhangig voneinander gewonnenen Zellen 

 

voraenommen. Die Zellen k6nnen aus derselben Passaae stammen. 

 

Messungen der Luciferase-Aktivitlit 

 

27. Die Lumineszenz wird mithilfe eines Mikroplattenluminometers mit 96 Mulden gemessen, 

 

das mit optischen Filtern ausgestattet ist, z. B. Phelios (ATTO, Tokyo, Japan), Tristan 941 

 

(Berthold, Bad Wildbad, Deutschland) und die ARVO-Serie (PerkinElmer, Waltham, MA, 

 

UsA). Das Luminometer muss fur jeden Test kalibriert werden, um Reproduzierbarkeit zu 

 

gewahren (19). Rekombinante orange und rot emittierende Luciferasen sind fur diese 

 

Kalibrierung verfugbar. 

 

28. 100 il des vorgewarmten Tripluc⑧ Luciferase-Test-Reagenz (Trip1uc) wird in jede Mulde 

 

der Platte Ubertragen, die die mit oder ohne chemikalien behandelte Zellsuspension enthalt. 

 

Die Platte wird 10 Minuten lang bei einer Umgebungstemperatur von ungef"ahr 20。 c 

 

geschtittelt. Die Platte wird auf dem Luminometer platziert, um die Luciferase -Aktivitat zu 

 

messen. Die Biolumineszenz wird jeweils 3 S ekunden lang in der Abwesenheit (FO) und 

 

Anwesenheit (Fl) des optischen Filters gemessen. Bei Verwendung anderer Einstellungen, 

 

z. B. ie nach verwendetem Luminometermodell. sollten diese beg11ndet werden. 

 

29. Parameter ftir jede Konzentration werden aus den gemessenen Werten berechnet, z. B. 

 

IL8LA, GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, die mittlere士S D von IL8LA, die 

 

mittlere士S D von GAPLA, die mittlere士S D von nIL8LA, die mittlere士S D von Ind-IL8LA, 

 

die mittlere士S D von Inh-GAPLA und das 95 % Konfidenzintervall von Ind-IL8LA. 
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Definitionen der in diesem Abschnitt verwendeten Parameter werden in den Anlagen ' bzw. 

 

IV bereitgestellt. 

 

30. Vor der Messung wird die Farbunterscheidung in mehrfarbigen Reporter-Tests allgemein 

 

durch die Verwendung von Detektoren erzielt (Luminometer und Plattenleser), die mit 

 

optischen Filtern ausgestattet sind, wie beispielsweise S hort-Cut-Filtern (Langpass oder 

 

Kurzpass) oder Bandpassfiltern. Die Ubertragungskoeffizienten der Filter fur jede 

 

Biolumineszenzsignalfarbe sollte vor dem Test gemaB Anlage 3.2 kalibriert werden. 

 

DATEN UND BEmCH1'ERsTATTUNG 

 

Datenauswertung 

 

31. Kriterien fr eine positive/negative Entscheidung erfordern, dass in jedem Durchlauf: 

 

eine IL-8-Luc-Test-Vorhersage als positiv eingestuft wird, wenn eine Prufchemikalie uber 

 

einen nd-IL8LA 之 von 1,4 verftigt und die untere Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls 

 

von Id-IL8LA と 1,0 betragt 

 

eine IL-8-Luc-Test-Vorhersage als negativ eingestuft wird, wenn eine Priifchemikalie uber 

 

einen In d-IL8LA 'z 1,4 verfti緋 und/oder die untere Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls 

 

von Ind-IL8LA < 1,0 betragt 

 

V orliersagemoUell 

 

32. Prufchemikalien, die zwei positive Ergebnisse in den 1., 2., 3. oder 4. Durchlaufen liefern, 

 

werden als positiv identifiziert, wahrend diejenigen, die drei negative Ergebnisse in den 1., 

 

2., 3. oder 4. Durchlaufen liefern, als vermeintlich negativ identifiziert werden (Tabelle 2). 

 

Unter den vermeintlich negativen Chemikalien werden Chemikalien, die bei 20 mg/ml von 

 

XVIV0TM 15 gel6st werden, als negativ eingestuft, wahrend Chemikalien, die nicht bei 

 

20 mg/ml von X-VIV0］、4 15 gel6st werden, nicht berucksichtigt werden sollten 

 

(Abbilduna 1'). 

 

Tabelle 2: Kriterien zur Identifizierung von positiv und vermeintlich negativ 

 

Endgultige 

 

Vo rh ersage 

 

2. Durchlauf 3. Durchlauf 4. Durchlauf 

 

i 

 

Durchlauf 
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positiv 

 

positiv 

 

negativ 

 

positiv 

 

negativ 

 

positiv 

 

negativ 

 

negativ 

 

positiv 

 

positiv 

 

negativ 

 

negativ 

 

positiv 

 

positiv 

 

negativ 

 

positiv 

 

negativ 

 

1egativ 

 

positiv 

 

positiv 

 

positiv 

 

Vermeintlich negativ 

 

positiv 

 

positiv 

 

Vermeintlich negativ 

 

positiv 

 

Vermeintlich negativ 

 

Vermeintlich negativ 

 

Abb. 1: Vorhersagemo deli fir endgtiitiges Urteil 

 

Che mika lie n 

 

positiv 

 

Vermeint lic h 

 

negativ 

 

Ldslich bei 

 

20 mg/ml 

 

Unl6Slにh bei 

 

20 mg/ml 

 

ぐ 

 

negativ 

 

' sollte nicht 

 

bericksichtigt 

 

werden 

 

ノ 
、 

 

Akzeptanzkriterien 

 

33. Bei der Verwendung des I L-8-Luc-Tests sollten die folgenden Akzeptanzkriterien erfilit 

 

werden: 

 

I nd-IL8LA sollte in mindestens einer Konzentration der Positivkontroile, 4-NBB, in jedem 

 

Durchlauf mehr als 5,0 betragen. 
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Ind-IL8LA sollte in jeder Konzentration der Negativkontrolle, Milchsaure, in jedem 

 

Durchlauf weniger als 1,4 betragen. 

 

Daten aus Platten, fir die die GAPLA der Kontrollmulden mit Zellen und Tripluc aber 

 

ohne Chemikalien weniger als 5 Mal des Wertes der Mulde, die nur das Prifmedium 

 

enthalt (50 iil/Mulde von RPMI-1640 mit 10 % FBs und 50 il/Mu1de von X-VIV0lM 15), 

 

betragt, sollten abgelelmt werden. 

 

oder 

 

Fall 

 

des 

 

Daten aus Platten, fir die die Inh-GAPLA aller Konzentrationen des Tests 

 

Kontrollchemikalien weniger als 0,05 betra導, sollten abgelehnt werden. In diesem 

 

sollte der erste Test wiederholt werden, damit die hichste endgultige Konzentration 

 

wiederholten Tests die niedrigste endgiltige Konzentration des vorherigen Tests ist. 

 

Prtifhericht 

 

34. Der PrQfbericht sollte folgende Angaben enthalten: 

 

Prilプとhemiんlien 

 

Einkomponentiger S toff: 

 

Bezeichnung, wie z. B. JUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAs-

sMILEs- oder InChI-Code,S trukturfrnel und/oder andere Kennungen; 

 

Chemische 

 

Nummer(n), 

 

Aussehen, Wasserldslichkeit, Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-
chemische Eigenschaften, soweit verfiigbar; 

 

Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und 

 

praktisch durchfihrbar, usw.; 

 

Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwarmung, Zerkleinerung); 

 

L6slichkelt in X-VIV0］、4 15. Bei Chemikalien, die in X-VIV0］、4 15 nicht l6slich sind, ob 

 

ein Niederschlag oder ein Aufschwemmen nach der Zentrifugiemng beobachtet wird; 

 

geprifte Konzentration(en); 

 

Lagerbedingungen und S tabilitat, soweit verfugbar; 
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Begrundung der Auswahl des L6sungsmlttels/7ehlkels fii r jede Pnifchemikalie, wenn X-

VIV0］、4 15 nicht verwendet wurde 

 

Mehrkomponentiger S toff, UVCB-Stoff und Gemisch: 

 

Charakterisierung, so weit wie m6 glich, z. B. durch die chemische Zusammensetzung 

 

(siehe oben), Reinheit, das quantitative Vorkommen und die relevanten physikalisch-
chemischen Eigenschaften (siehe oben) der einzelnen Komponenten, soweit verfigbar; 

 

Physikalisches Erscheinungsbild, Wasserl6slichkeit und weitere relevante physikalisch-
chemische Eigenschaften, soweit verigbar; 

 

Molekulargewicht oder scheinbares Molekulargewicht im Fall von Gemischen!Polymeren 

 

mit bekannter Zusammensetzung oder andere f(ir die DurchfLihrung der S tudie relevante 

 

Informationen; 

 

Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwarmung, Zerkleinerung); 

 

Loslichkeit in X-VIV0lM 15. Bei Chemikalien, die in X-VIV0lM 15 nicht l6slich sind, ob 

 

ein Niederschlag oder ein Aufschwemmen nach der Zentrifugierung beobachtet wird; 

 

geprifte Konzentration(en); 

 

Lagerbedingungen und S tbilitt, soweit verfigbar. 

 

Begrdndung der Auswahl des L6sungsmittel/Vehikels fir jede Prufchemikalie, wenn X-

V IV0］、4 15 nicht verwendet wurde 

 

&mtrlln 

 

Positivkontrolle: 

 

Chemische Bezeichnung, wie z. B. TUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAs-

Nummer(n), sMILEs- oder InChI-Code,S trkturformel und/oder andere Kennungen; 

 

physikalisches Erscheinungsbild, Ldslichkeit in Wasser, Molekulargewicht und weitere 

 

relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, sofern verfugbar und falls zutreffend; 
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Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und 

 

praktisch durchfiihrbar, usw.; 

 

Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwarmung, Zerkleinerung); 

 

geprufte Koiizentration(en); 

 

Lagerbedingungen und S tbilitt, soweit verfigbar; 

 

ggf. Verweis auf historische Ergebnisse von Positivkontrollen, die geeignete 

 

Akzeptanzkriterien dokumentieren. 

 

Negativkontrolle: 

 

Chemische Kennung, wie beispielsweise TUPAC- oder CAS-Bezeiclmung(en), CAs-

Nummer(n) und/oder sonstige Kennungen; 

 

Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und 

 

praktisch durchfUhrbar, usw.; 

 

physikalisches Erscheinungsbild, Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-
chemische Eigenschaften, falls andere als die in der Prufrichtlinie genannten 

 

Negativkontrollen verwendet werden, und sofern verfigbar; 

 

Lagerbedingungen und S tbilitt, soweit verfigbar; 

 

Begrdndung der Auswahl des Ldsungsmittels fir jede Prifchelikalie. 

 

Pr bed1lgmgn 

 

Name und Anschrift des Auftraggebers, der PrQfanstalt und des S tudienleiters; 

 

Beschreibung des verwendeten Prutrotokolls; 

 

verwendete Zelllinie, zugehirige Lagerbedingungen und Quelle (z. B. Einrichtung, von 

 

der sie gewonnen wurde); 

 

FBC, Lieferanteimame, Chargennummer der flachen 

 

Chargennummer des Tripluc-Reagenz; 
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Passagenanzahl und Zelldichte fir den Test; 

 

angewandte Zellzahlungsmethode bei der Beimpfung vor dem Test und ergriffene 

 

M郎na hmen zur Gewahrleistung einer homogenen quantitativen Verteilung der Zellen; 

 

verwendetes Luminometer (z. B. Modell), einschlieBlich Gerateeinstellungen, verwendetes 

 

Luciferase-Subtrat und Nachweis geeigneter Lumineszenzmessungen basierend auf der in 

 

Anlage 3.2 beschriebenen Kontrollprufung; 

 

angewandtes Verfahren zum Nachweis der Leistungsfahigkeit des Labors hinsichtlich der 

 

Durchfohrung des Tests (z. B. durch Prufen von Leistungsstoffen) oder zum Nachweis der 

 

reproduzierbaren Durchfihring des Tests im Zeitverlauf. 

 

Priかeグbhrn 

 

Anzahl an Replikaten und ausgefLihrten Durchlaufen; 

 

Konzentrationen der Prifchemikalie, Applikationsverfahren und Expositionsdauer (falls 

 

von den Empfehlungen abweichend); 

 

Beschreibung der angewandten Bewertungs- und Entscheidungskriterien; 

 

Beschreibung der angewandten S tudienakzeptaiizkriterien; 

 

Beschreibung etwaiger Anderungen am Prufverfahren. 

 

Ergb n おse 

 

Messungen von IL8L und GAPLA; 

 

Berechnungen fUr nIL8LA, Ind-IL8LA und Inh-GAPLA, 

 

das 95 %ige Konfidenzintervall von hid-IL8LA; 

 

Diagramm zur Darstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven fr die Induktion der Luciferase-

Aktivitat und Viabilitat; 

 

Beschreibung etwaiger sonstiger relevanter Beobachtungen, falls zutreffend. 

 

Erづrterung der Ergebnisse 
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E r6rterung der anhand des I L-8-Luc-Tests erhaltenen Ergebnisse; 

 

eines IATA. sofern andere sachdienliche 
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DEFINITIONEN 

 

Genauigkeit: Grad der Ubereinstimmung zwischen Prtifergebnissen und anerkannten 

 

Aspekt 

 

der Prufmethode und ein 

 

verwendet und 

 

von der 

 

uber den 

 

(20). 

 

Iereinstimmung" 

 

M那der Leis 

 

Sinne von 

 

im 

 

Referenzwerten. Die Genauigkeit ist ein 

 

der ,,Relevaiiz". Der Begriff wird oft 

 

bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse eines Tests (16). 

 

Vorgangen, ausgehend 

 

Outcome Pathway): Abfolge von 

 

gruppe ahnlicher Chemikalien, 

 

In-vivo-Ergebnis von Interesse 

 

erse 

 

Struktur einer Zielchemikalie oder Ziel 

 

auslisenden Vorgang bis hin zu einem 

 

Alp (AdvI 

 

chemischen 

 

molekularen 

 

Chemikalie: S toff oder Gemisch. 

 

CVO5: Zellviabilitat 05, d. h. die Mindestkonzentration, bei der die Chemikalien weniger 

 

als 0,05 von Inh-GAPLA aufweisen. 

 

Ver6ffentlichungen 

 

zu beziehen.S iehe 

 

nr), 

 

der 

 

, die im Validierungsbericht und in vorherigen 

 

ests verwendet wurde. um sich auf nd-IL8LA 

 

kurzun 

 

8-Luc-I 

 

FInSLO-LA: Ab 

 

bezuglich des IL-
Ind-IL8LA ftir eine Definition. 

 

GAPLA: Lucifrase-Aktivitit der ,,Stb1e Luciferase Red (SLR)" (2max= 630 

 

reguliert durch den GAPDI-Trager und zeigt die Zellviabilitat und die Anzahl 

 

lebensfahigen Zellen auf. 

 

Gefahr: Inharente Eigenschaft eines S toffes oder einer S ituation, potenziell schadigende 

 

Auswirkungen zu haben, wenn ein Organismus, ein Sy stem oder eine (Teil-)Population 

 

diesem S toff ausgesetzt ist. 

 

zur 

 

der 

 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): Ein strukturierter Ansatz 

 

Gefahrenidentifizierung (Potenzial), Gefahrencharakterisierung (Potenz) und!o 

 

oder Gruppe 

 

informierte 

 

einer Chemikahe 

 

eine 

 

Risiken undj'oder 

 

sicherheitsbeurteilung (PotenzialiPotenz und Exposition) 

 

aften Daten fuir 

 

Gefahren und!oder 

 

der strategisch samtliche relev 

 

potenziellen 
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des Bedurfnisses weiterer gezielter und somit minimaler Tests integriert und abwagt. 

 

II-SLR-LA: Abktirzung, die im Validierungsbericht und in vorherigen Veroffentlichungen 

 

bezaglich des IL-8-Lc-Tests verwendet wurde, um sich auf Inh-GAPLA zu beziehen. 

 

Siehe Inh-GAPLA fiir eine Definition 

 

Makrophagen 

 

und T-Zeil-
oz舛en, 

 

Neutrophilen 

 

IL-8 (Inter1eukin-8): Ein aus Endotheizellen, Fibroblasten, 

 

und Monozメen abgeleitetes Zメokin, das Chemotaxis von 

 

Lymphoz界en verursacht. 

 

IL8LA: Luciferase-AktivitLit von ,,Stab1e Luciferase Orange (sLO)" (2max = 580 nr), 

 

reguliert durch IL-8-Trger. 

 

Ind-IL8LA: n-fache Induktion von IL8LA. Der Wert wird erhalten, indem der n IL8LA der 

 

THP-G8-Zellen, die mit Chemikalien behandelt wurden, durch den der nicht stimulierten 

 

THP-G8-Zellen geteilt wird und die Induktion der IL-8-Trageraktivitt durch Chemikalien 

 

darstellt. 

 

Inh-GAPLA: Hemmung von GAPLA. Der Wert wird erhalten, indem GAPLA des mit 

 

Chemikalien behandelten TH P-G8 durch GAPLA des nicht behandelten TH P-68 geteilt 

 

izitat der Chemikalien darstellt. 

 

wird und die Z 

 

Minimaler Induktionsschwe11enwert (MIT): die niedrigste Konzentration, bei der eine 

 

Chemikalie die positiven Kriterien er血lit 

 

Gemisch: Ein Gemisch oder eine Losung, die aus zwei oder mehreren S toffen besteht 

 

Einkomponentiger S toff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter 

 

Stoff, bei dem ein Hauptbestandteil in einer Konzentration von mindestens 80 % w/w 

 

vorhanden ist. 

 

Mehrkomponentiger S toff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter 

 

Stoff, bei dem mehr als ein Hauptbestandteil in einer Konzentration von ? 10 % w/w und 

 

' 80 % w/w vorhanden sind. Ein mehrkomponentiger S toff ist das Ergebnis eines 

 

Hersteilungsprozesses. Der Unterschied zwischen einem Gemisch und einem 

 

mehrkomponentigen S toff besteht darin, dass ein Gemisch durch die Mischung von zwei 
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oder mehr S toffen ohne chemische Reaktion entsteht. Ein melirkomponentiger S toff wird 

 

durch eine chemische Reaktion gebildet. 

 

(IL8LA) 

 

GAPDI-
nIL8LA: Die S L0-Luciferase-Aktivitt, die die iL-8-Trageraktivitt 

 

die durch die S LR-Lucifrase-AktiVitt normalisiert wird, die die 

 

(GALPA) widerspiegelt. Der Wert stellt die I L-8-Trgeraktivitt nach 

 

widerspiegelt, 

 

Trageraktivitat 

 

Berucksichtigung der Zellviabilitat oder der Zellanzahl dar. 

 

nSL0-LA:Ab kiirzung, die im Validierungsbericht und in vorherigen Veriffentlichungen 

 

bezuglich des I L-8-Luc-Tests verwendet wurde, um sich auf nIL8LA zu beziehen.S iehe 

 

nIL8L fQr eine Definition 

 

Positivkontrolle: Ein Replikat, das alle Komponenten eines Prufsystems enthalt und mit 

 

einem S toff behandelt wird, der bekamitermaBen eine positive Reaktion hervorruft. Um 

 

sicherzustellen, dass Abweichungen bei der Positivkontrollreaktion im Zeitverlauf bewertet 

 

werden kinnen, sollte die Reaktion nicht zu heftig sein. 

 

Pr首haptene: Chemikalien, die durch abiotisehe T ranstrmatlon zu Allergenen werden 

 

Prohaptene: Chemikalien, die eine eiizymatische Aktivierung erfordern, um ihr 

 

Hautsensibilisierungspotetizial auszusch6pfen. 

 

Relevanz: Beschreibung der Beziehung zwischen dem Test und der untersuchten Wirkung 

 

und ob der Test aussagekraftig und nutzlich fir einen bestimmten Zweck ist. Die Relevanz 

 

nwieweit der Test die untersuchte biologische Wirkung richtig misst oder 

 

Die Relevanz umfasst die Einbeziehung der Genauigkeit (Obereinstimmung) 

 

eines Tests (16). 

 

Zuverlitssigkeit: MaB der Reproduzierbarkeit einer Prufmethode innerhalb von und 

 

zwischen Labors Ober einen langeren Zeitraum und bei einheitlicher Protokoll. Die 

 

Zuverlassigkeit wird durch Berechnung der Intra- und Interlabor-Reproduzierbarkeit und 

 

Intralabor-Wiederholbarkeit bewertet (16). 

 

getesteten 

 

Durchlauf: Ein Durchlauf besteht aus einer oder mehreren hintereinander 

 

Prufchemikalien mit einer L6sungsmittel-/Vehikelkontrolle und mit einer Positivkontrolle. 

 

Sensitvit註t: Der Anteil aller positiven/wirkungsvollen Chemikalien, die durch den Test 

 

korrekt eingestuft werden. Die S pezifitat ist ein MaB der Genauigkeit eines Tests mit 
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kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung ihrer Relevanz (16) 

 

SL0-LA: Abktirzung, die im Validierungsbericht und in vorherigen Ver6ffntlichungen 

 

bezaglich des I L-8-Lue-Tests verwendet wurde, um sich auf IL8LA zu beziehen.Si ehe 

 

IL8L fQr eine Definition. 

 

Verdffentlichungen 

 

zu beziehen.Si ehe 

 

SLR-LA: Abkdrzung, die im Validierungsbericht und in vorherigen 

 

bezaglich des IL-8-Lue-Tests verwendet wurde, um sich auf GAPLA 

 

GAPLA fUr eine Definition. 

 

L6sungsmittel-/Vehikelkontrolle: Eine unbehandelte Probe, die samtliche Komponenten 

 

eines Prifsystems enthalt, auBer der PrQfchemikalie, aber enschlieBlich des verwendeten 

 

Lisungsmittels/Vehikels. Si e wird verwendet, um die Referenzreaktion fQr die mit der 

 

Prufchemikalie behandelten Proben, die im selben L6sungsmittel oder Vehikel a ufgel6st 

 

oder stabil verteilt wurden, zu bestimmen. Weml mit einer simultanen Medienkontrolle 

 

geprtift wird, zeigt diese Probe auBerdem, ob das L6sungsmittel oder Vehikel mit dem 

 

Prtifsystem interagiert. 

 

Sp ezifit航t: Der Anteil aller negativew'wirkungslosen Chemikalien, die durch die 

 

Prufmethode korrekt eingestuft werden. Die spezifitat ist ein M郎 der Genauigkeit eines 

 

Tests mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung ibrer 

 

Relevaiiz (16). 

 

Stoff: Chemische Elemente und ihre Verbindungen in naturlicher Form oder durch ein 

 

Produktionsverfahren hergestellt, einschlieBlich der zur Wahrung der Produktstabilitat 

 

erforderlichen Zusatzstoffe und der bei der Herstellung entstehenden Verunreinigungen, mit 

 

Ausnahme von L6sungsmitteln, die von dem S toff ohne Beeintrachtigung seiner S tabllitt 

 

und ohne Anderung seiner Zusammensetzung abgetrennt werden k6nnen. 

 

ein 

 

somit 

 

Tensid: Dies eine S ubstaiiz, auch oberflachenaktives Mittel genannt, wie z. B 

 

die Oberfiachenspannung einer Fitissigkeit reduzieren und ihr 

 

zu schaumen oder Feststoffe zu durchdringen; ein Tensid wird auch als 

 

Waschmittel, die 

 

erm6glichen kann, 

 

Netzmittel bezeichnet. (TG437) 

 

Prtifchemikalie: S toff oder Gemische, die mit dieser Methode gepruft wurden 

 

TIP-G8: Eine IL-8-Reporter-Zelllinie, die im IL-8-Luc-Test verwendet wird. Die humane 

 

makrophagenahnliche Zeillinie TIP-i wurde unter der Kontrolle der 'L-8- bzw. GAPDH-
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trans五ziert. 

 

Trager mit den sLO- und S LR-Luclferase 

 

(ilobales 1-larmomsiertes Sys tem zur Lrnstulung und Kennzeichnung von 'iemikalien 

 

der Vereinten Nationen (UN-G1S): Ein Sys tem, das die Einstufung von Chemikalien 

 

(Stoffn und Gemischen) gemI3 normierten Typen und S tufn physikalischer, 

 

gesundheitlicher und Umweitgefahren vorschlagt und entsprechende 

 

Kommunikationselemente wie Piktogramme, S ignalw6rter, Gefahrenberichte, Berichte zu 

 

Vorsichtsmalnahmen und S icherheitsdtenblatter anspricht, damit Ifrmtionen zu 

 

Nebenwirkungen mit Blick auf den S chutz von Menschen (einschlieBlich Mitarbeitern, 

 

Arbeitern, Logistikern, Verbrauchern und Ersthelfern) und der Umwelt zu ilbermitteln (21). 

 

UVCB: S toffe mit unbekannter oder schwankender Zusammensetzung, komplexe 

 

Reaktionsprodukte oder biologische Materialien. 

 

Gultige Pruf ethode: Ein Test, von der angenommen wird, dass sie Uber ein 

 

ausreichendes MaB an Relevaiiz und Zuverlassigkeit fur einen bestiniten Zweck verfugt 

 

und die auf wissenschaftlich bewahrten Prinzipien basieren. Ein Test ist niemals in einem 

 

absoluten S inn gultig, sondern im Verhaltnis zu einem definierten Zweck. 
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Anlage 3.2 

 

GRUNDSATZ DER MESS UNG DER LUCIFERASE-AKTIVITAT UND 

 

BESTIMMUNG DER UBERRAGUNGSK0EFFI?IENTEN DES O PTISCHEN 

 

FILTER FUR S L0 UND S LR 

 

Das lultiReporter-Prufsystem -Tripluc- kann mit einem Luminometer des Typs 

 

Mikroplatte mit einem mehrfarbigen Erkennungssystem verwendet werden, das einen 

 

optischen Filter ausstatten kann (z. B. Phelios AB -2350 (ATTO), ARVO 

 

(PerkinElmer), Tristar LB94 i (Berthold)). Der bei Messungen verwendete optische 

 

Filter ist ein 600-620 nr Lang- oder Kurzpassfilter oder ein 600-700 nr 

 

Bandpassfilter. 

 

Messung der z'veifarbigen Luciferasen mit einem optischen Filter. 

 

Dies ist ein Beispiel, das Phelios AB -2350 (ATTO) verwendet. Dieses Luminometer ist 

 

mit einem 600 mii Langpassfilter (R60 HOYA Co.), 600 nr LP, Filter 1) zum S p1itten 

 

der sLO- (入max = 580 nr) und S LR-Lumneszenz (入max = 630 nr) ausgestattet. 

 

zuerst mit 

 

und S LR-
Um die Ubertragungskoeffizienten des 600 nr LP zu bestimmen muss 

 

Intensitat der sLO-
die sLO- und S LR-

i) die 

 

ii) 

 

aufbereiteten sLO- und S LR-Luciferase-Enzymen 

 

(FO) 

 

ineszenzintensitat ohne Filter 

 

ineszenzintensitat, die durch den 600 nr LP (Filter 1) passiert ist, gemessen 

 

Biolum 

 

Biolum 

 

werden und iii) die Ubertragungskoeffizienten des 600 nr LP fh r die unten 

 

aufgef[ihrten S L0 und S LR berechnet werden. 

 

Definition 

 

Ubertragungskoeffizient 

 

des Filters Ih r die S L0 

 

Ubertragungskoeffizient 

 

des Filters Ih r die S LR 

 

Abkarzung 

 

k R0 

 

kRR0 

 

Filter i 

 

Ubertragungskoeffizient 

 

Filter i 

 

Ubertragungskoeffizient 

 

Ubertragungskoeffizienten 

 

SL0 

 

SLR 

 

Wenn die Intensitat von S L0 und S LR in Pruかroben als O bzw. R definiert ist, werden 

 

i) die Intensitat des Lichts ohne Filter (alle optisch) FO und ii) die hitensitat des Lichts, 

 

das durch den 600 nr LP (Filter 1) F1 geschickt wird, wie unten beschrieben. 

 

FO = O + R 

 

Fl =K ORo x O +K RR6o x R 
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Diese Formeln konnen wie folgt umformuliert werden 

 

i 

 

i 

 

R6O KRR60 

 

、
‘
，
ー
ノ
》
 

 

0 
R 

 

ノ
ー
、
 

 

、
l
ー
ノ
》
 

 

Dann k6nnen anhand der berechneten Transmissionsfaktoren (KORo und K RR0) der 

 

gemessenen FO and Fl die 0- und R-Werte wie fol群 berechnet werden: 

 

、
‘
，
ー
ノ
》
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Materialien und Methoden zur Bestimmung des Transmissionsfaktors 

 

のReagenzien 

 

Einzelne aufbereitete Luciferase-Enzyme: 

 

Lyophilisiertes autbereitetes S L0-Eiizym 

 

Lyophilisiertes autbereitetes S LR-Enzym 

 

(die fQr die Validierungsarbeiten von GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japan mit TIP-
G8-Zelllinie erhalten wurden) 

 

Test-Reagenz: 

 

Tripluc⑧ Luciferase-Test-Reagenz (zum Beispiel aus TOYOBO Kat. Nr.M R-301) 

 

Medium: fii r Luciferase-Test (30 ml, gelagert bei 2-8。C) 

 

Reagenz 

 

Finale Konz. 

 

Konz. 

 

in Medium 

 

RPMI-1640 

 

FBS 

 

10% 

 

Erforder-

liche Menge 

 

27ml 

 

3 ml 

 

②Herstellung der E nzmlsng 

 

Das lyophilisierte, aufbereitete Luciferase-Enzym im R6hrchen l6se n, indem 200 iil 
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10~ 100 niM Tris/ICi oder Hepes/ICi (pI 7,5~ 8,0) mit 10 % (wlv) Glycerol 

 

hinzugefQgt werden, die Enzymlisung in 10 il Aliquoten in E inwegr6hrhen mit einem 

 

Volumen von 1,5 ml aufgeteilt wird und diese bei -80 oc in einem Gefrierschrank 

 

gelagert werden. Die gefrorene Enzymlisung kann bis zu 6 Monate verwendet werden. 

 

Wenn es verwendet wird, dann i ml des Mediums fir den Luciferase-Test (RPM'- 1640 

 

mit 10 % FBS) zu jedem R6hrchen mit den E nzyml6sungen (verdttnnte E izyml6sung) 

 

hinzuftigen und diese auf Eis halten, um eine Deaktivierung zu verhindern. 

 

③Messmg der Bioんm in eszez 

 

Tripluc⑧ーLuciferase-Test-Reagenz (Tripluc) auftauen und bei Raumtemperatur 

 

entweder in einem Wasserbad oder bei Umgebungslufttemperatur aufbewahren. Das 

 

Luminometer 30 Minuten vor Beginn der Messungen einschalten, damit sich der 

 

Fotovervielfacher stabilisieren kann. 100 i1 der verdinnten E nzyml6sung in eine 

 

schwarze Platte mit 96 Mulden flbertragen (ftache Unterseite) (die S L0-Referenzprobe 

 

zu #B1, #B2, #B3, die S LR-Refereiizprobe zu #D1, #D2, #D3). AnschlieBend 100 ji1 

 

vorgewarmtes Tripluc mithilfe eines Pipetman in jede Mulde der Platte geben, die die 

 

verdttnnte E nzyml6 sung enthalt. Die Platte 10 Minuten lang bei Raumtemperatur (ca. 

 

25 oc) mit einem Platten-Schiittler schutteln. Die Luftblasen aus den L6sungen in den 

 

Mulden entfernen, wenn diese erscheinen. Die Platte im Luminometer platzieren, um 

 

die Luciferase-Aktivitat zu messen. Die Biolumineszenz wird jeweils 3 S ekunden lang 

 

in der Abwesenheit (FO) und Anwesenheit (Fl) des optischen Filters gemessen. 

 

Der Ubertragungskoefftzient des optischen Filters wurde wie folgt berechnet: 

 

Ub ertragung sko efzient (SL0 (KOR0))= (Afz. Bl von F1+ Afz.B 2 von F1+ Afz.B 3 

 

von Fl) I (Afz. Bl von FO+ Afz.B 2 von FO+ Afz.B 3 von FO) 

 

Ub ertragung sko efzient (SLR (KRR60))= (Afz. Dl von Fl+ Afz. D2 von Fl+ Afz. D3 

 

von Fl) I (Afz. Dl von FO+ Afz. D2 von FO+ Afz. D3 von FO) 

 

Die berechneten Transmissionsfaktoren werden ihr alle Messungen verwendet, die mit 

 

demselben Luminometer durchgefilhrt werden. 

 

Qualit航tskontrolle der Ausriistung 

 

Es sollten die im I L-8-Luc-Protokoll beschriebenen Verfahren verwendet werden (18) 
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LEISTUNGSSTOFFE 

 

Vor der routinemaBigen Anwendung des in dieser Anlage zu Prufmethode B .71 

 

beschriebenen Tests sollten Labors ihre technische Leistungsfahigkeit demonstrieren, indem 

 

sie die erwartete IL-8-Luc-Vorhersage fir die in Tabelle i empfohlenen 10 S toff ermitteln 

 

und die Werte, die in den betreffenden Referenzbereich fallen, bei mindestens 8 der 

 

10 Leistungsstoffe bestimmen (ausgewahlt, um den Reaktionsbereich fir 

 

Hautsensibilisierungsgefahren zu reprasentieren). Weitere Auswahikriterien betrafen die 

 

Erhnltlichkeit der S toffe im Handel, und dass qualitativ hochwertige In-vivo-Refereiizdaten 

 

sowie qualitativ hochwertige In-vitro-Daten aus dem I L-8-Luc-Test verfigbar sind. 

 

AuBerdem sind V er6ffentlichte Referenzdaten fir den IL-8-Lue-Test ver02bar (6〕 (1 ). 

 

Tabelle 1: Empfohlene S toffe zum Nachweis der technischen 

 

Leistungsstoffe 

 

CAS 

 

Nr. 

 

Zustan 

 

d 

 

L6SliChki 

 

t in 

 

X-VIVO l5 

 

bei 

 

20 mg/ml 

 

Leistungsfahigkeit beim I L-8-Luc-Test 

 

'L-8 Luc-

In-vivo- Vorhersage2 

 

Vorhersage1 

 

Referenzbereich 

 

(tg/m1)3 

 

CV054 

 

'L-8 Luc 

 

MIT5 

 

2,4-Dintrochlorbenzo1 

 

Formaldehyd 

 

2-Mercaptobenzothiazol 

 

Ethylendiamin 

 

Ethylenglykoldimethacryla 

 

t 

 

4-Allylanisol (Estragol) 

 

Streptomycinsulft 

 

Glyzerin 

 

Isopropanol 

 

97-
00-7 

 

50-
00-0 

 

149-
30-4 

 

107-

15-3 

 

97-
90-5 

 

140-
67-0 

 

38 10-

0,5-2,3 

 

2,3-3,9 

 

positiv 

 

Sensbilistor 

 

(extrem) 

 

unl6shch 

 

fest 

 

4-9 

 

9-30 

 

positiv 

 

Sensibilistor 

 

(stark) 

 

16sich 

 

flissig 

 

60-250 

 

250-290 

 

positiv 

 

a1-04 

 

500-700 

 

positiv 

 

0,04-O, 

 

> 2000 

 

positiv 

 

0,01-
0,07 

 

> 2000 

 

positiv 

 

> 2000 

 

> 2000 

 

negativ 

 

> 2000 

 

> 2000 

 

negativ 

 

> 2000 

 

> 2000 

 

negativ 

 

Sensibilisator 

 

(mi.ig) 

 

Sensibilisator 

 

(mi.ig) 

 

Se nsibilisator 

 

(schwach) 

 

Sensibilisator 

 

(schwach) 

 

Nichtsensibi-
lisator 

 

Nichtssensibi 

 

-lisator 

 

Nichtsensibi-
lisator 

 

unl6slich 

 

fest 

 

l6slich 

 

flissig 

 

unl6slich 

 

flissig 

 

unl6slich 

 

flissig 

 

l6slich 

 

fest 

 

5 flissig l6slich 

 

0 flissig l6slich 

 

7
4
5
6
8
1
6
7
6
3
 

 

Abkirzngen: CAS -Nr. = Registernummer des Chemical Abstracts S ervice 
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Die In-vivo-Potenz wird unter Anwendung der von ECETOC vorgeschlagenen Kriterien abgeleitet (19). 

 

(1)(6). 

 

EP' S uiteTM gegebenen Wasserl6slichkit berechnet. 

 

2 Basierend auf den historischen beobachteten Werten 

 

3 CVO5 und IL-8 Luc MIT wurden mithilfe der durch 

 

4 CVOS: die Mindestkonzentration, bei der die Chemikalien weniger als 0,05 von Inh-GAPLA aufweisen. 

 

5MIT: die niedrigsten Konzentrationen, bei denen eine Chemikalie die positiven Kriterien e r負llt. 
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INDIZ S UND IREILSKRITERIEN 

 

nIL8LA (nSL0-LA) 

 

Diej . Wiederholung ( = 1-4) der i. Konzentration (i = 0-11) wird fQr IL8L (sLO-LA) 

 

bzw. GAPLA (SLR-LA) gemessen. Die normalisierte IL8L wird bezeichnet als nIL8LA 

 

(nSL0-L) und definiert als: 

 

nIL8LAり = IL8LAり/GAPLA1 

 

Dies ist die GrundmaBeinheit in diesem Test. 

 

Ind-IL8LA (FInSLO-LA) 

 

Die vielfache S teigerung der gemittelten nIL8L (nSL0-L)fh r die Wiederholung auf der 

 

i. Koiizentration im Vergleich zu ihr bei der 0-Kotizentration, Id-IL8LA, ist die primare 

 

Messung dieser Tests. Das Verhaitnis wird durch die folgende Formel bestimmt: 

 

Ind - IL8LAl = ((1/4) x昌 nIL8LAり)/{(1/4) X昌 nIL8LA~]) 

 

Das Hauptiabor hat vorgeschlagen, dass ein Wert von 1,4 einem positiven Ergebnis fflr die 

 

geprQfte Chemikalie entspricht. Dieser Wert basiert auf der Untersuchung der historischen 

 

Daten des Hauptiabors. Das Dateiimanagement-Team nutzte diesen Wert dann in allen 

 

Phasen der Validierungsstudie. Das primare Ergebnis, hd-IL8L, ist das Verhaltnis von 2 

 

arithmetischen Mitteln, wie sie in der Gleichung dargestellt werden. 

 

95 % Konfidenzintervall (95 % CI) 

 

so 

 

Die 

 

kann 

 

zeigt. 

