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Lisa - osa 2/2 

 

B.71. NAHA SE NSIBILISEERIMISE IN VITRO KATSED, MILLEGA UU0TAKSE 

 

DENDRIITRAKKUDE AKT IVEERIMISEGA SEOT UD O LULIST ETAPPI NAHA 

 

SENSIBILISEERIMISES SE ISNEVA KAILIULIKU TOIlE RIU S 

 

ULDINE S ISSEIUHATUS 

 

Dendriitrakkude aktiveerimisega seotud olulisel etapil p6hinev katsemeetod 

 

1. Naha sensibilisaator on aine, mis p6hustb nahaga kokkupuutel allergilise reaktsiooni, 

 

nagu on maaratletud URO tihtses Ulemaailmses kemikaalide klassl丘tseerimise ja 

 

mrgistamise s isteemis (URO G1S) (1) ja Euroopa Liidu mぬruses (EL) 1272/2008, 

 

milles kasitletakse ainete ja segude klassi丘tseerimist, margistamist ja pakendamist (CLP-

maars)1. Naha sensibiliseerimise oluliste bioloogiliste etappide suhtes on olemas 

 

uhisarusaam. Praegused teadmised naha sensibiliseerimisega seotud keemiliste ja 

 

bioloogiliste mehhanismide kohta on kokku v6etud kahjuliku toime radu kasitleva OECD 

 

programmiga h6lmatud asjaomase kahjuliku ture raja kasitluses (2), milles kirjeldatakse 

 

ni protsessi kaivitavat molekulaarset stmndrust, jargnevaid vaheetappe kui ka kahjuliku 

 

toime, st allergilise kontaktdermatiidi avaldumist.K6 nealusel juhul on kaivitav 

 

molekulaarne stmndmus (st esimene oluline etapp) elektroilsete ainete kovalentne 

 

seondumine naha valkude nukleofiilsete tsentritega. Kahjuliku toime raja teme oluline 

 

etapp toimub keratinotstiltides fling h6lmab nii p6letikureaktsioone kui ka 

 

geeniekspressiooni muutusi, mis on seotud selliste kotikreetsete signaaliulekanderadadega 

 

nagu antiokstmdatiivse/elektro丘iliseoselise reaktsiooni elemendist (ARE) s6ltuvad rai ad. 

 

Kolmas oluline etapp on dendriitrakkude aktiveerimine, mida hinnatakse tavaliselt 

 

spetsiifiliste raku pinnamarkerite, kemokiinide ja tsutokiinide ekspressiooni alusel. Neij as 

 

oluline etapp on T-rakkude aktiveerimine ja paljunemine, mida hinnatakse kaudselt hlire 

 

lokaalsete iimfs6lnede katses (LLNA) (3). 

 

2. Kaesolev katsemeetod on samavaarne OECD katsejuhendiga nr 442E (2017).S e11es 

 

kirjeldatakse in vitro katseid, millega uuritakse naha sensibiliseerimises seisneva kahjuliku 

 

tuirne rajas dendriitrakkude aktiveerimisega seotud olulise etapi puhul kirjeldatud 

 

Euroopa Parlamendi ja nukgu 16. detsembri 2008. aasta m船 rus (EU) nr 1272/2008, mis ksit1b ainete ja segude 

 

ldassiEtseerimist, 11la rgistaist ja pakendamist fing millega muudetakse direktiive 67/548/E U ja 1999/45/EU ja 

 

turniistatakse need kehtetuks fing muudetakse maarust (EU) nr 1907/2006 (ELT L 353/1, 31.12.2008). 
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mehhanisme (2). Katsemeetodit kasutatakse selleks, et aidata koosk6las URO GHSi ja 

 

C LP-m狙risega eristada naha sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei sensibiliseeri. 

 

Kaesolevas katsemeetodis kirjeldatakse jargmisi katseid: 

 

inimese rakuliini aktiveerimise katse (h-CLAT); 

 

rakuliini U937 aktiveerimise katse (U-SENSTM); 

 

interleukiin 8 reportergeeni katse (IL-8 lutsiferaasikatse). 

 

3. Kaesolev katsemeetod ja OECD vastav katsejuhend v6ivad erineda andrete ja 

 

m66 detavate naitaj ate saamiseks kasutatavate menetluste poolest, kuid OECD otsuse 

 

kohase andrete vastastikuse tunnustamise raames V6 ib kasutada uksk6ik kumba meetodit, 

 

et saada asjaomases ruigis kehtivate n6 uete kohaseid katsetulemusi naha sensibiliseerimises 

 

seisneva kahjuliku tuire rajas dendriitrakkude aktiveerimisega seotud olulise etapi kohta. 

 

Olulisel etapil p6hineva katsemeetodi kohaste katsete taust ja p6him6tted 

 

4. Nahka sensibiliseeriva tuirne hindamiseks on tavaliselt kasutatud laboriloomi. Merisigade 

 

kasutamisel p6hinevate kiassikaliste meetoditega - merisigadega tehtava Magnussoni ja 

 

Kiigmani maksimeerimiskatse ja Buehieri katsega (katsemeetod B .6) (4) - uuritakse ni 

 

naha sensibiliseerimise induktsiooni- kui ka esilekutsumisfaasi. Hiirtega labi viidavate 

 

katsetega - LLNA (katsemeetod B .42) (3) ja seile kahe radioaktiivsest margisest loobumist 

 

v6imaldava modi丘katsiooniga (LLNA: DA (katsemeetod B .50) (5) ja LLNA: BrdU-

ELISA (katsereetod B .5 1) (6)) - hinnatakse ainult indutseerivat toimet ja need on saruti 

 

heaks kiidetud, sest need on merisigadega tehtavate katsetega v6rreides eelistatud ni1 

 

loomade heaoiu seisukohast kui ka seeparast, et nendega saab naha sensibiiiseeririse 

 

induktsioonifaasi objektiivseit m66ta. 

 

5. Viimasei ai al on kerikaalidest tingitud naha sensibiiiseeririse ohu hindamiseks 

 

kasutuseie v6etud mehhanistiikul kasitiusei p6hinevad in chemico ja in vitro 

 

katsemeetodid, miliega uuritakse naha sensibiliseeririses seisneva kahjuiiku toime raja 

 

esimest olulist etappi (katsemeetod B .59: otsene reaktsiooniV6ime katse peptiididega (7)) 

 

ja teist oiulist etappi (katserneetod B .60:AR E-Nrf2 iutsiferaasikatse (8)). 

 

6. Kaesoleva reetodi kohaste katsetega tehakse kvantitatiivselt kindlaks raku 

 

pilmamarkeri(te) (ft CD54, CD86) ekspressiooni muutus monotsuutide ja dendriitrakkude 

 

aktiveeririsei parast kokkupuudet sensibilisaatoritega v6i dendriitrakkude aktiveerimisega 

 

seotud tsutokiini 'L-8 ekspressiooni muutus. Naha sensibilisaatorite kohta on teatatud, et 

 

need indutseerivad selliste rakurerbraani markerite nagu CD40, CD54,C D80,C D83 ja 

 

CD86 eksrressiooni. lisaks kutsuvad need esile dendriitrakkude aktiveeririseaa seotud 
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(2), p6letikku soodustavate tstitokiinide, naiteks IL-1β ja TNF-ct, fling ritme kemokiini, 

 

naiteks IL-8 (CXCL8) ja CC L3 ekspressiooni (9, 10, 11, 12). 

 

7. Ent kuna dendriitrakkude aktiveerimine on ainult ii ks oluline etapp naha 

 

sensibiliseerimises seisneva kahjuliku turne rajas (2, 13), ei pruugi ii ksnes dendriitrakkude 

 

aktiveerimise markerite m66tisel p6hievate katsetega kogutud teave olla piisav, et teha 

 

jareldusi kernikaali nahka sensibiliseeriva turne olemasolu v6i puudumise kohta. seeparast 

 

ollakse seisukohal, et kaesoleva meetodiga saadud andmed V6i maldavad toetada naha 

 

sensibilisaatorite (st URO GHSi / CLP-maaruse kohaselt 1. kategooria kemikaalide) 

 

eristamist nahka mitte sensibiliseerivatest kemikaalidest, kui neid andmeid kasutatakse 

 

katsete tegemist j a hindamist kasitleva Uhtse lahenemi sviisi (edaspidi , ,uhtne 

 

hihenemisviis") raames koos asjakohase hiiendava teabega, nLiiteks teabega, mis on saadud 

 

naha sensibiliseerimises seisneva kahjuliku tuirne raja teisi olulisi etappe h6lmavte in 

 

vitro katsetega fling muude mittekatseiste meetoditega, sealhulgas V6 rdiemisel kemikaali 

 

analoogidega (13). On avaldatud naiteid k6nealuste katsetega saadud andrete kasutamisest 

 

vastavalt kindlaksmaaratud metuodikale, miie puhul on standarditud nil kasutatavate 

 

teabeallikate kogum kui ka andrete t66tlemise vus prognooside tegemiseks (13), fling neid 

 

saab rakendada ii htse lahenernisviisi kasulike osadena. 

 

8. Kaesoleva katserneetodi kohaseid katseid ei saa kasutada eraldiseisvana selleks, et liigitada 

 

naha sensibilisaatoreid URO GHSis I CLP-maaruses maaratletud alamkategooriatesse lA 

 

v61 1B ametiasutuste j aoks, kes neid mittekohustuslikke alarnkategooriaid kasutavad, ega 

 

ka selleks, et prognoosida toime tugevust ohutushindamisega seotud otsuste tegerniseks. 

 

S6 1tuva1t 6 igsraarnistikust V6 ib k6nealuste meetoditega saadud positiivseid tulemusi siiski 

 

kasutada eraldiseisvana kemikaali klassi丘tseeririseks URO GHSi / CLP-maaruse 

 

kohasesse 1. kategooriasse. 

 

9.K iesolevas katsemeetodis kasutatakse m6istet ,,uuritav kemikaal" uurimisobjektile viitava 

 

rn6lstena1 fling see ei ole seotud reetodi sobivusega Uhest v6i mitmest koostisosast 

 

koosnevate ainete ja /v6i segude uurimiseks. Praegu on vahe andrneid meetodi 

 

kohaldatavuse kohta ritrest koostisosast koosnevate ainete j a segude puhul (14, 15). 

 

K6 nealuste katsete kasutamine mitmest koostisosast koosnevate ainete ja segude 

 

uurimiseks on tehnilselt v6imalik. Enne katserneetodi kasutamist selleks, et saada 

 

kavandatud regulatiivsel eesmargil andmeid segu kohta, tuleks siiski kaaluda, kas ja kuidas 

 

2013. aasta juunis lepiti OECD Uhisistungil kokku, t V6imal usel korral kasutatakse OECD uutes ja 

 

ajakohastatud katsejuhendites m6istt ,,uuritav kemikaal" jiirjekindiamait uurimisobjektile viitava m6is tena. 
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see meetod v6mlaldab saada taotletava eesmargi jaoks vas tuv6etavald tulemusl.sl1 se da ei 

 

ole vaja kaaluda, kui asjaomase segu hindamine on regulatiivse n6udega ette nahtud. Peale 

 

selle tuleks mitmest koostisosast koosnevate ainete ja segude uurimisel v6tta arvesse 

 

tsUtotoksiliste koostisosade V6ima hkku segavat m可u vaadeldavatele toimetele. 

 

Se11e lause lisamise kohta tehti ettepanek ja selles lepiti kokku katsejuhendite prgrammi riiklike 

 

koordinaatorite t6riiima koosolekul 2014. a aprillis 
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1. hiide 

 

AKTIVEERIMISE 

 

NAHA SE NSIBILISEERIMINE IN VITRO: INIME SE 

 

KATSE(1-CLAT) 

 

LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD 

 

1. Inimese rakuliini aktiveerimise katses tehakse inimesemO nOtStitSe leukeemia rakuliinis 

 

TIP-i kindlaks monotsUutide ja dendriitrakkude aktiveerimisega seotud raku 

 

pinnamarkerite (CD86 ja C D54) ekspressiooni kvantitatiivsed muutused parast 

 

kokkupuudet sensibiiisaatoriga (1, 2).Se j arel kasutatakse raku pinnamarkerite C D86 j a 

 

C D54 ekspressiooni m66detud taset toetava teabena, mis aitab eristada naha 

 

sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei sensibiliseeri. 

 

2. h-CLATd on hinnatud loomkatsete alternatiivide Euroopa Liidu referentiabori (EURL 

 

ECVAM) koordineeritud valideerimisuuringus fing se jarei on selle s6 ltumatult iabi 

 

vaadanud EURL ECVAMi teadusiik n6uandekomitee. V6ttes arvesse k6iki kattesaadavaid 

 

andmeid fing reguieerivate asutuste ja sidusr(ihmade seisukohti, soovitas EURL ECVAM 

 

kasutada h-CLATd (3) uhtse lahenemisviisi osana, et aidata ohu alusel kiassi丘tseerimise ja 

 

margistamise eesmargil eristada naha sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei 

 

sensibiliseeri. Naited h-CLATga saadud andrete kasutamisest muu teabega 

 

kombineerituna on avaidatud kirjanduses (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11). 

 

3. h-CLAT on osutunud rakendatavaks laborites, kus on oiemas rakukultuurimeetodite 

 

kasutamise j a labivoolutsutomeetrilise analuusi kogemus.S e11e meetodi puhui eeldatav 

 

prognooside reprodutseeritavuse maar on nii laborisisese kui ka iaboritevaheiise 

 

reprodutseeritavuse puhui iigikaudu 80 % (3, 12). Vaiideerimisuuringust (13) ja muudest 

 

avaidatud uuringutuiemustest (14) nahtub Uidiselt, et LLNA tuiemustega v6rreldes on 

 

selles katses naha sensibiiisaatorite (st URO GHSi / CLP-maaruse kohaseit 1. kategooria 

 

kemikaalide) mittesensibiliseerivatest kemikaaiidest eristamise tapsus 85 % (N= 142), 

 

tundlikkus 93 % (94/101) ja spetsiifiiisus 66 % (27/41) (vastavalt EURL ECVAMi 

 

kordusanahiisiie (12), milles v6eti arvesse k6iki olemasolevaid andmeid fing vastavalt 

 

puiiktis 4 esitatud kirjelduseie jaeti arvestamata negatiivsed tulemused selliste kemikaalide 

 

puhui, miiie log K 0w on suurem kui 3,5). h-CLAT kohaste valenegatiivsete prognooside 

 

t6enaosus on suurem vahesel maaral kuni m66dukalt nahka sensibiliseerivate (st 

 

URO GHSi / CLP-maaruse kohaselt alamkategooria lB) kemikaaiide puhui ja vaiksem 

 

siis, kui tegemist on tugevalt nahka sensibiiiseeriva (st URO GHSi / CLP-maaruse kohaselt 

 

aiamkategooria lA) kemikaalga (4, 13, 15).K okkuv6ttes nahtub sellest teabest, et h-

CLAT on kasulik meetod, mis aitab kindiaks teha naha sensibiiiseerimise ohtu. Ainsa 

 

meetodina kasutatava h-CLATga saavutatav eespool nimetatud tapsus on siiski Uksnes 
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orienteeriv, sest katseandmeid tuleks vaadelda tihtse lahenemisviisi kontekstis koos 

 

muudest allikatest pant teabega ja koosk6las tldise sissejuhatuse punktide 7 ja 8 satetega. 

 

Kui hinnatakse naha sensibiliseerimise katsemeetodeid, mille puhul ei kas utata katseloomi, 

 

tuieb lisaks arvesse V6 tta, et LLNA ja muude loomkatsete tuiemused ei pruugi taieiikult 

 

kaj astada kemikaah toimet inimesele. 

 

4. Praeguse olemasoleva teabe p6hjal on t6endatud, et h-CLAT on kohaldatav paijude 

 

uuritavate kemikaalide puhui, mis erinevad tiksteisest orgaanilise funktsionaalruhma, 

 

toimemehhanismi, in vivo katsetega maaratud nahka sensibiliseeriva toime tugevuse ja 

 

ftitisikalis-keemiliste omaduste poolest (3, 14, 15). h-CLAT on kohaldatav uuritavate 

 

kemikaalide puhul, mis on sobivas lahustis/kandeaines lahustuvad v6i moodustavad selles 

 

pusiva dispersiioni (st kolloidlahuse V6 i suspensiooni, milles uuritav kemikaal ei sadestu 

 

ega eraldu iahustist/kandeainest eri faasi) (vt punkt 14). Kui uuritava kemikaali log K ~w on 

 

suurem kui 3,5, saadakse sageli valenegatiivsed tulemused (14).S eeparast tuleks uuritavate 

 

kemikaalide puhul, mille log K ~w on suurem kui 3,5, jatta negatiivsed tulemused arvesse 

 

V6 tmta. Kui uuritava kemikaali log K 0w on tile 3,5, v6ib saadud positiivseid tulemusi 

 

sellegipoolest kasutada uuritava kemikaali naha sensibilisaatoriks liigitamise toetamiseks. 

 

Peale seile v6idakse kasutatud rakuliini piiratud metaboliseenimisv6ime (16) v6i 

 

katsetingimuste t6ttu saada h-CLATga negatiivseid tulemusi ka prohapteenide (st ained, 

 

mis vajavad ensumaatilist aktiveerimist, ft P450 enstitimide abul) ja prehapteenide (st 

 

ained, mis aktiveeruvad oksfldeerumisel) puhui, ee lk6ige aegiaselt okstideeruvad ainete 

 

puhui (15). h-CLAT v6imaldb hinnata ka fluorestseeruvaid uuritavaid kemikaale (17), 

 

kuid tugevalt fluorestseeruvad uuritavad kemikaalid, mille kiiratava kiirguse lainepikkus 

 

on sama kui fluorestseiinisotiotstianaadil (FITC)V6 i propiidiumjodiidil (PI), segavad 

 

labivoolutsutomeetrilist analuusi fing neid ei ole V6 imalik FITCga konjugeeritud 

 

antikehade v6 i PI abul 6 igesti hinnata.S e11ise1 juhul V6 ib kasutada vastavalt muu 

 

fluorokroomiga margistatud antikehasid v6i ruud tstitotoksilisuse markerit, kui naiteks 

 

katsetega, mis tehakse hiites 1.2 loetletud padevusainetega, on v6 imahik t6endada, et selhise 

 

fiuorokroomi v6i markeniga saadakse samasugused tulemused kui FITCga margistatud 

 

antikehade (vt punkt 24) v6i Plga (vt punkt 18). Eespool kirjeldatust lahtuvalt tuleks 

 

negatiivseid tulemusi t6lgendada k6nealuste piirangute kontekstis ja koos tihtse 

 

lahenemisviisi raames muudest allikatest saadud teabega. Kui leidub andmeid, mille 

 

kohaselt h-CLATd ei saa kasutada m6 ne muu konkreetse uuritavate kemikaahide aihma 

 

puhui, ei tohiks seda asjaomase konkreetse kemikaalirtihma puhul kasutada. 

 

5. Nagu eespool kirjeldatud, aitab h-CLAT enistada naha sensibihisaatoreid kemikaalidest, 

 

mis nahka ei sensibiliseeni. Ent kui seda kasutatakse naiteks katsete tegemist ja hindamist 

 

kasitleva uhtse lahenemisviisi raames,V6 ib see aidata hinnata ka sensibiliseeniva tuirne 

 

tugevust (4, 5, 9).V6 imalust kasutada h-CLATga saadud tulemusi toime tugevuse 
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hindamisel on siiski vaja taiendavait uurida, soovitatavalt inimuuringutest saadud andrete 

 

alusel. 

 

6.M6 isted on esitatud hiites 1.1 

 

KATSEPOIIIMOTE 

 

maaratakse kvantitatiivselt raku pinnamarkerite 

 

monotsiiiitse leukeemia rakuliini TIP-i 

 

kemikaaliga. K6 nealused pinnamolekulid 

 

j a v6ivad v6imaldada j ali endada 

 

oluline roll T-rakkude aktivatsioonis. 

 

inimese 

 

7. h-CLAT on in vitro meetod, millega 

 

(CD86 ja C D54) ekspressiooni muutusi 

 

rakkudes parast 24-tunnist kokkupuudet uuritava 

 

arker] 

 

vaga 

 

r 

 

on 

 

on monots.iitse TIP-i tlpilised 

 

mille! 

 

muutusi m66detakse labivoolutsutomeetriliselt parast 

 

dendriitrakkude aktiveerimist, 

 

Pinnamarkerite ekspressiooni 

 

rakkude varvimist fluirokriomiga margistatud antikehadega.S ama 1 aja! m66 detakse ka 

 

piimamarkerite ekspressiooni suurenemine toimub 

 

taheldata tsttotokslisust. Arvutatakse pinnamarkerite 

 

tsitotoksilisust, et hinnata, kas 

 

ei 

 

tugevus lahustiga/kandeainega kontrolli naitaj atega 

 

kontsentratsioonil, mille juures 

 

fluorestsentssignaali suhteline 

 

v6rrelduna ja seda tulemust kasutatakse prognoosimudelis (vt punkt 26), et aidata eristada 

 

naha sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei sensibiliseeri. 

 

PADEVUSE TOENDAMINE 

 

8. Enne katsemeetodi B .71 juurde kuuluvas kaesolevas hiites kirjeldatud meetodi rutiinset 

 

kasutamist tuleks t6endada labori tehnihist padevust fing kasutada selleks hites 1.2 

 

loetletud kummet padevusainet. Lisaks peaksid meetodi kasutajad haldama 

 

reageerimisv6ime kontrollimise kaigus kogutud andmeid (vt punkt 11) fing positiivsete ja 

 

lahustiga/kandeainega kontrollidega saadud varasemaid andmeid (vt punktid 20-22) 

 

sisaldavat andmebaasi fing kontrollima fende andrete p6hal, kas katsetulemused on 

 

laboris aja m66dudes j atkuvalt reprodutseeritavad. 

 

KATSEKAlK 

 

9. Kaesolev meetod p6hineb liomkatsetele alternatiivsete meetodite andmebaasi (DataBase 

 

on ALternative Methods, DB-ALM) teenusena kattesaadaval h-CLATd kasitleval katse-

eeskirj al nr 158 (i 8), mis vastab EURE ECVAMi koordineeritud vahideerimisuuringus 

 

kasutatud katse-eeskirjale.Se da katse-eeskirja soovitatakse kasutada laboris h-CLAT 

 

juurutamisel ja rakendamisel. Allpool kirjeldatakse h-CLAT p6hikomponente ja katse 

 

kaiku, mis koosneb kahest etapist:annuse kin認αksmddramise katsest ja D86/D54 

 

ekspressiooni m66 tおest. 
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Rakkude ettevalmistamine 

 

TIP-i. 

 

naiteks 

 

il. h-CLAT puhui tuleks kasutada inimese monotsuutse ieukeemia rakuiiini 

 

Soo vitataVait tuleks rakud (TIB1202TM) soetada usaldusvaarsest rakupangast, 

 

Ameerika Tuupkultuuride Koliektsioonist (American Type Culture Coliection). 

 

11. TIP-i rakke kasvatatakse 37。 C juures reguleeritud 6 huniiskusega 5-protsendilise CO2-

sisaldusega atmosfaaris s66 tmes R PMI-1640, mis sisaidab il % veiselooteseerumit, 2-

merkaptoetanooli kontsentratsioonis 0,05 mM, 100 uhikut penitsilliini milliliitri kohta ja 

 

streptomtitsiini kontsentratsioonis 100 fig/mi. Penitsiliiini ja streptomitsiini kasutamisest 

 

slitmes v6ib loobuda.S e1 juhui peavad kasutajad siiski kontrollima, et antibiootikumide 

 

puudumine s &tmest ei m可uta tuiemusi. Naiteks v6ib seileks teha katseid hiites 1.2 

 

loetietud padevusainetega. 'gai juhui tuieb saastumisohu vahendamiseks jargida 

 

rakukultuuridega t66tamise head tava olenemata seilest, kas rakukultuuri s66 de sisaldab 

 

antibiootikume v6i mitte. TIP-i rakke killvatakse regulaarselt iga 2-3 paeva j arch timber 

 

aigtihedusega 0,i-0,2 x 106 rakku/mi. Kultuure tuleb saiiitada tihedusvahemikus 0,1-1,0 x 

 

106 rakku/mi. Enne rakkude kasutamist katses tuleb teha reageerimisV6ime kontroll, et 

 

veenduda rakkude sobivuses. Rakkude reageerimisV6ime kontroll tuleks teha kaks nadaiat 

 

parast sulatamist fing kasutada seiieks positiivse kontrolina 2,4 -dinitrokiorobenseeni 

 

(DNCB) (CASi nr: 97-00-7; puhtus ? 99 %) ja nikkelsulfaati (NiSO4) (CASi nr: liii i-97-

0; puhtus ?: 99 %) fing negatiivse kontroilina piimhapet (CASi nr: 50-21-5; puhtus ? 

 

85 %). Nil DNCB kui ka NiSO4 peaksid esile kutsuma raku pinnamarkerite CD86 ja CD54 

 

aiusei tuvastatava positiivse reaktsiooni, piimhape aga negatiivse reaktsiooni. Katses v6ib 

 

kasutada ainult reageerimisV6ime kontrolli iabinud rakke. Rakke v6ib paijundada kuni 

 

kahe kuu jooksui pirast sulatamist. Passa吃ide arv ei tohiks tiletada 30. Reageerimisv6ime 

 

kontroll tuleb teha vastavait Duriktides 20-24 esitatud kirieidusele. 

 

12. Katses kasutamiseks kUivatakse TIP-i rakud vaija tihedusega 0,1 x 106 rakku/miV i 0,2 x 

 

106 rakku/mi fing eeikasvatatakse neid rakukuituuripudeiis vastavalt 72 vi 48 tundi 

 

Rakkude tihedus rakukuituuripudelis peaks vahetuit parast eelkasvatamise perioodi l6ppu 

 

oiema igas katses V6i maiklt sarnane (selle saavutamiseks kasutatakse uhte kahest eespool 

 

kirjeldatud eelkasvatamise tingimusest), sest rakkude tihedus pudelis vahetuit parast 

 

eelkasvatamist V6 ib m可utada allergeenide indutseeritavat CD86/CD54 ekspressiooni (19). 

 

Katse paeval eemaldatakse rakud rakukultuuripudeiist ja suspendeeritakse uuesti varskes 

 

s66tmes tihedusel 2× 106 rakku/mi.s eejarei jaotatakse rakud 500 i1 kaupa 24-kannulise 

 

lamedap6hjalise plaadi kalmudesse (i x 106 rakku kannu kohta)V6 i 80 d kaupa 96-

kamrnlise lamedaD6hiaiise Diaadi kannudesse (1,6 x i 05 rakku kannu kohta). 

 

Annuse kindlaksmaaramise katse 

 

13.Hnmse kindlaksmddramise katse eesmark on hejda CV75 vaartus ehk uuritava kemikaaii 

 

kontsentratsioon, miiie juures rakkude eluV6imeiisus on 75 % iahustiga/kandeainega 
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kontrolli puhui taheidatud vaartusest.CV 75 vaartuse p6hal tehakse kindlaks D86!D54 

 

ekspressiooni m66 tmisei (Vt punktid 20-24) kasutatav uuritava kemikaali kontsentratsioon. 

 

Uuritavate kemikaalideja kontrollainete ettevalmistamine 

 

14. Uuritavad kemikaaiid ja kontrollained "aimistatakse e tte katse tegemise paevai. h-CLAT 

 

puhui tehakse uuritavatest kemikaalidest lahus v6i pUsiv dispersioon (vt ka punkt 4); 

 

lahustina/kandeainena kasutatakse eelistatavalt fusioloogilist iahust v6i su6det v6i kui 

 

uuritav kemikaal ei oie fendes iahustuv v6i ei moodusta neis pusivat dispersiioni, siis 

 

dimettiisulfksidi (D1S0, puhtusega と 99 %). Kemikaaii l6ppkontsentratsioon peab 

 

oiema 100 mg/mi (fOsioioogiiises lahuses v6i slitmes) v6i 500 mg/mi (DMS0s). Kui see 

 

on teaduslikuit piisavait p6hjendatud, V6 ib kasutada ka eespool nimetatutest erinevat 

 

lahustit/kandeainet. Arvesse tuleks v6tta uuritava kemikaaii pUsivust iahustis/kandeaines 

 

l6ppkontsentratsloonii. 

 

15. Uuritava kemikaah p6hiiahust kontsentratsiooniga 100 mg/mi (fOsioioogilises lahuses V6i 

 

s66tmes) v6i 500 mg/mi (DMS0s) lahjendatakse jargmiseit. 

 

Lahustina/kandeainena fsioioogiiise iahuse v6i s66 tme kasutamisei: asjaomase 

 

iahustiga/kandeainega valmistatakse kahekordsete lahj enduste reana kaheksa eri 

 

kontsentratsiooniga p6hiiahust.S eejare1 lahj endatakse neid p6hilahuseid s66 tmes veei 50 

 

korda (t66lahused). Kui piaadil kasutataval suurimal i6ppkontsentrtsioonil 1000 fig/mi ei 

 

taheidata mirgisust, tuleks maksimaaine kontsentratsioon uue tstitotoksiiisuse katsega 

 

uuesti kindlaks maarata. Fusioioogiiises lahuses v6i sddtmes lahustatud v6i pUsiva 

 

dispersiioni moodustanud uuritava kemikaaii i6ppkontsentrtioon plaadil ei tohiks 

 

uietada 5000" g/ml. 

 

Lahustina/kandeainena D1S0 kasutamisel: asj airase iahustiga/kandeainega 

 

eri kontsentratsiooniga p6hiiahust. 

 

(tooiahused). 

 

kui sellei 

 

250 korda 

 

isegi 

 

tg!ml, 

 

veel 

 

1000 

 

kaheksa 

 

S66tlles 

 

uietada 

 

vaimistatakse kahekordsete lahjenduste reana 

 

p6hilahuseid 

 

tohiks 

 

sust. 

 

ei 

 

Sejre1 iahjendatakse neid 

 

L6ppkontsentratsloon piaadii 

 

kontsentratsioonii ei taheldata mUrgi 

 

t66lahuseid kokkupuutekatses: plaadil olevale TIP-i rakkude 

 

se v6rdne kogus tooiahust (vt ka punkt 17),e t saavutada taiendav 

 

Sej arel 

 

kahekordne lahjendus (tavaiiselt on i6ppkontsentratsioonide vahemik plaadil 7,81-1000 

 

tg/mi). 

 

16. h-CLAT puhui kontroliina kasutatav iahusti/kandeaine on su6de (kui uuritavast 

 

kemikaalist tehakse iahus v6 i pUsiv dispersioon (Vt punkt 4) s66tes v6i負 sioloogllises 

 

lahuses) v6i D1S0 (kui uuritavast kemikaalist tehakse lahus v6i pUsiv dispersioon 

 

DMS0s), mida kasutatakse plaadil Uhes i6ppkontsentratsioonis 0,2 %.Se da iahjendatakse 

 

sarai viisii, nagu on kirjeldatud t66iahuste saamist kasitievas punktis 15. 
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Uuritavate kemikaalideja kontrollainetega tddtlemine 

 

17. Punktides 15 ja 16 kirjeldatud s66 de ja t66lahused segatakse 24- v飢 96-kannuh sele 

 

iamedap6halisele plaadile kantud rakususpensiioniga (Vt punkt 12)ma huvahekorras 1:1. 

 

Se jre1 inkubeeritakse t66deldud plaate 37 oc juures 5-protsendilise c02-sisaldusega 

 

atmosfaaris 24士 0,5 tundi. Tuleb jalgida,e t lenduvad uuritavad kemikaalid ei aurustuks, 

 

fling hoida ara kannudevahelist uuritava kemikaaliga ristsaastumist.Se 1eks V6i b plaadi 

 

enne uuritava kemikaaliga itikubeerimist naiteks tihedait kinni katta (20). 

 

Propiidiu可0或idiga (Iソ）vlrvimine 

 

18. Parast 24士 0,5 tundi kestnud kokkupuudet viiakse rakud katsutitesse ja eraldatakse 

 

tsentrifuugimise teel. S uperntant visatakse ara ja aliesjaanud rakud suspendeeritakse 

 

uuesti 200 (96-kanulse plaadi puhui) v6i 600 (24-kannulse plaadi puhui) mikroliitris 

 

fosfaadiga puhverdatud soolalahuses, mis sisaidab 0,1 % veise seerumi aibumiini 

 

(varvimispuhver). 200 ii rakususpensiooni viiakse ule 96-kannuiiseie umarap6hjalisele 

 

plaadile (96-kannuise plaadi puhui) vi mikrokatsutisse (24-kannulise piaadi puhui) fling 

 

rakke pestakse kaks korda 200 i1 (96-kannuise plaadi puhui)V i 600 i1 (24-kannui se 

 

plaadi puhui) varvimispuhvriga. L6puks suspendeeritakse rakud uuesti varvimispuhvris (ft 

 

400 ii) fling lisatakse PI lahus (ft 20 i1; PI l6 ppkontsentratsloon v6ib olla naiteks 0,625 

 

ig/ml).V6 ib kasutada ka muid tstitotoksiiisuse markereid, naiteks 7-amnoaktinomitsin 

 

D-d (7-AAD) V6 i trupaansinist, kui naiteks katsetega, mis tehakse luites 1.2 ioetletud 

 

padevusainetega, on V6i maiik t6endada,e t asjaomase muu varvainega ja Plga saadavad 

 

tulemused on sarnased. 

 

Ts庇 toto厨ilおuse m66 tine lbivool"t"t11leetigja C V75 vddrtuse hindlmine 

 

19. PI sisenemist rakkudesse anaitittsitakse labivooiutsutomeetriga; seejuures kasutatakse 

 

registreerimiskanaiit FL3. Kokku registreeritakse 10 000 eiusat (Plga varvumata) rakku. 

 

Tsutomeetri analuusiprogrammi abul rakkude e iuV6imeiisuse arvutamiseks v6 ib kasutada 

 

alipool esitatud vaiemit. Kui rakkude el uV6ileiisus on vaike, tuleks registreerida koos 

 

surnud rakkudega kokku kuni 30 000 rakku. Teme V6 imalus on registreerida andmeid flhe 

 

minuti jooksul alates anaittflsi alustamise hetkest. 

 

X 100 

 

elusate rakkude arv 

 

registreeritud rakkude ildarv 

 

Rakkude e 1uv617nelisUs= 

 

CV75 vaartus (vt punkt 13) ehk kontsentratsioon, mille juures elusate TIP-i rakkude 

 

osakaai on 75 % (tstitotoksiiisus on 25 %), arvutatakse iog-lineaarse interpolatsioini teel 

 

jargmise vaiemiga: 

 

(75一)×log(b）一（75一a)×log(d) 

 

a-c 
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aon rakkude e luv6imelisuse vahim vaartus, mis uletab 75 %, 

 

con rakkude e lu6imelisuse suurim vaartus, mis jaab alla 75 %, ung 

 

b ja d on kontsentratsioonid, mille juures rakkude e luv6irn 

 

vastavalt a vIic 

 

(naiteks 

 

叩 
叩 

 

b d 

 

100 1000 
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50 
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Katsekontse●ltrat9om (l0ノmi) 

 

CV75 leidmiseks on lubatud kasutada ka muid meetodeid, kui 

 

katsetega, mis on tehtud padeVusainetega), et see ei mljuta tulemusi. 

 

CD86/CD54 ekspressiooni m66 tmine 

 

Uuritavate kemikaalideja kmtollinet ettevalmistamine 

 

20. Uuritava kemikaali lahuse vIi pusiva dispersiioni valmistamiseks kasutatakse sobivat 

 

lahustit/kandeainet (fsioloogiline lahus, slide vIi D1S0; vt punkt 14). KIigepealt 

 

lahjendatakse uuritavat kemikaali kontsentratsioonini, mis on 100 korda (fsioloogllise 

 

lahuse vIi slItme puhul) vIi 500 korda (D1S0 puhul) suurem kui 1,2 xCV 75, mis on 

 

kindlaks tehtud annuse kindlkm&irllie katsega (Vt punkt 19). Kui CV 75 vaartust ei ole 

 

vlimalik kindlaks teha (ft annuse kindlaksmddramise katses ei taheldata piisavat 

 

tsUtitoksilisust), tuleks lahtekontsentratsioonina kasutada suurimat kontsentratsiooni, mille 

 

juures uuritav kemikaal on asjaomases lahustis/kandeaines veel lahustuv vIi moodustab 

 

selles pusiva dispersiooni. Tuleb silmas pidada, et lIppkontsentratsioon plaadil ei tohi olla 

 

suurem kui 5000 ig/ml (fusioloogilise lahuse vIi slitme puhul) vIi 1000 ig/ml (D1S0 

 

puhul). S ee arel tehakse vastava lahustiga/kandeainega 1,2 -kordsete lahj enduste rida, et 

 

saada h-CLAT puhul kasutatavad pIhilahused (kaheksa kontsentratsiooni vahemikus 100 x 

 

1,2 xCV 75 kuni 100 x 0,335 xCV 75 (fusioloogilise lahuse vIi sootme puhui) vIi 

 

vahemikus 500 x 1,2 x CV 75 kuni 500 x 0,335 xCV 75 (D1S0 puhul); annuste 

 

kasutamise naide on esitatud DE-ALui katse-eeskirjas nr 158).S ee re1 lahjendatakse 

 

pIhilahuseid slltmes veel 50 korda (ftisioloogilise lahuse vIi slltme puhul) vIi 250 korda 

 

(D1S0 puhul) (toolahused). Neid tIllahuseid kasutatakse llpuks kokkupuutekatses, kus 

 

neist tehakse plaadil veel viimane kahekordne lahjendus. Kui rakkude eluvIimelisuse 

 

hindamise tulemused ei vasta punktides 29 ja 30 kirjeldatud nluetekohasuse 

 

kriteeriumitele, vlib CV 75 vaartuse tapsemaks kindlakstegemiseks annuse 
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kindlaksmd&ramise katset kouata.C D86/CD54 ekspressiooni m66 tmiseks saab kasutada 

 

ainult 24-kannuhsi plaate. 

 

21. Lahustiga/kandeainega kontroll valmistatakse e tte vastavalt punktis 16 esitatud 

 

kirjeldusele. h-CLAT puhui kasutatav positiivne kontroll on DNCB (Vt punkt 11), millest 

 

tehakse DMS0s p6hilahused, mida lahjendatakse vastavalt punktis 20 esitatud p6hllahuste 

 

lahjendamise juhistele. DNCBd kasutatakse C D86/D54 ekspressiooni m66 tおel 

 

positiivse kontrollina plaadil Uhes l6ppkotsentratsioonis (tavaliselt 4,0 fig/mi). DNCB 

 

kasutamiseks plaadil kontsentratsioonis 4,0 ig/ml vaimistatakse DNCBst DMS0s 

 

p6hllahus kontsentratsiooniga 2 mg/ml fling lahjendatakse seda seejarel s66tmes 250 

 

korda, et saada t66lahus kontsentratsiooniga 8 ig/ml. Teise variandina v6ib positiivse 

 

kontrolli kontsentratsioonina kasutada DNCBga saadud CV 75 vaartust, mis tehakse 

 

kindlaks igas katselaboris.V6ib kasutada ka m6 nda ruud sobivat positiivset kontrolli, kui 

 

on olemas varasemad andmed, mis V6 imaidaVad kindlaks maarata v6rreidavad 

 

analflUsitsUkli n6uetekohasuse kriteeriumid. Positiivse kontrolli i6ppkontsentratsioon 

 

plaadil ei tohiks olla suurem kui 5000 ig/ml (fisioloogilise lahuse v6i s66tme puhui) vi 

 

1000 ig/mi (D1S0 puhul). AnalUUsitsUkli n6 uetekohasuse kriteeriumid on samad kui 

 

uuritava kemikaali puhui (Vt punkt 29), vaija arvatud vumane n6uetekohasuse kriteerium, 

 

sest positnVset kontrolli hinnatakse vaid tihel kontsentratsioonil. 

 

Uuritavate kemikaalideja kntrlli n etg1ガdtl11l ine 

 

22. 'ga uuritava kemikaali ja kontroilaine puhui on prognoosi saamiseks vaja uhte katset. 'ga 

 

katse koosneb vahemait kahest s6 itumatust analUUsitsUklist D86/D54 e kprssiooi 

 

m66 tおek (vt punktid 26-28). 'ga s6ltumatu analUusitsukkel viiakse labi eri paeval; 

 

sarai paeval V6 ib labi viia mitu tsUklit juhul, kui iga analUUsitsflkli, jaoks: a) 'almistatakse 

 

s6ltumatuit varsked uuritava kemikaali p6hilahused ja t66lahused fing antikehade lahused; 

 

b) kasutatakse s6ltumatult kogutud rakke (st rakud kogutakse erinevatest 

 

rakukuituuripudelitest); rakud V6 iVad olla siiski samast passaa乞ist. Uuritavate kemikaalide 

 

ja kontroilainete toolahused (500 ti) segatakse 500 tl rakususpensiooniga (1 x 106 rakku) 

 

vahekorras 1:1 ja rakke inkubeeritakse 24士 0,5 tundi, nagu on kirjeldatud punktides 20 ja 

 

21. 'gas tsUklis piisab Uhest proovist uuritava kemikaali ja kontrollaine iga 

 

kontsentratsiooni kohta, kuna prognoosi saamiseks on vaja vahemait kahte s6itumatut 

 

tsUklit一 

 

Rak/aide vrv im in eルanams 

 

23. Parast 24士 0,5 tundi kestnud kokkupuudet vi iakse rakud 24-kannuliseit plaadilt katsutisse, 

 

kogutakse tsentrifuugimise teel ja seej arel pestakse kaks korda i ml varvirispuhvriga 

 

(vajaduse korral v6ib pesemisetappe uisada). Parast varvirist blokeeritakse rakud 600 tl 

 

blokeerimislahusega (varvimispuhver, ris sisaidab 0,01 % (massiUhikutes mahuuhiku 

 

kohta) globuliini (inimese globuliini Cohni fraktsioonid II, II[ (siGMA, ?/G2388-10G) v6i 
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samavaarne)) ja inkubeeritakse neid 4 oc juures 15 min. Parast blokeerimist jaotatakse 

 

rakud kolme 180 tl suunise alikvoodina 96-kannulisele imarap6hjaisele plaadile v61 

 

mikrokatsutitesse. 

 

24. Parast tsentrifuugimist varvitakse rakke 4 oc juures 30 minuti valtel 50 i1 C D86- v6i 

 

cDs4-vastase antikehaga v6i hlire IgGi -ga (lsotubkontron), mis on margistatud FITcga. 

 

Tuleks kasutada DB-ALui h-cLATi katse-eeskirjas nr 158 (18) kirjeldatud antikehasid, 

 

mis lahjendatakse varvimispuhvris mahuvahekorras 3 : 25 (CD86 puhui (BD-Pharlingen, 

 

# 555657, klomn Fun-1)) v6i 3 : 50 (CD54 puhui (DAKO, #F7 143, klomn 6.5B5) ja IgGi 

 

puhui (DAKO, #X0927)). Katsemeetodi v lt66t可ate andmetel saavutatakse nimetatud 

 

iahjendusteguritega k6ige parer signaaii ja mura suhe. Katsemeetodi vit66t可te 

 

kogemuste p6hjai on eri partiide antikehade fluorestsentssignaaii tugevus tavaliselt 

 

sarnane. Kasutajad v6iVad siiski kaaiuda antikehade tiitrimist oma labori tingimustes, et 

 

teha kindiaks k6ige paremad kasutamiseks sobivad kontsentratsioonid.M6 ne muu 

 

fluorokroomiga margistatud cD86-astaseid j /V6i C D54-astaseid antikehasid V6 ib 

 

kasutada juhui, kui naiteks katsetega, mis tehakse hiites 1.2 hoetietud padevusainetega, on 

 

V6 imalik t6endada, et asjammaste antikehade ja FITcga konjugeeritud antikehade puhul 

 

saadavad tuiemused on sarnased. Tuleks arvesse v6 tta, et DB-ALul h-CLATi katse-

eeskirjas nr 158 (18) kirjeldatud antikehade kiooni v6i tarnija vahetamine V6i b tulemusi 

 

m可utada. Parast vahemalt kaks korda 150 il varvimispuhvriga pesemist suspendeerit akse 

 

rakud uuesti varvimispuhvris (ft 400 1ii), millele lisatakse PI lahust (ft 20 il 

 

i6ppkontsentrtsiooni 0,625 ig/ll1 saamiseks)V6i muu tsutotoksiiisuse markeni lahust (vt 

 

punkt 18).C D86 ja C D54 ekspressiooni taset fing rakkude e lu6imehisust analuusitakse 

 

iabivoolutsutomeetniaa. 

 

ANDIED JA A RU NDLUS 

 

Andrete hindamine 

 

25.C D86 ja C D54 ekspressiooni a naliusitakse labivoolutsutomeetriga; seejuures kasutatakse 

 

registreerimiskanaiit FL1. Fluorestsentssignaaii tugevuse geomeetnihise keskvaartuse 

 

(mean7Uorescence in tnsit, IFl) p6hjai arvutatakse positiivse kontrolli rakkude C D86 ja 

 

C D54 puhul taheldatav fluorestsentssignaaii suhtehine tugevus (relative luorscence 

 

intnsit, RFI) vastavalt j argmiseie valemiie: 

 

X 100 

 

kern ikaalりat66deldud rakkude IFl -kern ikaatiga t66deldud iso tddbikontrolli rakkude 1Fl 

 

Lahustiga/kandeatnega t66deldud rakkude 1Fl - tahustiga/kandeatnega tk5deldud isotaabikontrotti rakkude IFl 

 

RFl= 

 

Lisaks arvutatakse punktis 19 esitatud vaiemi jargi IgG 1-ga v trvitud lso thibikontrolli 

 

rakkude elu6imelsus. 

 

Prognoosimudel 
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26. D86/D54 ekspressiooni m&itmisel hinnatakse iga uuritavat kemikaali vahemait kahes 

 

s6 ltu atus analtmsitsuklis, mille p6hal tehakse tiks prognoosijareldus (POSITIIVNE v61 

 

NEGATIIVNE). h-CLAT kohast prognoosi kasitatakse POSITIIVSENA, kui vahemait 

 

kahes koimest s6 ltumatust analuusitsuklist on taidetud vahemalt uks jargmistest 

 

tingimustest; vastasel korral tunnistatakse h-CLAT kohane prognoos NEGATIIVSEKS 

 

(juonis 1): 

 

C D86 puhui on RFI mis tahes kasutatud kontsentratsioonil 150 % v6i suurem (ja rakkude 

 

el uv6imelisus? 50 %); 

 

C D54 puhui on RFI mis tahes kasutatud kontsentratsioonii 200 % v6i suurem (ja rakkude 

 

e lu6imelisus? 50 %). 

 

27.See ga kui kahes esimeses analuusitsukiis saadakse C D86 ja /6i C D54 puhui positiivne 

 

tulemus, tunnistatakse h-CLAT kohane prognoos P0S1T11VSEKS ja kolmandat 

 

analtsitsukiit ei ole vaja iabi viia. Kui kahes esimeses analuusitsuklis saadakse kummagi 

 

markeni puhui negatiivne tulemus, tunnistatakse h-CLAT kohane prognoos 

 

NEGATiIVSEKS (seejuures v6etakse n6uetekohaseit arvesse punkti 30 satteid) ja 

 

kolmandat tsuklit ei oie vaja. Kui aga kahe esimese tstikii tulemused ei lange vahemalt tihe 

 

markenl (CD54 v6 i C D86) puhui kikku, on vaja kolmandat tstikiit ja l6plik prognoos 

 

tehakse kiire tsikli l6ikes suurema osakaaluga tuiemuse p6hai (st kaks koimest).S eoses 

 

sellega tuleb sumas pidada, et kui viiakse labi kaks s6 itumatut tstiklit, millest ubes 

 

saadakse positiivne tulemus ainuit C D86 puhui (edaspidi P1) ja teises positiivne tulemus 

 

ainult C D54 puhui (edaspidi P2), tuieb labi viia kolmas tsukkel. Kui koimandas tstikiis 

 

saadakse kummagi markeni puhui negatiivne tulemus (edaspidi N), tunnistatakse h-CLAT 

 

kohane prognoos NEG TIIVSEKS. Ent kui kolmandas tstiklis saadakse uksk6ik kumma 

 

markenl puhui positiivne tulemus (P1 v6i P2) v6i m6lema markeni puhui positiivne tuiemus 

 

(edaspidi Pi2), tunnistatakse h-CLAT kohane prognoos P0S1T11VSEKS. 

 

Juonis 1. h-CLAT puhui kasutatav prognoosimudel; h-CLAT kohast prognbosi tuleb arvesse V6 tta ihtse 

 

laheneniisviisi raaniistikus fling kosklas tidise sissejuhatuse puriktide 7 ja 8 satetega 
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Esimesed kaks 

 

αnaIロロsitok"t 

 

l 

 

P12 ja N 

 

P1ja N 

 

P2ja N 

 

P1ja P2 

 

+ 

 

Kolmas tdkkel 

 

+ 

 

P12jaNjaN 4: 

 

P1ja Nia N 

 

P2ja Nia N 

 

P1ja P2ja N 

 

NEGATIIVNE 

 

+ 

 

P12jaP1jaP2 # 

 

P1ja P1ja P2 

 

P1ja P2ja P2 

 

P12 ja P12 ja N 

 

P12 ja P1ja N 

 

P12 ja P2ja N 

 

P1ja P1ja N 

 

P2ja P2 ja N 

 

POSITIIVNE 

 

Esimesed kaks 

 

αnaIロOsitロk"t 

 

l 

 

N ja N 

 

Kalm asおdkkel 

 

ei ole n6u tav 

 

N EGATI 'VNE 

 

l 

 

P12 ja P12 

 

P11 ja Pi 

 

P12 ja P2 

 

P1ja P1 

 

P2ja P2 

 

+ 

 

Kolmas tdkkel 

 

ei ole n 6utav 

 

POSITIIVNE 

 

P1 - analuusitsikkel, kus amult C D86 on positiivne; P2 - analuusitsikkel, kus amult C D54 on positiivne; P12 - 

 

analuusitsflkkel, kus nl C D86 kui ka C D54 on positiivsed; N - analuusitsikkel, kus ei C D86 ega C D54 ei ole 

 

positiivne. 

 

* Kastides on esitatud kahe esimese anahiusitsflldi tulemuste kombinatsioomd jarjekorras, nus ei pnlugi vastata fende 

 

saamise jarjekorrale. 

 

#Kastides on esitatud khe analuusitsikli tukiiiu ste kombinatsioomd lLihtuvalt ulemises kastis esitatud kahe esimese 

 

tsflldi tulemustest, kuid esitatu ei kaj asta tulemuste saaniise jarjekorda. 

 

28. h-CLAT kohase POSITIIVSE prognoosi saanud uuritava kemikaali puhui v6l b soovi 

 

korral maarata kaks tuirne avaldumise kontsentratsiooni: C D86 puhui EC 15o ja C D54 

 

puhui EC 200. Need vastavad kontsentratsioonile, mille juures uuritava kemikaali 

 

p6hustatud RFI on vastavalt 150 v6i 200. Kui neid EC vaartusi kasutatakse naiteks katsete 

 

tegemist ja hindamist kasitleva ihtse lahenemisviisi raames (4, 5, 6, 7, 8),V6 iVad need 
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aidata hinnata sensibiliseeriva turne tugevust (9). Neid saab arvutada jargmiste 

 

valemitega: 

 

Ec 1S0 (cD86 puhui) =Bc ~nc + [(150一 BRFI)/(ARFI一BRFI) x (Ac~nc -民onc)], 

 

Ec 200 (cD54 puhui)=Bco1c +[(200一BRFI）ノ（ARFI一BRFI)×(Ac~nc 一瓦onc)], 

 

kus 

 

Aconc on vaikseim kontsentratsioon (ig!ll), mille juures RFI> 150 (CD86) v61 200 (CD54), 

 

B '0n' on suurim kontsentratsioon (ig/ml), mille juures KF'< 150 (CD86)v6 i 200 (CD54), 

 

ARFI on RFI vaartus vaikseimal kontsentratsioonil, mille juures RFI> 150 (CD86) v6i 200 

 

(CD54), fling 

 

BRFI on RFI vaartus suurimal kontsentratsioonil, mille juures RFI < 150 (CD86)V6 i 200 

 

(CD54). 

 

EC1SO ja EC 200 vaartuste tapsemaks maaramiseks V6 ib vaja minna kolme s6 itu atut 

 

D86ID54 ekspressiooni m66 tおt. L6piikud EClSO ja EC 200 vaartused arvutatakse 

 

seejarel koimes s6 ltumatus analuusitsuklis saadud EC vaartuste mediaanina. Kui 

 

positiivsuse tingimused (vt punktid 26-27) on taidetud ainuit kahes s6 ltumatu 

 

analuusitsuklis kolmest, kasutatakse kahest asjaomasest arvutatud EC 150 v6i EC 200 

 

v狙rtuSeSt suuremat. 

 

N6uetekohasuse kriteeriumid 

 

29. h-CLAT kasutamisel peaksid olema taidetud jargmised katse n6 uetekohasuse kriteeriumid 

 

(22, 27). 

 

S66 tmega ja lahustiga!kandeainega kontroilide puhui peaks rakkude eluv6imelisus olema 

 

s uuremkui90%. 

 

Lahustiga/kandeainega kontroilis ei tohiks RFI vaartus C D86 ega C D54 puhul Uietada 

 

positiivsuse kriteeriumi kohast vぬrtust (CD86 puhul KF'と 150 % ja C D54 puhul KF'と 

 

200 %). Lahustiga!kandeainega kontrolli puhul arvutatakse KF' vaartus punktis 25 esitatud 

 

valemiga (,,kemikaaiiga" tuleks asendada muutujaga ,,iahustiga!kandeainega" fing 

 

, ,iahustiga/kandeainega t66deldud" tuieks asendada muutujaga ,,(s66tega) kontrolli"). 

 

S uotmega ja lahustiga!kandeainega kontrollide puhui peaks nil C D86 kui ka C D54 puhul 

 

ulema vastava MF! vaartuseja isotUubikontrolliga saadud MF! vaartuse suhtarv> 105 %. 

 

Positiivse kontrolli (DNCB) puhul peaks KF' vaartus nii C D86 kui ka C D54 puhul 

 

vastama positiivsuse kriteeriumile (CD86 puhul KF'と 150 % ja C D54 puhul RFIと 200 

 

%) nina rakkude eiuv6imeiisus Deaks ulema 0e 50 %. 
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Uuritava kemikaali puhui peaks rakkude eiuv6mleilsus olema igas tsiiklis vahema1t neij ai 

 

kasutatud kontsentratsioonil suurem kui 50 %. 

 

30. Negatiivsed tulemused v6etakse arvesse iiksnes juhul, kui uuritava kemikaaii puhui on 

 

rakkude e iu6imelisus suurimal katses kasutatud kontsentratsioonil (st 1,2 x CV 75 

 

vastavait punktis 20 kirjeidatud jarjestikuse lahjendamise skeemile) vaiksem kui 90 %. Kui 

 

rakkude eluV6imelisus 1,2 xCV 75 juures on 90 % v6i suurem, tuleks negatiivne tulemus 

 

k6rvale jatta.S ellisel juhui soovitatakse kasutatava almuse tapsustamiseks korrata CV 75 

 

maaramist. Tuleb markida, et kui uuritava kemikaaii suurim katsekontsentratsioon on 

 

fLsio1oogiiises iahuses (V6i so6 tmes V6 i muus iahustis/kandeaines) 5000 .tg/mi V6 i 

 

DMS0s 1000 tg/mi V6i suurim kontsentratsioon, miiie juures kemikaai veel iahustub, 

 

v6etakse negatiivne tuiemus arvesse ka siis, kui rakkude eluv6imelisus on uie 90 %. 