 

Das auf dem Verhaltnis basierende 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) 

 

eingeschatzt werden, dass es die Prazision dieser primaren Ergebnismessung 
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untere Grenze des 95 % CIと i zeigt an, dass die nIL8LA mit der i. Konzentration deutlich 

 

gr6Ber ist als die mit L6sungsmittelkontrolle. Es gibt verschiedene Arten, auf die das 95 % 

 

CI erstellt wird. Wir nutzten die Methode, die in dieser S tudie als Fiellers Theorem bekannt 

 

ist. Das Theorem des 95 %K on丘denzintervalis wird aus der folgenden Formel erhalten: 

 

4 

 

× y c

= y2一 t言

975

(v

）× 

d

21X

y, C = t 

g7S

(v

) x

_ L,

und no 

= 

4 

 

-BーマB2一4AC -B＋マB2-

2A ' 2A 

 

B＝一2×X 

 

Dabei gilt: 

 

ー」2 

 

一 一 bUn 

 

A- -z一 .z1-1 - X0 L 975(v)×ニニ ' 

 

lii 

 

又0= (1/n~) x呂n IL8LA~], s d言 = {1/(n~ - 1)) x呂 (nIL8LA~] -又0)2 

 

n = 4,島 = (i/nyi) x乞」 (nIL8LA1」),s d多i = (i/(n" _ i)) X乞」 (nIL8LA1」 一 yi)2 

 

t~975(v) ist das 97,5te Perzentil der zentralen t-Verteilung mit dem y des Freiheitsgrades, 

 

wobei 

 

v=（讐＋警）ノI（讐)2ノ（no一1)+（讐）ノ（ny!一i)1 

 

、一u 一y」ノ 、 、一uノ 、一ylノ ノ 

 

GAPLA (SLR-LA) fQr die Wiederholung 

 

Lisungsmittelkontrolle und dies wird 

 

Inh-GAPLA (II-SLR-LA) 

 

Die Inh-GAPLA ist ein Verhaitnis der gemittelten 

 

der i. Konzentration im Vergleich zu der mit 

 

folgendermaBen bestimmt: 

 

Inh一GAPLA, ={(1/4)×乞jGAPLA,ノ｝ノ｛(1/4)×x/GAPLAQノ｝ 

 

Da die GAPLA der Nenner der nIL8LA ist, verursacht ein extrem kleiner Wert eine groBe 

 

Schwankung der nIL8LA. Deshalb k6nnen Ind-IL8LA-Werte mit einem extrem kleinen 
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Wert von Inh-GAPLA (weniger als 0,05) als eine schlechte Prazision angesehen werden. 

 

531 

 



D060575102 

 

DAS SCHEMA DER METHO DEN ZUM LOSEN VON CHEMIKALIEN FUR DEN IL-8-
LUC-TEsT. 

 

(a) Bei Chemikalien, die bei 20 mg/ml in X-VIV0］、4 15 gel6st sind 
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Wenn die Chemikalie in X-VIVOTM 15 l liCh 

 

ist (1. Durchlauf) 

 

ロ 

 

U 

 

� 

 

Ein Verdijnnungsfaktor von 

 

2omq/ml ] 

 

Ein VerdLinnungsfaktor von 2 

 

【H『V 

 

Stammlsung 

 

(4 mg/mI) 

 

ロ白口口口口口口口口口山 

 

一 l mg/ml 

 

0ロ’ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー 

 

ロ 4mg/rnlロ 

 

2mgノ「11�ロ 

 

l Zur Zellsuspension in einer 96-Lochplatte hinzufogen (50 I: S0"i) 

 

ロロロロロロロロロロロロ 

 

0,5 mg/ml 

 

0ロ 喝ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一ーーー 

 

ロ 2mg/n“ロ 

 

i mg/mlコ 

 

Die h6chste Konzentration der folgenden Experimente bestimmen 

 

l~ 

 

CVo5; die niedrigste Konzentration, bei der lnh-
GAPLA < 0,05 betr白gt (die Konzentration der 

 

S tammldsung x 1/VerdiDnnungsfaktor (X)) 

 

く
］
ユ
く
O I
qu一 

 

.05ロ 

 

. . 

 

Endkonzentration im 2., 3. und 4. Experiment 

 

oずーーーーーーーーーーーー 

 

2., 3. oder 4. 

 

XVlV0TM 15-Kontroll 

 

i mg/ml 4mg/mI 

 

0,5 mg/ml 2 mg/mi D 

 

ロ 

 

り 

 

lx] 

 

Ein Verdunnungsfaktor von 
1・5] 

 

七 U 

 

4x 0V05 (4x die Konzentration der 

 

S tammlsung x l/X) 

 

ロロロロロロロロロロiii 

 

Zusatz zu Zellen in einer 96-Lochplatte (50叫 50 1) 

 

2xCV05 

 

日ロヒ」ロピ丘＝日ロロL」／ 
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(b) Bei Chemikalien, die bei 20 mg/ml in X-VIVOTM 15 unl6shch sind 

 

W enn d ie Chemika lie In X. VIVOTM 15 unI65 li

ch 

, 

 

ist (1. Durchlauf) 20 mgjm1 

 

ムdiii itinn fコrtnr nfつ 

 

� 

 

Dfehei und 

 

zentr"ug.ef en 

 

Uberstand 

 

(stammlosung) 

 

『
，
 

刈 

 

'
C
目‘'''''‘」目山 

 

xl /1024 x11256 x1164 xlll6 x1ノ4 xl 

 

O x11512 x11128 x1132 xll8 xll2 

 

l 
Zur Zellsuspens.on in eine' 96{'hpitt hinsufugen (50" : 50叫 

 

‘ 日 --‘」ロロ�-'--
xl /20 '8 幻 /512 xL128 刈 /32 幻 /8 刈提 

 

0 xl/1024 xi/256 xl/64 xi/l6 xl/4 

 

Endgultige 

 

Verdunnung 

 

CVOS; die niedrigste Konzentration. bei der lnhGAPL 

 

(0,05 betrgt (die Konzentration der stammiosung a 

 

Vverdunnungs,faktor (XI》 

 

リ 
J 

？ 
り 

“ 
m 

岩
 

 

く
ー
ユ
く
9
一
C
一
 

 

x l
~ 

 

四48 

 

Xl'1024 

 

．ーーーL ー一 

 

凹 」 

 

2., 3. oder 4. Durchlauf 

 

X.VIVOTM l5Kontril 

 

xi8 x12 

 

xlie xi4 

 

1 

 

� 

 

ve'dunnen 

 

1 

 

4xC Vo5 (4x dle Konzentration der 

 

stammlosung x 1/XI 

 

lx 

 

Ein Verdunnungsfakto von 1,5 

 

'<
目Lョ日-----‘山 

 

"1) 

 

2xCV05 

 

.Zu5atz zu zelIen in einer 96-Lochplatte (50帥 50 

 

』 

 

日ロロロロロロロロロ‘' 
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A n1ate 3.6 

 

DAS SCHIlMA DER METHODE ZUM LOSEN VON 4-NBB FUR DIE 

 

POSITIVKONTROLLE DES IL-8-LUC-TESTS. 

 

Die Positivkontrolle: 4-NBB (unl6sih in X~VlV0m 15 

 

Ein Verdunnungsfaktor von 

 

4 

 

xl14 

 

x 1/4 

 

り 

 

Uberstand 

 

xl 

 

Verd(innung mit einem Faktor von 

 

2 

 

く 

 

� 

 

‘目冒 

 

Zusatz zu Zellen in einer 96-
Lochplatte (50 pI :50 d) 

 

xl門G xl侶 

 

l 

 

xl/32 xl/1G xl!8 
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In Teil C werden die folgenden Kapitel angeftigt 

 

52 MEDAKA ERWEITERTE 1-GENERATIONEN-REPRODUKTIONSTEST 

 

. 

 

， 

「 
一 

 

‘、 

， 

 

(MEOGRT) 

 

EINLEITUNG 

 

1. Diese Prufmethode entspricht der OECD-Prufrichtlinie (TG) 240 (2015). Der Medaka 

 

Extended One Generation Test (MEOGRT) beschreibt eine umfassende Prufmethode auf der 

 

Grundlage von Fischen, die uber mehrere Generationen hinweg exponiert werden, um Daten 

 

fr die 6 kologische Gefahren- und Risikobeurteilung von Chemikalien zu liefern, 

 

einschlieBlich von Chemikalien mit mutmaBlicher endokriner Wirkung (EDCs). Die 

 

Exposition wahrend des MEOGRT wird bis zum S ch1t1pfen (bis zwei Wochen nach der 

 

Befruchtung, wpf) in der zweiten (F2) Generation fortgesetzt. Zusatzliche Untersuchungen 

 

waren erforderlich, um die Erweiterung der F2-Generation uber das S chlUpfen hinaus zu 

 

rechtfertigen; zu diesem Zeitpunkt gibt es nicht genugend Informationen, um relevante 

 

Bedingungen oder Kriterien fir die Berechtigung der Erweiterung der F2-Genertion zu 

 

gewahrleisten. Diese Prufmethode kann jedoch regelnaig aktualisiert werden, um neue 

 

Informationen und Daten zu berticksichtigen. Beispielsweise k6nnten Leitlinien zur 

 

Erweiterung der F2-Generation durch Reproduktion unter bestimmten Umstanden potenziell 

 

hilfreich sein (z. B. Chemikalien mit einem hohen Biokonzentrationspotenzial oder 

 

Anzeichen von generationsubergreifenden Auswirkungen in anderen Taxa). Diese 

 

Priifmethode kann verwendet werden, um die potenziellen chronischen Effekte von 

 

Chemikalien bei Fischen zu beurteilen, einschlieBlich von Chemikalien mit potenziel 

 

endokriner Wirkung. Diese Methode legt ihren primren S chwerpunkt auf die potenziell 

 

populationsrelevanten Effekte (namlich negative Auswirkungen auf das Uberleben, die 

 

Entwicklung, das Wachstum und die Reproduktion) fir die Berechnung einer No Observed 

 

Effect Concentration (NOEC) oder einer Effect Concentration (ECx), obwohl angemerkt 

 

werden sollte, dass ECx-Ansatze sich selten fUr groBe S tudien dieser Art eignen, bei denen 

 

die S teigerung der Priifkonzentrationen zur Bestimmung der gewUnschten ECx unpraktisch 

 

sein kann, was aufgrund der hohen Anzahl an untersuchten Tieren auch zu betrachtlichen 

 

Bedenken hinsichtlich des Wohlbefindens der Tiere fUhren kann. Bei Chemikalien, die keine 

 

Beurteilung Uber mehrere Generationen hinweg erfordern oder Chemikalien, die keine 

 

Chemikalien mit potenziell endokriner Wirkung sind, eignen sich andere Priifmethoden 
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eventuell eher (1). Der japanische Reiskarpfling ist aufgrund seines kurzen Lebenszyklus 

 

und der M6 glichkeit, sein genetisches Geschlecht (2) zu bestimmen, was als kritische 

 

Komponente fir diese Prufmethode angesehen wird, die geeignete S pezies fir diese 

 

Prifmethode. Die spezifischen Methoden und Beobachtungsendpunkte, die in dieser 

 

Methode aufgefuhrt werden, gelten nur fur den japanischen Reiskarpfling. Andere kleine 

 

Fischarten (z. B. Zebrafisch) konnen an ein ahnliches Prufprotokoll angepasst werden. 

 

2. Diese Prufmethode misst verschiedene biologische Endpunkte. Der primare S chwerpunkt 

 

liegt auf den poteiiziellen negativen Auswirkungen auf die populationsrelevanten Parameter, 

 

einschlieBlich Uberleben, grobe Entwicklung, Wachstum und Reproduktion. Um 

 

mechanistische Informationen und eine Verbindung zwischen Ergebnissen anderer Arten 

 

von Feld- und Laborstudien bereitzustellen, bei denen es a posteriori Nachweise dafur gibt, 

 

dass eine Chemikalie potenziell die Aktivitat eines endokrinen Disruptors aufweist (z.β . 

 

androgene oder istrogene Aktivitaten bei anderen Pruifungen und Tests), dann werden 

 

zweitrangig andere nutzliche Informationen gewonnen, indem Vitellognin (vtg) mRNA 

 

(oder Vitellogeninprotein, VTG), phanotypische sekundare Geschlechtsmerkmale (SSC) in 

 

Bezug auf das genetische Geschlecht gemessen werden und die Histopathologie bewertet 

 

wird. Es sollte angemerkt werden, dass wenn von einer Prufchemikalie oder ihren 

 

S toffwechselprodukten nicht angenommen wird, dass sie EDCs sind, es eventuelle nicht 

 

erforderlich ist, diese sekundaren Endpunkte zu messen und weniger ressourcen- und 

 

tierintensive S tudien angemessener sein kOnnten (1). Die in dieser Prifmethode 

 

verwendeten Begriffe sind in Anlage i definiert. 

 

AUSG NGSIBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN 

 

3. Aufgrund der begrenzten Anzahl an gepriften Chemikalien und Laboren, die an der 

 

Validierung dieses eher komplexen Tests beteiligt sind, wird erwartet, dass die Prufmethode 

 

iberarbeitet und wenn erforderlich im Hinblick auf die gewonnene Erfahrung aktualisiert 

 

wird, wenn eine ausreichende Anzahl an S tudien verfugbar ist, um den Einfluss dieses neuen 

 

S tudiendesigns zu ermitteln. Die Daten konnen auf S tuf 5 des OECD-Rahmenkonzepts zur 

 

Prufung und Bewertung der endokrinen Disruptoren verwendet werden (3). Die 

 

Prufmethode beginnt damit, den adulten Fisch (die Fl-Generation) in der 

 

Reproduktionsphase der Prufchemikalie auszusetzen. Die Exposition wird tiber die 

 

Entwicklung und Reproduktion in der Fl- und tiber das S chltipfen in der F2-Genertion 

 

fortgesetzt; daher ermoglicht der Test die Bewertung der strukturellen und aktivierenden 

 

endokrinen Pfade. Ein Konzept der Beweiskraft der Daten kann angewandt werden, wenn 

 

die auf Endokrine bezogenen Endpunkte interpretiert werden. 

 

537 

 



D060575102 

 

4. Der Test sollte eine ausreichende Anzahl an Individuen umfassen, um ausreichend Leistung 

 

負 r die Beurteilung der reproduktionsrelevanten Endpunkte (siehe Anlage 3) zu 

 

gewahrleisten, wahrend sichergestellt wird, dass die Anzahl der verwendeten Tiere aus 

 

GrOnden des Wohlbefindens der Tiere minimal ist. Mit Blick auf die hohe Zahl der 

 

verwendeten Versuchstiere ist es wichtig, das Bedtirfnis fir den Test in Verbindung mit 

 

bestehenden Daten, die bereits relevante Informationen zu vielen der Endpunkte des 

 

MEOGRT enthalten kOnnten, sorgfaltig abzuwagen. Hilfestellung zu dieser Angelegenheit 

 

kann dem OECD-Rahmen zur Toxizitatsprufung an Fischen (1) entnommen werden. 

 

5. Die Prufmethode wurde primar entwickelt, um die Wirkungen eines einzelnen S toffes zu 

 

unterscheiden. Wenn jedoch ein Test eines Gemischs erforderlich ist, sollte geprift werden, 

 

ob sie fur solche Zwecke geeignete Ergebnisse liefert. 

 

6. Vor Beginn des Tests ist es wichtig, Informationen Ober die physikalisch-chemischen 

 

Eigenschaften der Prufchemikalie zu haben, insbesondere, um die Herstellung stabiler 

 

chemischer Losungen zu gewahrleisten. Es ist zudem erforderlich, eine ausreichend 

 

sensitive Methode zur Verifizierung der Konzentrationen der Prufchemikalie zu besitzen. 

 

PRINZIP DER PRUFIETHODE 

 

7. Der Test beginnt, indem geschlechtsreife mannliche und weibliche Fische (mindestens 12 

 

wpf) 3 Wochen lang in Brutpaaren gehalten werden. In dieser Zeit wird die Prifchemikalie 

 

je nach ihrem toxikokinetischen Verhalten im Organismus der Elterngeneration (FO) verteilt. 

 

Die Eier werden so nahe wie moglich um den ersten Tag der vierten Woche herum 

 

gesammelt, um die Fl-Generation zu starten. Wahrend der Aufzucht der Fl -Generation 

 

(insgesamt 15 Wochen) werden die S chlupffhigkeit und das Uberleben bewertet. Zusatzlich 

 

dazu werden fir Entwicklungsendpunkte S tlchproben der Fische bei 9-10 wpf entnommen 

 

und das Laichen drei Wochen lang von 12 bis 14 wpf beurteilt. Eine F2-Generton wird 

 

nach der dritten Woche der Reproduktionsbewertung gestartet und aufgezogen, bis die 

 

S chlUDfhase a b2eschlossen ist. 

 

TESTVALIDITATSKRTEREN 

 

8. Es gelten die folgenden Kriterien fir die Testvaliditat: 

 

Die Konzentration des gelosten S auerstoff sollte wahrend der gesamten Prifdauer> 60 % 

 

des Lufts auerstoff-Sattigungswerts betragen; 
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Die mittlere Wassertemperatur ttber die gesamte Dauer der S tudie hinweg sollte zwischen 

 

24 und 26 oc liegen. Kurze Abweichungen vom Mittelwert der einzelnen Aquarien sollten 

 

nicht mehr als 2。 c betragen; 

 

Die mittlere Fruchtbarkeit der Kontrollen in jeder Generation (FO und Fl) sollte mehr als 

 

20 Eier pro Paar pro Tag betragen. Die Fertilitat aller gelegten Eier sollte wahrend der 

 

Beurteilung mehr als 80 % betragen. Zusatzlich dazu sollten 16 der empfohlenen 24 

 

Kontrolibrutpaare (>65 %) mehr als 20 Eier pro Paar pro Tag legen; 

 

Die S chlupffdhigkeit der Eier sollte bei den Kontrollen と 80 % (Durchschnitt) betragen (in 

 

jeder der Fl- und F2-Generationen); 

 

Das Uberleben nach dem Sc hlupfen bis 3 wpf und ab 3 wpf bis zum S terben der 

 

Generation Fl (d. h. 15 wpf) sollte bei den Kontrollen ? 80 % (Durchschnitt) undと 90 % 

 

(Durchschnitt) betragen (Fl); 

 

es muss belegt werden, dass die Koiizentrationen der Prufchemikalie in der L6sung mit 

 

einer Toleraiiz von士 20 % bezogen auf die gemessenen Mittelwerte aufrechterhalten 

 

wurden 

 

Obwohl dies kein Validitatskriterium ist, sollten sich Replikate hinsichtlich der 

 

einer Behandlung statistisch nicht voneinander unterscheiden und 

 

sollten sich auch statistisch nicht voneinander 

 

Temperaturmessungen und kurze Abweichungen 

 

innerhalb des Tests 

 

in 

 

en 

 

Wassertemperatur 

 

Behandlungsgrupp 

 

unterscheiden (auf der Grundlage taglicher 

 

ausgenommen). 

 

9. Obwohl eine verringerte Reproduktion in den Gruppen mit einer h6heren Exposition 

 

beobachtet werden kann, sollte es in mindestens der dritth6chsten Gruppe und allen 

 

niedrigeren Gruppen von FO zu einer ausreichenden Reproduktion kommen, um die 

 

schlupfinkubatoren zu fOllen. Zudem sollten genOgend Embryos in den Gruppen mit der 

 

dritthochsten und den niedrigeren Expositionen in Fl tiberleben, um eine 

 

Endpunktbeurteilung bei der Probenahme der fast ausgewachsenen Tiere zu e rm6glichen 

 

(siehe Abschnitte 36 und 38 sowie Anlage 9). Zusatzlich sollte es in der Fl -Gruppe mit der 

 

zweith6chsten Exposition mindestens eine minimale Uberlebenschance nach dem Sc hlupfen 

 

(~20 %) geben. Dies sind keine Validitatskriterien per se, sondern Empfehlungen, damit 

 

solide NOEcs berechnet werden k6nnen. 

 

10. Wird eine Abweichung von den Testvaliditatskriterien beobachtet, sollte geprtift werden, 

 

welche Folgen dies fir die Zuverlassigkeit der Testergebnisse hat, und diese Abweichungen 

 

und Erwagungen sollten in den Prufbericht aufgenommen werden. 
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BESCHRIBUNG DER PRUFIETHODE 

 

Apparatur 

 

11. Ubliche Laborausrtistung und insbesondere die folgenden Gerate: 

 

(a) Sa uerstoff- und pH-Messgerate; 

 

(b) Gerate zur Messung von Wasserharte und Alkalitat; 

 

(c) geeignete Apparatur zur Temperaturregelung und einer miglichst kontinuierlichen 

 

Uberwachung; 

 

(d) Becken aus chemisch inertem Material und mit ff.ir das empfohlene Besatzverhaltnis 

 

und die empfohlene Besatzdichte geeignetem Fassungsverm6gen (siehe Anlage 3); 

 

(e) Waage mit angemessener Genauigkeit (士 0,5 mg). 

 

Wasser 

 

12. Als Priifwasser kann jedes beliebige Wasser verwendet werden, in dem die Prufspezies ii ber 

 

einen langeren Zeitraum uberleben und wachsen k6nnen. Wahrend der gesamten Prufdauer 

 

sollte eine konstante Wasserqualitat gewahrleistet sein. Um sicherzustellen, dass das 

 

Verdiinnungswasser das Prifergebnis nicht i.ibermaBig beeinflusst (beispielsweise durch 

 

Komplexierung der Prufchemikalie) oder sich nachteilig auf die Leistung des Zuchtbestands 

 

auswirkt, sollten in Abstanden Proben zur Analyse entnommen werden. Das Wasser ist auf 

 

s chwermetalle (z. B. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), dominante Anionen und Kationen (z. B. C2+, 

 

1g2+, Na, K, Cl-,s 042), Pestizide, den gesamten organischen Kohlenstoff und 

 

suspendierte Feststoffe zu untersuchen (beispielsweise alle sechs Monate, wenn bekannt ist, 

 

dass das Wasser qualitativ gesehen relativ konstant ist). Einige chemische Merkmale 

 

akzeptablen Verdunnungswassers sind in Anlage 2 a ufgefhrt. Der pH-Wert des Wassers 

 

sollte im Bereich 6,5 bis 8,5 liegen und wahrend des Tests nicht um mehr als士 0.5 pH-
Einheiten schwanken. 

 

Expositionssystem 

 

13. Das Design und die Materialien fUr das Expositionssystem werden nicht spezifiziert. Es 

 

sollte Glas, Edelstahl oder andere chemisch tragen Materialien fir die Konstruktion des 

 

Pr(ifsystems verwendet werden, das bei vorherigen Tests nicht kontaminiert wurde. Fur den 

 

Zweck dieses Tests kann ein gut geeignetes Expositionssystem aus einem kontinuierlichen 

 

Durchflusssystem bestehen (4)(5)(6)(7)(8)(9)( 10)( 11)( 12)( 13). 
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Prun6sungen 

 

14. Die S tamml6sung der Prtifchemikalie sollte mithilfe einer geeigneten Pumpe in das 

 

Expositionssystem befdrdert werden. Die Durchflussrate der S tamml6sung sollte gemaB der 

 

anal界ischen Bestatigung der Prifl6sungen vor der Einleitung der Exposition kalibriert und 

 

wahrend des Tests regelmaBig volumetrisch kontrolliert werden. Die Prufl6sung in jeder 

 

Kammer wird in Abhangigkeit der Prufchemikalienstabilitat und der Wasserqualitat 

 

angemessen erneut (z. B. mindestens 5 Volumenerneuerungen/Tag bis 16 

 

Volumenerneuerungen/Tag oder bis zu 20 n l/min Durchfluss). 

 

15. Die Pruf6sungen werden durch Verdunnung einer S tamml6sung in den gewtinschten 

 

Konzentrationen zubereitet. Die S tamml6sung sollte vorzugsweise durch einfaches Mischen 

 

oder Einruhren der Prufchemikalie in das Verdunnungswasser mit mechanischen Mitteln 

 

(z. B. Ruhrwerk und/oder Ultraschall) hergestellt werden. Zur Herstellung einer 

 

S tammlosung in geeigneter Konzentration kinnen Sa ttigungssaulen/-systeme oder passive 

 

Dosierungsmethoden (14) verwendet werden. Vorzugsweise sollten weder L6sungsmittel 

 

noch Trager verwendet werden: (1) bestimmte L6sungsmittel selbst k6nnen zu einer 

 

Toxizitat und/oder unerwtinschten oder unerwarteten Reaktionen fuhren, (2) das Prufen von 

 

Chemikalien uber ihrer Wasserl6sllchkelt (wie dies oft durch die Verwendung von 

 

L6sungslmtteln passieren kann) kann zu ungenauen Bestimmungen der effektiven 

 

Konzentrationen fUhren, (3) die Verwendung von L6sungsmitteln bei langerfristigen Tests 

 

kann zur starken Auspragung eines Biofims im Zusammenhang mit mikrobieller Aktivitat 

 

fUhren, was die Umweltbedingungen sowie die Fahigkeit, Expositionskonzentrationen 

 

beizubehalten, beeintrachtigt und (4) in Abwesenheit historischer Daten zeigt, dass das 

 

L6sungsmittel das Ergebnis der S tudie nicht beeinflusst, die Verwendung von 

 

L6sungsmitteln erfordert eine Ldsungsmittelkontrollbehandlung, die mit Implikationen 

 

hinsichtlich des Wohlbefindens der Tiere einhergeht, da zusatzliche Tiere erforderlich sind, 

 

um den Test durchzuftihren. Bei schwierig zu prQfenden Chemikalien kann ein 

 

L6sungsnittel als letztes Mittel eingesetzt werden und es sollte das OECD Guidance 

 

Document 23 on Aquatic Toxicity Testing of Difficult S ubstances and Mixtures (15) 

 

herangezogen werden, um die beste Methode zu bestimmen. Die Wahl des L6sungsmittels 

 

wird durch die chemischen Eigenschaften der Pmfchemikalien und die Verfugbarkeit der 

 

historischen Daten zur Verwendung des L6sungsmittels bestimmt. Wenn L6sungsmittel 

 

verwendet werden, sind zusatzlich zu den Kontrollen ohne Lisungsmittel (negativ) auch 

 

geeignete L6sungsmittelkontrollen zu untersuchen (nur VerdUnnungswasser). Falls diese 

 

Verwendung eines Lisungsmittels unvermeidbar ist und eine mikrobielle Aktivitat (Bildung 

 

eines Biofilms) auftritt, wird wahrend des Tests (mindestens w6chetlich) eine 

 

Aufzeichnung/Berichterstattung der Bio丘l mbildung p ro Becken emDfohlen. Idealerweise 
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sollte die L6sungslittelkonzentration bei der Ldsungsmittelkontrolle und allen 

 

Prutbehandlungen konstant gehalten werden. Wenn die Konzentration des Lisungsmittels 

 

nicht konstant gehalten wird, sollte die hochste Konzentration des L6sungsmittels bei der 

 

Profbehandlung auch bei der L6sungsmittelkontrlle verwendet werden. In Fallen, bei denen 

 

ein L6sungsmitteltrager verwendet wird, sollten die maximalen 

 

Lisungsmittelkoiizentrationen 100 tl/l oder 100 mg/l (15) nicht u berscreiten und es wird 

 

empfohlen, die Lisungsmittelkonzentration so niedrig wie mdglich zu halten (z. . 

 

<20 uh/!), um eine potenzielle Auswirkung des L6sungsmittels auf die gemessenen 

 

Endpunkte zu vermeiden (16). 

 

Versuchstiere 

 

4uswahl undHaltn der Fische 

 

16. Die Prtifspezies ist der japanische Reiskarpfling Oryzias latipes, da er einen kurzen 

 

Lebenszyklus besitzt und sein genetisches Geschlecht bestimmt werden kann. Obwohl 

 

andere kleine Fischarten eventuell an ein ahnliches Prufprotokoll angepasst werden k6nnen, 

 

gelten die spezifischen Methoden und Beobachtungsendpunkte in dieser Pmfmethode nur 

 

fQr den japanischen Reiskarpfling (siehe Abschnitt 1). Der Reiskarpfing ist bereits 

 

induziert, sich in Gefangenschaft fortzupflanzen; fur seine Kultur existieren veriffentlichte 

 

Methoden (17) (18) (19) und es sind Daten von Tests zur kurzzeitigen Letalitat, zu fruhen 

 

Lebensstadien und zu kompletten Lebenszyklen verftigbar (5) (6) (8) (9) (20). Alle Fische 

 

werden in einer Photoperiode mit 16 std. Licht, 8 std. Dunkelheit gehalten. Die Fische 

 

werden mit lebenden Sa linenkrebsen, Anlemia spp., nauplii gef(ittert, die wenn erforderlich 

 

durch im Handel erhaltliches Flockenfutter erganzt werden k6nnen. Im Handel erhaltliches 

 

Flockenfutter sollte regelmaBig auf Ve rnreinigunzen iibewruft werden. 

 

17.SO 1ange die angemessenen Tierhaltungspraktiken befolgt werden ist kein spezifisches 

 

Kulturprotokoll erforderlich. Der Reiskarpfhing kann beispielsweise bis 4 wpf in 2 1-Becken 

 

mit 240 Larven pro Becken und a nschlie3end kann er bis 8 wpf in 2 1-Becken mit 10 

 

Fischen pro Becken aufgezogen werden; zu diesem Zeitpunkt gehen sie in den 2 1-Becken zu 

 

Brutpaaren tiber. 

 

4kklilllatiierlg m d Auswahl der Fische 

 

18. Die zu prtifenden Fische sollten aus einem einzigen Laborbestand stammen, der mindestens 

 

zwei Wochen vor dem Test bei ahnlicher Wasserqualitat und ahnlichen Lichtverhaltnissen 

 

wie im Test akklimatisiert wurde (Hinweis: Dieser Akklimatisierungszeitraum ist kein in 
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situ-Praexpositionszeitraum). Es wird empfohlen, dass die Pruffische aus einer Kultur im 

 

eigenen Labor entnommen werden, da der Versand von adulten Fischen stressig ist und das 

 

zuverlassige Laichen beeintrachtigen kann. Die Fische sollten wahrend des Haltezeitraums 

 

und der Expositionsphase zweimal taglich mit S alinenkrebsen nauphi gefottert werden, die 

 

bei Bedarf mit im Handel erhaitlichem flockenfutter erganzt werden k6nnen. Es werden 

 

mindestens 42 Brutpaare (54 Brutpaare, wenn teilweise aufgrund eines Mangels an 

 

historischen Daten zur Untersttitzung der ausschliel3lchen L6sungsmittelkontrolle eine 

 

L6sungsmittelkontrolle erforderlich ist) als erforderlich erachtet, um diesen Test einzuleiten, 

 

um eine ausreichende Replikation zu gewahrleisten. Zusatzlich dazu sollte jedes Brutpaar 

 

von FO als XX-XY verifiziert werden (d. h. normale Erganzung der 

 

Geschlechtschromosome in jedem Geschlecht), um den m6glichen Einschluss von 

 

spontanen XX-Mannchen zu vermeiden (siehe Abschnitt 39). 

 

Kulturfische 

 

48 -sttindigen 

 

19. Wahrend der Akklimatisierungsphase sollten die Mortalitaten der 

 

eines 

 

wahrend 

 

Kriterien 

 

aufgezeichnet und die folgenden 

 

Ansiedlungszeitraums angewandt werden: 

 

Mortalitaten von mehr als 10 % der Kulturpopulation innerhalb von sieben Tagen vor der 

 

Ubertragung zum Prtifsystem: Austausch des gesamten Besatzes; 

 

bei einer Mortalitat zwischen 5 % und 10 % der Population innerhalb von sieben Tagen 

 

vor der Ubertragung zum Pr(ifsystem: weitere sieben Tage Akklimatisation zusatzlich zum 

 

2-w6chigen Akklimatisierungszeitraum; bei einer Mortalitat innerhalb der folgenden 

 

sieben Tage von uber 5 %: Austausch des gesamten Besatzes; 

 

Mortalitaten von weniger als S % der Population innerhalb von sieben Tagen vor der 

 

Obertragung zum Prifsystem: Annahme des Besatzes 

 

20. Die Fische sollten im zweiw6chigen Akldimatisierungszeitraum vor dem Test und wahrend 

 

des Expositionszeitraums keine Behandlung for Krankheiten erhalten und eine Behandlung 

 

von Krankheiten sollte wenn moglich komplett vermieden werden. Fische mit klinischen 

 

Anzeichen einer Erkrankung sollten nicht in die S tudie aufgenommen werden. Es sollte 

 

wahrend des Kulturzeitraums vor dem Test eine Aufzeichnung der Beobachtungen sowie 

 

der prophylaktischen und therapeutischen Krankheitsbehandlungen gepflegt werden. 

 

21. Die Expositionsphase sollte mit sexuell dimorphen, genetisch stimulierten adulten Fischen 

 

aus einem Laborbestand geschlechtsreifer Tiere, die bei 25士 2 oc gezflchtet wurden, 

 

begonnen werden. Die Fische sollten in der Woche vor der Exposition als bewahrte BrLiter 

 

(d. h. sie haben lebensfahige Nachkommen gezeugt) identifiziert werden. Bei der gesamten 
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Gruppe der in diesem Test verwendeten Fische sollte das individuelle Gewicht nach 

 

Geschlecht im Bereich von士 20 % des arithmetischen littelgewichts der Fische gleichen 

 

Geschlechts liegen. Vor dem Test sollte eine Teilprobe gewogen werden, um das mittlere 

 

Gewicht einzuschatzen. Die ausgewahlten Fische sollten mindestens 12 wpf sein und 

 

と300 mg (Weibchen) undと 250 mg (Mannchen) wiegen. 

 

VRSUCHSPLAN 

 

Prufkonzentrationen 

 

22. Es wird empfohlen, ftinf Chemikalienkonzentrationen plus Kontrolle(n) zu verwenden. Alle 

 

Informationsquellen sollten bei der Auswahl des Bereichs der Prufkonzentrationen 

 

ber(cksichtigt werden, einschlieBlich quantitativer S trukturaktivittsbeziehungen (QSARs), 

 

Analogien aus Analogen, Ergebnissen von Fischtests wie akuten Mortalitatstests (Kapitel 

 

C. 1 dieses Anhangs), kurzzeitiger Reproduktionstests fir Fische (Kapitel C .48 dieses 

 

Anhangs) und anderer Paifmethoden, z. B. Kapitel C.15,C .37,C .41,C .47 oder C .49 dieses 

 

Anhangs (21) (22) (23) (24) (25) (26) falls verfigbar oder falls erforderlich auf einer 

 

Bereichsfindungsprifung, die m6glicherweise eine Reproduktionsphase mit einschlieBt. Bei 

 

Bedarf kann die Bereichsfindungsprifung unter ahnlichen Bedingungen (Wasserqualitat, 

 

Prifsystem, Tierbesatz) wie denen fir den definitiven Test durchgef[ihrt werden. Wenn die 

 

Verwendung eines Ldsungsmittels erforderlich ist und keine historischen Daten verfigbar 

 

sind, kann die Bereichsfindungsprdfung dazu verwendet werden, die Eignung des 

 

Lisungsmittels zu identifizieren. Die h6chste Prufkonzentration sollte die Wasserl6slichkeit, 

 

10 mg/l oder 1/10. von 96h-LCSo nicht Uberschreiten (27). Die niedrigste Konzentration 

 

sollte um einen Faktor von 10 bis 100 niedriger sein als die h6chste Konzentration. Die 

 

Verwendung von funf Konzentrationen in diesem Test erm6glicht nicht nur die Messung der 

 

Dosis-Reaktion-Beziehungen, sondern bietet auch die niedrigste Konzentration mit 

 

beobachteter Wirkung (LOEC) und NOEC, die zur Risikobeurteilung in regulatorischen 

 

Programmen oder Gerichtsbarkeiten erforderlich sind. Allgemein betragt der Abstandsfaktor 

 

zwischen den Nennkonzentrationen der Prufchemikalie zwischen nebeneinander liegenden 

 

Konzentrationsniveaus S 3,2. 

 

Replikate innerhalb der Behandlungsgruppen und Kontrollen 

 

23. Es sollten mindestens sechs Replikate der Prtifkammern pro Prufkonzentration verwendet 

 

werden (siehe Anlage 7). Wahrend der reproduktiven Phase (Fl-Generation ausgenommen) 
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wird die Replikationsstruktur fir die Fruchtbarkeitsbewertung verdoppelt und jedes Replikat 

 

verfugt nur uber ein Brutpaar (siehe Abschnitt 42). 

 

zu den Prtifkonzentrationen werden eine Kontrolle mit Wasser und falls 

 

doppelte Anzahl der 

 

emessene statistische 

 

Es sollte eine 

 

eine L6sungsIittelkontrolle notwendig 

 

24. Zusatzlich 

 

er釦rderlich 

 

Replikatkammern fur die Kontrollen verwendet werden, um eine afg 

 

Aussagekraft zu gewahrleisten (d. h. es sollten mindestens zw6lf Replikate fir die 

 

Kontrollen verwendet werden). Wahrend der reproduktiven Phase wird die Anzahl der 

 

Replikate in den Kontrollen verdoppelt (d. h. mindestens 24 Replikate und jedes Replikat 

 

besitzt nur ein Brutpaar). Nach der Reproduktion sollten die Kontroilreplikate nicht mehr als 

 

20 Embryos (Fische) enthalten. 

 

VERFAHREN 

 

Einleitung des Tests 

 

25. Die geschlechtsreifen adulten Fische, die zum S tart der Fl-Generation des Tests verwendet 

 

werden, werden basierend auf zwei Kriterien ausgewahit: Alter (normalerweise alter als 12, 

 

aber es wird nicht empfohlen, 16 wpf zu tiberschreiten) und Gewicht (sollte fur Weibchen 

 

? 300 mg und fir Mal nchen? 250 mg betragen). 

 

26. Paare aus Weibchen und Mannchen, die die obigen S pezifikationen erfilen, werden als 

 

individuelle Paare in jedes Beckenreplikat Ubersiedelt, d. h. zwilf Replikate bei den 

 

Kontrollen und sechs Replikate bei chemischen Behandlungen zu Beginn des Tests. Diesen 

 

Becken wird nach dem Zufaisprinzip eine Behandlung (z. B. Ti-TS und Kontrolle) und ein 

 

Replikat zugewiesen (z. B., A-L bei den Kontrollen und A-F bei der Behandlung) und dann 

 

werden sie mit dem entsprechenden Durchfluss in jeden Tank im Expositionssystem 

 

platziert. 

 

Expositionsbedingungen 

 

27. Eine vollstandige Zusammenfassung der Prufarameter und Bedingungen findet sich in 

 

Anlage 3. Die Beachtung dieser S pezifiktionen sollte zu Kontrolfischen mit 

 

Endpunktwerten fihren, die denen in Anlage 4 ahnlich sind. 

 

28. Wahrend des Tests sollten der geloste S auerstoff, der pH-Wert und die Temperatur in 

 

mindestens einem PrufgefaB jeder Behandlungsgruppe und der Kontrolle gemessen werden. 

 

Diese Messungen, mit Ausnahme der Temperaturmessung, sollten wahrend der 
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Expositionsdauer mindestens einmal pro Woche durchgeftihrt werden. Die mittlere 

 

Wassertemperatur tiber die gesamte S tudiendauer hinweg sollte wahrend des Tests zwischen 

 

24 und 26 oc liegen. Die Temperatur sollte wahrend der Expositionsdauer jeden Tag 

 

gemessen werden. Der pH-Wert des Wassers sollte im Bereich 6,5 bis 8,5 liegen und 

 

wahrend des Tests nicht um mehr als士 0.5 pl-Einheiten schwanken. Replikate sollten sich 

 

in einer Behandlung statistisch nicht voneinander unterscheiden und Behandlungsgruppen 

 

innerhalb des Tests sollten sich auch statistisch nicht voneinander unterscheiden (basierend 

 

auf taglichen Te meraturmessungen und kurze A bweichungen a usgenommen〕. 

 

Expositionsdauer 

 

29. Beim Test werden geschlechtsreife Fische aus FO drei Wochen lang exponiert. In Woche 4 

 

um den Pri:iftag 24 herum wird Fl etabliert und die FO-Brutpaare werden schmerzfrei getitet 

 

und ihr Gewicht und ihre Lange aufgezeichnet (siehe Abschnitt 34). Darauf folgt eine 

 

Exposition der Fl-Generation fir 14 weitere Wochen (insgesamt 15 Wochen fir Fl) und der 

 

F2-Generation fir zwei Wochen bis zum S chlUpfn. Die Gesamtdauer des Tests betragt 

 

primar 19 Wochen (d. h. bis zum Sc hltipfn von F2). Die Fristen fir den Test werden in 

 

Tabelle 2 dar2este11t und in A nla2e 9 genauer erlautert. 

 

Ftitterungsregime 

 

30. Die Fische k6nnen mit lebenden Sali nenkrebsen, Arteria spp. (24 S tunden alte nauplii) ad 

 

libitum gefuttert werden, die wenn erforderlich durch im Handel erhaitliches Flockenfutter 

 

erganzt werden kdnnen. Im Handel erhaitliches Flockenfutter sollte regelmaBig auf 

 

Verunreinigungen wie chlororganische Pestizide, polyzyklische aromatische 

 

Kohlenwasserstoffe (PAK) und polychlorierte Biphenyle (PCB) untersucht werden. Futter 

 

mit einem hohen Gehalt an S toffn mit endokriner Wirkung (d. h. Phメoistrogene), die die 

 

Testwirkung beeintrachtigen k6nnten, sollte vermieden werden. Nicht aufgenommenes 

 

Futter und Fakalien sind bei Bedarf aus den PrifgefaBen zu entfernen (etwa durch 

 

vorsichtiges Absaugen vom Beckenboden). Die S eiten und der Boden jedes Beckens sollte 

 

auch mindestens ein- oder zweimal pro Woche gereinigt werden (z. B. durch Abkratzen mit 

 

einem S pachte1). Ein Beispiel fur einen Futterungsplans findet sich in Anlage 5. Die 

 

Futterungsrate basiert auf der Anzahl der Fische pro Replikat. Deshalb wird die 

 

Futterun2srte reduziert, wenn Mortalitaten in einem Rerlikat auftreten. 

 

Analytische Bestimmungen und Messungen 
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31. Vor Beginn der Exposition ist zu tiberprifen, ob die Chemikalienbeschickung einwandfrei 

 

funktioniert. Es dOrfen ausschlieBlich anerkannte Analysemethoden angewandt werden, und 

 

die S tabilitat der Chemikalie im Prifsystem muss hinreichend bekannt sein. Wahrend des 

 

Tests werden die Konzentrationen der Prufchemikalie in angemessenen intervallen 

 

bestimmt, vorzugsweise mindestens einmal pro Woche in einem Replikat fir jede 

 

Behandlungsgruppe, wobei jede Woche zwischen Replikaten derselben Behandlungsgruppe 

 

abgewechselt wird. 

 

32. Wahrend des Tests sollten die Durchflussraten von Verdunnungsmittel und S tamm16sung in 

 

entsprechenden intervallen uberpruft werden (z. B. mindestens dreimal pro Woche). Die 

 

Ergebnisse sollten auf gemessenen Konzentrationen basieren. Wurde die Konzentration der 

 

Chemikalienlisung wahrend des gesamten Tests jedoch zufriedenstellend innerhalb der 

 

gemessenen Mittelwerte (士 20 %) gehalten, so kinnen sich die Ergebnisse auf die nominalen 

 

oder die gemessenen Werte beziehen. Im Falle von Chemikalien, die sich deutlich in 

 

Fischen anhaufn, k6nnen sich die Prufkonzentrationen verringern, wahrend die Fische 

 

wachsen. In solchen Fallen wird empfohlen, dass die Erneuertmgsrate der Prifl6sung in 

 

jeder Kammer angepasst wird, um die Prufkonzentrationen so konstant wie m6glich zu 

 

halten一 

 

Beobachtungen mdgemessene E nゆankle 

 

33. Die gemessenen Endpunkte umfassen Fruchtbarkeit, Fertilitat, S chltipfn, Wachstum und 

 

Uberleben fir die Bewertung der m6glichen Auswirkungen auf Ebene der Population. Das 

 

Verhalten sollten ebenfalls taglich beobachtet und ungew6hnliches Verhalten notiert 

 

werden. Andere mechanistische Endpunkte umfassen hepatische vtg mRNA oder VTG 

 

Proteingehalte durch ein Immunoassay (28), sexuelle phanotypische Marker wie die 

 

charakteristische mannliche Afterfiossen-Papille, die histologische Bewertung des 

 

gonadalen Geschlechts und die histopathologische Bewertung von Niere, Leber und 

 

Gonaden (siehe Liste mit Endpunkten in Tabelle 1). All diese spezifischen Endpunkte 

 

werden im Kontext einer Bestimmung des genetischen Geschlechts der einzelnen Fische 

 

bewertet, basierend auf dem Vorhandensein oder dem Fehlen des Gens dniy, das das 

 

mannliche Geschlecht des Reiskarpflings bestimmt (siehe Abschnitt 41). Zusatzlich dazu 

 

wird die Zeit bis zum Laichen ebenfalls bewertet. Au1erdem k6nnen mithilfe der 

 

Informationen aus der Anzahl der Afterflossen-Papillen einfache phanotypische 

 

Geschlechtsverhaltnisse abgeleitet werden, um die einzelnen Reiskarpflinge entweder als 

 

phanotypisch mannlich oder weiblich zu definieren. Von dieser Prufmethode wird nicht 

 

erwartet, dass sie ml3ige Abweichungen vom erwarteten Geschlechtsverhaltnis erkemlt, da 

 

die relativ kleine Anzahl der Fische pro Replikat keine ausreichende statistische 
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Aussagekraft bietet. Wahrend der histopathologischen Bewertung wird auch die Gonade 

 

bewertet und es werden viel leistungsstarkere Analysen zur Beurteilung des 

 

Gonadenphanotyps im Kontext des genetischen Geschlechts durchgefuhrt. 

 

34. Der Hauptzweck dieser Prufmethode ist die Bewertung der potenziellen 

 

populationsrelevanten Effekte einer Prifchemikalie. Mechanistische Endpunkte (VTG, 

 

SSCs und bestimmte gonadale Histopathologie-Effekte) k6lmen ebenfalls dabei helfen, zu 

 

bestimmen, ob ein Effekt uber eine endokrine A ktivitt vermittelt wird. Diese 

 

mechanistischen Endpunkte kimien auch von systemischen und anderen T oxizitten 

 

beeinflusst werden. Folglich k6nnen auch die Histopathologien von Leber und Niere 

 

grundlich bewertet werden, um dabei zu helfen, Reaktionen in mechanistischen Endpunkten 

 

besser zu verstehen. Wenn diese detaillierten Bewertungen jedoch nicht vorgenommen 

 

werden, sollten deutliche Abnormalitaten, die beilaufig bei der histopathologischen 

 

Bewertuna beobachtet werden. trotzdem notiert und aemeldet werden. 

 

Scln erびrたs Toten 

 

35. Bei Beendigung der Exposition von Generation FO und Fl, wenn eine Teilstichprobe von 

 

subadulten Fische genommen wird, sollte der Fisch mit den erforderlichen Mengen an 

 

anasthetischer L6sung (z. B. Tricainmethansulfonat, MS-222 (CAS.886-86-2), 100-

500 mg/i) gepuffert mit 300 mg/i NaHCO3 (Natriumbicarbonat, CAS . 144-55-8) get6tet 

 

werden, um die Reizung der schleimhaute zu verringern. Wenn die Fische Anzeichen dafir 

 

zeigen, dass sie ziemlich leiden (sehr schwer und der Tod kann zuverlassig vorausgesagt 

 

werden) und sie als sterbend angesehen werden, dann sollten die Tiere betaubt und get6tet 

 

und fir die Datenanalyse als Mortalitt behandelt werden. Wenn ein Fisch aufgrund von 

 

Morbiditat get6tet wird, sollte dies notiert und gemeldet werden. Je nachdem, wann der 

 

Fisch wahrend der S tudie geoetet wurde, kann er fur eine histopathologische Analyse 

 

behalten werden (Fixierung des Fisches fir m6gliche Histopathologie). 

 

"ndlarvakn Fischen 

 

Ullgang lulit 

 

Samme1 von Eiern von Bru勿aaren, um die ndchste Generation zu propagieren 

 

36. Das Sa mme1n der Eier erfolgt am ersten Tag (oder den ersten zwei Tagen, wenn 

 

erforderlich) der Prufwoche 4, um von FO zu Fl und Prifwoche 18, um von Fl zu F2 

 

iberzugehen. Prufwoche 18 entspricht Fl, 15 wpf (Wochen nach der Befruchtung) adulte 

 

Fische. Es ist wichtig, dass alle Eier am Tag vor Beginn des Eiersammelns aus jedem 

 

Becken entfernt werden, um sicherzustellen, dass alle Eier, die von einem Brutpaar 
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gesammelt wurden, aus einem einzigen Laich stammen. Nach dem Ablaichen tragen 

 

weibliche Reiskarpflinge ihre Eier nahe ihres Rumpfes, bis die Eier auf ein S ubstrat 

 

abgegeben werden k6nnen. Ohne S ubstrt im Becken k6lmen die Eier entweder am 

 

Weibchen oder am Beckenboden gefunden werden. Je nach ihrer Position werden die Eier in 

 

Prifwoche 4 von FO und Prifwoche 18 von Fl entweder vorsichtig vom Weibchen entfernt 

 

oder vom Boden gefiltert. Aie in einer Behandlung gesammelten Eier werden vor der 

 

Verteilung auf Inkubationskammern gepoolt. 

 

37. Eierfasern, die die abgelaichten Eier zusammenhalten, sollten entfernt werden. Befruchtete 

 

Eier (bis zu 20) werden von jedem Brutpaar gesammelt (1 Paar pro Replikat), nach 

 

Behandlung gepoolt und systematisch auf geeignete Inkubationskammern verteilt (Anlage 6, 

 

7). Mithilfe eines qualitativ hochwertigen S tereomikroskops kann man Kennzeichen fLr die 

 

fruhe Befruchtung/Entwicklung sehen, wie beispielsweise das Anheben der 

 

Befruchtungsmembran (Chorion), laufende Zellteilungen oder die Bildung der Blastula. Die 

 

Iiikubatorkammern k6nnen in unterschiedliche ,,Inkubatoraquarien" gelegt werden, die fii r 

 

jede Behandlung aufgestellt wurden (in welchem Fall die Wasserqualitatsparameter und die 

 

Prufchemikalienkonzentrationen in ihnen gemessen werden mtissen), oder im 

 

Replikataquarium, in dem sich die geschlipften Larven (z. B. Eleutheroembryo) befinden 

 

werden. Wenn ein zweiter Sam mlungstag (Pruftag 23) erforderlich ist, sollten alle Eier von 

 

beiden Tagen gepoolt und daml systematisch erneut auf die behandelten Replikate verteilt 

 

werden. 

 

Aufzucht der Eier bis zum Sc hlipfn 

 

38. Die befruchteten Eier werden stets angeregt, z. . im Eierinkubator durch Luftblasen oder 

 

durch vertikales S chwingen des Eierinkubators. Die Mortalitaten der befruchteten Eier 

 

(Embryos) werden taglich kontrolliert und aufgezeichnet. Tote Eier werden aus den 

 

Inkubatoren entfernt (Anlage 9). Am 7. Tag nach der Befruchtung (dpI) wird die Anregung 

 

gestoppt oder reduziert, sodass sich die befruchteten Eier auf den Boden des Inkubators 

 

absetzen k6mlen. Dies frdert das S chlUpfn, das dann normalerweise am nachsten oder 

 

ubernachsten Tag erfolgt. Bei jeder Behandlung und Kontrolle werden die Jungtiere (junge 

 

Larven; Eleutheroembryo) gezahlt (gepoolte Replikatbasis). Befruchtete Eier, die bis zum 

 

Doppelten des medianen S chlupftags bei der Kontrolle (normalerweise 16 oder 18 dpI) noch 

 

nicht geschlupft sind, werden als nicht lebensfahig angesehen und entsorgt. 

 

39. Zw6lf Jungtiere werden in jedes Replikatbecken gegeben. Die Jungtiere aus den 

 

Inkubationskammern werden gepoolt und systematisch auf die Replikatbecken verteilt 

 

(Anlage 7). Dies kann uber die zufallige Auswahl eines Jungtiers aus dem Behandlungspool 

 

und dem nachfolaenden Hinzufuaen eines Jungtiers zu einem ReDlikataauarium in einer 
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nicht diskriminierenden Ziehung erfolgen. Jedes der Becken sollte eine gleiche Anzahl 

 

(n = 12) an geschlipften Larven enthalten (maximal jeweils 20 Larven). Wenn es nicht 

 

genug Jungtiere gibt, um alle behandelten Repikate zu filen, dann wird empfohlen, 

 

sicherzustellen, dass so viele Replikate wie miglich Uber 12 Jungtiere verfugen. Jungtiere 

 

k6nnen sicher mit Glaspipetten mit griBer Offnung gehandhabt werden. Zusatzliche 

 

Jungtiere werden mit Anasthetikum schmerzfrei get6tet. Wahrend der paar Wochen vor der 

 

Bildung der Brutpaare sollte der Tag, an dem das erste Laichereignis in jedem Replikat 

 

beobachtet wurde, aufgezeichnet werden. 

 

Bildung der Brutpaare 

 

Flossenabtrennung und Bestimmung des genotypischen Geschlechts 

 

40. Die Bestimmung des genotypischen Geschlechts Uber die Abtrennung der Fuosse erfolgt bei 

 

9-10 wpf (d. h. Prifwoche 12-13 fir die Fl-Generation). Alle Fische in einem Becken 

 

werden betaubt (mithilfe zulassiger Methoden, z. B. IACUC) und eine kleine Gewebeprobe 

 

wird entweder von der dorsalen oder ventralen S pitze der Sc hwanz且osse jedes Fischs 

 

entnommen, um das genotypische Geschlecht des Tiers zu bestimmen (29). Die Fische aus 

 

einem Replikat k6nnen in kleinen Kafigen - wenn miglich ein Fisch pro Kafig - im 

 

Replikatbecken gehalten werden. Alternativ k6nien zwei Fische in einem Kafig gehalten 

 

werden, wenn sie voneinander unterscheidbar sind. Eine Methode, um sie zu unterscheiden, 

 

ist das Abtrennen der S chwanzflosse (z. . dorsale im Vergleich zur ventralen S pitze) bei 

 

der Entnahme der Gewebeprobe. 

 

41. Das genotypische Geschlecht des Reiskarpflings kann uber ein identifiziertes und 

 

sequenziertes Gen (dry) bestimmt werden, das sich auf dem Y-Chromosom befindet. Das 

 

Vorhandensein eines dry-Gens ist unabhangig vom Phanotyp als Beleg fir das Vorliegen 

 

eines XY-Tieres anzunehmen; entsprechend ist das Fehlen des dry-Gens unabhangig vom 

 

Phanotyp als Beleg fir das Vorliegen eines XX-Tieres anzunehmen (30); (31). 

 

Desoxyribonukleinsaure (DNA) wird bei jeder Flossenabtrennung extrahiert und das 

 

Vorhandensein oder Fehlen von dry kann anhand einer Polymerasekettenreaktion (PCR) 

 

bestimmt werden (siehe Anlage 9 in Kapitel .41 dieses Anhangs oder Anlage 3 und 4 in 

 

(29). 

 

Bildung der Bru加aare 

 

42. Die血 fr ationen zum genotypischen Geschlecht werden verwendet, um XX-XY-Brutpaare 

 

zu bilden; unabhangig von den auBeren Phanotypen, die durch eine Exposition gegenuber 
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einer Prufchemikalie verandert werden k6nnten. Am Tag, nachdem das genotypische 

 

Geschlecht jedes Fischs bestimmt wurde, werden zwei XX-Fische und zwei XY-Fische aus 

 

jedem Replikat nach dem Zufalisprinzip ausgewahit und zwei XX-XY-Brutpaare gebildet. 

 

Wenn ein Replikat nicht entweder zwei XX- oder zwei XY-Fische hat, dann sollten 

 

angemessene Fische aus anderen behandelten Replikaten genommen werden. Die Prioritat 

 

liegt darin, die empfohlene Anzahl an Replikatbrutpaaren (12) in jeder Behandlung und in 

 

den Kontrollen (24) zu haben. Fische mit offensichtlichen Abnormalitaten 

 

(Schwimmblasenprobleme, Missbildungen der Wirbelsaule, extreme Gr6l3enVaritonen, 

 

usw.) wOrden bei der Bildung der Brutpaare ausgeschlossen werden. Wahrend der 

 

FortDflanzunnsvhase fur Fl sollte jedes Replikatbecken nur ein BrutDaar enthalten. 

 

Probenahme von subadulten Fischen und Endpunktbewertung 

 

Prbenaんne von nicんbrtndn Fichen 

 

43. Nach der Bildung der Brutpaare werden die Fische, die nicht mr eine weitere Ztichtung 

 

ausgewahlt wurden, zur Messung der subadulten Endpunkte in PrOfwoche 12-13 

 

schmerzfrei get6tet (Fl). Es ist extrem wichtig, dass die Fische so gehandhabt werden, dass 

 

das genotypische Geschlecht fOr die Brutpaarauswahi noch immer auf einen individuellen 

 

Fisch nachverfolgt werden kann. Alle gesammelten Daten werden im Kontext des 

 

genotypischen Geschlechts der spezifischen Fische untersucht. Jeder Fisch wird fOr eine 

 

Vielzahl von Endpunktmessungen verwendet, einschlieBlich: Bestimmung der 

 

Uberlebensraten von Jungtieren/subadulten Fischen (Prufwochen 7-12/13 (Fl), Wachstum 

 

in Lange (die standardlange k6nnte gemessen werden, wenn die S chwanzflosse aufgrund 

 

der Probenahme fur die genetische Geschlechtsanalyse gek[irzt wurde. Die Gesamtlange 

 

kann gemessen werden, wenn nur von einem Teil der S chwanzfosse, dorsal oder ventral, 

 

eine Probe fur dry genommen wird) und K6 rpermasse (d. h. Nassgewicht, trocken getupft), 

 

Leber vtg mRNA (oder VTG) und Afterfiossen-Papille (siehe Tabellen 1 und 2). Bitte 

 

beachten, dass Gewichte und Langen der Brutpaare ebenfalls zur Berechnung des mittleren 

 

Wachstums in einer BehandlunasaruDDe erforderlich sind. 

 

Gewebpnフbenahme undルellogenin-Messung 

 

44. Die Leber wird seziert und sollte bei S -70 oc gelagert werden, bis die vtg mRNA (oder 

 

VTG) gemessen wird. Der S chwanz des Fischs, einschlieBlich der S chwanznosse, wird in 

 

einer angemessenen Fixierldsung aufbewahrt (z. B. Davidson) oder fotografiert, damit die 

 

Afterfiossen-Papillen spater gezahlt werden kdnnen. Falls gewtinscht, k6nnte zu diesem 

 

Zeitpunkt von anderen Gewebearten (d. h. Gonaden) eine Probe genommen und diese 
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aufbewahrt werden). Die Konzentration des Leber-VTG sollte mit einer homologen ELIsA-

Technik quantifiziert werden (siehe die empfohlenen Verfahren fir Reiskarpfhnge in 

 

Anlage 6 in Kapitel C .48 dieses Anhangs). Alternativ wurden die Methoden fur die vtg-

mRNA-Quantifizierung, d. h. vtg I-Gen mRNA-Extrahierung aus einer Leberprobe und 

 

Quantifizierung der Anzahl an Kopien des vtg I-Gene (pro ng der gesamten mRNA) durch 

 

quantitative PCR, von der U.S EPA (29) etabliert. Anstatt die Anzahl der Kopien des vtg-
Gens in den Kontroll- und Behandlungsgruppen zu bestimmen, besteht eine 

 

ressourcenschonendere und technisch weniger schwierige Methode darin, die relative 

 

(vielfache) Anderung der vtg I-Expression aus Kontroll- und Behandlungsgruppen zu 

 

bestimmen. 

 

Sekmdr Geschlechtsmerkmale 

 

45. Unter normalen Bedingungen besitzen nur geschlechtsreife mannliche Reiskarpflinge 

 

Papillen, die sich auf den verbundenen Platten bestimmter Afterfiossenstachein als sexuelle 

 

Geschlechtsmerkmale entwickeln und einen potenziellen Biomarker fur endokrinwirksame 

 

Effekte bieten. Die Methode des Zahlens von Afterflossen-Papillen (die Anzahl der 

 

verbundenen Platten mit Papillen) wird in Anlage 8 beschrieben. Es wird auch die Anzahl 

 

der Afterflossen-Papillen pro Tier verwendet, um dieses Tier als auBerlich phanotypisches 

 

Malm chen oder Weibchen zu kategorisieren, um ein einfaches Geschlechtsverhaltnis pro 

 

Replikat zu berechnen. Ein Reiskarpfling mit einer Anzahl von mehr als I wird als 

 

Mannchen definiert; ein Reiskarpfling mit I Afterfiossen-Papillen wird als Weibchen 

 

definiert 

 

Beurteilung der Fruchtbarkeit und Fertilitat 

 

46. Fruchtbarkeit und Fertilitat werden in den Priifwochen i bis 3 in der Fl-Generation und in 

 

den PrQfwochen 15 bis 17 in der Fl-Generation bewertet. Die Eier werden 21 

 

aufeinanderfolgende Tage lang taglich von jedem Brutpaar gesammelt. Die Eier werden 

 

jeden Morgen sanft von den mit dem Netz gefangenen Weibchen entfernt und/oder vom 

 

Boden des Aquariums genommen.S owoh1 Fruchtbarkeit als auch Fertlitat werden jeden 

 

Tag fir jedes Replikatbrutpaar aufgezeichnet. Die Fruchtbarkeit wird als die Anzahl der 

 

abgelaichten Eier definiert und die Fertilitat wird funktionel als die Anzahl an befruchteten 

 

und lebensfahigen Eiern zum Zeitpunkt des Zahlens definiert. Das Zahlen sollte so bald wie 

 

moglich nach dem Sa mme1n der Eier erfolgen. 

 

47. Die Fruchtbarkeit der Replikate wird jeden Tag als die Anzahl der Eier pro Brutpaar 

 

aufgezeichnet, das durch die empfohlenen statistischen Verfahren mithilfe der 
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Replikatmitteiwerte analysiert wird. Die Fertilitat der Replikate ist die S umme der Anzahl 

 

der lebensfahigen Eier, die von einem Brutpaar produziert werden, geteilt durch die S u me 

 

der Anzahl der Eier, die durch dieses Paar produziert wurden.S ttistisch gesehen wird die 

 

Fertilitat als Verhaltnis pro Replikat analysiert. Die S chlupffhigkeit der Replikate ist die 

 

Anzahl an Embryos geteilt durch die Anzahl an Embryos im Inkubator (normalerweise 20). 

 

Statistisch gesehen wird die S chlupffhigkeit als Verhaitnis pro Replikat analysiert. 

 

Probenahme von adulten Fischen und Endpunktbewertung 

 

Probenaんne von Bru加αarn 

 

48. Nach Prufwoche 17 (d. h. nachdem die F2-Genertion erfolgreich begonnen hat) werden die 

 

adulten F 1-Fische schmerzfrei geoetet und verschiedene Endpunkte bewertet (siehe Tabellen 

 

1 und 2). Von der S chwanznosse undj'oder dem S chwanz wird zur Bewertung der 

 

Afterfiossen-Papille kurz nach dem Rumpf ein Bild angefertigt (siehe Anlage 8); sie wird 

 

entfernt und zum spateren Zahlen der Papillen fixiert. Es kann eine Probe von einem Teil 

 

der S chwanzflosse genommen und diese falls gewtinscht zur Verifizierung des genetischen 

 

Geschlechts (d ) archiviert werden. Wenn erforderlich kann eine Gewebeprobe genommen 

 

werden, um die dy-Analyse zur Verifizierung des genetischen Geschlechts des 

 

spezifischen Fischs zu wiederholen. Die K6 rperh6hle wird ge6ffnet, um eine Perfusion mit 

 

den angemessenen Fixierl6sungen (z. B. Davidson) zu ermiglichen, bevor der gesamte 

 

K6 rper in die Fixierlisung getaucht wird. Wenn jedoch vor der Fixierung ein angemessener 

 

Permeabilisierunasschritt durchgefdhrt wird. muss die K6 werh6hle nicht ge6 ffnet werden. 

 

I五stGPa琉ologie 

 

49. Jeder Fisch wird histologisch auf die Pathologie im Gonadengewebe bewertet (30); (29). 

 

Wie in Abschnitt 33 angefhrt, kOnnten andere in diesem Test bewertete mechanistische 

 

Endpunkte (d. h. VTG,SSC s und bestimmte gonadale Histopathologieeffekte) von 

 

systemischen oder anderen Toxizitaten beeinflusst werden. Folglich kOnnen auch die 

 

Histopathologien von Leber und Niere griindlich bewertet werden, um dabei zu helfen, 

 

Reaktionen in mechanistischen Endpunkten besser zu verstehen. Wenn diese detaillierten 

 

Bewertungen jedoch nicht vorgenommen werden, sollten deutliche Abnormalitaten, die 

 

b eilaufig bei der histopathologischen Bewertung beobachtet werden, trotzdem notiert und 

 

gemeldet werden. Das Lesen nach unten von der hOchsten Behandlungsgruppe (im 

 

Vergleich zur Kontrolle) bis zu einer Behandlung ohne Effekt kOnnte bericksichtig werden, 

 

allerdings wird empfohlen, die Histopathologieleitlinien zu lesen (29). Normalerweise 

 

werden alle Proben verarbeitet/unterteilt, nachdem sie vom Pathologen gelesen wurden. 
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Wenn ein Ansatz des Lesens nach unten angewandt wird, muss beachtet werden, dass das 

 

Verfahren Rao-Scott Cochrane-Armitage nach S chelben (RSCABS) die Erwartung nutzt, 

 

dass sich die biologische Auswirkung (die Pathologie) mit steigender Dosis ebenfallse rh6ht. 

 

Deshalb wird die Aussagekraft verloren, wenn nur eine einzige hohe Dosis ohne 

 

Zwischendosen berticksichtigt wird. Wenn keine statistische Analyse erforderlich ist, um zu 

 

bestimmen, dass die hohe Dosis keinen Effekt hat, kann dieser Ansatz eventuell aimehmbar 

 

sein. Der Gonadenphototyp wird ebenfalls von dieser Bewertung abgeleitet 

 

&m stg Beobachtun gen 

 

50. Der MEOGRT bietet Daten, die benutzt werden kinnen (z. B. in einem Ansatz der 

 

Beweiskraft der Daten), um gleichzeitig mindestens zwei allgemeine Arten an AlPs zu 

 

bewerten, die in einer reproduktiven Einschrankung enden: (a) endokrin-vermittelte Wege, 

 

die eine S t6rung der endokrinen Hypothalamus/Hypophyse/Gonaden-Achse umfassen; und 

 

(b) Wege, die eine Reduzierungen des Uberlebens, des Wachstums (Lange und Gewicht) 

 

und der Fortpflanzung durch eine nicht-endokrin vermittelte Toxizitat verursachen. 

 

Normalerweise sind in chronischen Toxizitatstests gemessene Endpunkte wie der Test des 

 

volistandigen Lebenszyklus und der Test im fn.ihen Lebensstadium auch in diesem Test 

 

enthalten und k6nnen verwendet werden, um die Gefahren aufgrund nicht-endokrin 

 

vermittelter toxischer Wirkweisen und endokrin vermittelter Toxizitatswege zu bewerten. 

 

Wahrend des Tests sollte das Verhalten taglich beobachtet und ungew6hnliches Verhalten 

 

notiert werden. Zusatzlich sollten Mortalitaten aufgezeichnet und das Uberleben bis zum 

 

T6 ten des Fischs (Priifwoche 6/7), das Uberleben, nachdem die subadulte S tichprobe get6tet 

 

wurde, bis zur subadulten Probenahme (9-10 wpf) und das Uberleben von Paaren bis zur 

 

Probenahme der adulten Fische berechnet werden. 

 

Tabelle 1:E ndpuiktiberblck zum MEIGRT* 

 

Generation 

 

Endpunkt 

 

Fl, F2 

 

Sch10pfn (% und Zeit bis zum 

 

Sch10pfn 

 

Fl 

 

Uberleben 

 

Fl 

 

Uberleben 

 

L-ebensstadiurn 

 

Embryo 

 

(2 wpf) 

 

J'.mgfisch 

 

Gwpf) 

 

S uadulter 
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Wachstum 

 

(Lange und Gewicht) 

 

Vitellogenin 

 

(mRNA oder Protein) 

 

Sekundare Geschlechtsmerkmale 

 

(Afterfiossen-Papille) 

 

Externes Geschiechterverhaitnis 

 

Zeit bis 1. Laichen 

 

Fisch 

 

(9 oderll wpf) 

 

FO, Fl 

 

Reproduktion 

 

(Fruchtbarkeit und Ferti1itt) 

 

Adulter Fisch 

 

Fl 

 

Uberleben 

 

Wachstum 

 

(Lange und Gewicht) 

 

Sekundare Geschlechtsmerkmale 

 

(Afterfiossen-Papille) 

 

Histopathologie 

 

(Gonaden, Leber, Niere) 

 

(12-14 wpf) 

 

Adulter Fisch 

 

(15 wpf) 

 

*Diese Endpunkte mUssen statistisch analysiert werden 

 

ZITLEISTE 

 

51. Eine in Tabelle 2 dargestellte Zeitleiste fLir den MEOGRT zeigt der Test. Der MEOGRT 

 

umfasst 4 Wochen Exposition gegenuber adulten FO-Tieren und 15 Wochen Exposition 

 

gegeniber der Fl-Generation sowie die Expositionsdauer fur die zweite Generation (F2) bis 

 

zum Sc hltipfn (2 wpf). Aktivitaten im Verlauf des MEOGRT werden in Anlage 9 

 

zusammengefasst. 
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Tabelle 2: Expositions- und Me ssendpuiktfristen fTir MEOGRT 

 

MEOGRT Expositions- und Endpunktfi ist 

 

FO 

 

Fl 

 

F2 

 

Prufwoche 

 

Schlisset zum 

 

Lebensstadium 

 

Endpunkte 

 

Fruchtbarkeit 

 

Fertilitat 

 

S chupfn 

 

Ubel一leben 

 

Wachstum 

 

Vitellogenm 

 

SekundIire 

 

Gesclecht 

 

Histopathologie 

 

2 3 4 

 

2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415 

 

2 3 

 

4 5 

 

6 7 

 

1 2 

 

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

 

Embryo 

 

Larve 

 

Jungfisch 

 

Subadulter Fisch Adulter Fisch 

 

Der Versuchsplan hat 7 

 

Replikatgruppen 

 

o 5 fbr Behandlungen nut 

 

F2 Prtifchemikalien 

 

o 2 lir Kontrolibehandlungen (4, 

 

wean L6su ngsmittel verwendet 

 

werden) 

 

innerhalb des Gruppenpians 

 

o 12 Replikate fuir die 

 

Reproduktion, Pathologie und 

 

SSC bei adulten Fischen 

 

(Wochen 10 bis 18) 

 

o 6 Replikate zum 5chlupfen, 

 

Uberleben, Vtg; und - ssc und 

 

Wachstum subadulter Fische 

 

(Wochen 1 bis 9) 

 

F 
F 

 

F1 

 

F1 

 

F 
F 

 

F 
F 

F 
F 

 

sekundtire Gesclechtsmerkmale 

 

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 ssc 

 

Vtg: Vitellogemn 

 

F1 

 

Fi 

 

Fo 

 

rl 
rl 

 

Pnif'voche 

 

2 3 4 5 6 7 8 

 

BERICHTERSTATTING 

 

Statistische Analyse 

 

52. Da das genotypische Geschlecht ftir alle Prufische bestimmt wird, sollten die Daten fur 

 

jedes genotypische Geschlecht separat analysiert werden (d. h. XY-Mannchen und XXー 

 

Weibchen). Das Nichtbeachten dieser Regel reduziert die statistische Aussagekraft der 

 

Analysen erheblich. S ttistische Datenanalysen sollten nach den Verfahren im OECD - 

 

Dokument ,,Current Approaches in the S tatistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance 
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to Application" (32) durchgefhrt werden. Anlage 10 bietet weitere Hilfestellungen zur 

 

statistischen Analyse. 

 

53. Der Versuchsplan und die gewahite S tatistikmethode sollten eine ausreichende statistische 

 

Aussagekraft besitzen, damit Anderungen von biologischer Bedeutung bei den Endpunkten 

 

erkannt werden k6nnen, fur die eine NOEC anzugeben ist (32). Die Angabe der 

 

Konzentrationen und Parameter, bei denen relevante Wirkungen auftreten, kann vom 

 

jeweiligen Rechtsrahmen abhangen. Die prozentuale Anderung sollte bei jedem Endpunkt 

 

festgestellt werden, der nachgewiesen oder geschatzt werden muss. D er Versuchsaufbau 

 

sollte entsprechend angepasst werden. Da es unwahrscheinlich ist, dass derselbe Prozentsatz 

 

bei allen Endpunkten zutrifft oder dass ein durchfLihrbarer Versuch geplant werden kann, der 

 

diese Kriterien bei allen Endpunkten erfUilt, sollte man sich bei der Versuchsplanung auf die 

 

Endpunkte konzentrieren, die fur den jeweiligen Versuch von Bedeutung sind. Die 

 

Flussdiagramme und Leitlinien fur die statistische Vorgehensweise sind der Anlage 10 zu 

 

entnehmen und k6nnen bei der Auswertung der Daten und bei der Wahl der am besten 

 

geeigneten statistischen Methode oder des zu verwendenden Modells als Leitlinie 

 

herangezogen werden. Es k6nnen andere statistische Ansatze angewandt werden, sofern sie 

 

wissenschaftlich begr(indet sind. 

 

54.S treuungen innerhalb jeder Reihe von Replikaten mUssen durch Varianzanalyse oder 

 

Kontingenztabellenverfahren analysiert werden, und es mUssen ausreichend geeignete 

 

statistische Analysemethoden basierend auf dieser Analyse angewandt werden. Um einen 

 

mehrfachen Vergleich zwischen den Ergebnissen bei den individuellen Konzentrationen und 

 

denen fur die Kontrollen zu ziehen, wird ein abstufendes Verfahren (z. B. Jonckheere-

Terpstra-Test) fir fortlaufende Reaktionen empfohlen. Wo die Daten nicht mit einer 

 

monotonen Koiizentrationsreaktion konsistent sind, sollte ein Dunnett- oder Dunn-Test 

 

verwendet werden (ggf. nach einer angemessenen Datentransformation). 

 

55. Fur die Fruchtbarkeit werden die Eier taglich gezahlt, k6nnen aber als Ges amteieranzahl 

 

oder als wiederholte Messung analysiert werden. Anlage 10 bietet die Angaben dariber, wie 

 

dieser Endpunkt analysiert wird. Fur Histopathologiedaten in der Form von 

 

S chweregradeinstufungen wird ein neuer statistischer Test, Rao -Scott Cochran-Armitage by 

 

S lices (RSCABS), entwickelt (33). 

 

56. Endpunkte, die in chemischen Behandlungen beobachtet wurden, die sich signifikant von 

 

den angemessenen Kontrollen unterscheiden, sollten gemeldet werden. 

 

Erwagungen zur Datenanalyse 
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Behan認ung von Konzentrationen mit qがensichtlich toxischer Wirkung 

 

57. Um festzustellen, ob ein Replikat oder eine Prufkonzentration insgesamt offensichtlich 

 

toxisch wirkt und von der Analyse ausgeschlossen werden muss, sind mehrere Faktoren zu 

 

berticksichtigen. Eine offensichtliche Toxizitat ist bei einer Mortalitat von > 4 in einem 

 

Replikat zwischen 3 wpf und 9 wpf gegeben, die nicht durch einen technischen Fehler zu 

 

erklaren ist. Andere Anzeichen einer offensichtlichen Toxizitat sind Hamorrhagie, 

 

Verhaltensauffalligkeiten, anomales Sc hwimmVerhalten, Anorexie und sonstige klinische 

 

Anzeichen einer Erkrankung. Bei Anzeichen einer subletalen Toxizitat konnen qualitative 

 

Untersuchungen erforderlich sein; in diesen Fallen ist grundsatzlich ein Vergleich mit der 

 

Kontrollgruppe mit Verdunnungswasser (fur sauberes Wasser) vorzunehmen. Wenn eine 

 

offensichtliche Toxizitat in den hichsten Behandlungen nachweisbar ist, wird es empfohlen, 

 

dass diese Behandlunnen nicht in die Analyse aufgenommen werden. 

 

ldsungsmittelkintrillen 

 

58.8 Die Verwendung eines Losungsmittels ist nur als letzte M6 glichkeit in Betracht zu ziehen, 

 

wenn alle sonstigen Verfahren zur Applikation der betreffenden Chemikalie gepruft wurden. 

 

Wenn ein L6sungsmittel verwendet wird, ist auch eine Kontrolle mit Verdtinnungswasser zu 

 

prufen. Bei Ende des Tests werden die potenziellen Wirkungen des L6sungsmittels 

 

bestimmt. Dazu wird ein statistischer Vergleich der Kontrollgruppe mit dem Lisungsmittel 

 

und der Kontrollgruppe mit dem Verdtinnungswasser vorgenommen. Die wichtigsten 

 

Endpunkte fur diese Analyse sind Wachstumsdeterminanten (Masse), da diese Parameter 

 

auch durch allgemein wirkende TO xizitt beeintrachtigt werden k6nnen. Wenn statistisch 

 

signifikante Unterschiede in diesen Endpunkten zwischen der Verdunnungswasserkontrolle 

 

und den Losungsmittelkontrollgruppen erkannt werden, sollte das beste fachliche 

 

Urteilsver 6gen angewandt werden, um zu bestimmen, ob die Validitat des Tests 

 

kompromittiert ist. Wenn die zwei Kontrollen sich unterscheiden, sollten die den 

 

Chemikalien ausgesetzten Behandlungen mit der Lisungsmittelkontrolle verglichen werden, 

 

auBer es ist bekannt, dass der Vergleich mit der Verdunnungswasserkontrolle bevorzugt 

 

wird. Wenn es keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den zwei 

 

Kontrollgruppen gibt, wird empfohlen, dass die den Prufchemikalien ausgesetzten 

 

Behandlungen mit den gepoolten verglichen werden (L6sungsmittel- und 

 

Verdtinnungswasserkontrollgnippen), auBer es ist bekannt, dass der Vergleich mit der 

 

Verdtinnungswasser- oder der L6sungsmittelkontrollgrppe bevorzugt wird. 

 

Prufericht 
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59. Der Prtifbericht sollte Folgendes enthalten: 

 

Prfh ei iklie: physikalischer Zustand und, soweit relevant, physiんlisch-chemische 

 

chemische Kenndaten; 

 

Einkomponentiger S toff: 

 

physikalisches Erscheinungsbild, Wasserlislichkeit und weitere relevante physikalisch-
chemische Eigenschaften; 

 

chemische Bezeichnung, wie z. B. TUPAC- oder CAS -Bezeichnung, CAS -Nummer, 

 

sMILEs- oder InChI-Code,S trkturformel, Reinheit, chemische Zusammensetzung von 

 

Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfihrbar usw. (einschlieBlich des 

 

Gehalts an or2aischem Kohlenstoff. falls zutreffend. 