 

Katseprotokoll 

 

31. Katseprotokoli peaks sisaidama j argmist teavet. 

 

llu万たlv kemikaal 

 

Uhest koostisosast koosnev aine: 

 

kemikaaii identimisandmed, naiteks IUPACi v6l CASl nimetus(ed), 

 

number/numbrid,SM ILESi v6l InCh' kood,s truktuurivalem J a!v6l muu identimisteave; 

 

fl血siiine valimus, logK ~w, iahustuvus vees, lahustuvus DMS0s, molekuimass ja muid 

 

asjakohased kattesaadavad andmed fi.msikalis-keemiliste omaduste kohta; 

 

puhtus, V6i maluse ja vajaduse korral lisandite keemiline maaratlus jne; 

 

vajaduse korral teave t66tiemise kohta ernie katset (ft soojendamine, peenestamine); 

 

kasutatud kontsentratsioon(id); 

 

kattesaadav teave saiiitamistingimuste ja pflsivuse kohta; 

 

jaa uuritava kemikaaii Duhul iahusti/kandeaine vaiimise D6hiendus. 

 

Mitmest koostisosast koosnev aine, tundmatu V6 i muutuva koostisega aine, kompleksne 

 

reaktsioonisaadus V6i bioloogilist paritolu material V6 i segu: 

 

v6imaiikuit tapne omaduste kirjeldus lahtuvait naiteks koostisosade keemilisest 

 

maaratlusest (vt eespool), puhtusest, kvantitatiivsest sisaidusest ja asjakohaseid fQttsikaiis-

keemiiisi omadusi kasitlevatest kattesaadavatest andmetest (vt eespool); 

 

ftmsiiine vaiimus, iahustuvus vees, iahustuvus DMS0s ja muid asjakohased 

 

kattesaadavad andmed fflsikaiis-keemiliste omaduste kohta; 
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teadaoleva koostisega segu/polumeeri puhui molekuimass v6i nailine molekulmass v6i 

 

muu uuringu tegemiseks asjakohane teave; 

 

vajaduse korral teave t66tlemise kohta enne katset (ft soojendamine, peenestamine); 

 

kasutatud kontsentratsioon(id); 

 

kattesaadav teave saiiitamistingimuste ja pttsivuse kohta; 

 

iga uuritava kemikaali puhui lahusti/kandeaine valimise p6hendus. 

 

Kontro llid 

 

Positiivne kontroll: 

 

kemikaali identimisandmed, naiteks IUPACi V飢 CASl nimetus(ed), 

 

number/numbrid,SMI LESi V61 InCh' kood,s trktuuriVaiemj a!v6i muu identimisteave; 

 

ft tisllne valimus, logK 0, lahustuvus vees, lahustuvus DMS0s, molekulmass ja vajaduse 

 

korral ruud asjakohased kattesaadavad andmed fuusikalis-keemiliste omaduste kohta; 

 

puhtus, v6imaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline maaratlus jne; 

 

vajaduse korral teave tootlemise kohta enne katset (ft soojendamine, peenestamine); 

 

kasutatud kontsentratsioon(id); 

 

kattesaadav teave saiiitamistingimuste ja pttsivuse kohta; 

 

vai aduse korral viide varasematele positiivse kontrolliga saadud tulemustele, millest 

 

nahtub vastavus asjakohastele analuusitsukli n6uetekohasuse kriteeriumidele. 

 

Negatiivne ja lahustiga/kandeainega kontroll: 

 

kemikaali identimisandmed, naiteks IUPACi V飢 CASl nimetus(ed), 

 

number/numbrid,SM ILESi V61 InCh' kood,s truktuurivaiemja!v6i muu identimisteave; 

 

puhtus, v6imaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline martius jne; 

 

asjaomases katsejuhendis nimetamata lahusti/kandeaine kasutamisel kontrollina 

 

kattesaadav teave selle fwlsilise valimuse, molekulmassi ja muude asjakohaste fhtisikaiis-

keemiliste omaduste kohta; 

 

kattesaadav teave sailitamistingimuste ja pusivuse kohta; 

 

iga uuritava kernikaali puhui iahusti/kandeaine valimise p6hendus. 

 

んitetingillmsed 

 

sponsori, katselabori ja uuringu juhi nimi ja aadress; 
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kasutatud katsemeetodi kirjeldus; 

 

kasutatud rakuliin, selle sailitamise tingimused fling paritolu (ft asutus, kellelt rakud 

 

saadi); 

 

kasutatud labivoolutsutomeeter (ft rudel) ja selle seaded, kasutatud globuliin, antikehad 

 

j a tsUtotoksilisuse marker; 

 

padevusainete analuusimise meetod, mida kasutati labori padevuse t6endamiseks, fling 

 

katsemeetodiga saadud tulemuste pikaajalise reprodutseeritavuse t6endamise vuis, naiteks 

 

laboris kontrollidega j a/6i reageerimisV6ime kontrollimisel varer saadud andmed. 

 

Katse n6ue tkohasuse kritee万amid 

 

lahustiga/kandeainega kontrolli puhul saadud rakkude e luv6imelisuse, IFl ja RFI 

 

v狙rtused v6rrelduna vastavate n6uetekohasust kaj astavate vahemikega; 

 

positiivse kontrolliga saadud rakkude eluv6imelisuse ja kF! vaartused v6rreldun 

 

vastavate n6uetekohasust kaj astavate vahemikega; 

 

rakkude e lu6imelisus uuritud kerikaali igal katses kasutatud kontsentratsioonil 

 

Katse kaik．・ 

 

analuusitsuklite arv; 

 

uuritava kemikaali kontsentratsioonid, lisamisviis ja kasutatud kokkupuuteaeg (kui erineb 

 

soovitatust); 

 

kokkupuute kestus (kui erineb soovitatust); 

 

kasutatud hindamis- ja otsustamiskriteeriumide kirjeldus; 

 

k6ikide katse kaigus tehtud muudatuste kirjeldus. 

 

Tiルm used 

 

tabeli kujul andmed uuritava kemikaali ja positiivse kontrolli kohta igas a naliiisitsUklis, sh 

 

CV 75 (vajaduse korral), eraldi IFl, KF! ja rakkude eluv6imelisuse vaartused, 

 

EC l50/EC200 vaartused (vajaduse korral) fing prognoosimudelil p6hinev hinnang 

 

uuritava kemikaali kohta; 

 

vajaduse korral mis tahes muude asjakohaste vaatlusandmete kirjeldus. 

 

Tiilemuste arateん了 

 

h-CLATga saadud tulemuste arutelu; 

 

katse tulemuste hindamine ii htse lahenemisviisi kontekstis, kui muu asakohane teave on 

 

kattesaadav. 
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Luide 1.1 

 

MOISTED 

 

Aine - looduslik V6i mis tabes tootmisprotsessi tulemusena saadud keemiline element v6i 

 

seile ibend koos pflsivuse tagamiseks vai alike lisaainete ja tootmisprotsessi kaigus tekkinud 

 

lisanditega, mis ei h6lma siiski lahusteid, mida on v6imaiik aine pusivust mjutamta V6 i 

 

seile koostist muutmata ainest eraldada. 

 

A nal皿sitsukkel - Uhe v6i ritme uuritava kemikaali analuusimine lahustiga!kandeainega 

 

kontrolli j a positiivse kontrolliga paralleelselt. 

 

Asjakohasus - naitaja, mille abil kirjeldatakse, kuiV6rd katsemeetod v6i maldab uurida 

 

huvipakkuvat toimet, kas seile kasutamine on m6 ttekas ja kas see on konkreetse eesmargi 

 

jaoks sobiv. Asjakobasusest nahtub, mil maral saab katsemeetodiga 6 igesti m66ta V6 i 

 

ennustada huvipakkuvat bioloogilist toimet. Asjakohasuse puhul v6etakse arvesse ka 

 

katsemeetodiga saavutatavat tapsust (vastavust) (21). 

 

CV 75 - hinnanguline kontsentratsioon, mille juures rakkude eluv6imelisus on 75 %. 

 

EC 150 - kontsentratsioon, mille juures C D86 ekspressiooni kajastav KF! vaartus on 150. 

 

EC 200 - kontsentratsioon, mille juures C D54 ekspressiooni kajastav KF! vaartus on 200. 

 

Fluorestsentssignaali suhteline tugevus (RI) - kemikaaliga tdddeldud rakkude 

 

fluorestsentssignaali tugevuse vaartuste geomeetrilise keskmise suhteline vaartus v6rredna 

 

lahustiga/kandeainega t66deldud rakkude fluorestsentssignaali tugevuse vaartuste 

 

geomeetrilise keskmisega. 

 

Kahjuliku tuirne rada - sUndmuste abel alates sihtkemikaali v6i rUhma sarnaste 

 

kemikaa1ide keemilisest struktuurist s6ltuvast kaivitavast molekulaarsest sUndmusest kuni 

 

vaadeldava tuire avaldumiseni in vivo (22). 

 

Katsete tegemist ja hindamist k議sitlev iihtne l議 henemisviis - struktureeritud 

 

lahenemisviis, mida kasutatakse kemikaali V6 i nihma kemikaalide ohtlikkuse tuvastamiseks 

 

(v6imalik toime), ohu kirjeldamiseks (ture tugevus)j a/v6i ohutuse bindamiseks (V6imalik 

 

tuirne / tuirne tugevus ja kokkupuude) fling mille raames l6imitakse strateegiliselt ja 

 

kaalutakse labi k6ik asjakobased andmed v6imalikku ohtu ja/v6i riski ja/v6i taiendavate 

 

sihiparaste ja seega minimaalses ulatuses katsete tegemise vajadust kasitleva regulatiivse 

 

otsuse tegemiseks. 

 

Kemikaal - aine v6i segu. 

 

Lahustiga/kandeainega kontroll - t66tlemata proov, mis sisaldab k6iki katsesUsteemi 

 

komponente peale uuritava kemikaali, sealbulgas lahustit/kandeainet. S elle abul tehakse 

 

kindlaks labtetase samas lahustis/kandeaines lahustatud v6i piisiva dispersiooni 
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moodustanud uuritava kemikaaliga t66deldud proovide jaoks. Kui sellist tootlemata proovi 

 

hinnatakse para11ee1se1t s66 tmega kontrolliga,v6lmal db see tihtiasi kindlaks teha, kas 

 

lahusti/kandeaine m句utb katsesisteemi. 

 

Lbivoolutsutomeetria - tstitomeetriline meetod, mille puhul vedelikus suspendeeritud 

 

rakud liiguvad Uksteise jarel labi ergastava valguse fookuse fling sellest tingitud valguse 

 

hajumise vus kajastab rakkude ja fende koostisosade omadusi; sageli margistatakse rakud 

 

fluorestseeruvate markeritega, mille puhul valgus k6igepealt neeldub ja s ee rel kiirgub 

 

muutunud sagedusel. 

 

Mitmest koostisosast koosnev aine - aine, mis on m狙rtletud kvantitatiivse koostise 

 

alusel ja milles enam kui Uhe p6hikoostisosa sisaldus on vahemalt 10, kuid vaiksem kui 

 

80 massiprotsenti. Mitmest koostisosast koosnev aine saadakse tootmisprotsessi tulemusena. 

 

Erinevus segu ja mitmest koostisosast koosneva aine vahel seisneb selles, et segu saadakse 

 

kahe v6i enama aine kikku segamisel, ilma et toimuks keemilist reaktsiooni. Mitmest 

 

koostisosast koosnev aine saadakse keemilise reaktsiooni tulemusel. 

 

N6uetekohane katsemeetod - katsemeetod, mille asjakohasust ja usaldusvarsust 

 

konkreetse eesmargi puhul peetakse piisavaks fing mis rajaneb teaduslikult usaldusvaarsetel 

 

p6him6tetel. Katsemeetod ei ole kunagi n6uetekohane absoluutses tahenduses, vaid tiksnes 

 

seises teatud kindla eesmargiga (21). 

 

Ohtiikkus - mjurit vi olukorda iseloomustav omadus, millest V6i b tuleneda kahjulik 

 

turne, kui organism, stisteem v6i (alam)populatsioon selle mjuriga kokku puutub. 

 

Positiivne kontroll - paralleelproov, mis sisaldab k6iki katsestisteemi komponente ja mida 

 

on t66deldud ainega, rullega teadaolevait saadakse positiivne tulemus. Positiivse tulemuse 

 

vaartus ei tohiks olla higa suur, et v6 imaldada hinnata positiivse kontrolliga saadud 

 

tulemuste varieeruvust ajas. 

 

Prehapteenid - kemikaalid, mis muutuvad sensibilisaatoriks abiiotihise muundumise tee!. 

 

Prohapteenid - kemikaalid, mis vajavad nahka sensibiliseeriva toime tekkimiseks 

 

ensflmaatilist aktiveerimist. 

 

Segu - kahest vi enamast ainest koosnev segu v6i lahus. 

 

Spetsiiflisus - katsemeetodiga 6 igesti negatiivseks/reaktsiooniV6imetuks liigitatud 

 

uuritavate kernikaahide osakaal k6ikide negatiivsete kemikaahide hulgas.S petsiifihisuS 

 

kaj astab selhise katsemeetodi tapsust, millega saadakse kategoriseeritav tulemus, fling see on 

 

oluhine naitaja katsemeetodi asj akohasuse hindamiseks (21). 

 

S66tmega kontroll - tootlemata paralleelproov, mis sisaldab k6iki katsestisteerni 

 

komponente. S e11ist proovi kaideldakse koos uuritava kemikaaliga toodeldud proovidega ja 

 

muude kontrollproovidega, et teha kindlaks, kas lahusti/kandeaine mjutb katsesisteemi. 
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Tundlikkus - katsemeetodiga 6 igesti positiivseks/reaktsiooniv6ime1iseks higitatud 

 

uuritavate kemikaalide osakaal k6lklde positiivsete kemikaalide hulgas. Tundlikkus kajastab 

 

sellise katsemeetodi tapsust, millega saadakse kategoriseeritav tulemus, fling see on oluline 

 

naitaja katsemeetodi asjakohasuse hindamiseks (21). 

 

Tipsus - katsetulemuste ja vastuv&tavate v6rdlusvぬrtuste kosk6la maar. Tapsus naitab 

 

katsemeetodi tulemuslikkust ja on iiks asjakohastest aspektidest. Se da m6is tet kasutatakse 

 

sageli vastavuse tahenduses, et valjendada katsemeetodiga saadud 6 igete tulemuste osakaalu 

 

(21). 

 

Usaidusvaarsus - naitaja, mis iseloomustab katsemeetodiga saadud tulemuste 

 

reprodutseeritavust pikema aja jooksul samas laboris ja eri laborites, kui meetodit 

 

rakendatakse ii he ja sama katse-eeskirja aluseL Usaldusvaarsuse hindamiseks arvutatakse 

 

laborisisene j a laboritevaheline reprodutseeritavus fling laborisisene korratavus (21). 

 

Uuritav kemikaal - iga aine v6i segu, mida uuritakse kaesoleva katsemeetodi abil. 

 

UVCB - tundmatu V6 i muutuva koostisega aine, kompleksne reaktsioonisaadus v6i 

 

bioloogihst paritolu material. 

 

Varvimispuhver - fosfaadiga puhverdatud soolalahus, nls sisaldab 0,1 % veise seerurni 

 

albumiini. 

 

Uhest koostisosast koosnev aine - aine, mis on maaratletud kvantitatiivse koostise alusel ja 

 

mille uhe p6hikostisosa sisaldus on vahemalt 80 massiprotsenti. 

 

Uhinenud Rahvaste Organisatsiooni flhtne u lemaailmne kemikaalide kiassifitseerimise 

 

ja Ill議 rgistamise sus teem (URO G1S) - stisteem, millega nahakse ette kemikaalide (ainete 

 

ja segude) klassi丘tseerimine vastavalt fende fUiisihse ohtlikkuse fing kahjuliku tervise- ja 

 

keskkonnam可u standarditud liigile ja tasemele fing mis h6lmb selliseid asjaomaseid 

 

teavitustahiseid nagu piktogrammid, marks6nad, ohulaused, hoiatuslaused ja ohutuskaardid, 

 

et anda inimeste (sealhulgas t66andte, t66tjte, vedajate, tarbijate ja paastetootajate) fling 

 

keskkonna kaitsmiseks vajalikku teavet k6nealuste kemikaalide kahjuliku tulre kohta (23). 
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Luide 1.2 

 

PADEVLISAINED 

 

Enne katsemeetodi B .7 i juurde kuuluvas kaesolevas lutes kirjeldatud meetodi rutiinset 

 

kasutamist tuleks t6endda labori telmilist padevust.Se 1eks tuleks h-CLAT kasutamisel 

 

saada tabelis i esitatud ktinine soovitatava aine puhui eeldatavale tuiemusele vastav 

 

prognoos fing CV 75,EC i5o ja EC 200 vaartused, mis jaavad kimnest padevusainest 

 

vahemait kaheksa puhui asjaomasesse V6 rdlusVahemlkku. Padevusained on vaiitud nn, et 

 

fende puhui oieksid esindatud naha sensibiiiseerimise ohuga seotud eri reaktsioonid. Peaje 

 

seile on valikukriteeriumidena v6etud arvesse ainete kaubanduslikku kattesaadavust, 

 

kvaiiteetsete iii vivo v6rdlusand ete oiemasolu ja h-CLATga saadud kvaiiteetsete in vitro 

 

andrete olemasoiu. Lisaks on h-CLAT kohta oiemas avaldatud v6rdlusand ed (3, 14). 

 

Tabel 1. h-CLAT kasutamise tcimlisc padevuse t6cndniisck soovitatavad ained 

 

パ1ワく h-CLAT tulemus h-CLAT tulemus 
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Lflhendid: CAsi nr - Chemical Abstracts S ervice'i registrinumber. 

 

In vivo ohu (ja tone tugevuse) prognoos p6h血eb LLNA andmetel (3, 14). In vivo tonic tugevuse valjendaniisel on lahtutud 

 

ECETOCi soovitatud kriteeriuniidest (24). 

 

Varasemate katsete andrete p6hal (13, 25). 

 

S e11e markeriga seotud varasemad tulemused on valdavalt negatiivsed, niistttu negatiivne Olemus on Uldjuhul ootusparane. 

 

Esitatud vaheniik on kindlaks maaratud varasemate Uksikute positiivsete tulemuste p6hal. Positiivse tulemuse korral peaks tuirne 

 

507 

 



D060575102 

 

avalduniise kontsentratsioon jaama esitatud vrdlusvheniildu 
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2. hiide 

 

NAHA SE NSIBILISEERIMINE IN VITRO: RAKULIINI U937 AK '1VE0M1SE KATSE 

 

(U-SENSTM) 

 

LAIITEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD 

 

1. Katsemeetodiga U~SENSTM tehakse inimese histiotsiiiitse lumfomi rakuliinis U937 

 

kindlaks monotsuutide ja dendriitrakkude aktiveerimisega seotud raku pinnamarkeri 

 

(CD86) ekspressiooni kvantitatiivsed muutused parast kokkupuudet sensibilisaatoriga (1). 

 

Se切 rel kasutatakse rakuliinis U937 m66detud raku pinnamarkeri C D86 ekspressioonitaset 

 

toetava teabena, mis aitab eristada naha sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei 

 

sensibiliseeri. 

 

2. Katsemeetodit U~SENSTM on hiimatud L'ireali koordineeritud valideerimisuuringus (2) 

 

fing seej arel on selle s6 ltumatult labi vaadanud liomkatsete aiternatiivide Euroopa Liidu 

 

referentiabori (EURL ECVAM) teaduslik n6uandekomitee (3).V6 ttes arvesse k6iki 

 

kattesaadavaid andmeid fling reguleerivate asutuste ja si dusrihmade seisukohti, soovitas 

 

EURL ECVAM kasutada katsemeetodit U~SENSTM (4)u htse lLihenemisviisi osana, et 

 

aidata ohu alusel klassifitseerimise ja margistamise eesmargil eristada naha 

 

sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei sensibiliseeri. Oma juhenddokumendis, 

 

milles kasitletakse naha sensibiliseerimisega seotud ii htse lahenemisviisi puhui 

 

kasutatavaid andrete l6imimlse struktureeritud metoodikaid j a teabealiikaid, vaatleb 

 

OECD mitut juhtumiuuringut, milles kirjeldatakse eri katsestrateegiaid ja 

 

prognoosimudeleid. Uks k6neaiustest kindiaksmaaratud metoodikatest p6hineb 

 

katsemeetodil U-sENs (5). Naited meetodiga U~SENSTM saadud andrete kasutamisest 

 

kombineerituna muu teabega, seaihulgas varasemate katseandmete ja n6uetekohastest 

 

inimuuringutest saadud andmetega (6) on avaidatud kirjanduses (4, 5, 7). 

 

3. U-SENST1 on osutunud rakendatavaks laborites, kus on olemas rakukultuurimeetodite 

 

kasutamise j a lbivooiutsutomeetrillse anakmsi kogemus.Se i1e meetodi puhui eeldatav 

 

prognooside reprodutseeritavuse iigikaudne maar on laborisisese ja laboritevaheiise 

 

reprodutseeritavuse puhul vastavalt 90 % ja 84 % (8). Vaiideerimisuuringust (8) ja 

 

muudest avaidatud uuringutuiemustest (1) nahtub Uldiseit, et LLNA tuiemustega v6rreldes 

 

on selles katses naha sensibiiisaatorite (st URO GHSi / CLP-maaruse kohaselt 1. 

 

kategooria kemikaalide) mittesensibiliseerivatest kemikaaiidest eristamise tapsu s 86 % (N 

 

= 166), tundiikkus 91 % (118/129) ja spetsiifilisus 65 % (24/37). Inimuuringute 

 

tulemustega v6rreldes on naha sensibilisaatorite (st URO GHSl / CLP -mぬrise kohaselt 1. 

 

kategooria kemikaalide) mittesensibiliseerivatest kemikaaiidest eristamise tap sus 77 % (N 

 

= 101), tundiikkus 100 % (58/58) ja spetsiifilisus 47 % (20/43). LLNA tuiemustega 
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v6rreldes on meetodi U~SENSTM kohaste valenegatiivsete prognooside t6enaosus suurem 

 

vahesel maaral kuni m66dukalt nahka sensibiliseerivate (st URO GHSl / CLP-maaruse 

 

kohaseit alamkategooria lB) kemikaalide puhui ja vaiksem siis, kui tegemist on tugevalt 

 

nahka sensibiiiseeriva (st URO GHSi / CLP-maaruse kohaselt alamkategooria lA) 

 

kemikaaliga (1, 8, 9).Ko kkuv6ttes nahtub seilest teabest, et U~SENSTM on kasulik meetod, 

 

mis aitab kindlaks teha naha sensibiliseerimise ohtu. Ainsa meetodina kasutatava U-

SENSTM~iga saavutatav eespool nimetatud tapsus on siiski Uksnes orienteeriv, sest 

 

katseandmeid tuleks vaadeida uihtse lahenemisviisi kontekstis koos muudest allikatest panit 

 

teabega ja koosk6las tildise sissejuhatuse punktide 7 ja 8 satetega. Kui hinnatakse naha 

 

sensibiliseerimise katsemeetodeid, mille puhui ei kasutata katseloomi, tuieb lisaks arvesse 

 

V6tta, et LLNA ja muude loomkatsete tuiemused ei pruugi taielikuit kajastada kemikaaii 

 

toimet inimesele. 

 

4. Praeguse olemasoleva teabe p6hjai on t6endatud, et U~SENSTM on kohaidatav paljude 

 

uuritavate kemikaalide (sealhulgas kosmeetikatoodete koostisainete, ft saiiitusainete, 

 

pindaktiivsete ainete, toimeainete, varvainete) puhui, mis erinevad tiksteisest orgaanilise 

 

funktsionaalruhma, ftslkalls-keemliiste omaduste,in vivo katsetega maaratud nahka 

 

sensibiliseeriva ture tugevuse ja teadaoievait naha sensibiliseerimisega seotud 

 

reaktsioonimehhanismide (Michaeii aktseptor, Sc hlffi alus e teke, atsuuiruhma tilekande 

 

reaktiiv, n ukleo丘iine bimoiekuiaarne asendusreaktsioon [SN2]V6i nukieofiiine aromaatne 

 

asendusreaktsioon [sNAr]) poolest (1, 8, 9, 10). U~SENSTM on kohaldatav uuritavate 

 

kemikaaiide puhui, mis on sobivas iahustis/kandeaines iahustuvad v6i moodustavad selles 

 

pusiva dispersiooni (st koiloidiahuse V6i suspensiooni, milles uunitav kemikaal ei sadestu 

 

ega eraidu lahustist/kandeainest eri faasi) (Vt punkt 13). Andmestikus esindatud 

 

kemikaaiidega, mis on teadaoievait prehapteenid (okstideerumisei aktiveeruvad ained) v6i 

 

prohapteenid (ained, mis vajavad enstimaatiiist aktiveerimist, ft P450 enstitimide abu1), 

 

saadi meetodi U~SENSTM kasutamisel 6 ige prognoositulemus (1, 10). Membraani 

 

i6hkuate ainete puhul v6 idakse C D86 ekspressiooni I ittespetsii丘iise suurenemise t6ttu 

 

saada vaiepositiivsed tuiemused, nagu nahtub asjaolust, et in vivo v6rdiusiigitusest 

 

iahtuvait saadud seitsmest valepositiivsest tuiemusest kolm olid seotud pindaktiivsete 

 

ainetega (1).S eet6ttu tuieks pindaktiivsete ainetega saadud positiivsetesse tuiemustesse 

 

suhtuda ettevaatusega, aga pindaktiivsete ainetega saadud negatiivseid tulemusi V6 ib 

 

arvesse v6tta uuritava kemikaali iiigitamisei kemikaaiiks, mis nahka ei sensibiiiseeri. U-

SE NST1 v6imaidab hinnata ka fluonestseeruvaid uuritavaid kemikaale (1), kuid tugevalt 

 

fluorestseeruvad uuritavad kemikaalid, miiie kiiratava kiirguse lainepikkus on sama kui 

 

fluorestseiinisotiotsflanaadil (FITC) v6i pnopiidiumj odiidii (PI), segavad 

 

iabivoolutsutomeetnlist analtiusi fing neid ei ole v6imallk FITCga konjugeeritud 

 

antikehade v6i PI abu1 6 igesti hinnata (esimese puhui v6l dakse saada vaiepositiivsed 

 

tuiemused ja teise puhui ei saa m66ta e iuV6lmeisust).Se 11ise1 juhul V6 ib kasutada 

 

vastavalt muu fiuoroknoomiga margistatud antikehasid v6l ruud tsitotoksilisuse markenit, 
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kui naiteks katsetega, mis tehakse hlites 2.2 loetletud padevusainetega, on v6imahik 

 

t6endada, et sehlise fluorokroomi v6i markeriga saadakse samasugused tulemused kui 

 

FITCga margistatud antikehade v6i PIga (Vt punkt 18). Eespool kirjeldatust lahtuvait 

 

tuieks pindaktiivsete ainetega saadud positiivseid tuiemusi ja tugevait fluorestseeruvate 

 

uuritavate kemikaalidega saadud negatiivseid tuiemusi t6lgendada k6neaiuste piirangute 

 

kontekstis ja koos uhtse lahenemisviisi raames muudest alikatest saadud teabega. Kui 

 

leidub andmeid, miie kohaseit U~SENSTM ei sobi kasutamiseks m6ne muu konkreetse 

 

uuritavate kemikaahide ruhma puhui, ei tohiks seda asjaomase konkreetse kemikaaliruhma 

 

puhui kasutada. 

 

5. Nagu eespool kirjeldatud, aitab U~SENSTM eristada naha sensibihisaatoreid kemikaaiidest, 

 

mis nahka ei sensibihiseeri. Ent kui seda kasutatakse naiteks katsete tegemist ja hindamist 

 

kasitieva u htse iahenemisviisi raames,V6 ib see aidata hinnata ka sensibihiseeriva toime 

 

tugevust. V6 imaiust kasutada meetodiga U~SENSTM saadud tuiemusi toime tugevuse 

 

hindamisel on siiski vaja taiendavait uurida, soovitatavalt inimuuringutest saadud andrete 

 

ahuse!. 

 

6.M6 isted on esitatud huites 2.1 

 

KATSEPOHIMOTE 

 

7. U-SENSTM on in vitro meetod, miliega maaratakse kvantitatiivselt raku pinnamarkeri 

 

C D86 ekspressiooni muutusi inimese histiotsUUtse lumfoomi rakuhiini U937 rakkudes 

 

parast 45士 3 turni pikkust kokkupuudet uuritava kemikaahiga. Pinnamarker C D86 on Uks 

 

U937 aktiveerimise tuupiline marker. Teadaohevait on C D86 kostimuiatoorne moiekui, mis 

 

V6i b v6imaldada jaijendada monotsuutide aktiveerimist, miiie! on vaga oiuhine rol! T - 

 

m66detakse 

 

kasutatakse 

 

muutusi 

 

tavahiseht 

 

rakkude aktivatsioonis. Pinnamarkeri C D86 ekspressiooni 

 

labivoohutsutomeetrihiseht parast rakkude varvimist, mihheks 

 

Samah ajal m66 detakse ka 

 

suurenemme 

 

Arvutatakse 

 

ekspressiooni 

 

antikehasid. 

 

arkeni C D86 

 

margistatud 

 

pimiam 

 

taheldata tsUtotoksihisust. 

 

lahustiga/kandeainega kontroihi naitaj aga 

 

s ei 

 

(S') 

 

kas 

 

uure 

 

fluorestseiinisotiotsuanaadiga (FITC) 

 

tsutotoksihisust (ft Plga), et hinnata, 

 

kontsentratsioonil, miiie j 

 

arkeni C D86 stimuhatsiooniindeks 

 

toimub 

 

p innam 

 

V6rrelduna ja seda tuhemust kasutatakse prognoosimudelis (Vt punkt 19), et aidata eristada 

 

naha sensibilisaatoreid kemikaahidest, mis nahka ei sensibiliseeri. 

 

meetodi rutiinset 

 

seiheks hiites 2.2 

 

hea tavaga (11). 

 

PADEVUSE TOENDAMINE 

 

8. Enne katsemeetodi B .71 juurde kuuhuva kaesolevas huites kirjeidatud 

 

kasutamist tuheks t6endada habori tehnihist padevust fling kasutada 

 

loethetud kUmmet padevusainet koosk6has in vitro meetodeid kasitleva 
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Lisaks peaksid meetodi kasutajad haldama reageerlmisv6ime kontroilimise kaigus kogutud 

 

andmeid (vt punkt 11) fling positiivsete ja lahustiga/kandeainega kontrollidega saadud 

 

varasemaid andmeid (Vt punktid 15-16) sisaidavat andmebaasi fling kontrollima fende 

 

andrete p6hal, kas katsetuiemused on laboris aja m66dudes jatkuvait reprodutseeritavad. 

 

KATSEKAlK 

 

9. Kaesolev meetod p6hineb liomkatsetele alternatiivsete meetodite andmebaasi (DataBase 

 

on ALternative Methods, DB-ALM) teenusena kattesaadaval U~SENSTM~i kasitleval katse-

eeskirjal nr 183 (12). Meetodi U-sENsTM laboris juurutamisel ja rakendamisel tuleks 

 

kasutada standardset t66korda. U~SENSTM~i rakendamiseks v6ib kasutada 

 

automaatstisteemi, kui naiteks katsetega, mis tehakse hiites 2.2 loetietud padevusainetega, 

 

on v6imalik t6endada, et sellise slsteemi kasutamisel saadakse sarnased tulemused. 

 

Alipool on kirjeidatud U-SENSTM-i p6hielemente ja katse kaiku. 

 

Rakkude ettevalmistamine 

 

10. U-SENSTM-l puhui tuleks kasutada inimese histlotstiitse lImfoomi rakuliini U937 (13). 

 

S oovitatavalt tuieks rakud (kilon CRL 1593.2) soetada usaidusvaarsest rakupangast, 

 

naiteks Ameerika Tuupkultuuride Kollektsioonist (American Type Culture Collection). 

 

11. U937 rakke kasvatatakse 37。 C juures reguieeritud 6 huniiskusega 5-protsendilise C02-

sisaldusega atmosfaaris s66tes RPM'- 1640, mis sisaldab 10 % veiselooteseerumit, 2 mM 

 

L-glutamiini, 100 Ihikut penitsihiiini milliliitri kohta ja streptomltsiini kontsentratsioonis 

 

100 gg/ml (taisslide). U937 rakke kiilvatakse regulaarseit iga 2-3 paeva jarel lmber 

 

algtihedusega vastavalt 1,5 v6i 3 x i05 rakku/ml. Rakkude tihedus ei tohiks olla suurem 

 

kui 2 x 106 rakku/mi ja trtipaansinisega mittevarvumise alusel m66detud rakkude 

 

eluv6imelisus peaks olema ? 90 % (ei kohaidata esimesel sulatamisjargsel 

 

vaijakllvamisel). Enne katses kasutamist tuieks iga rakkude, veiselooteseerumi ja 

 

antikehade partii puhui teha reageerimisv6ime kontroll, et veenduda fende sobivuses. 

 

Rakkude reageerimisv6ime kontroll tuleks teha vahemalt Uks nadal parast sulatamist fling 

 

kasutada selleks positiivse kontrolhina pikruulsuifoonhapet (2,4,6-

trinitrobenseensulfoonhape, T NBS) (CASi nr: 2508-19-2; puhtus ? 99 %) ja negatiivse 

 

kontrollina piimhapet (CASi nr: 50-21-5, puhtus と 85 %). Reageerimisv6ime 

 

kontrollimisel tuleks kunimagi kontroilkemikaali puhui kasutada kuut 

 

l6ppkontsentratsiooni (TNBS puhui 1, 12,5, 25, 50, 75 ja 100 fig/mi fing piimhappe puhul 

 

1, 10, 20, 50, 100 ja 200 g/ml).Ta iss66tmes lahustatud T NBS peaks esile kutsuma CD86 

 

alusel tuvastatava positiivse kontsentratsioonist s6itva reaktsiooni (ft kui 

 

kontsentratsioonile, mille puhul reaktsioon on positiivne, st CD86 S 1と 150, jargneb 

 

kontsentratsioon, mille juures CD86 S 1 kasvab) fing taiss66tmes lahustatud piimhappe 

 

D uhui Deaks CD86 alusel saadav tulemus olema negtiivne (vt Dunkt 21'). Katses tuieks 
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kasutada tiksnes reageerimisv6me kontrolli kaks korda labinud rakke. Rakke v6 ib 

 

paljundada kuni seitsme nidaia jooksul pirast sulatamist. Passaa乞ide arv ei tohiks iiietada 

 

21. Reageerimlsv6ime kontroll tuleks teha vastavait punktides 18-22 esitatud kirjeldusele. 

 

12. Katses kasutamiseks klilvatakse U937 rakud vaija tihedusega 3 x1 0 5 rakku/mi v6i 6 x105 

 

rakku/ml fling eelkasvatatakse neid rakukultuuripudelis vastavalt kaks paeva v6i tiks paev. 

 

Eespool kirjeldatust erinevaid eelkasvatamise tingimusi v6ib kasutada juhul, kui see on 

 

teaduslikult piisavait p6hendatud ja naiteks katsetega, mis tehakse hiites 2.2. loetletud 

 

padevusainetega, on V6 imalik t6endada, et saadavad tuiemused on sarnased. Katse paeval 

 

eemaldatakse rakud rakukultuuripudelist ja suspendeeritakse uuesti varskes s66 tmes 

 

tihedusel 5 x 105 rakku/ml.se jre1 jaotatakse rakud lii i1 kaupa 96-kannullse 

 

lamedap6halise plaadi kannudesse (rakkude l6pptihedus on 0,5 x1 05 rakku kamm kohta). 

 

Uuritavate kemikaalide ja kontroilainete ettevalmistamine 

 

13. Enne katse tegemist hinnatakse lahustuvust.Se 11eks tehakse uuritavast kemikaahist lahus 

 

v6i ptisiv dispersioin kontsentratsiooniga Si mg/mi; lahustina/kandeainena kasutatakse 

 

eehistatavalt talss66det V6 i kui uuritav kemikaah ei ole tiss66tmes hahustuv, siis 

 

dimettitilsuifoksiidi (D1S0, puhtusega 之 99 %). Katse tegemiseks hahustatakse uuritav 

 

kemikaah taiss66tmes l6ppkontsentrtsioonini i,4 mg/ml. kui kemikaah on k6nealuses 

 

iahustis/kandeaines lahustuv. Kui kemikaal lahustub tiksnes DMS0s, lahustatakse 

 

kemikaah selles kontsentratsioonii Si mg/ml. Kui see on teaduslikuit piisavait 

 

p6hjendatud, v6 ib kasutada ka eespooi nimetatutest erinevat lahustit/kandeainet. Tuieks 

 

v6 tta arvesse uuritava kemikaahi ptisivust lahustit/kandeainet sisaldavas l6ppiahuses. 

 

14. Uuritavad kemikaalid ja kontrollained valmistatakse ette katse tegemise paevai. Kuna 

 

annuse kindlaksmaaramise katset ei tehta, kasutatakse esimeses anahutisitsuklis kuut 

 

i6ppkontsentratsiooni (1, ii, 20, Si, lii ja 2ii tg/ml) vastavas lahustis/kandeaines, 

 

mihleks on kas taiss66de V i i,4 % DMS0d sisaldav s66 de. Jargnevate analtsitstiklite 

 

jaoks vaimistatakse uuritavast kemikaahist vastava lahusti/kandeaine abil vahemait neu 

 

t66lahust (st vahemalt nelja eri kontsentratsiooniga); seejuures alustatakse taiss66tmes 

 

hahustamisel kontsentratsioonist i,4 mg/ml ja DMS0s lahustamiseh kontsentratsioonist Si 

 

mg/ml. L6puks lisatakse tiolahustega tiOtlemiseks phaadil olevale tillahusehe V6 rdn 

 

kogus U937 rakkude suspensiooni (vt punkt i 1), et saavutada taiendav kahekordne 

 

hahj endus (12).V6i mahikes taiendavates analuusitsukhites kasutatavad kontsentratsioonid 

 

(vahemalt neui) valitakse k6igi eelnenud analtitisitstikhite tulemuste p6hjah (8). 

 

Kasutamiseks sobivad h6ppkontsentratsloonid on i, 2, 3, 4, S, 7,5, ii, i2,S, iS, 20, 25, 30, 

 

35, 40, 45, Si, 60, 70, 80, 90, iii, i20, 140, 160, 180 ja 200 ig/ml.S uurim lubatud 

 

h6ppkontsentratsioon on 200 ig/ml. Kui kontsentratsioonih i ig/ml taheldatakse C D86 

 

puhul positiivset vaartust, hinnatakse kontsentratsiooni 0,1 ig/nl, et leida uuritava 

 

kemikaahi seiline kontsentratsioon. mille iuures C D86-D6hist p ositiiVsuse havivaartust ei 
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uletata. 'gas anal lusltstiklis, kus taheldatakse C D86 -p6hist kontsentratsioonist s6 ltuvt 

 

positiivset reaktsiooni, arvutatakse EC 150 (kemikaali kontsentratsioon, mille juures 

 

saavutatakse C D86-p6hie positiivsuse lavivaartus 150 %; Vt punkt 19). Kui uuritav 

 

kemikaal kutsub esile kontsentratsioonist s6l tumatu positiivse C D86-p6hise reaktsiooni, ei 

 

pruugi EC 1So arvutamine olla asjakohane, nagu on kirjeldatud U~SENSTM~i kasitlevas DB-

ALli katse-eeskirjas nr 183 (12). 'gas a naiflUsitsukiis arvutatakse V6 imaluse korral alati 

 

CV70 (kontsentratsioon, mille juures kemikaali tsUtotoksiiisus saavutab lavivaartuse 70 %; 

 

Vt punkt 19) (12).E t uurida C D86 taseme t6usu s6 itvust kontsentratsioonist, tuieks 

 

kasutamiseks sobivate kontsentratsioonide huigast valida sellised kontsentratsioonid, mis 

 

on Uhtlaselt jaotunud vahemikus EC 150-st (v6i suurimast mittetsutotoksilisest 

 

kontsentratsioonist, mille juures C D86-p6hine tulemus on negatiivne) kuni CV 70-ni (V6i 

 

suurima lubatud kontsentratsioonini 200 F g/mi). 'gas analuusitsuklis tuieks kasutada 

 

vahemait nelj a kontsentratsiooni, miliest kaks peaksid V6 rdiemise V6 imaldamiseks olema 

 

samad kui eelnenud a naiisitstkii(te)s. 

 

15. U-SENSTM-i puhui kontroliina kasutatav iahusti/kandeaine on taiss66de (kui uuritavast 

 

kemikaalist tehakse lahus V6 i pusiv dispersioon s66 tmes) (vt punkt 4) v6i 0,4 % D1S0 

 

tlss66tmes (kui uuritavast kemikaalist tehakse lahus v6 i ptisiv dispersioon DMS0s). 

 

16. U-SENSTM-i puhul kasutatav positiivne kontroll on T NBS (vt punkt 11), mille 

 

ettevalmistamiseks kasutatakse taiss66det.T NBSi tuleks C D86 ekspressiooni m66tmisel 

 

kasutada plaadil positiivse kontrollina ii hes l6ppkontsentrtsioonis (50 ig/ml), miiie puhui 

 

rakkude eluv6imelisus on > 70 %.T NBSi kasutamiseks plaadil kontsentratsioonis 50 

 

gig/mi valmistatakse T NBSist taiss66tmes i I p6hilahus (st kontsentratsiooniga 293 

 

mg/mi) fing lahjendatakse seda seej arel taiss66tmes 2930 korda, et saada t66lahS 

 

kontsentratsiooniga 100 fig/mi. Negatiivse kontrollina tuieks kasutada piimhapet (CASi nr: 

 

50-21-5), miiie p6hiiahusest kontsentratsiooniga 0,4 mg/mi valmistatakse taissiotmes 

 

lahus kontsentratsiooniga 200 ig/ml. 'gas a naiutisitstiklis valmistatakse igal plaadii ette 

 

kur tiss66det sisaldava toitlemata kontrolli, lahustiga/kandeainega kontrolli fling 

 

negatiivse ja positiivse kontrolli paralleelproovi (12).V6i b kasutada ka m6 nda ruud 

 

sobivat positiivset kontrolli, kui on olemas varasemad andmed, mis v6imaldaVad kindlaks 

 

maarata v6rreldavad analUflsitsflkli n6uetekohasuse kriteeriumid. K6 nealused 

 

anahkisitstikli n6uetekohasuse kriteeriumid on samad kui uuritava kemikaali puhul (Vt 

 

punkt 12). 

 

segatakse 

 

unkt 12) 

 

Uuritavate kemikaaiide ja kontrollainetega tiltiemine 

 

17. Punktides 14-16 kiri eldatud lahustiga/kandeainega kontroiiproovid j a t66lahused 

 

lamedap6hjaliseie piaadile kantud rakususpensiooniga (vt p 

 

t66deldaVaid plaate 37 oc juures 5-

3 tundi. Enne inkubeerimist kaetakse 

 

1 : 1.S eej arel inkubeeritakse 

 

96 -kamrnlis ele 

 

rnahuvahekorras 

 

protsendilise C 02-sisaldusega atmosfaaris 45士 
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plaadid poo!labilaskva membraaniga, et takistada lenduvate uuritavate kemikaalide 

 

aurustumist ja uuritavate kemikaalidega tdideldud rakkude ristsaastumist (12). 

 

Rakkude v航rvimine 

 

18. Parast 45 士 3 tundi kestnud kokkupuudet viiakse rakud V-kujuliste kannudega 

 

mikrotiiterpiaadile ja kogutakse tsentrifuugimise tee!. Lahustuvushaire koira! tekivad 

 

krista!!id v6l ti!gad, mis on mikroskoobi al! vaade!davad parast 45士 3 tuffi pikkust 

 

t66t!emlst (enfle rakkude varvimist).S upernatant visatakse ara ja a!lesjaanud rakke 

 

pestakse tiks kord 100 i!jぬ kilmas fosfaadiga puhverdatud soo!a!ahuses (PBs), mis 

 

sisaldab 5 % veiselooteseerumit (varvimispuhver). Parast tsentrifuugimist suspendeeritakse 

 

rakud uuesti 100 t1 varvimispuhvris ja neid varvitakse 4 oc juures 30 minuti va!te! valguse 

 

eest kaitstu!t 5 .tl (ft 0,25 kig) C D86-astase antikehaga v6i hiire IgGiga 

 

(isotuubikontroll), mis on margistatud FlTcga. Tuleks kasutada U~SENSTM1l kasitlevas 

 

DB-ALui katse-eeskirjas nr 183 (12) kirje!datud antikehasid (CD86 puhu!: BD-

Pharlingen, katalooginumber 555657, klomn Fun-1, V6 i Ca!tag/Invitrogen, 

 

katalooginumber MH cD8601, klomn B U63; IgGi puhu!: BD-Pharlingen, 

 

katalooginumber 555748,V6 i cahag/Invitrogen, kata!ooginumber G14992). Katsemeetodi 

 

m ijt6ot可te kogemuste p6ha! on eri partiide antikehade fiuorestsentssignaa!i tugevus 

 

tavaliseit sarnane. Katses v6 ib kasutada muid kloone v6 i muu tarnija antikehi, miliega on 

 

edukait viidud labi reageerimisv6ime kontro!i (Vt punkt 11). Kasutajad v6iad siiski 

 

kaa!uda antikehade tiitrimist oma labori tingimustes, et teha kind!aks k6ige paremad 

 

kasutamiseks sobivad kontsentratsioonid. M6 nda ruud tuvastamisstisteemi, naiteks muu 

 

fluorokroomiga margistatud cD86-astaseid antikehasid V6 ib kasutada juhul, kui naiteks 

 

katsetega, mis tehakse !iites 2.2 !oet!etud padevusainetega, on v6ima!ik t6endada, et 

 

asjaomaste antikehade ja FlTcga konjugeeritud antikehade puhu! saadavad tu!emused on 

 

sarnased. Parast vahema!t kaks korda 100 t1 varvimispuhvriga ja Uks kord 100 iljぬkulma 

 

PBSiga pesemist suspendeeritakse rakud uuesti jaakU!mas PBSis (ft katsuti kaupa kasitsi 

 

ana!flUsitavate proovide puhui 125 mikro!iitris vi proovide automaatsisestamiseks ette 

 

nahtud p!aadi kasutamisel 50 mikroliitris) fing !isatakse PI lahus (i6ppkontsentratsioon 3 

 

tg/m!).V6 ib kasutada ka muid tsfltotoksilisuse markereid, naiteks 7-amino aktinomutsiin 

 

D-d (7-AAD) V6 i trUpaansinist, kui naiteks katsetega, mis tehakse hites 2.2 !oetletud 

 

ptdeVusainetega, on v6imalik t6endada, et asjaomase muu varvainega ja Plga saadavad 

 

tulemused on sarnased一 

 

L註bivoolutsutomeetriga anakitisimine 

 

19.C D86 ekspressioonitaset ja rakkude e luV6imelisust anaiQUsitakse labivoo!utsUtomeetriga. 

 

Eslmeses varavas Rl taheldatava rakupopulatsiooni selgeks tuvastamiseks ja rakuprugi 

 

e!imineerimiseks kujutatakse rakke suunise (FSC) ja granu!aarsuse (SSC) 

 

punktdiagrammil, mis on esitatud !ogaritmskaa!al. 'ga kannu kohta registreeritakse varavas 
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Rl kokku 10 000 rakku.Sa ma varava Rl rakke kujutatakse FL3 v6l FL4 ja SSC 

 

punktdiagrammil. El uv6imeliste rakkude eristamiseks kasutatakse teist varavat R2, mille 

 

abul valitakse vaija propiidiumjodiidi suhtes negatiivsete rakkude populatsioon (kanal FL3 

 

V6iFL4). Tsutomeetri analuusiprogrammi abul rakkude e luV6ime!isuse arvutamiseks v6ib 

 

kasutada ailpool esitatud valemit. Kui rakkude e !u6imelisus on vaike,V6i b registreerida 

 

koos surnud rakkudega kokku kuni 20 000 rakku. Temne V6i malus on registreerida andmeid 

 

ube minuti jooksul alates analuusi alustamise hetkest. 

 

X 100 

 

elusate rakkude arv 

 

registreeritud rakkude uldarv 

 

Rakkude elU v6imelisUs= 

 

Se可arel m66detakse varavas R2 (Rl sees) olevate elu6imeliste rakkude seas kanalis FL! 

 

positiivsena registreeritud rakkude protsentuaalne osakaal. C D86 ekspressiooni rakkude 

 

pinna! analuusitakse e!uv6imelisi rakke (R2) kujutaval FL! ja SSC punktdiagrammi!. 

 

ana!uusimarker p6hipopultslooni!e 

 

osakaa! taiss66tmega kontro!lides jaaks 

 

Taiss66tmeg/IgG1ga kannude puhul 

 

!abeda!e sellise!t, et IgGi signaa!iga 

 

vabemikku 0,6-0,9 %. 

 

Varvusest tulenev segav mju avaldub nihkena FITCga margistatud IgGi punktdiagrammil 

 

(kanalis FL1 registreeritud IgGi signaalile vastava S ! geomeetriline keskmine on ? 150 %). 

 

T66tlemta v6i 0,4 % DMS0d sisaldavate kontrollproovide rakkude ja kemikaa!iga 

 

toode!dud rakkude C D86 stimulatsiooniindeks arvutatakse vastavalt jargmisele va!emi!e: 

 

X 100 

 

cD86＋一rakkude % t66deldud proovis一lgG1＋一rakkude % t66deldud proovis 

 

c D86+-rakkude % kontrolUs - gG1+-rakkude % kontrolUs 

 

Sl= 

 

IgG1+-rakkude % tootlemata kontrollis - tootlemata eluv6imeliste rakkude seas 

 

ana!uusimarkeriga kind!aks maaratud, kanalis FL! registreeritud positiivsete IgG1 

 

signaa!iga rakkude protsentuaalne osakaal (lubatav vahemik on?: 0,6 % ja< 1,5 %; vt punkt 

 

22). 

 

IgG1/cD86+-rakkude % kontrollis/toodeldud proovis - kanalis FL! registreeritud 

 

positiivsete IgG1/cD86 signaaliga rakkude protsentuaalne osakaa!, mille m66tmise! ei ole 

 

ana!UUsimarkerit e!uv6imeliste kontro!!rakkude / t66deldud rakkude suhtes nihutatud. 

 

ANDIED JA A RUANDLUS 

 

Andrete hindamine 

 

20. U~5ENSTM~i puhu! arvutatakse jargmised naitajad: cV7O vaartus ebk kontsentratsioon, 

 

mille juures e!usate U937 rakkude osakaal on 70 % (tstitotoksilisus on 30 %), ja E cis0 

 

vaartus ehk kontsentratsioon, mille juures uuritava kemikaali p6hjustatud cD86 

 

stimu!atsiooniindeks (S') on 150 %. 
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CV7o arvutatakse log-lineaarse interpolatsiooni teel jargmise valemiga: 

 

CV70=Cl+[(Vl一70）ノ（Vl一V2)*(C2一Cl)], 

 

kus 

 

Vi on rakkude e luv6imelisuse vahim vaartus, mis uletab 70 %, 

 

V2 on rakkude el u6imelisuse suurim vaartus, mis jaab alla 70 %, fing 

 

Cija C 2 on kontsentratsioonid, mille juures rakkude e luv6imelisus on vastavalt Vi v6i V 2 

 

Keskrnine e 1uv6ime1sus (%) 

 

W 
70 

w 

 

▼ � → （皿ノml】 

 

Cl C V7O C 2 

 

CV70 leidmiseks on lubatud kasutada ka muid meetodeid, kui on t6endatud (ft katsetega, 

 

mis on tehtud padevusainetega), et see ei lll juta tulemusi. 

 

EC150 arvutatakse log-lineaarse interpolatsiooni teel jargmise valemiga: 

 

EC1SO=Cl +[(150一S1 1）ノ（S12一siD*(C2一Cl)], 

 

kus 

 

Ci on suurim kontsentratsioon ("g!ml), mille juures C D86 S 1< 150 % (S11), ja 

 

C2 on vahim kontsentratsioon (ig/ml), mille juures C D86 sIと 150 % (S12). 

 

I{C叫‘ GII 

 

Kaotsent rat'ロa r' 

 

slat' n、i 

 

ci ri」り U2 

 

ECiSija CV 7o vaartused arvutataksejargmiselt: 
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iga analuusitsukli puhui saadud konkreetseid EC 150 ja C V7O vaartusi kasutatakse seileks, 

 

et uurida C D86 taseme t6usu s6l tuvust kontsentratsiiinist (Vt punkt 14); 

 

keskmiste el u6imelisuse vaartuste p6h ai tehakse kindiaks uidine CV 70 (12); 

 

keskmiste C D86 SI vaartuste p6hjai tehakse U~SENSTM~i kohase prognoosi jargi 

 

P0S1T11VSEKS ioetud uuritava kemikaaii puhui (vt punkt 21) kindlaks uldine EC 1S0 

 

(12). 

 

Prognoosimudel 

 

21.C D86 ekspressioini m66 tmisei hinnatakse iga uuritavat kemikaali vahemait neijal 

 

kontsentratsioonii ja vahemait kahes s6 ltumatus eri paevadel labi viidavas anakmsitsuklis, 

 

miiie p6hal tehakse ttks prigniosijareidus (NEGATIIVNE v6i POSITIIVNE). 

 

USENSTM~i iga uksiku analuusitsukli kohast prignoosi kasitatakse negatiivsena (N), kui 

 

C D86 S ! on k6igii mi ttetsutotoksilistel kontsentratsioonidel (rakkude e iuv6imeiisus on ? 

 

70 %) alla 150 % ja ei taheidata segavat m可u (seises tstitiksiiisusega, lahustuvusega (vt 

 

punkt 18) v6i varusega (vt punkt 19), ilenemata mittetsititiksilisest kintsentratsiiinist, 

 

miiie juures segav mju ilnineb).K6 igi muudel juhtudei - kui C D86 S i in 150 % vi 

 

suurem ja/6i taheidatakse segavat lll ju - kasitatakse U~SENSTM~i iga tiksiku 

 

anakmsitsukli kihast prigniisi pisitiivsena (P). 

 

USENSTM~i kohast prognoosi kasitatakse NEGATIIVSENA, kui vahemait kahe 

 

s6ltumatu analuusitsukii kohased prignoosid in negatiivsed (N) (juonis 1). Kui kahes 

 

esimeses anailusitsukiis saadakse negatiivne (N) tuiemus, siis tunnistatakse U~SENSTM1i 

 

kihane p rigniis NEGATIiVSEKS ja kilmandat anakmsitsukiit ei iie vaja iabi vila. 