 

Mehrkomponentiger S toff, UVCB-Stoffe und Gemische: 

 

so weit wie m6ghch charakterisiert durch die chemische Zusammensetzung (siehe oben), 

 

das quantitative Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften 

 

der einzelnen Komponenten. 

 

Gepriifte Fischart: 

 

wissenschaftliche Bezeichnung, ggf. S tamm, Herkunft und Art der Gewinnung der 

 

befruchteten Eier sowie anschlieBende Handhabung. 

 

Pni(bedingungen了 

 

Fotoperiode(n); 

 

Testdesign (z. B.Ka mmerngrl3e, Material- und Wasservolumen, Anzahl an Pruikammern 

 

und Replikaten, Anzahl an Jungtieren pro Replikaten); 

 

Methode zur Herstellung von S taml6sugen und Haufigkeit der Erneuerung (falls 

 

verwendet, sind der Ldsungsvermittler und seine Konzentration anzugeben); 

 

Methode zur Dosierung der Prufchemikalie (:.β . Pumpen, Verdtinnungssysteme); 
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Wiederfindungsrate der Methode und nominelle Prufkonzentrationen, 

 

Bestimmungsgrenze, Mittel der gemessenen Werte mit ihren S tandardbweichungen in 

 

den PrufgefaBen sowie das Verfahren, durch das diese ermittelt wurden, sowie Nachweise 

 

daftir, dass sich die Messungen auf die Konzentrationen der PrUfchemikahe in echter 

 

L6sug beziehen; 

 

Temperatur, Konzentration des 

 

organischer Kohlenstoff (falls 

 

Prufmediums (falls gemessen) 

 

Eigenschaften des Verdumiungswassers: pH-Wert, Harte, 

 

geldsten S auerstoffs, Restchlor (falls gemessen), gesamter 

 

gemessen), S chwebstoffe (falls gemessen),S a1zgeha1t des 

 

sowie alle sonstigen durchgefQhrten Messungen; 

 

die nominalen PrQfkonzentrationen, die Mittelwerte der gemessenen Werte und ihre 

 

Standardabweichungen; 

 

Wasserqualitat innerhalb der PrQfgefaBe, pH-Wert, Temperatur (taglich) und 

 

Konzentration des gel6sten S auerstoff; 

 

a usfihrliche Angaben zur Fiitterung (z.B . Art des Futters, Herkunft, Ftittemngsmenge und 

 

-haufigkeit). 

 

Ergebnisse 

 

Nachweis, dass die Kontrollen die Gesamtvaliditatskriterien erftllt haben; 

 

Daten ftir die Kontrolle (plus L6sungsmittelkontrolle, falls verwendet) und die 

 

Behandlungsgruppen wie fol鶴Sc hlupfen (Schlupffahigkeit und Zeit bis zum S chlipfen) 

 

ftir Fl und F2, Uberleben nach dem Sc hlpfn fhr Fl, Wachstum (Lange und 

 

K6rpergewicht) fir Fl, genotypisches Geschlecht und sexuelle Unterscheidung (z.B . 

 

sekundare Geschlechtsmerkmale auf der Grundlage der Afterfiossen-Papillen und der 

 

gonadalen Histologie) fir Fl, phanotypisches Geschlecht fir Fl, sekundare 

 

Geschlechtsmerkmale (Afterfiossen-Papillen) fir Fl vtg mRNA (oder VTG-Protein) fir 

 

Fl, Histopathologiebewertung (Gonaden, Leber und Niere) fir Fl und Fortpflanzung 

 

(Fruchtbarkeit und Fertilitat) fir FO, Fl; (siehe Tabellen i und 2). 

 

Ansatz der statistischen Analyse (Regressionsanalyse oder Varianzanalyse) und 

 

Auswertung der Daten (angewandte statistische Tests oder Modelle); 

 

NOEC (No Observed Effect Concentration) fir jede bewertete Wirkung; 
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LOEC (Lowest Observed Effect Concentration)五i r J ede bewertete Wirkung (bei p = 0,05); 

 

ECx fii r jede bewertete Wirkung, falls zutreffend, und Ko n丘denzntervalle (z.B . 90 % 

 

oder 95 %) und ein Diagramm des angepassten Modells, das fir deren Berechnung benutzt 

 

wurde, die S teigung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve, die Formel des 

 

Regressionsmodelis, die geschatzten Modeiparameter und deren S tandardfhler. 

 

Abweichungen von dieser Prifmethode und Abweichungen von den Akzeptanzkriterien 

 

und Erwagungen der potenziellen Folgen hinsichtlich des Testergebnisses. 

 

60. Fur die Ergebnisse der Endpunktmessungen sollten die Mittelwerte und ihre 

 

S tandardabweichungen (auf Replikat- und Konzentrationsbasis, falls m6glich) prasentiert 

 

werden. 
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DEFINITIONEN 

 

Chemikalie: S toff oder Gemisch. 

 

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

 

Fruchtbarkeit = Anzahl der Eier; 

 

Fertiht航t = Anzahl der lebensfhigen Eier/Fruchtbarkeit; 

 

Gabellange (FL) ist die Lange von der S pitze des Fiscbmauls bis zum E nde der mittleren 

 

Schwanznossenstrahlen; wird bei Fischen verwendet, bei denen das E nde der Wirbelsaule 

 

schwer zu bestimmen ist (www.fishbase.org) 

 

Schlupfresultat = Sc hltpf[inge/nzahl an Embryos, die in einen Inkubator kommen 

 

IACUC: Institutional Animal Care and Use Committee 

 

Standardl航nge (SL) ist die Lange eines Fisches, gemessen von der S pitze des Fischmauls 

 

bis zum hinteren Ende des letzten Wirbels oder bis zum hinteren E nde des mittelseitigen 

 

Teils des S chwanzansatzes. Einfach ausgedrQckt, wird bei diesem MaB die S chwanzflosse 

 

nicht mitgemessen. (www.fishbase.org) 

 

Gesamtiiinge (TL) ist die Lange von der S pitze des Fischmauls bis zur S pitze des langeren 

 

Lappens der S chwanznosse; wird gewihnlich mit entlang der Mittellinie 

 

zusammengehaltenen Lappen gemessen. Es wird in gerader Linie gemessen, nicht entlang 

 

der K6 perktummung. (www.fishbase.org) 
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GabeIInge 

 

Gesamtiange 

 

Abbildung 1: Beschreibung der verschiedenen verwendeten Langen 

 

ECx: (Konzentration mit einer Wirkung von x %) Konzentration, bei der innerhalb einer 

 

bestimmten Expositionsdauer im Vergleich zur Kontrolle eine Wirkung von x % auf die 

 

Prtiforganismen zu verzeichnen ist. Eine EC 5o beispielsweise ist die Konzentration, bei der 

 

davon ausgegangen wird, dass sie bei 50 % einer exponierten Population wahrend einer 

 

bestimmten Expositionsdauer eine Wirkung auf einen Endpunkt im Test hat. 

 

Durchflusstest ist ein Test mit durchgehender S tr0mung der T eti6sugen durch das 

 

PrQfsystem wahrend der Expositionsdauer. 

 

HPG-Achse: Hy pothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse. 

 

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry. 

 

Besatz: Feuchtmasse eines Fischs pro Wasservolumen. 

 

Lowest observed effect concentration (LOEC) die niedrigste geprifte Konzentration einer 

 

Prufchemikalie, bei der sich im Vergleich zur Kontrolle eine statistisch signifikante 

 

Wirkung beobachten lasst (bei p< 0,05). Alle Prifkonzentrationen oberhalb der LOEC 

 

missen jedoch eine schadigende Wirkung haben, die gleich den bei der LOEC beobachteten 

 

Wirkungen oder groBer als diese ist.K6 nnen diese beiden Bedingungen nicht erfQllt 

 

werden, muss ausftihrlich erklart werden, wie die LOEC (und damit auch die NOEC) 

 

ausgewahlt wurde. Weitere Hinweise sind den Anlagen 5 und 6 zu entnehmen. 
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Lethal Concentration (LC50): ist die Konzentration einer Prufchemikalie, die 

 

gsweise auf 50 % der Pruforganismen wahrend der Prufdauer letal wirkt. 

 

Median 

 

No observed effect concentration (NOE C) die Prufkonzentration umiiittelbar unterhalb 

 

der LOEC, die im Vergleich zur Kontrolle innerhalb eines angegebenen 

 

Expositionszeitraums keine statistisch signifikante Wirkung (p< 0,05) hat. 

 

Specification. 

 

S11LES: S impli丘ed Molecular Input Line 

 

Besatzdichte: Aiizahl Fische je Wasservolumen. 

 

Prflfchemikalie: S toff oder Gemisch, der bzw. das nach dieser Prufmethode getestet wird. 

 

UVCB: S toffe mit unbekannter oder schwankender Zusammensetzung, komplexe 

 

Reaktionsprodukte oder biologische Materialien. 

 

VTG: Vitellogenin ist ein Phospholipoglycoprotein-Vorlaufer fr Eidotterprotein, das in der 

 

Regel bei geschlechtlich aktiven weiblichen Tieren aller eierlegenden Arten vorkommt. 

 

WPF: Wochen nach der Befruchtung 
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CHEMISCHE EIGENSCHAFTEN E INES GEEIGNETEN VE RDUNNUNGSW SSSERS 

 

H6ChStkonzen-

tration 

 

5 mg/l 

 

2 mg/l 

 

iF帥 

 

10 t飢 

 

Sing/i 

 

Sin飢 

 

25 n叩 

 

1 ig/1 

 

1 ig/1 

 

1 ig/1 

 

1t飢 

 

i tg/l 

 

i tg/l 

 

i tg/l 

 

iF飢 

 

i tg/1 

 

100 ng /1 

 

100 f211 

 

100 ng!! 

 

Stoff 

 

Partikel 

 

Gesamtgehalt an organischem Kohlenstoff 

 

Nicht ionisierter Anmioniak 

 

Restchlor 

 

Gesamtgehalt an phosphororganischen Pestiziden 

 

Gesamtgehalt an chiororganischen Pestiziden plus 

 

polychlorierten Biphenylen 

 

Gesamtgehalt an organischem Chlor 

 

Aluminium 

 

Arsen 

 

Chrom 

 

Kobalt 

 

Kupfer 

 

Eisen 

 

Blei 

 

Nickel 

 

Zink 

 

Cadmium 

 

Quecksilber 

 

Silher 
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PRUFBEDINGUNGEN FUR DEN MEOGRT 

 

Japanischer Relskrpf1ng (Oryzias latipes) 

 

Kontinuierlicher Durchfluss 

 

Die nominale Prt丘emperatur betragt 25 oc. Die mittlere Temperatur 

 

wabrend des Tests in jedem Becken betragt 24-2 6 c. 

 

Leuchtstofflampen (breites S pektrum und~ 150 Lumei'm2) 

 

(150 Lux). 

 

16 std. Licht, s std. Dunkelheit 

 

F0: 2 adulte Fische/Replikat; Fl: eingeleitet mit maximal 20 Eiern 

 

(Embryos)ノReplikat, reduziert auf 12 Embryos/Replikat beim Sc h10pfen, 

 

daim 2 adulte Fisch (XX-XY-Brutpaar) bei 9-10 wpffir 

 

Fortpflanzungsphase 

 

1. Empfohlene Arten 

 

2. Testtyp 

 

3. Wassertemperatur 

 

4.B eleuchtungsqulltt 

 

6. Besatz 

 

7. Minimales nutzbares Volumen 1,8 1 (z. B., GrBe der Prtifkanimer: 18 x 9 x 15 cm) 

 

der Prifkmmr 

 

8. Erneuerung der Priin6sungen Mindestens S Volumenerneuerungeii'Tag bis zu 16 

 

Volumenerneuerungeii'Tag (oder 20 m l/min Durchfluss) 

 

9. Alter der Priiforganismen bei FO:> 12 wpf, aber es wird empfohlen, 16 wpf mcht zu iberscbreiten 

 

Einleitung 

 

10. Anzahl der Organismen pro F0: 2 Fische (Paar aus Mann chen und Weibchen); Fl: maximal 20 

 

Replikat Fische (Eier)ノReplikat (erzeugt aus FO- und F 1-Brutpaaren). 

 

5 Prifchemkalen plus angemessene Kontrolle(n) 

 

Mindestens 6 Replikate pro Behandlung fir Priifhcmikalicn und 

 

mindestens 12 Replikate fur die Kontrolle und fir die 

 

L6sungsmlttelkntrlle, falls diese verwendet wird (die Anzahl an 

 

Replikaten wird in der Fortpflanzungsphase in Fl verdoppelt) 

 

eine 

 

Fische in FO und 648 

 

1. (Werm 

 

darm 108 

 

andlungen 

 

likate pro 

 

11. Anzahl der Beh 

 

12. Anzahl der Rep 

 

Behandlung 

 

13. Anzahl der Organismen pro Mindestens 84 Fische in FO und 504 in F 

 

L6sungsmittelkontrolle verwendet wird 
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Fische in Fl). Die gezahlte Einheit ist der Embryo nach Eleuthero. 

 

Die Fische werden mit Sd nenkrebsen, ArterIa spp., (24 S tunden alte 

 

nauplii) ad libitum gefittert, ggf. ergan乱 mit einem im Handel 

 

erhaltlichen Flockenfutter (Ein Beispiel f1r einen Fitterungsplan, der 

 

ein angemessenes Wachstum und die Entwicklung gewahrleistet, um die 

 

solide Reproduktion zu untersttitzen, findet sich ir Anlage 6). 

 

Keine, auBer der gel6ste Sa uertoff nahert sich< 60 % des 

 

Luftsauerstoff- S attigung swerts 

 

Sauberes O ber助chcn- oder Bruienwasser oder rekonstituiertes 

 

Wasser oder entchlortes Leitungswasser. 

 

PrimLir 19 Wochen (von FO bis F2 Sc hlpfen) 

 

Sch1upffhigkeit (Fl und F2); Uberleben (Fl, vom S chlpfen bis 4 wpf 

 

(Ende des Larven-/egiin des Jungtierstadiums), von 4 bis 9 (oder 10) 

 

wpf (egin des Jungtier- bis subadulten S tadiums) und von 9 bis 15 

 

wpf (subadultes S tadium bis adulte T6tung)); Wachstum (Fl, Lange und 

 

Gewicht bei 9 und 15 wpf); sekundare Geschlechtsmerkmale (Fl, 

 

Afterfiossen-Papillen bei 9 und 15 wpf); Vitellogenin (Fl, vtg mRNA 

 

oder VTG-Protein bei 15wpf; phanotypisches Gescmecht (Fl, Ober 

 

Gonadenhistologie bei 15 wpf); Reproduktion (FO und Fl, Fruchtbarkeit 

 

und Fertilitat fir 21 Tage); Zeit bis zum Laichen (Fl); und 

 

Histopathologie (Fl, Gonaden, Leber und Niere bei 15 wpf) 

 

Gel6ster Sa uertoff vonと 60 % Luftsauerstoff- S attigungswert; mittlere 

 

Wassertemperatur von 24-26 C wabrend des gesamten Tests; 

 

erfolgreiche Reproduktion von>1 65 % der Weibchen bei den Kontrollen; 

 

tglche mittlere Beihichtung vonと 20 Eiern bei den Kontrollen; 

 

Schlupffhigkit vonと 80 % (Durchsclitt) bei den Kontrollen (jeweils 

 

in Fl und F2); Uberleben nach dem S ch10pfn bis 3 wpf von ? 80 % 

 

(Durchschnitt) und von 3 wpf bis zur T6tung fir die Generation von 

 

> 90 % (Durchschnitt) bei den Kontrollen (Fl), Konzentrationen der 

 

Prtifchemikalie in der L6sung sollten zufriedenstellend inerhlb von 

 

+ 20 % der mittleren gemessenen Werte beibehalten werden. 
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LEITLINIEN ZU T YPISCHEN KONTROLL WERTEN 

 

Es sollte angemerkt werden, dass diese Kontrollwerte auf einer begrenzten Anzahl von 

 

Validierungsstudien basieren und Anderungen im Falle von weiteren Erkenntnissen 

 

unterliegen. 

 

Vczstui 

 

Die Messungen von Gewicht und Lange werden fUr alle Fische, von denen eine Probe 

 

genommen wird, bei 9 (oder 10) und 15 Wochen nach der Befruchtung (wpf) 

 

vorgenommen. Die Befolgung dieses Protokolls ergibt die erwarteten Nassgewichte bei 9 

 

wpf von 85-145 mg fUr Mannchen und 95-150 mg fUr Weibchen. Die erwarteten 

 

Gewichtswerte bei 15 wpf betragen 250-330 mg fUr Mannchen und 280-350 mg fUr 

 

Weibchen. Wahrend es bei einzelnen Fischen bedeutende Abweichungen von diesen 

 

Bereichen geben kaim, wurden mittlere Gewichtswerte bei Kontrollen, die erheblich 

 

auBerhalb dieser Bereiche liegen (und insbesondere geringer sind), auf Probleme mit der 

 

Futterung, der Temperaturkontrolle, der Wasserqualitat, eine Erkrankung oder eine 

 

Kombination dieser Faktoren hindeuten 

 

Schlpfn 

 

Der S chlupfrfolg liegt bei den Kontrollen normalerweise um die 90 %, Werte von nur 

 

80 % kommen jedoch haufiger vor. Ein S chlupfrfolg von weniger als 75 % kann auf eine 

 

unzureichende Anregung der sich entwickelnden Eier oder nicht genug S orgfa1t beim 

 

Umgang mit den Eiern hindeuten, wie beispielsweise mangelndes punktliches Entfernen 

 

von toten Eiern, was zu einem Pilzbefall fUhren kann. 

 

Uberleben 

 

Uberlebensraten bis 3 wpf ab dem S chltipfn und nach 3 wpf betragen normalerweise 90 % 

 

oder mehr bei Kontrollen, aber Uberlebensraten in frUhen Lebensstadien von nur 80 % sind 

 

nicht alarmierend. Uberlebensraten bei Kontrollen von weniger als 80 % waren Grund zur 

 

Sorge und knnten eine unzureichende Reinigung der Aquarien anzeigen, was zu einem 

 

Verlust der larvalen Fische aufgrund von Erkrankungen oder Erstickung durch zu niedrigen 
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gel6sten Sa uerstoffege1 fiibrt. Auch Mortalitat kann infolge einer Verletzung bei der 

 

Beckenreinigung und durch den Verlust larvaler Fische im Abflusssystem des Beckens 

 

auftreten. 

 

Vitellogenin-Gen 

 

Wahrend absolute Niveaus des Vitellogenin-G ens (vig), ausgedr(ckt als Ko pier/ng der 

 

Gesamt-mRNA, sich aufgrund der verwendeten Verfahren oder Instrumente zwischen den 

 

Laboren stark unterscheiden kOnnten, sollte das Verhaltnis von Vig bei Kontrollweibchen im 

 

Vergleich zu Kontrolimamichen ungefahr 200 Mal hoher sein. Es ist nicht ungewOhnlich, 

 

dass dieses Verhaltnis bei einem so hohen Wert wie 1000 oder 2000 liegt, jedoch ware ein 

 

Verhaltnis von weniger als 200 verdachtig und kOnnte auf Probleme mit einer 

 

Probenverunreinigung oder Problemen mit dem verwendeten Verfahren und!oder den 

 

Reagenzien hinweisen. 

 

Sek ddr Geschlechtsinerkmale 

 

Bei Mannchen liegt der normale Bereich der sekundaren Geschlechtsmerkmale, der als die 

 

Gesamtanzahl der segmente in den Flossenstacheln der Afterfiossen-Papille definiert ist, bei 

 

40-80 S egmenten bei 9-10 wpf. Bei 15 wpf sollte der Bereich fir Ko ntrollmamchen 

 

ungefahr 80-120 und O fii r Kontrollweibchen betragen. Aus unerklarten Grunden liegt in 

 

seltenen Fallen bei Mannchen bis 9 wpf keine Papille vor, aber da alle Kontroilmamichen 

 

bis 15 wpf eine Papille entwickelt haben, wird dies hOchstwahrscheinlich durch eine 

 

verzOgerte Entwicklung hervorgerufen. Das Vorhandensein einer Papille bei 

 

Kontrollweibchen weist auf das Vorhandensein von XX-Mannchen in der PoDulation hin. 

 

x予Mdnnchen 

 

Das normale Auftreten von XX-Mannchen im Hintergrund scheint in der Kultur ungeflihr 

 

4 % oder weniger bei 25 oc zu betragen, wobei das Vorkommen sich mit gesteigerter 

 

Temperatur erhOht. Es sollten S chitte unternommen werden, um den Anteil von XXー 

 

Mannchen in der Population zu minimieren. Da das Vorhandensein von XX-Mamichen eine 

 

genetische Komponente zu haben scheint und deshalb vererblich ist, ist die Uberwachung 

 

des Kulturstamms und die Gewahrleistung, dass XX-Mamichen nicht verwendet werden, 

 

um den Kulturstamm zu propagieren, ein effektives Mittel zur Reduzierung des 

 

Vorkommens von XX-Mamichen in der Population. 

 

Laichaktんitdt 
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Die Laichaktivitat bei den Kontrollreplikaten sollte vor dem Durchfhren der 

 

Frichtbarkeitsbeurteilung taglich uberwacht werden. Die Kontrollpaare kdnnen qualitativ 

 

anhand einer S ichtpriifung auf Nachweise fir eine Laichaktivitat bewertet werden. Bis 12-
14 wpf sollten die meisten Kontrolipaare laichen. Eine geringe Anzahl an Laichpaaren zu 

 

dieser Zeit weist auf potenzielle Probleme mit der Gesundheit, der Reife oder dem 

 

Wohlbefinden des Fisches hin. 

 

Fruch功arkeit 

 

Gesunde und gut gefitterte Reiskarpilinge laichen 12-14 wpf allgemein taglich und 

 

produzieren zwischen 15 und 50 Eiern pro Tag. Die Eierproduktion fir 16 der empfohlenen 

 

24 Kontrollbrntpaare (>65 %) sollte bei mehr als 20 Eier pro Paar pro Tag liegen und sogar 

 

bis zu 40 Eier pro Tag erreichen. Eine geringere Menge kann auf unreife, mangelernahrte 

 

oder ungesunde Laichpaare hindeuten. 

 

Ferti房dt 

 

Der Prozentsatz an be&uchteten Eiern fir Kontroll-Laichpaare lie導 normalerweise im 

 

Bereich von 90 %, wobei Werte in den mittleren bis oberen 9oern nicht ungew6hnlich sind. 

 

Fertilitatsraten von weniger als 80 % fir Kontrolleier sind verdachtig und k6mien entweder 

 

auf ungesunde Tiere oder nicht ideale Kulturbedingungen schliel3en lassen. 
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BEISPIEL E INES FUTTERINGSPLANS 

 

Ein Beispiel eines Futterungsplans zur Gewahrleistung eines ausreichenden Wachstums und 

 

einer adaquaten Entwicklung zur Unterstutzung der soliden Reproduktion wird in Tabelle i 

 

dargestellt. Abweichungen von diesem Futterungsplan kinnen annehmbar sein, aber es wird 

 

empfohlen, dass sie geprtift werden, um zu verifizieren, dass das annehmbare Wachstum 

 

und die Reproduktion beachtet werden. Um den vorgeschlagenen Futterungsplan 

 

einzuhalten, muss das Trockengewicht der Sal inenkrebse pro Volumen an 

 

Salinenkrebsschlamm vor Beginn des Tests bestimmt werden. Dies kann durch das Wiegen 

 

eines definierten Volumens an Sal inenkrebsschlamm erfolgen, der 24 S tunden lange bei 

 

60。C auf vorgewogenen S chalen getrocknet wurde. Um das Gewicht der Sa 1ze im 

 

Sch1amm zu beriicksichtigen, sollte eine gleiche Menge derselben S a1z1osung, die im 

 

Sch1amm verwendet wurde, ebenfalls getrocknet, gewogen und vom Gewicht des 

 

getrockneten S alinenkrebsschlamms abgezogen werden. Alternativ konnen die 

 

Salinenkrbse gefiltert und vor dem Trocknen mit destilliertem Wasser abgesptilt werden, 

 

um so das Erfordernis zu beseitigen, das Gewicht von ,,Leersalz" zu messen. Diese 

 

Informationen werden genutzt, um die Informationen in der Tabelle bezuglich des 

 

Trockengewichts der Sal inenkrebse in das Volumen des pro Fisch zu fitteruden 

 

Sainenkrbsschlamms umzuwandeln. Zusatzlich dazu wird empfohlen, dass die Aliquoten 

 

des Sal inenkrebsschlamms w6chentlich gewogen werden, um das korrekte Trockengewicht 

 

der verfQtterten S alinenkrbse zu bestatigen. 
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I abeiie i: 1eiSDie1 eines I-utterunQsDians 

 

Leit (flac!! dem Sa 1inenkrebs (m2 

 

Sc hlupfn) T rockenmass/Fisch!Ta2) 

 

Tag 1 0,5 

 

TaQ2 0.5 

 

TaQ 3 0.6 

 

T aQ4 0.7 

 

Tag 5 0.8 

 

Tag 6 Li 

 

T aQ7 L3 

 

T aQ8 L7 

 

T aQ9 2.2 

 

TaQ il 2.8 

 

Tagli 3,5 

 

TaQ 12 4.2 

 

TaQ 13 4.5 

 

Tag 14 4.8 

 

TaQ 15 5.2 

 

TaQ 16-21 5.6 

 

Woche 4 7.7 

 

Woche 5 9.0 

 

Woche 6 11.0 

 

Woche 7 13.5 

 

Woche 8-T6tunQ 22.5 
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Anla2e 6 

 

BEISPIELE EINER E IERINKUBATIONSKAMM E R 

 

Beispiel4 

 

. 

 

く、 

 

Dieser Inkubator besteht aus einem Zentrifugenribrchen aus durchtremitem Glas, der uber 

 

eine Edeistahihfllse verbunden ist und durch die obere Kappe der Zentrifugenschraube in 

 

seiner Position gehalten wird. Ein kleines Glas- oder E delstahlr6hrchen wird durch die 

 

Kappe projiziert und nahe des abgerundeten Bodens positioniert und es werden vorsichtig 

 

Luftblasen erzeugt, um die Eier schwebend zu halten und die Ubertragung von 

 

saprophメischen Pilzinfektionen zwischen den Eiern zu reduzieren, wahrend der chemische 

 

Austausch zwischen dem Inkubator und dem Haltebecken vereinfacht wird. 

 

Betsptelβ 
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Der liikubator besteht aus einem Glaszlinderk6rper (5 cm Durchmesser und 10 cm HOhe) 

 

ite), das mithilfe eines PTFE-Rings 

 

1ingen 

 

5 cm 

 

atoren fir Eier von Reis1 

 

und Edelstahldrahtgefiecht (0,25甲 und 32 Masch 

 

an der Unterseite des KOrpers befestigt ist. Die I 

 

Becken gehangt und vertikal (unge 

 

einmal alle 4 S ekude) geschtittelt. 
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AnIa2e 7 

 

SCHEMATISCHE DARSTELLUNG FUR DAS POOLING UND BES IEDELN VON 

 

REPLIKATEN WAIIREND DER MEOGRT-PRUFIETIODE 

 

Abb. 1: Pooling und Besiedelung von Replikaten wiilirend des MEOGRT. Die Abbildung stellt eine 

 

Behandlung oder % Kontrolle dar. Aufgrund des Pooling ist die Repliktsidentittt wilirend des Tests 

 

nicht durchgeh( 

 

bezieht (含1inlich 

 

,nd. Bitte beachten, dass der Begiiff ,,Eier" sich auf lebensfdhige, befruchtete Eier 

 

zu Embryos). 
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Behandlungen und Replikation. 

 

Die Prufmethode empfiehlt Behandlungen mit funf Prufchemikalien mithilfe von 

 

technischem Material und einer Negativkontrolle. Die Anzahl der Replikate pro Behandlung 

 

bleibt wabrend des MEOGRT nicht konstant und die Anzahl der Replikate in der 

 

Kontrolibehandlung ist doppelt so hoch wie bei einer Behandlung mit einer einzelnen 

 

Prufchemikalie. In FO verftigt jede Behandlung mit Prufchemikalien uber sechs Replikate, 

 

wahrend es bei der Negativkontrollbehandlung 12 Replikate sind. Von Ldsungsmitteln wird 

 

stark abgeraten, und falls sie verwendet werden, sollte eine Begrundung fir die 

 

Verwendung eines LL%sungsmittels und die Wahl des Lisungsmittels im MEOGRT-Bericht 

 

aufgenomnien werden. Weim eine L6sungsmittel verwendet wird, sind auBerdem zwei 

 

Arten von Kontrollen erforderlich: a) eine Lisungsmittelkontrolle und b) eine 

 

Negativkontrolle. Diese zwei Kontrollgruppen sollten an allen Punkten der MEOGRT-
Zeitleiste jeweils aus einer vollen Zahl an Replikaten bestehen. Wahrend der Entwicklung 

 

der Pruforganismen in der Fl-Generation (und F2 bis zum S chhpfe), bleibt diese 

 

Replikatstruktur gleich. Im adulten S tadium wird die Anzahl der Brutpaarreplikate pro 

 

Behandlung optimalerweise jedoch verdoppelt, wenn die Fl -Bmtpaare aufgestellt werden; 

 

deshalb gibt es bei jeder Behandlung mit Prufchemikalien bis zu 12 Replikatpaare und in 

 

der Kontrollgruppe 24 Replikatpaare (und ggf. weitere 24 Replikatpaare in der 

 

L6sugsmittelkntrolle). Die Bestinmiung des S ch1Upfens von Embryos, die von den Fl-
Paaren abgelaicht wurden, erfolgt uber dieselbe Replikatstruktur, die fuir die Embryos 

 

verwendet wurde, die von den FO-Paaren abgelaicht wurden, was ursprunglich sechs 

 

Replikate pro Behandlung mit Pnifchemikalien und 12 Replikate in die Kontrollgruppe(n) 

 

bedeutet 
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ZAHLEN VON AFTERFLOSSEN-PAPILLEN 

 

Wichtiges Material und Reagenzien 

 

S tereomikroskop (optional mit angebrachter Kamera) 

 

Fixierlosung (z. B. Davidson (Boumn wird nicht empfohlen)), wenn nicht auf einem Bild 

 

gezahlt wird 

 

Verfahren 

 

Nach der Nekropsie sollte ein Bild der Afterfiosse aufgenommen werden, um ein bequemes 

 

Zahlen der Afterftossen-Papillen zu erm6gllchen. Wahrend die Bildgebung die empfohlene 

 

Methode ist, karm die Afterflosse mit der Davidson-Fixierl6sung oder anderen 

 

angemessenen Fixierl6sungen ca. 1 Minute lang befestigt werden. Es ist wichtig, die 

 

Afterfiosse wabrend der Fixierung flach zu halten, um das Zahlen der Papillen einfacher zu 

 

gestalten. Die Karkasse mit der Afterfiosse kann im Davidson-Fixierldsung oder einer 

 

anderen angemessenen Fixierlisung aufbewahrt werden, bis sie analysiert wird. Es muss die 

 

Anzahl der verbundenen Platten (siehe Abbildung 1) mit Papillen gezahlt werden, die aus 

 

dem Hinterrand der verbundenen Platte hervorstehen一 

 

Abb. 1: Afterflossen-Papille 
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Verbundene 

 

、 、ーー 

 

ぐ～・ー’ 
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DETAILLIERTE ZEITLEISTE DES MEOGRT 

 

Pnifwochen 1- (FO) 

 

Die laichenden Fische der Fl-Generation, die die Auswahlkriterien erfilit haben (siehe 

 

Abschn. 16-20) werden drei Wochen lang exponiert, um es den sich entwickelnden 

 

Gameten und Gonadengeweben zu ermiglichen, der PrQfchemikalie ausgesetzt zu sein. In 

 

jedem Replikatbecken befindet sich ein eilLziges Fischpaar (Brutpaar aus XX-Weibchen und 

 

XY-Mannchen). Die abgelaichten Eier werden 21 Tage lang ab Testtag i gesammelt, 

 

gezahlt und hinsichtlich ihrer Fertilitat beurteilt. 

 

Prufwche 4 (F0 und Fl) 

 

Die befruchteten und lebensfahigen Eier (Embryos) sollten bevorzu群 an einem einzigen 

 

Tag gesammelt werden; wenn es jedoch nicht genug Embryos gibt, kdnnen diese ii ber zwei 

 

Tage hinweg gesammelt werden. In diesem Fall werden alle Embryos, die am ersten Tag 

 

gesammelt wurden, fir die Behandlungen mit denen, die am zweiten Tag gesammelt 

 

wurden, zusammengelegt. Dann werden die insgesamt gepoolten Embryos fir jede 

 

Behandlung nach dem Zufalisprinzip auf j eden der Replikatinkubatoren mit 20 Embryos pro 

 

Inkubator verteilt. Die Mortalitaten der befruchteten Eier (Embryos) werden taglich 

 

kontrolliert und aufgezeichnet. Tote Eier werden aus den Inkubatoren entfernt (tote 

 

befruchtete Eier konnen insbesondere in den frOhen S tadien durch einen deutlich 

 

erkennbaren Verlust an Lichtdurchlassigkeit und eine Veranderung der Farbung bezeichnet 

 

werden, hervorgerufen durch Gerinnung und!oder Ausfllung von EiweiB, was zu einem 

 

weiB-opaken Aussehen fihrt; OECD 210). 

 

Hinweis: Wenn eine einzelne Behandlung einen zweiten S amnieltag erfordert, mtissen alle 

 

Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollen) dieses Verfahren befolgen. Wenn es nach 

 

dem zweiten Tag des Sam melns nicht genugend Embryos in einer Behandlung gibt, um 20 

 

Embryos pro Inkubator zu erhalten, muss die Anzahl der Embryos bei dieser spezifischen 

 

Behandlung auf 15 Embryos pro Inkubator reduziert werden. Wenn es nicht genug Embryos 

 

gibt, um 15 pro Inkubator zu haben, dann muss die Anzahl der Replikatinkubatoren 

 

reduziert werden, bis genug Embryos fOr 15 pro Inkubator vorhanden sind. Zusatzlich dazu 

 

konnten mehr Brutpaare p ro Behandluna und Kontrollen in Fl hinzu2efat werden, um 
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mehr Eier zu produzieren, um die empfohlenen 20 pro Replikat zu erhalten. 

 

Am Testtag 24 werden die FO-Brutpaare schmerzfrei getdtet und Gewicht und Lange 

 

aufgezeichnet. Wenn erforderlich kuren die FO-Brutpaare weitere 1-2 Tage behalten 

 

werden, um Fl neu zu starten. 

 

Prufwchen 5-6 (Fl) 

 

Ein bis zwei Tage vor dem geplanten S tart des S chlpfens muss die Anregung der 

 

inkubierten Eier gestoppt oder reduziert werden, um das S chlupfen zu beschleunigen. Da an 

 

jedem Tag Embryos schltipfen, werden die Jungtiere nach Behandlung zusammengefasst 

 

und systematisch auf jedes larvale Replikatbecken in einer spezifischen Behandlung mit 

 

nicht mehr als 12 Jungtieren verteilt. Dies geschieht durch zufallige Auswahl von Jun群ieren 

 

und Platzierung eines einzelnen Jun導iers in aufeinanderfolgenden Replikaten in einer 

 

wahllosen Ziehung, wobei die Reihenfolge der spezifischen Behandlungsreplikate 

 

durchlaufen wird, bis alle Replikate innerhalb Behandlung uber 12 Jungtiere verfgen. 

 

Wenn es nicht genug Jungtiere gibt, um alle Replikate zu fOllen, dann muss sichergestellt 

 

werden, dass so viele Replikate wie miglich uber 12 Jungtiere verfogen, um die Fl-Phase 

 

zu starten. 

 

die bis zum Doppelten des mittleren Kontrolltags for das Sc hlipfen noch nicht 

 

sind, werden als nicht lebensfahig angesehen und entsorgt. Die Anzahl an 

 

wird aufgezeichnet und der S chlupferfolg (Schlupffahigkeit) wird in jedem 

 

Die Eier, 

 

geschlttpft 

 

Jungtieren 

 

Replikat berechnet. 

 

Prufwchen 7-11 (Fl) 

 

Das Uberleben der larvalen Fische wird gepruft und taglich in allen Replikaten 

 

aufgezeichnet. Am PrQfag 43 wird die Anzahl der ii berlebenden Fisch in jedem Replikat 

 

sowie die ursprungliche Anzahl der Jungtiere im Replikat aufgezeichnet (nominal zw6lf). 

 

Dies ermuglicht die Berechnung des Uberlebens vom Sc hlpfen bis zum subadulten 

 

Stadium. 

 

Pruf'vochen (Fl) 

 

An den Pruftagen 78-85 wird eine kleine Probe aus der S chwanzftosse jedes Fischs 

 

das genotypische Geschlecht jedes einzelnen Tiers zu bestimmen (d. h. 

 

entnommen 

 

Flossenabtremiung). Diese Information wird verwendet, um Brutpaare zu bilden. 
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Innerhalb von drei Tagen nach der Bestimmung des genotypischen Geschlechts jedes Fischs 

 

werden zufallig 12 Brutpaare pro Behandlung und 24 Paare pro Kontrolle gebildet. Zwei 

 

XX- und XY-Fische aus jedem Replikat werden zufallig ausgewahlt und dann nach 

 

Geschlecht gepoolt. AnschlieBend werden sie zufallig ausgewahlt, um ein Brutpaar zu 

 

bilden (d. h. XX-XY-Paar). Es werden mindestens 12 Replikate pro 

 

Chemikalienbehandlung und mindestens 24 Replikate mr die Kontrolle mit jeweils einem 

 

Brutpaar pro Replikat gebildet. Wenn ein Replikat nicht entweder zwei XX- oder zwei XY-
Fische fii r das Pooling zur Verfhgung hat, dann sollten Fische mit dem angemessenen 

 

Geschlechtsgenotyp aus anderen Replikaten innerhalb der Behandlung genommen werden. 

 

Die verbleibenden Fische (maximal 8 Fische pro Replikat) werden schmerzfrei getitet und 

 

von ihnen wird eine Probe mr die verschiedenen subadulten Endpunkte genommen. Die 

 

dniy-Daten (XX oder XY) mr alle subadulten Proben werden behalten, um sicherzustellen, 

 

dass alle Endpunktdaten auf das genetische Geschlecht jedes eiiizelnen Fischs bezogen 

 

werden kinnen. 

 

Prtifwochen 13-14 (Fl) 

 

Die Exposition wird fortgesetzt, wahrend sich die subadulten Brutpaare in adulte Fische 

 

weiterentwickeln. Am Prufag 98 (d. h. dem Tag, bevor das S amme1n der Eier beginnt), 

 

werden die Eier aus den Aquarien und von den Weibchen entfernt. 

 

Pruf'vochen 15-17 (Fl) 

 

Die abgelaichten Eier werden 21 nachfolgende Tage lang in jedem Replikat gesammelt und 

 

auf Fruchtbarkeit und Fertilitat bewertet. 

 

Prufwche 18( Viederho1ung von Prflfwoche 4) (F1 und F2) 

 

Am Pruftag 120 erfolgt die Eiersammlung in jedem Replikatbecken morgens. Die 

 

gesammelten Eier werden bewertet und die befruchteten Eier (Fasern entfernt) von jedem 

 

der Brutpaare nach Behandlung gepoolt und systematisch auf Eierinkubationskammern mit 

 

20 befruchteten Eiern pro Inkubator verteilt. Die Inkubatoren konnen in separaten 

 

,,Inkubatorbecken", die mr jede Behandlung eingerichtet wurden, oder im Replikatbecken 

 

platziert werden, die beim S chlupfen die geschlupften Larven enthalten. Es wird bevorzugt, 

 

dass die Embryos an einem einzigen Tag gesammelt werden; wenn es jedoch nicht genug 

 

Embryos gibt, k6nnen die Embryos ii ber zwei Tage hinweg gesammelt werden. Wenn uber 

 

zwei Tage gesammelt wird, werden alle Embryos in der Behandlung, die am ersten Tag 

 

gesammelt wurden, mit denen gepoolt, die am zweiten Tag gesammelt wurden. Dann 

 

werden die insaesamt aevoolten Embryos fii r jede Behandluna nach dem ZufllsDrinzip auf 
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jeden der Repikatinkubatoren mit 20 Embryos pro Inkubator verteilt. Hinweis: Wenn eine 

 

einzelne Behandlung einen zweiten Sa mmeltag erfordert, missen alle Behandlungen 

 

(einschlieBlich der Kontrollen) dieses Verfahren befolgen. Wenn es nach dem zweiten Tag 

 

des S a me1ns eine unzureichende Anzahl von Embryos in einer Behandlung gibt, um 20 

 

Embryos pro Inkubator zu erhalten, muss die Anzahl der Embryos in dieser spezifischen 

 

Behandlung auf 15 Embryos pro Inkubator reduziert werden. Wenn es nicht genug Embryos 

 

gibt, um 15 pro Inkubator zu haben, muss die Anzahl der Replikatinkubatoren reduziert 

 

werden. bis aenua Embryos fir 15 nro Inkubator vorhanden sind. 

 

herzustellen, dass F2 gut gestartet ist) werden die 

 

fir die adulten Endpunkte analysiert. Wenn 

 

um F2 neu zu 

 

um sic 

 

und 

 

Am Prii丘ag 121 (oder Pmftag 122, 

 

F 1-Brutpaare schmerzfrei get6tet 

 

erforderlich k6nnen die F 1-Brutpaare weitere 1-2 Tage behalten werden 

 

starten. 

 

Prufwchen 19-20 (F2) 

 

Ein bis zwei Tage vor dem geplanten S tart des S chlipfens muss die Anregung der 

 

inkubierten Eier gestoppt oder reduziert werden, um das S ch1ipfen zu beschleunigen. Wenn 

 

der Test durch den Abschluss des S chltipfens von F2 beendet wird, werden die Jungtiere 

 

jeden Tag gezahlt und entsorgt. (Embryos, die nach einer langeren Inkubationszeit, die als 

 

zwei Mal der mediane Kontrolitag des S chltipfens definiert ist, noch nicht geschlipft sind, 

 

werden als nicht lebensfahig angesehen). 
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STAT1ST1SC1E A NALYSE 

 

Die Arten von biologischen Daten, die im MEOGRT erzeugt werden, sind nicht einzigartig, 

 

und mit Ausnahme von pathologischen Daten wurden viele geeignete statistische Methoden 

 

entwickelt, um ahnliche Daten in Abhangigkeit von den Merkmalen der Daten wie 

 

Normalitt, Varianzhomogenitat, ob das S tudiendesign 丘i r Hypothesentests oder 

 

Regressionsanalysen, parametrische oder nicht-parametrische Tests usw. geeignet ist, 

 

ordnugsgemaB zu analysieren. Im Allgemeinen folgen die vorgeschlagenen statistischen 

 

Analysen den Empfehlungen der OECD fQr Okotoxizitatsdaten (OECD 2006) und ein 

 

Entscheidunasf1ussdiaaramm 丘i r die MEOGRT-Datenanalyse ist in Abbildung 2 zu sehen. 

 

Es wird angenommen, dass die Datensatze meist monotone Reaktionen anzeigen. Zusatzlich 

 

dazu sollte das Problem, einen einseitigen statistischen Test im Vergleich zu einem 

 

zweiseitigen statistischen Test zu verwenden, bericksichtigt werden. Wenn es keine 

 

biologische Begrundung gibt, die einen einseitigen Test angemessen machen wirde, wird 

 

empfohlen, einen einseitigen Test zu verwenden. Wahrend der folgende Abschnitt 

 

bestinm-ite statistische Tests empfiehlt, wUrden, wenn angemessenere und!oder 

 

aussagekraftige statistische Methoden zur Anwendung der spezifischen, im MEOGRT 

 

erzeugten Daten entwickelt werden, diese statistischen Tests verwendet werden, um diese 

 

Vorteile auszunutzen一 

 

Die MEOGRT-Daten sollten血 r jedes genotypische Geschlecht separat analysiert werden. 

 

Es gibt zwei S trategien, um die Daten von Fischen mit umgekehrtem Geschlecht zu 

 

analysieren (entweder XX-Malmchen oder XY-Weibchen). 1) Alle Daten von Fischen mit 

 

umgekehrtem Geschlecht fir den gesamten Test zensieren,a uI3er der Pravalenz des 

 

umgekehrten Geschlechts in jedem Replikat. 2) Die Daten aller Fische mit umgekehrtem 

 

Geschlecht im Datensatz lassen und auf Basis des Genotyps analysieren. 

 

Histopathologische Daten 

 

Die histopathologischen Daten werden als Einstufungen des Sc hweregrads eingetragen, die 

 

mit einem neu entwickelten statistischen Verfahren, dem Rao-Scott Rao-Scott Cochrane-

Armitage by S 1ices (RSCABS), bewertet werden (Green et al., 2014). Die Rao-Sco1t-
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Anpassung speichert Informationen zur Testrepikation; das Verfahren byS 1ces integriert 

 

die biologische Erwartung, dass die Einstufungen des S chweregrads dazu tendieren, sich mit 

 

steigenden Behandlungskonzentrationen zu erhihen. Bei jeder Diagnose spezifiziert der 

 

RS CAB S-Ausgang, welche Behandlungen eine hdhere Pravalenz der Pathologie besitzen 

 

als Kontrollen und die zugehorigen Si cherheitsstufn. 

 

Fruchtbarkeitsdaten 

 

Analysen fur Vermehrungsratendaten bestehen aus einem abstufenden Jonckheere-Terpstra-
oder Williams-Test, um die Behandlungseffekte zu bestimmen, sofern die Daten mit einer 

 

monotonen Konzentrationsreaktion konsistent sind. Bei einem abstufenden Test erfolgen 

 

alle Vergleiche auf einem S ignifikanzniveau von 0,05 und es werden keine Anpassungen fur 

 

die Anzahl der durchgefuhrten Vergleiche gemacht. Es wird erwartet, dass die Daten mit 

 

einer monotonen Koiizentrationsreaktion konsistent sind, aber dies kann entweder durch 

 

Sichtprfung der Daten oder durch die Konstruktion von linearen und quadratischen 

 

Kontrasten von Behandlungsmittelwerten nach einer Transformation nach Reihenfolge der 

 

Daten verifiziert werden. S ofern der quadratische Kontrast signifikant ist und der lineare 

 

Kontrast nicht signifikant ist, wird die Trendprufung durchgefQhrt. Andernfalls wird der 

 

Dunnett-Test verwendet, um die Behandlungseffekte zu bestimmen, wenn die Daten normal 

 

verteilt sind und homogene (ahnliche) Varianzen aufweisen. S ind diese Anforderungen 

 

nicht erfulit, wird der Dunn-Test mit einer Bonferroni-Hoim-Anpassung verwendet. Alle 

 

indizierten Tests werden unabhangig von allgemeinen F- oder Kruskal-Wallis-Tests 

 

durchgefihrt. Weitere Angaben werden in OECD 2006 bereitgestellt. 

 

beispielsweise ein 

 

(obie 

 

2013). 

 

Eierzahlungen 

 

Methoden verwendet werden, wie 

 

Modell mit Poisson-Fehiern fur 

 

(Cameron und Trividi, 

 

Ansatz verwendet wird. 

 

Es kdnnen alternative 

 

lineares 

 

wenn dies statistisch begriindet wird 

 

verallgemeinertes 

 

Transformation), 

 

Sttistische Beratung wird empfohlen, wenn ein alternativer 

 

Tagliche E ierz議hlung in einer einzelnen Generation 

 

Das ANO VA-Modell ist gegeben durch 

 

Y = Zeit*Zeit + Behandlung + *Behandlung + Zeit*Behandlung + *zeit*Behandlung, mit 

 

zufalligen Effekten von Replikat(Generation*Behandlung) und Zeit*Replikat(Behandlung), 

 

was ungleichmaige Variarrzkomponenten beider Arten ii ber Generationen hinweg 

 

erm6glicht. " Zeit" bezieht sich hier auf die HLiufigkeit der E ierzihlungen (z. B. Tag oder 

 

Woche). Dies ist eine Analyse mit Messwiederholungen, wobei die Korrelationen zwischen 

 

Beobachtungen in denselben Replikaten die Datenart mit wiederholten Messungen erkiart. 
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Die Haupteffekte der Behandlung werden mit dem Dunett- (oder Dunnett-Hsu-)Test 

 

gepr(ift, der an die Anzahl der Vergleiche angepasst wird. Anpassungen fur den Haupteffekt 

 

der Generation oder Zeit sind erforderlich, da es fir diese zwei Faktoren kein 

 

,,Kontrollniveau" gibt und jedes S tufnpaar ein Vergleich m6glicher Interessen ist. Wenn 

 

der F-Test fur den Haupteffekt auf Niveau 0,05 s igrifkant ist, dann kilen die paarweisen 

 

Vergleiche fur diese zwei Haupteffekte iiber die Niveaus dieses Faktors hinweg ohne 

 

weitere Anpassungen auf dem Niveau von 0,05 geprQf werden. 

 

Das Modell umfasst Zwei- und Drei-Faktor-Interaktion, sodass ein Haupteffekt fir 

 

beispielsweise die Zeit eventuell nicht signifikant ist, obwohl die Zeit einen signifikanten 

 

Einfluss auf die Ergebnisse hat. Wenn deshalb eine Zwei- oder Drei-Faktor-Interaktionen 

 

im Hinblick auf die Zeit bei einem Niveau von 0,05 signifikant ist, dann k6nnen die 

 

Niveauvergleiche der Zeit auf dem 0,05-Signifikanzniveau ohne weitere Anpassung 

 

ibernonimen werden. 

 

Danach folgen F-Tests fir die S ignifikanz der Behandlung innerhalb der Zeit, die 

 

sogenannten ,,Scheiben" in der ANOVA-Tabelle. Wenn die Sc hebe fur die Behandlung 

 

beispielsweise innerhalb von Fl und Zeit 12 liegt und auf einem Niveau von 0,05 

 

signifikant ist, dann k6nnen die paarweisen Vergleiche fir die Behandlung innerhalb von Fl 

 

und Zeit 12 ohne weitere Anpassung auf dem Niveau von 0,05 akzeptiert werden. Ahnliche 

 

Aussagen gelten fur Tests auf Zeit innerhalb von Fl und Behandlung und fur Generation 

 

innerhalb einer Zeit und Behandlung. 

 

SchlieBlich sollten fur Vergleiche, die nicht unter eine der obigen Kategorien fallen, 

 

Vergleiche mithilfe der Bonferroni-Holm-Anpassung an p-Werte angepasst werden. Weitere 

 

[formationen zu Analysen solcher Modelle kdnnen in Hocking (1985) und Hochberg und 

 

amhane (1987、gefimdenwerden. 

 

amhane (1987) gefunden 

 

Alternativ werden die Rohdaten aufgezeichnet und im S tudienericht als die 

 

Vermekrungsrate (Anzahl an Eiern) pro Replikat fir jeden Tag prasentiert. Der 

 

Replikatmitteiwert der Rohdaten sollte berechnet werden und dann eine 

 

Quadratwurzeltransformation angewandt werden. Eine Einweg-ANOVA auf dem 

 

transformierten Replikatmittelwert sollte berechnet werden, gefol導 von Dunnett-
Kontrasten. Es kann auch hilfreich sein, eine Sic htprifung der Vermehrnngsratendaten jeder 

 

Behandlung und/oder jedes Replikats mit einem S treudiagramm durchzufihren, das die 

 

Daten tiber die Zeit anzeigt. Dadurch kann eine informelle Beurteilung der potenziellen 

 

Effekte uber die Zeit durchaefihrt werden. 

 

Alle anderen biologischen Daten 
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Die statistischen Analysen basieren auf der zugrunde hegenden Annahme, dass die Daten 

 

mit einer angemessenen Dosiswahl monoton sein werden. Deshalb wird angenommen, dass 

 

die Daten monoton sind und sie werden formell mithilfe von linearen und quadratischen 

 

Kontrasten auf Monotonie bewertet. Wenn die Daten monoton sind, ist ein Jonckheere-

Terpstra-Trendtest aus den Medianen der Replikate (wie in OECD 2006 empfohlen) 

 

empfehlenswert. Wenn der quadratische Kontrast signifikant ist und der lineare Kontrast 

 

nicht, werden die Daten als nicht monoton angesehen. 

 

Wenn die Daten nicht monoton sind, insbesondere aufgrund der reduzierten Reaktion auf 

 

die h6chste oder die hochsten zwei Behandlungen, sollte die Zensur des Datensatzes 

 

erwogen werden, sodass die Analyse ohne diese Behandlungen durchgefQhrt werden kann. 

 

muss mit fachlichem Urtellsverm6gen und allen verfigbaren Daten, 

 

die bei diesen Behandlungsniveaus eine offensichtliche Toxizitat 

 

Diese Entscheidung 

 

insbesondere denen 

 

anzeigen, getroffen werden. 

 

Fur Gewicht und Lange werden keine Transformationen empfohlen, obwohl sie gelegentlich 

 

erforderlich sein konnten. Es wird jedoch eine log-Transformation fir die Vitelogenin-
Daten empfohlen; eine Quadratwurzeitransformation wird fLir die SS C-Daten empfohlen 

 

(Afterflosse und Papillen); eine Arkussinuswurzel-Transformation wird ftir die Daten zum 

 

proportionalen S chlflpfen, dem Prozentsatz an Uberlebenden, dem Geschlechtsverhaltnis 

 

und dem Prozentsatz an fruchtbaren Eiern empfohlen. Die Zeit bis zum S ch1t1pfen und die 

 

Zeit bis zum ersten Ablaichen sollten als Zeit-bis-Ereignisdaten behandelt werden, wobei 

 

individuelle Embryos, die nicht im definierten Zeitraum schilipfen, oder Replikate, die 

 

niemals ablaichen, als rechts-zensierte Daten behandelt werden. Die Zeit bis zum S chlUpfe 

 

sollte ii ber den medianen Tag des S ch1t1pfns jedes Replikats berechnet werden. Diese 

 

Endpuiikte sollten mithilfe eines proportionalen Cox-Gefabrenmodells mit gemischten 

 

Effekten analysiert werden. 

 

Die biologischen Daten aus adulten Proben haben eine Messung pro Replikat, das heiBt, 

 

dass es einen XX-Fisch und einen XY-Fisch pro Replikataquarium gibt. Deshalb wird 

 

empfohlen, dass eine Einweg-ANOVA auf den Replikatmittelwerten durchgefihrt wird. 

 

Wenn die Annahmen von ANO VA (Normalitat und Variaiizhomogenitat wie auf den 

 

Residuen der ANOVA durch den S hapiro-Wilks-Test bzw. den Levene-Test bewertet) 

 

erf(ilt werden, sollten die Dunnett-Kontraste verwendet werden, um Behandlungen zu 

 

bestimmen, die sich von der Kontrolle unterschieden. Auf der anderen S eite sollte ein Dunn-
Test durchgeftihrt werden, wenn die Annahmen der ANOVA nicht erf(ilt werden, um zu 

 

bestimmen, welche Behandlungen sich von der Kontrolle unterschieden. Ein almliches 

 

Verfahren wird fur Daten empfohlen, die in der Form von Prozentsatzen vorliegen 

 

(Fertilitat, S chupfen und Uberleben). 
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Die biologis( 

 

d. h. es kann 

 

】hen Daten aus den subadulten Proben haben i bis 8 Messungen pro 

 

eine variable Anzahl von Tie re] 

 

genotypische Geschlecht beitragen. Deshalb 

 

mit gemischten Effekten und 

 

Annahmen 

 

Rickstanden 

 

zur Normalitat 

 

dann 

 

und 

 

ngeb 

 

wird 

 

en, die zum Replikatmitteiwert 

 

Replikat, 

 

負r jedes 

 

es empfohlen, dass ein ANOVA-Modell 

 

die Dunnett-Kontraste verwendet werden, 

 

der Variaiizhomogenitat erfWlt wurden 

 

wenn die 

 

(auf den 

 

der ANOVA mit gemischten Effekten). Es sollte ein Dunn-Test durchgefuhrt 

 

werden, wenn sie nicht erftillt wurden, um zu bestimmen, welche Behandlungen sich von 

 

der Kontrolle unterschieden. 

 

Abbildung 2: Flussdiagramm fur die empfohlenen statistischen Verfahren fir die MEOGRT-

Datenanalyse. 
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C.53 THE LARVAL AMPHIBIAN GROWTH AND DEVELOPMENT ASSAY (LAGDA) 

 

EINLEITUNG 

 

1. Diese Prufmethode entspricht der OECD-Prufrichtlinie 241(2015). Angesichts des Risikos, 

 

dass in der Umwelt vorhandene Chemikalien Menschen und wild lebende Pflanzen und 

 

Tiere beeintrachtigen k6lnten, muss ein Test zur Identifizierung und Charakterisierung der 

 

nachteiligen Folgen der Exposition gegentber giftigen Chemikalien bei Amphibien 

 

entwickelt und validiert werden. Die OECD-Testleitlinie des Larval Amphibian Growth and 

 

Development Assay (LAGDA) beschreibt eine Toxizitatsprufung mit einer 

 

Amphibienspezies, die das Wachstum und die Entwicklung von der Befruchtung bis zur 

 

fruhen Jungtierphase berQcksichtigt. Dieser Test (normalerweise 16 Wochen) beurteilt die 

 

fruhe Entwicklung, Metamorphosen, das Uberleben, das Wachstum und die teilweise 

 

Geschlechtsreife. Er ermiglicht auch die Messung einer Folge an anderen Endpunkten, die 

 

die diagnostische Beurteilung von Chemikalien mit mutmaBhcher endokriner Wirkung 

 

(EDCs) oder anderen Arten von entwicklungs- und reproduktionstoxischen S toffe 

 

ermoglicht. Dieses in dieser Prufmethode beschriebene Verfahren wird aus der 

 

Validierungsarbeit der US-Umweltschutzbeh6rde zu afrikanischen Krallenfrdschen 

 

(Xenopus laevis) mit Unterstutzungsarbeit in Japan (1) abgeleitet. Obwohl andere 

 

amphibische S pezies an ein Wachstums- und Entwicklungsprufprotokoll angepasst werden 

 

k6nten, wobei die Fahigkeit, das genetische Geschlecht zu bestimmen, eine wichtige 

 

Komponente ist, gelten die in dieser Prufmethode beschriebenen spezifischen Methoden und 

 

Beobachtungsendpunkte ausschlieBlich fir Xenopus laevis. 

 

2. Der LAGDA dient als hiherstufiger Test mit einer Amphibie zur Sa mm1ng umfassenderer 

 

Informationen zur Konzentrationsreaktion hinsichtlich unerwunschter Auswirkungen, die 

 

sich zur Verwendung bei der Gefahrenidentifizierung und -charakterisierung und bei der 

 

Bewertung des ikologischen Risikos eignen. Der Test passt bei S tufe 4 des OECD-

Rahmenkonzepts zur Prifung und Bewertung der endokrinen Disruptoren, wobei In-vivo-

Tests auch Daten zu unerwunschten Auswirkungen auf endokrinrelevante Endpunkte bieten 

 

(2). Das allgemeine experimentelle Design umfasst die Exposition von X. laevis-Embryos 

 

im Nieuwkoop und Faber (NF) S tadium 8-10 (3) gegeniiber mindestens vier 

 

Konzentrationen an Prifchemikalien (allgemein im Abstand von nicht weniger als einem 

 

halben Logarithmus) und Kontrollen bis 10 Wochen nach der medianen Zeit zum NF - 

 

S tadum 62 bei der Kontrolle, wobei zwischenzeitlich eine Teilstichprobe im NF-Stadiu 

 

62 genommen wird (S 45 nach der Befruchtung; normalerweise ungefdhr 45 Tage (dpI). Es 
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gibt vier Rep likate in jeder Prufkonzentration mit acht Rep likaten fur die Kontrolle. Im 

 

Laufe der Exposition bewertete Endpunkte (bei der zwischenzeitlichen Teilstichprobe und 

 

endgultige Probenahme bei Beendigung des Tests) umfassen diejenigen, die die 

 

verallgemeinerte Toxizitat angeben: Bestimmung von Mortalitat, abnormalem Verhalten 

 

und Wachstum (Lange und Gewicht), sowie Endpunkte, die entwickelt wurden, um die 

 

spezifischen Wirkweisen der endokrinen Toxizitat zu charakterisieren, die auf Ostrogen, 

 

Androgen oder Ober die S childdrise vermittelte physiologische Prozesse abzielen. Die 

 

Methode hat ihren Hauptschwerpunkt auf den potenziellen populationsrelevanten Effekten 

 

(namlich Einfluss auf Uberleben, Entwicklung, Wachstum und Fortpflanzungsentwicklung) 

 

fLir die Berechnung einer No Observed Effect Concentration (NOEC) oder einer 

 

Effektkonzentration, die x %A nder.ng (ECx) im gemessenen Endpunkt hervorrufen kann. 

 

Obwohl angemerkt werden sollte, dass ECx-Ansatze sich selten fOr groBe S tudien dieser Art 

 

eignen, bei denen die Erh6hung der Anzahl an Prufkonzentrationen zur Bestimmung der 

 

gewinschten ECx unpraktisch sein k6nnte. Es sollte ebenfalls angemerkt werden, dass die 

 

Methode nicht die Fortpflanzungsphase selbst abdeckt. Die in dieser Prufmethode 

 

verwendeten Beariffe sind in Anlaae i definiert. 

 

AUSG NGSUERLEGUNGN UND BEGRENZUNGEN 

 

3. Aufgrund der begrenzten Anzahl an gepruften Chemikalien und Laboren, die an der 

 

Validierung dieses eher komplexen Tests beteili群 sind - insbesondere die Inter-

Laborreproduzierbarkeit wird bisher nicht mit experimentellen Daten dokumentiert - wird 

 

erwartet, dass die OECD-Testleitlinie 241 uberarbeitet und wenn erforderlich mit Blick auf 

 

die gewonnene Erfahrung aktualisiert wird, wenn eine ausreichende Anzahl an S tudien 

 

verfugbar ist, um den Einfluss dieses neuen S tudiendesigns zu ermitteln. Der LAGDA ist ein 

 

wichtiger Test, um potenzielle Mitverursacher des Rflckgangs der Amphibienpopulation zu 

 

ermitteln, indem er die Auswirkungen der Exposition gegenuber Chemikalien wahrend des 

 

sensiblen Larvenstadiums bewertet, in dem Auswirkungen auf das Uberleben und die 

 

Entwicklung, einschlieBlich der normalen Entwicklung der Fortpflanzungsorgane, die 

 

Populationen negativ beeinflussen k6nnen. 

 

4. Der Test wurde entwickelt, um apikale Effekte aufgrund endokriner und nicht-endokriner 

 

Mechanismen zu erkennen, und umfasst diagnostische Endpunkte, die teilweise fur wichtige 

 

endokrine Modalitaten spezifisch sind. Es sollte angemerkt werden, dass es bis zur 

 

Entwicklung des LAGDA keinen validierten Test gab, der diese Funktion f[ir Amphibien 

 

ubernahm. 
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5. Vor Beginn des Tests ist es wichtig, Informationen Ober die physikalisch-chemischen 

 

Eigenschaften der Prufchemikalie zu haben, insbesondere, um die Herstellung stabiler 

 

chemischer L6sungen zu gewahrleisten. Es ist zudem erforderlich, eine ausreichend 

 

sensitive Methode zur Verifizierung der Konzentrationen der Prifhemikalie zu besitzen. 

 

Fur den Test sind ober eine Dauer von ungefahr 16 Wochen hinweg insgesamt 480 Tiere 

 

erforderlich, d. h. X. laevisーEmbryos (oder 640 Embryos, wenn eine L6sungsmittelkontrolle 

 

verwendet wird), um eine ausreichende Aussagekraft des Tests fur die Bewertung der 

 

populationsrelevanten Endpunkte wie Wachstum, Entwicklung und Geschlechtsreife zu 

 

aewahrleisten. 

 

6. Bevor die Prifmethode zum gesetzlich vorgeschriebenen Test eines Gemischs angewendet 

 

wird, sollte gepruft werden, ob sie fOr solche Zwecke geeignete Ergebnisse liefert. Zudem 

 

bewertet dieser Test nicht die Fruchtbarkeit direkt, deshalb ist es eventuell auf einer 

 

fortgeschritteneren Ebene als Niveau 4 des OECD-Rahmenkonzepts zur Profung und 

 

Bewertung endokriner Disruptoren nicht anwendbar. 

 

WISSENSCHAFTLI HE BAS 1S FUR DIE PRUFIETHODE 

 

7. Vieles unseres aktuellen Verstandnisses der Amphibienbiologie wurde mithilfe der 

 

Labormodellspezies X. laevise rhalten. Diese S pezies kann regelmaBig im Labor gezuchtet 

 

werden, die Ovulation kann mithilfe von humaner Choriongonadotropin (hCG) eingeleitet 

 

werden und Tierbesatze sind umgehend von gewerblichen Zuchtern verf(igbar. 

 

8. Wie bei allen Wirbeltieren unterliegt die Fortpflanzung bei Amphibien der Kontrolle der 

 

Hypothalamus/Hypophyse/Gonaden-Achse (HPG) (4). Ostrogene und Androgene sind 

 

Mediatoren dieses Endokrinsystem und leiten die Entwicklung und Physiologie der sexuell 

 

dimorphen Gewebe. Es gibt drei bestimmte Phasen im Lebenszyklus von Amphibien, in 

 

denen diese Achse besonders aktiv ist: (1) gonadale Unterscheidung wahrend der larvalen 

 

Entwicklung, (2) Entwicklung sekundarer Geschlechtsmerkmale und Gonadenreifung 

 

wahrend der Jungtierphase und (3) funktionale Fortpflanzung von adulten Tieren. Jedes 

 

dieser drei Entwicklungsfenster ist wahrscheinlich anfallig fur Endokrinstonmgen aufgrund 

 

bestimmter Chemikalien wie Ostrogenen und Androgenen, was schlieBlich zu einem Verlust 

 

der reproduktiven Leistungsfahigkeit durch die Organismen fOhrt. 

 

9. Die Gonaden beginnen im NF-Stadium 43 mit der Entwicklung, wenn der bipotenzielle 

 

Genitalkamm sich zu entwickeln beginnt. Die Unterscheidung der Gonaden beginnt im NF - 

 

S tadium 52, wemi primordiale Keimzellen entweder zu medullarem Gewebe migrieren 

 

(Mamichen) oder in der kortikalen Region (Weibchen) der sich entwickelnden Gonaden 
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bleiben (3). In den 1950er-Jahren wurde erstmals berichtet, dass dieser Prozess der sexuellen 

 

Unterscheidung der Gonaden fur eine chemische Veranderung bei Xenopus anfallig ist (5) 

 

(6). Die Exposition von Larven gegeniber Estradiol wahrend dieses Zeitraums der 

 

Gonadenunterscheidung fUhrt zu einer Geschlechtsumkehrung bei Malm chen, sodass sie im 

 

ausgewachsenen Alter volistandig funktionale Weibchen sind (7) (8). Die funktionale 

 

Geschlechtsumkehrung von Weibchen in Maimchen ist ebenfalls m6glich und wurde nach 

 

der Implantation von Hodengewebe in Larven berichtet (9). Eine Exposition gegentber 

 

einem Aromatasehemmer fuhrt jedoch auch zu einer funktionalen Geschlechtsumkehrung 

 

bei X tropicalis (10); es wurde nicht gezeigt, dass dies auch bei X laevis auftritt. Historisch 

 

gesehen wurden giftige Wirkungen auf die gonadale Unterscheidung durch die histologische 

 

Untersuchung der Gonaden bei Metamorphose bewertet und die Geschlechtsumkehmng 

 

konnte nur anhand einer Analyse der Geschlechterverhaltnisse bestimmt werden. Bis vor 

 

Kurzem gab es kein Mittel zur direkten Bestimmung des genetischen Geschlechts von 

 

Xenopus. Jedoch e rm6glichte die ktirzliche Einfuhmng von geschlechtsbezogenen Markern 

 

bei X laevis die Bestimmung des genetischen Geschlechts sowie die direkte Identifizierung 

 

der Tiere mit umgekehrtem Geschlecht (11). 

 

10. Bei Mannchen wird die Jungtierentwicklung fortgesetzt, wahrend sich die Blutspiegel von 

 

Testosteron in Ubereinstimmung mit der Entwicklung der sekundaren Geschlechtsmerkmale 

 

sowie der Entwicklung der Hoden erh6hen. Bei Weibchen wird Estradiol von den 

 

E ierst6cken produziert, was zu einem Auftreten von Vitellogenin (VTG) in vitellogenen 

 

Eizellen in den Eiersticken und der Entwicklung von Eileitern fuhrt (12). Eileiter sind 

 

sekundare Geschlechtsmerkmale der Weibchen, die wahrend der Fortpflanzung in der 

 

Eizellenreifung fungieren. Eih[illen werden auf die AuBenseite der Eizellen aufgetragen, 

 

wahrend diese durch den Eileiter wandern, sich im Eibeutel sammeln und bereit ftir die 

 

Befruchtung sind. Die Eileiterentwicklung scheint durch Ostrogene geregelt zu sein, 

 

wahrend die Entwicklung mit dem Estradiolspiegel im Blut bei X laevis (13) und X 

 

tropicalis korreliert (12). Die Entwicklung von Eileitern bei Mannchen nach der Exposition 

 

gegenuber polychlorierten Biphenyl-Verbundstoffen (14) und 4-tert-Octylphenol (15) wurde 

 

berichtet. 

 

P1UNZIP DER PRUFIETHODE 

 

11. Das Testdesign umfasst die Exposition von X. laevis-Embryos im NF-Stadium 8-10 

 

gegenuber vier verschiedenen Konzentrationen an PrQfchemikalien ii ber den Wasserweg 

 

sowie Kontrollen bis 10 Wochen nach der medianen Zeit zum NF-Stadium 62 bei der 

 

Kontrolle mit einer zwischenzeitlichen Teilstichprobe im NF-Stadium 62. Wahrend es 
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mdglich sein kann, hichst hydrophobische Chemikalien Ober die Zuleitung zu dosieren, gab 

 

es bisher nur wenig Erfahrung bei der Verwendung dieses Expositionswegs in diesem Test. 

 

Es gibt vier Repikate in jeder Prufkonzentration mit acht Replikaten fir jede verwendete 

 

Kontrolle. Im Laufe der Exposition bewertete Endpunkte umfassen diejenigen, die die 

 

verallgemeinerte Toxizitat angeben: Bestimmung von Mortalitat, abnormalem Verhalten 

 

und Wachstum (Lange und Gewicht), sowie Endpunkte, die entwickelt wurden, um die 

 

spezifischen Wirkweisen der endokrinen Toxizitat zu charakterisieren, die auf Ostrogen, 

 

Androgen oder Ober die Sc hi1ddr0se vermittelte physiologische Prozesse abzielen (d. h. 

 

Histopathologie der S chi1ddr0se, Histopathologie der Gonaden und Gonadengange, 

 

abnormale Entwicklung, Plasma-Vitellogenin (optional) und genotypische/phanotypische 

 

Geschlechtsverhaltnisse). 

 

TESTVALIDITATSKRITERIEN 

 

12. Es gelten die folgenden Kriterien fir die Testvaliditat: 

 

Die Konzentration des gel6sten Sa uerstoff sollte wLihrend der gesamten Prifdauerと 40 % 

 

des Luftsauerstoff-Sattigungswerts betragen; 

 

die Wassertemperatur sollte im Bereich von 21士 i。 C liegen und das Inter-Replikat und 

 

die Inter-Behandlungsdiffereiizen sollten 1,0。 C nicht Uberscbreiten; 

 

der pH-Wert der Prif[dsung sollte zwischen 6,5 und 8,5 gehalten werden und das Inter-

Replikate und die Inter-Behandlungsdifferenzen sollten 0,5 nicht Oberschreiten; 

 

es muss belegt werden, dass die Konzentrationen der Prtifchemikalie in der Ldsung mit 

 

einer Toleranz von士 20 % bezogen auf die gemessenen Mittelwerte aufrechterhalten 

 

wurden; 

 

die Mortalitat Ober die Expositionsdauer hinweg sollte in jedem Replikat in den Kontrollen 

 

S 20 % betragen; 

 

? 70 % Viabilitat im Laich, der zum S tarten der S tudie ausgewahlt wurde; 

 

die mediane Zeit bis zum NF-Stadium 62 der Kontrollen sollte S 45 Tage betragen. 

 

Das mittlere Gewicht der Pnaforganismen sollte im NF-Stadium 62 und bei der 

 

Beendigung des Tests bei Kontrollen und L6sungsmittelkontrollen (falls verwendet) 

 

1,0士 0,2 bzw. 11,5士3 g erreichen. 
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13. Obwohl dies kein Validitatskriterium ist, wird empfohlen, dass mindestens drei 

 

Behandlungsniveaus mit drei unkompromittierten Replikaten負 r die Analyse zur Verfdgung 

 

stehen. Die flberm邪ige Mortaitat, die eine Behandlung umfasst, wird definiert als > 4 

 

Mortalitaten (>20 %) in 2 oder mehr Replikaten, die nicht durch einen technischen Fehler 

 

erklart werden k6nnen. Fur die Analysen missen mindestens drei 

 

Behandlungskonzentrationen ohne offensichtlich toxische Wirkung verfigbar sein. 

 

Anzeichen einer offensichtlichen Toxizitat umfassen insbesondere Treiben an der 

 

Oberfiache, Liegen auf dem Beckenboden, umgekehrtes oder unregelmaBige S chwimmen, 

 

mangelndes Auftauchen und keine Reaktion auf Reize, morphologische Abnormalitaten 

 

(z. B. GliedmaBenmissbildungen), hamorrhagische Lasionen und Unterleibsideme. 

 

14. Wird eine Abweichung von den Testvaliditatskriterien beobachtet, sollte gepruft werden, 

 

welche Folgen dies fir die Zuverlassigkeit der Testergebnisse hat, und diese Abweichungen 

 

und Erwaaunaen sollten in den Prufbericht aufaenommen werden. 

 

BESCHRLUNG DER METHODEN 

 

Apparatur 

 

15. Ubliche Laborausrustung und insbesondere die folgenden Gerate: 

 

(a) Temperaturregelung (z. B. Heiz- oder Ktihlgerate, einstellbar auf 21士 1。C ); 

 

(b) Thermometer; 

 

(c) binokulares S tereoIikroskop und Se zierinstrumente; 

 

(d) Digitalkamera mit einer Aun6sung von mindestens 4 Megapixeln und mit 

 

Mikroskopfunktion (falls erforderlich); 

 

Analysewaage mit einer Messgenauigkeit von QO0 1 mg oder i ig 

 

Messgerat fir gel6 sten Sa uerstoff und pH-Mes sgerat 

 

のノ 
〈nノ 

 

(g) Gerat zur Messung der Lichtintensitat (Anzeige in lx). 

 

Wasser 
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Quellmd gualitdt 

 

16. Fur den Test kann beliebiges vor Ort verfugbares Verdumrnngswasser (z.B . Quellwasser 

 

oder mit Aktivkohle gefiltertes Leitungswasser) verwendet werden, bei dem Krallenfrosch-
Larven normal wachsen und sich entwickeln kinnen, und es muss nachgewiesen werden, 

 

dass in diesem Wasser ein normales Wachstum stattfinden kann. Da die Wasserqualitat je 

 

nach S tandort von Region zu Region sehr unterschiedlich sein kann, ist die Wasserqualitat 

 

insbesondere dann zu analysieren, wenn keine historischen Daten uber die Verwendbarkeit 

 

des Wassers fur die Aufzucht von Amphibienlarven verfiigbar sind. Das Wasser ist auf 

 

s chwermetalle (z. B. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), dominante Anionen und Kationen (z. B. Ca2+, 

 

1g2+, Na+, K, C1,s 042), Pestizide, den gesamten organischen Kohlenstoff und 

 

suspendierte Feststoffe zu untersuchen, bevor die Tests beginnen, und!oder beispielsweise 

 

alle sechs Monate, wenn bekannt ist, dass das Wasser qualitativ gesehen relativ konstant ist. 

 

Einige chemische Merkmale akzeptablen Verdunnungswassers sind in Anlage 2 aufgefuhrt. 

 

Jodkonzentration des PriiJi'v assers 

 

17. Damit die S chi1dd0se S chllddrQsenhormone synthetisieren kann, um die normale 

 

Metamorphose zu unterstutzen, sollte fUr die Larven im Wasser und im Futter ausreichend 

 

Jod verfUgbar sein. Gegenwartig liegen keine empirisch ermittelten Leitlinien fur 

 

mindestens erforderliche Jodkoiizentrationen im Futter oder im Wasser vor, um die 

 

ordnungsgem1e Entwicklung zu gewahren. Die VerfUgbarkeit von Jod kann jedoch die 

 

Reaktionsfahigkeit des S childdrisensystems gegeniber den S childdrisenwirkstoffe 

 

beeinflussen, und es ist bekannt, dass Jod die Grundaktivitat der S childdrUse andert, was bei 

 

der Auswertung der Ergebnisse histopathologischer Untersuchungen der S chllddrUse zu 

 

beachten ist. Basierend auf der vorherigen Arbeit wurde die erfolgreiche Leistung des Tests 

 

aufgezeigt, wenn die Jodkonzentration des Verdunnungswassers (L) zwischen 0,5 und 

 

10 ig/l liegt. Idealerweise sollte die minimale Jodkonzentration im V erdinnungswasser 

 

wahrend des Tests 0,5 .tg/l betragen (als Natrium- oder Kaliumsalz hinzugefugt). Wenn das 

 

PrUfwasser aus entionisiertem Wasser rekonstituiert wird, muss Jod in einer Konzentration 

 

von mindestens 0,5 ig/l hinzugegeben werden. Die gemessenen Jodkonzentrationen aus 

 

dem Prifwasser (d. h. Verdunnungswasser) und der Zusatz von Jod oder anderen S a1zen 

 

(wenn verwenden) zum PrUfwasser sollten eingetragen werden. Der Jodgehalt kar1 

 

ebenfalls in zusatzlich zum PrUfwasser in Lebensmitteln gemessen werden. 