 

U-SENSTM-i kihast prigniisi kasitatakse POSITIIVSENA, kui vahemalt kahe s6 itu atu 

 

anaiuusitsukii kohased prigniisid on positiivsed (P) (juonis 1). Kui kahes esimeses 

 

anaiuusitsukiis saadakse positiivne (P) tuiemus, siis tunnistatakse U~SENSTM1i kihane 

 

prigniis P0S1T11VSEKS ja kilmandat anaituisitstiklit ei ile vaja iabi vna. 

 

Kuna armuse kindiaksmaaramise katset ei tehta, kasitatakse erandina ilukirda, kus 

 

esimeses anakmsitsukiis on C D86 S 1 150 % V6 i suurem Uksnes suurimai 

 

mittetstititiksiiisei kintsentratsiiinii. S e1 juhui kasitatakse anaiuusitsuklis saadud 

 

tuiemust EBASE LGENA (ES) fing tuieks labi viia taiendavad anaiuusitsukiid, kus 

 

kasutatakse ka muid kintsentratsioone (mis jaavad suurima mittetsUtitiksiiise ja vahima 

 

tsutitoksiiise kotsentrtsiooni vaheie; vt punkt 20). Kui anaiuusitsukii tulemus in Es, 

 

tuieks iabi viia veei vahemait kaks anaiuusitsukiit, millele iisandub neijas anaitltisitsukkei 

 

juhui, kui teise ja kilmanda tstikli tuiemused (teineteisest s6 itumatuit N ja /6i P) ei iange 

 

kikku (juonis 1). Taiendavate a naiiisitstiklite tuiemust kasitatakse pisitiivsena isegi 

 

juhui, kui C D86 SI vaartust 150 % v6i enam taheidatakse tiksnes tihel mittetstititiksilisel 

 

kintsentratsioonii, sest kontsentratsioone on kohandatud vastavait konkreetsele uuritavaie 
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kemikaalile. L6plk prognoos tehakse selle p6hal, millise tulemuse osakaal on kolme v飢 

 

neija eraidi anaiuusits'1k1i i6lkes suurem (st kaks kolmest V飢 kaks neljast) (juonis 1). 

 

Juonis 1. U~SENSTM1l puhui kasutatav prognoosimudel; U~SENSTM1l kohast prognoosi tuleks vaadeida 

 

iihtse lahenemisviisi raames fling koskias punkti 4 ja u ldlse sissejuhatuse punktide 7, 8 ja 9 n6 uetega 

 

15jaNI」 P 

 

6 IaP"N 

 

EWneSed k qk5 

 

OJ加」」川SIさ」Jk加 

 

I 

 

$IaP 

 

""N 

 

NIa P 

 

P"N 

 

' 

 

'b，りnOSび“kkd 

 

$ EsjaNjaN 

 

Nia Pia N 

 

P ja N ja N 

 

Neりコ5mw 

 

,de,応,mv 

 

[5IaP"P 

 

N ja P ja P 

 

P ja N ja P 

 

Ne'‘心'叫kke! 

 

eIde,めUrv 

 

Eョ,mSed koks 

 

0I,0丸IU5I「ョJ血ル「 

 

Nja N 

 

'aり1OSびUkke' 

 

.aセ”O'‘「ロ‘' 

 

P)aP 

 

K加1OS mIk畑I 

 

eI叱mIriv 

 

加馴lu確I INEGATU唯II加glu唯I I臓 “ lW晦 

 

N -a nalhlsitsflkkl, kus C D86 ei ole positiivneja segavat m◇］ u ei taheldata; 

 

P - anahmsitstikkel, kus C D86 on positive」a!6i taheldatakse segavat m u; 

 

ES - ebaselge; ebaselge tulemusega esimene analuusitsukkel, kus C D86 on positiivne Uksnes suurima 

 

mittetsiitotoksilise kontsentratsioom juures; 

 

#- Uksnes esimese analutisitsikli p6hl ebaselgeks (S) loetud Uksiktulemus tmgib automaatselt vajaduse viia 

 

labi kolmas a naluusitstikkel, et saavutada positiivsete (P) v6i negtivsete (N) tulemuste ulekaal vahemalt 

 

kolmest s6 tmatust analuusitsuklist vahemalt kahes; 

 

$ - kastides on esitatud kolme analuusitstikli tulemuste kmbinatsioomd ltihtuvalt Uleniises kastis esitatud kahe 

 

esimese tstikli tulemustest; 

 

。- kastides on esitatud nelja analuusitstikli tulemuste kombinatsioomd lahtuvalt ulemises kastis esitatud kolme 

 

esimese tstikli tulemustest 

 

N6uetekohasuse kriteeriumid 

 

22. Meetodi U~SENSTM kasutamisel peaksid oiema taidetud j rgmised katse n6 uetekohasuse 

 

kriteeriumid (12). 
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U937 rakkude keskmine el uv6mlehsus kolmes t66tlemta paralleelproovis peab 45士 3 

 

tundi kestnud kokkupuute l6pus o lema > 90 % ja C D86 ekspressioonis ei tohi esineda 

 

triivi. Tddtlemata U937 rakkude C D86 ekspressiooni baastasemele vastav vaartus peab 

 

jima vahemikkuと 2 %jaS 25 %. 

 

D1S0 kasutamisel lahustina arvutatakse D1S0 juuresolekul saadud S 1 v6rrelduna 

 

t66tlemta rakkudega saadud S lga, et hinnata kandeainena DMS0d sisaldava kontrolli 

 

n6uetekohasust; seejuures peab kolme paralleelproovi rakkude keskmine e luv6imelisuS 

 

o lema> 90 %. Kandeainena DMS0d sisaldav kontroll on n6uetekohane, kui selle kolme 

 

paralleelprooviga saadud C D86 S 1 keskvaartus on vaiksem kui 250 % toitlemata U937 

 

rakkude kolme paralleelprooviga saadud C D86 S ! keskvaartusest. 

 

Analuusitsukkel tunnistatakse n6uetekohaseks, kui tootlemata U937 rakkude puhul jaab 

 

vihemalt kaks kolmest IgGi ga saadud sigriaali virtusest vahemikku?: 0,6 % ja < 1,5 %. 

 

Sa maaegselt hiimatav negatiivne kontroll (piimhappega) tunnistatakse n6uetekhaseks, kui 

 

kolmest paralleelproovist vahemalt kaks on negatiivsed (CD86 S 1 on < 150 %) ja neis ei 

 

tiheldta tstotoksilisust (rakkude eluv6imelisus on?: 70 %). 

 

Positiivne kontroll (TNB Siga) tunnistatakse n6uetekohaseks, kui kolmest paralleelproovist 

 

vihemalt kaks on positiivsed (CD86 S 1 on?: 150 %) ja neis ei taheldata tsutotoksilisust 

 

(rakkude eluv6imelisus on?: 70 %). 

 

Katseprotokoll 

 

23. Katseprotokoll peaks sisaldamajargmist teavet. 

 

lJu万たlv kemikaal 

 

Uhest koostisosast koosnev aine: 

 

kemikaali identimisandmed, naiteks !UPACi v6i CAS i nimetus(ed) ja CAS i 

 

number/numbrid, SM ILESi V6 i InCh' kood,s truktuurivalemj a!v6i muu identimisteave; 

 

fQusiline valimus, lahustuvus taisslitmes, lahustuvus DMS0s, molekulmass ja ruud 

 

asjakohased kattesaadavad andmed fiiisikalis-keemiliste omaduste kohta; 

 

puhtus, v6imause ja vajaduse korral lisandite keemiline mirtlus jne; 

 

vajaduse korral teave tootlemise kohta enne katset (ft soojendamine, peenestamine); 

 

kasutatud kontsentratsioon(id); 

 

kattesaadav teave sailitamistingimuste ja pttsivuse kohta; 

 

iga uuritava kemikaali puhul lahusti/kandeaine valimise p6hjendus. 

 

Mitmest koostisosast koosnev aine, tundmatu v6i muutuva koostisega aine, kompleksne 
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reaktsioonisaadus v6i bioloogilist paritolu materia! v6l segu: 

 

v6lmaikult tapne omaduste kirjeldus lahtuvalt naiteks koostisosade keemilisest 

 

maaratlusest (Vt eespool), puhtusest, kvantitatiivsest sisaldusest ja asjakohaseid fi tislkahs-

keemilisi omadusi kasitlevatest kattesaadavatest andmetest (vt eespool); 

 

fliusiline valimus, lahustuvus taiss66tmes, lahustuvus DMS0s ja ruud asjakohased 

 

kattesaadavad andmed fitusikalis-keemiliste omaduste kohta; 

 

teadaoleva koostisega segu/polumeeri puhui molekulmass v6i nailine molekulmass v6i 

 

muu uuringu tegemiseks asjakohane teave; 

 

vajaduse korral teave tiltiemise kohta enne katset (ft soojendamine, peenestamine); 

 

kasutatud kontsentratsioon(id); 

 

kattesaadav teave sailitamistingimuste ja pflsivuse kohta; 

 

iga uuritava kemikaali puhui iahusti/kandeaine vaiimise p6hendus. 

 

&mtollid 

 

Positiivne kontroll: 

 

kemikaali identimisandmed, naiteks IUPACi v6i CASi nimetus(ed) ja CASi 

 

number/numbrid, SMI LESi V6i InCh' kood,s truktuurivaiem j a/6i muu identimisteave; 

 

fQtisiline Va limus, lahustuvus DMS0s, molekulmass ja vajaduse koiral ruud asjakohased 

 

kattesaadavad andmed fdtisikalis-keemiliste omaduste kohta; 

 

puhtus, v6i maluse ja vajaduse koiral lisandite keemiline maaratius jne; 

 

vajaduse korral teave t66tlemise kohta enne katset (ft soojendamine, peenestamine); 

 

kasutatud kontsentratsioon(id); 

 

kattesaadav teave saiiitamistingimuste ja ptisivuse kohta; 

 

vajaduse korral viide varasematele positiivse kontrolliga saadud tuiemusteie, millest 

 

nahtub vastavus asjakohastele analuusitstYkli n6 uetekohasuse kriteeriumidele. 

 

Negatiivne ja lahustiga!kandeainega kontroll: 

 

kemikaali identimisandmed, naiteks IUPACi v6i CASi nimetus(ed) ja CASi 

 

number/numbrid,SM ILESi V6i InCh' kood,s truktuurivalem j a!v6i muu identimisteave; 

 

mihtus, V6i maluse ja vaiaduse korral lisandite keemiiine maaratlus jne: 
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asjaomases katsejuhendis nimetamata lahusti/kandeaine kasutamisel kontrollina 

 

kattesaadav teave selle fdhsilise valimuse, molekulmassi ja muude asjakohaste flausikalis-

keemiliste omaduste kohta; 

 

kattesaadav teave sailitamistingimuste ja pttsivuse kohta; 

 

iga uuritava kemikaali puhul iahusti/kandeaine valimise p6hendus. 

 

Katsetingim used 

 

sponsori, katselabori ja uuringu juhi nimi ja aadress; 

 

kasutatud katsemeetodi kirjeldus; 

 

kasutatud rakuliin, selle sailitamistingimused fing paritolu (ft asutus, kellelt rakud saadi); 

 

kasutatud labivoolutstttomeeter (ft rudel) ja seile seaded, kasutatud globuliin, antikehad 

 

ja tsUtotoksilisuse marker; 

 

padeVusainete analttttsimise meetod, mida kasutati labin padevuse t6endamiseks, fing 

 

katsemeetodiga saadud tulemuste pikaajalise reprodutseeritavuse t6endamise viis, naiteks 

 

labihs kontrollidega j a !6i reageerimisv6ime kontrollimisel varer saadud andmed. 

 

Kate n6u etekhasuse kritee万urid 

 

lahustiga/kandeainega kontrolli puhui saadud rakkude elu6imelsuse ja C D86 S 1 

 

vaartused v6rrelduna vastavate n6uetekohasust kaj astavate vahemikega; 

 

positiivse kontrolliga saadud rakkude e luv6imelisuse ja S 1 vaartused v6rreduna vastavate 

 

n6uetekohasust kaj astavate vahemikega; 

 

rakkude elu6imelisus uuritud kemikaali igal katses kasutatud kontsentratsioonil. 

 

Katse肱ik 

 

analuusitsuklite arv; 

 

uuritava kemikaali kontsentratsioonid, lisamisviis ja kasutatud kokkupuuteaeg (kui erineb 

 

soovitatust); 

 

kokkupuute kestus; 

 

kasutatud hindamis- ja otsustamiskriteeriumide kirjeldus; 

 

k6ikide katse kaigus tehtud muudatuste kirjeldus. 

 

Tulemused 

 

tabeli kujul andmed uuritava kemikaali ja positiivse kontrolli kohta igas analttttsitstiklis, sh 

 

CV 70 (vajaduse korral),S ', rakkude el u6imelisuse vaartused, EC 15o vaartused (vajaduse 

 

korral) ja prognoosimudelil p6hinev hinnang uuritava kemikaali kohta; 
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mis tahes muude asjakohaste vaatlusandmete kirjeldus 

 

saadud tulemuste arutelu; 

 

hindamine ihtse lahenemisviisi kontekstis, kui muu asjakohane teave on 
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Luide 2.1 

 

MOISTED 

 

Aine - looduslik V6i mis tabes tootmisprotsessi tulemusena saadud keemiline element v6i 

 

seile ubend koos pflsivuse tagamiseks vai alike lisaainete ja tootmisprotsessi kaigus tekkinud 

 

lisanditega, mis ei h6lma siiski lahusteid, mida on V6i malik aine pQsivust mjutamtaV6 i 

 

seile koostist muutmata ainest eraldada. 

 

A nal皿sitsukkel - tihe v6i ritme uuritava kemikaali analuusimine lahustiga/kandeainega 

 

kontrolli j a positiivse kontrolliga paralleelselt. 

 

Asjakohasus - naitaja, mille abul kirjeldatakse, kuiv6rd katsemeetod V6 imaldb uurida 

 

huvipakkuvat toimet, kas selle kasutamine on m6 ttekas ja kas see on konkreetse eesmargi 

 

jaoks sobiv. Asjakobasusest nahtub, mil maral saab katsemeetodiga 6 igesti m66ta vi 

 

ennustada huvipakkuvat bioloogilist toimet. Asjakohasuse puhui v6etakse arvesse ka 

 

katsemeetodiga saavutatavat tapsust (vastavust) (14). 

 

C D86le avalduv kontsentratsioonist s6I tuv Ill可 u - s6ltuvus kontsentratsioonist esineb 

 

juhul, kui positiivse tulemuse (CD86 S 1 ? 150) saamiseks vajalikule kontsentratsioonile 

 

jargneval kontsentratsioonil taheldatakse C D86 S 1 suurenemist. 

 

CV 70 - binnanguline kontsentratsioon, mille juures rakkude e lu6imelisus on 70 %. 

 

EC 150 - hinnanguline kontsentratsioon, mille puhui C D86 ekspressiooni kajastav S I on 

 

150%. 

 

Kahjuliku tuirne rada - stindmuste abel alates sihtkemikaali v6i rtihma sarnaste 

 

kemikaalide keemilisest struktuurist s6 ltuvast kaivitavast molekulaarsest stindmusest kuni 

 

vaadeldava tulrne avaldumiseni in vivo (15). 

 

Katsete tegemist ja hindamist kasitlev u htne lahenemisviis - struktureeritud 

 

lahenemisviis, mida kasutatakse kemikaali V i ruhma kemikaalide ohtlikkuse tuvastamiseks 

 

(v6imalik toime), ohu kirjeldamiseks (tuire tugevus) ja/v6i ohutuse hindamiseks (v6imalk 

 

ture / ture tugevus ja kokkupuude) fling mille raames l6imitakse strateegiliselt ja 

 

kaalutakse labi k6ik asjakohased andmed V6 imalikku ohtu ja/v6i riski j a/v6i taiendavate 

 

sihiparaste ja seega minimaalses ulatuses katsete tegemise vajadust kasitleva regulatiivse 

 

otsuse tegemiseks. 

 

Kernikaal - aine V6i segu. 

 

Lahustiga/kandeainega kontroll - t66tlemata proov, mis sisaldab k6iki katsestisteemi 

 

komponente peale uuritava kemikaali, sealhulgas lahustit/kandeainet. Se 11e abul tehakse 

 

kindlaks labtetase samas lahustis/kandeaines lahustatud v6i pusiva dispersiooni 

 

moodustanud uuritava kemikaaliga tdddeldud Droovide iaoks. Kui sellist t66tlemta Droovi 
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hinnatakse paralleelselt s66 tmega kontroliga, v6imaldb see uhtiasi kindlaks teha, kas 

 

lahusti/kandeaine m可utb katsesusteemi. 

 

Lbivoolutsutomeetria - tsutomeetriline meetod, mille puhul vedelikus suspendeeritud 

 

rakud liiguvad iksteise j arel labi ergastava valguse fookuse fling sellest tingitud valguse 

 

hajumise vuis kajastab rakkude ja fende koostisosade omadusi; sageli margistatakse rakud 

 

fiuorestseeruvate markeritega, mille puhui vaigus k6igepealt neeldub ja seejarel kiirgub 

 

muutunud sagedusel. 

 

Mitmest koostisosast koosnev aine - aine, mis on maaratietud kvantitatiivse koostise 

 

alusei ja milles enam kui Uhe p6hikoostisosa sisaldus on vahemait 10, kuid vaiksem kui 

 

musena. 

 

laadakse 

 

80 massiprotsenti. Mitmest koistisosast koosnev aine saadakse tootmisprotsessi tule 

 

segu ja mitmest koostisosast koosneva aine vahei seisneb selles, et 

 

aine kokku segamisei, ilma et toimuks keemiiist reaktsiooni. Mitmest 

 

Erinevus 

 

kahe V6 i 

 

koostisosast koosnev aine saadakse keemilise reaktsiooni tulemusel 

 

N6uetekohane katsemeetod - katsemeetod, mille asjakohasust ja usaldusvaarsust 

 

konkreetse eesmargi puhui peetakse piisavaks fling mis rajaneb teaduslikuit usaldusvaarsetei 

 

p6him6tetel. Katsemeetod ei ole kunagi n6uetekohane absoluutses tahenduses, vaid flksnes 

 

seises teatud kindia eesmargiga (14). 

 

Ohtiikkus - mjurit V6 i oiukorda iseloomustav omadus, miliest v6ib tuleneda kahjulik 

 

tuire, kui organism, sUsteem V6 i (aiam)populatsioon selle m可uriga kokku puutub. 

 

Positivne kontroll - paraiieeiproov, mis sisaldab k6iki katsesUsteemi kimpinente ja mida 

 

on tdddeidud ainega, millega teadaolevalt saadakse positiivne tulemus. Positiivse tuiemuse 

 

vaartus ei tohiks illa iiiga suur, et V6 imaldada hinnata pisitiivse kontrolliga saadud 

 

tulemuste varieeruvust ajas. 

 

Prehapteenid - kemikaalid, mis muutuvad sensibilisaatoriks abiootilise mu indumlse, ft 

 

oksudeerumise teel 

 

Prohapteenid - kemikaaiid, mis vajavad nahka sensibiliseeriva tuirne tekkimiseks 

 

ensflmaatiiist aktiveerimist. 

 

Segu - kahest v6i enarnast ainest koosnev segu v6i lahus. 

 

S! - stimuiatsiooniindeks. Kemikaalga toodeidud rakkude fluorestsentssignaali tugevuse 

 

vaartuste geomeetrilise keskmise suhteline vaartus v6rrelduna lahustiga t66deidud rakkude 

 

fluorestsentssignaali tugevuse vaartuste geomeetrilise keskmisega. 

 

Spetsiifilisus - katsemeetodiga 6 igesti ne gatiivseks/reaktslooniv6imetuks iiigitatud 

 

uuritavate kemikaalide osakaal k6ikide negatiivsete kemikaalide hulgas.S petsii丘lisus 

 

kaj astab sellise katsemeetodi tapsust, millega saadakse kategoriseeritav tulemus, fling see on 

 

oluline naitaja katsemeetodi asj akohasuse hindamiseks (14). 
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Triiv - triiv esineb juhu!, kui i) kolmanda tootlemata kontrollprooviga saadud korrigeeritud 

 

cD86+(%) vaartus on vaiksem kui 50 % esimese ja teise tootlemata kontroliprooviga saadud 

 

korrigeeritud C D86+(%) vaartuste keskmisest fing ii) negatiivse kontrolli kolmanda 

 

prooviga saadud korrigeeritud c D86+(%) vaartus on vaiksem kui 50 % negatiivse kontrolli 

 

esimese ja teise prooviga saadud korrigeeritud c D86+(%) vaartuste keskmisest 

 

Tundlikkus - katsemeetodiga 6 igesti positlivseks/reaktsiooniv6imeliseks liigitatud 

 

uuritavate kemikaalide osakaal k6ikide positiivsete kemikaalide hulgas. Tundlikkus kajastab 

 

sellise katsemeetodi tapsust, millega saadakse kategoriseeritav tulemus, fling see on oluline 

 

naitaj a katsemeetodi asjakohasuse hindamiseks (14). 

 

ipsus - katsetulemuste ja 

 

katsemeetodi tulemuslikkust 

 

Vastv6etavte v6rdlusvぬrtuste koosk6la maar. Tapsus naitab 

 

ja on ttks asjakohastest aspe 

 

sageli vastavuse tahenduses, et valjendada katsemeetodiga 

 

(14). 

 

ktidest. Se da m6istet kasutatakse 

 

saadud 6 igete tulemuste osakaalu 

 

Usaidusviilirsus - naitaja, mis iseloomustab katsemeetodiga saadud tulemuste 

 

reprodutseeritavust pikema aja jooksul samas laboris ja eri laborites, kui meetodit 

 

rakendatakse uhe ja sama katse-eeskirja alusel. Usaldusvaarsuse hindamiseks arvutatakse 

 

laborisisene ja laboritevaheline reprodutseeritavus fing laborisisene korratavus (14). 

 

Uuritav kemikaal - iga aine v6i segu, mida uuritakse kaesoleva katsemeetodi abu. 

 

UVCB - tundmatu v6i muutuva koostisega aine, kompleksne reaktsioonisaadus 

 

bioloogilist paritolu material. 

 

V航rvimispuhver 

 

veiselooteseerumit. 

 

fosfaadiga 

 

puhverdatud soolalahus, mis si saId ab 

 

)m 
% 

 

v 
5 

 

Uhest koostisosast koosnev aine - aine, mis on maaratletud kvantitatiivse koostise alusel ja 

 

mille uhe p6hikoostisosa sisaldus on vahemalt 80 massiprotsenti. 

 

Uhinenud Rahvaste Organisatsiooni u htne fllemaailmne kemikaalide kiassifitseerimise 

 

ja Ill註 rgistamise sus teem (URO G1S) - sttsteem, millega nahakse ette kemikaalide (ainete 

 

ja segude) klassitseerimine vastavalt fende fiiisi1ise ohtlikkuse fing kahjuliku tervise- ja 

 

keskkomlamju standarditud liigile ja tasemele fing mis h6lmab selliseid asjaomaseid 

 

teavitustahiseid nagu piktogrammid,n血 rks6nad, ohulaused, hoiatuslaused ja ohutuskaardid, 

 

et anda inimeste (sealhulgas tooandjate, tootajate, vedajate, tarbijate ja paastetootajate) fling 

 

keskkonna kaitsmiseks vajalikku teavet k6nealuste kemikaalide kahjuliku toime kohta (16). 
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Luide 2.2 

 

PADEVUSAINED 

 

Enne katsemeetodi B .7 i juurde kuuluvas kaesolevas lutes kirjeldatud meetodi rutiinset 

 

kasutamist tuleks t6endada labori tehnilist padevust.Se 11eks tuieks U~SENSTM~i kasutamisel 

 

saada tabelis i esitatud soovitatava ktimne aine puhui eeldatavale tulemusele vastav 

 

prognoos fling CV 7o ja EC 15O vaartused, mis jaavad k(imnest padevusainest vahemalt 

 

kaheksa puhui asjaomasesse V6 rdiusvahemikku. Padevusained on valitud nii, et fende puhui 

 

oleksid esindatud naha sensibiliseerimise ohuga seotud eri reaktsioonid. Peale selle on 

 

valikukriteeriumidena v6etud arvesse ainete kaubanduslikku kattesaadavust, kvaliteetsete in 

 

vivo v6rdlusandmete olemasolu ja U~SENSTM~iga saadud kvaliteetsete in vitro andrete 

 

olemasolu. Lisaks on U~SENSTM~i kohta olemas avaidatud v&diusandmed (1, 8). 

 

Tabel 1. U~SENSTM1l kasutamise teimiisc padevuse t6cndamisck soovitatavad ained 

 

U- U-sENsTM U-SENSTM 

 

sENsTM 

 

Padevusained 

 

FuuSik In vivo 

 

CASinr aline tuirne 

 

olek pr0gn00s1 

 

Lahusti! 

 

kandeain 

 

e 

 

C V70 

 

v6rdluSva 

 

hemik, 

 

tg/ml2 

 

EC 150 

 

v6rdluSvah 

 

erik, 

 

1Wml2 

 

4-fnUleendiamiin 

 

106-50-3 Tahkis 

 

Sensbihsaator 

 

(tugev) 

 

T飢ss66de3 

 

<30 

 

PikrilUlsulfionhape 

 

2508-19-2 Vedelik 

 

Sensbihsaator 

 

(tugev) 

 

Tiss66de 

 

> 50 

 

Dietiilmaleaat 

 

141-05-9 Vedelik 

 

Sensbihsaator 

 

(m66duks) 

 

D1S0 

 

10-100 

 

Resortsiniol 

 

108-46-3 Tahkis 

 

Karieelalkoho 

 

104-54-1 Tahkis 

 

4-lhiiilanisoo1 

 

140-67-0 Vedelik 

 

Sihhiriin 

 

8 1-07-2 Tahkis 

 

Glitserool 

 

56-81-5 Vedelik 

 

Piimhape 

 

50-21-5 Vedelik 

 

Slit s00lhpe 

 

69-72-7 Tahkis 

 

SenSibi1iSaatOr 

 

(m66duks) 

 

Sensbihsaator 

 

(n6rk) 

 

Sensibihsaator 

 

(n6rk) 

 

Sensibiliseeriv 

 

a toimeta 

 

Sensibiliseeriv 

 

a toimeta 

 

SensibiliseeriV 

 

a toimeta 

 

SensibiliseeriV 

 

a toimeta 

 

T16ss06de 

 

D1S0 

 

Positiivne 

 

(S 10) 

 

Positiivne 

 

(S 50) 

 

Positiivne 

 

(S 20) 

 

Positiivne 

 

(S 50) 

 

Positiivne 

 

(1 0-100) 

 

Positiivne 

 

(< 200) 

 

Negatiivne 

 

(>200) 

 

Negatiivne 

 

(>200) 

 

Negatiivne 

 

(>200) 

 

Negatiivne 

 

(>200) 

 

nU 
nU 

 

0 
0 

 

1 
ー 

 
D1S0 

 

> 100 

 

D1S0 

 

> 200 

 

Tiiss66de 

 

> 200 

 

Tiiss66de 

 

> 200 

 

D1S0 

 

> 200 

 

Lflhendid: CAsi nr - Chemical Abstracts Se rvice'i registrinumber. 

 

In vivo ohu (ja tourie tugevuse) prognoos p6h血eb LLNA andmetel (1, 8). In vivo tourie tugevuse vaijendaniisel on 

 

lahtutud ECETOCi soovitatud kriteeriuniidest (17). 
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10 % veiselooteseeruniit, 2 niIVI L-glutamuini, 100 Uhikut penitsilliini 

 

100 F g/n1 (8). 

 

531 

 

Varasemate katsete andrete p6hal (1, 8). 

 

Taiss66de - s66 de RPMI-1640, mis sisaldab 

 

milliliitri kohta ja streptomfltsiini kontsentratsioonis 
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3. hiide 

 

NAHA SE NSIBILISEERIMINE IN VITRO: IL-8 LITSIFERAASIKATSE 

 

LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGI 

 

1. Erinevait raku pinnamarkerite ekspressiooni anahi[isimiseks e tte nahtud katsetest 

 

m66detakse IL-8 lutsiferaasikatsega muutusi IL-8 ekspressioonis. 'L-8 on tstitokiin, mis on 

 

seotud dendriitrakkude aktiveerimisega. IL-8 ekspressiooni m66 detakse TIP-i baasil 

 

loodud IL-8 reporterrakuhinis (THP-G8, mis on saadud inimese ageda monotsUUtse 

 

leukeemia rakuiiinist TIP-i) parast rakkude kokkupuudet sensibilisaatoriga (i).Se lie 

 

meetodi puhui hirmatakse lutsiferaasi ekspressiooni, e t aidata eristada naha 

 

sensibiiisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei sensibiiiseeri. 

 

2. IL-8 lutsiferaasikatse meetodit on hinnatud Alternatiivsete Meetodite Valideerimise 

 

Jaapani Keskuse (JaCVAM), Jaapani majandus-, kaubandus- ja toostusministeeriumi 

 

fling Loomkatsete Alternatiivide Jaapani Uhingu (JSAAE) labi viidud 

 

valideerimisuuringus (2) fling seej arel on see vastastikuse eksperdihinnangu raames 

 

siitumatuit iabi vaadatud (3) JaC VAMi fling Jaapani tervishoiu-, tio- ja 

 

sotsiaalministeeriumi egiidi ail fling alternatiivsete meetodite alase rahvusvahelise 

 

koost66 foorumi ('CAT') toetusel. K6 ikidest kattesaadavatest andmetest fling 

 

reguleerivate asutuste ja s idusr(hmade seisukohtadest lahtuvalt peetakse IL-8 

 

lutsiferaasikatset uhtse lahenemisviisi kasulikuks osaks, mis V6 imaldab aidata ohu alusel 

 

kiassi丘tseerllise ja margistamise eesmargil eristada naha sensibilisaatoreid kemikaalidest, 

 

mis nahka ei sensibiliseeri. Naited IL-8 lutsiferaasikatsega saadud andrete kasutamisest 

 

muu teabega korbineerituna on avaidatud kirjanduses (4, 5, 6). 

 

3. IL-8 lutsiferaasikatse reetod on osutunud rakendatavaks laborites, kus on olemas 

 

rakukultuuride kasutamise ja lutsiferaasi aktiivsuse r66tmise kogemus. Laborisisese ja 

 

laboritevahelise reprodutseeritavuse maar on vastavait 87,7 % ja 87,5 % (2). 

 

Vahdeerimisuuringu (2) ja ruude avaidatud tilde (1, 6) andmetest nahtub,e t LLNA 

 

tulemustega virreldes liigitati IL-8 lutsiferaasikatsega 143 kemikaalist 118 positiivseks v6i 

 

negatiivseks ja 25 kemikaali puhui oli tulemus ebaseige fing 'L-8 lutsiferaasikatses oli 

 

naha sensibilisaatorite (URO GHSi I CLP-maaruse kohaseit 1. kategooria kemikaalide) 

 

mittesensibiliseerivatest kemikaaiidest (URO GISi /CLP-maaruse kohaselt 

 

kategoriseerimata kemikaalidest) eristamise tapsus 86 % (101/118), tundlikkus 96 % 

 

(92/96) ja spetsii丘iisus 41 % (9/22). Kui alipooi kirjeidatud kohaldamisaiast (punkt 5) 

 

vaija jaavad ained k6r"aie jatta, liigitati IL-8 lutsiferaasikatsega 136 kemikaalist 113 

 

positiivseks vii negatiivseks ja 23 kemikaah puhui oli tulemus ebaselge fing IL-8 

 

iutsiferaasikatse meetodi tapsus oli 89 % (101/i 13), tundlikkus 96 % (92/96) ja 

 

532 

 



D060575102 

 

spetsiifiiisus 53 % (9/17). Inimuuringute andrete alusel, millele on osutanud Urbisch e t al. 

 

(7), liigitati IL-8 lutsiferaasikatsega 90 kemikaalist 76 positiivseks v6l negatiivseks ja 14 

 

kemikaali puhui oli tulemus ebaselge fing meetodi tapsus iii 80 % (61/76), tundlikkus 

 

93 % (54/58) ja spetsiifiiisus 39 % (7/18). Kui kohaidamisaiast vaija jaavad ained k&vale 

 

jatta, iiigitati IL-8 lutsiferaasikatsega 84 kemikaaiist 71 positiivseks v6i negatiivseks ja 13 

 

kemikaali puhui iii tulemus ebaseige fling meetodi tapsus iii 86 % (61/71), tundlikkus 

 

93 % (54/58) ja s petsii丘iisus 54 % (7/13). IL-8 lutsiferaasikatses valenegatiivsete 

 

prognooside saamise t6enaosus on suurem vahesel maaral kuni m66 dukalt nahka 

 

sensibiliseerivate (URO GHSl / CLP-maaruse kohaseit alamkategooria lB) kemikaaiide 

 

puhui ja vaiksem siis, kui tegemist on tugevait nahka sensibiliseeriva (URO GHSi / CLP-

maaruse kohaselt aiamkategooria lA) kemikaaliga (6).Ko kku6ttes nahtub seliest teabest, 

 

et 'L-8 lutsiferaasikatset saab kasutada naha sensibiliseerimise ohu kindlakstegemisei. 

 

Ainsa meetodina kasutatava IL-8 iutsiferaasikatsega saavutatav eespooi nimetatud tapsus 

 

on siiski uksnes orienteeriv, sest katseandmeid tuieks vaadeida thtse iahenemisviisi 

 

kontekstis koos muudest allikatest panlt teabega ja koosk6las uldise sissejuhatuse 

 

puiiktide 8 ja 7 satetega. Kui hinnatakse naha sensibiiiseerimise katsemeetodeid, mille 

 

puhui ei kasutata katseloomi, tuieb lisaks meeles pidada, et LLNA ja muude liomkatsete 

 

tulemused ei Druugi taielikult kajastada kemikaali toimet inimesele. 

 

4. Praeguse oiemasoleva teabe p6hjal on t6endatud, et IL-8 lutsiferaasikatse meetod on 

 

kohaldatav paljude uuritavate kemikaalide puhui, mis erinevad iksteisest orgaanilise 

 

funktsionaalruhma, toimemehhanismi,in vivo katsetega maaratud nahka sensibiliseeriva 

 

tuirne tugevuse ja ftsikalis-keemiliste omaduste poolest (2, 6). 

 

5. Kuigi k6nealuses IL-8 iutsiferaasikatses kasutatav lahusti on X~VIVoTM 15,V6 imaidb see 

 

katse anda 6 ige hinnangu kemikaalide kohta, mille log K ~w > 3,5 ja vees lahustuvus on 

 

pnognammiga EP! su ite]M tehtud arvutuste kohaselt ligikaudu 100 gig/mi, fling tuvastada 

 

vees haivasti lahustuvaid nahka sensibiliseerivaid kemikaaie t6husamalt kui IL-8 

 

iutsiferaasikatse, milles kasutatakse lahustina dimetQulsulfoksiidi (D1S0) (2). Ent 

 

kontsentratsioonil 20 mg/ml mittelahustuvate kemikaaiide puhui saadavad negatiivsed 

 

tulemused V6i vad olla vaienegatiivsed, kuna seilised kemikaaiid ei lahustu X~V!VoTM l5ー 

 

s.S eeparast tuleks k6nealuste kemikaalide puhul jatta negatiivsed tulemused arvesse 

 

v6tmta. Valideerimisuuringus taheidati suunt valenegatiivsete tulemuste maara 

 

anhidriidide puhul. Peaje seile v6idakse kasutatava nakuliini piinatud 

 

metboliseenimisv6ime (8) v6i katsetingimuste t6ttu saada katses negatiivseid tulemusi ka 

 

prohapteenidega (ained, mis vajavad metaboolset aktiveerimist) ja prehapteenidega (ained, 

 

mis aktiveeruvad 6 hus oksudeerumisel). Ehkki v6imaliku pre- v6i prohapteeni puhui 

 

saadavate negatiivsete tulemuste t6lgendamisei tuleks olla ettevaatlik, oh IL-8 

 

iutsifenaasikatset kasitievas andmestikus esindatud ainete kohta tehtud 6 igete jarelduste 

 

maar prehapteenide puhui 11/11, prohapteenide puhul 6/6 ja pre-/prohapteenide puhui 6/8 
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(2). Lahtuvalt pre- ja prohapteenide tuvastamiseks kasutatava kolme loomadega 

 

mitteseotud katsemeetodi (DPRA,Ke ratinoSensTM ja h-CLAT) hiljutisest p6halikust 

 

analtilsist (9) ja tulenevalt asjaolust, et 'L-8 lutsiferaasikatses kasutatav rakuliin TH P-G8 

 

on saadud h-CLATs kasutatavast rakuliinist TIP-i, v6ib IL-8 lutsiferaasikatse meetod 

 

muude meetoditega kombineerituna aidata suurendada muudel kui loomkatsetel p6hinevate 

 

meetodite tundlikkust pre- ja prohapteenide tuvastamisel. Se ni uuritud pindaktiivsete 

 

ainetega on saadud (vale)positiivsed tulemused, seda olenemata fende iiigist (ft 

 

katioonsed, anioonsed v6i mitteioonsed). Lisaks V飢va d lutsiferaasile segavat Ill ju 

 

avaldavad kemikaalid moonutada seile aktiivsust v6i m66 tmlstulemusi fling seelabi 

 

p6hjustada nailist inhibitsiooni v6i tugevamat luminestsentsi (10). Naiteks on muude 

 

lutsifraasip6histe reportergeenikatsete puhul taheldatud, et ftitoistrogeenid, mis esinevad 

 

suuremas kontsentratsioonis kui i jiM,111 jutaVad luminestsentsisignaale lutsiferaasi 

 

reportergeeni uleaktiveerimise ted. See prast tuleb lutsiferaasi ekspressioonitaset, mis on 

 

m66detud suures kontsentratsioonis esineva filto6strogeeni vi selise uhendi juuresolekul, 

 

mille puhui kahtlustatakse fto6strogeeiga sarnast lutsiferaasi reportergeeni aktiveerivat 

 

toimet, hoolikalt analuusida (ii). Eespooi kiri eldatust tulenevalt ei kuulu pindaktiivsed 

 

ained, anhudriidid ja lutsiferaasile segavat m可u avaidavad kemikaalid kaesoleva 

 

katsemeetodi kohaldamisalasse. Kui leidub andmeid, mille kohaselt IL-8 lutsiferaasikatset 

 

ei saa kasutada m6 ne muu konkreetse uuritavate kemikaalide ruhma puhul, ei tohiks seda 

 

asiaomase konkreetse kemikaaliruhma Duhul kasutada. 

 

6. Nagu eespool kirjeldatud, aitab IL-8 lutsiferaasikatse eristada naha sensibilsaatoreid 

 

kemikaalidest, mis nahka ei sensibiliseeri. Taiendavalt on vaja uurida seda, kas IL-8 

 

lutsiferaasikatse tulemusi saab muudest allikatest panit teabega kombineenituna kasutada 

 

tuirne tugevuse hindamisel; seda tuleks soovitatavalt teha inimuuningutest saadud andrete 

 

alusel. 

 

7.M6 isted on esitatud hiites 3.i. 

 

KATSEPOHIMOTE 

 

8. IL-8 lutsiferaasikatses kasutatakse inimese monotsuutse leukeemia rakuhiini TIP-i, mis on 

 

panlt Ameenika Tuupkuituunide Kollektsioonist (Manassas, VA, Ameenika Uhendniigid). 

 

S e1e rakuliini baasil on Tohoku Ulikoohi anstiteaduskonna dermatoloogiaosakoiinas loodud 

 

IL-8 reporterrakuhiin T IP-G8, mis sisaldab o ran乞i vaigust tekitava pusiva lutsiferaasi 

 

(SL0) j a punast vaigust tekitava ptsiva lutsiferaasi (SLR) geene, mis on vastavait IL-8 ja 

 

giuts eeraldehund-3 -fosfaadi dehudrogenaasi (GAPDI) promootoni kontrolli ali (1).See 

 

v6irnaidab parast kokkupuudet sensibihiseeriva kemikaahiga iuminestsentskiirguse 

 

tuvastamise tee! kvantitatiivseit m66ta lutsiferaasi gee ni aktiveerumist IL-8 ja GAPDI 
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aktiivsuse naitaj ana; selleks otstarbeks kasutatakse u ldkasutatavald valgust tekitavaid 

 

lutsiferaasi substraate. 

 

9. Kahe virvuse tekitamist V6ima ldaV katsesiisteem koosneb o ran乞i valgust tekitavast 

 

lutsiferaasist (sLO; 2ma's = 580 nr) (12), mis V6i maldb m66ta IL-8 promootorist s6l tuvt 

 

geeniekspressiooni, ja punast valgust tekitavast lutsiferaasist (SLR;入ma ks = 630 nr) (13), 

 

mis v6nnal db m66ta sisemise kontrollina kasutatavat GAPDI promootorist s6 ltuvt 

 

geeniekspressiooni. Jaanimardika D-lutsiferiin kiirgab fende kahe lutsiferaasiga 

 

reageerides eri varvi valgust fing tekkivat luminestsentskiirgust m66detakse tiheaegselt 

 

uheetapilises reaktsioonis: selleks kasutatakse katsesegust lahtuva vaiguskiirguse 

 

lahutamist optilise filtri abul (14) (hlide 3.2). 

 

10.TH P-G8 rakke tlldeldakse 16 tunni jooksul uuritava kemikaaliga fing seejarel 

 

m66 detakse lutsiferaasi S L0 aktiivsus (sLO-LA), mis kajastab IL-8 promootori aktiivsust, 

 

ja lutsiferaasi S LR aktiivsus (SLR-LA), mis kaj astab GAPDI promootori aktiivsust. 

 

Parera arusaadavuse huvides kasutatakse itihendite sLO-LA ja S LR-LA asemel vastavalt 

 

tahiseid I L8LA ja GAPLA. Tabehis i on esitatud ulevaade 'L-8 lutsiferaasikatse puhui 

 

kasutatavatest lutsiferaasi aktiivsusega seotud m6lstetest.M66 detud vaartuste p6h ai 

 

arvutatakse jargmised naitajad: normaiseeritud IL8LA (nIL8LA), mida valjendatakse 

 

IL8LA ja GAPLA suhtarvuna; nIL8LA suurenemine (血d-IL8LA), mida vaijendatakse 

 

neijas uuritava kemikaahiga t66deldud TH P-G8 rakkude parahleelproovis m66detud 

 

n IL8LA vaartuste aritmeetilise keskrise ja neijas toitlemata TH P-G8 rakkude 

 

parahleelproovis m66detud nIL8LA vaartuste aritmeetilise keskmise suhtarvuna; GAPLA 

 

inhibeerimise maar (Inh-GAPLA), mida valjendatakse neijas uuritava kemikaahiga 

 

t66deldud TH P-G8 rakkude parahleelproovis m66detud GAPLA vaartuste aritmeetilise 

 

keskmise ja neijas t66tiemta TH P-G8 rakkude paralieelproovis m66detud GAPLA 

 

vaartuste aritmeetihise keskmise suhtarvuna fing mida kasutatakse tstitotoksilisuse 

 

naitaj ana. 

 

Tabel 1. IL-8 hutsiferaasikatse puhui kasutatavad lutsiferaasi aktiivsusega seotud mlstcd 

 

Luhendid Maaratius 

 

GAPLA Lutsiferaasi S LR aktiivsus, mis kajastab GAPDI promootori aktiivsust 

 

IL8L Lutsiferaasi S L0 aktiivsus, mis kajastab IL-8 promootori aktiivsust 

 

nIL8L IL8L : GAPLA 

 

Ind-IL8LA nIL8L kemikaahiga toodeldudTH P-G8 rakkudes : nIL8LA tootierata 

 

rakkudes 

 

Inh-GAPLA GAPLA kerikaahiga t66deidudTH P-G8 rakkudes : GAPLA tootiemata 

 

rakkudes 

 

CVO S Kemikaahi vahim kontsentratsioon, miiie juures Inh-GAPLA on< 0,05 

 

il一 
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12.Sl n kirjeldatud IL-8 lutsiferaasikatse meetodiga sarnaste muudetud in vitro IL-8 

 

lutsiferaasikatse meetodite valideerimise h6lbustamiseks on olemas tulemuslikkuse 

 

standardid (15), mis V6lma ldavad OECD katsejuhendit 442E selliste meetodite lisamiseks 

 

6 igeaegselt muuta. OECD otsuse kohane andrete vastastikune tunnustamine on tagatud 

 

vaid sellise katsemeetodi puhui, mis on valideeritud koosk6las tulemuslikkuse 

 

standarditega fling mille OECD on labi vaadanud ja katsejuhendisse 442E lisanud (16). 

 

PADEVUSE TOENDAMINE 

 

13. Enne katsemeetodi B .71 juurde kuuluvas kaesolevas hiites kirjeldatud meetodi rutiinset 

 

kasutamist tuleks t6endada labori tehnihist padevust fing kasutada selleks hlites 3.3 

 

loetletud kummet padevusainet koosk6las in vitro meetodeid kasitleva hea tavaga (17). 

 

Lisaks peaksid meetodi kasutajad haldama reageerimisV6ime kontrolhimise kaigus kogutud 

 

andmeid (vt punkt 15) fling positiivsete ja lahustiga/kandeainega kontrolhidega saadud 

 

varasemaid andmeid (vt punktid 21-24) sisaldavat andmebaasi fling kontrohhima fende 

 

andrete p6hjal, kas katsetulemused on laboris aja mildudes jatkuvalt reprodutseeritavad. 

 

KATSEKAlK 

 

14. IL-8 lutsiferaasikatse jaoks on olemas standardne t66kord, mida tuleks katsemeetodi 

 

rakendamisel kasutada (18). Katset labi vna soovivad laborid saavad soetada 

 

rekombinantse TH P-G8 rakuliini Jaapanis Tottoris asuvast e ttev6ttest GPC Lab. Co. Ltd., 

 

kui fad alikirjastavad OECD vorril esitatud tingimustele vastava materj ali Uleandmise 

 

lepingu. Jargmistes punktides on kirjeldatud katsemeetodi p6hielemente ja katse kaiku. 

 

Rakkude ettevalmistamine 

 

15. IL-8 lutsiferaasikatse tegemiseks tuleks kasutada TH P-G8 rakuhiini, mis on soetatud 

 

Jaapanis Tottoris asuvast ettev6ttest GPC Lab. Co. Ltd. (Vt punktid 8 ja 13). Parast rakkude 

 

kattesaamist paljundatakse neid (2-4 passaa乞i) jas ihitatakse need kilmutatult homogeense 

 

tuvikultuurina. K6 nealuse tuvikultuuri rakkude paljundamiseks V6i b neid kuni 12 korda 

 

umber ktilvata v6 i kasvatada neid kuni kuue nadala jooksul. Paljundamiseks kasutatakse 

 

s66det RPMI-1640, mis sisaldab 10 % veisehooteseemmit, antibiootikume / seentevastast 

 

ainet (0,85 % fusiohoogihises lahuses 100 uhikut penitsihhiin G-d milhliitri kohta, 

 

streptomtitsiini kontsentratsioonis 100 gg/rl ja amfoteritsiin B -d kontsentratsioonis 

 

0,25 ig/m1) (ft GIBCO, katalooginumber 15240-062), purorutsiini (ft CASi numbriga 

 

58-58-2) kontsentratsioonis 0,15 tg/rl ja G418 (ft CASi numbriga 108321-42-2) 

 

kontsentratsioonis 300 u /mh. 

 

16. Emle rakkude kasutamist katses tuleks teha reageerimisv6ime kontroll, et veenduda 

 

rakkude sobivuses.K6 nealune kontroll tuleks teha 1-2 nadalat parast sulatamist v6i parast 
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2-4 korda timber ktilvamist fling kasutada seileks positiivse kontrollina 4-

nitrobensuulbromiidi (4-NBB) (CASl nr: 100-11-8; puhtus ? 99 %) ja negatiivse 

 

kontrollina piimhapet (CASi nr: 50-21-5; puhtus ? 85 %). 4-NBB puhui peaks Ind-IL8LA 

 

aiusei tuvastatav reaktsioon oiema positiivne (Ind-IL8LA ? 1,4) ja piimhappe puhui 

 

negatiivne (Ind-IL8LA z 1,4). Katses kasutatakse tiksnes reageerimisV6ime kontrolii 

 

labinud rakke. Reageerimisv6ime kontroll tuieb teha vastavait punktides 22-24 esitatud 

 

kirjeldusele. 

 

17. Katses kasutamiseks kulvatakse TH P-G8 rakud valj a tihedusega 2-5 x105 rakku!ml fing 

 

eelkasvatatakse neid rakukultuuripudelis 48-96 tundi. Katse paeval pestakse 

 

rakukultuuripudelist eemaidatud rakke s66 tmega RPMI-1640, mis sisaldab 10 % 

 

veiseiooteseerumit, aga ei sisalda antibiootikume, ja rakud suspendeeritakse uuesti 10 % 

 

veiseiooteseerumit sisaidavas antibiootikumideta s66 tmes RPMI-1640 tihedusel 1 x 106 

 

rakku/mi. S eejare1 jaotatakse rakud 50 tl kaupa 96-kannulise lamedap6hjaiise plaadi 

 

kannudesse (ft Costar, katalooginumber 3603) (5 x i 04 rakku kannu kohta). 

 

Uuritava kemikaali ja kontrollainete ettevalmistamine 

 

18. Uuritav kemikaal ja kontroliained vaimistatakse ette katse tegemise paeval. IL-8 

 

lutsiferaasikatse puhui lahustatakse uuritav kemikaai turul kattesaadavas seerumita 

 

slitmes X~VIVoTM 15 (Lonza, 04-41 8Q) l6ppkntsentratsioonini 20 mg/mi. X~VIVoTM 

 

15 lisatakse mikrotsentrifuugi katsutis oievaie 20 mg uuritavale kemikaalile (oienemata 

 

kemikaali lahustuvusest) kuni koguseni 1 mi. S eejarei segatakse lahust agedait 

 

keerissegistii ja loksutatakse 30 minutit rootori maksimumkiirusel 8 p66ret minutis 

 

umbritseva 6 hu temperatuurii urbes 20。 C juures. Kui katsutisse jaab veei iahustumata 

 

tahket kemikaali, t66deldakse seda uitraheiiga, kuni kemikaai on taieiikuit lahustunud v6i 

 

moodustab pisiva dispersiooni. Kui uuritav kemikaal on X~VIV0ml 15-s lahustuv, siis 

 

lahjendatakse lahust vuis korda X~VIV0TM 15-ga ja kasutatakse saadud lahust X~VIV0TM 

 

15-s lahustatud uuritava kemikaali p6hilahusena (4 mg/mi). Kui uuritav kemikaai ei oie X-

VIV 0T1 15-s iahustuv, ioksutatakse segu p66rdioksut1l veel vahemait 30 minutit fling 

 

tsentrifuugitakse seejarel 5 minutit kiirusel 15 000 p66ret minutis (之 20 000 g); saadud 

 

supernatanti kasutatakse X~VIV0TM 15-s lahustatud uuritava kemikaali p6hiiahusena. Muu 

 

lahusti, naiteks D1S0, vee v6i s66 tme kasutamisei tuleks esitada seiiekohane teaduslik 

 

p6hj endus. Kemikaalide lahustamise korda on uksikasj aiikuit kiri eldatud juites 3.5. 

 

Punktides 18-23 kirjeldatud X-VIV0 ］、4 15 lahused segatakse 96-kannuiisele 

 

lamedap6hjalisele mustaie plaadile kantud rakususpensiooniga (vt punkt 16) 

 

mahuvahekorras 1 : 1. 

 

19. Esimese analuusitsukli puhui on eesmark teha kindiaks tstitotoksiiisuse avaidumise 

 

kontsentratsioon ja uurida kemikaali v6imet nahka sensibiiiseerida. X-VIVo］、4 15-s 

 

lahustatud uuritava kemikaali p6hiiahusest tehakse 96 -kannulisei katsepiaadii (ft Costar, 
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katalooginumber E W-01729-03) X-VIV01'1 15 abul rida kahekordseid lahjendusi (Vt hide 

 

3.5). seejarel lisatakse 96-kannuhisele lamedap6haliseie mustale plaadile kantud 50 i1 

 

rakususpensiionile 50 .ti lahjendatud lahust kamm kohta. Nii saadakse X-VIV0 lM 15-s 

 

lahustuva uuritava kemikaah i6ppkontsentratsioonid vahemikus 0,002-2 mg/mi (hiide 3.5). 

 

se1iste uuritavate kemikaalide puhui, mis X-VIV0 TM 15-s kontsentratsioonil 20 mg/ml ei 

 

lahustu, tehakse kindlaks ainult lahjendustegurid vahemikus 2_210, kuid uuritava kemikaali 

 

tegelikud i6ppkontsentratsioonid ei ole teada ja s6 ituvad uuritava kemikaali 

 

kiliastuskontsentratsioonist X-VIV0lM 15-s valmistatud p6hilahuses 

 

20. Jargnevates anahiisitsiiklites (st teises, koimandas ja neljandas tsuklis) valmistatakse 

 

p6hllahus X-VIVo］、4 15-s neu korda suurema kontsentratsiooniga, kui oli esimeses tstiklis 

 

kasutatud kontsentratsioon, mille j uures rakkude eluv6imelisus oli lavivaartusest vaiksem 

 

(CVOS - vaiksem kontsentratsioon, mille juures Inh-GAPLA on< 0,05). Kui Inh-GAPLA 

 

ei lange alla 0,05 ka k6ige suuremal esimeses analflUsitstiklis kasutatud kontsentratsioonil, 

 

valmistatakse p6hilahus X~VWoTM 15-s esimeses analuusitsuklis kasutatud suurima 

 

kontsentratsiooniga. CVOS -le vastava kontsentratsiooni arvutamiseks j agatakse esimeses 

 

anahkisitstiklis kasutatud p6hilahuse kontsentratsioon CVOS puhui kasutatud 

 

hahendusteguriga X (lahjendustegur C VOS (X) - lahjendustegur, mida tuieb kasutada 

 

p6hilahuse lahjendamiseks kontsentratsioonini CVO S) (Vt hiide 3.5).S eh1iste uuritavate 

 

ainete puhui, mis kontsentratsioonii 20 mg/mi X-VIVOs ei iahustu, tehakse CVOS kindlaks 

 

nii, et p6hilahuse kontsentratsioon kouutatakse teguriga 1/X. 2.-4. analuusitsukli jaoks 

 

valmistatakse temne p6hilahus kontsentratsiooniga 4 x CVOS (hiide 3.5). 

 

21. Teisest p6hihahusest valmistatakse X-VIV0lM 15-ga 96-kamluhisel katseplaadih rida 1,5 - 

 

kordseid lahjendusi.S ee re1 hisatakse 96-kaluhise lamedap6haiise musta piaadi 

 

kamiudesse kantud 50" i rakususpensioonihe 50 tl hahjendatud lahust kaiinu kohta. 'ga 

 

uuritavat kemikaali tuieks igal kontsentratsioonil analuusida neljas kannus. Jargnevait 

 

segatakse proovid piaadihoksutil ja neid inkubeeritakse 37 oc juures 5-protsendilise co2-

sisaldusega atmosfaaris 16 tundi. S ee arel m66 detakse hutsiferaasi aktiivsus ailpool 

 

kirjeldatud viisil. 

 

22. Lahustiga kontrolhina kasutatakse segu, mis sisaldab kannu kohta 50 j1 X-VWo］、4 15 ja 

 

50 itl rakususnensiooni 10 % veiselooteseerumit sisaidavas RPMI-1640-s. 