 

Expositionssystem 
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18. Der Test wurde mit einem Durchflusssystem entwickelt. Bestandteile des Sy stems, die mit 

 

Wasser in B erihring kommen, mussen aus Glas, Edelstahl und/oder anderen chemisch 

 

tragen Materialien bestehen. Die Expositionsbecken sollten Glas- oder Edelstahlaquarien 

 

sein und das nutzbare Volumen des Beckens sollte zwischen 4,0 und 10,0 1 liegen 

 

(Mindestwassertiefe von 10 bis 15 cm). Das Sy stem sollte fir samtliche 

 

Expositionskotizentrationen, eine Kontrolle und eine Lisungsmittelkontrole ausgelegt sein, 

 

wenn erforderlich mit vier Replikaten pro Behandlung und acht in den Kontrollen. Der 

 

Durchfluss in die einzelnen Becken muss konstant sein; dabei sind sowohl die 

 

Aufrechterhaltung der biologischen Bedingungen als auch die Exposition durch die 

 

Chemikalie zu bericksichtigen. Die Durchflussraten sollten angemessen sein (z. . 

 

mindestens 5 Beckenumsatze pro Tag), um chemische Konzentrationsrtickgange aufgrund 

 

des S toffwechsels sowohl der in den Aquarien vorhandenen Priforganismen als auch der 

 

aquatischen Mikroorganismen oder der abiotischen Abbauprozesse (Hydrolyse, Photolyse) 

 

oder Verlust (Verfitichtigung, S orption) zu vermeiden. Die Behandlungsbecken sollten einer 

 

zufalligen Position im Expositionssystem zugewiesen werden, um die potenziellen 

 

Positionseffekte zu reduzieren, einschlieBlich geringfigiger Abweichungen der Temperatur, 

 

Lichtstarke, usw. Weitere Informationen zum Aufbau von Durchfluss -Expositionssystemen 

 

konnen dem ASTM S tandard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests on Test Materials 

 

with Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians (16) entnommen werden. 

 

Chemikalienlieferung: Vorbereitung der Priflosungen 

 

19. Um Pruflosungen im Expositionssystem herzustellen, sollte die S tamml6sung der 

 

Prifchemikalie mit einer geeigneten Pumpe oder einem anderen Gerat in das 

 

Expositionssystem dosiert werden. Die Durchflussrate der S tamml6sung sollte gemaB der 

 

anal舛ischen Bestatigung der Prufi6sungen vor der Einleitung der Exposition kalibriert und 

 

wahrend des Tests regelmaBig volumetrisch kontrolliert werden. Die Prufl6sung sollte in 

 

jeder Kammer mit mindestens 5 Volumenerneuerungen/Tag erneuert werden. 

 

20. Die Paifchemikalie kann je nach physikalisch-chemischen Eigenschaften auf 

 

unterschiedliche Weise in das Prifsystem eingebracht werden. Daher sollten vor dem Test 

 

grundlegende Informationen uber die Chemikalie, die fir die Bestimmung ihrer Prifbarkeit 

 

relevant sind, eingeholt werden. Zu ntitzlichen Informationen tiber Prufchemikalien-

spezifischen Eigenschaften zahlen S trukturformel, Molekulargewicht, Reinheit,S tabilitat in 

 

Wasser, die Lichtbestandigkeit, pKa und K 0w, Wasserldslichkeit (vorzugsweise im 

 

Pnifmedium) und Dampfdruck sowie die Ergebnisse eines Tests auf leichte biologische 

 

Abbaubarkeit (Prifmethode C.4 (17) oder Prifmethode C.29 (18)). Aus der 

 

Wasserl6slichkeit und dem DamDfdruck kann die Henry-Konstante berechnet werden, der 
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zu entnehmen ist, ob erhebliche Verluste der Piiifchemikalie aufgrund von Verdampfung zu 

 

erwarten sind. Die Durchfihrung dieses Tests ohne die oben aufgef(ihrten Informationen 

 

sollte sorgfaltig erwogen werden, da das S tudiendesign von den physikalisch-chemischen 

 

Eigenschaften der Prufchemikalie abhangen wird und Testergebnisse ohne diese Daten 

 

schwer zu interpretieren oder bedeutungslos sein konnten. Ein zuverlassiges analメisches 

 

Verfahren fir die Quantifizierung der Prifchemikalie in den Priflosungen mit bekannter 

 

und dokumentierter Genauigkeit und Nachweisgrenze sollte vorhanden sein. WasserlOsliche 

 

Prufchemikalien kOnnen in Aliquoten des Verdinnungswassers in einer Konzentration 

 

gelost werden, mit der die fir den Test vorgesehene Zielkonzentration in einem 

 

Durchflusssystem erreicht wird. Chemikalien, die bei Raumtemperatur flissig oder fest und 

 

in Wasser maBig lOslich sind, erfordern Fkissig:Flissig- oder Fl.issig:Fest-Sattigungssaulen 

 

(z. B. Glaswollensaule) (19). Wahrend es moglich sein kann, auBerst hydrophobische 

 

Prufchemikalien uber die Zuleitung zu dosieren, gab es nur wenig Erfahrung bei der 

 

Verwenduna dieses ExDositionsweas in diesem Test. 

 

21. Die Pruflosungen werden durch Verdunnung einer S tamm10sung in den gewinschten 

 

Konzentrationen zubereitet. Die S tamm10sung sollte vorzugsweise durch einfaches Mischen 

 

oder Einmhren der Prufchemikalie in das Verdinnungswasser mit mechanischen Mitteln 

 

(z. B. Ruhrwerk und/oder Ultraschall) hergestellt werden. Zur Herstellung einer 

 

S tamm10sung in geeigneter Konzentration konnen S attigungssaulen/-systeme oder passive 

 

Dosierungsmethoden (20) verwendet werden. Vorzugsweise ist ein zweitlosungsmittelfreies 

 

Prifsystem zu verwenden; die Prufchemikalien haben jedoch unterschiedliche physikalisch-
chemische Eigenschaften, die wahrscheinlich unterschiedliche Ansatze bei der chemischen 

 

Aufbereitung des Wassers erfordern. Vorzugsweise sollten weder Losungsmittel noch 

 

Trager verwendet werden: (1) bestimmte Losungsmittel selbst kOnnen zu einer Toxizitat 

 

und/oder unerwv'nschten oder unerwarteten Reaktionen fUhren, (2) das Prufen von 

 

Chemikalien uber ihrer Wasserlislichkeit (wie dies oft durch die Verwendung von 

 

Losungsmittein passieren kann) kann zu ungenauen Bestimmungen der effektiven 

 

Konzentrationen fuhren, (3) die Verwendung von Losungsmittein bei langerfristigen Tests 

 

kann zur starken Auspragung eines Biofilms im Zusammenhang mit mikrobieller Aktivitat 

 

fUhren, was die Umweltbedingungen sowie die Fahigkeit, Expositionskonzentrationen 

 

beizubehalten, beeintrachtigt und (4) in Abwesenheit historischer Daten zeigt, dass das 

 

Losungsmittel das Ergebnis der S tudie nicht beeinflusst, die Verwendung von 

 

Losungsmittein erfordert eine Losungsmittelkontroilbehandlung, die mit signifikanten 

 

Impikationen hinsichtlich des Wohlbefindens der Tiere einhergeht, da zusatzliche Tiere 

 

erforderlich sind, um den Test durchzufihren. Bei schwierig zu prufenden Chemikalien 

 

kann ein Losungsmittel als letztes Mittel eingesetzt werden und es sollte das OECD 

 

Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of Difficult S ubstances and Mixtures (21) 
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herangezogen werden, um die beste Methode zu bestimmen. Die Wahl des L6sungsmlttels 

 

wird durch die chemischen Eigenschaften der Prufchemikalien und die Verfigbarkeit der 

 

historischen Kontrolidaten des L6sungsmittels bestimmt. Im Falle eines Mangels der 

 

historischen Daten sollte die Eignung vor der Durchfuhrung der definitiven S tudie bestimmt 

 

werden. Falls diese Verwendung eines L6sungsmittels unvermeidbar ist und eine 

 

mikrobielle Aktivitat (Bildung eines Biofiims) auftritt, wird wahrend des Tests (mindestens 

 

wdchentlich) eine Aufzeichnung/Berichterstattung der Biofiimbildung pro Becken 

 

empfohlen. Idealerweise sollte die L6sungsmittelkonzentration bei der 

 

Losungsmittelkontrolle und allen PrQfehandlungen konstant gehalten werden. Wenn die 

 

Konzentration des Losungsmittels nicht konstant gehalten wird, sollte die hichste 

 

Konzentration des L6sungsmitteis bei der Prtifbehandiung auch bei der 

 

L6sungsmittelkontrolle verwendet werden. In Fallen, bei denen ein L6sungsmitteltrager 

 

verwendet wird, sollten die maximalen L6sungsmittelkonzetrtionen 100 .tl/l oder 

 

100 mg/i (21) nicht uberschreiten und es wird empfohlen, die L6sungsmittelkonzentrtion so 

 

niedrig wie mogich zu halten (z. B.三 20 tl/l), um potenzielle Effekte des Lisungsmittels 

 

auf gemessene Endpunkte zu vermeiden (22). 

 

Versuchstiere 

 

PrfpzieS 

 

22. Die PrQfspezies ist X. laevis, da sie: (1) regelmaBig in Laboren auf der ganzen Welt 

 

geztchtet wird (2), einfach ii ber kommerzielle Handler zuganglich sind und (3) das 

 

genetische Geschlecht bestimmt werden kann. 

 

Hditerung der adulten Tiere und Zucん 

 

23. Die angemessene Halterung und Zuchtung von X laevis wird in einem normierten Leitfaden 

 

beschrieben (23). Unterkunft und Pflege von X laevis werden ebenso in Read (24) 

 

beschrieben. Um die Laichreifung zu induzieren, wird drei bis ftinf Paaren von adulten 

 

weiblichen und mannlichen Tieren intraperitoneal humanes Choriongonadotropin (hCG) 

 

injiziert. Weibchen und Mannchen werden beispielsweise mit ungefahr 800-1000 lU bzw. 

 

das in 0,6-0,9 % Kochsalziosung gekst wurde, injiziert (oder Frosch-

Amphibien; 

 

). Die 

 

Verwendung bei 

 

(~l000 i1). Die 

 

einem isotonischen Kochsalz zur 

 

500-800 lU hCG 

 

Ringer-Lisung, 

 

www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp -RGR.html 

 

sollten ungefahr 10 i1/g Korpergewicht 

 

anschlieBend in groBen Becken ohne S t6rungen unter statischen 

 

mi ektionsvo lumen 

 

Zuchtpaare werden 

 

Bedingungen gehalten, um den Amplexus zu frdern. Die Unterseite der Brutbecken sollte 
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jeweils einen Zwischenboden aus Edelstahlgitter (z. B. Offnungen von 1,25 cm) enthalten, 

 

durch den der Laich auf den Boden des Beckens sinken kann. Frische, die am spaten 

 

Nachmittag eine Injektion mit hCG erhalten haben, laichen meist am Vormittag des 

 

Folgetages. Nachdem eine hinreichende Anzahl an Eiern abgelegt und befruchtet wurde, 

 

sind die adulten Tiere aus den Brutbecken zu nehmen. Die Eier werden daml gesammelt und 

 

die Eihullen mithilfe einer Behandlung mit L-Cystein entfernt (23). Eine 2 %-ige L-Cystein-

Lisung sollte vorbereitet und der pH-Wert mit 1 M Nail auf 8,1 angepasst werden. Diese 

 

21。 C-Ldsung wird zu einem 500 ml fassenden Erlenmeyerkolben mit den Eiern eines 

 

einzelnen Laichs hinzugeftigt und behutsam ein bis zwei Minuten lang geschwenkt und dann 

 

6-8 Mal grindlich mit 21 oc warmem Kulturwasser abgespult. Die Eier werden dann in eine 

 

kristallisierende S cha1e gegeben und auf> 70 % lebensfahig mit minimalen Abnormalitaten 

 

bei der bei Embryos stattfindenden Zellteilung fst2e1e2t. 

 

VERSUCHSPLAN 

 

angemessene 

 

erforderlich). 

 

die 3,2 nicht 

 

und 

 

falls 

 

Prufkonzentrationen 

 

24. Es wird empfohlen, mindestens vier chemische Konzentrationen 

 

Kontrollen zu verwenden (einschlieBlch Lisungsmittelkontrollen, 

 

Allgemein wird eine Konzentrationstrennung (Abstandsfaktor) empfohlen 

 

iberschreitet. 

 

25. Fir die Zwecke dieses Tests sollten die Ergebnisse aus bestehenden Amphibienstudien 

 

sofern miglich bei der Bestimmung der hichsten Prifkonzentration verwendet werden, um 

 

Konzentrationen zu vermeiden, die offensichtlich toxisch sind. Beispielsweise kinnen 

 

Informationen aus quantitativen S trukturaktivitatsbeziehungen, Analogien und Daten aus 

 

bestehenden Amphibienstudien wie dem Amphibian Metamorphosis Assay, Prifmethoden 

 

.38 (25) und dem Frog Embryo Teratogenesis Test - Xenopus (23) und!oder Fischtests wie 

 

Prifmethoden c.48,C .41 und c.49 (26) (27) (28) zur Einstellung dieser Konzentration 

 

beitragen. Vor dem Durchlauf von LAGDA kann eventuell ein Bereichsfrndungsexperiment 

 

durchgeftihrt werden. Es wird empfohlen, dass die Bereichsfrndungsexposition imlerha1b 

 

von 24 S tunden nach der Befruchtung eingeleitet und noch 7-14 Tage (oder ggf. langer) 

 

fortgesetzt werden und die Testkonzentrationen so eingestellt sind, dass die Intervalle 

 

zwischen den Prufkonzentrationen nicht griBer sind als Faktor 10. Die Ergebnisse des 

 

Bereichsfindungsexperiments sollten dazu dienen, die hichsten Prufkonzentrationen im 

 

LAGDA einzustellen. Bitte beachten. dass wenn ein L6sungsmittel verwendet werden muss. 
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die Eignung des L6sungsmlttels (d. h. ob es einen Einfluss auf das Ergebnis der S tudle hat 

 

oder nicht) als Teil der Bereichsfrndungsstudie bestimmt wird. 

 

Replikate innerhalb der Behandlungsgruppen und Kontrollen 

 

26. Es sollten mindestens vier Replikattanks pro Prufkonzentration und mindestens acht 

 

Replikate fur die Kontrollen (und ggf. Ldsungsmittelkontrolle) verwendet werden (d. h. die 

 

Anzahl der Replikate bei der Kontrolle und einer Lisungsmittelkontrolle sollte zweimal so 

 

hoch sein wie die Anzahl der Replikate jeder Behandlungsgruppe, um eine angemessene 

 

statistische Aussagekraft zu gewahrleisten). Jedes Replikat sollte hochstens 20 Tiere 

 

enthalten. Die Mindestanzahl an verarbeiteten Tieren wtirde 15 betragen (5 fur die 

 

Teilstichprobe im NF-Stadium 62 und 10 Jungtiere). Es werden jedoch zu jedem Replikat 

 

weitere Tiere hinzugefugt, um die Miglichkeit der Mortalitat zu bericksichtigen, wahrend 

 

die kritische Zahl 15 im Auge behalten wird. 

 

Test-Ubersicht 

 

27. Der Test wird mit neu abgelaichten Embryos (NF-Stadium 8-10) eingeleitet und bis in die 

 

Entwicklung der Jungfische fortgefuhrt. Tiere werden taglich auf Mortalitat und Anzeichen 

 

abnormalen Verhaltens untersucht. Im NF-Stadium 62 wird eine larvale Teilstichprobe (bis 

 

zu 5 Tiere pro Replikat) gesammelt und es werden verschiedene Endpunkte untersucht 

 

(Tabelle 1). Nachdem alle Tiere im NF-Stadium 66, d. h. Abschluss der Metamorphose, 

 

erreicht haben (oder nach 70 Tagen ab der Test-Einleitung, was zuerst eintrifft), wird nach 

 

dem Zufallsprinzip eine T6 tung vorgenommen (aber ohne Teilstichprobennahme), um die 

 

Anzahl der Tiere (10 pro Becken) zu reduzieren (siehe Abschnitt 43) und die verbleibenden 

 

Tiere fahren bis 10 Wochen nach der medianen Zeit bis NF-Stadium 62 bei der Kontrolle 

 

mit der Exposition fort. Bei Beendigung des Tests (Probenahme bei Jungtieren) werden 

 

zustzliche Messunaen durchaeftihrt (Tabelle 1). 

 

Expositionsbedingungen 

 

28. Eine vollstandige Zusammenfassung der Prufparameter findet sich in Anlage 3. Wabrend 

 

der Expositionsdauer sollten jeden Tag der geldste S auerstoff, die Temperatur und der pH-
Wert der Prtiflisungen gemessen werden. Leitfahigkeit, Alkalitat und Harte werden einmal 

 

pro Monat gemessen. Fur die Wassertemperatur der Prifl6sungen dtirfen die Unterschiede 
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zwischen den einzelnen Replikaten und den einzelnen Behandlungen (innerhalb eines 

 

Tages) 1,0 oc nicht tiberschreiten. AuBerdem dtirfen sich einzelnen Replikate und einzelnen 

 

Behandlungen nicht um mehr als 0,5 unterscheiden. 

 

29. Die Expositionsbecken k6nnen taglich entleert werden, um ungefressenes Futter und 

 

Abfaiprodukte zu entsorgen. Dabei muss darauf geachtet werden, dass es nicht zu einer 

 

Kreuzkontaminierung der Becken kommt. Belastungen und Traumata fUr die Tiere sollten 

 

auf ein Minimum reduziert werden, insbesondere beim Verschieben und Reinigen von 

 

Aquarien sowie bei Anderungen.S tressige Bedingungen/Aktivitaten wie laute und/oder 

 

standige Gerausche, Antippen des Aquariums und S chwingungen im Becken sollten 

 

vermieden werden. 

 

Dauer der Exposition gegenuber der Prflfchemikalie 

 

30. Die Exposition wird mit neu abgelaichten Embryos eingeleitet (NF-Stadlum 8-10) und bis 

 

zehn Wochen nach der medianen Zeit bis NF-Stadium 62 (S 45 Tage ab der Test-Einleitung) 

 

bei der Kontrollgruppe fortgesetzt. Allgemein betragt die Dauer des LAGDA 16 Wochen 

 

(maximal 17 Wochen). 

 

I est-lilnieltung 

 

31. Fur die Test-Einleitung verwendete Elterntiere sollten zuvor schon gezeigt haben, dass sie 

 

Nachwuchs produzieren k6nien, dessen genetisches Geschlecht bestimmt werden kann 

 

(Anlage 5). Nach dem Ablaichen der Elterntiere werden die Embryos gesammelt, mit 

 

cysteine behandelt, um die Eihtille zu entfernen, und auf Lebensfahigkeit uberpruft (23). 

 

Die Behandlung mit cystein e r 6glicht es, die Embryos wahrend der Uberprtifung zu 

 

handhaben, ohne dass sie an Oberfiachen kleben bleiben. Die UberprQfung findet unter 

 

einem S tereomikroskop mit einer Augentropfenfiasche in angemessener Ir6 Be statt, um 

 

nicht lebensfahige Embryos zu entfernen. Fur den Test wird es bevorzugt, einen einzigen 

 

Laich mit einer Lebensfahigkeit von mehr als 70 % zu verwenden. Embryos im NF-Stadium 

 

8-10 werden nach dem Zufallspriiizip auf die Expositionsbecken mit einer angemessenen 

 

Menge an Verdtinnungswasser verteilt, bis jedes Becken 20 Embryos enthalt. Beim 

 

Umsetzen sind die Embryos sorgfaltig zu behandeln, umS tressbelastung wahrend der 

 

Behandlung zu minimieren und um Verletzungen zu vermeiden. 96 S tunden nach der 

 

Befruchtung sollten die Larven schon die Wassersaule hoch geschwommen sein und sich an 

 

die S eiten des Beckens geklammert haben. 
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Futterungsregine 

 

32. Das Futter und die Ftitterungsrate andern sich in verschiedenen Lebensstadien von X laevis 

 

und dies ist ein a uBerst wichtiger Aspekt des LAGDA-Protokoils. Eine ubermaBige 

 

Futterung wabrend der Larvenphase fhrt normalerweise zu einem erhihten Auftreten und 

 

S chweregrad von S ko1iose (Anlage 8) und sollte vermieden werden. Dahingegen fuhrt eine 

 

unzureichende Futterung wahrend der Larvenphase zu h6chst variablen Entwickiungsraten 

 

unter den Kontrollen, was die statistische Aussagekraft potenziell kompromittieren oder die 

 

Patfergebnisse beeintrachtigen kOnnte. In Anlage 4 ist das empfohlene Futter- und 

 

Futterungsregime fur Larven und J ung丘sche von X laevis in Durchflussbedingungen 

 

angegeben, aber Alternativen sind ebenfalls zulassig, solange die Priforganismen 

 

zufriedenstellend wachsen und sich entwickeln. Es musst darauf hingewiesen werden, dass 

 

das Futter frei von endokrinwirkenden S toffn wie S oameh1 sein sollte, wenn 

 

en dokrinsDezi丘sche Endounkte aemessen werden. 

 

Fttrlg der laven 

 

33. Das empfohlene Larvenfutter besteht aus S tartfutter fr Regenbogenforellen, p1r1wー 

 

Algenscheiben und Goldfischchips (z. B., TetraFin⑧-Flocken, Tetra, Deutschland), die in 

 

Kulturwasser (oder Verdumrnngswasser) gemischt werden. Dieses Gemisch wird drei Mal 

 

taglich an Wochentagen und einmal taglich am Wochenende verabreicht. Die Larven 

 

werden auBerdem ab Tag 8 nach der Befruchtung zweimal taglich an Wochentagen und 

 

einmal taglich am Wochenende mit lebenden S alinenkrebsen, Arteria spp., 24 S tunden alte 

 

nauplii, geftittert. Die larvale Ftitterung, die in jedem PrtifgefaB konsistent sein sollte, sollte 

 

den Versuchstieren ein ordentliches Wachstum und eine gute Entwicklung ermoglichen, um 

 

die Reproduzierbarkeit und Ubertragbarkeit der Test-Ergebnisse zu gewahrleisten: (1) die 

 

mediane Zeit bis zum NF-Stadium 62 bei den Kontrollen sollte S 45 Tage betragen und (2) 

 

ein mittleres Gewicht irmerhalb von 1,0士 0,2 g im NF-Stadium 62 bei den Kontrollen wird 

 

empおhlen. 

 

Fttermg der Jun'gプische 

 

34.S oba1d die Metamorphose abgeschlossen wurde, besteht das Ftitterungsregime aus 

 

sinkendem Premium-Froschfutter, z. B.S inking Frog Food -3/32 (Xenopus Express, FL, 

 

USA) (Anlage 4). Ftir FrOschlein (fruhe Jungfrosche) werden die Pellets kurz in einer 

 

Kaffeemtihle, einem Mixer oder einem MOrser mit S t6Be1 zerkleinert, um ihre GroBe zu 

 

reduzieren. So ba1d die JungfrOsche groBe genug sind, um komplette Pellets zu fressen, ist 

 

ein Mahlen oder Zerkleinern nicht langer erforderlich. Die Tiere sollten einmal taglich 

 

geftittert werden. Die Futterung der JungfrOsche sollte ein angemessenes Wachstum und 
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eine gute Entwicklung der Organismen erm6glichen: ein mittleres Gewicht innerhalb von 

 

11,5士 3 g bei der Kontrolle der Jungfrdsche am Ende des Tests wird empfohlen. 

 

Analytik 

 

35. Vor der Einleitung des Tests sollten die S tab1litat der Prifchemikalie (z. B. Ldslichkeit, 

 

Abbaubarkeit und Fluchtigkeit) und alle erforderlichen anal外ischen Methoden z. . mithilfe 

 

bestehender Informationen oder Kenntnisse etabliert werden. Wenn Uber 

 

Verdtinnungswasser dosiert wird, dann wird empfohlen, dass PrUflisungen aus jeder 

 

Replikatbeckenkoiizentration vor der Einleitung des Tests analysiert werden, um die 

 

Sys temleistung zu verifizieren. Wahrend der Expositionsdauer werden die Konzentrationen 

 

der Prufchemikalie in angemessenen Intervallen bestimmt, vorzugsweise einmal pro Woche 

 

fur mindestens ein Replikat in jeder Behandlungsgruppe, wobei jede Woche zwischen 

 

Replikaten derselben Behandlungsgruppe abgewechselt wird. Die Ergebnisse sollten auf 

 

gemessenen Konzentrationen basieren. Wurde die Konzentration der Chemikalienlisung 

 

wahrend des gesamten Tests jedoch zufriedenstellend innerhalb der nominellen 

 

Konzentration (士 20 %) gehalten, so k6nnen sich die Ergebnisse auf die nominalen oder die 

 

gemessenen Werte sttitzen. AuBerdem sollte der Variationskoeffizient (CV) der gemessenen 

 

Prufkonzentrationen tiber den gesamten Prufzeitraum hinweg innerhalb einer Behandlung 

 

bei 20 % oder weniger in jeder Konzentration gehalten werden. Wenn die gemessenen 

 

Konzentrationen nicht innerhalb von 80-120 % der Nennkonzentration bleiben 

 

(beispielsweise wenn h6chst biologisch abbaubare oder adsorbierende Chemikalien gepruft 

 

werden), sollten die Effektkonzentrationen bestimmt und relativ zur arithmetisch gemittelten 

 

Konzentration fUr Durchflusstests ausgedrUckt werden. 

 

36. Die Durchflussrate des Verdunnungswassers und der S tamml6sung sollte in angemessenen 

 

Intervallen (z. . drei Mal pro Woche) wahrend der Expositionsdauer gepruft werden. Im 

 

Falle von Chemikalien, die nicht bei manchen oder allen Nernikonzentrationen erkannt 

 

werden kinnen (z. . aufgrund eines schnellen Abbaus oder Absorption in den PrufgefI3en 

 

oder durch eine Anhaufung markierter Chemikalien in den Kirpern der exponierten Tiere), 

 

wird empfohlen, dass die Erneuerungsrate der Pruflosung in jeder Kammer angepasst wird, 

 

um die Prufkonzentrationen so konstant wie miglich zu halten. 

 

Beobachtungen und Endpunktmessungen 

 

37. Die im Laufe der Exposition bewerteten Endpunkte sind diejenigen, die auf Toxizitat 

 

einschlieBlich Mortalitat, abnormales Verhalten wie klinische Anzeichen einer Erkrankung 

 

und/oder allgemeine Toxizitat und Wachstumsbestimmungen (Lange und Gewicht) 
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hinweisen, sowie pathologische Endpunkte, die sowohl auf die allgemeine Toxizitat als auch 

 

auf endokrine Wirkungsweisen reagieren 

 

Schilddrusen-vermittelte Wege abzielen. 

 

kinnen, die 

 

Zusatzlich 

 

auf 

 

dazu 

 

Ostrogen-, Androgen- oder 

 

kann 

 

Konzentration optional am Ende des Tests gemessen werden. Die Mes 

 

die Plasma-VTG-

sung von VTG kann 

 

nutzlich sein, um die S tudienergebnisse im Kontext der endokrinen Mechanismen fir 

 

vermeintliche EDCs zu verstehen. Die Endpunkte und die Zeitvorgabe fur die Messungen 

 

werden in Tabelle i zusammengefasst. 

 

Tabelle 1: Endpunktilberblick Ober LAGDA 

 

Endpunkte* 

 

Taglich 

 

Zwischenprobe-
nahme 

 

(Probenahme bei 

 

Larven) 

 

Testbeendigung 

 

(Probenahme bei 

 

Jungtieren) 

 

Mortalitaten und Abnormalitaten 

 

Zeit bis zum NF-Stadium 62 

 

Histo(patho)logie (Schilddrus) 

 

Morphometrik (Wachstum in Gewicht 

 

und Lange) 

 

Leber-somatischer Index (LS1) 

 

Genetische/phanotypische 

 

Geschlechterverhaltnisse 

 

Histopathologie (Gonaden, 

 

Fortpilanzungsgange, Niere und 

 

Leber) 

 

Vitellogenin (VT G) (optional) 

 

X 

 

X 

 

X 
X 

 

X 

 

X 

 

X 
X 

X 

 

出Alle Endpunkte werden statistisch analysiert 

 

MortaIit航t und tagliche Beobachtungen 

 

38. Alle Prufbecken sind taglich auf tote Tiere zu prufen und die Anzahl der toten Larven ist zu 

 

protokollieren. Bemerkte tote Tiere sind umgehend aus den Becken zu entfernen. Das 

 

Entwicklungsstadium der toten Tiere sollte entweder als NF-Vorstadium 58 (Auftreten vor 

 

den Vorderbeinen), NF-Stadium 58 bis NF-Stadium 62, NF-Stadium 63 bis NF-Stadium 66 

 

(zwischen NF-Stadium 62 und vollstandiger Sc hwanzabsorption) oder Post-NF-Stadium 66 

 

(nach den Larven) kategorisiert werden. Mortalitaten von mehr als 20 % k6nnen auf 

 

ungeeignete Pritbedingungen oder offensichtlich toxische Wirkungen der PrOfchemikalie 
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hindeuten. Die Tiere neigen dazu, wahrend der ersten paar Tage der Entwicklung nach dem 

 

Ablaichen und wahrend des metamorphen Hihepunkts am sensibelsten gegentiber nicht 

 

chemisch induzierten Mortaitatsereignissen zu sein. Eine solche Mortalitat kOnnte aus den 

 

Kontroildaten ersichtlich sein. 

 

39. Zusatzlich dazu sind Beobachtungen anormalen Verhaltens, deutlich sichtbare 

 

Fehibildungen (z. B.S k01i0se) oder Lasionen zu vermerken. Beobachtungen von S ko1ose 

 

sollten gezahlt (Auftreten) und hinsichtlich des S chweregrads eingestuft werden (z. B. nicht 

 

bemerkenswert - NR, minimal - 1, m邪ig - 2, schwer - 3; Anlage 8). Es sollten 

 

Anstrengungen unternommen werden, um sicherzustellen, dass die Pravalenz der maBigen 

 

und schweren S koliose (z. B. unter 10 % bei den Kontrollen) wahrend der S tudie begrenzt 

 

wird, obwohl eine hihere Pravalenz von Kontrollabnormalitaten nicht zwingend ein Grund 

 

dafur ware, den Test zu beenden. Normal ist, wenn sich die Larven in der Wassersaule so 

 

bewegen, dass sich der S chwanz uber dem Kopf befindet, die Sc hwanzflosse regelmaBig 

 

rhメhmisch schlagt, die Tiere regelmaBig an die Wasseroberfiache kommen, durch die 

 

Kiemen atmen und auf Reize reagieren. Anormal ware beispielsweise, wenn die Larven auf 

 

der Oberfiache treiben, am Boden des Beckens liegen, mit dem Bauch nach oben oder 

 

unregelm邪ig schwimmen, nicht an die lberflache kommen und nicht auf Reize reagieren. 

 

Bei Tieren nach der Metamorphose sollten zusatzlich zu den oben genannten abnormalen 

 

Verhaltensweisen deutliche Unterschiede bei der Nahrungsaufnahme zwischen 

 

Behandlungen aufgezeichnet werden. Erhebliche Fehibidungen und Lasionen sind etwa 

 

morphologische Anomalien (z. B. Fehibildungen der Beine), blutende Lasionen, Odeme im 

 

Unterleib oder durch Bakterien oder Pilze verursachte Infektionen, um nur einige Beispiele 

 

zu nennen. Die Erscheinungen von Lasionen auf den Kopfen der Jungtiere, kurz vor den 

 

NasenlOchern, kann ein Anzeichen fir unzureichende Feuchtigkeit sein. Die entsprechenden 

 

Beobachtungen sind qualitativer Art; sie sind klinischen Anzeichen fir 

 

Krankheiten/Stressbelastung vergleichbar und in Relation zu den Tieren in den Kontrollen 

 

zu sehen. Wenn in den Becken mit der Prtifchemikalie Fehibildungen oder Lasionen in 

 

gr6Berem Umfang und hauflger auftreten als in den Kontrollen, ist dies als Beleg fir eine 

 

offensichtliche Toxizitat zu betrachten一 

 

Larvale Teilstichprobenahme 

 

Beschreibung derたrvalen Teiムtic如robenahine: 

 

40. Die Larven, die NF-Stadium 62 erreicht haben, sollten aus den Becken entfernt und 

 

entweder Proben genommen oder die Tiere zum nachsten Teil der Exposition in ein neues 

 

Becken gebracht werden, oder sie sollten mithilfe einer Trennwand physikalisch von den 
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anderen Larven im selben Becken getrennt werden. Die Larven werden taglich Uberpriifl 

 

und der S tudientag, an dem die einzelnen Larven NF-Stadium 62 erreichen, wird 

 

aufgezeichnet. Das definierende Merkmal zur Verwendung in dieser Beurteilung ist die 

 

Kopfform. So ba1d der Kopf so geschrumpft ist, dass er visuell ungefahr die gleiche Breite 

 

hat wie der Rumpf der Larve, und die Vorderbeine sich auf der Mitte des Herzens befinden, 

 

dann wird davon ausgegangen, dass diese Larve NF-Stadium 62 erreicht hat. 

 

41. Das Ziel besteht darin, eine Probe von insgesamt fOnf Larven im NF-Stadium 62 pro 

 

Replikatbecken zu nehmen. Dies sollte komplett nach dem Zufallspriiizip geschehen, aberα 

 

priori entschieden werden. Ein hypothetisches Beispiel eines Replikatbeckens ist in 

 

Abbildung i bereitgestellt.So 11te es in einem bestimmten Becken 20 uberlebende Larven 

 

geben, wenn die ersten Tiere das NF-Stadium 62 erreichen, sollten funf zufallige Zahlen 

 

zwischen i und 20 ausgewahit werden. Larve Nr. i ist das erste Tier, das NF-Stadium 62 

 

erreicht und Larve Nr. 20 ist das letzte Tier in einem Becken, das NF-Stadium 62 erreicht. 

 

Wenn es 18 tiberlebende Larven in einem Becken gibt, sollten auf dieselbe Weise funf 

 

zufallige Zahlen zwischen i und 18 ausgewahlt werden. Dies sollte fur jedes Replikatbecken 

 

durchgefLihrt werden, wenn das erste Versuchstier NF-Stadium 62 erreicht. Wenn es 

 

Mortalitaten wahrend der Probenahme im NF-Stadium 62 gibt, mtissen die verbleibenden 

 

Proben basierend darauf, wie viele Larven im< NF-Stadium 62 ubrig sind und wie viele 

 

weitere Proben erforderlich sind, um eine Gesamtanzahl von funf Proben aus diesem 

 

Replikat zu erhalten, erneut randomisiert werden. An dem Tag, an dem eine Larve das NF - 

 

S tadium 62 erreicht, wird auf den vorbereiteten Probenahmeplan verwiesen, um zu 

 

bestimmen, ob von diesem Tier eine Probe genommen wird oder ob es physikalisch von den 

 

verbleibenden Larven fur eine weitere Exposition getrennt wird. Im bereitgestellten Beispiel 

 

(Abbildung 1) wird das erste Tier, das NF-Stadium 62 erreicht (d. h. Kastchen Nr. 1) 

 

physikalisch von den anderen Larven getrennt, weiter exponiert und der S tudientag, an dem 

 

dieses Tier das NF-Stadium 62 erreicht hat, wird aufgezeichnet. AnschlieBend werden die 

 

Tiere Nr. 2 und 3 auf dieselbe Weise behandelt wie Nr. i und von Tier Nr. 4 wird dann eine 

 

Probe fir das Wachstum und die Histologie der S chi1ddrt1se genommen (laut diesem 

 

Beispiel). Dieses Verfahren wird fortgesetzt, bis das 20. Tier entweder zum Rest der Tiere 

 

im Post-NF-Stadium 62 darf oder eine Probe davon genommen wird. Das 

 

Randomisieningsverfahren muss gewahrleisten, dass fur alle Tiere die gleiche 

 

Auswahlwahrscheinhchkeit gegeben ist. Dies kann mit einem beliebigen 

 

Randomisierungsverfahren sichergestellt werden, aber es ist erforderlich, dass jede Larve an 

 

einem beliebigen Punkt im NF-Stadium 62 des Teilstichprobenahmezeitraums wieder in das 

 

urspr(ingliche Becken gesetzt wird. 
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Abb. 1: Hypothetisches Beispiel eines Probenahmeregirnes im NF-Stadlum 62 fur ein einzelnes 

 

Replikatbecken. 

 

Ze it 

 

> 

 

Einzeiner Replikat-Tank - keine Mortalitat 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

 

ロTeilstichprobe 

 

ロEinzelne Larve 

 

42. Bei der larvalen Teilstichprobenahme werden folgende Endpunkte ermittelt: (1) Zeit bis NF-

S tadium 62 (d. h. Anzahl an Tagen zwischen Befruchtung und NF-Stadium 62), (2) auBere 

 

Abnormalitaten, (3) lorphometrik (z. . Gewicht und Lange) und (4) Histologie der 

 

Sc hilddrise. 

 

Schmerzfries 7 dten von Larv 

 

43. Die Teilstichprobe von Larven im NF-Stadium 62 (5 Tiere pro Replikat) sollte get6tet 

 

werden, indem sie 30 Minuten lang in angemessene Mengen (z.B . 500 ml) einer 

 

Anasthetikuml6sung getaucht werden (z. . 0,3 % L6sung von 1S-222, 

 

Tricainmethansulphonat, C AS.886-86-2). Die 1S-222-L6sung sollte mit Natriumbicarbonat 

 

auf einen pH-Wert von ungefahr 7,0 gepuffert werden, da ungepufferte 1S-222-L6sung 

 

sauer ist und die Froschhaut reizt, was zu einer schlechten Absorption und unn6tigen1 

 

zusatzlichen S tress fur die Organismen ftihrt. 

 

44. Mithilfe eines Maschentauchnetzes wird eine Larve aus der Versuchskammer entfernt und in 

 

die E uthanasiel6sung transportiert (gelegt). Das Tier wird o rdnungsgemaB getitet und ist fUr 

 

die Nekropsie bereit, wenn es nicht mehr auf auBere Reize reagiert, wie beispielsweise das 

 

Zwicken der Hinterbeine mit einer Pinzette. 

 

Morphometrik 旧ewic加und Ldngeフ 

 

45. Die Messungen des Nassgewichts (auf mg genau) und Kopf-Rumpf-Lange (SVL) (auf 

 

0,1 mm genau) sollten fuir jede Larve sofort dann durchgeftihrt werden, wenn sie aufgrund 

 

der Betaubung nicht mehr reagieren (Abbildung 2a). Eine Bildgebungsanalysesoftware kann 

 

verwendet werden, um die SV L auf einem Foto zu messen. Die Larven sollten vor dem 

 

Wiegen trocken getupft werden, um tiberschQssiges anhaftendes Wasser zu entfernen. Nach 
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den Messungen der KdrpergrdBe (Gewicht und S VL) sollten deutliche morphologische 

 

Abnormalitaten und/oder klinische Anzeichen einer Toxizitat, wie beispielsweise S ko1iose 

 

(siehe Anlage 8), Petechien und Hamorrhoiden aufgezeichnet oder notiert werden und eine 

 

digitale Dokumentation wird empfohlen. Beachten Si e, dass Petechien kleine rote oder lla 

 

Blutungen in den Hautkapillaren sind. 

 

Gewebegewinnung und二！ixierung 

 

46. Bei der larvalen Teilstichprobe wird die S childdrise fir die Histologie bewertet. Der untere 

 

Torso vor den Vorderbeinen wird entfernt und entsorgt. Der beschnittene Kadaver wird in 

 

einer Davidson-Fixierlisung befestigt. Das Volumen der Fixierlisung im GefiB sollte 

 

mindestens 10 Mal so viel betragen wie das ungefahre Volumen der Gewebe. Die 

 

Fixierl6sung sollte entsprechend bewegt und gedreht werden, um die Gewebe von 'interesse 

 

angemessen zu fixieren. Sa mtliche Gewebe bleiben mindestens 48 S tunden lang in der 

 

Davidson-Fixierl6sung, jedoch nicht langer als 96 S tunden, zu welchem Zeitpunkt sie in 

 

deionisiertem Wasser ausgesptlt und in 10 % neutral gepuffertem Formalin gelagert werden 

 

(1) (29). 

 

Histologie der Sc hilddrse 

 

47. Jede larvale Teilstichprobe (fixiertes Gewebe) wird histologisch hinsichtlich der Sc hilddruse 

 

beurteilt, d. h. Diagnose und S chweregradeinstufung (29) (30). 

 

Abbildung 2: Orientierungspunkte fir die Messung der Kopf-Rumpf-Lange fir den LAGDA in NF-
Stadum 62 () und bei J ungil6schen (b). Die defmierenden Merkmale des NF-Stadlums 62 (): der Kopf 

 

hat dieselbe Lange wie der Rumpf, die Lange des Rieclnervs ist kurzer als der Durchmesser des 

 

Riechkolbens (dorsale Ansicht) und die Vorderbeine sind auf deiner Ebene mit dem Herzen (ventrale 

 

Ansicht). Die Bilder sind von Nieuwkoop und Faber (1994) ibernommen. 
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b. Probenahme bei Jungtieren 

 

a. [arvaie Tei I5tihprbenahme (NF5tadium 62) 

 

Ventral 

 

舞 

 

Ende der Larvenexposition 

 

48. Angesichts der ursprunglichen Anzahl an Larven wird erwartet, dass sich ein kleiner 

 

Prozentsatz an Tieren nicht normal entwickelt und die Metamorphose (NF-Stadu 66) 

 

nicht innerhalb eines verni.inftigen Zeitrahmens abschlieBt. Der larvale Anteil der Exposition 

 

sollte 70 Tage nicht tiberschreiten. Larven, die am Ende dieses Zeitraums ubrig sind, sollten 

 

get6tet (siehe Abschn. 43), ihr Nassgewicht und ihre S VL gemessen und gemI3 Nieuwkoop 

 

und Faber, 1994, arrangiert und entwicklungstechnische Abnormalitaten notiert werden. 

 

TOtting der Tiere nach NF-Stadium 66 

 

49. Zehn Tiere pro Tank sollten von NF-Stadium 66 (vollstandige S chwanzresorption) bis zum 

 

Ende der Exposition erhalten bleiben. Deshalb sollte eine Massentitung stattfinden, 

 

nachdem alle Tiere NF-Stadium 66 erreicht haben, oder nach 70 Tagen (was zuerst eintritt). 

 

Tiere nach NF-Stadium 66, die nicht weiter exponiert werden, sollten per Zufalisprinzip 

 

ausgewahit werden. 

 

50. Tiere, die nicht fdr eine weitere Exposition ausgewahlt werden, werden get6tet (siehe 

 

Abschn. 43). Fur jedes Tier werden Messungen des Entwicklungsstadiums, des 

 

Nassgewichts und der SV L (Abbildung 2b) sowie eine grobe Nekropsie durchgeftihrt. Das 

 

phanotypische Geschlecht (basierend auf der Morphologie der Gonaden) wird als weiblich, 

 

mannlich oder unbestimmt notiert. 
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Probenahme bei Jung fischen 

 

Beschreibung der Probenahme bei Jun g chen 

 

51. Die verbleibenden Tiere werden bis 10 Wochen nach der medianen Zeit bis zum NF - 

 

S tadium 62 in der Verdunnungswasserkontrolle (und/oder Losungsmittelkontrolle, wenn 

 

relevant) weiter exponiert. Am E nde der Expositionsdauer werden die verbleibenden Tiere 

 

(maximal 10 Frische pro Replikat) getitet und die verschiedenen Endpunkte werden 

 

gemessen oder bewertet und aufgezeichnet: (1) Morphometrik (Gewicht und Lange), (2) 

 

phanotypische/genotypische Geschlechtsverhaltnisse, (3) Lebergewicht (Leber -somatischer 

 

Index), (4) Histopathologie (Gonaden, Fortpflanzungsgange, Leber und Niere) und optional 

 

(5) Plasma-VTG. 

 

Schmerげries Tten von Frdschen 

 

52. Die Jungfroschproben, Frische nach der Metamorphose, werden durch eine intraperitoneale 

 

Injektion eines Anasthetikums, z. B. 10 % 1S-222 in einer angemessenen mit Phosphat 

 

gepufferten Lisung, getotet. Es konnen Proben von Frischen genommen werden, nachdem 

 

diese reaktionslos wurden (normalerweise ungefahr 2 Minuten nach der Injektion, wenn 

 

10 % 1S-222 in einer Dosierung von 0,01 ml pro g Frosch verwendet wird). Wahrend die 

 

Jungfrische in ein Anasthetikum mit einer hiheren Konzentration getaucht werden kinnten 

 

(MS-222), hat die Erfahrung gezeigt, dass es mit dieser Methode langer dauert, sie zu 

 

betauben und die Dauer nicht angemessen ist, um eine Probenahme zu ermiglichen. Die 

 

Injektion bietet eine effiziente und schnelle Titung vor der Probenahme. Mit der 

 

Probenahme darf erst begonnen werden, wenn die mangelnde Reaktionsfahigkeit der 

 

Frische bestatigt wurde, um sicherzustellen, dass die Tiere tot sind. Wenn die Frische 

 

Anzeichen dafir zeigen, dass sie ziemlich leiden (sehr schwer und der Tod kann zuverlassig 

 

vorausgesagt werden) und sie als sterbend angesehen werden, dann sollten die Tiere betaubt 

 

und getitet und fur die Datenanalyse als Mortalitat behandelt werden. Wenn ein Frosch 

 

aufgrund von Morbiditat getitet wird, sollte dies notiert und gemeldet werden. Je nachdem, 

 

wann der Frosch wahrend der S tdie getitet wurde, kann er fUr eine histopathologische 

 

Analyse behalten werden (Fixierung des Frisches fur migliche Histopathologie). 

 

皿)rphometrik 旧ewicんund Ldngeフ 

 

53. Die Messungen vin Nassgewicht und SV L (Abbildung 2b) sind identisch zu denen, die fUr 

 

die larvale Teilstichprobenahme beschrieben wurden. 
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Plasma- VTG(（加tioり 

 

54. VTG ist ein weit akzeptierter Biomarker, der aus der Exposition gegeniber istrogenen 

 

Chemikalien entsteht. Fur den LAGDA kann Plasma-VTG optional imierhalb der Proben 

 

von Jungfrischen gemessen werden (dies kann besonders relevant sein, wenn von der 

 

Prufchemikalie angenommen wird, dass sie ein Ostrogen ist). 

 

55. Die Hinterbeine des getiteten Jungfrosches werden aufgeschnitten und das Blut mit einer 

 

heparinisierten Kapillare gesammelt (obwohl sich alternative Methoden zum Sa mme1n von 

 

Blut, wie beispielsweise eine Herzpunktur, auch eignen kinnen). Das Blut wird in ein 

 

Mikrozentrifugenrihrchen (z. B. 1,5 ml Volumen) gegeben und zentrifugiert, um Plasma zu 

 

erhalten. Die Plasmaproben sollten bis zur VTG-Bestimmung bei -70。 C oder weniger 

 

gelagert werden. Die Plasma-VTG-Konzentration kann tiber die Methode eines Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Anlage 6) oder uber eine alternative Methode wie 

 

die Massenspektrometrie gemessen werden (31). Die fur die S pezies spezifischen 

 

Antikirper werden aufgrund ihrer hiheren S ensitivitt bevorzugt. 

 

Bestimmung des genetischen Geschlechts 

 

56. Das genetische Geschlecht jedes Jungfrosches wird auf der Grundlage der von Yoshimoto et 

 

al. entwickelten Marker bewertet. (11). Um das genetische Geschlecht zu bestimmen, wird 

 

(das ganze oder) ein Teil des Hinterbeins (oder anderes Gewebe) bei der S ezierung 

 

gesammelt und in einem Mikrozentrifugenrihrchen gelagert (Gewebeproben von Frischen 

 

kinnen aus allen Gewebearten entnommen werden). Gewebe kann bis zur Isolierung der 

 

Desoxyribonukleinsaure (DNS) bei -20。 C oder weniger gelagert werden. Die Isolierung der 

 

DNS aus Geweben kann mit im Handel erhaltlichen Kits vorgenommen werden und die 

 

Analyse auf Vorhandensein oder Fehlen des Markers wird durch eine Polymerase-
Kettenreaktionsmethode (PCR) durchgefuhrt (Anlage 5). Allgemein betragt die Konkordanz 

 

zwischen dem histologischen Geschlecht und dem Genotyp unter den Kontrolltieren zum 

 

Zeitpunkt der Probenahme bei Jungfrischen in der Kontrollgruppe mehr als 95 %. 

 

Gewebegewinnung undプlxiermg声r die Histopathologie 

 

57. Gonaden, Fortpfianzungsgange, Nieren und Lebern werden bei der endgflltigen Probenahme 

 

ftir die histologische Analyse gesammelt. Die Bauchhihle wird geiffnet und die Leber wird 

 

seziert und gewogen. Dann werden die Verdauungsorgane (z. B. Magen, Darm) vorsichtig 

 

aus dem Unterleib entfernt, um die Gonaden, die Nieren und die Fortpnanzungsgange 

 

freizulegen. Deutliche morphologische Abnormalitaten der Gonaden sollten notiert werden. 

 

S ch1ieI31ich sollten die Hinterbeine entfernt werden, wenn sie nicht bereits zuvor zum 
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Samme1n von Blut entfernt wurden. Gesammelte Lebern und der Kadaver mit den Gonaden 

 

in situ sollte umgehend in die Davidson-Fixieridsung gelegt werden. Das Volumen der 

 

Fixierlosung im GefaB sollte mindestens 10 Mal so viel betragen wie das ungefahre 

 

Volumen der Gewebe.S amtliche Gewebe bleiben mindestens 48 S tunden lang in der 

 

Davidson-Fixierhsung, jedoch nicht langer als 96 S tunden, zu welchem Zeitpunkt sie in 

 

deionisiertem Wasser ausgespilt und in 10 % neutral gepuffertem Formalin gelagert werden 

 

(l)(29). 

 

I五st opamologie 

 

58. Jede Probenahme bei Jungfrischen wird histologisch fur die Pathologie in den Gonaden, den 

 

Fortpflanzungsgangen, den Nieren und dem Lebergewebe, d. h. Diagnose und 

 

Sc hweregradeistufung, bewertet (32). Der Gonadenphanotyp wird ebenfalls aus dieser 

 

Bewertung abgeleitet (z. . Ovarien, Hoden, ntersexualt), und zusammen mit 

 

individuellen genetischen Geschlechtsmessungen k6nnen diese Beobachtungen verwendet 

 

werden, um die Phanotypischen/genotypischen Geschlechtererhaltnsse zu berechnen. 

 

BE0 1TERSTATT1NG 

 

Statistische Analyse 

 

59. Der LAGDA erzeugt drei Arten von Daten, die statistisch analysiert werden missen: (1) 

 

quantitative kontinuierliche Daten (Gewicht, S VL, Ls', VTG), (2) Zeit-bis-zum-Ereignis-
Daten fir Entwicklungsraten (d. h. Tage bis NF-Stadium 62 von der Test-Einleitung) und 

 

(3) ordinale Daten in Form der S chweregrade oder Entwicklungsstadien aus 

 

Histopathologiebewertungen. 

 

60. Der Testplan und die gewahite S ttlstikmethode sollten eine ausreichende statistische 

 

Aussagekraft besitzen, damit Anderungen von biologischer Bedeutung bei den Endpunkten 

 

erkannt werden k6nnen, fir die eine NOEC oder ECx anzugeben ist.S tatlstlsche 

 

Datenanalysen (allgemein auf mittlerer Replikatbasis) sollten nach den Verfahren im 

 

Dokument ,Current Approaches in the S tatistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance 

 

to Application (33) durchgefihrt werden. Anlage 7 dieser Prufmethode bietet den 

 

empfohlenen Entscheidungsbaum der statistischen Analyse und Hilfestellungen fir die 

 

Behandlung der Daten und bei der Wahl des geeignetsten statistischen Tests oder Modells, 

 

die im LAGDA verwendet werden sollten. 
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sollten fir jedes 

 

Geschlecht 負 r alle 

 

61. Die Daten aus den Proben der Jungfrische (z. . Wachstum, LSI) 

 

genotypische Geschlecht separat analysiert werden, da das genotypische 

 

Fr6sche bestimmt wird. 

 

Erwilgungen zur Datenanalyse 

 

rerwendung von komprolnimerten Repliんten un d Behandlungen 

 

62. Replikate und Behandlungen k6nnen aufgrund einer ubermaBigen Mortalitat aus einer 

 

offensichtlichen Toxizitat, Erkrankung oder einem technischen Fehler kompromittiert 

 

werden. Wenn eine Behandlung aufgrund einer Erkrankung oder eines technischen Fehlers 

 

kompromittiert ist, sollten drei nicht kompromittierte Behandlungen mit drei nicht 

 

kompromittierten Replikaten fur die Analyse verftigbar sein. Wenn bei hohen Behandlungen 

 

eine offensichtliche Toxizitat auftritt, wird es bevorzu導, dass mindestens drei 

 

Behandlungsniveaus mit drei nicht kompromittierten Replikaten ftir die Analyse zur 

 

Verfilgung stehen (konsistent mit dem Ansatz der maximal tolerierten Koiizentration fir 

 

OECD-Testrichtlinien (34)). Zusatzlich zur Mortalitat k6nnen im Qualitatsvergleich mit den 

 

Kontrolitieren Anzeichen einer offensichtlichen Toxizitat Auswirkungen auf das Verhalten 

 

(z. B. Treiben auf der lberflache, Liegen auf dem Beckenboden, umgekehrtes oder 

 

ullregelm邪iges S chwimmen, mangeindes Auftauchen), morphologische Lasionen (z. B. 

 

hamorrhagische Lasionen, Unterleibsideme) oder die Hemmung normaler 

 

Futterungsreaktionen umfassen. 

 

Ldsungsmittelkon trolle 

 

63. Bei Ende des Tests werden die potenziellen Wirkungen des L6sungsmittels (falls 

 

vorhanden) bestimmt. Dazu wird ein statistischer Vergleich der Kontrollgruppe mit dem 

 

L6sungsmittel und der Kontrollgruppe mit dem Verdtinnungswasser vorgenommen. Die 

 

wichtigsten Endpunkte fUr diese Analyse sind Wachstumsdeterminanten (Masse und Lange), 

 

da diese Parameter auch durch allgemein wirkende Toxizitat beeintrachtigt werden k6nnen. 

 

Wenn statistisch signifikante Unterschiede in diesen Endpunkten zwischen der 

 

Verdtinnungswasserkontrolle und den L6sungsmittelkontrollgrppen erkannt werden, sollte 

 

das beste fachliche Urteilsvermigen angewandt werden, um zu bestimmen, ob die Validitat 

 

des Tests kompromittiert ist. Wenn die zwei Kontrollen sich unterscheiden, sollten die den 

 

Chemikalien ausgesetzten Behandlungen mit der L6sungsmittelkontrolle verglichen werden, 

 

auBer es ist bekannt, dass der Vergleich mit der Verdinnungswasserkontrolle bevorzugt 

 

wird. Wenn es keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den zwei 

 

Ko ntrollgipnen gi bt. wird e mpfhlen. dass die den Prufchemikalien a usgesetzten 
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und 

 

der 

 

Behandlungen mit den gepoolten verglichen werden (L6sungsmittel-

Verdiinnungswasserkontrollgruppen), a uBer es ist bekannt, dass der Vergleich mit 

 

Verdinnungswasser- oder der L6sungsmittelkontrollgruppe bevorzugt wird. 

 

Prufericht 

 

64. Der Prtifbericht sollte Folgendes enthalten: 

 

Prfh em iklie: 

 

Physikalischer Zustand und, soweit relevant, physikalisch-chemische Eigenschaften; 

 

Einkomponentiger S toff: 

 

physikalisches Erscheinungsbild, Wasserl6slichkeit und weitere relevante 

 

physikalisch-chemische Eigenschaften; 

 

chemische Bezeichnung, wie z. B. IUPAC- oder CAS -Bezeichnung, CAS -Nummer, 

 

sMILEs- oder InChI-Code,S trukturformel, Reinheit, chemische Zusammensetzung 

 

von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfhrbar usw. 

 

(inschlieBlich des Gehalts an organischem Kohlenstoff, falls zutreffend). 

 

Mehrkomponentiger S toff, UVCB-Stoff und Gemische: 

 

so weit wie m6glich charakterisiert durch die chemische Zusammensetzung (siehe 

 

oben), das quantitative Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen 

 

Eiaenschaften der einzelnen Komnonenten. 

 

Gepr叱fte Fischart: 

 

wissenschaftliche Bezeichnung, ggf. S tamm, Herkunft und Art der Sa rnmlung der 

 

befruchteten Eier sowie anschlieBende Handhabung. 

 

Auftreten von S ko1iose in historischen Kontrollen fUr die verwendete S tam kultur 
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Testdesign (z. B. KamnierngroBe, Material- und Wasservolumen, Anzahl an Pruikammern 

 

und Replikaten, Anzahl an Pruforganismen pro Replikat); 

 

Methode zur Herstellung von S tamml6sungen und Haufigkeit der Erneuerung (falls 

 

verwendet, sind der Losungsvermittler und seine Konzentration anzugeben); 

 

Methode zur Dosierung der Prufchemikalie (z. B . Pumpen, Verdumiungssysteme); 

 

Wiederfrndungsrate der Methode und nominelle Prufkonzentrationen, 

 

Bestimmungsgrenze, Mittel der gemessenen Werte mit ihren S tandardabweichungen in 

 

den PrufgefaBen sowie das Verfahren, durch das diese ermittelt wurden, sowie Nachweise 

 

dafQr, dass sich die Messungen auf die Konzentrationen der PrQfchemikalie in echter 

 

Losung beziehen; 

 

eratur一 Konzentration des 

 

Jon Jod, gesamter 

 

Eigenschaften des Verdtinnungswassers: pH-Wert, Harte, Temp 

 

gelosten Sa uerstoffs, Restchlor (falls gemessen), Gesamtgehalt、 

 

organischer Kohlenstoff (falls gemessen),S c hwebstoffe (falls gemessen),S a1zgeha1t des 

 

Prtifmediums (falls gemessen) sowie alle sonstigen durchgefhhrten Messungen; 

 

die nominalen Prufkonzentrationen, die Mittelwerte der gemessenen Werte und ibre 

 

S tandardabweichungen; 

 

Wasserqualitat innerhalb der PrufgefaBe, pH-Wert, Temperatur (taglich) und 

 

Konzentration des gelosten S auerstoffs; 

 

ausftihrliche Angaben zur Futterung (z. . Art des Futters, Herkunft, Ftitterungsmenge und 

 

-haufigkeit). 

 

Ergb nise 

 

Belege dafUr, dass die Kontrollen die Validitatskriterien erfUllt haben 

 

Die Daten fUr die Kontrolle (und Losungsmittelkontrolle, falls verwendet) und die 

 

Behandlungsgrnppen lauten wie folgt: beobachtete Mortalitat und Abnormalitat, Zeit bis 

 

NF-Stadium 62, Beurteilung der S childdrusenhistologie (nur larvale Probenahme), 

 

Wachstum (Gewicht und Lange), LS1 (nur Probenabme bei Jungtieren), 

 

genetische/phanotypische Geschlechtsverhaltnisses (nur Probenahme bei Jungtieren), 

 

Ergebnisse der Histopathologiebewertung fUr Gonaden, Fortpflanzungsgange, Niere und 

 

Leber (nur Probenahme bei Jungtieren) und Plasma-VTG (nur Probenahme bei Jungtieren, 

 

wenn durchgefihrt); 
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Ansatz der statistischen Analyse und Auswertung der Daten (angewandter statistischer 

 

Test oder angewandtes Modell); 

 

NOEC (No Observed Effect Concentration) fir jede bewertete Wirkung; 

 

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) fir jede bewertete Wirkung (bei c = 

 

0,05); ECx fir jede bewertete Wirkung, falls zutreffend, und Ko n丘denzintervalle (z. . 

 

95 %) und ein Diagramm des angepassten Modells, das fir deren Berechnung benutzt 

 

wurde, die S teigung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve, die Formel des 

 

Regressionsmodells, die geschatzten Modeliparameter und deren S tandardfehler. 

 

Abweichungen von der Prufmethode und Abweichungen von den Akzeptanzkriterien und 

 

Erwagungen der potenziellen Folgen hinsichtlich des Testergebnisses. 

 

und ihre 

 

prasentiert 

 

65. Fur die Ergebnisse der Endpunktmessungen sollten die Mittelwerte 

 

S tandardabweichungen (auf Replikat- und Konzentrationsbasis, falls miglich) 

 

werden. 

 

66. Die mediane Zeit zum NF-Stadium 62 bei Kontrollen sollte berechnet und als Mittelwert der 

 

Mediane der Replikate und ihrer S tandardabweichungen prasentiert werden. Auf die gleiche 

 

Weise sollte bei Behandlungen ein Behandlungsmedian berechnet und als Mittelwert der 

 

Mediane der Replikate und ihrer S tandardabweichungen prasentiert werden. 

 

620 

 



D060575102 

 

LITERATIIRHINWEISE 

 

(1) U.S. Environmental Protection Agency (2013). Validation of the Larval 

 

and Development Assay: Integrated S ummary Report. 

 

Amphibian 

 

(2) OECD (2012a). Guidance Document on S tandardised Test Guidelines for 

 

Evaluating Endocrine Disrupters. Environment, Health and S afety 

 

Publications, S eries on testing and assessment (No 150) Organisation for 

 

Economic Cooperation and Development, Paris. 

 

(3) Nieuwkoop PD und Faber J. (1994). Normal Table of Xenopus /aevis 

 

(Daudin). Garland Publishing, Inc, New York, NY, USA 

 

(4) Kloas W und Lutz I. (2006). Amphibians as Model to S tudy Endocrine 

 

Disrupters. Journal of Chromatography A 1130: 16-27. 

 

(5) Chang C, Witschi E. (1956). Genic Control and Hormonal Reversal of S ex 

 

Differentiation in Xmps. Journal of the Royal S ociety of Medicine 93: 

 

140-144. 

 

(6) Gallien L. (1953). Total Inversion of Se x in Xenopus laevis Daud, Following 

 

Treatment with Estradiol Benzoate Administered During Larval S tage. 

 

Comptes Rendus Hebdomadaires des S6 ances de l'Acad6mie des S ciences 

 

237: 1565. 

 

(7) Villalpando I und Merchant-Larios H. (1990). Determination of the 

 

S ensitive S tages for Gonadal S ex-Reversal in Xenopus Laevis Tadpoles. 

 

International Journal of Developmental Biology 34: 28 1-285. 

 

(8) Miyata s, Koike S und Kubo T. (1999). Hormonal Reversal and the Genetic 

 

Control of S ex Differentiation in XnpUs. Zoological S cience 16: 33 5-340. 

 

(9) Mikamo K und Witschi E. (1963). Functional S ex-Reversal in Genetic 

 

Females of Xenopus laevis, Induced by Implanted Testes. Genetics 48: 1411. 

 

(10) Olmstead AW, Kosian PA, Korte JJ, Holcombe GW, Woodis K und Degitz 

 

sJ. (2009)a.S ex reversal of the Amphibian, Xnpus tropicalis, Following 

 

Larval Exposure to an Aromatase Inhibitor. Aquatic Toxicology 91: 143-
150. 

 

621 

 



D060575102 

 

(11) Yoshimoto s, Okada E, Umemoto H, Tamura K, Uno Y, Nishida-Umehara 

 

C, Matsuda Y, Takamatsu N,S hlba T und Ito M. (2008). A W-linked DM-
Domain Gene, DM-W, Participates in Primary Ovary Development in 

 

Xenopus Laevis. Proceedings of the National Academy of S ciences of the 

 

United S tates of America 105: 2469-2474. 

 

(12) limstead AW, Korte JJ , Woodis KK, Bennett BA, Ostazeski S und Degitz 

 

5J. (2009)b. Reproductive Maturation of the Tropical Clawed Frog: Xenopus 

 

tropicalis. General and Comparative Endocrinology 160: 117-123. 

 

(13) Tobias ML, Tomasson J und Kelley DB. (1998). Attaining and Maintaining 

 

S trong Vocal S ynapses in Female Xnpus laevis. Journal of Neurobiology 

 

37: 441-448. 

 

(14) Qin ZF, Qin XF, Yang L, Li HT, Zhao XR und Xu XB. (2007). 

 

Feminizing/Demasculinizing Effects of Polychiorinated Biphenyls on the 

 

Secondary S exua1 Development of Xmps Laevis. Aquatic Toxicology 84: 

 

321-327. 

 

(15) Porter KL, Olmstead AW, Kumsher DM, Dennis WE,S prando RL, 

 

Holcombe GW, Korte JJ, Lindberg-Livingston A und Degitz sJ. (2011). 

 

Effects of 4-7'ert-Octylphenol on Xmps Tropicalis in a Long Term 

 

Exposure. Aquatic Toxicology 103: 159-169. 

 

(16) ASTI. (2002).S tandard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests on 

 

Test Materials with Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians.AST M 

 

E 729-96, Philadelphia, PA, UsA. 

 

(17) Chapter C.4 of this Annex, Ready Biodegradability Test. 

 

(18) Chapter C.29 of this Annex, Ready Biodegradability - C02 in sealed 

 

vessels (Headspace Test). 

 

(19) Kahl MD, Russom CL, DeFoe DL und Hammermeister DE (1999). 

 

Saturation Units for Use in Aquatic Bioassays. Chemosphere 39: 539-551. 

 

(20) Adolfsson-Erici M, Akerman G, Jahnke A, Mayer P, IcLachian 1S 

 

(2012). A flow-through passive dosing system for continuously supplying 

 

aqueous solutions of hydrophobic chemicals to bioconcentration and aquatic 

 

toxicity tests. Chemosphere, 86(6): 593-9. 

 

(21) OECD (2000). Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of 

 

Difficult S ubstances and Mixtures. Environment, Health and S afety 

 

Publications, Se ries on testing and assessment (No 23), Organisation for 

 

622 

 



D060575102 

 

Economic Cooperation and Development, Paris. 

 

(22) Hutchinson TH,S hi11abeer N, Winter MJ und Pickford DB. (2006). Acute 

 

and Chronic Effects of Carrier SO 1vents in Aquatic Organisms: A Critical 

 

Review. Review. Aquatic Toxicology 76: 69-92. 

 

(23) ASTM (2004).S tadard Guide for Conducting the Frog Embryo 

 

Teratogenesis Assay - Xenopus (FETAX). AST1 E 1439 - 98, Philadelphia, 

 

PA, UsA. 

 

(24) Read BT (2005). Guidance on the Housing and Care of the African Clawed 

 

Frog Xenopus Laevis. Royal S ociety for the Prevention of Cruelty to 

 

Animals (RSPCA), Horsham, S ussex, U.K., 84 ff. 

 

(25) Chapter C.38 of this Annex, Amphibian Metamorphosis Assay. 

 

(26) Chapter C.48 of this Annex, Fish S hort Term Reproduction Assay. 

 

(27) Chapter C.41 of this Annex, Fish S exua1 Development Test. 

 

(28) Chapter C.49 of this Annex, Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test. 

 

(29) OECD (2007). Guidance Document on Amphibian Thyroid 

 

Histology.Enviromnent, Health and Sa fety Publications,S eries on Testing 

 

and Assessment. (No 82) Organisation for Economic Cooperation and 

 

Development, Paris. 

 

(30) Grim KC, Wolfe M, Braunbeck T, Iguchi T, Ohta Y, Tooi O, Touart L, 

 

Wolf DC und Tietge J. (2009). Thyroid Histopathology Assessments for the 

 

Amphibian Metamorphosis Assay to Detect Thyroid-Active S ustances, 

 

Toxicological Pathology 37: 415-424. 

 

(31) Luna LG und Coady K. (2014). Identification of X. laevis Vitellogenin 

 

Peptide Biomarkers for Quantification by Liquid Chromatography Tandem 

 

Mass S pectrometry. Analメical and Bioanal界ical Techniques 5(3): 194. 

 

(32) OECD (2015). Guidance on histopathology techniques and evaluation. 

 

Environment, Health and Sa fety Publications,S eries on Testing and 

 

Assessment (No 228), Organisation for Economic Cooperation and 

 

Development, Paris. 

 

(33) OECD (2006). Current Approaches in the S ttistical Analysis of 

 

Ecotoxicity Data: A Guidance to Application. Environment, Health and 

 

Sa fty Publications,Se ries on testing and assessment (No 54), Organisation 

 

for Economic Cooperation and Development, Paris. 

 

623 

 



D060575102 

 

(34) Hutchinson TH, Bogi C, Winter 13, Owens 3W, 2009. Benefits of the 

 

Maximum Tolerated Dose (MTD) and Maximum Tolerated concentration 

 

(ITC) Concept in Aquatic Toxicology. Aquatic Toxicology 9 1(3): 197-
202. 

 

624 

 



D060575102 

 

DEFINITIONEN 

 

Apikaler Endpunkt: Ausoesen einer Wirkung auf Populationsebene. 

 

Chemikalie: S toff oder Gemisch 

 

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

 

ECx: (Konzentration mit einer Wirkung von x %) Konzentration, bei der innerhalb einer 

 

bestimmten Expositionsdauer im Vergleich zur Kontrolle eine Wirkung von x % auf die 

 

Pruforganismen zu verzeichnen ist. Eine EC So beispielsweise ist die Konzentration, bei der 

 

davon ausgegangen wird, dass sie bei 50 % einer exponierten Population wahrend einer 

 

bestimmten Expositionsdauer eine Wirkung auf einen Endpunkt im Test hat. 

 

dpf: Tage nach der Befruchtung 

 

Durchtlussprufung: Eine Prufung mit durchgehender S trmung der Testl6sungen durch 

 

das PrQfsystem wahrend der Expositionsdauer. 

 

HPG-Achse: Hy pothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse. 

 

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry. 

 

Die niedrigste geprfte Konzentration (LOEC) einer Prufchemikalie, bei der sich im 

 

Vergleich zur Kontrolle eine statistisch signifikante Wirkung beobachten lasst (bei 

 

p < 0,05). Alle Prufkonzentrationen oberhalb der LOEC mtissen jedoch eine schadigende 

 

Wirkung haben, die gleich den bei der LOEC beobachteten Wirkungen oder groBer als diese 

 

ist. K6 nnen diese beiden Bedingungen nicht erfQllt werden, muss ausfhhrlich erklart 

 

werden, wie die LOEC (und damit auch die NOEC) ausgewahlt wurde. Anlage 7 bietet 

 

Hilfestellungen. 

 

Median Lethal Concentration (LC50): ist die Konzentration einer Prufchemikalie, die 
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schatzungsweise auf 50 % der Pruforganismen wahrend der Prufdauer letal wirkt. 

 

No observed effect concentration (NOEC) ist die Prufkonzentration unmittelbar unterhalb 

 

der LOEC, die im Vergleich zur Kontrolle innerhalb eines angegebenen 

 

Expositionszeitraums keine statistisch signifikante Wirkung (p< 005) hat. 

 

S11LES: Si mplified Molecular hiput Line Entr S peci丘ction. 

 

Prufchemikalie: S toff oder Gemisch, der bzw. das nach dieser Prufmethode getestet wird. 

 

UVCB: S toff mit unbekannter oder schwankender Zusanmiensetzung, komplexe 

 

Reaktionsprodukte oder biologische Materialien. 

 

VTG: Vitellogenin ist ein Phospholipoglycoprotein-Vorlaufer fir Eidotterprotein, das in der 

 

Regel bei geschlechtlich aktiven weiblichen Tieren aller eierlegenden Arten vorkommt. 
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H6chstkonzen-
tration 

 

5 mg/i 

 

2 mg/i 

 

i tg/l 

 

10 i叫 

 

5mn飢 

 

Sin飢 

 

25 n叩 

 

i tg/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

i ig/l 

 

iF飢 

 

iF飢 

 

ill fg/i 

 

ill fg/i 

 

ill na/I 

 

Stoff 

 

Partikel 

 

Gesamtgehalt an organischem Kohlenstoff 

 

Nicht ionisierter Ammoniak 

 

Restchlor 

 

Gesamtgehalt an phosphororganischen Pestiziden 

 

Gesamtgehalt an chlororganischen Pestiziden plus 

 

polychiorierten Biphenylen 

 

Gesamtgehalt an organischem Chlor 

 

Aluminium 

 

Arsen 

 

Chrom 

 

Kobalt 

 

Kupfer 

 

Eisen 

 

Blei 

 

Nickel 

 

Zink 

 

Cadmium 

 

Quecksilber 

 

Si1ber 
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PRUFBEDINGUNGEN FUR LAGDA 

 

xenps laevis 

 

Kontinuierlicher Durchfluss, 

 

Die nominale Temperatur betragt 21 oc. Die mittlere Temperatur Ober 

 

die Testdauer hinweg betragt 21 + 1。 c (die einzelnen Replikate und die 

 

einzelnen Behandlungen sollten sich nicht um mehr als 1,0 0c 

 

unterscheiden) 

 

Leuchtstofflampen (breites S pektrum 600-2000 lux (Lumen/rn2) an der 

 

Wasseroberniiche 

 

ltung der 

 

durch die 

 

12 std. Licht, 12 Std. Dunkelheit 

 

4-10 1 (mindestens 10-15 cm Wassertiefe) 

 

Glas- oder Edelstahlbecken 

 

1. Prtifspezies 

 

2. Testtyp 

 

3. Wassertemperatur 

 

4. BeleuchtungsqualitLit 

 

5. Photoperiode 

 

6. Prufl6sungsVolumen und 

 

PI-ti亀efaB田ecken) 

 

7. Erneuerung der Prtin6sungen Konstant, unter Beriicksichtigung der Aufrechterha 

 

biologischen Bedingungen als auch der Exposition 

 

chemikalie (z. B. 5 Tankvolumenerneuerung pro Tag). 

 

Nieuwkoop und Faber (NF), Stadium 8-10 

 

20 Tiere (Embryos)ノBecken (Replikat) bei Einleitung der Exposition 

 

und 10 Tiere (kngtiere)ノBecken (Replikat) nach NF-Stadium 66 bis zur 

 

Beendigung der Exposition 

 

Mindestens 4 Prufchemikalien plus angemessene Kontrolle(n) 

 

4 Replikate pro Behandlung fur die Prufchemikalie und 8 Replikate fir 

 

die Kontrolle(n) 

 

Mindestens 80 Tiere pro Behandlung fur die Priifchemikalie und 

 

mindestens 160 Retlikate fur die Kontrolle(n) 
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Beliebiges vor Ort verfiゆares Wasser, bei dem Krallenfrosch-L arven 

 

normal wachsen und sich entwickeln (z. . Quellwasser oder mit 

 

Aktivkohle gefiltertes Leitungswasser) 

 

Keine erforderlich, aber eine Beliftung der Becken karm erforderlich 

 

sein, wei die Niveaus des gel6sten S auertoff unter die empfohlenen 

 

Grenzwerte fallt und die S teigerungen des Durchflusses der Prtin6sung 

 

maximiert werden. 

 

Gel6ter Sa uertoff:と 40 % des Luftsauertoff-Sattigungswerts oder 

 

と3,5 mg/l 

 

6.5-8.5 (die einzelnen Replikate/Konzentrationen dirfen sich h6chstens 

 

um 0,5 unterscheiden) 

 

10-250 mg CaC O3Il 

 

(siehe Anlage 4) 

 

Von NF-Stadium 8-10 bis zeln Wochen nach der medianen Zeit bis 

 

NF-Stadium 62 in Wasser und!oder L6sungsmittelkontrollgruppe 

 

(maximal 17 Wochen) 

 

Morta1itt (und abnormale Erscheinungen), Zeit bis zum NF-Stadium 

 

62 (larvale Probe), Bewertung der S childdrtsenhistologie (larvale 

 

Probe), Wachstum (Gewicht und Lange), Leber-somatischer hdex 

 

(Probenabme bei Jungfischen), genetische/phanotypische 

 

GeschlechtsVerh1tnisse (Probenabme bei Jungfischen), Histopathologie 

 

fir Gonaden, Fortp且anzungsgange, Niere und Leber (Probenabme bei 

 

Jungfischen) und Plasma-Vitellogenin (Probenabme bei Jungfischen, 

 

optional) 

 

Der gel6te S auerstoff sollte > 40 % des Luftsattigungswerts betragen; 

 

die mittlere Temperatur sollte 21 + 1 oc und die Unterschiede zwischen 

 

den einzelnen Replikatew'Konzentrationen sollten< 1,0 oc betragen; 

 

der pH-Wert der Prufl6sung sollte im Bereich von 6,5 bis 8,5 liegen; die 

 

Mort可itt in jedem Replikat sollte bei der Kontrolle S 20 % betragen 

 

und die mittlere Zeit bis zum NF-Stdium 62 sollte bei der Kontrolle 

 

S45 Tage betragen; das mittlere Gewicht der Priiforganismen im NF-

Stadium 62 und bei Beendigung des Tests bei den Kontrollen und den 

 

L6sungsmlttelkntrllen (falls verwendet) sollte 1,0 + 0,2 bzw. 

 

11,5 + 3 g erreichen, es muss belegt werden, dass die Konzentrationen 

 

der Prufchcmikalie in der L6sung mit einer Toleranz von + 20 % 

 

bezogen auf die gemessenen Mittelwerte aufrechterhalten wurden. 
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FUTTERUNGSREGI 

 

auch 

 

Rate 

 

Es sollte angemerkt werden, dass obwohl dieses Futterungsregime empfohlen wird, 

 

Alternativen zulassig sind, sofern die Pruforganismen mit einer angemessenen 

 

wachsen und sich entwickeln. 

 

Futterung der Larven 

 

Vo功ereitung声r das Larvenfutter 

 

A. 1:1 (v/v)S tartfutter fir Regenbogenforellen: Algae/TetraFin⑧ (oder abnliches); 

 

1. S tartfutter fuir Regenbogenforellen: 50 g S tartfutter fuir Regenbogenforellen (feines Granulat 

 

oder Pulver) und 300 ml geeignetes gefiltertes Wasser 20 Se kunden lang auf einer hohen 

 

Mixereinstellung mischen 

 

2. Algae/TetraFin⑧-Mischung (oder ahnliches): 12 g S pirulina-Algenscheiben und 500 ml 

 

gefiltertes Wasser 40 Se kunden lang auf einer hohen Mixereinstellung mischen, 12 g 

 

Tetrafin⑧ (oder aimliches) mit 500 ml gefilterter Wasser mischen und diese daim 

 

kombinieren, um 1 Liter der 12飢S pirllina-Algen und 12 gIl Tetrafrn⑧ (oder ahnliches) 

 

herzustellen 

 

3. Gleiche Mengen des gemischten S tartfutters fir Regenbogenforellen mit der 

 

Algae/TetraFin⑧-Mischung (oder abiiliches) kombinieren 

 

B. Sa linenkrebse: 

 

15 ml Sa linenkrbseier werden in 1 1 Sa lzwasser ausgebrtitet (vorbereitet durch Hinzufigen 

 

von 20 ml NaCl zu 11 deionisiertem Wasser). Nachdem sie 24 S tunden lang unter konstanter 

 

Beleuchtung bei Raumtemperatur beltiftet wurden, k6nnen die Sa linenkrebse geerntet 

 

werden. Die Sa linenkrebse durfen sich 30 Minuten lang schnell ansiedeln, indem die 

 

Beluftung unterbrochen wird. Zysten, die zur Oberseite des Kanisters treiben, werden 

 

abgeschuttet und entsorgt und die Krebse werden durch geeignete Filter geschuttet und auf 

 

30 ml mit gefilterter Wasser aufgefuillt. 