 

23.So ovitatav positiivse kontrolli aine on 4-NBB. 1,5 ml mikrotsentrifuugi katsutisse viiakse 

 

20 mg 4-NBBd fing lisatakse X-VIV0lM 15 kuni koguseni 1 mi. Lahust segatakse agedait 

 

keerissegistil ja hoksutatakse vahemalt 30 minutit jooksuh rootori maksimumkiirusei 8 

 

p66ret minutis. Parast S minutit tsentrifuugimist kiirendusega 20 000 g hahjendatakse 

 

supernatanti X-VW0lM 15-ga neli korda fing 500 il hahjendatud supernatanti kantakse 

 

96-kannuhise katseplaadi tihte kannu. Lahjendatud supernatanti lahjendatakse X-VIV0m 

 

15-ga uuesti kaks ja nehi korda fling igast saadud lahusest hisatakse 50 ji 96-kannuhse 
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1amedap6hahse musta plaadi kannudesse, mis sisaldavad 50 .ti TH P-G8 rakkude 

 

suspensiooni (hide 3.6). Positiivset kontrolli tuleks igal kontsentratsioonil analuusida 

 

neijas kannus. Plaati loksutatakse plaadiloksutil ja inkubeeritakse C 02 inkubaatoris 37 oc 

 

juures 5-protsendilise c02-sisaldusega atmosfaaris 16 tundi.Se jre1 m66detakse punktis 

 

29 kirjeldatud viisi! lutsiferaasi aktiivsus. 

 

24.Soovl tataV negatiivse kontrolli aine on piimhape. 1,5 ml mikrotsentrifuugi katsutisse 

 

viiakse 20 mg piimhapet fling hisatakse X-VIV0 TM 15 kuni koguseni i ml (20 mg/ml). 

 

Piimhappelahust kontsentratsiooniga 20 mg/ml lahjendatakse X~VIVoTM 15-ga vee! vuis 

 

korda (4 mg/ml); 500 i1 saadud piimhappelahusest kontsentratsiooniga 4 mg/lnl kantakse 

 

96-kannuhse katseplaadi uhte kannu. se da lahust lahjendatakse X~VIVoTM 15-ga kaks 

 

korda ja seej arel uuesti kaks korda, et saada lahused kontsentratsiooniga 2 mg/ml ja i 

 

mg/ml. 'gast saadud kolmest lahusest ja kandeainega kontrolhist (X-VWo］、4 15) lisatakse 

 

50 tl 96-kanluhse lamedap6halise musta plaadi kannudesse, mis sisaldavad 50 tl TIP-

G8 rakkude suspensiooni. Negatiivset kontrolli analiisitakse igal kontsentratsioonil neljas 

 

kannus. Plaati hoksutatakse plaadiloksutil ja inkubeeritakse co2 inkubaatoris 37。 c juures 

 

5-protsendihise c02-sisaldusega atmosfaaris 16 tundi.Se切a re1 m66detakse punktis 29 

 

kiri eldatud viisi! lutsiferaasi aktiivsus. 

 

25.V6l b kasutada ka m6 nda ruud sobivat positiivset v6i negatiivset kontrolli, kui on olemas 

 

varasemad andmed, mis v6imaldavad kindlaks maarata v6rreldavad analtmsitsikhi 

 

n6uetekohasuse kriteeriumid 

 

26. Tuleks jalgida, et lenduvad uuritavad kemikaahid ei aurustuks, fling hoida ara 

 

kannudevahehist uuritava kemikaahiga ristsaastumist.S e11eks v6lb plaadi enne uuritava 

 

kemikaahiga inkubeerimist naiteks tihedalt kinni katta. 

 

27. Uuritavate kemikaalide ja hahustiga kontrolli puhul on positiivse v飢 negatiivse prognoosi 

 

saamiseks vaja labi vna 2-4 anahUUsitsUkhit (vt tabel 2). 'ga analtlusitsukkel viiakse labi eri 

 

paeval; igas tsukhis kasutatakse X-VIV0]M 15-s lahustatud uuritava kemikaali varsket 

 

p6hilahust ja s6 ltumatult kogutud rakke. Rakud v6ivad pirineda samast passaa乞ist. 

 

Lutsiferaasi aktiivsuse m66 tmine 

 

28. Luminestsentskiirgust m66 detakse 96-kannuhise mikrophaadi jaoks ette nahtud 

 

huminomeetriga, mis on varustatud optihiste丘l tritega - ft seadmega Phelios (ATTO, 

 

Tokyo, Jaapan) v6i Tristan 94i (Berthold, Bad Wihdbad,S a ks amaa) v6i ARVO-seeria 

 

seadmega (PerkinElmer, Waltham, MA, Ameerika Uhendriigid). Reprodutseeritavuse 

 

tagamiseks tuheb luminomeeter iga katse eel kalibreerida (19). Kalibreerimiseks on 

 

saadaval orai乞i v6i punast valgust tekitavad rekombinantsed hutsiferaasid. 
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29. 'gasse kemikaaliga t66deldud V6i t66tlemta rakususpensiooni sisaldavasse plaadi kannu 

 

lisatakse 100 .t1 lutsiferaasikatse eelsoojendatud reaktiivi Tripluc⑧ (Tripluc). Plaati 

 

loksutatakse 10 minutit Umbritseva 6 hu temperatuuril urbes 20 oc juures. Lutsiferaasi 

 

aktiivsuse m66tmiseks asetatakse plaat luminomeetrisse. Bioluminestsentsi m66detakse 3 

 

sekundit ilma optilse filtrita (FO) ja 3 sekundit optilise fitriga (Fl). Kui kasutatakse muid 

 

seadeid, mis V6i vad s6 ituda naiteks kasutatava luminomeetri mudelist, tuleks seda 

 

p6h endada. 

 

30.M66 detud vaartuste p6hjai arvutatakse soovitud naitajad iga kontsentratsiooni puhui, ut 

 

IL8LA, GAPLA, nIL8LA, nd-IL8LA, Inh-GAPLA, IL8LA keskvaartus士s tandardhive, 

 

GAPLA keskvaartus士s tandardh組Ve, n IL8LA keskvaartus + standardhalve, I nd-IL8LA 

 

keskvaartus 士 standardhaive, Inh-GAPLA keskvaartus士 standardhalve ja I nd-IL8LA 

 

usaldusvahemik usaldusnivool 95 %. Kaesolevas punktis nimetatud naitajate maaratlused 

 

on esitatud liidetes 3.1 ja 3.4. 

 

31. Mitre varvuse tuvastamist v6iraldavate reporterkatsete puhui kasutatakse m66 tmise eei 

 

eri varvuste lahutamiseks uidjuhul seiliseid detektorseadmeid (iuminomeeter ja 

 

plaadilugemisseade), mis on varustatud optiliste filtritega, ft teravapiiriliste madal- v6i 

 

k6rgp狙sufitrite v6i ribapaasufiltritega. Enne katset tuieks maarata fiitrite 

 

iabilaskvustegurid iga bioluminestsentssignaali varvuse jaoks vastavait liitele 3.2. 

 

ANDIED JA A RU1NDLUS 

 

Andrete hindamine 

 

32. Positiivseks/negatiivseks liigitamise otsus tehakse igas analUUsitsiklis jargriste 

 

kriteeriumide alusei: 

 

IL-8 lutsiferaasikatsel p6hinev prognoos tuimistatakse positiivseks, kui uuritava 

 

kemikaaliga saadud hid-IL8LA vaartus on と 1,4 ja Id-IL8L d iseloomustava 

 

usaidusnivoole 95 % vastava usaidusvahemiku alampiir onと 1,0; 

 

IL-8 iutsiferaasikatsei p6hinev prognoos tunnistatakse negatiivseks, kui uuritava 

 

kemikaaliga saadud In d-IL8LA vaartus on< 1,4ja /6i Ind-IL8LAd iseloomustava 

 

usaldusnivoole 95 % vastava usaidusvaheriku alampiir on< 1,0. 

 

Prognoosirnudel 

 

33. Uuritav kemikaal, rille puhui on esimese, teise, koimandaja neljanda analilUsitsUkii l6ikes 

 

saadud kaks positiivset tuiemust, tunnistatakse positiivseks; uuritav kemikaai, miiie puhul 

 

on esimese, teise, koiranda ja neij anda anaiUUsitsUkii i6ikes saadud kolm negatiivset 

 

tulemust, tunnistatakse arvatavait negatiivseks (tabel 2). Arvatavalt negatiivsete 

 

kemikaaiide seas tuimistatakse negatiivseks seliised kemikaaiid, mis lahustuvad X-
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V1V01 15-s kontsentratsioonil 20 mg/mi; kemikaalid, mis X~VIVomI 15-s 

 

kontsentratsioonil 20 mg/mi ei lahustu, tuleks k6rale Jtta (juonis 1). 

 

Tabel 2. Positiivsete ja arvatavalt negatiivsete kemikaalide kindlakstegemise krlteeriuld 

 

1. tsukkel 2. tsflkkel 3. tsukkel 4. tsukkel L6plik prognoos 

 

Positiivne Positiivne - - Positiivne 

 

Negatiivne Positiiviie - Positiivne 

 

Negatiivne Positiiviie Positiivne 

 

Negatiivne Arvatavalt negatiivile 

 

Negatiivne Positiivne Positiiviie - Positiivne 

 

Negatiivne Positiiviie Positiivne 

 

Negatiivne Arvatavalt negatiivne 

 

Negatiivne Positiiviie Positiiviie Positiivne 

 

Negatiivne Arvatavalt negatiivile 

 

Negatiivne - Arvatavalt negatiivne 

 

JOonis1. Prognoosimudel l6ppotsuse tegemiseks 

 

ーー Negatiivne 

 

ぐ 

 

Jae ta kse 

 

ーーー k6r,le 

 

Lahustub 

 

kontsentratsiooniI 

 

20 mg!mI 

 

EI lahustu 

 

kontsentratsiooniI 

 

20 rlg!mI 

 

Positiivne 

 

ArvatavaIt 

 

negatuvne 

 

Iくemika l」 

 

lN6uetekohaSuSe kriteeriurnid 

 

34. IL-8 lutsiferaasikatse puhui peaksid olerna taidetud」 rgmised n6uetekohasuse 

 

kriteeriumid. 

 

Ind-IL8LA peaks ulema igas analtitisitstiklis vahemalt tihei positiivse kontrolli (4-NBB) 

 

kontsentratsioonil suurem kui 5,0. 

 

Ind-IL8LA peaks ulema igas analtitisitstiklis k6ikidel negatiivse kontroiii (piimhape) 

 

kontsentratsioonidei vaiksem kui 1,4. 
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Andmed, mis on saadud plaatidelt, kus rakke ja Triplucit sisaldavates ilma kemikaalita 

 

kontrollkfrnnudes taheldatud GAPLA vaartus on alla viie korra suurem kui GAPLA 

 

vaartus kannus, mis sisaldab ainult katsesdddet (kannu kohta 50 tl s66 det RPMI-1640, 

 

mis sisaldab 10 % veiselooteseerumit, ja 50 tl X-VIV0］、4 15), tuleks jatta arvesse 

 

v6tmta. 

 

Andmed, mis on saadud plaatidelt, kus uuritava V6i kontrollkemikaaliga saadud 'r-ー 

 

GAPLA vaartus on k6igil kontsentratsioonidel vaiksem kui 0,05, tuleks j atta arvesse 

 

V6 tmata. Se 11se1 juhul tuieks esimest katset korrata nn, et korduskatses kasutatakse 

 

suurima i6ppkontsentratsioonina eelmises katses kasutatud vahimat l6ppkontsentratsiooni. 

 

Katseprotokoll 

 

35. Katseprotokoll peaks sisaldamajargmist teavet. 

 

Uu万tavad kernikaalid 

 

Uhest koostisosast koosnev aine: 

 

kemikaali identimisandmed, naiteks IUPACi v6i CASl nimetus(ed) ja CAS1 

 

number/numbrid,SM ILESi v6l inCh' kood,s truktuurivalem J a!v6l muu identimisteave; 

 

ftslline valimus, lahustuvus vees, molekuimass ja ruud asjakohased kattesaadavad 

 

andmed fdtisikalis-keemiliste omaduste kohta; 

 

puhtus, v6imaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline maaratlus jne; 

 

vajaduse korral teave t66tlemise kohta ernie katset (ft soojendamine, peenestamine); 

 

lahustuvus X-VWo］、4 15-s. X-VWo］、4 15-s mittelahustuvate kemikaalide puhui teave 

 

seile kohta, kas parast tsentrifuugimist on naha sadet v6i h6lumit; 

 

kasutatud kontsentratsioon(id); 

 

kattesaadav teave sailitamistingimuste ja pisivuse kohta; 

 

iga uuritava kemikaali puhui lahusti/kandeaine vaiimise p6hjendus juhul, kui ei kasutatud 

 

X-VW0］、4 15 

 

Mitmest koostisosast koosnev aine, tundmatu v6i muutuva koostisega aine, kompleksne 

 

reaktsioonisaadus v6i bioloogilist paritolu material v6l segu: 

 

V6i malikult tapne omaduste kirjeidus iahtuvalt naiteks koostisosade keemilisest 

 

maaratlusest (vt eespool), puhtusest, kvantitatiivsest sisaldusest ja asjakohaseid fttusikalis-

keemilisi omadusi kasitlevatest kattesaadavatest andmetest (vt eespool); 

 

fUusiline valimus, lahustuvus vees ja ruud asjakohased kattesaadavad andmed fUusikalis-

keemiliste omaduste kohta; 
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teadaoleva koostisega segu/polumeeri puhui molekulmass v6i nailine molekulmass v6i 

 

muu uuringu tegemiseks asjakohane teave; 

 

vajaduse korral teave t66tlemise kohta enne katset (ft soojendamine, peenestamine); 

 

lahustuvus X-VIVo］、4 15-s. X-VIV0］、4 15-s mitteiahustuvate kemikaalide puhui teave 

 

seile kohta, kas parast tsentrifuugimist on naha sadet v6i h6りumit; 

 

kasutatud kontsentratsioon(id); 

 

kattesaadav teave saiiitamistingimuste ja pusivuse kohta; 

 

iga uuritava kemikaaii puhui lahusti/kandeaine vaiimise p6hendus juhui, kui ei kasutatud 

 

XVIV0］、4 15. 

 

んm lro llid 

 

Positiivne kontroll: 

 

kemikaaii identimisandmed, ntiteks IUPACi v6i CASl nimetus(ed) ja CAS1 

 

number/numbrid, SM ILESi V6 i hChI kood, struktuurivaiem j a /v6i muu identimisteave; 

 

fttusiiine vaiimus, iahustuvus vees, moiekuimass ja ruud asjakohased kattesaadavad 

 

andmed f(iiisikalis-keemiiiste omaduste kohta; 

 

puhtus, V6i mause ja vajaduse korral iisandite keemiiine maaratlus jne; 

 

vajaduse korral teave t66tiemise kohta enne katset (ft soojendamine, peenestamine); 

 

kasutatud kontsentratsioon(id); 

 

kattesaadav teave saiiitamistingimuste ja pttsivuse kohta; 

 

vajaduse korral viide varasemateie positiivse kontroiliga saadud tulemustele, miiiest 

 

nahtub vastavus asjakohastele n6uetekohasuse kriteeriumideie. 

 

Negatiivne kontroii: 

 

kemikaaii identimisandmed, naiteks IUPACi V6 i CASl nimetus(ed) ja CASi 

 

number/numbrid j a /6i muu identimisteave; 

 

puhtus, V6i mause ja vajaduse korral iisandite keemiiine maaratlus jne; 

 

asjaomases katsejuhendis nimetamata negatiivsete kontroiii aine kasutamisei kattesaadav 

 

teave selle fliiisilise valimuse, moiekuimassi ja muude asjakohaste fiU.isikalis-keemiliste 

 

omaduste kohta; 

 

kattesaadav teave saiiitamistingimuste ja pttsivuse kohta; 

 

iga uuritava kemikaaii vuhul iahusti vaiimise D6hiendus. 
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んits etingim used 

 

sponsori, katselabori ja uuringu juhi nimi ja aadress; 

 

kasutatud katsemeetodi kiri eldus; 

 

kasutatud rakuliin, selle sailitamistingimused fling paritolu (ut asutus, kellelt rakud saadi); 

 

veiselooteseerumi partiinumber ja paritolu, tarnij a nimi, 96-kannulse lamedap6halise 

 

musta plaadi partiinumberja reaktiivi Tripluc partiinumber; 

 

passa吃i number ja rakkude tihedus katses kasutamisel; 

 

enne katset rakkude kulvamisel kasutatud rakuloendusmeetod fling v6etud meetmed, 

 

millega tagati rakkude homogeenne jaotus; 

 

kasutatud luminomeeter (ft rudel), sealhulgas seadme seaded, kasutatud 

 

lutsiferaasisubstraat ja hites 3.2 kirjeldatud kontrolikatsel p6hinev t6endus asjakohaste 

 

luminestsentskiirguse m66tmiste labiviimise kohta; 

 

labihs katse tegemiseks vai alku padevuse t6endamiseks (ft padevusainetega katsete 

 

tegemiseks) kasutatud meetod v6i katsemeetodiga saadud tulemuste pikaaj alise 

 

reprodutseeritavuse t6endamiseks kasutatud meetod. 

 

Kate k&ik. 

 

proovide ja ana lutisitsiiklite arv; 

 

uuritava kemikaali kontsentratsioonid, lisamisviis ja kasutatud kokkupuuteaeg (kui erineb 

 

soovitatust); 

 

kasutatud hindamis- ja otsustamiskriteeriumide kirjeldus; 

 

kasutatud katse n6uetekohasuse kriteeriumide kirjeldus; 

 

k6ikide katse kaigus tehtud muudatuste kirjeldus. 

 

Tulemused 

 

m66detud IL8LA ja GAPLA vaartused; 

 

ar'.rutatud nIL8LA, Ind-IL8LA ]a Inh-GAPLA vaartused; 

 

nd-IL8LA usaldusvahemik usaldusnivool 95 %; 

 

graafik, millel on kujutatud lutsiferaasi aktiivsuse ja rakkude elu6imelisuse 

 

kontsentratsioonist s6ltvuse k6Verd; 

 

vajaduse korral mis tahes muude asjakohaste vaatlusandmete kirjeldus. 

 

Tiilemuste aruleん了 
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IL-8 lutsiferaasikatsega saadud tulemuste arutelu; 

 

katse tulemuste hindamine ii htse lahenemisviisi kontekstis, kui muu asjakobane teave on 

 

kattesaadav. 
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Luide 3.1 

 

MOISTED 

 

Aine - looduslik V6i mis tabes tootmisprotsessi tulemusena saadud keemiline element v6i 

 

seile ibend koos pflsivuse tagamiseks vai alike lisaainete ja tootmisprotsessi kaigus tekkinud 

 

lisanditega, mis ei h6lma siiski lahusteid, mida on V6 imalik aine pUsivust m可utamtaV6 i 

 

seile koostist muutmata ainest eraldada. 

 

Anal皿sitsukkel - Uhe v6i ritme uuritava kemikaali analuusimine lahustiga!kandeainega 

 

kontrolli j a positiivse kontrolliga paralleelselt. 

 

Asjakohasus - naitaja, mille abul kirjeldatakse, kuiv6rd katsemeetod V6 imaldab uurida 

 

huvipakkuvat toimet, kas seile kasutamine on m6 ttekas ja kas see on konkreetse eesmargi 

 

jaoks sobiv. Asjakobasusest nahtub, mil m ral saab katsemeetodiga 6 igesti m66ta v6 i 

 

ennustada huvipakkuvat bioloogilist toimet. Asjakohasuse puhui v6etakse arvesse ka 

 

katsemeetodiga saavutatavat tapsust (vastavust) (16). 

 

- rakkude elu6imelisuse tasemes kajastuv naitaja ebk vahim kontsentratsioon, mille 

 

kemikaali toimel avalduv Inh-GAPLA on vaiksem kui 0,05. 

 

CV05 

 

juures 

 

FInSLO-LA - IL-8 lutsiferaasikatset kasitlevas valideerimisaruandes ja varasemates 

 

valjaannetes kasutatud lUhend, millega osutatakse naitajale nd-IL8LA. M6 iste nd-IL8LA 

 

maaratlus on esitatud allpool. 

 

630 nr) aktiivsus, 

 

eluv6imelisust ja 

 

GAPLA - punast valgust tekitava pUsiva lutsiferaasi (SLR) (入ma1s = 

 

mida reguleerib GAPDH promootor fling mis kajastab rakkude 

 

elu6imeliste rakkude arvu. 

 

valideerimisaruandes j a varasemates 

 

naitajale Inh-GAPLA. M6 iste Inb-

makrofaagide ja 

 

T-lum釦tsUUtide 

 

keratinotsuutide 

 

neutrofiilide ja 

 

kasitlevas 

 

osutatakse 

 

丘broblastide 

 

po垣ustab 

 

II-SLR-LA - IL-8 lutsiferaasikatset 

 

valj aannetes kasutatud lUhend, millega 

 

GAPLA maaratlus on esitatud alipool. 

 

IL-8 (interleukiin 8) - endoteelirakkude, 

 

monotsuutide toodetav tsUtokiin, mis 

 

kemotaksist. 

 

IL8LA - oran乞i valgust tekitava pUsiva lutsiferaasi (SL0) (?.maks = 580 nin) aktiivsus, mida 

 

reguleerib IL-8 promootor 

 

Ind-IL8LA - n IL8L suurenemine kordades.S e1e arvutamiseks jagatakse kemikaaliga 

 

toodeldud TH P-G8 rakkude puhul taheldatud nIL8L vaartus t66tlemtaTH P-G8 rakkude 

 

pubul taheldatud nIL8LA vaartusega fling see naitab, mil maaral kemikaal suurendab IL-8 

 

promootori aktiivsust. 

 

Induktsiooni alampiir (MIT) - v組ksem kontsentratsioon, miiie juures kemikaal vastab 
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positiivsuse kriteeriumidele. 

 

Inh~GAPLA 一 GAPLA inhibeerimise nla証．Selle arvutamiseks 

 

Inh-GAPLA - GAPLA inhibeerimise maar.Se lle arvutamiseks jagatakse ker 

 

tildeidud TH P-G8 rakkude puhui taheidatud GAPLA vaartus tiltiemataTH P-G8 

 

puhui taheldatud GAPLA vaartusega fling see naitab kemikaali tsUtotoksiiisust. 

 

tuirne rada -su ndmuste ahel alates sihtkemikaali V6 i rtihma sarnaste 

 

keemiiisest struktuunst s6l tuvast kaivitavast molekulaarsest s tndmusest kuni 

 

Kahj uliku 

 

kemikaaiide 

 

vaadeidava toime avaldumiseni in vivo (20) 

 

Katsete tegemist ja hindamist k議sitlev iihtne lahenemisviis - struktureeritud 

 

iahenemisviis, mida kasutatakse kemikaali V i aihma kemikaalide ohtiikkuse tuvastamiseks 

 

(v6imalik tuirne), ohu kirjeidarniseks (tuire tugevus)ja /v6i ohutuse hindamiseks (v6imalk 

 

turne / tulrne tugevus ja kokkupuude) fling mille raames l6imitakse strateegiliseit ja 

 

kaalutakse labi k6ik asjakohased andmed V6 imaiikku ohtu ja/v6i riski ja/v6i taiendavate 

 

sihiparaste ja seega minimaalses ulatuses katsete tegemise vajadust kasitieva regulatiivse 

 

otsuse tegemiseks. 

 

Kernikaal - aine v6i segu. 

 

Lahustiga/kandeainega kontroll - tootlemta proov, mis sisaidab k6iki katsesUsteemi 

 

komponente peale uuritava kemikaali, sealhulgas iahustit/kandeainet. Se iie abul tehakse 

 

kindiaks lahtetase samas lahustis/kandeaines lahustatud v6i pUsiva dispersiooni 

 

moodustanud uuritava kemikaaliga t66deldud proovide jaoks. Kui seiiist t66tlemta proovi 

 

himiatakse paralleelselt s66trega kontroliga, v6imaidb see uhtiasi kindlaks teha, kas 

 

iahusti/kandeaine rnjutb katsesusteemi. 

 

Mitmest kuostisosast koosnev aine - aine, mis on maaratletud kvantitatiivse koostise 

 

alusel ja milles enam kui tihe p6hikoostisosa sisaldus on vahemait 10, kuid vaiksem kui 80 

 

massiprotsenti. Mitmest koostisosast koosnev aine saadakse tootmisprotsessi tuiernusena. 

 

Erinevus segu ja rnitmest koostisosast koosneva aine vahel seisneb selles, et segu saadakse 

 

kahe V6 i enama aine kokku segarnisel, ilma et toimuks keernilist reaktsiooni. Mitmest 

 

koostisosast koosnev aine saadakse keemtiise reaktsiooni tuiernusel. 

 

nIL8LA - IL-8 promootori aktiivsust kajastav lutsiferaasi S L0 aktiivsus (IL8LA), mis on 

 

normaliseeritud GAPDI promootori aktiivsust kaj astava lutsiferaasi S LR aktiivsuse 

 

(GAPLA) suhtes.S ellega valjendatakse IL-8 promootori aktiivsust parast rakkude 

 

elu6imelisuse v6i rakkude arvu a ressev6tmist. 

 

]a varasemates 

 

M6iste nIL8LA 

 

IL-8 lutsiferaasikatset kasitlevas valideerimisaruandes 

 

kasutatud itihend, millega osutatakse naitaj aie nIL8LA. 

 

esitatud eespool. 

 

nSL0-LA 

 

vaij aannetes 

 

maaratms on 

 

N6uetekohane katserneetud - katsemeetod, rille asjakohasust ja usaidusvaarsust 

 

puhui peetakse piisavaks fing ml 5 rajaneb teaduslikult usaidusvaarsetel 

 

konkreetse ee 

 

p6hirn6tetel. Katsemeetod ei ole kunagi n6uetekohane absoluutses tahenduses, vaid Uksnes 
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seises teatud kindla eesmargiga (29). 

 

Ohtiikkus - m可urlt v飢 ilukirda iseloomustav imadus, millest v6i b tuleneda kahjulik 

 

tulrne, kui irganism, susteem v61 (alam)populatsioon seile m句uriga kokku puutub. 

 

Pindaktiivne aine - detergent v6l muu aine, mis v6i b vahendada vedeliku pindpinevust ja 

 

V6imaidb seile! vahutada V6 i tungida tahkesse ainesse; sama mis margav aine (katsejuhend 

 

nr 437). 

 

Positiivne kontroll - paralleeipruiv, mis sisaidab k6iki katsesusteemi kimpinente ja mida 

 

on tildeldud ainega, miiiega teadaoievait saadakse positiivne tuiemus. Pisitiivse tulemuse 

 

vaartus ei tohiks olla higa suur, et v6imaldada hitmata positiivse kontrolliga saadud 

 

tulemuste varieeruvust ajas. 

 

Prehapteenid - kemikaalid, mis muutuvad sensibilisaatoriks abiiotilise muundurnise teel. 

 

Prohapteenid - kemikaalid, mis vajavad nahka sensibiliseeriva tuirne tekkimiseks 

 

ensUmaatilist aktiveerimist. 

 

Segu - kahest v6i enamast ainest koosnev segu v6i iahus. 

 

sLO-LA - IL-8 iutsiferaasikatset kasitlevas valideerimisaruandes ja varasemates 

 

vaijaannetes kasutatud lflhend, miilega osutatakse naitajale IL8L.M6 iste IL8L maaratius 

 

on esitatud eespooi. 

 

SLR-LA - IL-8 lutsiferaasikatset kasitlevas valideerimisaruandes ja varasemates 

 

vaijaannetes kasutatud lflhend, miilega osutatakse naitajale GAPLA.M6l ste GAPLA 

 

maaratlus in esitatud eespooi. 

 

Spetsiifilisus - katsemeetodiga 6 igesti negtiivseks/reaktsiooniv6imetuks liigitatud 

 

uuritavate kemikaaiide osakaal k6ikide negatiivsete kemikaalide hulgas.S petsiifiiisuS 

 

kaj astab seiiise katsemeetodi tapsust, miiiega saadakse kategoriseeritav tuiemus, fing see in 

 

oiuiine naitaja katsemeetodi asj akohasuse hindamiseks (16). 

 

THP-G8 - IL-8 lutsiferaasikatses kasutatav IL-8 reporterrakuliin. Inimese 

 

makrofaagilaadsete rakkude hin TIP-i, milles se on transfekteeritud iutsiferaaside S L0 ja 

 

SLR geenid, mis in vastavalt IL-8 ja GAPDI promootori kontrolii all. 

 

Tundlikkus - katsemeetodiga 6 igesti positlivseks/reaktsiooniv6imeliseks iiigitatud 

 

uuritavate kemikaalide osakaal k6ikide positiivsete kemikaaiide huigas. Tundiikkus kajastab 

 

sellise katserneetodi tapsust, millega saadakse kategoriseeritav tuiernus, fling see on oluline 

 

naitaj a katsemeetodi asjakohasuse hindamiseks (16). 

 

ipsus - katsetuiemuste ja vastuv6etavte v6rdiusvaartuste koosk6la maar. Tapsus naitab 

 

katsemeetodi tuiemuslikkust ja on u ks asjakohastest aspektidest. S eda m6istet kasutatakse 

 

sageli vastavuse tahenduses, et valjendada katsemeetodiga saadud 6 igete tulemuste osakaalu 

 

(16). 
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Usaldusvaarsus - naitaja, mis iseloomustab katsemeetodiga saadud tulemuste 

 

reprodutseeritavust pikema aja jooksul samas laboris ja eri laborites, kui meetodit 

 

rakendatakse uhe ja sama katse-eeskirja alusel. Usaldusvaarsuse hindamiseks arvutatakse 

 

laborisisene j a laboritevaheline reprodutseeritavus fling laborisisene korratavus (16). 

 

Uuritav kemikaal - iga aine v6i segu, mida uuritakse kaesoleva katsemeetodi abu. 

 

UVCB- tundmatu v6i muutuva koostisega aine, kompleksne reaktsioonisaadus v6i 

 

bioloogilist paritolu materia!. 

 

Uhest koostisosast koosnev aine - aine, mis on maaratletud kvantitatiivse koostise alusel ja 

 

mille uhe p6hikoostisosa sisaldus on vahemalt 80 massiprotsenti. 

 

Uhinenud Rahvaste Organisatsiooni iihtne iilemaailmne kemikaalide kiassifitseerimise 

 

ja m航rgistamise sus teem (URO G1S) - sttsteem, millega nahakse ette kemikaalide (ainete 

 

ja segude) klassi丘tseerimine vastavalt fende fQttsilise ohtlikkuse fing kahjuliku tervise- ja 

 

keskkomlam可u standarditud liigile ja tasemele fing mis h6lmb selliseid asjaomaseid 

 

teavitustahiseid nagu piktogrammid, marks6nad, ohulaused, hoiatuslaused ja ohutuskaardid, 

 

et anda inimeste (sealhulgas tooandjate, tootajate, vedajate, tarbijate ja paastetootajate) fling 

 

keskkomia kaitsmiseks vai alikku teavet knealuste kemikaalide kahiuliku turne kohta (21). 
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Luide 3.2 

 

LUTSIFERAASI AK!!! VSUSE 100T11SE POHIMOTE NING S L0 JA S LR-I 

 

PUHUL KOHALDATAVATE O PTILISE FILTRI LABILASKVUSTEGURI 

 

KINDLAKS T EGE MIN 

 

Mitre reporteriga ktseststeemi Tripluc on v6imalik kasutada ritme varvuse 

 

tuvastamist v6imaldava mikroplaatide jaoks e tte nahtud luminomeetriga, mille saab 

 

varustada optilise filtriga (ft Phelios AB -2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar 

 

LB941 (Berthold)). M66 tiseks kasutatav optiline filter on radai- v6i k&gpaasufilter 

 

piiriainepikkusega 600-620 no v6i ribapaasufiiter lainepikkuseie 600-700 f0. 

 

Lutsiferaaside tekitatava kahe viirvuse m66tmine optilise丘l tri ahi! 

 

Se11es faites kasutatakse luminomeetrit Phelios AB -2350 (ATTO).See luminomeeter 

 

on varustatud 600 no madaipaasufiltriga (R60, HOYA Co., filter 1), mis v6imaldb 

 

eristada S LO (入ma1's = 580 no) ja S LRl（入maks = 630 no) p6hustatud luminestsentsi. 

 

600 no madalpaasufiltri iabiiaskvustegurite kindlakstegemiseks kasutatakse puhastatud 

 

lutsiferaase S LO ja S LR fling i) m66 detakse S LO ja S LRi p6hustatud 

 

bioluminestsentsi tugevus iloa filtrita (FO), ii) m66detakse S L0 ja S LRi p6hjustatud, 

 

600 nr madalpaasufiltri (filter 1) labinud bioluminestsentskiirguse tugevus ja iii) 

 

arvutatakse allpool loetletud 600 no madaipaasufiltri iabiiaskvustegurid S L0 ja S LR1 

 

puhul. 

 

Labilaskvustegurid 

 

SLO 

 

SLR 

 

Filter 1: 

 

labilaskvu 

 

Filter 1: 

 

kibilaskvu 

 

stegur 

 

stegur 

 

Maaratlus 

 

Filtri labilaskvustegur 

 

SL0 puhui 

 

Filtri labilaskvustegur 

 

SLRi puhui 

 

Kui vaiida katseproovis S LO ja S LRi p6hustatud luminestsentsi tugevuse tahisteks 

 

vastavait O ja R, siis on i) filtri puudumisel taheldatav kogu optilist spektrit h6lmava 

 

valguse tugevus FO ja ii) 600 mii madalpaasufiltri (filter 1) labinud valguse tugevus Fl 

 

kirjeidatavad j argmiste valemitega. 

 

FO = O + R 

 

Fl =KO R0 X O +K RR60 x R 

 

Need vaiemid V6i b esitada kajargmisei kujul: 

 

(

Fo

\'= 

(

F1

)K 

~ 

 

i 

 

R60 

 

i 

 

KRR60 

 

) 

 

0 

 

R 

 

ノ
ー
 

 

、
l
ー
ノ
》
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Se可arel saab arvutatud !abilaskvustegurite (KOR6o ja K RR60) fling m66 detud FO ja Fl 

 

vaartuste abul leida O ja Ri vaartused jargmise valemiga: 

 

、
、
I
ー
ノ
 

 

0 
一 

 

「Hl 
「ト 

 

ノIー、 

 

一 

 

、 、
ー

》 

 

i 

 

i 

 

KOR6O K RR60 

 

ノI‘ー、 

 

一 
一 

 

、
ー
ノ
I
 

 

0 
R 

 

ノ〈‘

ー 

 

Labilaskvusteguri kindlakstegemiseks kasutatavad materj auid ja meeto did 

 

りReaktiivid 

 

Puhastatud eraldi lutsiferaasid: 

 

luofiliseeritud puhastatud S L0 

 

luofiliseeritud puhastatud S LR 

 

(valideerimisuuringu jaoks hangiti need koos rakuliiniga TH P-G8 Jaapanis Tottoris 

 

asuvast ettev6ttest GPC Lab. Co. Ltd.) 

 

Katsereaktiiv: 

 

lutsiferaasikatse reaktiiv Tripluc⑧ (ft ettev&test TOYOBO; katalooginumber IRA-

301) 

 

S66de: 

 

lutsiferaasikatse s66 de (30 ml, sailitatakse temperatuuril 2-8。C ) 

 

Reaktiiv 

 

Konts. 

 

L6ppkonts. 

 

S66tes 

 

Vajalik kogus 

 

RPM'- 1640 

 

Veiselooteseerum 

 

10% 

 

27ml 

 

3ml 

 

刀Ells館1iilhuse vliおt1i ine 

 

Luofiliseeritud puhastatud lutsiferaasi lahustamiseks katsutis lisatakse sellele 200 tl 

 

10-100 niM Tris/HC1-i v6i Hepes/IC1-i (pH 7,5-8,0), mis sisaldab 10 % gititserooli 

 

massii.ihikutes ruumalatihiku kohta. Enstitimilahus jaotatakse 10 i1 alikvootidena 

 

Uhekordsetesse 1,5 ml katsutitesse ja sailitatakse stigavkulmikus temperatuuril -80。C . 

 

Kulmutatud ensuumilahus on kasutatav kuni kuue kuu jooksu!. Kasutamisel lisatakse 

 

igasse ensuumilahust (lahjendatud ensuumilahust) sisaldavasse katsutisse i ml 

 

lutsiferaasikatse s66 det (10 % veiselooteseerumit sisaldav R PMI-1640) ja 

 

inaktiveerumise takistamiseks hoitakse katsuteid jaa!. 

 

刃βiolwll in estenti lll66 tine 

 

Lutsiferaasikatse reaktiiv Tripluc⑧ su!atatakse ja seda hoitakse toatemperatuuri! 

 

veevannis v6i Umbritseva 6 hu temperatuuril. Luminomeeter lu!itatakse sisse 30 minutit 
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enne m66 tise algust,e t fotokordisti j6 uaks stabiliseeruda. 100 d lahjendatud 

 

enstitimilahust kantakse 96-kannulisele mustale lamedap6halisele plaadile (SL0 

 

proovid kannudesse Bl, B2 ja B3,S LRi proovid kannudesse Dl, D2, ja D3).Se jre1 

 

kantakse igasse ensuumilahust sisaldavasse plaadi kannu pipetiga 100 .tl 

 

eelsoojendatud Triplucit. Plaati loksutatakse plaadiloksutil toatemperatuuril (urbes 

 

25。C ) li minutit. Vajaduse korral k6rvaldatakse kannudes olevast lahusest mullid. 

 

Lutsiferaasi aktiivsuse m66 tiseks asetatakse plaat luminomeetrisse. Bioluminestsentsi 

 

m66detakse 3 sekundit ilma optilise filtrita (FO) ja 3 sekundit optilise filtriga (Fl). 

 

Optilise filtri labilaskvustegur arvutatakse vastavalt jargmistele valemitele. 

 

Labilaskvustegur (SL0 (KOR0)) = (Bl/Fl +B 2/Fl +B 3/Fl) : (Bl/FO + B2/F0 + 

 

B3/FO) 

 

Labilaskvustegur (SLR (KRR60)) = (Dl/Fl + D2/Fl + D3/Fl) : (Dl/FO + D2/FO + 

 

D3/F0) 

 

Arvutatud labilaskvustegureid kasutatakse k6igi sama luminomeetriga tehtavate 

 

m66tmlste puhul. 

 

Seadmete kvaliteedi kontroliimine 

 

Tuleks kasutada IL-8 lutsiferaasikatset kasitlevas katse-eeskirjas kirieldatud korda (18). 

 

555 

 



Luide 3.3 

 

PADEVUSAINED 

 

Enne katsemeetodi B .7 1 juurde kuuluvas kaesolevas hites kirjeldatud meetodi rutiinset 

 

kasutamist tuleks t6endada labon tehnilist padevust.Se lleks tuleks 'L-8 lutsiferaasikatses 

 

saada tabelis i esitatud soovitatava kOmne aine puhui eeldatavale tulemusele vastav 

 

prognoos fing kOmnest padevusainest vahemalt kaheksa puhui vaartused, mis jaavad 

 

asjaomasesse V6 rdlusVahemikku (padevusained on valitud nii, et fende puhui oleksid 

 

esindatud naha sensibiliseerimise ohuga seotud eri reaktsioonid). Peaje seiie on 

 

vaiikukriteeriumidena v6etud arvesse ainete kaubanduslikku kattesaadavust, kvaiiteetsete in 

 

vivo v6rdiusandmete olemasoiu ja IL-8 iutsiferaasikatsega saadud kvaiiteetsete in vitro 

 

andrete olemasoiu. Lisaks on IL-8 iutsiferaasikatse kohta olemas avaldatud v6rdiusadmed 

 

(1,6). 

 

Tabel 1. IL-8 iutsiferaasikatse puhui tci】misc padevuse t6cndamisck soovitatavad ained 

 

Padevusained 

 

CA 

 

Si 

 

nr 

 

hlek 

 

Lahustuvus 

 

X-VIVO15-
kontsentratsio 

 

ini! 20 mg/rn! 

 

乃l vivo 

 

tuirne 

 

prognoos 

 

'L-8 

 

lutsiferaasika 

 

tse kohane 

 

prugnuus2 

 

V6rd!uSvahemik 

 

CVO54 

 

(tg/m!)3 

 

'L-8 

 

!utsiferaasik 

 

atse kuhane 

 

MIT5 

 

2,4-
drnitroklorobenseen 

 

FormaldehOOd 

 

2-

merkaptobensotiasool 

 

Etileendiamiin 

 

EtOleenglOkooldimetak 

 

rilaat 

 

4-allitlanisool 

 

(estragool) 

 

Strptomtitsiinsulfat 

 

Gltitserool 

 

Isopropanool 

 

97-
00-7 

 

50-
00-0 

 

149-
30-4 

 

107 

 

0,5-2,3 

 

Positiivne 2,3-3,9 

 

4-9 

 

9-30 

 

Positiivne 

 

60-250 

 

250-
290 

 

Positiivne 

 

500-
700 

 

Positiivne 

 

0,04-0 

 

> 2000 

 

Positiivne 

 

0,01-0,07 

 

> 2000 

 

Positiivne 

 

> 2000 

 

> 2000 

 

Negatiivne 

 

Sensibiisaat 

 

or 

 

(ij.Armiselt 

 

tugev) 

 

Sensibiisaat 

 

or 

 

(tugev) 

 

Sensibilisaat 

 

or 

 

(m66dukas) 

 

Sensibilisaat 

 

or 

 

(m66dukas) 

 

Sensibiisaat 

 

or 

 

(nrk) 

 

Sensibiisaat 

 

or 

 

(nrk) 

 

Sensibiiseer 

 

iva toimeta 

 

Ei lahustu 

 

Tahki 

 

s 

 

Lahustub 

 

Vedel 

 

ik 

 

Ei lahustu 

 

Tahki 

 

Lahustub 

 

Vedel 

 

ik 

 

Ei lahustu 

 

Vedel 

 

ik 

 

『
、
J
 

! 
！
、
J
 

 

・ト 
【IIL! 

 

！、〕 
い？ 

0
 

 

k 
9
α
 

 

Ei lahustu 

 

Vedel 

 

ik 

 

Lahustub 

 

Tahki 

 

m
伽
 

矧
0
 

 

> 2000 

 

> 2000 

 

> 2000 

 

> 2000 

 

Negatiivne 

 

Negatiivne 

 

Sensibiliseer 

 

iva toimeta 

 

Sensibiliseer 

 

iva toimeta 

 

Lahustub 

 

Lahustub 

 

s 
回
止
回
永
 

 

7
4
5
6
跡
6
7
研
 

 

Lilhendid: CAS i nr - Chemical Abstracts Se rvice'i registrinumber. 
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1' vivo tuirne tugevuse vaijendamisel on ldhtutud ECETOCi soovitatud kriteeriuiidest (19) 

 

2 Varasemate katsete andrete p6hal (1, 6). 

 

3 CVO5 ja IL-8 lutsiferaasikatse kohase MIT arvutamiseks kasutati progranimiga EP' S utem saadud vees 

 

lahustuvuse andreid. 

 

4 CVO5 - vahirn kontsentratsioon, mille juures kemikaali tuirne! avalduv Inh-GAPLA on Vai ksem kui 0,05 

 

5MIT -vai <sem kntsenlatsioon, mille juures kemikaal vastab positiivsuse kriteeriumidele 
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Luide 3.4 

 

INDEKSID JA H INDA ISKRITEERIUMID 

 

nIL8LA (nSL0-LA) 

 

IL8L (sLO-LA) ja GAPLA (SLR-LA) puhui tehakse m66 tmsi j-ndas ana hisltsiik1is ( = 

 

1-4) i-fda! kontsentratsioonil (i = 0-11). Normaliseeritud IL8LA tahis on nIL8LA (nSL0-
L) ja seile maaratlus on jargmine: 

 

nIL8LA1」 = IL8LA1」/GAPLAリ 

 

See on kaesoieva katsemeetodi puhui kasutatav iahtesuurus 

 

Ind-IL8LA (FInSL0-LA) 

 

nd-IL8LA on kuesoleva katsemeetodi puhui peamine naitaja, mis vaijendab nIL8LA 

 

(nSLO-L) keskmise vaartuse suurenemist kordades konkreetses analuusitsuklis i-fda! 

 

kontsentratsioonil v6rre!duna sama naitaja vaartusega nuiikontsentratsioonii. K6 neaiule 

 

suhe on esitatav jargmise valemiga: 

 

Ind - IL8LAl = ((1/4) X昌n IL8LA1)/((1/4) X乞］ nIL8LAO]) 

 

Juhtiabori ettepaneku kohaselt vastab uuritava kemikaaii puhui positiivseie tulemusele 

 

vaartus 1,4. Nimetatud vaartus p6hneb juhtiabori varasemate katseandmete anahmsil. 

 

Andmehalduse t66ruhm on kasutanud seda vaartust valideerimisuuringu kigis etappides. 

 

Nagu valemist nahtub, on katse esmane tuiemusnaitaja Ind-IL8L kahe aritmeetiiise 

 

keskmise suhtarv. 

 

Usaldusvahemik usaldusnivool 95 % (CI95%) 

 

K6 nea!use esmase m66detava tulemusnaitaja kordustapsuse hindamiseks saab leida 

 

nimetatud suhtarvul p6hineva usaidusnivoole 95 % vastava usaldusvahemiku (C195%). Kui 

 

C195% aiampiir onと 1, siis see naitab, et kontsentratsiooni! nr i on n IL8LA oluliseit suurem 

 

kui iahustiga kontroili puhu!. C 195% ieidmiseks on mitu V6i maiust. Vaiideerimisuuringus 

 

kasutatud meetod p6hineb Fielenl teoreemii. S e1!e teoreemi jargi leitakse usaldusvahemik 

 

usaidusnivool 95 % valemiga 

 

kus 

 

A= 

 

no = 4, 

 

一」2 

 

c

_ - 

2 

.

2975印〕× 

1- y! 

L 975(',

) 

' 

 

i'11 

 

J1 

 

武 
一M 

40 

 

4 
× 

4 

 

-BーマB2一4AC -B＋マB2-

2A ' 2A 

 

B＝一2×X 

 

sd3 

 

no 

 

- t言,

975

(v

)X 

 

瑞 

 



xl=(1/nn)×昌nIL8LA1], sd言＝{1ノ（no一1))×昌（nIL8LA1] 一又0)2 

 

nyi= 4,yi = (1/nyi) x乞」 (nIL8L1」) jas d多1 = {iノ(n刃 - i)) x乞」 (nIL8LA1」 一 yi)2 

 

to,97s(v) on keskse t-jaotuse 975-prtsenti1 vabadusastmete arvu ', puhui, kus 

 

v=（晋傍）ノ｛（晋）り(fi一1)+（警）ノ（ny!一1)} 

 

Inh-GAPLA (II-SLR-LA) 

 

Inh-GAPLA on konkreetses analwlsitstiklis i-ndal kontsentratsioonil taheldatava GAPLA 

 

(SLR-LA) keskvaartuse ja iahustiga kontroili puhui taheidatava sama naitaja keskvaartuse 

 

suhtarv fing see on esitatav jargmisei kujul: 

 

Inh一GAPLAi ={(1/4)×易GAP LA!j｝ノ｛(1/4) ×易GAPLAoj} 

 

Kuna GAPLA asub nIL8L arvutamise valemi nimetajas, p6hjustb see vaga vaikestel 

 

vaartustei suurt varieeruvust niL8L vaartustes.S eeprast v6b nd-IL8LA vaartusi, mis on 

 

saadud Inh-GAPLA vaga vaikeste vaartuste puhui (alla 0,05), pidada ebatapseks. 

 

441 

 



Luide 3.5 

 

'L-8 LUTSIFERAASIKATSES KASUTATAV KEMIKAALIDE LAHUSTAMISE SKEEM 

 

) X-VIV0m4 15-s kontsentratsioonil 20 mg/ml lahustuvad kemikaalid 

 

ロ 

 

Kui kemikaal lahustub X-VIVO 

 

(1.a naluusitsukki) 

 

TI

15 

20 mg/ml 

 

Lahjendustcgur 2 

 

� 

 

Lahjendustegur 5 

 

] 

 

, 

 

P6hilahu 

 

(4 mg/mi) 

 

ロ白口口口口口口口口口山 

 

i mg/ml 

 

0ロ’ーーーーーーーーーーーーーーーーーーー’''''' 

 

ロ 

 

2 mg/ml 

 

4 mg/mlロ 

 

ロ 

 

l Lisatakse rakususpensiionile 96-kniulsel plaadil (50 tl: 50 tl) 

 

‘ロロ‘''L I日‘‘�‘ 

 

Q5 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一ーーー 

 

ロ 

 

i mg/ml 

 

2 mg/ml 

 

コ 

 

Tehakse kindlaks suurim kontsentratsioon jargncvatc ana 1isltsiik1te j aoks 

 

ロ 

 

05: vahim kontsentratsioon, mille juures 

 

ーGAPLA onく0,05 

 

hilahuse kontsentratsioon x 1/lahjendustegur (X)) 

 

コ 
力 

日 
‘ 

， 
ユ 

 

く
］
ユ
く
O
ー
」
三
 

 

05
DO

口 

 

Lppkntsentrtsloon 2., 3. ja 4. analuusitsiiklis 

 

呼ーーーーーーーーーーーー 

 

2., 3. v6i 4.a naluusitsukkl 

 

TM 

 

X-VIV0 15-ga kontroll 

 

mg/ml 4 mg/ml 

 

0,5 mg/ml 2 mg/ml ] 

 

ロ 

 

4 x C VOS (4 x p6hllahu 

 

kontsentratsioon x 1LX) 

 

ロ 

 

「
，
 

れ 

 

Lahjendustegur 1,5ロ 

 

ロロロLョ日日ロヒ」ロロLiLI 

 

Lisatakse rakkudele 96-kalulisel plaadil 

 

(50 i1 : 50 fil) 

 

2 xC VOS 

 

日日日口白 ロ日�‘"/ 
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b) X-V1V0IM 15-s kontsentratsioonil 20 mg/ml lahusturnatud kemikaalid 

 

K血1:" ix1】ld dl:l)l野t', X-町VI 15一， 

 

01fl'1't5U1d〕 」リ 

 

Lahjendustegur 2 ・叶2 

 

ー L」11］どdu5t望1耳
’1 

 

u軍た1』t・h吐tTFL・ ，9耳I巳m・辻丑止 

 

〔P証止1吐― 

 

x届 x層Hい目I i,i目いロロ 

 

Xl ,I51' 

 

X 1,11 28 

 

x' 

 

tiB 

 

l Iみi小rI心’”耳I吐LェHl』rリ作ト :小rI心’”耳I吐LェHl』rリ作トii11ド1phとiiほ 0 iI'’山 

 

'''‘目口口口目‘ロロ 

 

xl加昭 xi,'512 xi,Ii訪 xl，」j2 xlI8 xl.2 

 

0 

 

(t.,'l級k皿l .?&*●山A*●.L】・山】●●‘ 

 

Iュ」rG守L!'1',，' 

 

I戸］』l、］'n・1':'i止・ムhMx':'ム二1均d●句●ii X 

 

“、、、ー 

 

．● 
J 

, 
. 

 

く
］
‘
く
ロ
 

 

、 

 

一

」 

 

I,. 

 

I’・

‘

' , ， ‘ 一 ー 

 

、人M入メ人ん寸、．I-

x1I4Z 

 

0 xtlに‘ 

 

4一ーー“ーー xi$ xlに 

 

［竺 」 
xl1

6 x" 

 

L3,市4. an al前it"kkl 

 

Tい 

 

x-vwo l5“切吐「ロII 

 

1 

 

' 

 

4式式】5{4 ipる hIbiu兇 

 

kitentrt 町ati xl川 

 

'''‘ヒロロロロ日山 

 

lp 

 

'''''''''‘国 

 

443 

 



Luide 3.6 

 

IL-8 LUTSIFERAASIKATSES POSITIIVSE KONTROLLINA KASUTATAVA 4-NBB 

 

LAHUSTAMISE SKEEM 

 

1且 

 

Po徴tl''xkαxd1: 4-NBB(i1dutuX-vIV0 15-り 

 

i 

 

Supmt元 

 

xl 

 

Iく小had交dl画吐‘'"d 

 

� ―・― 
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9) C osasse lisatakse jargmised peatikid: 

 

,,C.52. UHTE POLVKONDA HOLMAV PIKENDATUD S IGIVUSKATSE JAAPAN! 

 

RIISIKALAGA (MEOGRT) 

 

SISSE1UI TUS 

 

1. Kaesolev katsemeetod on samavaarne OECD katsejuhendiga nr 240 (2015). Jaapani 

 

riisikalaga tehtava tihte p6lvkonda h6lmava pikendatud sigivuskatse (MEOGRT) juhendis 

 

kiri eldatakse p6h alikku katsemeetodit, mille aluseks on kalade kokkupuude kemikaaliga 

 

ritme p6lvkonna jooksul, et koguda 6 koloogilise ohu ja kemikaalide, sealhulgas 

 

V6i maiikud endokriinfunktsiooni kahjustavad kemikaalid, riskihindamise aspektist olulisi 

 

andmeid. MEOGRT puhui kestab kokkupuude kemikaaliga kuni teise p6lvkonna (F2) 

 

koorumiseni (kaks nadalat parast viljastamist). Taiendavalt oleks vaja uurida seda, kas 

 

p6lvkonna F2 uurimine koorumisjargsel periiodil oleks p6hendatud; praegu ei ole 

 

piisavait teavet, mille p6hjal saaks esitada p6lvkonna F2 uurimise pikendamist 

 

p6h endavaid asjakohaseid tingimusi v6i kriteeriume. Kaesolevat katsemeetodit v6idakse 

 

siiski uue teabe ja andrete p6hal ajakohastada. Naiteks V6 iVad juhised p6lvkona F2 

 

uurimise pikendamiseks kuni sigimiseni olla kasulikud teatud asjaoludel (ft suure 

 

biokontsentratsiooni potentsiaalga kerikaalid v6i andmed p6lVkondadeVahelise to ire 

 

kohta muudes taksonites). Kaesoleva katsemeetodi abil saab hinnata kerikaalide, 

 

sealhulgas potentsiaalselt endokriinfunktsiooni kahjustavate kemikaalide v6imalikku 

 

kroonilist toimet kaladele. Meetodis keskendutakse ee lk6ige v6imalikule populatsiooni 

 

mjutavale toimele (kahjulik m句u ellujaamusele, arengule, kasvule ja sigirisele), et 

 

arvutada taheldatavat toimet mitteavaldav kontsentratsioon (NOEC)V6i toimet avaldav 

 

kontsentratsioon (ECx), kuid tuleks arvesse v6tta, et ECx-il p6hineVad meetodid ei sobi 

 

tavaiselt sellist tuupi suurte uuringute jaoks, kus ECx-i kindlakstegemise eesrargil 

 

uuritavate kontsentratsioonide arvu suurendarine V6 ib olla ebaotstarbekas ja p6hustada 

 

kasutatavate hoorade suure arvu t6ttu loomade heaoluga seotud probleere. Kemikaal ide 

 

puhul, mis ei vaja ritmes p6lvkonnas hindamist v6i rillel puudub endokriinfunktsiooni 

 

kahjustamise potentsiaal,V6 iad olla sobivamad ruud katsemeetodid (1). Jaapani riisikala 

 

on kaesoleva katsereetodiga kasutamiseks sobiv luik tanu ltihikesele elutstiklile ja 

 

v6imalusele tuvastada selle geneetilist sugu (2), mida peetakse selle katsemeetodi keskse 

 

thtsusega korponendiks. Meetodis kirjeldatud konkreetsed meetodid ja vaatluste 

 

l6ppnaitaad on kohaldatavad tiksnes jaapani riisikala suhtes.S arase katse-eeskirja jaoks 

 

v6ivad sobida ka ruud vaikesed kalaliigid (ft v66tdaanio). 