 

Rttr llgprt肋ll 

 

Tabelle i bietet eine Referenz hinsichtlich der Art und der Menge des wahrend der 

 

Larvenexpositionsstadien verwendeten Futters. Die Tiere sollten drei Mal taglich Montag 

 

bis Freitag und einmal taglich an den Wochenenden gefittert werden. 
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Tabelle 1: Fitterungsregime fir X laevis-L arven in Durchflussbedingungen 

 

S alinenkrebse 

 

Wochentag Wochenende 

 

(zweimal pro Tag) (einmal pro Tag) 

 

0,5ml 0,5ml 

 

(bTag8bis 15) (abTag8bis 15) 

 

1ml 1ml 

 

(ab Tag 16) (ab Tag 16) 

 

1ml 1ml 

 

1ml 1ml 

 

1ml 1ml 

 

1ml 1ml 

 

1ml 1ml 

 

1ml 1ml 

 

Startftter fr Regenbogenforellen: 

 

Algae/TetraFin@(oder 註 hnliches) 

 

Wochenende 

 

(einmal pro Tag) 

 

Wochentag 

 

(drei Mal pro Tag) 

 

安it* 

 

(Nach der 

 

Befruchtung) 

 

2ml 

 

0,33 ml 

 

Tage 4-14 

 

(in Mloc hen 0-1) 

 

2,4ml 

 

4,0 ml 

 

4,0 ml 

 

4,4 ml 

 

4,6ml 

 

4,6ml 

 

4,6ml 

 

0,67 ml 

 

Woche 2 

 

3ml 

 

Woche 3 

 

5ml 

 

Woche 4 

 

6ml 

 

Woche 5 

 

6ml 

 

Woche6 

 

7ml 

 

Woche 7 

 

7ml 

 

Wochen 8-10 

 

* Tag O wird definiert als der Tag, au dem die hCG-Injektion vorgenommen wird. 

 

Futterubergang von Larve zu Jungfisch 

 

Wenn die Larven die Metamorphose abgeschlossen haben, erhalten sie die unten e rlautert 

 

Jungfischfutterformel. Wahrend dieses Ubergangs sollte das Larvenfutter reduziert werden, 

 

wahrend das J ung丘schfutter gesteigert wird. Dies kann erreicht werden, indem das 

 

Larvenfutter proportional reduziert wird, wabrend das J ung丘schfutter proportional 

 

gesteigert wird, wahrend jede Gruppe der ftinf Larven uber das NF-Stadlum 62 

 

hinauswachst und sich dem Abschluss der Metamorphose in NF-Stadlum 66 nahert. 

 

Ftitterung der Jungfische 

 

Jlmgls吸ノilttr 

 

Soba1d die Metamorphose abgeschlossen ist (Stadium 66) andert sich das Futterungsregime 

 

ausschleBlch auf Futter fir 3/32-Zoll Premium sinkendes Froschfutter (Xenopus 

 

Expressm, FL, UsA), oder ahnliches. 
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Vo功ereitung von zerkleinerten Pellets fr den Ubergang von Larve zu Jlm gプlsch 

 

Die Pellets aus sinkendem Froschfutter werden in einer Kaffeemtihle, einem Mixer oder 

 

einem M6 rser mit S t0Be1 zerkleinert, um die Gr6Be der Pellets ungefabr 1/3 zu reduzieren. 

 

Eine zu lange Verarbeitung brin導 Pulver hervor, wovon abgeraten wird. 

 

Rmerungsp ri 切 kill 

 

Tabelle 2 bietet eine Referenz hinsichtlich der Art und der Menge des wahrend der jungen 

 

und adulten Lebensstadien verwendeten Futters. Die Tiere sollten einmal taglich gefittert 

 

werden. Es sollte angemerkt werden, dass Tiere, die die Metamorphose durchlaufen, 

 

weiterhin einen Anteil der S alinenkrebse erhalten, bis > 95 % der Tiere die Metamorphose 

 

abgeschlossen haben. 

 

Die Tiere sollten nicht an dem Tag der Beendigung des Tests gefittert werden, damit das 

 

Futter die Gewichtsmessungen nicht beeinfiusst. 

 

Tabelle 2: Fitterungsregime fir X laevis-kngfische in Durchflussbedingungen Es sollte angemerkt 

 

werden, dass nicht metamorphosierte Tiere, einscmeBlch jener, deren Metamorphose durch die chemische 

 

Behandlung V erz6gert wurde, keine unzerkleinerten Pellets essen knnen. 

 

乙it 

 

(Wochen nach dem medianen 

 

Metamorphosedatum) 

 

Wahrend die Tiere die Metamorphose 

 

abschlieBen 

 

Volumen der zerkleinerten Gesamtvolumen der Pellets 

 

Pellets 

 

(mg pro Fr6schlein) 

 

25 

 

(mg pro Fr6schlein) 

 

Wochen 0-1 

 

Wochen 2-

Wochen 4-5 

 

Wochen 6 -9 

 

、、ノ 
0 

くJ 

 

0 
28 

田 
匠 

 
220 

 

25 
0 

0 
0 

 

* Der erste Tag der Woche 0 ist das mediane Metamorphosendatum bei den Kontrolitieren. 
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BESTIMMUNG DES GNETISCHEN GSCHLECHTS (GNETISCHE 

 

GSCHLECHTSBESTIMMUNG) 

 

Die Methode zur Bestimmung des genetischen Geschlechts fii r Xenopus laevis basiert auf 

 

Yoshimoto et al., 2008. Detaillierte Verfahren zur Genotypisierung k6nnen bei Bedarf aus 

 

dieser Veriffentlichung erhalten werden. Alternative Methoden (z. B. qPCR mit hohem 

 

Durchsatz) k6lnen angewandt werden, wenn sie als geeignet angesehen werden. 

 

Primer fr X. laevis 

 

DM- W-Marker 

 

Vorwarts: 5 '-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3' 

 

Ruckwarts: 5' -GGGCAGAGTCACATATACTG-3' 

 

Pos itivkm trolle 

 

Vorwirts: 5 '-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-' 

 

Rickwarts: 5' -AACTGCTTGACCTCTAATGC-3' 

 

DNA-Aufreinigung 

 

DNA aus Muskel- oder Hautgewebe mithilfe von beispielsweise Qiagen DNeasy Blood and 

 

Tissue Kit (Kat. Nr. 69506) oder einem ahnlichen Produkt gem那 den Anweisungen des 

 

Kits reinigen. Die DNA kann mit weniger Puffer aus den S pinsaulen herausgel6st werden, 

 

um konzentriertere Proben zu erhalten, wenn dies fr PCR als erforderlich erachtet wird. 

 

Bitte beachten, dass die DNA nicht ganz stabil ist, also muss eine Kreuzkontaminier'.rng 

 

sorgfaltig vermieden wird, da sie zu einer falschen Charakterisierung von Maimchen als 
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Weibchen oder umgekehrt fUhren kann. 

 

PCR 

 

Ein mithilfe von J umpstartT1 Taq von sigma erstelites Probenprotokoll fndet sich in 

 

Tabelle 1. 

 

tAbsehluss] 

 

2,5 rIVI 

 

200心4 

 

0,3心4 

 

0,3 tM 

 

0,3 iM 

 

0,3 tN1 

 

0,05 

 

Eiheite'tl 

 

~200 pgIil 

 

Probenprotokoll mithilfe von J umpStart1M Taq von Si gm 

 

Master-Mix lx (.1) 

 

NFW 11 

 

lOX Puffer 2,0 

 

M gCl2 (25 mM) 2,0 

 

dNTPs (jeweils 10 rIV') 0,4 

 

Marker fUr Primer (8 tM) 0,8 

 

Marker rev. Primer (8 tM) 0,8 

 

Kontrolle fur Primer (8 .tM) 0,8 

 

Kontrolle rev. Primer (8 .tM) 0,8 

 

J ump Start]M Taq 0,4 

 

1,0 

 

DNA-Vorlage 

 

Tabelle 1: 

 

Hinweis: Wenn Master-Mixes vorbereitet werden, muss eine zusatzliche Menge erzeugt 

 

werden, um Verluste beim Pipettieren auszugleichen (Beispiel: 25x soUte fUr nur 24 

 

Reaktionen verwendet werden). 

 

Reaktuon: 

 

Master-Mix 

 

Vorlage 

 

Gesamt 

 

h erl oc'cler-Pr叩: 
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S tuf 1. 94 oc i Min. 

 

S tuf2. 94oc 30Sek. 

 

S tuf 3. 6 i oc 3OSe k. 

 

S tuf 4. 72o c i Min. 

 

S tf 5. ZuS tuf 2 gehen. 35 Zyklen 

 

S tfe 6. 72o c i Min. 

 

S tuf7. 4oC halten 

 

pcR-produkte kuren umgehend in einem Gel durchlaufen oder bei 4。 c gelagert werden. 

 

Agarosegel-Elektrophoresc (3 %)(Probenprotokoll) 

 

50Xl二4E 

 

Tris 24,2 g 

 

Eisessig 5,71 ml 

 

Na2 (EDTA)・2H20 3,72 g 

 

Wasser zu ill ml hinzufiigen 

 

1xz4E 

 

120 392 ml 

 

SIX TAB 8ml 
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3..1 Agarose 

 

3 Teile NusieVeTM GTGTM Agarose 

 

i Teil Fisher Agarose niedrige Elektrophorese (EEl) 

 

Me琉ode 

 

1. Ein 3 %-Gel herstellen, indem 1,2 g Agarosemischung zu 43 ml1X TAE hinzugefl.igt 

 

werden. Verwirbein, um groBe Klumpen au fzul6sen. 

 

2. Die Agarosemischung in der Mikrowelle erhitzen, bis sie sich komplett aufgelist hat 

 

(Uberkochen vermeiden). Leicht abkuhlen lassen. 

 

3. 1,0 .tL Ethidiumbromid hinzufugen (10 mg/mi). Kolben verwirbein. Bitte beachten, dass 

 

Ethidiumbromid mutagen ist, also sollten so weit wie technisch miglich alternative 

 

Chemikalien fQr diesen S chritt verwendet werden, um die Gesundheitsrisiken fUr die 

 

Arbeiter zu minimieren1 

 

4. Mit Kamm Gel in die Form gieBen. Vollstandig abkuhlen lassen. 

 

5. Gel zu Apparatur hinzufutgen. Gel mit iX TAE bedecken. 

 

6. 1 tl 6 x Ladepuffer zu jeweils 10 tl PCR-Produkt hinzufigen. 

 

7. Mit einer Pipette die Proben in Mulden tropfen. 

 

8一 Bei 160 konstanten Voit~ 20 Minuten laufen lassen一 

 

Ein Bild des Agarosegels, das die Bandmuster zeigt, die auf mannliche und weibliche Tiere 

 

hindeuten lassen, ist in Abbildung i dargestellt. 

 

(einzelnes Band 

 

bp: Dl-W und 

 

Abb. 1: Bild des Agarosesgels, das das Bandmuster zeigt, das auf ein mitrmliches (d') Tier 

 

~203 bp: DIRTi) und auf ein weibliches (早) Tier hinweist (zwei Blinder bei~ 259 

 

203 bp:DMRT1). 

 

1Im Einldang mit Artikel 4 Absatz 1 der Richtlinie 2004/37/EG des europaischen Parlaments und des Rates 

 

vom 29 April 2004 0ber den S chutz der Arbeitnehmer gegen Gethiirdung durch Karzinogene oder Mutagene 

 

bei der Arbeit (Sechste Eirizelrichtliriie im S irne von Artikel 16 Absatz 1 der Richtlinie 89/391/EWG des 

 

Rates) (AB1. L 158 vom 30.4.2004,S . 50). 

 

637 

 



D060575102 

 

DM八N 

 

DIRTi 

 

ー 

― / 

 

ー 

＼ 、 

 

� 

 

8 ￥ 
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Takamatsu N,S hiba T, Ito M. 2008. A W-linked DI-domain gene, DM-W, participates in 

 

primary ovary development in Xenopus laevis. Proceedings of the National Academy of 

 

Sciences of the United S tates of America 105: 2469-2474. 
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MESSUNG VON TITELLOGENIN 

 

Die Messung von Vitellogenin (VTG) wird mithilfe einer Methode namens Enzyme-Linked 

 

Immunosorbent Assay (ELISA) durchgeftihrt, die ursprtinglich fur das VTG von 

 

Dickkopfelritzen entwickelt wurde (Parks e t al., 1999). Derzeit gibt es keine im Handel 

 

erhaltlichen Antikorper fur X laevis. Hinsichtlich der Fulle an Informationen fur dieses 

 

Protein und der Verftigbarkeit von kosteneffektiven handeistiblichen 

 

Antikrperprduktionsdiensten ist es jedoch zumutbar, dass Labore einfach ein E LISA 

 

entwickeln kinnen, um diese Messung durchzuftihren (limstead e t a l., 2009). AuBerdem 

 

bieten limstead e t al. (2009) eine Beschreibung des Tests und wie er wie unten dargestellt 

 

fur das VTG in X tropicalis modifiziert wurde. Die Methode nutzt einen Antikirper gegen 

 

das VTG von X tropicalis, aber es ist bekannt, dass er auch fir das VTG von X laevis 

 

wirkt. Es sollte angemerkt werden, dass auch nicht wettbewerbsfahige E LISAs verwendet 

 

werden k6nen und dass diese niedrigere Erkermungsgrenzen besitzen k6nnten als die in der 

 

unten beschriebenen Methode. 

 

Material und Reagenzien 

 

Praadsorbiertes 1. Antikirperserum (Ab) 

 

i Teil anti-X tropicalis VTG 1. A b-Serum mit 2 Teilen mannlichem kontroliplasma 

 

mischen und bei RT~ 75 Minuten stehen lassen, 30 Minuten lang mit Eis ktihlen, bei 

 

> 20k x G i S tunde lang bei 4。 C zentrifugieren, Tensid entfernen, aliquotieren, bei -20。C 

 

lagern. 

 

2. Antikirper 

 

Ziege anti-Kaninchen IgG-HRP-Konjugat (z. B. Bio-Rad 172-10 19) 

 

VT G-Standard 

 

aufbereitetes VTG von X laevis bei 3,3 mg/ml. 

 

TMB (3,3',S,S' Tetramethylbenzidin) (z. B. KPL 50-76-00; oder S igma T 0440) 

 

Normales Ziegenserum (NGS) (z. B. chemicon⑧ S 26-l0oml) 

 

EIA S tyropor-Mikrotiterplatten mit 96 Mulden (z. B. IcN: 76-381-04, costar:53590, 

 

Fisher:07-200-35) 
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37。 C-Iybridisierungsofen (oder schnell ausgleichender Luftinkubator) fUr Platten 

 

Wasserbad fir Rdhrchen 

 

So nstige gangige Laborausrutstungen, Chemikalien und Materialien. 

 

Rezepte 

 

B es ch icht ngpffrβO nilKa ronatpzdlとr, pH-Wert9の 

 

Na C03 1,26 g 

 

0,68 g 

 

428 ml 

 

Na2CO3 

 

Wasser 

 

1 IX PBs但l 'Phosphat, 1,5 INaCi): 

 

Na2P04・120 0,83 g 

 

Na2HP04・7 120 20,1 g 

 

71 g 

 

810 ml 

 

100ml 

 

900 ml 

 

NaCI 

 

Wasser 

 

Wasc如l(tTer(PBs刀 

 

lOX PBS 

 

Wasser 

 

pH-Wert auf 7,3 mit i M 1Cl anpassen, dann 0,5 ml T ween-20 hinzuftigen 

 

Test -Puffer: 

 

Normales Ziegenserum (NGS) 3,75 ml 
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Waschpuffer 146,25 ml 

 

Probennahme 

 

heparinisierten Mi krohamtokritr rchen gesammelt und auf Eis 

 

Zentrifugierung wird das Rihrchen ausgewertet, 

 

0,6 ml-Mikrzentrifugenr rchen gegossen, die 0,13 

 

3 -mintitigen 

 

einem 

 

einer 

 

Blut wird mit 

 

gelegt. Nach 

 

aufgebrochen und das Plasma in 

 

Einheiten lyophilisiertes Aprotinin enthalten. (Diese R6hrchen werden im Voraus 

 

vorbereitet, indem die geeignete Menge Aprotinin hinzugefU俳 wird, sie eingefroren werden 

 

und sie in einem S peedvac bei geringer Hitze bis sie trocken sind lyophilisiert werden.) 

 

Plasma bei -80 oc lagern, bis es analysiert wurde. 

 

Verfahren fijr eine Platte 

 

Beschichtung der Pたtte 

 

20 t1 des autbereiteten VTG mit 22 ml Karbonatpuffer mischen (endgtiltig 3 ig/m1). 200 t1 

 

zu jeder Mulde einer Platte mit 96 Mulden hinzuftigen. Die Platte mit Klebesiegelfolie 

 

abdecken und uber Nacht 2 S tunden lang bei 37 0c (oder 4。 c uber Nacht inkubieren 

 

lassen). 

 

BルCんern der Pたtte 

 

Die Blockierungsldsung wird hinzugefugt, indem 2 ml des normalen Ziegenserums (NGS) 

 

zu 38 ml des Karbonatpuffers hinzugefugt werden. Die Beschichtungsl6sung entfernen und 

 

sl6sung in jede Mulde hinzufUgen. Mit 

 

Blocki 

 

2 S tunden lang bei 37。 c inkubieren (oder bei 4。 c uber 

 

trocken schitteln. 350 tl der 

 

Klebesiegelfolie abdecken und 

 

Nacht). 

 

Vo功ereitung der S t drd 

 

5,8 tl des aulbereiteten VT G-Standards wird mit 1,5 ml des Test-Puffers in einem 12 x 

 

75 ni groBen E inweg-Testr6hrhen aus Borosilikatgias gemischt. Dies ergibt 12 

 

760 ng/ml. Dann wird eine serielle Verdtimiung vorgenommen, indem 750 F l der vorherigen 

 

Verdtinnung zu 750 tl des Test-Puffers hinzugefugt werden, um endgtiltige 

 

Konzentrationen von 12 760, 6380, 3190, 1595, 798, 399, 199, 100 und 50 ng/ml zu 

 

erreichen. 
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ro功ereimg der Proben 

 

Mit einer 1:300- (z. B. i tl Plasma mit 299 il Test-Puffer kombinieren) oder 1:30-

Verdtinnung von Plasma in Test-Puffer beginnen. Wenn eine groBe Menge VTG erwartet 

 

wird, k6nnen zusatzliche oder gr6Bere Verdumiungen erforderlich sein. Versuchen, B/B~ 

 

innerhalb des Bereichs der S tandards zu halten. Fur Proben ohne nemienswertes VTG, z. B. 

 

Kontrollmannchen und -weibchen (die allesamt unreif sind), ist die i :30-Verdttnnung zu 

 

verwenden. Proben, die weniger verdtinnt sind als so, weisen ungewV'nschte Matrixeffekte 

 

auf. 

 

Zusatzlich wird empfohlen, auf jeder Platte eine Positivkontrollprobe durchzufihren. Dies 

 

kommt aus einem Pool von Plasma mit h6chst induzierten VTG-Niveaus. Der Pool wird 

 

ursprQnglich in NGS verdttnnt, in Aliquote aufgeteilt und bei -80 oc gelagert. Fur jede 

 

Platte wird ein Aliquot aufgetaut, weiter in Test-Puffer verdilmt und ahnlich wie eine 

 

Testprobe durchlaufen. 

 

勿んbation mit l.4 n tik$rper 

 

Der 1. Ab wird vorbereitet, indem eine i :2000-Verdunnung des praadsorbierten 1. Ab-
Serum in Test-Puffer hergestellt wird (z. B. 8 il auf 16 ml Test-Puffer). 300 tl der i. Ab-

L6sung mit 300 ii der Probe/des S tadards in einem Glasr6hrchen kombinieren. Das B0-
Ribrchen wird auf ahnliche Weise mit 300 i1 Test-Puffer und 300 tl Antik6rper 

 

vorbereitet. Zudem sollte ein NSB-R6hrchen mit ausschlieBlich 600 iil Test-Puffer 

 

vorbereitet werden, d. h. ohne Ab. Die R6hrchen mit Para丘lm abdecken und vorsichtig 

 

schtitteln, um sie zu mischen. 1 S tunde lang in einem 37 oc warmen Wasserbad inkubieren. 

 

Wlschen der Pたtte 

 

Die Platte kurz vor Abschluss der 1. Ab-Inkubation waschen. Dies erfolgt durch 

 

Ausschutteln der Inhalte und Trockentupfen auf absorbierendem Papier. AnschlieBend die 

 

Mulden mit 350 t1 der Waschl6sung倣 llen, ausschitten und trocken tupfen. HierfUr sind 

 

eine Mehrkanal-Repetierpipette oder ein Plattenwascher nutzlich. Der Waschschritt wird 

 

weitere zwei Male wiederholt, damit insgesamt drei Mal gewaschen wurde. 

 

Besatz der Platte 

 

Nachdem die Platte gewaschen wurde, die R6hrchen aus dem Wasserbad entfernen und 

 

leicht schutteln. 200 F l jedes Proben-,S tandard-, B0- und NSB-Rhrchens hinzufUgen, um 

 

die Mulden der Platte zu duplizieren. Die Platte mit Kiebesiegelfohe abdecken und i S tunde 

 

lang bei 37 oc iiikubieren lassen. 
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勿んbation mit dem 2.4 ntik功アer 

 

Am E nde der inkubation aus dem vorherigen Sc hritt sollte die Platte drei Mal wie oben 

 

beschrieben erneut gewaschen werden. Der verdinute 2. Ab wird vorbereitet, indem 2,5F 1 

 

des 2. Ab mit 50 ml Test-Puffer gemischt werden. 200 tl des verdinnten 2. Ab in jede 

 

Mulde hinzufuigen, wie oben beschrieben versiegeln und i S tunde lang bei 37 oc 

 

inkubieren. 

 

Zusatz von S ubtrt 

 

Nachdem die Inkubation mit dem 2. Ab abgeschlossen ist, muss die Platte wie zuvor 

 

beschrieben drei Mal gewaschen werden. AnschlieBend 100 Fl des TMB -Substrats zu jeder 

 

Mulde hinzufuigen. Die Reaktion 10 Minuten lang fortschreiten lassen, vorzugsweise abseits 

 

von greller Licht. Die Reaktion anhalten, indem 100 tl i M Phosphorsaure hinzuge1gt 

 

werden. Dadurch andert sich die Farbe von blau zu einem intensiven Gelb. Die Absorption 

 

bei 450 nr mithilfe eines Plattenlesers messen. 

 

βBo berechnen 

 

Den durchschnittlichen NSB-Wert von allen Messungen abziehen. Der BIB~ wird fuir jede 

 

Probe und jeden S tandard berechnet, indem der Absorptionswert (B) durch die 

 

durchschnittliche Absorption der B ~-Prbe geteilt wird. 

 

Die S tmdrdkrve ermitteln und unbekannte Mengen festlegen 

 

Mithilfe einer computergra丘ksoftware (z. B. s lidewntem oder s igma Piot⑧) eine 

 

S tandardkurve erzeugen, die die Menge von BIB~ der Probe auf der Grundlage des BIB~ der 

 

S tandards extrapoliert. Normalerweise ist die Menge auf einer log-Ska1a gepunktet und die 

 

Kurve hat eine sigmoide Form.S ie erscheint jedoch linear, wenn ein enger S tandardbereich 

 

verwendet wird. Die Probenmengen fuir den Verdunnungsfaktor korrigieren und als mg 

 

VTGIml Plasma me1den. 

 

Bestimmung der minimalen Erkennungsgrenzen (MDL) 

 

Haufig ist es besonders bei normalen Mannchen nicht klar, wie Ergebnisse von niedrigen 

 

Werten eingetragen werden sollen. In diesen Fallen sollten die 95 % ,,Konfidenzgrenzen" 

 

verwendet werden, um zu bestimmen, ob ein Wert als Null oder als andere Zahl eingetragen 

 

werden sollte. Wenn das Probenergebnis innerhalb des Konfidenzintervalls des 

 

Nulistandards liegt (B~), sollte das Ergebnis als Null eingetragen werden. Das minimale 

 

Erkennungsniveau wird der niedrigste S tandard sein, der sich konsistent vom Nullstandard 
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unterscheidet; dies gilt nur, wenn die zwei Konfidenzintervalle sich nicht iib erschneiden. 

 

Fur ein Probenergebnis, das innerhalb der Konfidenzgrenze des minimalen 

 

Erkennungsniveaus oder darUiber hegt, wird der berechnete Wert eingetragen. Wenn eine 

 

Probe zwischen den Nuilstandard und die Intervalle des minimalen Erkennungsniveaus fallt, 

 

sollte eine Halfte des minimalen Erkennungsniveaus fir den Wert dieser Probe eingetragen 

 

werden. 
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STATISTISCHE A NALYSE 

 

Der LAGDA erzeugt drei Arten von Daten, die statistisch analysiert werden mi1ssen: (1) 

 

Quantitative kontinuierliche Daten, (2) Zeit-bis-zum-Ereignis-Daten ftir Entwickiungsraten 

 

(Zeit bis NF-Stadium 62) und (3) ordinale Daten in Form der Sc hweregrade oder 

 

Entwicklungsstadien aus Histopathologiebewertungen. Der empfohlene Entscheidungsbaum 

 

der statistischen Analyse iir den LAGDA wird in Abbildung i dargestellt. Zudem sind 

 

nachfolgend ein paar Anmerkungen aufgefQhrt, die eventuell zur DurchfQhrnng der 

 

statistischen Analyse fir die Messungen aus dem LAGDA erforderlich sind. Fur den 

 

Analyseentscheidungsbaum sollten die Ergebnisse der Messungen fQr Mortalitat, Wachstum 

 

(Gewicht und Lunge) und den lebersomatischen Index (LS1) gemuB dem Zweig ,,Weitere 

 

Endunkte" analysiert werden. 

 

Kontinuierliche Daten 

 

Daten fr kontinuierliche Endpunkte sollten zuerst auf Monotonie geprift werden, indem 

 

der Rang der Daten geandert, diese in ein ANOVA-Modell eingepasst und die linearen und 

 

quadratischen Kontraste verglichen werden. Wenn die Daten monoton sind, sollte eine 

 

abstufende J onckheere-Terpstra-Trendpriflng an den Medianen der Replikate durchgefiihrt 

 

werden und es sollten keine nachfolgenden Analysen angewandt werden. Eine Alternative 

 

zu Daten, die normal mit homogenen Varianzen verteilt werden, ist die abstufende 

 

Wiliams-Prifung. Wenn die Daten nicht monoton sind (der quadratische Kontrast ist 

 

signifikant und der lineare ist nicht signifikant), sollten sie mithilfe eines ANOVA-Modells 

 

mit gemischten Effekten analysiert werden. Die Daten sollten dann auf Normalitat 

 

(vorzugsweise mithilfe des S hapiro-Wilk- oder Anderson-Darling-Tests) und 

 

Variaiizhomogenitat (vorzugsweise mithilfe des Levene-Tests) beurteilt werden. Beide 

 

Tests werden mit den Residuen des ANO VA-Modells mit gemischten Effekten 

 

durchgeftihrt. Anstelle der Durchfihrung dieser frmlichen Tests auf Normalverteilung und 

 

Varianzhomogenitat kann auch fachliches Ermessen angewendet werden; Tests sind jedoch 

 

zu bevorzugen. Ergibt sich eine Normalverteilung der Daten mit homogener Varianz, 

 

werden die Annahmen einer gemischten ANOVA-Wirkung erftillt und mit dem Duimett-
Test wird eine signifikante Wirkung festgestellt. Wo Nichtnormalitat oder 

 

Varianzheterogenitat festgestellt wird, werden die Annahmen von Dumiett Test verletzt und 

 

eine normalisierende, varianzstabilisierende Transformation angestrebt. Wenn keine solche 
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Transformation gefunden wird, wird ein signifikanter Behandlungseffekt mit einem Dunn-
Test bestimmt. Wo mdglich sollte ein einseitiger Tests anstatt eines zweiseitigen Tests 

 

durchgefihrt werden, aber es erfordert eine fachkundige Beurteilung, um zu bestimmen, 

 

welche fur einen gegebenen Endpunkt angemessen ist. 

 

Mortali磁 

 

Die Mortalitatsdaten sollten fur den Zeitraum, der den gesamten Test umfasst, analysiert 

 

und als Anteil formuliert werden, der in einem bestimmten Becken gestorben ist. Larven, 

 

die die Metamorphose nicht innerhalb des vorgegebenen Zeitrahmens abschlieBen, Larven, 

 

die sich in der larvalen Teilstichprobenkohorte befinden,J ungfrsche, die gekeult werden, 

 

und Tiere, die aufgrund eines Versuchsfehlers sterben, sollten als zensierte Daten behandelt 

 

und nicht in den Nenner der Prozentberechnung mit aufgenommen werden. Vor 

 

statistischen Analysen sollten die Mo rtalittsanteile in Arcsin-Quadratwurzeln verwandelt 

 

werden. Alternativ kann der abstufende Cochran-Armitage-Test verwendet werden, mit 

 

einer Rao-Scott-Anpas sung, wabrend eine Uberdispersion vorhanden ist. 

 

Gewicht und Ldnge (Wachstumsdateり 

 

Mannchen und Weibchen sind wabrend der Metamorphose nicht sexuell dimorph, also 

 

sollten Wachstumsdaten zur larvalen Teilstichprobenahme unabhangig vom Geschlecht 

 

analysiert werden. Wachstumsdaten von Jungtieren sollten jedoch auf der Grundlage des 

 

genetischen Geschlechts getrennt voneinander analysiert werden. Eine log-Transformation 

 

kann fur diese Endpunkte erforderlich sein, da die log-Normalitat der GrBendaten nicht 

 

uniblich ist. 

 

Leber-somatischer Index 4切 

 

Lebergewichte sollten als Anteile des gesamten Kirpergewichts (d. h LS1) normalisiert und 

 

getrennt auf der Grundlage des genetischen Geschlechts analysiert werden. 

 

Zeit bis zum NF-Stadium 62 

 

Zeit-zur-Metamorphose-Daten sollten wie Zeit-zum-Ereignis-Daten behandelt werden, 

 

wobei Mortalitaten oder Einzeltiere, die innerhalb von 70 Tagen nicht das NF-Stadium 62 

 

erreichen, wie rechtszensierte Daten behandelt werden (d. h. der tatsachliche Wert ist griBer 

 

70 Tagen erreicht 

 

bei 

 

zu 

 

etamorphose, 

 

ln 

 

M 

 

als 70 Tage, aber die S tudie endet, bevor die Tiere im NF-Stadium 62 

 

hatten). Die mediane Zeit zum NF-Stadium 62, Abschluss der 

 

atum des Testendes 

 

inte anhand der Kap] 

 

Verdunnungswasserkontrollen sollte verwendet werden, um das D 

 

bestimmen. Die mediane Zeit zum Abschluss der Metamorphose k6i 
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Meier-Produktgrenzenschatzer bestimmt werden. Dieser Endpunkt sollte mithilfe eines 

 

proportionalen Gefahrenmodells nach Cox mit gemischten Effekten analysiert werden, das 

 

die Replikatstruktur der S tudie berucksichtigt. 

 

Histopathologiedaten (Schweregrade und Entwicklungsstadien) 

 

Histopathologiedaten (Schweregrade und Entwicklungsstadien) Ein Test namens RSCABS 

 

(Rao-Scott Cochran-Armitage nach S cheiben) nutzt eine abstufende, an Rao-Scott 

 

angepasste Cochran-Armitage-Trendprufung auf jedem S chweregrad in einer 

 

histopathologischen Wirkung (Green e t al., 2014). Die Rao-Scott-Anpassung integriert das 

 

experimentelle Design des Repliktgefd13es im Test. Das Verfahren ,,nach S cheiben" nimmt 

 

die biologische Erwartung auf, dass die S chwere des Effekts mit steigenden Dosen oder 

 

Konzentrationen dazu neigt, h6her zu werden, wabrend die individuellen S ubjektwerte 

 

beibehalten werden und die Sc hwere jedes gefundenen Effekts enthullt wird. Das RSCABS-
Verfahren bestimmt nicht nur, welche Behandlungen sich statistisch von den Kontrollen 

 

unterscheiden (d. h. eine schwerere Pathologie als die Kontrollen haben), sondern legt auch 

 

fest, bei welchem S chweregrad die Differenz auftritt, wodurch der Analyse dringend 

 

erforderlicher Kontext hinzugeftigt wird. im Falle einer entwicklungstechnischen 

 

Stufentrennung der Gonaden und Fortpftanzungsgange sollten die Daten zusatzlich 

 

manipuliert werden, da eine Annahme von RSCABS darin besteht, dass die S chwere des 

 

Effekts sich mit der Dosis steigert. Der beobachtete Effekt k6nnte eine Ve rz6gerng oder 

 

Beschleunigung der Entwicklung sein. Deshalb sollten die Daten zur 

 

entwicklungstechnischen S tufentrennung wie gemeldet analysiert werden, um eine 

 

Beschleunigung der Entwicklung zu erkennen und dann vor einer zweiten Analyse manuell 

 

umgekehrt werden, um eine Verzdgerung der Entwicklung zu erkennen. 

 

Abb. 1: Entscheidungsbaum der statistischen Analyse fir LAGDA-Daten. 
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An1age 8 

 

ERWAGUNGEN ZUR NACIVERFOLGUNG UNI) M INIMIERUNG DES A UFTRETENS 

 

VON SK 0L10SE 

 

Eine idiopathische S ko1iose, die sich normalerweise bei Xnps laevis-L arven als 

 

,,gebogener Sc hwanz" manifestiert, kann die morphologischen und verhaltensbedingten 

 

Beobachtungen der Prufpopultionen komplizieren. Es sollten Bemuhungen unternommen 

 

werden, um das Auftreten von S ko1lose im Besatz und unter Testbedingungen zu 

 

minimieren oder zu beseitigen. Im endgultigen Test wird empfohlen, dass die Pravalenz der 

 

maBigen und schweren S ko1iose weniger als 10 % betra鶴 um das Vertrauen zu starken, 

 

dass der Test konzentrationsbezogene Entwicklungseffekte in sonst gesunden 

 

Amphibienlarven erkennt. 

 

Bei taglichen Beobachtungen wabrend des endgtiltigen Tests sollten sowohl das Auftreten 

 

(Anzahl der Tiere) und die S chwere der S ko1iose, falls vorhanden, dokumentiert werden. 

 

Die Art der Abnormalitat sollte hinsichtlich der S te11e (z. . vor oder hinter dem Rumpf) 

 

und Richtung der Krtimmung (z. . lateral oder dorsal-nach-ventral) beschrieben werden. 

 

Die S chwere kann wie folgt eingestuft werden: 

 

(NR) Nicht bemerkenswert: keine KrQmmung vorhanden 

 

(1) Minimal: leichte laterale Krommung hinter dem Rumpf; nur im Ruhezustand sichtbar 

 

(2)M邪 ig: laterale Krimmung hinter dem Rumpf; stets sichtbar, aber schrankt die 

 

Bewegung nicht ein 

 

(3)S chwer: laterale Krimmung vor dem Rumpf; ODER Kr(inimung, die die Bewegung 

 

einschrankt; ODER dorsale-nach-ventrale KrQmmung 

 

Ein US EPA FIFRA S cientific Advisory Panel (FIFRA S AP 2013) tiberprtifte die 
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zusammengefassten Daten fir S ko1iose in finfzehn Amphibienmetamorphose-Tests mit X 

 

laevis (NF-Stadium 51 bis 60+) und stellte allgemeine Empfehlungen zur Reduzierung der 

 

Hauftgkeit dieser Abnormalitat in Pru加opultionen bereit. Die Empfehlungen sind relevant 

 

fir den LAGDA, obwohl dieser Test eine langere Entwicklungszeitleiste umfasst. 

 

Historische Laichleistung 

 

Allgemein sollten gesunde adulte Tiere von hoher Qualitat als Brutpaare eingesetzt werden; 

 

wenn Brutpaare, die Nachkommen mit S koliose hervorbringen, beseitigt werden, kann dies 

 

das Auftreten eventuell mit der Zeit minimieren. Besonders die Minimierung der 

 

Verwendung von wild geftschtem Brutbesatz kann hier von Vorteil sein. Die LAGDA-

Expositionsdauer beginnt mit Embryos in NF-Stadium 8 bis 10 und es ist nicht praktikabel, 

 

zu Beginn des Tests zu bestimmen, ob die gegebenen Einzeltiere eine S ko1iose aufweisen 

 

werden oder nicht. Deshalb sollte zusatzlich zur Nachverfolgung des Auftretens von 

 

Sko1iose in Tieren, die am Test teilnehmen, die historische Legeleistung (einschlieBlich der 

 

Pravalenz von S ko1iose in Larven, die sich entwickeln dirfen) dokumentiert werden. Es 

 

kann nutzlich sein, den Anteil jedes Geleges, das nicht in einer gegebenen S tudie verwendet 

 

wird, weiter zu uberwachen und diese Beobachtungen zu melden (IFRA S AP 2013). 

 

Wasserqualitat 

 

Es ist wichtig, eine ausreichende Wasserqualitat im Laborbesatz und wahrend des Tests zu 

 

gewahrleisten. Zusatzlich zu den Wasserqualitatskriterien, die regelmaBig fir 

 

Wassertoxizitatsprifungen bewertet werden, kann es nutzlich sein, auf Nahrstoffmangel 

 

(z. . Mangel an Vitamin C, Kalzium, Phosphor) oder einen ubeni邪igen Gehalt an S e1en 

 

und Kupfer, von denen gemeldet wurde, dass sie bei im Labor aufgezogenen Rana sp. und 

 

Xenopus sp. zu verschiedenen Graden S ko1iose hervorrufen, zu uberwachen und diese zu 

 

korrigieren (Marshall e t al. 1980; Leibovitz e t al. 1992; Martinez e t al. 1992; wie in FIFRA 

 

SAP 2013 berichtet). Die Verwendung eines geeigneten Futters (siehe Anlage 4) und eine 

 

regelml3ige Beckenreinigung verbessern allgemein die Wasserqualitat und die Gesundheit 

 

der Testnroben. 

 

Futter 

 

Spezi丘sche Empfehlungen fir Futter, das sich bei LAGDA als erfolgreich erwies, werden in 

 

Anlage 4 aufgefihrt. Es wird empfohlen, dass die Futterquellen auf biologische Giftstoffe, 

 

die bei x たevお oder anderen 

 

Herbizide und andere Pestizide iibe叩ru丘 

 

osition gegeniber bestimmten Cholinesterasehemmern bei 

 

Wassertieren bekanntermaB 

 

Beispielsweise wurde die [ 

 

Fischen (Schu1tz e t al. 1985) und Frdschen (Bacchetta e t al. 2008) mit einer S ko1iose 
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assoziiert. 
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