 

2. Kaesoleva katsemeetodi kohaselt m66detakse mitmeid bioloogilisi l6ppnaitaaid. 

 

Esmaj iones p66rtakse tahelepanu v6imalikule kahjulikule toirele, ris avaldub 

 

populatsiooni naitajates, sealhulgas ellujaamus, uldine areng, kasv ja sigirine. Teises 

 

jarjekorras kogutakse ruud kasulikku teavet vitllgn i in i (vtg) mRNA (v6i vitelogeniini 

 

valgu, VTG) ja geneetilise sooga seotud fenottiubi teiseste sootunnuste m66tmise fing 
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histopatoloogia hindamise tee!, et saada andmeid toimemehharnsmide kohta J a seostada 

 

neid muudes vaidkondades ja laboriuuringutes saadud tulemustega juhu!, kui !eidub o 

 

posteriori t6endeld kemikaali endokriinfunktsiooni kahjustava potentsiaali kohta (ft 

 

muude katsetega on leitud androgeenide v6i istrogeenide funktsiooni kahjustav toime). 

 

Tu!eb markida, et kui kemikaalil V6i selle metabohitidel endokriinfunktsiooni kahjustavat 

 

toimet ei kahtiustata,V6i b nimetatud teiseste !6ppnaitj ate m6&mise vajadus puududa fling 

 

sobivam on kasutada vahem ressursse j a luomi vai avaid uuringuid (1). Kaeso!evas 

 

katsemeetodis kasutatud m6isted on maaratletud 1. hiites. 

 

LAIITEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD 

 

3. Kuna uuritud kemikaalide arv on vaike j a k6nealuse usna keeruka katse valideerimisse on 

 

kaasatud vahe laboreid, V6i b ee!dada, et katsemeetod vaadatakse labi ja seda muudetakse 

 

saadud kogemuste valguses parast seda, kui on tehtud piisava!t uuringuid k6nealuse uue 

 

uuringukava toimivuse kinnitamiseks. Andmeid saab kasutada endokriinfunktsiooni 

 

kahjustavate kemikaalide analuusimise j a hindamise OECD kontseptuaalse raamistiku 5. 

 

tasemel. Meetodi kohase!t algab katse se!!ega, et taiskasvanud kalad (p6!Vkond FO) viiakse 

 

sigimisperioodil kokkupuutesse uuritava kemikaaliga. Kokkupuude jatkub p6!Vkonna ja Fl 

 

arengu ja sigimise perioodi! kuni p6lVkonna F2 koorumiseni. Tanu se!!e!e V6i ma!dめ katse 

 

himlata nii struktuurseid kui ka aktiveerivaid radasid, mis mjutaVad endokriinfunktsiooni. 

 

Endokriinfunktsiooniga seotud l6ppnait可 ate t6!gendamlsel v6ib kasutada t6endlte 

 

kaalukuse! p6hinevat meetodit. 

 

4. Katsesse tuleks kaasata vaja!ikul arvul isendeid, et saavutada sigimisega seotud 

 

l6ppnaitjate hindamiseks piisav statisti!ine V6 imsus (Vt 3. !iide), tagades sama! aja! 

 

hoorade heao!u kaa!ut!ustel, et kasutatavate !oomade arv on V6l malku!t vaike. Arvestades 

 

kasutatavate katse!oomade suurt arvu, tu!eb katse vajalikkust hoo!ikalt kaa!uda seoses 

 

o!emaso!evate andmetega, misV飢v ad juba h6!mata asjakohast teavet paijude MEOGRT 

 

l6ppnaitj ate kohta.S e1!ega seoses V6i b abi saada OECD koostatud raamistikust ka!ade!e 

 

avalduva murgisuse katsete kohta (1). 

 

5. Katsemeetod on valja t66tatud eelk6ige uksiku aine tuire eristamiseks. Ent kui tekib 

 

vajadus teha katse seguga, siis tuleks kaa!uda, kas meetodiga saadakse kavandatud 

 

regulatiivse eesmargi j aoks sobivad tu!emused. 

 

6. Enne katse a!ustamist on oluhine koguda andmeid uuritava kemikaahi fthisikahis-keemihiste 

 

omaduste kohta, eelk6lge selleks, et oheks v6ima!ik vahmistada pusivaid kemikaa!i!ahuseid. 

 

S amutl tuheb kasutada piisavalt tundhikku analt!tisimeetodit uuritava kemikaa!i 

 

kontsentratsioonide kontro!himiseks. 

 

KATsE POlluOTE 
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7. Katse alustamiseks viiakse suguktipsed isas- ja emasisendid (vahemalt 12 nadalat parast 

 

vili astamist) sigimispaarides kolmeks nadalaks kemikaaliga kokkupuutesse.Se lle aja 

 

jooksul levitatakse uuritavat kemikaali vanemate p6lvkonna (FO) organism is vastavalt 

 

kemikaali toksikokineetilistele omadustele. V6imalikult lahedal neij anda nadala esimesele 

 

paevale korjatakse mari, et saada p6lVkond Fl. P6lvkonna Fl kasvatamise ajal (kokku 15 

 

nadalat) hinnatakse kooruvust ja ellujaamust. Lisaks v6etakse 9.-10. vijastamisrgsel 

 

nadalal kaladelt proove arengu l6ppnaita ate kindlakstegemis eks fing 12.-14. 

 

Vi jastamisrgsel nadalal hinnatakse kolme nadala jooksul kudemist. P6ivkond F2 luuakse 

 

varast koimandat siaivuse hindamise nadalat ja seda kasvatatakse kuni koorumise l6 rnni. 

 

KATSENOUETEKOIIASUSE K RITEERIUMID 

 

8. Katse n6uetekohasuse suhtes kohaidatakse jargmisi kriteeriume. 

 

Lahustunud hapniku kontsentratsioon peaks kogu katse viltel olemaと 60 %6 hu 

 

kuiiastuskontsentratsioonist. 

 

Keskmine veetemperatuur peaks kogu uuringu valtel olema vahemikus 24-26。C . 

 

Uksikutes akvaariumides esinevad p6gusad k6rvalekaided keskmisest ei tohiks tiletada 

 

2oC. 

 

Keskmine sigivus iga p6lvkonna (FO ja Fl) kontroliruhniades peaks olema suurem kui 20 

 

marjatera paari kohta paevas.K6 ikide hindamise jooksul vaiminud marjaterade viijakus 

 

peaks olema tile 80 %. Lisaks peaks kontrolirtihina soovituslikust 24 sigimispaarist 16 (> 

 

65 %) vaijutama paevas rohkem kui 20 marjatera paari kohta. 

 

Marjaterade (keskmine) kooruvus kontroliruhmades peaks olemaと 80 % (nn p6lvkonnas 

 

Fl kui ka p6ivkonnas F2). 

 

Kontroliruhmas (Fl) peaks (keskmine) eiluj aamus kuni 3. viii astamisjargse nadalani ja 

 

alates 3. viii astamisj argsest nadalast kuni p6lvkonnaga Fl katse l6petamiseni (15. 

 

viijastamisjargne nada!) olema vastavalt? 80 % jaと 90 %. 

 

Tuleks esitada t6endid seile kohta, et uuritava kemikaali kontsentratsioone lahuses on 

 

suudetud hoida rahuldavalt vahemikus士 20 % m66tmistulemuste keskvaartusest 

 

n6uetekohasuse kriteerium, ei tohiks uhe kontsentratsiooniruhma 

 

statistilisi erinevusi vee 

 

valja arvatud p6gusad 

 

vahe! olla 

 

p6hjal; 

 

vahenenud sigivust, peaks 

 

kolmandast aihmast alates ja 

 

katse kontsentratsioonir(ihmade 

 

ole 

 

ega 

 

(igapaevaste temperatuurim66tmiste 

 

v6ib taheldada 

 

j argi vahemalt 

 

Kuigi see ei 

 

k6ralekalded). 

 

9. Kuigi suurema kokkupuutega rihmades 

 

p6lvkonna FO sigivus kokkupuute suuruse 

 

k6igis vaiksema kokkupuutega rtihmades olema piisav koorumisinkubaatorite taitmiseks. 

 

Peale selle peaks p6lvkonna Fl embruote ellujaamus olema kokkupuute suuruse jargi 
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kolmandas ruhmas ja k6igls vaiksema kokkupuutega r(ihmades piisav seileks, et hinnata 

 

16ppnaltjaid noorkaladest proovide V6 tlse etapil (Vt punktid 36 ja 38 ja 9. hide). Lisaks 

 

peaks p6ivkonna Fl koorumisjargne eilujaamus olema kokkupuute suuruse jargi teises 

 

ruhmas vahemait n6utavai miinimumtasemel (' 20 %). Need ei ole otseseit 

 

n6uetekohasuse kriteeriumid, vaid soovitused, mis v6imaldavad arvutata usaldusvaarseid 

 

NOEC vaartusi. 

 

10. Kui leitakse k6rValekaldeid katse n6uetekohasuse kriteeriumide st, tuieks kaaluda selliste 

 

k6rVaiekailete mju katsetulemuste usaidusvaarsuseie fling esitada need k6rvalekalded ja 

 

kaalutiused katseprotokoihis. 

 

MEETODI K 1RELDUS 

 

Sead med 

 

ii. Tavaparased laboriseadmed, eeskatt jargmised seadmed: 

 

a) hapnikum66tur ja pH-meeter; 

 

b) seadmed vee kareduse ja leehisuse maaramiseks; 

 

c) asjakohased temperatuuri reguleerimise ja soovitatavait seile pideva jalgimise seadmed; 

 

d) soovitatava biomassisisaiduse ja asustustiheduse jaoks piisava suurusega keemiiiselt 

 

inertsest materialist prooVin6ud (vi 3. hide); 

 

e) sobiva tapsusega kaal (st tapsusega 士 0,5 mg). 

 

Vesi 

 

12. Katses v6ib kasutada sehlist vett, milles katsealune luik kasvab ja milles tai on piisavait 

 

pikk eiuiga. Vesi peab olema kogu katse jooksul pusiva kvahiteediga. Tagamaks, et 

 

lahjendamiseks kasutatav vesi ei mjutaks iiigselt katsetulemusi ega p6hjustaks naiteks 

 

uuritava kemikaaliga komplekside moodustumist v6i avaidaks negatiivset mju sugukarja 

 

j 6 udlusele, tuleks kindlate ajavahemike j arel v6tta analtiUsimiseks veeproove. Kui 

 

lahjendusvesi on teadaolevait suhtehiselt pusiva kvahiteediga, tuleks raskemetahhide (ft Cu, 

 

Pb, Zn, Hg, Cd ja Ni), peamiste aniionide ja katiionide (ft Ca2, 1g2+, Na, K, C1~ ja 

 

s 042), pestitsiidide, orgaanihise sUsiniku ja h6luvaine sisaldus maarata naiteks iga kuue 

 

kuu jarel. Lahjendusvee m6ned n6utavad keemihised omadused on esitatud 2. hiites. Vee 

 

pi peaks ohema vahemikus 6,5-8,5, kuid ei tohiks tihe katse jooksul muutuda rohkem kui 

 

士 0,5 pI-tihikut. 

 

Kokkupuutestisteem 

 

13. Kokkupuutesusteemi konstruktsiooni ja selles kasutatavaid materj ale ei ole tapsustatud. 

 

Katsestisteemi ehitamiseks tuieks kasutada klaasi, roostevaba terast v6i muid keemihiseit 

 

inertseid materiale, mis ei ole varasemate katsete kaigus saastunud. Kaesolevas katses 
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kasutamiseks sobiv kokkupuutesisteem v6lb koosneda pideva labivooluga sisteemist (4-

13). 

 

KatSelaiuSed 

 

14. Uuritava kemikaali p6hi1ahus tuleks viia kokkupuutesUsteemi sobiva pumba abu. 

 

P6hilahuse vooluhulka tuleb kalibreerida enne kokkupuute algust p6hilhuse kohta tehtava 

 

analUtisi tulemuste p6hal fing seda tuieb katse jooksul regulaarseit volumeetriliselt 

 

kontrollida. 'gas kambris olevat uuritavat lahust varskendatakse piisavai maaral (ft 

 

vahemait 5 ja kuni 16 kambri mahu varskendust paevas v飢 voolukiirus kuni 20 m l/min) 

 

olenevalt uuritava kemikaali ptisivusest ja vee kvaliteedist. 

 

15. Valitud kontsentratsiooniga katselahused valmistatakse p6hilahuse lahjendamise teel. 

 

P6hilahuse vaimistamiseks tuleks uuritavat kemikaali lahjendusvees mehaanilisel teel (ft 

 

segamine j a/V6i ultrahelitlitius) soovitatavalt lihtsalt segada v6i loksutada.So biv 

 

kontsentratsiooniga p6hilahuse saamiseks v6ib kasutada ktiiiastuskolonne/-stisteeme v6i 

 

passiivse doseerimise meetodeid (14). Lahustite ja kandeainete kasutamist tuleks k6igi 

 

vahenditega valtida, sest 1) teatud lahustid v6ivad ise p6hjustada mtirgisust ja/v6i 

 

soovimatud v6i ootamatuid reaktsioone; 2) kemikaalide uurimine fende vees lahustuvusest 

 

k6rgemal kontsentratsioonii (nagu lahustite kasutamise puhui sageii juhtub) v6ib 

 

raskendada toimet avaidava kontsentratsiooni tapset kindiakstegemist; 3) iahustite 

 

kasutamine pikaaj alistes katsetes v6ib p6hustada mikroobide tegevusega seotud 

 

markimisvaarset bioloogiiist maardumist, mis v6ib m可utada keskkonnatingimusi ja 

 

kokkupuutekontsentratsioonide saiiitamise v6imet fing 4) kui puuduvad varasemad 

 

andmed, miiie kohaseit lahusti ei moonuta uuringu tuiemust, tuieb iahusti kasutamiseks 

 

teha lahustiga kontroil, mis aga lll句 utab ioomade heaoiu, kuna katse jaoks on sei juhui 

 

vaja rohkem loomi. Raskesti uuritava kemikaaii puhui v6lb iahustit kasutada viimase 

 

v6imalusena fling parima meetodi kindiakstegemisei tuleb arvesse v6tta OECD juhendit nr 

 

23 raskesti uuritavate ainete ja segude veekeskkomia suhtes avalduva murgisuse uurimise 

 

kohta (15). Lahusti vaiiku maaravad uuritava kemikaali keemilised omadused ja 

 

oiemasoievad varasemad andmed iahusti kasutamise kohta. Lahusti kandeainete 

 

kasutamise korral tuleb iisaks ilma iahustita (negatiivseteie) kontrollideie (Uksnes 

 

lahjendusvesi) hinnata ka sobivaid lahustiga kontroile. Kui iahusti kasutamine on vaitimatu 

 

ja tekib mikroobne aktiivsus (bioloogiline maardumine), on soovitatav iga paagi 

 

bioioogiline maardumine kogu katse jooksul (vahemait kord nadalas) 

 

registreerida/protokoiiida. Ideaa1juhui peaks lahusti kontsentratsioon oiema iahustiga 

 

kontrollis ja k6igis katseproovides pidevalt Uhtiane. Kui iahusti kontsentratsioon ei ole 

 

pidevait Uhtiane, tuieks iahustiga kontroiiiks kasutada katseproovide k6ige suuremat 

 

lahusti kontsentratsiooni. Lahusti kandeaine kasutamise korral ei tohiks iahusti suurim 

 

kontsentratsioon iiletada 100 i1/l v6i 100 mg/l (15) ja soovitatavalt tuieks hoida lahusti 

 

kontsentratsioon v6imaiikult madalal (n' < 20 ti/l), et vaitida lahusti V6 imaiikku m可 u 

 

m66detavtele i6ppnaitai ateie (16). 
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Katseloomad 

 

Kalade vlimineja pidmine 

 

16. Katses kasutatav luik on jaapani riisikala Oryzias latipes, kuna selle! on luhike elutsUkkel ja 

 

V6i malus teha kindlaks geneetilist sugu. Kuigi sarnase katse-eeskirja jaoks V6iVa d sobida 

 

ka ruud vaikesed kalaliigid, on kaesolevas katsemeetodis kirjeldatud konkreetsed 

 

katsemeetodid ja vaatluste l6ppnaitajad kohaldatavad flksnes jaapani riisikala suhtes (vt 

 

punkt 1). Riisikala paijunemist vangistuses on lihtne esile kutsuda; on olemas selle 

 

kasvatamist kasitlevad avaidatud meetodid (17-19), samuti andmed luhiajalise letaalsuse, 

 

varase elujargu ja kogu elutsUkli katsete kohta (5-6, 8-9, 20).K6 igi kalade puhui 

 

kasutatakse vaigustusperioodi 16 h valgust ja 8 h pimedust. Kalu s66detakse soolase vee 

 

krevettide (Arteria spp.) elusate nborjargus isenditega, millele v6l b vajadusel usada 

 

kaubanduslikult muudavat helvess66ta. Kaubanduslikult mtmdavat helvess66ta tuleb 

 

korraparaselt analtmsida saasteainete suhtes. 

 

17.So blVte kasvatusmeetodite jargimise korral ei ole kohustuslik rakendada konkreetset 

 

kasvatuseeskirja. Naiteks v6ib riisikala kuni 4. viljastamisjargse nadalani kasvatada 2 1 

 

proovin6udes tihedusega 240 kalavastset n6u kohta, seej arel kuni 8. viljastamisjargse 

 

nadalani 2 1 n6 udes tihedusega 10 kala n6 u kohta. Parast seda paigutatakse kalad 

 

sigimispaaridena 2 1 n6 udesse. 

 

Kaんde肋hand111lineル valillline 

 

18. Katsealused kalad tuleks valida Uhest laboriparvest, mida on vahemalt kahe nadala valtel 

 

enne katset kohandatud selliste veekvaliteedi ja valgustustingimustega, mis sarnanevad 

 

katses kasutatavatele tingimustele (markus: nimetatud kohanemisperiood ei asenda 

 

kokkupuute-eelset perioodi).S oovtatavalt tuleks katsealused kalad soetada kohalikust 

 

kasvandusest, sest taiskasvanud kalade transportimine pihjustab stressi ja viib hairida 

 

kudemist. Pidamisperioodil tuleks kalu kaks korda paevas silta soolase vee krevettidega 

 

fing kokkupuute etapil tuleks sellele vajaduse korral usada kaubanduslikult muUdavat 

 

helvessiita. Piisava replitseeritavuse tagamiseks peetakse katse alustamise eeltingimuseks 

 

vahemalt 42 sigimispaari olemasolu (54 sigirispaari juhul, kui on vaja teha lahustiga 

 

kontroll, kuna puuduvad piisavad varasemad andred, mis viiraldaks kasutada ainult 

 

lahustit). Lisaks tuleb plivkoima FO iga sigimispaari puhu! kontrollida XX-XY 

 

kromosoomide (st kunimagi 500 sugukromosoomide normaalkorplekti) olemasolu, et 

 

valtida snontaansete XX isaste kaasamist (vt Dunkt 39). 

 

19. Kohanemise etapil tuleb registreerida kasvukalade seas esinev suremus fling parast 48-

tunnist rahunemisperioodi kohaldatakse j argmisi kriteeriume. 

 

Kui suremus kasvupopulatsioonis on seitsme paeva jooksul enne katsesUsteemi uleviimist 

 

suurem kui 10 %, jaetakse kogu partii kirvale. 
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Kul suremus populatslooms on seitsme paeva J ooksul enne ktsesusteemi ilevumist 

 

suurem kui 5-10 %, lastakse kaladel veel seitse paeva kohaneda nil, et kohanemisperiood 

 

on kokku kaks nadalat. Kui k6nealuse Jrgmise seitsme paevajooksul on suremus suurem 

 

kui 5 %, jaetakse kogu partii k6rvale. 

 

Kui suremus populatsioonis on seitsme paeva jioksul ernie katsesUsteemi uleviimist 

 

vaiksem kui 5 %, loetakse partii vastuv&tavaks. 

 

20. Katsele eelneva kahenadalase kohanemisperioodi valtel ja kokkupuute ajal ei tohiks 

 

kaladel haigusi ravida fling v6imaluse korral tuleks haiguste ravi taielikuit valtida. 

 

Kliiniliste haigustunnustega kalu ei tohiks uuringus kasutada. Katsele eelnenud perioodil 

 

tehtud vaatlused fling haiguste ennetamiseks ja raviks kasutatud meetodid tuleks 

 

dokumenteerida. 

 

21. Kokkupuuteperioodi tuleks alustada eristatavate sootunnuste ja geneetiliselt kindlaks 

 

tehtud suoga taiskasvanud kaladega, kes parinevad temperatuuril 25士 2 oc kasvatatud 

 

labori suguktipsete hoorade varudest. Kalade s igimisv6ime (st varasem e luv6imelste 

 

jargiaste saammne) peaks olema kokkupuutele eelneva nadala jooksul kontrollitud. Katses 

 

kasutatavas kalade ruhmas peaks k6ikide kalade kehamass sou jargi jaama katse alguses 

 

vahemikku 士 20 % samasooliste kalade massi aritmeetihisest keskmisest. Iinnangulise 

 

keskmise kehamassi leidmiseks tuleks enne katset katu osaliselt kaaluda. Vahitud kalad 

 

peaksid ulema vahemalt 12 nadalat vanad (alates viljastamisest) fing fende kehamass 

 

peaks olema eraste!と 300 mg ja isastel > 250 mg. 

 

KATSEPLAAN 

 

Katsekontsentratsioonid 

 

22.Soo vitataalt tuleks kasutada kemikaali vuit kontsentratsiooni ja kontroli/kontrolle. 

 

Katsekontsentratsioonide vahemiku valimisel tuleks arvesse v6tta k6iki teabeallikaid, 

 

sealhulgas kvantitatiivseid struktuur-aktiivsuss6ltuvusi (QSAR), analoogmeetodeid, 

 

kaladega tehtud muude katsete, naiteks ageda murgisuse katsete (kaesoleVa lisa peatukk 

 

.1), kalade paljunemise luhiajaliste katsete (kaesoleva lisa peattikk c.48) ja muude 

 

katsemeetoditega (ft kaesoleva lisa peatikid c.is,C .37, c.41, c.47 v6i c.49; (21-26) 

 

saadud tulemusi, kui need on kattesaadavad, fing vajaduse korral ka vahemiku leidmise 

 

katsega (mis v6ib h6lmta sigimisetappi) kogutud andmeid. Vajaduse korral V6i b 

 

vahemiku leidmise katse labi vlia l6plku katsega sarnastel tingimustel (veekvaliteet, 

 

katsestisteem, hoorade biomass). Kui tuleb kasutada lahustit, mille kohta puuduvad 

 

varasemad andmed, saab vahemiku leidmise katse abil kontrollida lahusti sobivust.S uurm 

 

katsekontsentratsioon ei tohiks uletada vees lahustuvuse taset 10 mg/l v6l uhte kunnendlkku 

 

96h-Lc5O vaartusest (27). Vahim kontsentratsioon peaks ulema 10-100 korda vaiksem kui 

 

suurim kontsentratsioon. Lisaks annuse-toime seoste m66tmisele v6imaldb kaesolevas 

 

katses viie kontsentratsiooni kasutamine kindlaks maarata ka vahima taheldatavat toimet 
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avaldava kontsentratsiooni (LOEC) ja toimet mitte avaldava kontsentratsiooni (NOEC), 

 

mis on m6 nes regulatiivses kavas v6i jurisdiktsioonis n6utavad riskihindamise jaoks. 

 

Uldiselt peaks uuritava kemikaali j ari estikuste nominaalsete kontsentratsioonide vahe 

 

kordaja olema S 3,2. 

 

Katse- ja kontrollruhmades kasutatavad paralleeln6ud 

 

23. 'ga katsekontsentratsiooni kohta tuieks kasutada vahemait kuut paraiieeln6ud (vt 7. hide). 

 

S igimisetapil (vaija arvatud p6lvkonna FO puhui) tuleks paralleeln6ude arv viijakuse 

 

hindamiseks kahekordistada fing iga paralleeln6u peab sisaldama tiksnes ihte sigimispaari 

 

(vt punkt 42). 

 

24. Lisaks katsekontsentratsioonidele tuleks kasutada ka lahjendusveega kontrolli ja vajaduse 

 

korral lahustiga kontrolli. Piisava statistihise V6 imsuse tagamiseks tuleks kontrollide puhui 

 

kasutada kahekordset paralleelkambrite arvu (st vahemalt 12 paralleeln6ud).S igimisetapil 

 

kontrohiruhma paralleeln6ude arv kahekordistatakse (st vahemalt 24 paralleeln6ud, millest 

 

igattks sisaldab ttksnes uhte sigimispaari). Parast sigimist peaksid kontroliruhma 

 

paralleeln6ud sisaldama kuni 20 embrQot (kala). 

 

KATSEKAlK 

 

Katse alustamine 

 

25. Katse p6lvkonnana FO kasutatakse suguliselt aktiivseid taiskasvanud kalu, kes valitakse 

 

kahe kriteeriumi p6hjal: vanus (uidjuhul rohkem kui 12. viljastamisjargne nadal, aga 

 

soovitatavalt mitte rohkem kui 16. viljastamisjargne nadal) ja kehamass (emastel? 300 mg 

 

ja isastelと 250 mg). 

 

26. Nimetatud tingimustele vastavad emase-isase paarid paigutatakse eraldi parahleeln6udesse: 

 

katse alguses 12 parahleeln6ud kontrohirihmas j a kuus paralleeln6ud kemikaaliga 

 

t66deldavates rtihmades. Proovin6ud j aotatakse juhuslikkuse alusel 

 

kontsentratsioonirtihma (ft Ti-TS j a kontroll) j a paralleeiruhma (ft kontrolhid A -L j a 

 

kontsentratsiooniproovid A -F) fling asetatakse seej arel kokkupuutesUsteemi, kus igas n6us 

 

kasutatakse sellele ette nahtud vooluhulka. 

 

Kokkupuutetingimused 

 

27. Katse parameetrite j a tingimuste taielik Ulevaade on esitatud 3. hites. Nende n6uete 

 

iargimise korral peaksid kontrollriibma kalade l6ppnaitjad olema sarnased 4. luites 

 

loetletud vaartustele. 

 

28. Katse ajal tuleks iga kontsentratsiooniruhma ja kontroliruhma kohta vahemalt Uhes 

 

katsen6us m66ta lahustunud hapniku sisahdust, pH-d ja temperatuuri. Nimetatud m66tmisi 

 

(v.a temperatuur) tuleks teha kokkupuuteperioodi valtel vahemalt kord nadalas. Keskmine 

 

veetemperatuur peaks olema kogu uuringu valtel vahemikus 24-26。 C. Temperatuuri 
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tuleks m66ta kokkupuuteperioodi valtel iga paev. Vee pi peaks olema vahemikus 6,5-8,5, 

 

kuid ei tohiks ihe katse jooksul muutuda rohkem kui士 0,5 pl-uhikut. Uhe 

 

kontsentratsiooniruhma paralleeln6ude ega katse kontsentratsiooniruhmade vahel ei tohiks 

 

olla statistilisi erinevusi vee temperatuuris (igapaevaste temperatuurim66tmiste p6h al; 

 

valj a arvatud p6gusad k6rvalekalded). 

 

Kokkupuute kestus 

 

29. Katses viiakse p6lvkonna FO sigimisv6imelised kalad kemikaaliga kokkupuutesse kolmeks 

 

nadalaks. Neljandal nadalal (u 24. katsepaeval) moodustatakse p6lvkond Fl, p6lvkonna FO 

 

sigimispaarid surmatakse humaansel viisil fing fende kehamass ja pikkus registreeritakse 

 

(vt punkt 34).S ee re1 viiakse p6lvkond Fl veel 14 nadalaks kemikaaliga kokkupuutesse 

 

(p6lVkonna Fl kokkupuuteaeg on kikku 15 nadalat) ja p6lvkond F2 jaab kokkupuutesse 

 

kaheks nadalaks kuni koorumiseni. Katse p6hlosa kogukestus on 19 nadalat (st kuni 

 

p6lvkonna F2 koorumiseni). Katse ajakava on esitatud tabelis 2 ja seda on tapsemalt 

 

selaitatud 9. hites. 

 

S6Itmisre乞iim 

 

30. Kalu v6ib s66ta piiramatus koguses soolase vee krevettide (Arteria spp.) 24 tunni vanuste 

 

fiori argus isenditega, millele v6ib vajadusel hisada kaubanduslikult mldavat helvess66ta. 

 

Kaubandushikult mtitidavat helvess66ta tuleks regulaarselt analtmsida saasteainete, naiteks 

 

khoororgaaniliste pestitsiidide, pohutsikliliste aromaatsete stisivesinike ja poliklooritud 

 

bifentttihide sisalduse suhtes. S uures koguses endokriinse toimega aineid (ft 

 

fto6strogeenid) sisaldavat s66ta, mis v6ib katses tekkivat reaktsiooni mjutada, ei tohiks 

 

kasutada. S66 da Ulejaagid ja vaijaheited tuleks eemaldada katsen6udest vastavalt 

 

vajadusele, naiteks iga n6 u p6hja ettevaatliku puhastamisega sifooni abil. Uks v6i kaks 

 

korda nadalas tuheks puhastada ka iga n6u ktilgi ja p6hja (ft spaathiga kaapimise teel). Uks 

 

s66tmisgraafiku naide on esitatud 5. hites. S66 daratsioon s6 tub kahade arvust 

 

parahheeln6us. See t6ttu vahendatakse s66 daratsiooni juhul, kui paralheeln6us esineb kalade 

 

suremust. 

 

Analtiusid ja m66 tmised 

 

31. Enne kokkupuuteperioodi algust tuheks tagada kemikaahi lisamise stisteemi n6 uetekohane 

 

toimimine. Tuheks kindlaks teha k6ik vajahikud analtitisimeetodid, sealhulgas peaks ohema 

 

piisavalt teavet uuritava kemikaali pusivuse kohta katsestisteemis. Katse ajal maaratakse 

 

uuritava kemikaahi kontsentratsioonid sobivate ajavahemike jarel, soovitavalt vahemalt igal 

 

nadahal iga kontsentratsiooniruhma uhes paralleeln6us, jalgides, et eri nadalatel kasutataks 

 

samas kontsentratsioonir(ihmas erinevaid paraheeln6usid. 

 

32. Katse ajal tuleks ettenahtud ajavahemike jarel (ft vahemalt koim korda nadahas) 

 

kontrollida hahjendusvedeliku ja p6hilahuse vooluhulka. Tuhemused peaksid soovitatavalt 

 

p6hinema m66detud kontsentratsioonidel. Ent kui uuritava kemikaahi kontsentratsiooni 
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lahuses on suudetud kogu katse jooksul sailitada rahuldavalt vahemikus士 20 % keskmisest 

 

m66detud vaartusest, v6ivad tulemused p6hneda kas nominaalsetel v6l m66 detud 

 

vaartustel. Olulisel maaral kaladesse kogunevate uuritavate kemikaalide puhui v6wa d 

 

katsekontsentratsioonid kalade kasvades vaheneda.Se i1lse1 juhu! soovitatakse kohandada 

 

iga kambri katselahuse varskendamise sagedust, et hoida katsekontsentratsioone 

 

V6imalikuit i ihtiasena. 

 

Vaatlusedル m66 dtvd l毎" ditajad 

 

33. Populatsiooni tasemel iimneva v6i malku turne hindarniseks m66 detavad i6ppnaitjad on 

 

sigivus, viijakus, koorumine, kasv ja eiiujaamus. Lisaks tuleks iga paev vaadeida kalade 

 

kaitumist ja registreerida ebatavaline kaltumine. Muud mehhanistiikud l6 ppnaitjad on 

 

maksa viteliogeniini (vtg) rnRNA v6l viteilogeniini valgu (VTG) tase, mis maaratakse 

 

immuunanakmsiga (28), fenotUUbilised soomarkerid (ft isaskaladele iseloornulikud 

 

parakuuime papiilaarjatked), sugunaarrnete koeanaiUUsi p6hjal maaratud sugu fing 

 

neerude, maksa ja sugunaarmete histopatoloogiline hindamine (vt tabelis i esitatud 

 

l6ppnaitjate loendit).K6i kide nirnetatud konkreetsete i6ppnaitjte hindarnisel iahtutakse 

 

isendi geneetilse soi kindlakstegernisest riisikala isassugu maarava geeni dry esinemise 

 

V6i puudumise p6hjal (Vt punkt 41). Lisaks hinnatakse kudemise aega. Peale selle V6 ib 

 

parakuuime papilaarjatkete loendarnise teel kogutud andrete p6hjal kindlaks teha lihtsa 

 

fenottitipse sooiise jagunemise, et liigitada riisikala isendid fenottitibi jargi isaseks vl 

 

emaseks. Kaesuleva katsemeetodi puhui ei eeidata, et seilega on V6 imalk tuvastada 

 

m66dukaid k6rvaiekaldeid eeldatavast suolisest jagunernisest, kuna kalade suhteiiseit vaike 

 

arv proovi kohta ei taga piisavat statistilist V6 imsust. Peiegi uuritakse histopatoloogiiise 

 

hindamise kaigus sugunaaret ja viiakse iabi paiju p6hjaiikumad anaiuusid sugunaarme 

 

fenotitibi hindamiseks geneetilse soi kontekstis. 

 

34. Kaesuieva katsemeetodi peamine eesmark on hinnata uuritava kemikaali v6lrnaiikku 

 

toimet populatsioonile. Lisaks aitavad mehhanistlikud i6ppnaitj ad (viteliogeniin, teisesed 

 

sootunnused ja m6ned sugunaarmete histopatoioogiaga seotud tuirned) kindlaks teha, kas 

 

m6ni toirne avaldub endokriinfuiiktsiooni vahendusel. Sa mas V6 iVad k6nealuseid 

 

rnehhanistlikke i6ppnaitjaid mjutada ka sUsteernsed v6i ruud rUrgised toirned.S eet6ttu 

 

V6 idakse uksikasjalikuit hinnata ka rnaksa ja neerude histopatoloogiat, et mehhanistiikes 

 

l6ppnaitjates avalduvaid reaktsioone paremini m6ista. Ent juhu!, kui nirnetatud 

 

uksikasjaiikke hindamisi ei tehta, tuleks siiski taheie panna ja a ruamletes kaj astada 

 

histovatolooaiiise hindamise kaiaus iuhusiikuit avastatud suuri k6raiekaldeid. 

 

hm,manne surmamine 

 

35. P6lVkondade FO ja Fl kokkupuute i6petamisel, kui V6e takse noorkalade osaproove, tuieks 

 

kalad surrata vajaiiku koguse anesteetikumiahusega (ft trikaiinmetaansulfonaat, 1S-222, 

 

CAS i nr 886-86-2, kontsentratsiooniga 100-500 mg/i), mis on iimaskesta arrituse 

 

vahendamiseks puhverdatud NaHC03-ga (naatriumvesinikkarbonaat,CAS i nr 144-55-8) 
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kontsentratsioonis 300 mg/i. Kui kaiadel ilmneb markimisvaarsete kannatuste tunnuseid 

 

(mis on vaga raskekujuiised ja kaiade surm on usaidusvaarseit prognoositav) ja fad ifl 

 

surmaeeises seisundis, tuleks fad tuimastada ja surmata fling arvestada fende andmetega 

 

suremuse analtitisimisel. Haigestunud kalade surmamise juhud tuleb tiles markida ja neid 

 

aruannetes kaj astada. Olenevalt seliest, miiiisei uuringu e tapil kalad surmatakse,V6i dakse 

 

kalu sailitada histopat0i0ogiliseks analnusiks (kalade 丘 kseerimine V6i ma1kuk 

 

histopatoloogia uuringuks). 

 

Maijaル kalavasisete kitem 加e 

 

さ著irispaariae lllaワateraae Koglllllineノargmise Polv(i' PaクunaariseKs 

 

36. P6lvkondade Fija Fl vahel kogutakse marja 4. katsenadala esimesel paeval (V6i vajadusel 

 

esimesel kahel paeval) fling p6lvkondade Fl ja F2 vahel 18. katsenadala esimesel paeval. 

 

P6lvkond Fl on 18. katsenadalaks taiskasvanud ja elanud viljastamisest alates 15 nadalat. 

 

K6 ik marjaterad tuleb eemaldada n6ust tiks paev enne fende kogumist tagamaks,e t k6ik 

 

sigimispaarilt kogutud marjaterad parinevad samast kudust.M6 nikord kannavad erased 

 

riisikalad oma marjaterasid parast kudemist parakuava juures, et paigutada need 

 

substraadile. Kuna n6us substraati ei ole, v6ib marjaterad leida erase kala kuli est V6i n6 u 

 

p6hjast. Olenevalt asukohast eemaldatakse marjaterad ettevaatlikult erase kala kuli est v6i 

 

kogutakse p6hast sifooniga 4. katsenadalal (p6lvkond F0) v6i 18. katsenadalal (Fl). 

 

K6 igist samast kontsentratsioonirQhmast kogutud marjateradest moodustatakse enn 

 

i nkubatsioonikambritesse oaiautamist tiks koondkoaum. 

 

37. Marjaterasid koos hoidvad kuduniidid eemaldatakse. 'gait s igimispaarit (tiks paar 

 

paralleeln6u kohta) kogutakse vili astatud mari aterad (kuni 20), millest moodustatakse 

 

kontsentratsioonirtihmade l6ikes koondkogumid, mis j aotatakse stistemaatiliselt 

 

sobivatesse inkubatsioonikambritesse (6. ja 7. hide). Kvaliteetse stereomikroskoobi all on 

 

v6imahik naha esimesi vili astamise/arengu tunnuseid, naiteks k6ldkesta (koorioni) 

 

kerkimist, rakkude jagunemist v6i blastula kujunemist. Inkubatsioonikambrid v6ib 

 

paigutada iga kontsentratsiooniruhma jaoks valmis pandud eraldi 

 

inkubatsiooniakvaariumidesse (sel juhul tuleb fendes m66ta veekvaliteedi naitaj aid ja 

 

uuritava kemikaali kontsentratsioone) v6i paralleelakvaariumisse, mis hakkab sisaldama 

 

koorunud vastseid (nt eelvastseid). Kui vaja on ka teist kogumispaeva (katse 23. paev), 

 

tuleb m6lemal paeval kogutud marjateradest moodustada koondkogum, mis jaotatakse 

 

seeiarel stistemaatiliselt kontsentratsioonirLihma paralleeln6udesse. 

 

Maグaterade kasvatamine koorurisenl 

 

38.Viリ astatud marjaterasid hoksutatakse naiteks mari ainkubaatoris pidevalt 6 humulhde abil 

 

v6i mari ainkubaatori tules-alla liigutamise teel. Vili astatud mari aterade (embrtiote) 

 

suremust kontrohlitakse j a registreeritakse iga paev.S urnud mari aterad eemaldatakse 

 

inkubaatoritest (9. hide).Se itsmendal vili astamisjargsel paeval loksutamine l6petatakse v6i 

 

seda vahendatakse, et viljastatud marjaterad sadestuksid inkubaatori p6ha.See soodustab 
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koorumist, mis tavaliselt toimub Jargmise u he kuni kahe paeva j00ksul. 'gas menetlus- ja 

 

kontroliruhmas loendatakse (paralleeln6ude l6l kes koondatult) vastkoorunud isendid 

 

(noored vastsed; eelvastsed). Viljastatud marjaterad, mis ei ole kooinud kontroliruhma 

 

koorumispaeva mediaaniga v6rreides kaks korda pikema aja jooksul (tavaliselt 16 v6i 18 

 

paeva parast Vi jastamist), tunnistatakse e luv6imetuks ja jaetakse k6rvale. 

 

39. 'gasse paralleeln6usse pannakse 12 vastkoorunud isendit. Inkubatsioonikambritest kogutud 

 

vastkoorunud isenditest moodustatakse koondkogum, mis j aotatakse stistemaatiliselt 

 

paralleeln6udesse (7. hiide). S e11eks V6 ib valida kontsentratsiooniruhmast juhuslikult ube 

 

vastkoorunud isendi fling uisada seile Uksteise j arel juhusikult valitud 

 

paraleelakvaariumisse. 'ga n6u peaks sisaldama v6rdsel arvui (n = 12) koorunud vastseid 

 

(mitte rohkem kui 20 vastset n6u kohta). Kui vastsete arv ei ole kontsentratsiooni mhma 

 

k6ikide paralieeln6ude taitmiseks piisav, soovitatakse moodustada v6imalikult paiju 12 

 

vastsega paralleein6usid. Vastsete ohutuks kaitlemiseks saab kasutada suure avaga 

 

klaaspipetti. K6 ik ule jaavad vastsed surmatakse humaanselt anesteetikumi abil. M6n e 

 

nadaia jooksul enne sigimispaaride ettevalmistamist tuleks iga paraiieeln6u puhui 

 

reaistreerida esimese kudemisstindmuse paeV . 

 

Sigimispaaride ettevalmistamine 

 

切mede likllllieja gnot"bilie soi kindla為tgmine 

 

40. Genotuubihine sugu tehakse uimest l6igatud tUkkide abul kindiaks 9.-10. viljastamisjargsel 

 

nadaial (st p6lvkonna Fl puhui 12.-13. katsenadalal). K6 ik n6us olevad kalad 

 

tuimastatakse (kasutades heakskiidetud meetodit, ft IACUC) fing iga kala sabauime selja-
v6i k6hupoolsest otsast v6etakse vaike koeproov,e t teba kindlaks isendi genottitibiline 

 

sugu (29). Paralleelruhma kalu v6ib hoida paralleeln6us vaikestes puurides (v6imaluse 

 

korral tiks kala puunl kohta). Teise variandina v6 ib igas puunis hoida kabte kala, kui need 

 

on Uksteisest enistatavad. Uks eristamise meetod on teha koeproovi V6 tmisel sabauime 

 

eninevad l6iked (nt uhel kalal seljapoolsest ja teisel k6hupoolsest otsast). 

 

41. Riisikala genotuubiiine sugu maaratakse Y-knomosoomis asuva tuvastatud jarjestusega 

 

geeni (dry) p6hjal. Dry olemasolu naitab,e t tegemist on XY-isendiga, olenemata kala 

 

fenottitibist, samas kui dry puudumine osutab XX-isendile, oienemata fenothUbist (30, 

 

31). 'gast uimetUkist eraldatakse desokstinibonukleiinhape (DNA) ja dry olemasoiu v6i 

 

puudumise kindlakstegemiseks saab kasutada poltimeraasi ahelereaktsiooni (PCR) 

 

meetodeid (vt kaesoleva lisa peattiki C .41 9. hiide V6 i (29) 3. la 4. lUde). 

 

Sigiripmrid moo dstrine 

 

olenemata 

 

. 'ga kala 

 

42. Genotuubilise soi andrete p6hal moodustatakse XX-XY sigimispaarid, 

 

puutudes muutuda 

 

vaiisest fenottitibist, mis V6 ib uunitava kemikaahiga kokku 

 

genottitibihise soo kindlakstegemisele j argnevai paeval vaiitakse igast paralleein6ust 

 

juhusiikult kaks XX-kala ja kaks XY-kala fing neist moodustatakse kaks XX-XY 
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sigimispaari. Kui paralleeln6u ei sisalda kahte XX- v6l XY-kala, tuleb vastavad kalad 

 

v6tta sama kontsentratsiooniruhma teistest paralleeln6udest. Eesmark on saada soovitatud 

 

arvul paralleelseid sigimispaare ni igasse kontsentratsiooniriihma (12 paari) kui ka 

 

kontroliruhma (24 paari). S igimispaaride moodustamisel tuleks valistada ilmsete 

 

k6rValekalletega kalad (probleemid uup6iega, deformeerunud seigroog, aarmuslikult suur 

 

V6ivaike kasv jne). P6lvkoila Fl sigimisetapil peaks iga para1lee1n6u sisaldama iiksnes 

 

uhte sigimispaari. 

 

Noorkalade proovide v6tmine ja l6ppn註itaate hindamine 

 

igimipaaridsse mitteんuluvate kaたde proovide v6tine 

 

43. Parast sigimispaaride moodustamist surmatakse valimata jaanud kalad humaanselt 12.-13. 

 

katsenadala! (p6lVkond Fl), et m66ta noorkalade l6ppnaitaj aid. Aarmiselt oluline on 

 

kaidelda kalu nl, et sailiks sigimispaaride valimise eesmargil kindlaks tehtud genotuubilise 

 

soi tuvastamise V6l malus.K6 igi kogutud andmeid analuusitakse konkreetse kala 

 

genottoebiiisest suost lahtudes. 'ga kala kasutatakse erinevates l6ppnaitajate m66tmistes, 

 

mis h6lmavad jargmist: noorkalade eliujaamismaarad (7.-1 2./i 3. katsenadal, p6iVkond 

 

Fl), pikkuse (kui sabauime on geneetilise soi analuflsiks kasutatud proovide v6tmise t6ttu 

 

hihendatud, V6i b m66 ta standardpikkust; kui dry maaramiseks on sabauime seija v6i k6hu 

 

pout u ksnes osaiselt karbitud, v6ib m66ta uldpikkust) ja kehamassi (st margmass, 

 

kuivatuspaberiga kuivatatuit) juurdekasv, maksa vtg mRNA (V6i VTG) ja parakuuime 

 

papillaarjatked (Vt tabelid i ja 2). Pange tahele, et kontsentratsiooniruhma keskmise 

 

juurdekasvu arvutamiseks tuleb m66ta ka sigimispaaride massid ja pikkused. 

 

Koeproovide v6tineja vitellogeniinisisalduse m66 tine 

 

44. laks eraidatakse fling sailitatakse temperatuuril S -70 oc kuni vtg mRNA (V6i VTG) 

 

m66tmiseni. Kala saba koos parakuuimega konserveeritakse sobivas (ft Davidsoni) 

 

fiksaatoris V6i pildistatakse nii, et hiijem oleks V6i malik loendada parakuuime 

 

papillaarjatkeid.Soo vl korral V6 ib seile! etapil konserveerimiseks proove v6tta ka muudest 

 

kudedest (ft sugunaarmed). Maksa VTG kontsentratsioon tuleks maarata homoloogse 

 

E LISA meetodiga (riisikala puhui soovitatav menetlus on esitatud kaesoleva lisa peatuki 

 

c.48 6. hiites). Teise variandina on USA Keskkonnakaitseamet kirjeldanud vtg mRNA 

 

kvantitatiivse maaramise meetodeid: vtg I geeni mRNA eraldamine maksaproovist ja vtg I 

 

geeni koopiate loendamine( ihe nanogrammi niRNA uldkoguse kohta) kvantitatiivse PCR-

meetodiga (29).S e1!e asemel, et loendada vtg geeni koopiaid nii kontrollnihmas kui ka 

 

kontsentratsioonir'ihmades, v6l b vahem ressursn6udhiku j a tehnihiselt hihtsama meetodina 

 

uurida vtg I ekspressiooni suhtehist muutust kontrolhaihma ja kontsentratsiooniruhmade 

 

V6 rdiuses. 

 

Tbおesed sootunnused 

 

45. Tavaoludes on ainult sugukupsete! isastel riisikahadel papihhaarjatked, mis kasvavad 

 

teiseste sootulmustena m6nedele parakuuime kiirelulidele fling mida saab kasutada 
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endokriinfunktsiooni kahjustava tuirne biomarkerina. Parakuuime papillaarj atkete 

 

(papillaarjatketega kiirelulide) loendamise meetod on esitatud 8. hiites. Isendi parakuuime 

 

papillaarjatkete arvu kasutatakse ka selieks, et liigitada isendid valise fenottitibi jargi 

 

isaseks v飢 emaseks fing arvutada selle p6hai sooline jaotumine igas paraileeln6us. 

 

Rohkem kui O papillaarjatkega riisikala liigitatakse isaseks; O papiliaarjatkega riisikala 

 

liigitatakse emaseks. 

 

Sigivuse ja viijakuse flrndamine 

 

46.S igivust ja viljakust hinnatakse p6ivkonna FO puhui 1.-3. katsenadalal fling p6lvkonna Fl 

 

puhui 15.-17. katsenadahal. 'galt sigimispaarilt kogutakse 21 jarjestikusei paeval 

 

marjaterasid. 'gai himmikul eemaldatakse marjaterad ettevaathikult v6rku puutud eraste 

 

khi est ja/6i kogutakse sifooni abil akvaariumi p6hjast. 'ga paev registreeritakse k6igi 

 

paraileelsete sigimispaaride sigivuse ja viijakuse naitajad.S igivuse naitajana kasitatakse 

 

koetud marjaterade arvu fling viljakust m66detakse loendamise hetkeks viljastatud ja 

 

e hu6imeliste marjaterade arvu p6hjah. Marjaterad tuieks hoendada v6imalikuht kiiresti 

 

parast kogumist. 

 

47.S igivuse registreerirniseks margitakse iga paev tiles iga paralleelse sigimispaari 

 

marjaterade arv, mida anaiflusitakse soovitatud statistiiiste meetoditega, kasutades 

 

parahieeln6ude keskrnisi vaartusi. S igimispaari viijakuse naitaja on seleit paarilt panit 

 

viljastatud marjaterade arv, mis on jagatud sellelt paaniit panit marjaterade koguarvuga. 

 

S tatistiliselt anaititisitakse viijakust suhtarvuna iga parahleein6u kohta. Kooruvuse naitaja 

 

on vastkoorunud isendite arv, mis on jagatud parahleeln6usse pandud embruote arvuga 

 

(tavahiselt 20).S ttistiliseit analuusitakse kooruvust suhtarvuna iga paralleein6u kohta. 

 

T議iskasvanud kalade proovide v6tmine ja l6ppn読ita ate hindamine 

 

Sigimipmridsse kauluvate kaladeproovide v6tine 

 

48. Parast 17. katsenadahat (st parast p6lvkonna F2 edukat sigitamist) surmatakse p6ivkonia 

 

Fl taiskasvanud kahad humaanseh viisii j a hinnatakse fende erinevaid h6ppnaitaj aid (vt 

 

tabeiid 1 ja 2). Parakuuime papilhaarjatkete hoendamiseks (vt 8. hide) tehakse 

 

parakuuirnedest pildid j a/v6i eemaldatakse saba vahetult parakuava tagant tehtava i6ikega 

 

fing丘 kseeritakse see hihisemaks papihlaarjatkete loendamiseks.Soo vi korrai v6ib se llel 

 

etapil v6tta arhiveenimiseks proovi sabauirnest, mis v6imaldb kontrollida geneetilist sugu 

 

(dry). Vajadusel v6ib v6tta koeproovi, et kontrolhida konkreetsete kalade sugu korduva 

 

dry anaiuusi abul. Enne kogu keha sobivasse (ft Davidsoni)丘 ksaatorisse asetamist 

 

avatakse keha66nsus, et v6imaldada seile perfusiooni fiksaatoniga. Ent kui enne 

 

fikseenirnist kasutatakse sobivat fiksaatori sissepaasu soodustavat rneetodit, siis ei iie vaja 

 

keha66nsust avad& 

 

伍stopatoloogiline ana励2s 
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49. 'ga kala a nalihisltakse histoloogiliselt, et leida v6lmahkke patoloogiaid sugunaarmete kies 

 

(30, 29). Nagu in isutatud punktis 33, v6lvad stisteemsed v6l ruud mtrgised turned 

 

m可utada kaesileva katsemeetodiga hinnatavaid muid rnehhanistlikke l6ppnait司ad (VIG, 

 

teisesed suotunnused ja m6ned sugunaarmete histopatolougiaga seotud tuirned).See t6ttu 

 

v6idakse uksikasjalikult himiata ka maksa ja neerude histipatoliugiat, et mehhanistlikes 

 

l6ppnaitjtes avalduvaid reaktsiuone paremini m6ista. Ent juhul, kui nimetatud 

 

Uksikasjalikke hindamisi ei tehta, tuleks siiski tahele panna ja aruannetes kajastada 

 

histopatiliigilise hindamise kaigus juhuslikult avastatud suuri k6rValekaldeid. Kaaluda 

 

v6i b meetodit, mille puhul alustatakse anakmsi suurima kemikaalikintsentratsiioniga 

 

ruhmast (V6rreldes kontriliruhmaga) ja jatkatakse allapuole liikudes 

 

kintsentratsiioniiiihmani, kus tiimet ei avaldu, kuid souvitatav in tutvuda asjakohaste 

 

histopatiliigia juhenditega (29). Uidjuhul tildeldakse k6iki priive / tehakse prouvidest 

 

l6iked, mida patiliig seejarel a naliuslb.S eises alapiile liikumise meetidi kasutamisega 

 

tuleb markida, et Rau-Scutti kohandusega Cichrane ' i-Armitage 'i l6iktestis (RSCABS) 

 

lahtutakse eeldusest, et doiside kasvades suureneb ka biiliigiline turne (patoliigia). 

 

S eet6ttu in jarelduste statistiline v6imsus vaiksem, kui vaadeldakse Uksnes uhte suurt 

 

duosj ilma vahepealsete diosideta.S e11ine meetidi v6ib illa vastuv6etav juhul, kui suure 

 

duosj tuirne puudumises veendumiseks ei ile vaja teha statistilist analuusi. K6 nealuse 

 

hindamise kaigus selgitatakse valja ka sugunaarre fenutiup. 

 

Muud tdhelepanekud 

 

50. MEOGRTga saadavate andrete abil saab samaaegselt hinnata (ft t6endite kaalukuse 

 

meetidiga) vahemalt kahte hiki kahjuliku tuirne radasid, mis viivad sigimisV6ime haireni: 

 

a) endokriinse tuirne rajad, mille puhul esinevad endokriinfunktsiuoni haired 

 

htipotalamuse-ajuripatsi-sugunaarmete (1AS) teli el, j a b) muu kui endikriinse mtirgisuse 

 

kaudu ellujaamust, kasvamist (pikkuses ja rassis) ja sigirnist parssivad rajad. Kaesulev 

 

katse h6lmab ka tavaliselt krounilise mtirgisuse katsetes (ft kigu elutstikli ja varase 

 

elujargu katsed) m66detaVaid l6ppnaita aid, rille abil saab hinnata nii endukriinse 

 

rnurgisuse radasid kui ka muu kui endikriinse rnehhanisrni kaudu avalduvat murgisust. 

 

Katse ajal tuleks iga paev vaadelda kalade kaitumist ja registreerida ebatavaline kaitumine. 

 

Lisaks tuleks registreerida suremuse naitajad ja arvutada kalade ellujaamus kuni 

 

vati apraakimise etapini (6.ノ7. katsenadal), valj apraakimisest kuni nuirkalade prouvide 

 

V6 tmiseni (9.-10. viljastamisjargne nadal) fing paaride muudustarnisest kuni taiskasvanud 

 

kalade Druuvide v6tmiseni. 

 

P6lvkond 

 

MEOGRT l6ppnat司 atest* 

 

L6ppnaita a 

 

Tabel 1. Ulevaade 

 

Arengujark 

 

Fl, F2 

 

Koor iinc (% ja koorumiseni 

 

kulunud aeg) 

 

Embtio 

 

(2. 

 

vili astarriisjargne 

 

nadal) 
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Fl 

 

Ellutmu 

 

Fl 

 

FO, Fl 

 

E llutmu 

 

Kasv 

 

(pikkus ja mass) 

 

Vitellogeniin 

 

(mRNA V6 i valk) 

 

Teisesed soo tumuscd 

 

(parakuuime papillaarjatked) 

 

Soo1inc jaitumine V listuiustc jargi 

 

1 kudemiseni kulunud aeg 

 

Paljuneniine 

 

(sigiVus ja viliakus) 

 

Maim 

 

(4. 

 

vili astamisjargne 

 

nadal) 

 

Noorkala 

 

(9.V6 i 10. 

 

vili astamisjargne 

 

nadal) 

 

Taiskasvanu 

 

(12.-14. 

 

vili astamisjargne 

 

nadal) 

 

Fl 

 

Ellujimu 

 

Kasv 

 

(pikkus ja mass) 

 

Taiskasvanu 

 

(15. 

 

vili astamisjargne 

 

nadal) 

 

Teisesed sootuinused 

 

(parakuuime papillaarjatked) 

 

Histopatoloogiline analils 

 

(sugunぬr, maks, neerud) 

 

* Neid l6ppnait司aid tuleb statistiliselt anaiflflsida. 

 

iKAVA 

 

51. MEOGRT naitlik ajakava on esitatud tabelis 2. MEOGRT h6lnめ 4-nadalast p6lVkonna FO 

 

taiskasvanud isendite ja 15-nadalast p6lvkonna Fl kokkupuudet fling teise p6lVkonna (F2) 

 

kokkupuuteperioodi, mis kestab kuni koorumiseni (2. viljastamisjargne nada!).Ko kkuv6te 

 

MEOGRT kaigus labl viidavatest tegevustest on esitatud 9. hites. 
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Tabel 2. MEOGRT kokkupuute ja m66 tmlse l6ppn組tajate ajakava 

 

MEOGRT kokkupuute ja l6ppn読it可 ate ajakava 

 

T註iskasvanu 

 

Noorkala 

 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

 

1 2 

 

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

 

Maim 

 

Vastne 

 

6 7 

 

4 5 

 

Embruo 

 

2 3 

 

2 3 

 

0 
1 

つ」 

 

「Hl 
「Hl 

F
 

 

Arengujark 

 

L6ppnit司 ad 

 

Sigivs 

 

Viijakus 

 

Kooru ne 

 

Ellujaamus 

 

Kasv 

 

Vitellogeniin 

 

Teisesed 

 

sootuimused 

 

Histopatoloogilme 

 

aiialuus 

 

Katseplaan h61ib 7 paralleelr(ilima 

 

o 5 rQhma, nuda m]uttakse 

 

mm tv kemikaaliga; 

 

0 2 kntrllriihm (lahusti 

 

kasutamise korral 4). 

 

Rubmade koosseis: 

 

0 12 parlleehi6ud sigivuse, 

 

taiskasvanu isendite 

 

patoloogia ja SSC uuriniiseks 

 

(10.-18. nadalat); 

 

0 6 parlleell6ud koonimise, 

 

ellujaamuse, '1g nmg 

 

noorkalade SSC ja kasvu 

 

uurimiseks (1.-9. nadal) 

 

SSC- teisesed soo tumused; fad - 

 

nadal叱 

 

'lu一vitelloueniin 

 

F2 

 

「HI 
「HI 

 

Fi 

 

Fi 

 

F 
F 

 

rl 
rl 

rl 
Ul 

 

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

 

F1 

 

Fi 

 

5 6 7 8 

 

Fi 

 

rl 
rl 

 

Katsenadal 

 

2 3 4 

 

ANDIETE ES ITAMINE 

 

Statistiline a naluus 

 

52. Kuna genottilbiline sugu tehakse kindiaks k6ikide katsealuste kalade puhui, tuleks 

 

andmeid analuusida m6lema genotutibilise slo (XY-isased ja XX-emased) kohta eraidi. 

 

Se lie tegemata jatmine vahendab oluliseit mis tahes analuisi statistilist v6 imsust. Andrete 

 

statistiline analUfls peaks eelistatavait toimuma vastavalt meetoditele, mida on kirjeidatud 

 

OECD koostatud juhendis o kotoksliisuse andrete 

 

reetodite rakendamise kohta (32). Taiendavaid juhiseid 

 

esitatud 10. hiites. 

 

statistihise analuusi kaasaegsete 

 

statistilse anahUUsi tegemiseks on 

 

53. Katsephaan ja vahitud statistihised testid peaksid tagama piisava statistihise v6imsuse, et 

 

tuvastada bioloogihiseit olulisi i6ppnait司 ate muutusi katses, miiie puhui tuheb esitada 

 

taheidatava toime puudumise kontsentratsioon (NOEC) (32). Konkreetsetest toime 

 

avaldumise kontsentratsioonidest aru andmine V ib s6 ituda asj aomasest 6i gusraamistlkust. 

 

Kindiaks tuieks teha iga ohulise tuvastatava v6i hinnatava i6ppnaitaa protsentuaaine 

 

muutus. Katsepiaani tuieks seliest iahtuvait kohandada. On vahet6enaoiine, et k6ikide 

 

i6ppnait可 ate puhui taheidatakse sama protsentuaaiset muutust fing et on v6imalik 
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koostada selline katseplaan, kus k6nealused kriteeriumid on taidetud k6lkide l6ppnalt司 ate 

 

puhui; seeparast on tahtis keskenduda n6uetekohase katse kavandamisel l6 ppnalt司tele, 

 

mis on asjaomase katse puhui olulised. Andrete t66tlemlse ja sobivaima statistiiise testi 

 

v6i mudeli valimise lihtsustamiseks on 10. jutes esitatud statistiline vooskeem ja juhised. 

 

V6ib kasutada ka muid statistiiisi meetodeid, kui need on teadusiikuit p6hjendatud. 

 

54. 'gas paralleelide rihmas on vaja analuusida varieeruvust dispersloonanaltisi v6i 

 

sagedustabeli abul fling kasutada seile anakmsi alusel valitud piisavaid ja asjakohaseid 

 

statistilisi anali.simeetodeid. 'gai eraldi kontsentratsioonii j a kontrollruhmas saadud 

 

tuiemuste mitmeseks V6 rdlemiseks soovitatakse pideva tunnuse puhui kasutada muutuj ate 

 

sammuviisilise eiimineerimisega meetodit (ft Jonckheere 'i -Terpstra testi). Kui andrete 

 

puhui ei taheldata monotoonset kontsentratsioonist s6 ltuust, tuieks kasutada Dunnettiv6 i 

 

Dunni testi (parast andrete sobivat teisendamist, kui see on vajaiik). 

 

55.S igiVuse puhui tuleks marjaterasid loendada iga paev, kuid analuusis V6i b kasutada 

 

marjaterade koguarvu v6i kordusm66tmise naitajaid.K6 nealuse 16ppnaitaa anakmsimist 

 

on tapsemalt seigitatud 10. juites. Raskusastme kujul esitatavate histopatoloogia andrete 

 

jaoks on valja ti6tatud uus statistiline test: Rao-Scotti kohandusega Cochrane'i-Armitage'i 

 

16 iktest (RSCAB S) (33). 

 

56. Protokollis tuleks kajastada k6ik kemikaaliga kontsentratsiooniruhmades ilmnenud 

 

l6ppnaitajad, mis erinevad oluiiselt vastavatest kontroiiruhma vaartustest. 

 

Andrete a naluusiga seotud kaalutlused 

 

Eba6nnestnud kikんpuutetaseinekatsete andreteんsutam切e 

 

57. Kui otsustatakse, et kas ube paralleeiruhma v6i terve kokkupuutetaseme puhul V6i b 

 

avaiduda selge murgisus ja see tuleks anakmsist k6rvaie j atta, tuleb arvestada mitut tegurit. 

 

Maaratluse kohaselt esineb selge murgisus juhul, kui 3. ja 9. viljastarisjargse nadala vahel 

 

mis tahes paralieelmhmas esinenud surmajuhtumite arv on> 4 ja see ei saa olla tingitud 

 

tehnilisest yeast. Muud selge mUrgisuse nahud on jargmised: veritsemine, ebatavaline 

 

kaiturine, ebatavaline ujumisviis, isutus j a ruud kliinilised haigustunnused.S ubietaalse 

 

morgisuse puhui V6i b oila vajaiik kvalitatiivne hindamine; selle tegemisei peaks aiati 

 

olema aluseks v6rdius lahjendusveega (Uksnes puhas vesi) kontrolirtihmaga. Kui suurima 

 

kontsentratsiooniga rii hma(de)s esineb seige mtirgisus, soovitatakse need ruhmad 

 

anahittsist valia iatta. 

 

Lahustiga kntrllid 

 

k6ik ruud kerikaali 

 

tuieb samal ajal teha 

 

58. Lahusti kasutamist tuleks kaaiuda Uksnes viimase abin6una, kui 

 

lisamise v6imalused on labi vaadatud. Kui kasutatakse lahustit 

 

kontrollkatse lahj endusveega. Katse l6petarisel tuleb hinnata lahusti v6iralikku m可u. 
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Se da tehakse lahustiga kontroliruhma ja lahjendusveega kontroliruhma statistilise 

 

v6rdiemlsega. K6l ge asj akohasemad l6 ppnaitj ad, mida tuleks k6nealuses analuusis 

 

arvesse V6 tta, on kasvuga (massiga) seotud tegurid, kuna neid v6l b lll jutada uldine 

 

mtirgisus. Kui fende l6ppnaitj ate puhui tuvastatakse lahjendusveega kontrollrihma ja 

 

iahustiga kontroirubnia vahe! statisti!iselt oiuiisi erinevusi, tuleb parimatest 

 

erialateadmistest lahtudes hinnata, kas see ohustab katse n6uetekohasust. Kui kahe 

 

kontroiinihma naitajad erinevad, tu!eks kemikaaiiga kokku puutunud ruhmi v6rrelda 

 

iahustiga kontroiruhmaga, vaija arvatud juhul, kui on teada, et eelistada tuieb v6rdiust 

 

iahj endusveega kontro!hiihmaga. Kui kahe kontro!!ruhma vahe! statistiiis e!t o!ulisi 

 

erinevusi ei o!e, soovitatakse v6rre!da uuritava kemikaa!iga kokku puutunud ruhmi 

 

m6iema kontro!iruhma (!ahustiga j a iahj endusveega) Uhendatud naitaj atega, va!j a arvatud 

 

juhu!, kui on teada, et eeiistada tu!eb v6rdlust ainuit !ahjendusveega v6i ainu!t !ahustiga 

 

kontroiirOhmaga. 

 

Katseprotokoll 

 

59. Katseprotokoi! peaks sisa!dama jargmist teavet. 

 

Uu万たlv kelllikaal」 

 

ftsika!ne oiek ja vajaduse korra! fdCtsika!is-keemiiised omadused; 

 

kemikaa!i identimisandmed; 

 

uhest koostisosast koosnev aine: 

 

fliUsi!ine va!imus, !ahustuvus vees ja ruud asjakohased andmed fitisika!is-keemiiiste 

 

omaduste kohta; 

 

kemikaa!i identimisandmed, naiteks IUPACi V6 i CASi nimetus,CASi number,SMI LESi 

 

v6i InCh! kood, struktuurivalem, puhtus,V6 ima!use ja vajaduse korra! lisandite keemiiine 

 

maaratius jne, sealhu!gas vajaduse korra! orgaaniiise sUsiniku sisa!dus; 

 

mitmest koostisosast koosnev aine, tundmatu v6i muutuva koostisega aine, kompleksne 

 

reaktsioonisaadus v6i bio!oogi!ist paritolu materia! v6i segu: 

 

v6ima!ik!t tapne omaduste kirjeldus iahtuvalt koostisosade keemi!isest maarat!usest (vt 

 

eespooi), kvantitatiivsest sisaldusest ja asj akohaseid fUsika1is-keemi!isi omadusi 

 

kasitievatest andmetest. 

 

ん1teaんne liik 

 

teadusiik nimetus, hin (kui on), paritolu fling vi!jastatud marjaterade kogumise ja jargneva 

 

kait!emise meetod. 

 

んitse功lgilllused 

 

va!gustusperiood(id); 
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katseplaan (ft kambrite suurus, materia! ja veesisaldus, katsekambrite ja paralleeiruhmade 

 

arv, vastkoorunud isendite arv paralleeln6u kohta); 

 

p6hllahuste valmistamise meetod ja uuendamise sagedus (lahusti kasutamise korral tuleks 

 

esitada selle nimetus ja kontsentratsioon); 

 

uuritava kemikaali annustamismeetod (ft pump, lhjendussiisteem); 

 

meetodiga saavutatav tuvastamise t6husus ja nominaalsed katsekontsentratsioonid, 

 

maaramispiir, katsen6udes m66detud vaartuste keskmised ja standardhalbed ja fende 

 

arvutamise meetod fling t6endid seile kohta, et m66tmistulemused kaj astavad uuritava 

 

kemikaali sisaidust t6elises lahuses; 

 

lahjendusvee omadused: pH, karedus, temperatuur, lahustunud hapniku sisaldus, 

 

kliorijaakide sisaidus (kui on m66 detud), orgaanilise sUsiniku Uidsisaidus (kui on 

 

m66 detd), h6ljuaine sisaidus (kui on m66 detud), katselahuse soolsus (kui on m66 detud) 

 

ja k6ik ruud m66detud naitajad; 

 

nominaaised katsekontsentratsioonid, m66detud vaartuste keskmised ja fende 

 

standardhaibed; 

 

vee kvaliteet katsen6udes: pi, temperatuur (iga paev) ja lahustunud hapniku sisaldus; 

 

uksikasialik teave s66 tmise kohta (ft s66 da luik. naritolu. lisatud koaus ja s66 tmissaaedus). 

 

Till111 lls ed 

 

t6endid seile kohta, tildised n6uetekohasuse kriteeriumid on kontrollruhmades taidetud; 

 

jargmised andmed kontroliruhma (ja selle kasutamise korral lahustiga kontroliruhma) ja 

 

kontsentratsiooniruhmade kohta: koorumine (kooruvus ja koorumiseni kulunud aeg) 

 

p6lvkondades Fl ja F2, koorumisjargne ellujaamus p6lvkonnas Fl, kasv (pikkus ja 

 

kehamass) p6lvkonnas Fl, genottiubiline suguja sooline eristumine (ft parakuuime 

 

papillaarjatkete ja sugunaarme histoloogia p6hjal kindiaks tehtud teisesed sootumiused) 

 

p6!vknnas Fl, fenottiubiline sugu p6lvkomlas Fl, teisesed sootutmused (parakuuime 

 

papilaarjatked) p6lvkonnas Fl, vtg mRNA (v6i VTG va均 p6ivkonnas Fl, p6lvkomia Fl 

 

histopatoloogiline analis (sugunaare, maks ja neerud) fling p6lvkondade Fija Fl 

 

paijunemise naitajad (sigivus ja viljakus); (vI tabelid i ja 2); 

 

statistilise analtitisi puhu! kasutatud meetod (regressioonanaltitis v6i dispersioonanaltitis) ja 

 

andmetootlusviis (kasutatud statistilised testid ja mudelid); 

 

taheldatava toime puudumise kontsentratsioon (NOEC) iga hinnatud na itaja puhul; 

 

vahima taheldatava toime avaldumise kontsentratsioon (LOEC) iga hinnatud naitaja puhui 

 

(tasemel p = 0,05); vajaduse korral ECX iga hinnatud naitaja puhui koos 

 

usaldusvahemikuga (ft usaldusnivool 90 % v6i 95 %) ja graa丘k seile arvutamiseks 

 

kasutatud lahendatud k6veraga, kontsentratsioonist s6 ltuvuse kvera t6us, 

 

regressioonimude!i v6rrand fling mudeli hitmanguiised parameetrid ja fende standardviga; 
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k6lk k6rvalekalded kaesolevast katsemeetodist ja n6 uetekohasuse kriteeriumidest fing 

 

fende v6imalik m句u katse tulemustele. 

 

keskvaartused ja fende 

 

tuleb esitada 

 

m66tistulemuste puhu 

 

(v6lmaluse korral nil paralleehlihmade kui ka kontsentratsioonide l6l kes). 
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standardhalbed 

 



KIR1ANDUS 

 

(1) OECD (2012a). Fish Toxicity Testing Framework, Environment, Health and 

 

S afety Publications,S eries on Testing and Assessment (No. 171), 

 

M司anduskoost66 ja Arengu Organisatsioon, Pariis 

 

(2) Padilla, s., Cowden, J., Hinton, D.E., Yuen, B., Law, s., Kullman, S .W., 

 

Johnson, R., Hardman, R.C., Flynn, K. ja Au, D.W.T. (2009). Use of 

 

Medaka in Toxicity Testing. Current Protocols in Toxicology 39: 1-36. 

 

(3) OECD (2012b). Guidance Document on S tandardised Test Guidelines for 

 

Evaluating Endocrine Disrupters. Environment, Health and Sa fety 

 

Publications, S eries on Testing and Assessment (No. 150), lajanduskoostll 

 

ja Arengu Organisatsioon, Pariis. 

 

(4) Benoit, D.A., Mattson, V.R. ja Olson, Di. (1982). A Continuous-Flow 

 

Mini-Diluter S ystem for Toxicity Testing. Water Research 16: 457-464. 

 

(5) Yokota, I., Tsuruda, Y., Maeda, M., Oshima, Y., Tadokoro, H., Nakazono, 

 

A., Honjo, T. ja Kobayashi, K. (2000). Effect of Bisphenol A on the Early 

 

(Oryzias L at lp es). Environmental 

 

Y., Tadokoro, I., uonjo, T. ja 

 

of 4-Nonyiphenol to Medaka 

 

Life S tage in Japanese 

 

Toxicology and Chemistry 19: 1925-1930. 

 

H.,Se ki, M., Maeda, M., Oshim 

 

hi, K. (2001). Life-Cycle Toxic 

 

(6) Yokota, 

 

(Oryzias Latipes). Environmental Toxicology and Chemistry 20: 2552-
2560. 

 

(7) Kang, I.J., Yokota, H., Oshima, Y., Tsuruda, Y., Yamaguchi, T., Maeda, M., 

 

Imada, N., Tadokoro, H. ja Honjo, T. (2002). Effects of 173-Estradiol on the 

 

Reproduction of Japanese Medaka (Oryzias Latipes). Chemosphere 47: 71-
80. 

 

(8)Se ki, M., Yokota, H., Matsubara, H., Tsuruda, Y., Maeda, M., Tadokoro, H. 

 

estradiol on the Reproduction and 

 

γain Medaka (Oryzias La如es). 

 

ja Kobayashi, K. (2002). Effect of Ethii 

 

Induction of Vitellogenin and Testis-
Environmental Toxicology and Chemistry 21: 1692-1698. 

 

(9)S eki, M., Yokota, H., Matsubara, H., Maeda, M., Tadokoro, H. ja 

 

Weak Estrogen 

 

Environmental 

 

Fish Full Life-Cycle Testing for the 

 

on Medaka (Oryzias Latipes). 

 

Kobayashi, K. (2003). 

 

4-Tert-Pentylphenol 

 

Toxicology and Chemistry 22: 1487-1496. 

 

(10) lirai, N., Nanba, A., Koshio, M., Kondo, T., Monta, M. ja Tatarazako, N. 

 

(2006a). Feminization of Japanese Medaka (Oryzias lat lp es ) Exposed to 

 

17β-Estradio: Effect of Exposure Period on S pawning Performance in S ex-
Transformed Females. Aquatic Toxicology 79: 28 8-295. 

 

466 

 



(11) lirai, N., Nanba, A., Koshio, M., Kondi, T., Monta, M. ja Tatarazako, N. 

 

(2006b). Feminization of Japanese Medaka (Oryzias lat lp es ) Exposed to 

 

17β-Estradiol: Formation of Testis-Ova and S ex-Transfrmation During 

 

Early-Ontogeny. Aquatic Toxicology 77: 78-86. 

 

(12) Nakamaura, A., Tamura, I., Takanobu, H., Yamamuro, M., Iguchi, T. ja 

 

Tatarazako, N. (2015). Fish Multigeneration Test with Preliminary S hort-
Term Reproduction Assay for Estrone Using Japanese Medaka (Orノzias 

 

Latipes). Journal of Applied Toxicology 35:11-23. 

 

(13) U.S. Environmental Protection Agency (2013). Validation of the Medaka 

 

Multigeneration Test: Integrated Su mmary Report. Kattesaadav aadressil 

 

http://www.epa.goV/scipoly/sap/meetings/20 13/062513meeting.html. 

 

(14) Adolfsson-Erici, M., Akerman, G., Jahnke, A., Mayer, P. ja lcLachlan, M 

 

(2012). A Flow-Through Passive Dosing S ystem for Continuously 

 

S upplying Aqueous So lutlons of Hydrophobic Chemicals to 

 

Bioconcentration and Aquatic Toxicity Tests. Chemosphere 86: 593-599. 

 

(15) OECD (2000). Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of 

 

Difficult S ubstances and Mixtures. OECD Environment, Health and S afety 

 

Publications, S eries on Testing and Assessment (No. 23.), Maanduskoost66 

 

ja Arengu organisatsioon, Pariis. 

 

(16) Hutchinson, T.H.,S hlllbeer, N., Winter, M.J. ja Pickford, D.B. (2006). 

 

Acute and Chronic Effects of Carrier SO 1vents in Aquatic Organisms: A 

 

Critical Review. Review. Aquatic Toxicology 76: 69-92. 

 

, R.L., Mead, K.E. ja Yousuff,S .C. (1991). Guidelines 

 

1nese Medaka, Orノzias latipes. US E PA/600/3-91/064. 

 

(17) Denny, J.S.,S pehar 

 

for Culturing the JapI 

 

(18) Koger, C.S., Teh, s.J. ja Hinton, D.E. (1999). Variations of Light and 

 

Regimes and Resulting Effects on Reproductive Parameters in 

 

Medaka (Oryzias Latipes). Biology of Reproduction 61: 1287-1293. 

 

(19) Kinoshita, M., Murata, K., Naruse, K. ja Tanaka, M. (2009). Medaka: 

 

Biology, Management, and Experimental Protocols, Wiley- Blackwell. 

 

(20) Gormley, K. ja Teather, K. (2003). Developmental, Behavioral, and 

 

Reproductive Effects Experienced by Japanese Medaka in Response to 

 

S hort-Term Exposure to Endosulfan. Ecotoxicology and Environmental 

 

safety 54: 330-338. 

 

(21) Kaesoleva lisa peatiikk C. 15" Kala embrLio j a rebukotiga vastsetega tehtav 

 

liihiaj aline toksilisuse katse". 

 

467 

 



(22)K加so leva lisa peatikk C .37 ,,21-paevane katse kaladega: luhiajaline 

 

s6el ktse 6s trogeense ja androgeense tuirne fling aromataasi inhibeerimise 

 

kontrollimiseks". 

 

(23)K iesoleva lisa peatikk C .41 ,,Kalade sugulise arengu katse". 

 

(24)K iesoleva lisa peatikk C .48 ,,Lihi可aline kalade paijunemise katse". 

 

(25) Kaesoleva lisa peatiikk C .47 ,,Varases a renguirgus kaladele avalduva 

 

mirgisuse katse". 

 

Kiesoleva lisa peatiikk C .49 ,,Ageda mirgisuse katse kalaembriiotega". 

 

Wheeler, J.R., Panter, G.I., Weltje, L. ja Thorpe, K.L. (2013). Test 

 

Setting for Fish In Vivo Endocrine Sc reening Assays. 

 

92: 1067-1076. 

 

(26) 

 

(27) 

 

Concentration 

 

Chemosphere 

 

(28) Tatarazako, N., Koshio, M., lori, H., Monta, M. ja Iguchi, T. (2004). 

 

Validation 0f an Eiizyme-Linked Iniiunosorbent Assay Method for 

 

Vitellogenin in the Medaka. Journal of HealthSci ence 50: 301-308. 

 

(29) OECD (2015). Guidance Document on Medaka Histopathology Techniques 

 

and Evaluation. Environment, Health and S afety Publications,S eries on 

 

Testing and Assessment (No. 227). Majanduskoostoo ja Arengu 

 

Organisatsioon, Pariis. 

 

(30) Nanda, I., Hornung, U., Kondo, M.,S chmid, M. ja S chart1, M. (2003). 

 

Common S pontaneous Se x-Reversed XX Males of the Medaka Oryzias 

 

Lat加es. Genetics 163: 245-251. 

 

Hamaguchi, S . ja S akalzul, M 

 

La伽esI 

 

in the Medaka, 

 

(31)S hinomiya, A., Otake, H., Togashi, K., 

 

(2004). Field S urvey of S ex-ReVersals 

 

Genotypic Se xing of Wild Populations. Zoological S clence 21: 613-619. 

 

(32) OECD (2014). Current Approaches in the S tatistlcal Analysis of 

 

Ecotoxicity Data: A guidance to application (valjaande lisad on avaldatud 

 

eraldi dokumendina), OECD Publishing, Pariis. 

 

(33) Green, J.W.,S pnnger, T.A.,S au1ni er, A.N. ja S wintek, J. (2014).S tatistical 

 

Analysis of Histopathology Endpoints. Environmental Toxicology and 

 

Chemistry 33: 1108-1116. 

 

468 

 



1. hiide 

 

MOISTED 

 

Asustustihedus - kalade arv vee ruumalauhiku kohta. 

 

Biomassisisaldus - kalade margmass vee ruumalauhiku kohta. 

 

ECx (kontsentratsioon, mille puhui lll可 u ulatus on x %) - kontsentratsioon, mille juures 

 

teatava kokkupuuteperioodi valtel katseorganismidele avalduva lll句 u ulatus on x % 

 

kontroliruhma asjaomase naitaja vaartusest. Naiteks EC S0 on kontsentratsioon, mille puhui 

 

kindiaksmaaratud kokkupuuteperioodi vaitel avaldub kemikaali lll句 u katses uuritavale 

 

naitajale 50 protsendil kemikaaliga kokku puutuvast populatsioonist. 

 

E LISA - ensuumimmuunsorptsioonanaiuus. 

 

1AS-telg - hupotalamuse-ajuripatsi-sugunaarmete telg. 

 

IACUC - Institutional Animal Care and Use Committee (institutsionaalne loomade 

 

hooldamise ja kasutamise komitee). 

 

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry (Rahvusvaheline Puhta 

 

Keemia ja Rakenduskeemia Lut). 

 

Kemikaal - aine v6i segu. 

 

Kooruvus - vastkooinud isendite arv: inkubaatorisse pandud embruote arv. 

 

Letaalne mediaankontsentratsioon (LC50) - uuritava kemikaali hiimanguline 

 

kontsentratsioon, mille juures kemikaal on katse vaitel letaalne 50 %-le katseorganismidest. 

 

Lbivoolukatse - katse, mille puhui katseiahused vooiavad kokkupuuteperioodi vaitel 

 

pidevait labi katsesUsteemi. 

 

Pikkus sabauime hargnemiskohani - kaia pikkus ninamiku tipust kuni sabauime 

 

keskmiste kiirte otsani; kasutatakse kalade puhul, kelle seigroo l6ppemiskohta on keeruiine 

 

kindiaks teha (www.fishbase.org). 

 

S igivus - marjaterade arv. 

 

S 11LES - S implified Molecular Input Line Entry S pecification (lihtsustatud moiekuiaarse 

 

sisendrea sisestamissUsteem). 

 

S tandardpikkus - kala pikkus ninamiku tipust viimase seigrooiuii tagaotsani v6i 

 

hipuraalplaadi kulje keskosa tagaotsani. Lihtsamalt 6e ides ei h6lma see pikkus sabauime 

 

pikkust (www.fishbase.org). 

 

Taheldatava turne puudumise kontsentratsioon (NOEC) - uuritava kemikaaii 

 

kontsentratsioon, mille juures ei taheldata kindiaksmaaratud kokkupuuteperioodi jooksul 
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kasutatud 

 

avaldumise 

 

v6rreldes statistiliseit olulist (p < 0,05) toimet ja mis on 

 

sioonide j adas vahetuit ailpool vahima taheldatava toime 

 

5100nl. 

 

kontrolliga 

 

kontsentrat 

 

kontsentrat 

 

Uuritav kemikaal - iga aine v6i segu, mida uuritakse kaesoleva katsemeetodi abu. 

 

UVCB - tundmatu V6 i muutuva koostisega aine, kompieksne reaktsioonisaadus vi 

 

bioloogilist paritolu materia!. 

 

Viijakus - elu6imeliste marjaterade arv: sigivus. 

 

VTG - vitellogeniin on fosfolipoglukoproteiin, mis on munarebu valkude eelkaija ja mida 

 

tavaliselt leidub k6ikide ovipaarsete liikide seksuaalse!t aktiivsetes emasloomades. 

 

V議hhna taheldatud tuirne avaldumise kontsentratsioon (LOEC) - uuritava kemikaali 

 

vaikseim kasutatud kontsentratsioon, mille puhui taheldatakse kemikaali statistiliselt olulist 

 

(p< 0,05) mju v6rdiuses kontrolliga. Kemikaal peaks k6ikidel k6nealusest 

 

kontsentratsioonist suurematel kontsentratsioonidei avaidama vahemait sama tugevat 

 

kahjulikku lll ju kui kneaiusel kontsentratsioonil. Kui nimetatud kahte tingimust ei ole 

 

v6ima!ik taita, tuieks usada ammendav selgitus, kuidas k6nealune kontsentratsioon (ja 

 

seliest lahtuvalt ka taheldatava tuire puudumise kontsentratsioon) on valitud.S e11ekohased 

 

iuhised on esitatud 5. ja 6. hites. 

 

Uidpikkus - kala pikkus ninamiku tipust sabauime pikema h6ima tipuni; tavaliselt 

 

surutakse h6lmad m66tmiseks keskjooneie kikku.S eda pikkust m66 detakse piki sirgjoont, 

 

mitte mddda keha kumerust (www.fishbase.org). 

 

g"d“申‘威“ ー．ーーーーー．．」 

 

ー ー ー ー ー ー ー 一 一 一 ．......．' 

 

ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー 一 ー 一 一 ー 一 一 一 � 
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UI中ikkus 

 

JOonis1. Kasutatavate eri pikkuste kirjeldus 
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2. hiide 

 

MINED NOUETEKOHASE LA13NDUS VEE IくEEM ILISED OMA DUSED 

 

Piirsisaldus 

 

5 mg/i 

 

2m帥 

 

i ig/i 

 

10 t叩 

 

Sin飢 

 

Sin飢 

 

25 n飢 

 

i tg/i 

 

i tg/i 

 

i tg/i 

 

i tg/i 

 

i tg/i 

 

i tg/i 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

lOin帥 

 

lOin帥 

 

lOin飢 

 

Koostisosa 

 

Tahked osakesed 

 

Orgaanilise sUsiniku Uidsisaldus 

 

Ioniseerimata anm-ioniaak 

 

Kloorりaagid 

 

Fosfororgaaniliste pestitsiidide Uidsisaldus 

 

Kloororgaaniliste pestitsiidide ja poluklooritud bifentuilide 

 

summaarne tildsisaidus 

 

Orgaanilistes Uhendites sisalduva kuoori Uidsisaldus 

 

Alumiinium 

 

Arseen 

 

KruOm 

 

Koobalt 

 

Vask 

 

Raud 

 

Phii 

 

Nikkel 

 

Tsink 

 

Kaadmium 

 

Eiavh6be 

 

H6be 
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3. hiide 

 

KASUTATA VAD KATSET INGIMUSED 

 

Jaapani nisikala( Ur〕zas latアes) 

 

Pideva labivooluga katse 

 

Noniinaalne katsetemperatuur on 25。 C. Kogu katseperioodi keskmine 

 

temperatuur igas n6us on 24-26。 c. 

 

Luniinofoorlambid (laja spektriga ja valgusvooga~ l50 mu/m2) 

 

(valgustihedusega ~ l50 lx). 

 

16 tundi valgust, 8 tundi pimedust 

 

F0: 2 t組skasVanut paralleeln6u kohta; Fl: alguses kuni 20 marjatera 

 

(embriiot) paralleeln6u kohta, prast koorumist 12 embruot paralleeln6u 

 

kohta, seejarel siginuisetapis 9.-l0. viljastamisjargsel nadalal 2 

 

t組skasVanut (XX-XY sigimispaar) 

 

1,8 1 (ft katsekamber suurusega 18 x 9 x 15 cm) 

 

MEOGRT 

 

i.SooVi tataV luik 

 

Katse tulp 

 

2 

 

3. Vee temperatuur 

 

4. Valgustuse kvaliteet 

 

6. Biomassisisaldus 

 

7. Katsekambri niinimaalne 

 

kasutatav ruumala 

 

8. Katselahuse uuendanuine kogu Vahemalt 5 ja kuni 16 lahuse uuendanuist paevas (6l vooluhulk 20 

 

ruumala ulatuses mllrriin) 

 

9. Katseorganismide vanus katse Fi:> 12. viljastairiisja rgne nadal, aga soovitatavalt mitte rohkem kui 16. 

 

alguses 画astanuisjargne mida! 

 

li. Organismide arv paralleeln6u F0: 2 kala (isase ja erase paar); Fl: kuni 20 kala (marjatera) 

 

kohta paralleeln6u kohta (saadud p6lVkonna Fi Vふ Fl sigimispaaridelt) 

 

11. Kontsentratsioonirubmade arv 5 uuritava kemikaaliga t66deldavat kontsentratsiooniriibma j a vajalikud 

 

kontrollrubmad 

 

12. Paralleelnude arv Vihemalt 6 paralleeln6ud uuritava keinikaali kontsentratsiooiiiriibma 

 

kntsentratsloonriibma kohta kohta ja vahemalt 12 paralleeln6ud kontrolirtibma j a lahustiga 

 

kontrollrlbma (kui kasutatakse) kohta (p6lVkonna Fl siginuisetapil 

 

paralleeln6ude arv kahekordistatakse) 

 

13. Organismide arv kats es Vahemalt 84 kala p6lvkolmas FO ja 504 kala p6lVkonnas Fl. (Lahustiga 

 

kontrolli kasutamise korral 108 kala p6lvkolmas FO ja 648 kala 

 

p6lvkomlas Fl.) Loendatav iksus on eelvastsejargule jargnevas 

 

arengujargus 01ev vastne. 

 

14.S66 tmlsre乞nm Kaladele s66detakse piiramatus koguses soolase vee krevettide (ArterIa 

 

spp.) 24 turn vanuseid noorjargus isendeid, millele vajadusel lisatakse 

 

kaubanduslikult mildavat helvess66ta (t6husat paijunenuist toetava 

 

kasvu ja arengu tagamiseks sobiva s66tmisgrafiku naide on esitatud 6. 
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lultes). 

 

Uksnes siis, kui lahustunud hapniku sisaldus hakkab langera alla 60 % 

 

ldillastuskontsentratsioonist 

 

Fuflas plnllacsl, laevuvesi, taastatua vesi voi dc」く ioorlti kraanivesi 

 

Esmaselt 19 nidaiat (p6lVkinast FO kuni p6lVknna F2 kooruniiseni) 

 

Kooruvus (Fl ja F2);c llujtmus (Fl, koorumisest kur 4. 

 

ljastamijrgsc nadalanl (astsjrgu lpp I mamujargu aigus), 4. kuni 

 

9. (V6i 10.)m lj astamijargsc nadalan (maimust noorkalaks) ja 9. kuni 

 

15. viljastamisjargse nadalan (noorkalast kuni taiskasvanud kalade 

 

surraniiseni)); kas (Fl, pikkus ja mass 9. ja 15. viljastairiisjargsel 

 

nadaia1); teisesed sooturmused (Fl, parakuuime papliiaarjtked 9. ja 15. 

 

vili astaiilsjrgsel nadalal); vitellogeniin (Fl, vtg iriRNA V6l VTG valk 

 

15. viljastairiisj argsel nadalal); fenottilbiline sugu (Fl, s ugunatrme 

 

histoloogia p6hjal 15. viljastamisjargsel nadalal); paljuneniine (FO ja Fl, 

 

sigivus ja viljakus 21 paeva valtel); aeg kudeniiseni (Fl); 

 

histopatoloogia (Fl, suguntre, maks ja neerud 15. viljastamisjargsel 

 

ndaiai) 

 

Lahustunud hapniku sisaldus ?_60 %6 hu ldillastuskontsentratsioonist; 

 

vee keskniine temperatuur kogu katse valtel 24-260C; siginiise 

 

ふmestunine >65 % kontroiirtibma(de) eraste puhul; keskniine 

 

paevane sigivus kontrollnibma(de)s ?_20 mari atera; keskmine kooruvus 

 

kontrollrLibmadesと 80 % (nn p6lvknnas Fl kui ka p6lvkmas F2); 

 

kontrollrlbmades keskniine koruillsjrgne e llujぬmus 3. 

 

viljastarnisjargse nadalaniと 80 % ja 3. viljastamisjargsest nidalast kuni 

 

surmni s en i ? 90 % (Fl); uuritava kemikaaii kontsentratsioon lahuses 

 

peab olema pisivalt vahemikus + 20 % keskrnisest m6detud v rtuset. 
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15. Aereeriniine 

 

16. Lahjendusvesi 

 

17. Kokkupuuteaeg 

 

18. Bioloogilised l6ppn組taad 

 

(esmased) 

 

19. Katse n6uctckhasusc 

 

kriteeriumid 

 



4. hiide 

 

KONTROLLVAA RUSTEG SEOT UD J U0SED 

 

TUUPILISTE 

 

Tuleb arvestada, et nimetatud kontroilvaartused p6hinevad vahesel arvul valideerimisuuringutel ja 

 

neid v6i dakse taiendavate kogemuste vaiguses muuta. 

 

Kasv 

 

K6igi proovis sisalduvate kalade massi ja pikkust m66 detakse 9. (v61 10.) ja 15. 

 

viljastamisjargsei nadala. Kirjeldatud katse-eeskirjast lahtuvalt peaks kalade eeidatav 

 

margmass 9. viljastamisjargsel nadala olema isaste puhui 85-145 mg ja eraste puhui 95-
150 mg. Eeldatav mass 15. viljastamisjargsel na daial peaks oiema isaste puhui 250-330 mg 

 

ja eraste puhui 280-350 mg. Uksikisendite puhui V6i b kuu esineda markimisvaarseid 

 

k6rvaiekaideid esitatud vahemikest, aga kui m6ne kontroiiruhma kaaiutud keskmine naitaj a 

 

peaks jaama nendest vahemikest oiuliselt vaijapoole, siis V6 ib see osutada probieemideie, 

 

mis on tingitud s66 tmisest, temperatuuri reguieerimisest, vee kvaiiteedist, haigustest v61 

 

fende tegurite mis tahes kombinatsioonist. 

 

KOOrl lll ine 

 

Koorumise edukuse maar kontriirhmades on Uidjuhui 90 % kandis, kuid ka 80 % tase ei 

 

iie ebatavaiine. Kui koorumise edukus jaab aia 75 %, vib see osutada arenevate 

 

marjaterade puuduiikuie ioksutamiseie v6i marjaterade hooietuie kaitlemisele (ft surnud 

 

marjaterade 6 igei ajai eemaidamata jatmine, mis p6hustab seentega saastumist). 

 

Ella]&imas 

 

Eiiujaamus koorumisest kuni 3. viljastamisjargse nadalani ja seait edasi on 

 

kontroiiruhmades tavaiiseit vahemait 90 %, kuid ka 80 % eiiujaamus kontroilruhma kalade 

 

varastes eiujarkudes ei ole veel probleem. Muret tuieks tunda juhui, kui kontroiiruhmades 

 

jaab eiiujaamus aha 80 %, sest see v6ib osutada akvaariumide puuduiikule puhastamisehe, 

 

mis p6hjustab kaiavastsete surrna haiguste v6i vahese iahustunud hapniku sisaidusest 

 

tingitud iambumise t6ttu.S uremust v6ivad p6hustada ka katsen6u puhastamise kaigus 

 

tekitatud vigastused ja kaiavastsete sattumine n6 u raVoolus.steemi. 

 

巧ル刀ogeaiiai gen 

 

Kui vitllgn i in i (vtg) geeni absoiuuttasemed, mida vaijendatakse koopiate arvuna uhe 

 

nanogrammi mRNA Uidkoguse kohta, v6ivad erinevate kasutatavate menetiuste v6i 

 

seadmete t6ttu laborite vahel suuresti erineda, siis suhtarvuna peaks kontroiiruhmades 

 

eraste kaiade vtg tase oiema iigi 200 korda k6rgem kui isastei. Vahei v6ivad eraste ja 

 

isaste naitajad erineda hausa 1 000-2 000 korda, aga aila 200 jaav suhtarv v6ib osutada 

 

probieemideie proovi saastumisega v6i kasutatud menethuse ja /v6i reaktiividega. 

 

Tbおesed sootunnused 

 

Isaste kaiade puhui on teiseste sootuimuste (papiiiaarjatketega itihide arv parakuuire kiirtei) 
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normaalvahemik 9.-10. viljastamisjargsel nadalal 40-80 papilaarjatketega lul. 15. 

 

viljastamisjargseks nadalaks peaks see naitaja kontroliruhma isastel olema vahemikus 80-
120 ja emastel 0. Teadmata p6hustel v6ivad m6 nel u ksiku1 isasel papilaarjatked puududa 9. 

 

viljastamisjargsel nadalal, aga kiina k6igil kontroliruhma isastel kujunevad need vaija 15. 

 

viljastamisjargseks nadalaks, siis on see k6ige t6enaolisemalt tingitud hilisest arengust. Kui 

 

papillaarjatkeid leitakse ka kontroliruhma emastelt, siis osutab see XX-isaste esinemisele 

 

populatsioonis. 

 

xx:.ased 

 

XX-isaste tavaparane esinemissagedus temperatuuril 25 oc kasvatatud kalade seas naib 

 

olevat kuni 4 % fling k6rgematel temperatuuridel see suureneb. Tuleks rakendada sobivaid 

 

meetmeid, et XX-isaste osakaalu populatsioonis vahendada. Kuna XX-isaste esinemine on 

 

arvatavasti seotud geneetiliste ja parilike p6hjustega, saab fende esinemist populatsioonis 

 

Whusa1t vahendada kasvatatava kalavam jalgimisega ja XX-isaste valjapraakimisega kalade 

 

paljundamisel. 

 

Kudmおαktiivus 

 

Enne sigivuse hindamist tuieks kudemisaktiivsust kontrllrihma paralleeln6udes iga paev 

 

戸lgida. Kudemisaktiivsuse tundemarkide esinemist saab kontrollrubia paaridel vaatluse 

 

teel kvalitatiivselt hinnata. Enamik kontrllrihma paare peaks olema alustanud kudemist 

 

12.-14. viljastamisjargseks nadalaks. Kui seleks ajaks tekkinud kudevate paaride arv on 

 

vaike, osutab see probleemidele kalade tervise, sugukupsuse v6i heaoluga. 

 

Terved ja hastl slidetud riisikalad koevad 12.-14. viljastamisjargsel nadalal uldjuhul iga 

 

paev, andes paevas 15-50 marjatera. Kontrollruhma soovituslikust 24 sigimispaarist 16 (> 

 

65 %) peaks valjutama paevas rohkem kui 20 marjatera paari kohta fling see naitaja v6ib 

 

t6usta ka ligi 40 marjaterani paevas. Osutatud tasemest vaiksem sigivus V6i b osutada 

 

sigimispaaride ebakipsusele, alatoitumisele V6 i haigustele. 

 

Vi加kus 

 

Kontrollrihmas on viljastatud marjaterade osakaal tavaliselt 90 % kandis, aga haruldane ei 

 

ole ka 95 %V6l sellest k6rgem maar. Kui kontrollrubma marjaterade viijakus jaab alla 

 

80 %,V6i b see osutada isendite haigustele v6i ebasoodsatele kasvatustingimustele. 
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5. hiide 

 

S00TMISGRAAFIKU NAIDE 

 

Tabelis i on esitatud kalade t6hust paijunemist toetava kasvu ja arengu tagamiseks sobiva 

 

s66tmisgraa丘ku naide.K6rva lekalded esitatud s66 tisgraafkust v6vad olla lubatud, aga 

 

soovitatavalt tuleks sel juhu! katsehiselt kontrolhida, kas kasvu ja paijunemise naitajad jaavad 

 

n6utud tasemele.Soo vltatud sootmisgraafiku jargimiseks tuleb enne katse algust kindlaks 

 

teha soolase vee krevettide kuivmass seda sisaldava vedels66da mahunhiku kohta.S e1ekS 

 

v飢b kaaluda kindlaksmaaratud koguse soolase vee krevette sisaldavat vedels66ta, mida on 

 

teadaoleva kaaluga alustel 60。 C juures 24 tundi kuivatatud.V edels66das sisalduvate 

 

soolade massi arvessev6tlseks kuivatatakse ka sama kogus vedeisddda valmistamiseks 

 

kasutatud soolalahust, mille kuivatamisjargne mass lahutatakse soolase vee krevette 

 

sisaldava vedels&%da kuivatamisjargsest massist. Teise variandina v6ib soolase vee krevette 

 

enne kuivatamist丘 ltreerida ja destilleeritud veega loputada, et poleks vaja m66ta puhta 

 

soolalahuse massi.S aadud andrete p6hjal teisendatakse soolase vee krevettide kuivmass 

 

tabeli jargi iga kala kohta arvestatud, soolase vee krevette sisaldava vedels66da koguseks. 

 

Lisaks soovitatakse soolase vee krevette sisaldava vedelsiida alikvoote igal nadalal uuesti 

 

kaaluda. et kontrollida s66detava krevetikoause kuivmassi 6ig sust. 
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I abel I. SOO tm1Sgraat1ku naicte 

 

Aeg (parast koorumist) SOo lase vee krevettide kogu 

 

(kuivmassi mg kala kohta 

 

iaevas) 

 

1.pacv UP 

 

Z . paev UP 

 

主paev uゆ 

 

4. paev U,ノ 

 

つ . paev u, 

 

o. paev 1,u 

 

7. paev 1,3 

 

&paev l,ノ 

 

9. paev 2,2 

 

10.pacv 2,8 

 

11.pacv づP 

 

12. paev 4,2 

 

13. paev 4, 

 

14. paev 4,8 

 

1つ. paev つ,Z 

 

16．一Z 1.paev つゆ 

 

4.nadal ノ,ノ 

 

5. nadal 9.0 

 

6. nadal 

 

i. facial 13P 

 

. nadal - surmaminc ZZコ 
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6. hiide 

 

MARIATERADE INKUBATS IlON I KAMBRI NAIDISED 

 

Ndidis且 

 

与 

 

9 

 

、

／ 

 

ノ 

 

Seeinkubaator koosneb ristuva kinnitusega tsentrifuugik!aasist, mida tihendab roostevabast 

 

terasest huiss ja hoiab paigal keeratav tsentrifuugikork. Korki labib vaike klaasist v6i 

 

roo stevabast terasest torti, mis ulatub peaaegu tsentrifuugik!aasi umara p6h ani fing mille 

 

kaudu puhutakse 6 humulle marjaterade suspendeerimiseks, saproftnitihste seennakkuste 

 

leviku t6kestamiseks fling ka kemikaalide vahetamiseks inkubaatori ja seda sisaldava n6u 

 

vahe!. 

 

Ndidisβ 

 

I4 

 

起 

 

, 

 

1
一
 

 

血 

 

. 

 

! 

 

‘、 

 

轡
〇
 

 
ー

一 
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Seeinkubaator koosneb klaassllndrst (lbim66t 5 cm ja pikkus 10 cm) ja roostevabast 

 

s6elast (s6elumiskoefitsient 0,25 p ja tihedus 32), mis kinnitatakse silindri p6ha kLulge 

 

PTFE-v6ru abu. T6s teltl kulge kinnitatud inkubaatorid langetatakse ktsen6udesse ja neid 

 

loksutatakse vertikaalselt (u 5 cm amplituudiga) riisikala marjaterade jaoks sobiva 

 

sagedusega (u uks kord 4 s jooksul). 
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7. hiide 

 

MEOGRT PUHUL KASUTATAV PARALLEELPROOVIDE KOO NDAMISE JA 

 

MOODUSTAMISE SKEEM 

 

JOonis1. Paraileelproovide koondaniine ja moodustamine MEOGRT puhui. Joonisel kujutau vastab 

 

iih1e kntsenrtsioo血riimaie V6i poolele kontrolirtibmast. Koondamise t6ttu ei oie paralieelproovid 

 

kogu katse viiltel pidevait eraidi jiiigitavad. M6 istet ,,marjatera" kasutatakse el u6imelise viljastatud 

 

marjatera tiihenduses (samavitiirne embriioga) 
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Kontsentratsiooniruhmad ja parahleelproovid 

 

Katsemeetodis soovitatakse kasutada telmiliseit puhaste materjalidega vuit uuritava 

 

kemikaali kontsentratsiooniruhma 

 

kontsentratsiooniruhma kohta 

 

paralleeipriovide arv peaks 

 

kont 

 

kont 

 

entratsiooniruhmas 

 

entratsiooninahmas 

 

ei 

 

ja negatlivset 

 

ole MEOGRTs 

 

olema kaks 

 

P6lvkomlas 

 

korda 

 

FO 

 

kontrolli. Paralleeipriovide arv 

 

alati ihetailine ja 

 

suurem 

 

on 

 

kuus paralleelproovi ja 

 

paralleelproovi. Lahustite kasutamist soovitatakse 

 

kui uuritava 

 

uuritava 

 

negatiivse 

 

v6imalusel 

 

kasutamise korral tuleb MEOGRT protokolis esitada 

 

kasutatud lahusti valiku p6hjendus. Lisaks 

 

kontrollruhmasid: a) lahustiga kontroll ja b) 

 

kontroirQhma 

 

kemikaali Uhes 

 

kemikaali 

 

kontrolli rQhmas 

 

igas 

 

12 

 

alati valtida, aga fende 

 

nii lahusti kasutamise kui ka 

 

on lahusti kasutamise korral vaja kahte hiiki 

 

peaks olema MEOGRT klgis etappides 

 

negatiivne kontroll.M6 lemas kontrollruhmas 

 

taiskomplekt paraileelproove. Kiri eldatud 

 

paralleelproovide struktuur jaab samaks p6lvkonna Fl katseorganismi kogu kasvuperioodi 

 

valtel (ja p6lvkonnas F2 kuni seile koorumiseni). Ent taiskasvanud p6lvkonna Fl 

 

sigimispaaride moodustamise ajal tuleks paraileelsete sigimispaaride arv igas 

 

480 

 



kontsentratsiooninihmas v6imaluse korral kahekordistada. See tahendab,e t igas uuritava 

 

kemikaali kontsentratsiooniruhmas oleks 12 paralleelset paari ja kontroliruhmas oleks 24 

 

paralleelset paari (lisaks vajaduse korral 24 paralleelset paari lahusti kontrolirUbmas). 

 

Generatsiooni Fl paaride koetud embruote koorumine tehakse kindlaks sama 

 

paralleelproovide struktuuri alusel nagu p6lvkomia FO koetud embruote koorumisel, s.t 

 

algselt kuus paralleelproovi uuritava kemikaali iga kontsentratsiooniruhma kohta ja 12 

 

paralleelproovi kontrollruhma(de)s. 
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8. hiide 

 

FARAKUUIME PAPILLAARATKETE LOENDAMINE 

 

Peamised materj auid ja reaktiivid 

 

S tereomikroskoop (soovi korral koos kaameraga) 

 

Fiksaator (soovitavalt Davidsoni丘 ksator, Bouini丘 ksatori kasutamine pole soovitav) 

 

juhul, kui jatkeid ei boendata pildilt 

 

Loendamise kord 

 

Parast lahangut tuleks parakuuime pildistada, et parakuuime papillaarj atkeid oleks lihtsam 

 

loendada. Kuigi pildistamine on soovitatav meetod,V6 ib teise variandina parakkuuime 

 

Davidsoni V6i muus sobivas fiksaatoris ligikaudu tihe minuti jooksul fikseerida. 

 

Papillaarjatkete boendamise lihtsustamiseks tuieb hoida parakuuime fikseerimise aja! 

 

tasapinnalisena. Parakuuimega r(impa v6ib sailitada Davidsoni v6i muus sobivas fiksaatoris 

 

kuni analuusimiseni. Loendada tubeb uime kiireltii tagumiseit servait vabja ulatuvate 

 

papillaarjatketega kiireluide arv (vt juonis 1). 

 

Juonis 1. Parakuuime papillaariatked 
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9. hiide 

 

MEOGRT UKSIIくAS1LIK AJAKAVA 

 

1.-3. katsenadal (p6lvkond FO) 

 

Valikukriteeriumidele vastavad (vt punktid 16-20) p6lvkonna FO kudevad kalad kaasatakse 

 

katsesse kolmeks nadalaks, et arenevad sugurakud ja sugunaarmekoed saaksid uuritava 

 

kemikaaliga kokku puutuda. 'gas paralleeln6us on tiks sigiv kalapaar (XX-emase ja XY-
isase sigimispaar). Paari koetud marjaterasid kogutakse, loendatakse ja fende viljakust 

 

hinnatakse 21 jarjestikusel paeval alates 1. katsepaevast. 

 

4. katsenadal (p6ivkonnad FO ja Fl) 

 

Eelistatavalt tuleks katse jargmisel etapil kasutatavad viljastatud ja eluv6imelised marjaterad 

 

(embruod) koguda uhel paeval, kuid embruote ebapiisava arvu korral V6l b neid siiski 

 

koguda ka kahe paeva valtel. Kahel paeval kogumise korral pannakse k6ik esimesel paeval 

 

kogutud embruod kontsentratsiooniruhmade l6lkes kokku teisel paeval kogutud embrtiotega. 

 

K6ik kontsentratsiooniruhma jaoks moodustatud koondkogumis olevad embruod jaotatakse 

 

juhuslikult selle ruhma paralleelsete inkubaatorite vahe! nii, et igas inkubaatoris on 20 

 

embrtiot. Viljastatud marjaterade (embruote) suremust kontrollitakse ja registreeritakse iga 

 

paev.S urnud marjaterad eemaldatakse inkubaatoritest (viljastatud marjaterade surma naitab 

 

eelkige varastes etappides markimisvaarne labipaistvuse kadu ja varvuse muutus, mis on 

 

p6hjustatud valkude koaguleerumisest j a/v6i sadenemisest ja miie tuiemusena marjaterad 

 

muutuvad valgeks ja labipaistmatuks; OECD 2010). 

 

Markus. Kui marjaterasid on vaja koguda kahel paeval ainuit tihe kontsentratsioonirtihma 

 

puhu!, tuleb seda kogumismenetlust kasutada k6ikide kontsentratsioonir(ihmade (ja 

 

kontroliruhmade) puhui. Kui ka parast teist kogumispaeva ei iie m6nes 

 

kontsentratsiooniruhmas piisavalt embrtioid, et panna igasse inkubaatorisse 20 embrtiot, siis 

 

tuleb selles konkreetses kontsentratsiooniruhmas vaadeldavate embrtiote arvu vahendada 15 

 

embrdoni inkubaatori kohta. Kui embruoid ei jatku ka juhu!, kui igas inkubaatoris oleks 15 

 

embruot, tuleb vahendada paralleelsete inkubaatorite arvu ni, et igasse inkubaatorisse saaks 

 

panna 15 embruot. Lisaks V6 ib p6lvkonnas FO kasutada iga kontsentratsiooni- ja 

 

kontroiiruhma kohta rohkem sigimispaare, et suurendada saadavate marjaterade arvu ja 

 

saavutada soovitatav tase 20 mari atera varalleeln6u kohta. 

 

dgimispaarid surmatakse 24. katsepaevai humaanseit fing fende kehamass ja 

 

eritakse. Vajaduse korrai V6 ib p6lvkonna FO sigimispaare veel 1-2 paeva 

 

P6lVkmia FOs 

 

pikkus registre 

 

elus hoida, et p6ivkomla Fl sigitamist korrata. 

 

5.-6. katsenadal (p6lvkond Fl) 

 

kuni kaks paeva enne eeldatavat koorumise algust peatatakse inkubeeritavate 

 

aterade ioksutamine v6i vahendatakse seda, et koorumist kiirendada. 'gai paeval 

 

Oks 

 

mai 

 

embruost koorunud vastsed kogutakse kontsentratsiooniruhmade l6ikes koondkogumitesse 

 

fling jaotatakse sustemaatiliselt vastava kontsentratsioonirubnia paraiieeisete Va stsen6ude 
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vahe! nii, et Uhes n6us on kuni 12 vastkoorunud isendit.S e!!eks va!itakse vastkoorunud 

 

isendeid juhus!ikkuse p6him6ttel fling !isatakse need Uksteise jarel vastava 

 

kontsentratsioonin.ihma juhusikult valitud parallee!n6udesse, kuni igas para!!ee!n6us on 12 

 

vastkoorunud isendit. Kui vastkoorunud isenditest ei jatku k6lkld para!!eeln6ude 

 

taitmiseks, tuleb tagada, et etapi Fl alguses oleks v6ima!iku!t paijudes para1leeln6udes 12 

 

vastkoorunud isendit. 

 

Marjaterad, mis ei ole koorunud kontrolirulmia koorumispaeva mediaaniga v6rreldes kaks 

 

korda pikema aja jooksu!, tunnistatakse e !uV6mletuks ja jaetakse k6rvale. Vastkoorunud 

 

isendite arv registreeritakse ja iga para!lee!n6u kohta arvutatakse koorumise edukuse maar 

 

(kooruvus). 

 

7.-11. katsen議dal (p6lvkond Fl) 

 

Ka!avastsete e!!uj aamust kontrollitakse ja registreeritakse iga paev k6ikide para!!eeln6ude 

 

puhu!. 43. katsepaeva! registreeritakse igas paralleeln6us ellu jaanud ka!ade arv ja algselt 

 

paralleeln6usse asetatud vastkoorunud isendite arv (soovitatavalt 12).S e!!e p6ha! saab 

 

arvutada protsentuaalse ellujaamuse koorumisest kuni noorkala arengujarguni. 

 

12. katsenadal (p6lvkond Fl) 

 

koeproov (uimetUkk), mi!le p6hal 

 

Selle teabe p6h a! moodustatakse 

 

Katsepaevade! 78-85 v6etakse iga kala sabauimest vaike 

 

tehakse kind!aks kikde isendite genotiubilne sugu. 

 

sigimispaarid. 

 

Ko!me paeva jooksul parast iga kala genottiubi!ise s 00 kindlakstegemist moodustatakse 

 

juhuslikkuse p6him6tte! 12 sigimispaari iga kontsentratsioonirubrua ja 24 sigimispaari 

 

kontrollruhma kohta. 'gast para!!ee!n6ust valitakse juhus!iku!t kaks XX- ja XY-kala, need 

 

rUnittakse soi ja rgi koondkogumiteks ja sigimispaarid (XX-XY paarid) moodustatakse 

 

kummastki koondkogumist juhus!ikult valitud ka!adest Moodustatakse 12 para!!ee!set paari 

 

kemikaa!i iga kontsentratsiooniruhma ja 24 paralleelset paari kontrollruhma kohta fling 

 

igasse para!!ee!n6usse pannakse Uks sigimispaar. Kui m6 ni para!!eeln6u ei sisalda 

 

koondkogumisse !isamiseks kahte XX-V6i XY-kala, tuleb sobiva soo!ise genottiubiga ka!ad 

 

v6tta sama kontsentratsiooniruhma teistest paral!ee!n6udest. 

 

U!ejaanud kalad (kuni kaheksa kala para!!ee!n6u kohta) sunnatakse humaanselt ja neil 

 

m66detakse noorka!a arengujargu !6ppnait司ad.K6l kide noorka!aproovide dry andmed 

 

(XXv6i XY) sailitatakse, et tagada V6i malus seostada k6iki l6 ppnaita ate andmeid iga 

 

isendi geneeti!ise sooga. 

 

13.-14. katsenadal (p6vkond Fl) 

 

Kokkupuude kemikaa!iga jatkub kogu selle aja valtel, mi! sigimispaarid arenevad noorkalast 

 

taiskasvanuks. 98. katsepaeva! (st uks paev enne marjaterade kogumise a!gust) 

 

eema!datakse akvaariumidest ja eraste ka!ade kti!jest k6ik seal o!evad marjaterad. 

 

15.-17. katsen航dal (p6lvkond Fl) 
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Koetud marjaterasid kogutakse igast paralleeln6ust 21 jarjestikuse paeva jooksul fling 

 

hinnatakse fende sigivust ja viljakust. 

 

18. katsen航dal (4. nadala tegevuste kordus) (p6Ivkonnad Fija F2) 

 

120. katsepaeva hommikul kogutakse igast paralleeln6ust marjaterad. Kogutud mari aterasid 

 

himiatakse, viljastatud marjaterad ruhmitatakse (parast kuduniitide eemaldamist) 

 

kontsentratsiooniruhmade l6lkes koondkogumiteks fling j aotatakse sealt sustemaatiliselt 

 

inkubatsioonikambritesse nii,e t igas inkubaatoris on 20 viljastatud marjatera. Inkubaatorid 

 

V飢b asetada iga kontsentratsiooniruhma jaoks e tte valmistatud eraldi l rkubtsioonn6udesse 

 

V6iparalieeln6udesse, kuhu hiijem jaavad ka koorunud vastsed. Eelistatavalt tuleks 

 

embruod koguda ii hel paeval, aga kui fende arv ei ole piisav,v6ib embruoid koguda ka 

 

kahe paeva valtel. Kahel paeval kogumise korral pannakse k6ik esimesel paeval kogutud 

 

embruod kontsentratsiooninihmade l6ikes kokku teisel paeval kogutud embruotega.K6i k 

 

kontsentratsiooniruhma jaoks moodustatud koondkogumis olevad embruod jaotatakse 

 

juhuslikuit selle nihma paralleelsete inkubaatorite vahel nii,e t igas inkubaatoris on 20 

 

embrQot. Markus. Kui marjaterasid on vaja koguda kahel paeval ainult Wie 

 

kontsentratsiooniruhma puhui, tuleb seda kogumismenetlust kasutada k6ikide 

 

kontsentratsiooniruhmade (ja kontrollrubmade) puhui. Kui ka parast teist kogumispaeva ei 

 

ole m6nes kontsentratsiooniruhmas piisavalt embruoid,e t panna igasse inkubaatorisse 20 

 

embruot, siis tuleb selles konkreetses kontsentratsioonirQhmas vaadeldavate embii.iote arvu 

 

vahendada 15 embruoni inkubaatori kohta. Kui embruoid ei jatku ka juhul, kui igas 

 

inkubaatoris oleks 15 embri.iot, tuleb vahendada paraileelsete inkubaatorite arvu nii,e t 

 

iaasse inkubaatorisse saaks nanna 15 embruot. 

 

121. katsepaeval (v6i 122. katsepaevai, kui on vaja veenduda,e t p6lvkonna F2 sigitamine 

 

p6lvkonna Fl sigimispaarid humaanselt ja neil m66detak 

 

arengujargu l6ppnaitaad. Vajaduse korral v6b p6lvkonna Fl 

 

surmatakse 

 

paeva elus hoida, et p6lvkonna F2 sigitamist korrata. 

 

6nnestus) 

 

taiskasvanud kalade 

 

sigimispaare veel 1-2 

 

19.-20. katsen読dal (p6lvkond F2) 

 

kaks paeva enne eeldatavat koorumise algust peatatakse inkubeeritavate 

 

loksutamine V6l vahendatakse seda,e t koorumist kiirendada. Kui katse l6peb 

 

iga paev koorunud vastsed loendatakse ja seej arel 

 

kontrollruhma 

 

, tunnistatakse 

 

oie ka pikendatud inkubatsiooniaja - st 

 

siis 

 

ei 

 

kuni 

 

aterade 

 

Uks 

 

marj 

 

p6lvkonna F2 koorumisega, 

 

mis 

 

v6rreldes kaks korda pikema aja - j arel koorunud 
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k6raldatak s e. (Embriod, 

 

koorumispaeva mediaaniga 

 

eluV6 lmetuks.) 

 



10. hiide 

 

STATISTILINE ANALUUS 

 

MEOGRTga kogutavad bioloogiiste andrete kategooriad ei ole sellele katsele eriomased 

 

ja, kui patoloogiate andmed valja arvata, siis on sarnaste andrete n6uetekohaseks 

 

anahmsimiseks vaija t66tatud paiju sobivaid statistilisi meetodeid, mille valik s6 ltub 

 

andrete omadustest: normaaljaitus, dispersiooni homogeensus, uuringupiaani sobivus 

 

hUpoteesi kontrollimiseks V6 i regressioonanahiisiks, parameetrilisteks v6i 

 

mitteparameetrilisteks testideks jne. Uldp6hil6ttena on soovitatavad statistilised 

 

anahmsimeetodid valitud lahtuvalt 6 ktokilisuse andreid kasitlevast OECD juhendist 

 

(OECD 2006) fling joonisel 2 on esitatud MEOGRT andrete jaoks anahkisimeetodi 

 

valimise vooskeern. 

 

V6ib eeldada, et kige sagedamini esinevad andrestikes monotoonsed s6 ltvused. Lisaks 

 

tuleks kaaluda, kas kasutada uhepoolset V6 i kahepoolset statistilist testi. Uldiselt 

 

soovitatakse kasutada uhepoolseid teste, vaija arvatud juhul, kui need on mingil 

 

bioloogilisel p6husel sobiratud. Kaesolevas jaotises soovitatakse idi! teatavaid statistilisi 

 

teste, aga kui konkreetselt MEOGRTga kogutavate andrete jaoks tiltatakse vaija 

 

sobivamad ja/6i V6i msamad statistilised reetodid, tuleks nendest saadavate eeliste t6ttu 

 

kasutada vastavaid uusi statistilisi teste. 

 

MEOGRTga kogutavaid andmeid tuleks anakittsida iga genotuubilse soi l6ikes eraldi. 

 

Pioratud suoga kalade (XX-isaste v6i XY-emaste) kohta kogutud andrete anaititisimiseks 

 

on kaks V6im alikku strateegiat. 1) Jatta pliratud suoga kalade andmed (vaij a arvatud 

 

p66ratud suoga kalade osakaal igas paraileelproovis) kogu katse ulatuses anahmsist vaija. 2) 

 

Jatta kikide p66ratud suoga kalade kohta kogutud andred andrestikku sisse ja teha 

 

analtitis genottiubi p6垣ai. 

 

Histopatoloogilised andmed 

 

Histopatoloogilised andmed esitatakse raskusastme kujul, rida analtilsitakse hiijuti valja 

 

t66tatud uue statistilise reetodiga: Rao-Scotti kohandusega Cochrane 'i-Arritage l6iktest 

 

(RSCABS) (Green e t a l., 2014). Rao-Scotti kohandus sailitab teabe katseparaileelide kohta; 

 

l6iktesti renetlusega on arvesse v6etud bioloogilist eeldust, et kerikaali 

 

kontsentratsioonide suurenedes kasvab ka raskusaste. RSCABSi tulemused naitavad iga 

 

diagnoosi puhui, millises kontsentratsiooniruhras on patoioogiate osakaal suurer kui 

 

kontroilruhmas ja rulimne on fende raskusaste. 

 

Sigivuse andmed 

 

Andrete ronotoonse kontsentratsioonist s6l tuvuse korrai kasutatakse sigivuse anaiUUsides 

 

sammuviisilise elirineerimisega Jonckheere'i-Terpstra v6i Wiiiiarsi testi. S ammuvislise 

 

elirineeririse testis tehakse k6ik v6rdused oiuiisuse nivool 0,05 ja puuduvad v6rdluste 

 

arvust s6 tuvad kohandused. Eeldatakse, et andrete puhui esineb ronotoonrie 

 

kontsentratsioonist s6 ltuvus, aga seda saab ka kontrollida andrete visuaalse vaatiusega v6i 

 

parast andrete jarkudeks teisendarist kontsentratsiooniruhmade keskvaartuste lineaar- ja 
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ruutkontrastide konstrueerimise tee!. Kui ei esine olukorda, kus ruutkontrast on oluline ja 

 

!ineaarkontrast ei ole oluline, siis kasutatakse trenditesti. Muu! juhul kasutatakse kemikaali 

 

tuirne kindiakstegemiseks Dunnetti testi - tingimusel, et andmed on normaa!jaotuse ja 

 

homogeense dispersiioniga. Kui nimetatud tingimused ei o!e taidetud, kasutatakse Duniii 

 

testi koos Bonferroni-Holmi kohandusega.K6i k osutatud testid tehakse F-testist v6i 

 

Kruska!i-Wa!!ise testist s6 ltu atult. Tapsemad tiksikasjad on esitatud dokumendis OECD 

 

2006. 

 

Piisava statisti!ise p6hendatuse korra! V ib kasutada ka muid meetodeid, naiteks 

 

marjaterade arvu puhui tildistatud lineaarset mudelit koos vigade Poissoni jaotusega 

 

(Cameron ja Trividi, 2013). Muu meetodi kasutamise korra! on soovitatav n6u pidada 

 

statistikutega. 

 

Igapaevane marjaterade loendus iihes p6lvkonnas 

 

Kasutatakse dispersloonanali血si (ANO VA) mudelit, kus tunnus Y = 

 

Aeg*Aeg+Kontsentratsioon + *Kontsentratsi00n + Aeg*Kontsentratsioon + 

 

*Aeg*Kontsentratsioon ja juhusiik m可u avaldub tegurites 

 

ParalieelprooV(P6iVkond*Kontsentrtsioon) fing Aeg*Para!!eelproov(Kontsentratsioon), 

 

mis v6imaldab p6lvkondades m6lemt hiiki e ba6rdseid dispersioonikomponente. Tegur 

 

Aeg osutab suin marjaterade ioendamise sagedusele (ft iga paev v6i kord nada!as).S ee on 

 

kordusrn66trniste anaiuus, mii!e puhui sama para!!ee!proovi kohta tehtud tahe!epanekute 

 

korre!atsioonid on seotud andrete kordusm66tmistega. 

 

Kontsentratsiooni pearnist mju kontro!litakse Dunnetti (V6i Duimetti-Isu) testiga, mis on 

 

kohandatav vastava!t v6rdluste arvu!e. Lisaks on vaja kohandusi p6lvkonna ja aja mju 

 

a rvessev6tmiseks, sest fende kahe teguri puhui puudub kontrolitase fling iga tasemete paar 

 

V ib osutuda huvi pakkuvaks V6 rd!useks. Kui olu!isusnivooga 0,05 F-test naitab nimetatud 

 

kahe m可uteguri puhui oiu!ist peamist m可u, siis saab vastava teguri paare tasemete kaupa 

 

v6rre!da olulisusnivooga 0,05 i!ma taiendavaid kohandusi tegemata. 

 

Mudel h6!rnb kahe ja kolme teguriga Va stasrn可usid, rnist6ttu naiteks aja peamine rnju ei 

 

pruugi ol!a statisti!ise!t o!u!ine, kuigi aeg ava!dab o!u!ist mju tulemuste!e.S eega kui m6ni 

 

kahe V6 i ko!me teguriga (rnillest tiks on aeg) vastasrn句u on nivoo! 0,05 oiuhine, siis V6 ib aja 

 

tasemete v6rdiused olulisusnivoo! 0,05 sobivaks tunnistada i!ma taiendavate kohandusteta. 

 

Jargrniseks uuritakse F-testidega kontsentratsiooni oluiisust ajas; need esitatakse 

 

dispersioonanaltiusi tabelis fln !6ikudena. Kui naiteks p6!vkonnas Fl aja 12 jooksul 

 

kasutatud kontsentratsiooni l6i k on nivool 0,05 ohuline, siis vib seile 

 

kontsentratsiooniruhrna v6rdiused p6!vkrnas Fl ajaga 12 olu!isusnivoo! 0,05 sobivaks 

 

tunnistada ilma taiendavate kohandusteta.Sa ma kehtib fende testide puhui, millega 

 

uuritakse aja o!u!isust p6ivkoinas Fl ja kontsentratsioonis fing p6!vkorna olulisust ajas ja 

 

kontsentratsioonis. 

 

V6 rdiuste suhtes, mis ei kuulu uhtegi eespool nimetatud kategooriasse, tuleks kasutada 

 

Bonferroni-Holmi meetodit p-vaartuste kohandamiseks. Lisateavet tao!iste mude!ite 

 

ana!uusimise kohta V6 ib leida a!!ikatest Hockiim (l985) nina Hochbera ja Tamhane (1987〕. 
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Temne v6imalus on registreerida toorandmed fling esitada need uuringuraportis iga paeva 

 

kohta kui sigivusnaitaja (marjaterade arv) paralleelproovi kohta.Se可 rel tuleks arvutada 

 

paralleelproovi toorandmete keskvaartus ja teha sellega ruutjuurteisendus. Paralleelproovide 

 

teisendatud keskvaartustega tuleks teha esmalt ihefaktoriline dispersioonanaluus fling 

 

seejarel moodustada Dulletti kontrastid. Kasulik v6b olla ka see, kui vaadelda iga 

 

kontsentratsiooniruhma ja /v6i paralleelproovi sigivuse andmeid visuaalseit 

 

dispersiionidiagrammil, mis naitab andrete muutumist ajas.S ee V6ima ldb esitada 

 

mitteformaalseid hinnanguid ajas avalduva v6i malku toime kohta. 

 

K6ik u l可猟nud bioloogilised andmed 

 

Statistilste analtitiside aluseks on eeldus, et 6 igesti valitud dooside korral on andmed 

 

monotoonsed. S eega eeldatakse, et andmed on monotoonsed fing fende monotoonsust 

 

hinnatakse formaalselt lineaar- ja ruutkontrastidega. Kui andmed on monotoonsed, 

 

soovitatakse kasutada paralleelproovide mediaaniirtuste suhtes Jonckheere' i-Terpstra 

 

trenditesti (vastavalt dokumendile OECD 2006). Kui ruutkontrast on oluline ja 

 

lineaarkontrast ei ole, siis tunnistatakse andmed mittemonotoonseks. 

 

Kui andred on ritteronotoonsed ja eniti kui see on tingitud n6rgemast reaktsioonist Uhes 

 

v6i kahes k6ige krgemas kontsentratsioonirihmas, siis tuleks kaaluda vimalust j atta need 

 

kontsentratsiooniruhmad analuusiandmestikust valja.K6 nealune otsus tuleb teha padeva 

 

erialase hinnangu p6hjal, v6ttes anvesse k6iki olemasolevaid andreid, eniti andreid, mis 

 

osutavad asiaomastel kontsentratsioonitasemetel esinevale selaele mtiraisusele. 

 

Keharassi ja pikkuse puhui teisendusi ei soovitata, kuigi need V6 iVad olla m6nikord 

 

vai alikud. Vitellogeniini kasitlevate andrete puhul soovitatakse kasutada 

 

loganitmteisendust; teiseseid sootumiuseid (parakuuime papillaarjatked) kasitlevate andrete 

 

puhul soovitatakse kasutada ruutjuurteisendust; kooruvust, elulemust, soolist jaotumist ja 

 

viljastatud marjaterade osakaalu kasitleVate andrete puhui soovitatakse kasutada 

 

arkussiinus-ruutjuurteisendust. Koonmiiseni ja esimese kudemiseni kulunud aega tuleks 

 

kasitada kui sundmuse toimumiseni kuiunud aja andmeid fing andreid kindla aja jooksul 

 

koorumata uksikembruote v6i kuduta paralleelpnoovide kohta kui parerait tsenseeritud 

 

andreid. Kooruriseni kulunud aeg tuleks arvutada iga paralleelpnoovi koorumispaeva 

 

mediaani p6hal. Niretatud l6ppnaitjaid tuleks analuusida s egarjudega 

 

lroDontsionaalseid ohte kasitleva Coxi mudeli abu. 

 

Taiskasvanud kalade proovide bioioogilised andred sisaldavad uhte m66tevaartust 

 

paralleelproovi kohta, st igas paraileein6us on uks XX-kala ja Uks XY-kala.S eet6ttu 

 

soovitatakse kasutada paralieeiproovide keskvaartuste suhtes Uhefaktonilist 

 

dispersioonanaltitisi. Kui dispersioonanaltitisi eeidused on taidetud (normaaljaotus ja 

 

dispersiooni horogeensus, mida himiatakse dispersioonanaltitisi jaakide p6hjal vastavalt 

 

Shapiro-Wiiksi ja Levene'i testiga), tuleks kontnolirtihmast eninevad 

 

kontsentnatsiooniruhrad kindiaks teha Dunnetti kontrastide abil. Ent kui 

 

dispensioonanaltIisi eeldused ei oie taidetud, tuleks kontnollrtihmast eninevate 

 

kontsentnatsiooniruhrade kindiakstegeriseks kasutada Dumii testi.S arnast renetiust 

 

soovitatakse kasutada protsentuaalsete andrete (viijakus, koonwus ja ellujaamus) puhui. 

 

Noonkaiade proovidest kogutud andretel on Uks kuni kaheksa m66tevaartust 
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paralleelproovi kohta, st iga genotimbilise soi puhui v6ib paralleeiproovi keskvaartuse 

 

arvutamisei aiuseks v6etud isendite arv olla erinev.See t6ttu soovitatakse kasutada esmalt 

 

segam可uga dispersioonanaliiisi mudeiit ja seejarel Dunetti kontraste - tingimusei, et 

 

normaaljaituse ja dispersiioni homogeensuse tingimused on taidetud (segamjuga 

 

dispersioonanalflflsi jaakide p6hjal). Kui need tingimused ei oie taidetud, tuleks 

 

kontrollruhmast erinevate kontsentratsioonirihmade kindlakstegemiseks kasutada Dunni 

 

testi. 

 

JOonis2. MEOGRTga kogutud andrete a nalihismlseks soovitatavate statistiliste meetodite vooskeern 

 

Andrete kategooria 

 

4

, 

 

sigivus 

 

1 

 

Kirjandus 

 

4

, 

 

Aeg 

 

sindmusenI 

 

Ccxi rudel 

 

segam可udega 

 

4, 

 

Muud 

 

l6ppn訓ta」ad 

 

Monotoonsuse 

 

test 

 

Jah 

 

Vanus 

 

proovIv6tu 

 

a」a l 

 

+ 

 

Noorkonn 

 

sega m可 udega 

 

rudel koos 

 

apricorsete 

 

teisendustega 

 

申
→
島
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C.53.K ULLESTE KASV U JA ARENGU KATSE (LAGDA) 

 

SISSEJUHATUS 

 

1. Kaesolev katsemeetod on samavaarne OECD katsejuhendiga nr 241 (2015). Vajadus 

 

t66tada vaija ja valideerida katse, millega saab vaija selgitada ja kirjeldada mtirgiste 

 

kemikaalidega kokkupuute kahjulikke tagajargi kahepaiksetele, tuleneb kartusest, et 

 

kemikaalid v6lva d juba keskkonnas esineva kontsentratsiooni juures avaldada kahjulikku 

 

m可u nii inimesele kui ka elusloodusele. Kulleste kasvu ja arengu katset (LAGDA) 

 

kasitlevas OECD katsejuhendis kiri eldatakse kahepaiksete liigiga tehtavat mirgisuse 

 

katset, mille kaigus vaadeldakse kasvu ja arengut viljastamisest kuni varase noorlooma 

 

arengujarguni. Katsega (mis tavaliselt kestab 16 nadalat) hinnatakse kulleste varast 

 

arengut, moonet, ellujaamust, kasvu ja osalist sugukupsemist.S amuti v6imaldab see m66 ta 

 

mitmeid muid naitaj aid, mille abil saab diagnostiliselt hinnata v6imalikke 

 

endokriinfunktsiooni kahjustavaid kemikaale v6i muid arengu- ja reproduktiivtoksilisi 

 

aineid. Kaesolevas katsemeetodis kirjeldatud meetod p6hineb kannuskonnaga (Xenopus 

 

laevis) tehtud valideerimisuuringul, mille vuls labi Ameerika Uhendriikide 

 

Keskkonnakaitseamet j a mida toetavaid uuringuid on tehtud Jaapanis (1). Kuigi kasvu j a 

 

arengu jalgimise katse metoodika jaoks, mille oluline komponent on geneetilise soo 

 

kindlakstegemise vimalus, v6ivad sobida ka ruud kahepaikseliigid, on kaesolevas 

 

kats emeetodis kiri eldatud konkreetsed meetodid j a vaadeldavad naitaj ad kohaldatavad 

 

Uksnes XnoDus laevis 'e suhtes. 

 

2. LAGDA on kahepaiksega tehtav k6rgema taseme katse, mille eesmark on koguda 

 

kahjuliku toime kohta kontsentratsiooni-toime seost kiri eldavat p6hj alikumat teavet, mida 

 

saaks kasutada ohtude valjaselgitamiseks ja kirjeldamiseks fing ikoloogilise riski 

 

hindamiseks. Katse vastab endokriinfunktsiooni kahjustavate kemikaalide uurimise ja 

 

hindamise OECD kontseptuaalse raamistiku 4. tasemele, kus in vivo katsetega kogutakse 

 

andmeid ka kahjuliku mju kohta endokriinfunktsiooniga seotud naitajatele (2). Katse 

 

uldp6him6tte kohaselt viiakse X. laevis'e embriiod, mis on Nieuwkoopi ja Faberi (NF) 

 

jargi 8.-10. staadiumis (3), kokkupuutesse uuritava kemikaali vahemalt neija eri 

 

kontsentratsiooniga (mis uldjuhul erinevad Uksteisest vahemalt poole logaritmintervalli 

 

v6rra) ja kontrollaine(te)ga. Kokkupuudet jatkatakse 10. nadalani parast kontrollaihmas 

 

NFi jirgi 62. staadiumi saabumise mediaanaega fing 62. staadiumis (S 45 pieva pirast 

 

vili astamist; tavaliselt 45. viii astamisj argse paeva paiku) v6etakse Uks osaline vaheproov. 

 

'ga uuritava kontsentratsiooni juures tehakse nehl paralleelproovi ja kontrohlainega kaheksa 

 

paralleelproovi. Kokkupuute jooksul hinnatakse (osahise vaheprooviga ja katse l6pus 

 

v6etava prooviga) nii Uldise mUrgisusega seotud naitajaid (suremus, ebatavaline kaitumine 

 

fling kasvu ja kehamassi juurdekasv) kui ka naitaj aid, miliega kirjeldatakse konkreetselt 

 

endokriinsusteemi kahjustavaid toimemehhanisme, mis m可utavad 6 strogeenide, 

 

androaeenide v6i kilDnaarme vahendusel toimivaid fisiolooailisi D rotsesse. Meeto dis 

 

490 

 



keskendutakse ee lk6lge v6lmalkule populatsiooni m句utavale toimele (kahjulik m句u 

 

ellujaamusele, arengule, kasvule ja sl gmsV6mle arengule), et arvutada taheldatavat toimet 

 

mitteavaldav kontsentratsioon (NOEC)v6i toimet avaidav kontsentratsioon, mis p6hjustab 

 

m66detava naitaja muutumise x protsendi v6rra (ECx).S amas tuleb arvestada, et ECx-ii 

 

p6hineVad meetodid ei sobi sageli selist ti0pi suurte uuringute jaoks, kus unritavate 

 

kontsentratsioonide ar'vu suurendamine ECx-i kindlakstegemise eesmrgil v6ib olla 

 

ebaotstarbekas. Sa muti tuieb tahele panna, et meetod ei h6lma sigimisetappi ennast. 

 

Kaesolevas katsemeetodis kasutatud m6isted on maaratletud 1. hiites. 

 

LAIITEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD 

 

3. Kuna uuritud kemikaaiide arv on vaike ja k6nealuse isna keeruka katse vaiideerimises 

 

osales vahe laboreid, ei ole laboritevahelist korratavust seni katseandmetega 

 

dokumenteeritud fling v6lb eeldada, et OECD katsejuhend nr 241 vaadatakse labi ja seda 

 

muudetakse saadud kogemuste valguses parast seda, kui on tehtud piisavait uuringuid 

 

k6nealuse uue uuringukava toimivuse kinnitamiseks. LAGDA on oluline katse, mis aitab 

 

hinnata kahepaiksete populatsiooni vahenemise V6 imalikke m可utegureid, kuna selles 

 

hinnatakse kemikaalidega kokkupuute m可u tundhikus kuilesestaadiumis, kus kemikaalide 

 

kahjulik m可u ellujaamuseie ja arengule, sealhuigas suguorganite normaalseie arengule, 

 

v6ib ule kanduda populatsioonile. 

 

4. Katse on nies ehitatud nii, et seilega saaks tuvastada nii endokriinfunktsiooni kui ka muude 

 

mehhanismide kaudu tekkivat l6ppm可u, fling osa seile diagnostilisi naitaj aid on 

 

spetsiifilised p6hiliste en dokrinsiisteeml toimemehhanismide suhtes. Tuleb markida, et 

 

enne LAGDA vaijatodtamist puudus kirjeldatud tilesannet taitev vahideeritud katsemeetod 

 

kahepaiksete jaoks. 

 

5. Enne katse alustamist on ohuhine koguda andmeid uuritava kemikaahi f(msikaiis -keemiliste 

 

omaduste kohta,ee lk6ige selieks,e t oleks v6imaiik vaimistada pusivaid kemikaahihahuseid. 

 

Sa muti tuleb kasutada piisavait tundlikku anahkisimeetodit uuritava kemikaahi 

 

kontsentratsioonide kontroihimiseks. Ligikaudu 16 nadahat kestva katse jaoks haheb vaja 

 

kokku 480 boora ehk X laevis'e embrtiot (lahusti kontrollproovi kasutamisei 640 

 

embrtiot), et tagada populatsiooniga seotud naitajate (ut kasv, areng ja suguktipsus) 

 

hindamiseks piisav statistiline v6imsus. 

 

6. Enne katsemeetodi kasutamist segu anaititisimiseks regulatiivsel eesmargil tuieks kaaluda, 

 

kas meetodiga saadakse taotletava eesmargi jaoks vastuv6etavad tulemused. Peale selle ei 

 

saa kaesoleva katsemeetodiga hinnata otseseit sigivust fing jarehikuit see ei pmugi olla 

 

kasutatav k6rgemal tasemel kui endokriinfunktsiooni kahjustavate kemikaalide uurimise ja 

 

hindamise OECD kontseDtuaaise raamistiku 4. tase. 

 

KATSEMEETODI TEA DUSLIK ALUs 
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7.S uur osa meje praegustest teadmistest kahepaiksete bioloogia kohta on saadud tanu 

 

kannuskonna (Xenopus laevis) kasutamisele laboratoorse mudelliigina.Se da hiki on 

 

laboris lihtne kasvatada, selle! ovulatsiooni esilekutsumiseks sobib inimese 

 

kooriongonadotropiin (hCG) fling loomavarud on h6lpsastl kattesaadavad kaubanduslike! 

 

eesmarkide! kasvataj atelt. 

 

8.Sa rnaselt k6iklde se!groogsetega reguleerib kahepaiksete sigimisfunktsiooni 

 

htipota!amuse-ajuripatsi-sugunaarmete (1AS) telg (4). Ostrogeenid ja androgeenid 

 

taidavad selles e ndokriinsisteemis vahendaja ro!li fling juhivad soohise!t dimorfsete kudede 

 

arengut ja fUsioloogiat. Kahepaiksete ehutsUklis on kolm selgesti eristatavat etappi, mille 

 

vahtel k6nealune telg on eniti aktiivne: 1) sugunaarmete diferentseerumine kulle se arengu 

 

kaigus, 2) teiseste sootunnuste kujunemine ja sugunaarmete kupsemine noorlooma 

 

staadiumis fing 3) taiskasvanud hoorade sigimine.V astu6tlikkus endokniinfunktsiooni 

 

hairetele, mida p6hjustaVad teatavad kemikaalid (ft istrogeenid ja androgeenid) fling mis 

 

V6 ib l6puks viia orgarnsmide s igimisV6ime kadumiseni, on k6igis nimetatud 

 

renguetaDides t6enaohiselt suurem. 

 

9.S ugunaarmete areng algab NFi jargi 43. staadiumis, mil tekib bipotentsiaalne genitaalkurd. 

 

S ugunaarmete diferentseerumine algab NFi jargi 52. staadiumis, mil sugurakkude 

 

eellasrakud hiiguvad sasikoesse (isastel) v6i jaavad arenevate sugunaarmete koorepiirkonda 

 

(emastel) (3). Asjaolust, et k6nea!une sugunaarmete soolise diferentseerumise pnotsess on 

 

Xmps'e puhu! keemihiselt m jutata, teatati esimest korda l95ondatel aastate! (5, 6). 

 

Kui kullesed puutuvad sugunaarmete diferentseerumise periiodil kokku istradiioliga, 

 

toimub isastel soo arengu p66rduine fing neist saavad taiskasvanuna k6igi toimivate 

 

funktsioonidega erased (7, 8). V6imalik on ka soi arengu funktsionaalne p66rdumine 

 

emasest isaseks, mida in esile kutsutud kullestesse munandikoe siirdamisega (9). Ent kui 

 

liigih Xenopus tropicalis kutsub kokkupuude anomataasi inhibiitoniga esile soi anengu 

 

funktsionaalse poindumise (10), siis Xnps laevis'e puhu! ei ole katsed seda kinnitanud. 

 

Varasemates katsetes on mUrgiste ainete mju sugunaarmete difenentseemmisele hinnatud 

 

moondeetapil tehtavate sugunaarmekoe uuningutega ja soi arengu p66rdumist oli v6 imalik 

 

kindlaks teha Uksnes soohise jaotumise analUflsi abil. Kuni viimase ajani puudus V6 imalus 

 

Xnpus'e geneetihise soi kindlakstegemiseks. Ent hiljutine X laevis'e sooga seotud 

 

mankenite avastamine annabV6 imaluse teha kindlaks geneetihist sugu ja tuvastada vahetult 

 

luorad. kelle! soi a neng on D66ndunud (1 F). 

 

10. Isasteh noorloomadel jatkub aneng vere testosteroonisisalduse kasvuga, rihlega kaasneb 

 

teiseste sootunnuste kujunemine ja runandite areng. Emastel hooradeh toodavad 

 

munasarjad 6 stnadlooll fing selle tagajarjel ilrub fende plasmasse vitellogeniin (VTG), 

 

munasarj ades tekivad vitellogeniini toimel ootsUudid j a arenevad munajuhad (12). 

 

Munajuhad on erase teisesed sootunnused, mis aitavad sigirise kaigus ootsuUtideh 

 

kupseda. Munajuha labivatehe ootsUutidele tekib kallenkest fing need kogunevad erakasse 

 

ja on siis valmis viljastariseks. Munajuhade arengut naivad neguheenivat 6s tnogeenid, kuna 
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fende kujunemine on X laevis'e (13) ja X tropicalis'e (12) puhui korrelatsioonis vere 

 

6stradloolisisaldusega. Teatatud on munajuhade kujunemisest isastei, mida on p6hustanud 

 

kokkupuude poliiklooritud bifenuuli tihenditega (14) ja 4-tert-oktitlifnoohga (15). 

 

KATSEPOlluOTE 

 

11. Katsekava kohaselt viiakse NFi jargi 8.-10. staadiumis olevad X. laevis'e embriod vee 

 

kaudu kokkupuutesse uuritava kemikaaliga neijas eri kontsentratsioonis, samuti 

 

kontrollproovi(de)ga. Kokkupuudet jatkatakse 10. nadalani parast kontrollrihmas NFi jargi 

 

62. staadiumi saabumise mediaanaega fling 62. staadiumis v6etakse tiks vaheproov. Kui 

 

kemikaalid on vaga hudrofoobsed, V6i b olla V6 imalik neid manustada s66 daga, kuid seda 

 

kokkupuute tekitamise viisi ei ole kaesoleva katsemeetodi rakendamisel seni kuigi paiju 

 

kasutatud. 'ga uuritava kontsentratsiooniga tehakse neu paralleeikatset ja iga 

 

kontroliprooviga kaheksa paraleelkatset. Kokkupuute jooksul hinnatakse nii tildise 

 

mtirgisusega seotud l6 ppnait司aid (suremus, k6rvalekalded kaitumises fling kasvu ja 

 

kehamassi juurdekasv) kui ka l6ppnait可aid (ft kilpnaarme histopatoloogia, sugunaarme ja 

 

-juhade histopatoloogia, vaararengud, plasma viteilgoeniinisisaldus (valikuline) fing 

 

genotiubiline/fenotuubiline sooline j aotumine), millega kiri eldatakse konkreetselt 

 

endokriinsusteemi kahjustavaid toimemehhanisme, mis lll可 utavad 6 strogeenide, 

 

androaeenide V6 i kilDnaarme vahendusel toimivaid fsioloogilisi Drotsesse. 

 

KATSENOIITEKOHASUSE K RI1'EERUMlD 

 

12. Kehtivad j argmised katse n6 uetekohasuse kriteeriumid. 

 

Lahustunud hapniku kontsentratsioon peaks kogu katse viltei olemaと 40 % 

 

ktillastuskontsentratsioonist 6 hus. 

 

Vee temperatuur peaks olema vahemikus 21士 i。 C fing temperatuuride erinevus 

 

paralleelproovide ja eri kontsentratsioonidega t66deldavte riihmade vahel ei tohiks 

 

uletada i,i oc. 

 

Katselahuse pH tuleks hoida vahemikus 6,5-8,5 fing paraileelproovide ja eri 

 

kontsentratsioonidega tildeldavate rihmade vaheline erinevus ei tohiks uletada 0,5. 

 

Tuleks esitada t6endid selle kohta, et uuritava kemikaali kontsentratsiooni lahuses on 

 

suudetud rahuldavalt hoida vahemikus士 20 %m66 tmistulemuste keskvaartusest. 

 

Kokkupuuteperioodil esinenud suremus peaks olema k6ikides kontroliruhmade 

 

paralleelproovides S 20 %. 

 

Uuringu alustamiseks valitud kudu eluv6imelisus peaks olema ? 70 %. 

 

KontrollrLihmades NFi jargi 62. staadiumissej6 udiseks kuiuv mediaanaeg peaks olemas 

 

45 paeva. 
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Katseorganismide keskmine mass NFi jargi 62. staadiumisse」6 udlsel ja katse 

 

l6 petamsel peaks olema kontroliruhmades j a lahusti kontroliruhmades (kui neid 

 

kasutatakse) vastavalt 1,0士 0,2 gia 11,5士 3 g. 

 

13. Kuigi see ei ole n6uetekohasuse kriteerium, soovitatakse a naluusll kasutada vahemait 

 

kolme toiUemiskontsentratsiooni kolme rikkumata paraileelprooviga. Tiodeldud ruhma 

 

naitaj aid rikkuvaks iiigseks suremuseks peetakse kahes v6i enamas paraileelproovis 

 

esinevat rohkem kui neija surmajuhtu (> 20 %), mis ei saa olla tingitud tehnilisest yeast. 

 

Analuusiks peaks olema V6 imalik kasutada vahemalt kolme t66tlemiskontsentratsiooni, 

 

mille puhui ei ulrne selget mii rgisust.Se 1ge mtirgisuse tunnused on muu huigas 

 

katseorganismi h6ljumine pinnal, lebamine n6u p6hjas,iimb e rp66ratud asendis v6i 

 

ebakorraparane ujumine, pinnale mittet6usmine, a irit可 atele mittereageerimine, 

 

morfoloogiiised k6rvaiekalded (nt jasemedeformatsioonid), veritsevad haavandid ja 

 

k6huturse一 

 

14. Kui leitakse k6rvaiekaideid katse n6uetekohasuse kriteeriumidest, tuleks kaaluda seiliste 

 

k6rValekaliete lll ju katsetulemuste usaldusvaarsusele fling esitada need k6rvaiekalded ja 

 

kaalutlused katseprotokoliis. 

 

MEETODITE KI RELDUS 

 

Sea1me1 

 

15. Tavaparased laboriseadmed, eeskattjargmised seadmed: 

 

a) temperatuuri reguleerimise seade (ft kittesead ed v6i jahutid, mis on reguleeritavad 

 

temperatuurile 21士 i。 C); 

 

b) termomeeter; 

 

e) stereomikroskoop ja iahkamiseks vajaiikud vahendid; 

 

d) mikroskoobiga Uhendatav digifotoaparaat vahemait 4-megapikslise lahutusv6imega 

 

(vajadusel); 

 

e) anaiUUtiline kaal, millega on V6 imalik kaaluda 0,001 mg v6i i tg tapsusega; 

 

f) iahustunud hapniku m66tur ja pH-meeter; 

 

g)vaigustustiheduse m66 tur, mis naitab tuiemust luksides. 

 

Vesi 

 

P&ritoluja kvaliteet 

 

16. Kasutada v6ib kohapeai kattesaadavat lahjendusvett (ft allikavesi v6i aktiivs6ega 

 

filtreeritud kraanivesi), mis v6imaidab X laevis'e normaalset kasvu ja arengut, fing 

 

olemas peavad olema t6endid selles vees aset ieidva normaaise kasvu kohta. Kuna 

 

kohaliku vee kvaliteet V6 ib olenevalt asukohast oluliselt erineda, tuleb teha vee kvaliteedi 

 

analuus, eniti iuhui, kui Duuduvad varasemad andmed seile vee kasutamise kohta kuileste 
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peamiste anioonide ja 

 

ja 

 

on 

 

orgaanilise stisiniku 

 

svesi 

 

M6ned 

 

kui lahjendu 

 

ekuu jarel. 

 

kasvatamiseks. Raskemetallide (ft Cu, Pb, Zn, Hg, Cd ja Ni), 

 

katioonide (ft Ca2, 1g2+, Na, K, C1,s 042), pestitsiidide, 

 

h6ijuvaine sisaldus tuleks kindlaks teha enne katse algust j /v61 

 

teadaolevait suhteliselt pisiva kvaliteediga, siis naiteks iga kuu 

 

n6uetekohase lahjendusvee keemilised omadused on esitatud 2. hiites. 

 

Jo或idikontsentratsioon katses kasutatavas vees 

 

17.Se lleks e t kilpnaare saaks si.inteesida normaalset moonet toetavaid kilpnaarmehormoone, 

 

peab kullestele olema vee ja s66da kaudu kattesaadav piisav kogus jodiidi. Praegu ei ole 

 

empiirilisi suuniseid s66das v6l vees sisalduva jodiidi minimaalse kontsentratsiooni kohta, 

 

mis on vajalik normaalse arengu tagamiseks.Siis ki v6lb jodiidi kattesaadavus mjutada 

 

kllpnぬrmesusteemi reageerimisvimet kilpnaaret aktiveerivatele ainetele ja on teada,e t 

 

see mjutab kilpnaarme baasaktiivsust, mihlehe tasub tahehepanu poorata kilpnaarme 

 

histopatoloogihise uuringu tulemuste t6lgendamisel. Varasemate uurimuste p6hj ah on katse 

 

edukalt labi viidud, kui jodiidi (Iー) kontsentratsioon lahjendusvees on olnud vahemikus 

 

0,5-10 ig/1. Ideaa1juhu1 peaks jodiidi kontsentratsioon lahjendusvees olema kogu katse 

 

vi1te1 0,5 tg/1 (seda lisatakse veele naatrium- v6i kaaliumsoola kujul). Kui katses kasutatav 

 

vesi saadakse deioniseeritud veest kunstikult, tuleks sellele uisada jodiidi 

 

kontsentratsioonis vLihemalt 0,5 ig/1. Katseprotokollis tuleks registreerida katses kasutatud 

 

vees (lahjendusvees) m66detud jodiidikontsentratsioonid fing joodi v6i muude soolade 

 

lisamine katsevette (kui neid kasutatakse). Lisaks veele v6ib m66ta ka s66 da 

 

j oodisisaldust. 

 

Kokkupuutesusteen1 

 

18. Katse vaijatootamisel kasutati labivooluga lahjendussUsteemi.S Usteemi k6ik veega 

 

kokkupuutuvad osad peaksid olema klaasist, roostevabast terasest j/v6i muust keemiliselt 

 

inertsest materialist.K okkupuuten6udeks peaksid olema klaasist v6i roostevabast terasest 

 

akvaariumid kasuhiku ruumalaga vahemikus 4,0-10,0 1 (veesUgavusega vahemalt 10-15 

 

cm ). Su steem peaks v6inaldama kasutada k6ikl kokkupuutekontsentratsioone, 

 

kontroliruhma ja lahusti kontroliruhma (kui see on vajalik) nil,e t iga kontsentratsiooniga 

 

t66deldavas ruhmas on nehi ja igas kontrolhruhmas kaheksa paraleelproovi. Vooluhulk igas 

 

n6us peaks ohema konstantne, nii e t pUsiksid biohoogilised tingimused ja sailiks 

 

kokkupuude kemikaaliga.So ovittavaht peaks vooluhulk olema piisav (ft vahemalt vuis 

 

n6 u taiehikku veevahetust paevas),e t valtida kemikaahi kontsentratsiooni vahenemist 

 

katseorganismide j a akvaariumis heiduvate veemikroobide ainevahetuse, abiootihise 

 

lagunemise (hUdroluUs, fotohflus) v6i kadude (aurustumine, sorptsioon) tagajarjel. 

 

Ktsen6ud tuleks kokkupuutesUsteemis kohtadele asetada juhushikkuse ahuse!,e t 

 

vahendada asukoha, sealhulgas temperatuuri, valgustugevuse ja muude vaikeste erinevuste 

 

v6imalkku mju. Lisateavet labivooluga kokkupuutesUsteemide koostamise kohtav6 ib 
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leida kalade, suurseigrootute ja kahepaiksetega tehtavaid ageda mirgisuse katseid 

 

kasitlevast ASTMl standardjuhendist (16). 

 

Kemikaali lisamine: katselahuste valmistamine 

 

19. Katselahuste valmistamiseks kokkupuutesUsteemis tuleks uuritava kemikaali p6hilahst 

 

manustada kokkupuutesUsteemi sobiva pumba V6i muu seadme abu. P6hilhuse 

 

vooluhulka tuleb enne kokkupuute alustamist kalibreerida vastavalt katselahustega tehtud 

 

anahiisi tulemustele, fing seda tuleb katse jooksul regulaarselt volumeetriliselt 

 

kontrollida. Katselahust tuleb igas n6us iga paev mahu jargi vahemalt vuis korda uuendada. 

 

20. Meetod, mida kasutatakse uuritava kemikaali lisamiseks sflsteemi, s6ltub kemikaali 

 

ftiUsikalis-keemilistest omadustest.See t6ttu tuleks enne katset koguda asj airase 

 

kemikaali kohta lahteandmeid,e t kontrollida seile sobivust katses kasutamiseks. Uuritava 

 

kemikaali kohta on kasulik teada seile struktuurivalemit, molekulmassi, puhtust, pusivust 

 

vees ja valguse kaes, pKa-d,K 0w-d, lahustuvust vees (soovitavalt selles, mida kasutatakse 

 

katses) ja aurur6hku, samuti kiire biolagundatavuse katse tulemusi (katsemeetod C .4 (17) 

 

V6 i C .29 (18)). Lahustuvuse ja aurur6hu p6hjal v6i b arvutada Henry konstandi, mis 

 

V6i maldab hinnata, kas katse ajal v6ib esineda uuritava kemikaali kadu aurustumise t6ttu. 

 

Katset labiviimist ilma eespool osutatud andmeteta tuleks hoolkalt kaaluda, sest uuringu 

 

kavandamisel tuleb arvesse v6tta uuritava kemikaali fikisikalis-keemilisi omadusi fing 

 

ilma sellekohaste andmeteta V6 ib katse tulemuste t6lgendamine osutuda raskeks v6i 

 

V6i matuks. Uuritava kemikaali kvantitatiivseks maaramiseks katselahustes peaks olemas 

 

olema usaldusvaarne teadaoleva dokumenteeritud tapsuse j a avastamispiiriga 

 

analfltisimeetod. Vees lahustuvat uuritavat kemikaali v6ib lahustada lahjendusvee 

 

alikvootides kontsentratsioonis, mis v6imaldab kemikaali lis ada labivoolususteemi kaudu 

 

vajalikus katsekontsentratsioonis. Toatemperatuuril vedelate v6i tahkete ja vees m66dukalt 

 

lahustuvate kemikaalide puhui V ib olla vajalik vedelikul v6i tahkel materjalil (nt klaasvill) 

 

p6hinev kullastuskolonn (19). Vaga hUdrofoobseid uuritavaid kemikaale V6 ib olla v6imalk 

 

manustada s66daga, kuid seda kokkupuuteviisi ei ole kaesoleva katsemeetodi rakendamisel 

 

kuigi palju kasutatud. 

 

21. Valitud kontsentratsiooniga katselahused valmistatakse p6hllahuse lahjendamise teel. 

 

P6hilahuse valmistamiseks tuleks uuritavat kemikaali lahj endusvees lihtsalt mehaanUiselt 

 

segada v6i loksutada (kasutades ft segurit ja/vi u ltrahelit66tlust). S obia 

 

kontsentratsiooniga p6hilahuse saamiseks v6ib kasutada ktillastuskolonne/-sUsteeme v6i 

 

passiivse doseerimise meetodeid (20). Eelistatavalt tuleks kasutada ilma kaaslahustita 

 

katsesUsteemi, kuid kuna uuritavatel kemikaalidel on erinevad fUUsikalis -keemilised 

 

omadused, tuleb kokkupuutevee valmistamisel t6enaoliselt kasutada erinevaid 

 

lahenemisviise. Lahustite ja kandeainete kasutamist tuleks k6igi vahenditega valtida, sest 

 

1) teatavad lahustid v6ivad olla ise mtirgised ja /6i p6hustada soovimatuid v6i ootamatuid 

 

reaktsioone; 2) kemikaalide uurimine fende vees lahustuvusest k6rgemal 
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kontsentratsioonil (nagu lahusteid kasutades sageli juhtub) v6ib raskendada toimet 

 

avaldava kontsentratsiooni tapset maaramist; 3) lahustite kasutamine pikaaj alistes katsetes 

 

v6lb p6hustada mikroobide tegevusega seotud markimisvaarset biokile moodustumist, mis 

 

v6ib m句utada keskkonnatingimusi ja kokkupuutekontsentratsioonide sailitamise V6ime t 

 

fling 4) kui puuduvad varasemad andmed, mille kohaselt lahusti ei moonuta uuringu 

 

tulemust, tuleb lahusti kasutamiseks teha lahusti kontroliprooviga t66tlemine, mis aga 

 

m可utめ oluliselt hoorade heaolu, kuna katse jaoks on sel juhu! vaja rohkem !oomi. 

 

Raskesti uuritava kemikaali korral V6i b lahustit kasutada viimase V6i ma!usena fling arvesse 

 

tuleb v6tta OECD juhendit raskesti uuritavate ainete ja segude veekeskkonnas avaiduva 

 

mirgisuse uurimise kohta (21), et teha kindiaks parir meetod. Lahusti va!iku maaravad 

 

uuritava kemikaa!i keemi!ised omadused ja o!emaso!evad varasemad kontro!!andmed 

 

lahusti kasutamise kohta. Varasemate andrete puudumise korral tu!eks lahusti sobivus 

 

kindlaks teha enne !6p!ikku uuringut. Kui lahusti kasutamine on va!timatu ja iimneb 

 

mikroobne aktiivsus (biokile teke), on soovitatav biokile tekkimine igas n6us kogu katse 

 

jooksul (vahemalt kord nadaias) registreerida/protokolhida. Ideaaljuhui peaks lahusti 

 

kontsentratsioon olema lahusti kontro!lruhmas ja k6igis toode!davates rQhmades pidevait 

 

iihtlane. Kui lahusti kontsentratsioon ei ole pidevalt tihtlane, tuleks lahusti kontro!!riihmas 

 

kasutada t6ide!davates ruhmades kasutatavat suurimat lahusti kontsentratsiooni. Lahusti 

 

kandeaine kasutamise korral ei tohiks !ahusti suurim kontsentratsioon u letada 100 d/iV6 i 

 

100 mg/i (21) ja soovitatav on hoida !ahusti kontsentratsioon V6 imalikuit vaike (ft三 20 

 

d/l), et v1tida !ahusti v6 imahikku mju m66detavate!e nLiitajate!e (22). 

 

Katseloomad 

 

ん1teliik 

 

22. Katseliik X. laevis on valitud jargmistel p6hjuste!: 1) seda kasvatatakse laborites kikjai 

 

maailmas, 2) see on kaubanduses iihtsait kattesaadav fling 3) se!iel on v6imaiik kindiaks 

 

teha geneeti!ist sugu. 

 

dおklsvnut hooldusルjargiastesaam ine 

 

23. X. laevis'e n6uetekohast hooldust ja jirglaste saamist on kirje!datud standardjuhendis (23). 

 

X laevis'e kasvatuskohta ja hoo!damist on kirjeldanud ka Read (24).S igimise 

 

esi!ekutsumiseks sUstitakse ko!me!e kuni viie!e taiskasvanud eras- ja isasiooma paariie 

 

k6hu66nde inimese kooriongonadotropiini (hCG). Eras- ja isasisenditele sUstitakse 

 

naiteks vastavalt !igikaudu 800-1 000 RUd ja 500-800 RUd hCG-d, mis on !ahustatud 

 

0,6-0,9 % fUsio!oogiiiseks lahuses (v6i Ringeni !ahuses, ris on kahepaiksetel kasutatav 

 

isotooni!ine fdsioioogi!ine iahus 

 

www.hermes.mbi. edu/bio!ogicalbui!etin!compendiur/comp -RGR.htr!).Su steraht peaks 

 

o!ema iigikaudu 10 i! keharassi grammi kohta (~1000 ti).S igimispaare hoitakse seejare! 

 

suurtes n6udes, hairimata ja pUsivates tingirustes, et esiie kutsuda kopu!atsiooni. 'gas 

 

sigimisn6us peaks olema roostevabast terasv6rgust topeitp6hi (ft v6rguaadega 1,25 cm), 
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millest munad kukuvad labi n6u p6hale. lllise! prastl6unal hCG-ga sus tltud konnad 

 

koevad enamiku rufe jargmise paeva hommikupoolikul. Kui on koetud ja viljastatud 

 

piisav kogus rufe, eemaldatakse taiskasvanud isendid si gmsn6ust.Se ej arel kogutakse 

 

munad kokku ja fende kallerkest eemaldatakse L-tsUsteiini abu1 (23).Se 11eks valmistatakse 

 

2 % L-tsusteiini lahus, mille pI viiakse i M Nail abul vaartuseni 8,1. Saa dud lahus 

 

temperatuuriga 21 oc lisatakse ube kudu rufe sisaldavasse 500 ml koonilisse kolbi, mida 

 

keerutatakse ettevaatlikult u ks kuni kaks minutit.Se可a rel loputatakse rufe p6halikult 6-

8 korda 21。 c kasvatamisveega.S eejarel pannakse munad kristalisaatorisse fling 

 

kontrollitakse, kas fende e luV6ileisus on > 70 % fling alanud rakkude jagunemisega 

 

embruote seas ei esine olulisel maaral k6rvalekaldeid一 

 

KATSEPLAAN 

 

Uuritavad kontsentratsioonid 

 

24.SooV itataV on kasutada vahemalt kemikaali neija kontsentratsiooni fling lisaks sobivaid 

 

kontroliproove (sealhulgas lahusti kontroiproov, kui see on vajalik). Uldiselt soovitatakse, 

 

et kontsentratsioonide jada lahjendustegur ei oleks ule 3,2. 

 

25. Kaesoleva katsemeetodi puhu! tuleks suurima uuritava kontsentratsiooni 

 

kindlaksmaaramiseks v6imaluste piires kasutada kahepaiksetega tehtud varasemate 

 

uuringute tulemusi, et valtida selgelt murgiseid kontsentratsioone. K6 nealuse 

 

kontsentratsiooni kindlaksmaaramisel v6 ib kasutada naiteks kvantitatiivse struktuur-

a ktivsuss6ltuvusest, analoogmeetoditest ja varasematest kahepaiksetega tehtud uuringutest 

 

saadavat teavet. Sel ised uuringud on naiteks kahepaiksete metamorfoosi katse 

 

(katsemeetod c. 38 (25)), konnaembruo teratogeneesi katse - Xenopus (23)j a/V6i naiteks 

 

katsemeetodite c.48, c.41 ja c.49 kohaselt kaladega tehtud katsed (26-28). Eire 

 

LAGDAt v6ib labi viia vaherniku leidmise katse.S OO vittavalt tuleks vaheriku leidmiseks 

 

kasutatavat kokkupuudet alustada 24 tuimi jooksu! parast viljastamist fling see peaks 

 

kestma 7-14 paeva (vai adusel kauern). Uuritavad kontsentratsioonid valitakse nii, et fende 

 

vahe ei oleks suurem kui il-kordne. Vahemiku leidrise katse tuleruste p6hal tuleks 

 

valida suurim LAGDAs kasutatav uuritav kontsentratsioon. Pange tahele, et kui on vaja 

 

kasutada lahustit, siis saab lahusti sobivuse (st kas see v6ib rjutada uuringu tulemusi) 

 

samuti valia selaitada vahemiku leidmise katse osana. 

 

Toodeldavate ruhmade ja kontrollruhmade paralleeln6ud 

 

26. 'ga uuritava kontsentratsiooni kohta tuleks kasutada vaheralt neija ja kontroliproovidega 

 

(sh vajadusel lahusti kontrollprooviga) vaheralt kabeksat paralleeln6ud (st vajaliku 

 

statistilise V6i rnsuse tagamiseks peaks katsen6ude arv tavalises ja vajadusel lahusti 

 

kontroliruhmas olera kaks korda suurem kui igas t66deldavas rQhras). Ubes 

 

paralleeln6us olevate loomade arv ei tohiks olla suurer kui 20. Vaikseim lubatud loomade 

 

arv on 15 (vuis NFi jargi 62. staadiumis v6etava osaproovi jaoks ja kiirme noorlooma 
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staadiurnini kasvatamiseks). Ent igasse paralleeln6usse lisatakse taiendavaid luomi, et 

 

V6imaliku suremuse korral ei langeks hoorade arv alla 15 liorna alampiiri. 

 

KATSEKAlK 

 

Katse illevaade 

 

27. Katset alustatakse asia koetud ernbruotega NFi jargi 8.-10 staadiurn) ja see kestab kuni 

 

noorloorna staadiumini. 'ga paev kontrolhitakse hoorade suremust ja kIrvalekaldeid 

 

kaitumises. NFi jargi 62. staadiurnis vletakse kuhlestest osaproov (kuni 5 liorna 

 

paralleelnlu kohta) j a rnlldetakse neil erinevaid naitaj aid (tabel 1). Kui klik luorad on 

 

jIudnud NFi jargi 66. staadiurnisse, st labinud muonde (vIi 70. paeval parast katse 

 

alustamist, kui see saabub varern), vahendatakse juhuslikkuse alusel (aga ilma osaproovi 

 

vItmata) hoorade arvu (10 loomani flu kohta; vt punkt 43) fing alles jaanud loomadel 

 

jatkatakse kokkupuudet, kuni on moldunud veel 10 nadalat kontrollruhrnas NFi jargi 62. 

 

staadiurni saabumise rnediaanajast alates. Katse lIpus (noorloornade proov) tehakse 

 

taiendavad rnIltmised (tabel 1). 

 

Kokkupuutetingimused 

 

28. Katse parameetrite taiehik ulevaade on esitatud 3. hiites. Kokkupuuteperioodi 1 tuleks 

 

katselahustes iga paev rIIta lahustunud hapnikku, temperatuuri ja pH-d. Elektrijuhtivust, 

 

leehisust ja karedust rnlIdetakse kord kuus. Katselahuse temperatuuride (paevasisene) 

 

erinevus paralleelnIude ja eri kontsentratsioonidega tIodeldavate ruhmade vahel ei tohiks 

 

uletada 1,0 oC .Samu ti ei tohiks PH mIItrnisel paralleelnIude ja eri kontsentratsioonidega 

 

tIddeldavate ruhmade vahehine erinevus olla suurem kui 0,5. 

 

29. KokkupuutenIudest vlib iga paev sifooni abil eemaldada alles jaanud solda ja jaatrned, 

 

valtides sealjuures hoolikalt nIude ristsaasturnist. Loomadele tuleb tekitada vIimalikuit 

 

vahe stressi ja traumasid, enlti fende tirnbertIstrnise ja kasitsernise fing akvaariurni 

 

puhastarnise ajal. Valtida tuleb stressi tekitavaid tingimusi/tegevusi (ft vali ja/vIi 

 

lakkamatu mUra, akvaaniuridele koputarine, flu vibratsioon). 

 

fing 

 

lumi 

 

Uuritava kemikaaliga kokkupuute kestus 

 

30. Kokkupuutekatset alustatakse asia koetud embruotega (NFi jargi 8.-10. staadium) 

 

seda jatkatakse kUrne nadala mIoduriseni kontrollrUhmas NFi jargi 62. staad 

 

saabumise rediaanajast (S 45 pLieva alates katse algusest). Uldjuhul kestab LAGDA 16 

 

nadalat (raksiraalselt 17 nadalat). 

 

Katse alustamine 

 

31. Katse alustamiseks tuleb valida selhised vanerhoomad, kes on kontrollitult suutnud anda 

 

geneetihiselt kindlakstehtavast soost jarglasi (5. hide). Kui taiskasvanud luorad on 

 

kudenud, kogutakse embrUod, millelt eemaldatakse tsusteiiniga tIltlemise teel kallerkest ja 
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mille el uv6melsust kontroilitakse (23). Tstisteiiniga t66tlemne v6lmaldab embruoid 

 

kontrolli aja! kasitseda, ilma et need pindade kilge kleepuksid. Kontroll tehakse 

 

stereomikroskoobi all ja e!u6mletud embruod eema!datakse sobiva suurusega pipeti abil. 

 

Ee!istatu!t tu!eks katses kasutada uhte kudu, milles eluV6imeliste embruote osakaal on iie 

 

70 %. NFi jargi 8.-10. staadiumis o!evad embriod jaotatakse juhuslikkuse alusel 

 

ettenahtud koguses iahjendusvett sisa!davate katsen6ude vahel, kuni igas n6us on 20 

 

embruot. Embruoid tuieks umberpaigutamise aja! kasitseda ettevaatlikult, et vahendada 

 

seLiest tingitud stressi ja vaitida fende vigastamist. Kui viljastamisest on m66dunud 96 

 

tundi, peaksid ku!!esed o!ema veesambas u!espoole !iikunud ja hakanud kinnituma n6u 

 

kWgede!e. 

 

S66tmisre乞iim 

 

32.S66 tja s66 daratsiooni muutmine X laevis'e eri arengustaadiumides on LAGDA metoodika 

 

puhui vaga o!uline. Ku!!este Ules66tmine suurendab tavaiise!t sko!ioosi esinemissagedust 

 

ja raskusastet (8. hiide) fling sel!est tuieks hoiduda. Teisalt p6hjusta kul!este a !as66tine 

 

kontrollruhmas vaga suuri erinevusi loomade arengu kiiruses, mis V6 ib vahendada katse 

 

tuiemuste statistilist V6 imsust v6i selgust. Labivoolususteemides kasutatavat X laevis 'e 

 

kuileste ja noor!oomade s66 ta ja s66 tmisre乞iimi kLisitievad soovitused on esitatud 4. hites, 

 

kuid tingimuse!, et katseorganismide kasv ja areng on rahuldav, on iubatud ka ruud 

 

variandid. lluiine on arvestada, et kui m66detakse endokriinsisteemiga seotud naitaj aid, 

 

ei tohi s66 t sisaldada endokriinstisteemi m6iutavaid ained. naiteks soiaiahu. 

 

Kll刀este sddtmine 

 

33. Kuhieste puhul soovitatakse s66dana kasutada kasvatamisvees (v6i hahjendusvees) kokku 

 

segatud forelhi noorkahade sdida, pirulina vetika tabhettide ja kuhdkala s66dahehveste (nt 

 

heibed TetraFin⑧, Tetra, s aksamaa) segu.K6 neaiust segu antakse kullesteie toipaevade! 

 

koim korda paevas ja nadalavahetuse! kord paevas. Lisaks s66 detakse kuhleseid ahates 

 

kaheksandast viljastamisjargsest paevast t66paeVadel kaks korda paevas ja 

 

nadaiavahetustel iks kord paevas 24 tunni vanuste eiusate sooiavahivastsetega (Arteria 

 

spp.). Kuhleste s66daratsioon peaks olema igas katsen6us ihesugune fing V6i maldama 

 

katse tulemuste korratavuse ja ilekantavuse tagamiseks katsehoomade piisavat kasvu ja 

 

arengut: 1) NFi jargi 62. staadiumisse j6 udise mediaanaeg kontrolhrih as peaks olemas 

 

45 paeva ja 2) kontrohhruhma hoorade keskmine kehamass 62. staadiumis peaks ohema 1,0 

 

士0,2 g. 

 

Noorloomade sddtmine 

 

34. Pirast moonet tuieks s66tmisre乞iimis kasutada kvaliteetset uppuvat konnas66ta, ft S inking 

 

Frog Food 3/32 (Xenopus Express, FL, Ameerika Uhendriigid) (4. hlide). Kui noorkonnad 

 

on veel vaikesed, jahvatatakse graanuieid p6gusaht kohviveskis, bienderis v6i 

 

peenestatakse uhmris, et vahendada fende suurust. Kui noorloomad on piisavait suured 

 

tism66dus graanuhite s66 miseks, ei oie jahvatamine v6i peenestamine enam vajahik. 
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Luomi tuleks s66 ta kord paevas. Noorloomade s66 tmne peaks V6l maldama organismide 

 

piisavat kasvu ja arengut: soovitatavalt peaks noorloomade keskmine kehamass 

 

kontro11rihmas katse l6 petalse ajaks olema 11,5士 3 g. 

 

Analuutiline keemia 

 

35. Enne katse alustamist tuleb hillllata uuritava kemikaali pUsivust (ft lahustuvust, 

 

lagundatavust ja lenduvust) fing k6ik vajalikud analUUsimeetodid tuleb valida 

 

olemasolevate andrete v6l teadmiste p6hjal. Kui kemikaali annustatakse lahjendusveega, 

 

on soovitav enne katse algust analuusida k6lkide kontsentratsioonide paralleeln6udest 

 

v6etud uuritavaid lahuseid, et kontrollida sUsteemi toimivist. Kokkupuuteperioodil 

 

maaratakse uuritava kemikaali kontsentratsioonid sobivate ajavahemike j arel, eelistatavalt 

 

igal nadalal iga toodeldava ruhma vahemalt Uhes paralleeln6us, jalgides, et eri nadalatel 

 

kasutataks sama t66deldava ruhma erinevaid paralleeln6usid. Tulemused peaksid 

 

soovitatavalt p6hinema m66detud kontsentratsioonidel. Ent kui uuritava kemikaali 

 

kontsentratsiooni lahuses on suudetud kogu katse jooksul sailitada rahuldavalt vahemikus 

 

士 20 % nimikontsentratsioonist, v6ivad tulemused p6hineda kas nimi- v6i m66 detud 

 

vaartustel. Lisaks ei tohi uhegi to6deldava ruhma sees m66detud katsekontsentratsioonide 

 

variatsioonikoe丘tsient kogu katse valtel Uhegi kontsentratsiooni puhul uletada 20 % Kui 

 

m66 detud kontsentratsioonid ei jaa nimikontsentratsiooniga v6rreldes vahemikku 80-

120 % (ft kui uuritakse tugevalt biolagunevaid v6l adsorbeeruvaid kemikaale), tuleb 

 

maarata toimet avaldavad kontsentratsioonid fling esitada need suhtarvuna labivoolukatsete 

 

kontsentratsioonide aritmeetilise keskmise suhtes一 

 

36. Lahjendusvee ja p6hilahuse vooluhulkasid tuleb kontrollida sobivate ajavahemike jarel (ft 

 

kolm korda nadalas) kogu kokkupuuteperioodi valtel. Kui kasutatakse kemikaale, mille 

 

esinemist ei ole v6lma lik m6 ne v6i Uhegi nimikontsentratsiooni juures tuvastada (ft 

 

seeparast, et fad lagunevad kiiresti v飢 adsorbeeruvad ktsen6ule v6l akumuleeruvad 

 

suurel maaral katseloomade kehasse), soovitatakse k6ikides kambrites katselahuse 

 

uuendarise sagedust kohandada nii, et uuritavad kontsentratsioonid pUsiksid v6imahkult 

 

uhtlased. 

 

Vaatlused ja n議 itaate m66tmine 

 

37. Kokkupuute kaigus hinnatakse nii mflrgisusele osutavaid naitaj aid (sh suremus, ebatavaline 

 

kaitumine, naiteks kliinilised haiguse ja/v6i uldised mUrgisuse sUmptomid fing pikkusel ja 

 

kehamassil p6hinevad kasvunaitajad) kui ka patoloogilisi naitajaid, mis v6ivad reageerida 

 

nn tidisele mUrgisusele kui ka 6 strogeenide, androgeenide v6l kilpnaarme kaudu 

 

m可uvatele endokriinsetele toimemehhanismidele. Lisaks v6lb katse l6petarisel m66 ta 

 

plasma VTG kontsentratsiooni. VTG m66tmine V6i b aidata m6ista uuringu tulemusi 

 

endokriinsete mehhanismide valguses, kui uuritakse V6 imalikke endokriinfunktsiooni 

 

kahjustavaid kemikaale. Tabelis i on esitatud Ulevaade m66detaatest naitajatest ja 

 

m66tmisaegadest. 

 

501 

 



Tabel 1. Ulevaade LAGDA nit司test 

 

Katse 16petamise1 

 

(noorkonnade 

 

proov) 

 

Taheproov 

 

(kulleste proov) 

 

'ga piev 

 

Naitaj ad* 

 

S uremus ja kfirvalekalded X 

 

NFi jargi 62. staadiumisse j6udmiseks X 

 

kulunud aeg 

 

Histo(pato)loogia (kilpnaare) X 

 

Morfoloogia (kehamassi ja pikkuse X X 

 

juurdekasv) 

 

Maksa somaatiline indeks (LS1) X 

 

Geneefilin /fnotuubilne sooline X 

 

jaotumine 

 

Histopatoloogia (sugunaarmed, X 

 

sugujuhad, neerud ja maks) 

 

V itellogen五n (VTG) (valikuline) X 

 

出K6 ikinait司aid anaiflflsitakse statistiliselt. 

 

Suremus ja igapilevased vaatlused 

 

38.K6i ki katsen6usid tuieb iga paev kontrollida surnud hoorade suhtes ja iga n6u puhu! 

 

tuvastatud suremus registreeritakse. S urud luorad tuleks katsen6ust eemaldada kohe, kui 

 

neid margatakse. S urnud luorad liigitatakse arengustaadiumi p6ha! (NFi jargi) 

 

jargmistesse rihmadesse: enne 58. staadiumit (esijasemete moodustumist), 58.-62. 

 

staadium, 63.-66. staadium (62. staadiumi ja saba taieliku resorbeerumise vahe!), parast 

 

66. staadiumit (kullesejargne staadium).S uremuse maar fie 20 % v6ib osutada 

 

sobimatutele katsetingimustele v6i uuritava kemikaali selgele mtirgisusele. Luorade 

 

suremine kemikaalist s6l tumatutel p6hjustel on k6ige t6enao!isem esimeste! 

 

arengupaevade! parast kudemist ja muonde haripunkti ajal. Taoliste! p6hustel tekkinud 

 

suremust V飢 b olla v6imahk tuvastada kontroliruhma andrete p6hjal. 

 

39. Lisaks tuleks registreerida igasugune taheldatud ebatavahine kaitumne, selgelt nahtavad 

 

vaararendid (ft skohioos) ja haavandid. Vaadeldud skohioosijuhud tuleks hoendada 

 

(esinemissagedus) ja neule tuleks maarata raskusaste (ft ebaoluhine - NR, kerge - 1, 

 

m66 dukas - 2, raske - 3; 8. hiide). M66 dukaja raske sko!ioosi esinerist tuleks puuda kogu 

 

uuringu valtel piirata (ft et see jaaks kontrol!ruhmades alla 10 %), kuigi ka 

 

kotro11riihmades esinev suurem esinemissagedus ei o!e tingimata p6hj us katse 

 

katkestamiseks. Normaalse kaitumisega kullesed h6ijuvad veesambas, saba peast 

 

k6rgemal, sabauim peks!eb korraparaselt kindlas r'itmis, fad t6usevad aeg-ajalt pinnale, 

 

fende l6pusekatted liiguvad j a fad reageerivad aiTitaj atele. Ebatavalise kaitumis e 

 

naideteks on pinna! h6liumine. n6u p6hias lebamine. k6ht flespidi v6i ebakorraparane 
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ujumine, pinnale mittet6usmme ja arritajatele mitte reageenmrne. Parast moonet tuleks 

 

lisaks eespool nimetatud ebatavalisele kaitumisele registreerida ka t66deldavte r(ihmade 

 

vahe! esinevad suured erinevused sdoda tarbimises. Olulisteks vaararenditeks ja 

 

kahjustusteks v6lva d muu huigas olla morfoloogilised k6rvaiekaided (ft deformeerunud 

 

jasemed), veritsevad haavandid, k6huturs e, bakteri- v6i seennakkused. Noorkonnade peas 

 

vahetult s66 rmete taga esinevad haavandid v6iVad osutada ebapiisavale niiskustasemele. 

 

K6nealused otsustused on kvaiitatiivsed ja neid tuieks v6rdluses kontrollruhma loomadega 

 

kasitada kui haiguse V6i stressi kliiniisi tunnuseid. Kui selliste tunnuste esinemissagedus 

 

on kokkupuuten6udes suurem kui kontroiln6udes, tuieks neid kasitada selge mtirgisuse 

 

tunnustena 

 

Kulleste osaproov 

 

Kulleste osaprooviんグeldus 

 

40. NFi jargi 62. staadiumisse j6udnud kuliesed tuleks n6udest eemaldada fling kasutada neid 

 

proovi v6tmseks vi viia fad kokkupuutekatse jargmiseks etapiks tile uude n6usse v6i 

 

eraldada fad vaheseinaga teistest samasse n6usse jaavatest kullestest. Kulleseid 

 

kontrollitakse iga paev fling iga kuliese puhui registreeritakse uuringupaev, mil see j6ua 

 

NFi jargi 62. staadiumisse.K6 nealune hinnang antakse eeik6ige peakuju p6hjal. 'send 

 

tulmistatakse NFi jargi 62. staadiumisse j6udnuks siis, kui pea suurus on nii palju 

 

vahenenud, et selle laius on ligikaudu v6rdne kuliese kehattive iaiusega ja esijasemed on 

 

kohakuti sudare keskioone2a. 

 

41. Eesmark on v6tta igast paralleeln6ust prooviks vuis NFi jargi 62. staadiumisse j6 udnud 

 

kullest. S eda tuleks teha taiesti juhuslikult, aga juhusliku vaiiku numbrid peaksid oiema 

 

eeinevalt otsustatud. Joonisel i on esitatud paralieeln6u htipoteetiiine naidis. Kui n6us on 

 

eius k6ik 20 kuliest, tuieks seile n6u esimese isendi NFi jargi 62. staadiumisse j6udise 

 

hetkel valida vahemikust 1-20 vuis juhusiikku numbrit. Kuiles nr i on isend, kes j6 udis 

 

NFi jargi 62. staadiumisse esimesena, ja kulies nr 20 on isend, kes j6udis selles n6us 62. 

 

staadiumisse viimasena. Kui n6us on eius 18 kullest, siis vaiitakse vuis juhuslikku numbrit 

 

sarnasei miei vahemikust 1-18.S eda tuleks teha iga paralieeln6u puhui siis, kui esimene 

 

kulles j6ub seal NFi jargi 62. staadiumisse. Kui NFi jargi 62. staadiumis olevatest 

 

kullestest proovide V6 tmise aja! esineb surmajuhtumeid, tuleb juhusiikku valikut korrata, 

 

lahtudes veel NFi jargi 62. staadiumi eeisesse oiekusse jaanud kulleste arvust ja n6u kohta 

 

viie proovini j6 udmiseks vajalike v6tmata proovide arvust. Paeval, kui m6ni kulles j6 ub 

 

NFi jargi 62. staadiumisse, vaadatakse varer koostatud prooviv6tutbelist, kas see kulles 

 

tuleb v6tta proovi v6i eraidada kokkupuutekatse jatkamiseks ftitisiiiseit uiejaanud 

 

kullestest. Esitatud faites (joonisel 1) tuieb esimene NFi jargi 62. staadiumisse j6 udnud 

 

isend (lahter 1) uiejaanud kuliestest ftitisiliselt eraldada ja jatta kemikaaiiga 

 

kokkupuutesse; uhtiasi tuleb registreerida uuringupaev, millai isend NFi jargi 62. 

 

staadiumisse j 6udis. Jargnevaid isendeid nr 2 ja nr 3 koheidakse samuti nagu esimest, aga 

 

isend nr 4 (seile konkreetse faite puhul) v6etakse proovi, et m66 ta juurdekasvu ja 
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kilpnaarme histoloogiat.Sa ma toimingut korratakse kuni 20 isendi lisamiseni teistele NFi 

 

jargi 62. staadiumi jargses katseetapis olevatele isenditele v6i proovi v6tmsen. Kasutatav 

 

juhusliku valiku kord peab tagama igale katseorganismile tihesuguse t6enaosuse olla 

 

valitud. Se lle saavutamiseks v6ib kasutada mis tahes juhusliku valiku meetodit, aga samas 

 

kehtib n6ue, et iga kulles tuleb NFi jargi 62. staadiumi proovide V6 tmise perioodil mingil 

 

hetkel v&gu abul n6ust vaija t6sta. 

 

Joonis1. Itipoteetiline n iide NFi jargi 62. staadiurni prooviv6tur乞iinii kohta ii he paralleeln6u puhui. 
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42. Kuieste osaproovi v6tmlsel m66detakse jargmised naitajad: 1) NFi jargi 62. staadiumisse 

 

j6 udmiseks kulunud aeg (st paevade arv viljastamisest 62. staadiumisse j6 udmlsen), 2) 

 

Vahse d vaararengud, 3) morfoloogilised naitajad (kehamass ja pikkus) fling 4) kilpnaarme 

 

histoloogia. 

 

Kulleste humaanne surmamine 

 

43. Osaproovi v6etud NFi jargi 62. staadiumis olevate kuieste (vuis isendit paralleeln6u kohta) 

 

surmamiseks tuleks fad asetada 30 minutiks vajalikus koguses (ft 500 ml) 

 

anesteetikumilahusesse (ft trikaiinmetaansulfonaadi (1S-222,CASi nr 886-86-2) 0,3 % 

 

lahus). 1S-222 lahust tuleks puhverdada naatriumvesinikkarbonaadiga kuni pH ligikaudse 

 

vaartuseni 7,0, sest puhverdamata 1S-222 lahus on happeline, arritab konnade nahka fing 

 

p6hustめ halba imendumist j a tarbetut lisastressi organismidele. 

 

44. Kuiese eemaldamiseks ktsen6ust ja surmamislahusesse asetamiseks kasutatakse 

 

s6el v6rku. Loom on n6uetekohaselt surmatud ja lahanguks valmis siis, kui ta ei reageeri 

 

valistele arritajatele (ft tagajaseme pigistamisele pintsettidega). 

 

Moグblogilied nd itllad (khamassja pikkusフ 

 

45. 'ga kullese margmassi (miligrammi tapsusega) ja pikkust ninamikust parakuavani (0,1 mm 

 

tapsusega) tuleks m66ta kohe, kui kulles on anesteetikumi miu1 reaktsiooniV6imetuk 

 

muutunud (joonis 2a). Pildianaluusi tarkvara kasutades V6i b ninamiku ja parakuava 

 

vahekaugust m66 ta ka fotodelt. Liigse vee eemaldamiseks tuleks kullesed enne kaalumist 

 

kuivatuspaberiga kuivatada. Parast kasvunaitajate (kehamass fing ninamiku ja parakuava 

 

vahekaugus) m66tmist tuleks registreerida (soovitavalt elektrooniliselt) v6 i tiles markida 

 

tuvastatud suured morfolooaiised k6rvalekalded /v6i mtiraisuse khinilised tundemaraid. 
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naiteks skoiioos (vt 8. hide), petehhia ja verejooksud. Petehhia avaldub nahakapillaaride 

 

punaste v6i lihiade tappverevalumitena. 

 

Koeproovide v6tineja/hk e erimine 

 

46. Kuhleste osaproovi puhui kasutatakse histoioogiiiseks anaitmsiks kilpnaaret. Alakeha 

 

l6igatakse esijasemete tagant raha ja k6rvaldtakse. Luhendatud rump 丘 kseerltakse 

 

Davidsoni fikseerimislahuses. Fikseerimisiahuse kogus n6us peaks oiema vahemait 10 

 

korda suurem kui kudede iigikaudne ruumala. Fikseerimislahust tuleb huvi pakkuvate 

 

kudede n6uetekhaseks fikseerimiseks piisavait ioksutada v6i keerutada.K6i k koeproovid 

 

jaetakse Davidsoni fikseerimislahusesse vahemalt 48 tunniks, aga mitte rohkem kui 96 

 

tunniks. Se jrei ioputatakse neid deioniseeritud vees ja saiiitatakse neutraaise puhvriga 

 

10 % formahiini iahuses (1, 29). 

 

(parast kudede fikseerimist) kilpntrrne histoloogiline 

 

maaramine (29, 30). 

 

Kzクnddrme histoloogia 

 

47.K6 igil kuhieseproovidei tehakse 

 

anaifltis: diagnoos ja raskusastme 

 

Joonis2. LAGDAs kasutatavad ninaniiku ja parakuava vahekauguse m66tmse punktid NFi jargi 62. 

 

staadiumis (a) ja niorkonnadei (b). NFi jargi 62.s taadlul (a) iseioomuiikud tunnused: pea iaius on 

 

v6rdie kehattive iaiusega, haistmisnarvi pikkus on vaiksem kui haistmissibula ibm66t (seigvaates) ja 

 

esijasemed on su damega sarai j uondl (k6htates). Piitide aliikas: Nieuwkoop j a Faber (1994). 

 

b. Nio rko n"de priov 

 

無 

 

J、’じふ亡で」 

 

「I in amiI ja 

 

pぎrkua'a 

 

vahekugus 

 

a. Kulieste o5a proov〔 62.5 taidIum NトI'rgり 

 

niku ja parョuv 

 

vahekaugus 

 

5e嶋vJョcc 

 

,'r‘、 戸‘" 

 

撃-v._, 

 

Kulleste kokkupuute l6petamine 

 

48. Kuhleste algset arvu arvestades V6i b eeldada, et vaike osa isenditest ei arene normaalselt 

 

ega l6peta moonet (NFi jargi 66. staadium) m6istiiku aja jooksul. Kuilesestaadiumis 

 

kasutatav kokkupuuteaeg ei tohiks uletada 70 paeva.K6i k seile periiodi i6puks ahies 

 

jaanud kuhiesed tuheks surmata (vt punkt 43) fling seejarei m66 ta fende margmass fing 
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ninamiku ja parakuava vahekaugus, kindlaks teha fende arengustaadium Nieuwkoopi ja 

 

Faberi (1994) jargi fing markida tiles fende vaararengud. 

 

Praakimine NF! jargi 66 . staadiumi j arel 

 

49. Alates NFi jargi 66. staadiumist (saba taielik resorbeerumine) tuleks kokkupuutekatse 

 

l6puni alles jatta ktimme isendit n6u kohta.S eega tuleks praakimine labi viia siis, kui k6ik 

 

luorad on j6udnud NFi jargi 66. staadiumisse, v6i 70 paeva mdidumisel (olenevalt sellest, 

 

kumb on varasem). NFi jargi 66. staadiumi j arel kokkupuutekatsest eemaldatavad luorad 

 

valitakse juhuslikult. 

 

50. Luorad, kellega kokkupuutekatset ei j atkata, surmatakse (Vt punkt 43). 'gal loomal 

 

m66detakse arengustaadium, margmass fing ninamiku ja parakuava vahekaugus (juonis 

 

2b), samuti tehakse uldine lahang. Fenotuubiliseks sooks (sugunaarme morfoloogia p6hjal) 

 

margitakse emane, isane V6i ebaselge. 

 

'Oorkonnade proov 

 

NOorkmnad prooviんグeldus 

 

51. Alles jaanud luorad jaetakse kemikaaliga kokkupuutesse kumnenda nadalani parast 

 

lahjendusvee (a/v6i vajadusel lahusti) kontrollruhmas NFi jargi 62. staadiumi saabumise 

 

mediaanaega. Kokkupuuteperioodi l6puks alles jaanud tuornad (kuni 10 konna 

 

paralleeln6u kohta) surmatakse, fende erinevaid naitaj aid m66detakse v6i himiatakse fing 

 

need registreeritakse: 1) morfoloogilised naitajad (kehamass ja pikkus), 2) 

 

fnottitibiline/genottiibiline sooline jautumine, 3) maksa mass (maksa somaatiline indeks), 

 

4) histopatoloogia (sugunaarmed, sugujuhad, maks ja neerud) fing valikuliselt 5) plasma 

 

VTG-sisaldu 

 

Konnad humaanne surmamine 

 

52. boonde labinud noorkonnad surmatakse anesteetikumi (ft subiva fosfaadipuhvriga 10 % 

 

1S-222 lahus) stistimisega k6hu66nde. Konnadelt proovide v6tmlst V6 ib alustada parast 

 

seda, kui fad ei reageeri enarn arritajatele (tavaliselt urbes kaks minutit parast stisti, kui 

 

kasutatakse 10 % 1S-222 lahust annuses 0,01 ml kunna keharnassi grammi kohta). Kuigi 

 

noorkonnad V6l b panna ka suurema kontsentratsiooniga anesteetikurnilahusesse (1S-222), 

 

on kogemused naidanud, et selle meetodi kurral kulub fende tuimastamiseks rohkem aega 

 

ja see V6 ib proovide v6tmist raskendada.S flst tagab t6husa ja kiire surmamise enne 

 

proovide V6 tmist. Proovide V6 tmist ei tohiks alustada effe, kui konnade reaktsiooniv6ime 

 

kadumist on kontrollitud veendumaks, et loomad on surnud. Kui komladel ilmneb 

 

markimisvaarsete kannatuste tunnuseid (mis on vaga raskekujulised ja konnade surm on 

 

usaldusvaarselt prognoositav) ja fad if surrnaeelses seisundis, tuleks fad tuimastada ja 

 

surmata fling arvestada fende andmetega suremuse analtitisimisel. Haigestunud konnade 

 

surmarise juhud tuleb tiles rarkida ja neid katseprotokollis kaj astada. Olenevalt sellest, 
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milhsel uuringuetapil kinn surmatakse, v6idakse konna sailitada histopatoloogiliseks 

 

anahkisiks (konnade丘 kseerimne v6imalkuks histipatiloogia uuringuks). 

 

Mo加loogilised nd i河ad (kehamas万a pikkusフ 

 

53. Margmassi fing ninamiku ja parakuava vahekaugust (juonis 2b) m66detakse samuti nagu 

 

kulieste isaproivi puhui. 

 

msra VTG -sisaldus (valikalinり 

 

54. VTG in laialdaselt kasutatav biimarker, mis naitab kikkupuudet 6s trigeensete 

 

kemikaalidega. LAGDA puhui v6ib plasma VTG-sisaldust siivi korral m66ta 

 

niirkinnade proovides (eelk6ige V6i b see illa vajalikjuhul, kui uuritav kemikaal v6ib ilja 

 

6s trigeen). 

 

55.S urmatud niirkinna tagaj asemed l6igatakse raha ja verepruiv v6etakse hepariniseeritud 

 

kapilaartiruga (aga sibida V6l b ka m6ni muu vereproivi v6tmlse meetid, ft sudare 

 

puiiktsiiin). Veri lastakse mikritsentrifuugianumase (ft mahuga 1,5 ml) ja seda 

 

tsentrifuugitakse piasma eraldamiseks. Piasmapriive tuieks hiida -70 oc juures V6 i seiiest 

 

madalamai temperatuurii kuni VIG maaramiseni. VTG kontsentratsiooni plasmas saab 

 

m66 ta ensuumimmuunsirptsiiinanaluusi (ELISA) meetidiga (6. hiide) v6i m6ne muu 

 

meetidi, naiteks massispektromeetria abul (31).S uurema tundlikkuse t6ttu eelstatakse 

 

l1iglspetsl伍iiste antikehade kasutamist. 

 

Geneetile soi lll &rllline 

 

56. 'ga niorkonna geneetilist sugu hinnatakse Yishimiti e t al. (11) valja tiitatud markerite 

 

p6hjal. Geneetiiise soi maaramiseks eemaidatakse iahkamise ajai isaliselt (v6i tervikuna) 

 

hks tagajase (V6l muu kude), mida sailitatakse mikritsentrifuugianumas (konnade 

 

kiepriove V6 ib v6tta mis tahes kiest). Kiepriove hiitakse -20。 c juures v6i seiiest 

 

madalamai temperatuuril kuni desoksuribinukleiinhappe (DNA) eraidamiseni. Kiest DNA 

 

eraldamiseks v6ib kasutada muhgiioievaid kimplekte fing markeni esinemise V6 i 

 

puudumise analuusiks kasutatakse pilumeraasi aheireaktsiiini (PCR) meetodit (5. hiide). 

 

lidjuhul in histohioglise ja genotthibihise sil kokkuiangevus kontniilruhmade 

 

noirkonnade seas pnoovi V6 tmise hetkel uie 95 %. 

 

Koeproovide v6tineル1ikseeririne histopatoloogiliseana l1おijao厨 

 

57. Viimase priiViV6tu ajal v6etakse ioimadelt histoluigiiise anaiUUsi tegemiseks 

 

sugunaarmed, sugujuhad, neerud ja maksad.K6 hu66s avatakse fing maks i6igatakse vaija 

 

ja kaaiutakse. Jargmiseks eemaldatakse a lak6hust ettevaatlikuit seedeirganid (ft magu, 

 

siuled), et paijastada sugunaarmed, neerud ja sugujuhad. sugunaarmetei leitud suured 

 

mirfohiogilised k6ralekaided tuleb 0es markida. L6puks tuieb eemaidada tagajasemed, 

 

kui neid ei ile verepnuovi V6 tmiseks juba varer eemaldatud. Eemaidatud maksad ja in situ 

 

jaetud sugunaarmetega rump tuieb kihe asetada Davidsini fikseenimislahusesse. 

 

Fikseenimisiahuse kigus n6us peaks iiema vahemait 10 kirda suurem kui kudede 
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ligikaudne ruumala.K6l k koeproovid jaetakse Davisdoni丘 kseerlmslahusesse vahemalt 48 

 

tunniks, aga mitte rohkem kui 96 tunniks.S eejare1 loputatakse neid deioniseeritud vees ja 

 

sailitatakse neutraalse puhvriga 10 % formaliini lahuses (1, 29). 

 

HistoPatiliogilmne ana競12s 

 

58.K6i kl noorkonnadelt v6etud proove a nalilsltakse histoloogiliselt, et leida sugunaarmete, 

 

sugujuhade, neerude ja maksakoe patoloogiaid, panna diagnoos ja maarata raskusaste (32). 

 

Hindamise kaigus selgitatakse vaija ka sugunaarmete (ft munajuhad, munandid, 

 

intersoolised organid) fenotuup fing neid vaatlusandmeid saab koos isendi geneetilise soi 

 

m66tmise andmetega kasutada fenotuubilise/genoturtbilise soolise j aotumise arvutamiseks. 

 

ANDIETE ES ITAMINE 

 

Statistiline a naluis 

 

59. LAGDAga saadakse kolme luiki andmeid, mida tuleb statistiliselt analuusida: 1) 

 

kvantitatiivsed pidevandmed (kehamass, ninamiku ja parakuava vahekaugus, maksa 

 

somaatihne indeks, VTG), 2) arengu kiirust naitavad sundmuseni kulunud aja andmed 

 

(paevade arv katse algusest kuni NFi jargi 62. staadiumini) fing 3) jarjestusandmed, mis 

 

esitatakse histopatoloogilise analtitisi p6hj al raskusastme vi arengustaadiumi kujul. 

 

60. Katseplaan ja valitud statistilised testid peaksid soovitatavait tagama piisava statistilise 

 

V6 imsuse, et tuvastada naitaj ate bioloogiliseit olulisi muutusi katses, mille puhui tuleb 

 

esitada taheldatavat toimet mitteavaldav kontsentratsioon (NOEC)v6l toimet avaldav 

 

kontsentratsioon (ECx). Andrete statistiline analtitis (tildjuhul paralleelproovide 

 

keskvaartuste p6hjal) peaks eelistatavalt toimuma vastavalt meetoditele, mida on 

 

kiri eldatud OECD koostatud juhendis dkotoksilisuse andrete statistilise analtitisi 

 

kaasaegsete meetodite rakendamise kohta (33). Kaesoleva katsemeetodi 7. hites on esitatud 

 

soovitatav otsustusskeem statistilise analtiusimeetodi leidmiseks ja juhised andrete 

 

tootiemiseks nina LAGDA pu hl sobivaima statistilise testi v6i mudeli vaiimiseks. 

 

noorkonnade 

 

ttitibihse sii 

 

61. Kuna genottitibiline sugu tehakse kindlaks k6ikide komiade puhul, tuleks 

 

proovi andmeid (ft kasv, maksa somaatiline indeks) anakmsida m6lema geni 

 

kohta eraldi. 

 

Andrete ana luusiga seotud kaalutlused 

 

Riんtud par'辺eeクruovideル tdddeldud r"hmade kasutamine 

 

62. Paralieelpriove ja tiodeldud rtihmasid v6ib rikkuda selgest mtirgisusest, haigusest V6 i 

 

tehnilisest yeast tingitud hiiga k6rge suremus. Kui m6ni t66deldud rOhr on haiguse v6i 

 

tehnilise vea tagajarjel rikutud, peaks analtitisiks ailes jaama kolm rikkumata t66deldud 

 

rtihma, milles on kohm rikkumata paralleelproovi. Kui suure kontsentratsiooniga 

 

t66deldavates rtihmades esineb selge mtirgisus, oleks analtitisiks eelistatavalt vaja vahemalt 
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kolme eri kontsentratsioonidega t66deldavt r(ihma, milles on kur rikkumata 

 

paralleelproovi (vastavalt OECD katsejuhendites esitatud maksimaalse talutava 

 

kontsentratsiooni p6him6ttele (34)). Lisaks suremusele V6l b selge mtrglsuse tunnuseks 

 

olla ka teatav kaitumine (ft pinnal h6lu ne,n6 u p6has lebamine, umberpdiratud asendis 

 

V6 i ebakorraparane ujumine), morfoloogiline kahjustus (ft veritsev haavand, k6huturse) 

 

V6i normaalse toitumise parsitus, mis ilnineb kvalitatiivses v6rdiuses kontroliruhma 

 

loomadega. 

 

Lahusti kmtrlb・12ん11 

 

63. Katse l6petamisel tuleb hinnata lahusti (kui seda kasutatakse)V飢 malikku m可u.S eda 

 

tehakse lahusti kontroliruhma ja lahj endusvee kontroliruhma statistilise v6rdlemisega. 

 

K6nealuses analuusis vaadeldavad k6ige olulisemad naitajad on seotud kasvuga (kehamass 

 

ja pikkus), kuna neid V6 ib m可utada Uldine mUrgisus. Kui fende naitaj ate puhul 

 

tuvastatakse lahjendusvee kontroliruhma ja lahusti kontrollruhma vahel statistiliselt olulisi 

 

erinevusi, tuleb parimatest erialateadmistest lahtudes hinnata, kas see ohustab katse 

 

n6 uetekohasust. Kui kahe kontroilrukma naitajad erinevad, tuleks kemikaaliga kikku 

 

puutunud riihmi v6rrelda lahusti kontrollruhmaga, vaja arvatud juhul, kui on teada, et 

 

eelistada tuleb v6rdlust lahjendusvee kontrollruhmaga. Kui kahe kontrollmhma vahel 

 

statistiliselt olulisi erinevusi ei ole, soovitatakse v6rrelda uuritava kemikaaliga kokku 

 

puutunud ruhmi m6 lema kontrollruhma (lahusti ja lahjendusvesi) koondatud naitajatega, 

 

valja arvatud juhul, kui on teada, et eelistada tuleb v6rdlust ainult lahjendusvee v6i ainult 

 

lahusti kontrollrubraga. 

 

Katseprotokoll 

 

64. Katseprotokoll peaks sisaldama jargmist teavet. 

 

Uu万lllv kemikaal」 

 

thusikaline olek ja vajaduse korral fdisikalis-keemilised omadused; 

 

Uhest koostisosast koosnev aine - 

 

fiflsiline valirus, lahusti.wus vees ja ruud asjakohased andmed fiUsikalis-keemiliste 

 

omaduste kohta; 

 

kemikaali identimisandmed, naiteks IUPACi viCASl nimetus,CASl number, 

 

SM ILESl v6i inCh' kood, struktuurivalem, puhtus,V6 imaluse ja vajaduse korral 

 

lisandite keemiline maaratlus jne, sealhulgas vajaduse korral orgaanilise sUsiniku 

 

sisaldus; 

 

Mitmest koostisosast koosnev aine, tundmatu V6 i muutuva koostisega aine, kompleksne 

 

reaktsioonisaadus v6i biolooailist Daritolu material v6i seau: 
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v6imahkult tapne omaduste kirjeldus lahtuvalt koostisosade keemilisest maaratlusest 

 

(Vt eespool), kvantitatiivsest sisaldusest ja asj akohaseid ftiisikalis-keemilisi omadusi 

 

kasitlevatest andmetest. 

 

瓦1tealne liik 

 

teaduslik nimetus, hiin (kui on), piritolu ning viljastatud munade kogumise ja jargneva 

 

kaitlemise meetod; 

 

skohioosi esinemissagedus kasutatud kasvandusloomade varasemates kontroliruhmades. 

 

ん1tetillgilllllsed 

 

valgustusperiood(id); 

 

katseplaan (ft n6ude suurus, materia! ja veesisaldus, ktsen6ude ja paralleeln6ude arv, 

 

katsealuste organismide arv paralleeln6u kohta); 

 

p6hilahuste valmistamise meetod ja uuendamise sagedus (lahusti kasutamise korral tuleks 

 

esitada selle nimetus ja kontsentratsioon); 

 

uuritava kemikaali annustamismeetod (ft pump, lahjendussusteem); 

 

meetodiga saavutatav tuvastamise t6husus j a uuritavad nimikontsentratsioonid, 

 

maaramispiir, ktsen6udes m66detud vaartuste keskmised ja standardhalbed ja fende 

 

arvutamise meetod fing t6endld selle kohta, et m66tlstulemused kajastavad uuritava 

 

kemikaali kontsentratsiooni t6elses lahuses; 

 

lahjendusvee omadused: pH, karedus, temperatuur, lahustunud hapniku kontsentratsioon, 

 

jaak-khoori sisaldus (kui on m66detud), joodi Uldsisaldus, orgaanilise sUsiniku Uldsisaldus 

 

(kui on m66detud), h6ijuvaine sisaldus (kui on m66detud), katselahuse soolsus (kui on 

 

m66detud) ja k6ik ruud m66detud naitajad; 

 

uuritavad nimikontsentratsioonid, m66detud vaartuste keskmised ja fende standardhaibed; 

 

vee kvahiteet katsen6udes: pH, temperatuur (iga paev) ja lahustunud hapniku 

 

kontsentratsioon; 

 

uksikasjalik teave slitmise kohta (ft sOlda luik, paritolu, hisatud kogus ja slOtmissagedus). 

 

Til111 lls ed 

 

t6endid seile kohta, et n6uetekohasuse kriteeriumid on kontrohhruhmades taidetud; 

 

jargmised andmed kontroliruhma (ja lahusti kasutamise korral lahusti kontrolirUbma) ja 

 

tOOdeldud ruhmade kohta: suremus ja taheldatud k6rvahekhded, NFi jargi 62. staadiumisse 

 

j6udmiseks kuhunud aeg, kilpnaarme histohoogia (ainult kulleste proovis), kasv (kehamass 

 

ja pikkus), maksa somaatiline indeks (ainult noorkonnade proovis), 

 

geneetiline/fenotUubiline sooline jaotumine (ainult noorkonnade proovis), sugunaarmete, 
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sugujuhade, neerude ja maksa histopatoloogihse analuusi tulemused (ainult noorkonnade 

 

proovis) ja plasma VTG-sisaldus (ainuit noorkonnade proovis, kui on m66detud); 

 

statistilise analuusi ja andmetddtluse meetod (kasutatud statistiline test V6i rudel); 

 

taheldatavat toimet mitteavaldav kontsentratsioon (NOEC) iga hinnatud naitaja puhul; 

 

vahim taheldatavat toimet avaidav kontsentratsioon (LOEC) iga hinnatud naitaja puhui 

 

(tasemei x = 0,05); vajaduse koiral ECx iga hinnatud naitaja puhui koos 

 

usaldusvahemikuga (ft usaldusnivool 95 %) ja seile arvutamiseks kasutatud lahendatud 

 

mudeii graa丘k, kontsentratsiooni-vastuse k6vera t6us, regressioonimudeli v6rrand fling 

 

mudeii hinnanguiised parameetrid ja fende standardviga; 

 

k6ik k6rVaiekaided katsemeetodist ja n6uetekohasuse kriteeriuniidest n ig fende V6 malk 

 

mju katse tulemusteie. 

 

65. Naitaj ate m66tmistulemuste kohta tuleb esitada keskvaartused j a fende standardhalbed 

 

(Vimaluse korral nii paraieelrtihmade kui ka kontsentratsioonide i6ikes). 

 

66. Kontroliruhmades NFi jargi 62. staadiumisse j6udmiseks kulunud aeg tuieks arvutada 

 

paraileeln6ude mediaanirtuste keskvaartusena ja esitada koos standardhaibega.Sa rnaseit 

 

tuleks t66deldud ttihmade puhui arvutada t66deidud ruhma mediaanvaartus, mis esitatakse 

 

paraiieeln6ude mediaanv1trtuste keskvaartusena koos standardh1bega. 
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1. hiide 

 

MOISTED 

 

L6ppn議it可 a: naitaja, mis iseloomustab m可u populatsiooni tasandil 

 

Kemikaal: aine V i segu. 

 

ELISA: ensuumimmuunsorptsioonanahms. 

 

ECx (kontsentratsioon, mille puhui lll可 u ulatus on x %): kontsentratsioon, miiie juures 

 

teatava kokkupuuteperioodi valtel on katseorganismidele avaiduva m可u uiatus x % 

 

kontroliruhma asjaomase naitaja vaartusest. Naiteks EC So on kontsentratsioon, mille puhui 

 

kindiaksmaaratud kokkupuuteperioodi vaitei avaidub kemikaali m句u katses uuritavaie 

 

naitajale 50 protsendii kemikaaliga kokku puutuvast popuiatsioonist. 

 

dpf: paeva parast vili astamist. 

 

Labivoolukatse: katse, miiie puhui katselahused voolavad kokkupuuteperioodi valtel 

 

pidevait labi ktseststeemi. 

 

1AS-telg: hupotalamuse-ajuripatsi-sugunaarmete telg. 

 

IUPAC: Rahvusvaheline Puhta Keemia ja Rakenduskeemia Luit (International Union of 

 

Pure and Applied Chemistry). 

 

V航hhn t航heldatud toimet avaldav kontsentratsioon (LOEC): uuritava kemikaaii 

 

vaikseim uuritav kontsentratsioon, mille puhui taheidatakse kemikaaii statistiiiseit oiulist 

 

(p 'z 0,05) m可u v6rdiuses kontroliprooviga. Kemikaal peaks k6igi LOEC-st suuremate 

 

kontsentratsioonide juures avaidama vahemalt sama tugevat kahjulikku ll珂 u kui LOEC 

 

juures. Kui nimetatud kahte tingimust ei ole v6imalik taita, tuieks uisada ammendav seigitus, 

 

kuidas LOEC (ja seiiest iahtuvait ka NOEC) on vaiitud.Se iiekohased juhised on esitatud 7. 

 

hiites. 

 

Letaalne mediaankontsentratsioon (LC5): uuritava kemikaaii kontsentratsioon, mille 

 

juures kemikaal on katse vaitei hinnanguiiseit ietaalne 50 %-ie katseorganismidest. 

 

Taheldatavat toimet mitteavaldav kontsentratsioon (NOEC): uuritava kemikaaii 

 

kontsentratsioon, miiie juures ei taheidata kindiaksmaaratud kokkupuuteperioodi j ooksul 

 

kontrolliga V6 rreides statistiiiselt olulist (p 'z 0,05) toimet ja mis on LOEC-st vahetuit 

 

madaham. 

 

S11LES: iihtsustatud moiekulaarse sisendrea sisestarnisstisteem (Srnpll五ed Molecular 

 

Input Line Entry S pecificaton). 

 

Uuritav kemikaal: iga aine V6 i segu, mida uuritakse kaesoieva katsemeetodi abul. 
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kompleksne reaktsioonisaadus vi 

 

munarebu valkude eelkaija ja mida 

 

aktiivsetes emasloomades. 

 

aine 

 

a koostisega 

 

UVCB: tundmatu V6i i 

 

bioloogilist paritolu materj 

 

VTG: vitellogeniin on fosfolipoglukoproteiin, mis on 

 

aarsete liikide seksuaalseit 
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tavaliselt leidub k6ikide 

 



Luide 2 

 

MINED NOUETEKOHASE LA13NDUS VEE IくEEM ILISED OMA DUSED 

 

Kontsentratsiooni 

 

pirn orm 

 

うrnH 

 

2 maIl 

 

i ha/i 

 

10 u.a!l 

 

50 na/h 

 

Sin飢 

 

25 na/h 

 

i ita/i 

 

i ita/i 

 

i ita/i 

 

i ita/i 

 

i ita/i 

 

i ita/i 

 

i ita/i 

 

i ita/i 

 

i ita/i 

 

ill na/i 

 

ill na/i 

 

ill na/i 

 

Koostisosa 

 

Tahked osakesed 

 

Orgaanilise sUsiniku Uidsisaldus 

 

ioniseerimata anm-ioniaak 

 

Jaak-kloor 

 

Fosfororgaaniliste pestitsiidide tildsisaldus 

 

Kloororgaaniliste pestitsiidide ja poluklooritud bifenuulide 

 

summaarne tildsisaldus 

 

Orgaanilise kuoori Uidsisaldus 

 

Alumiinium 

 

Arseen 

 

KruOm 

 

Koobalt 

 

Vask 

 

Raud 

 

phii 

 

Nikkel 

 

Tsink 

 

Kaadmium 

 

Elavh6be 

 

H6be 
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3. hiide 

 

LAGDA KATSET INGIMUSED 

 

1. Katse!iik Xenopusルevis 

 

2. Katse ttitip Pideva labivooluga katse 

 

3. Vee temperatuur Niniitemperatuur on 21。 C. Keskmine temperatuur kogu katse valte! 21 

 

+ 1。 c (temperatuuride erinevus paralleelproovide ja t66de!dvte 

 

riibmade vahe! ei tohiks tietada 1,0 oc). 

 

4. Va!gustuse kva!iteet Luniinofoor!ambid (laja spektriga), va!gustihedus vee pinna! 600-2 000 

 

!

x (!

ni
!

m2

) 

 

5. Valgustusperiood 12 tundi va!gust, 12 tundi pimedust 

 

6. Uuritava lahuse ruumala ja 4-10 ! (vee stigavus vihemalt 10-15 cm) 

 

katsen6u Klaasist vl r~~stevabast terasest n6u 

 

7. Uuritavate lahuste uuendaniine Konstantne, nn et sai!iksid nn bio!oogi!ised tingimused kui ka 

 

kogu ruumala ulatuses kemikaa!iga kokkupuude (ft lahuse uuendamine kogu ruumala ulatuses 

 

vus korda paevas). 

 

8. Katseorganismide vanus katse Nieuwkoopi ja Faberi (NF) jargi 8.-10. staadium 

 

dguses 

 

9. Organisniide arv paraneeln6u Kokkupuute a!guses 20 !ooma (embrtiot) para!!ee!n6u kohta ja a!ates 

 

kohta NFi jargi 66. staadiuniist kuni kokkupuute !6petamlsen 10 !ooma 

 

(noorknna) par!!ee!n6u kohta 

 

10.T66 de!davte riibmade arv Vahema!t ne!i uuritava kemikaaliga t66deldavat rubma ja vaja!ikud 

 

kontro!!rubinad 

 

11. Par!!ee!nude arv Neh para!!ee!n6ud uuritava kemikaahi tihe kontsentratsiooiiiga 

 

t6de!davate ribma kohta t66dc!dava rubma kohta j a kaheksa para!!ee!nud kntrhlriibma kohta 

 

12. Organismide arv uuritava Vihcmalt 80 liorna uuritava keniikaa!i tihe kontsentratsiooiiiga 

 

kontsentratsioom kohta t66de!dava riibm kohta j a vihema!t 160 para!!ee!set !ooma 

 

kntrohlrtima kohta 

 

13. Lahjendusvesi x laevis'e normaalset kasvu ja arengut V6i mada vesi (ft allikavesi V i 

 

aktiivs6ega fi!treeritud kraanivesi) 

 

14. Acrecriniine Ei o!e n6utav, kuid n6ude aereerimine v6ib osutuda vaja!ikuks juhu!, 

 

kui !ahustunud hapniku sisa!dus !angeb a!!a soovitatavat piirtaset ja 

 

uuritava !ahuse voo!uh!11ki ei saa enam s uurendada. 

 

15. Lahustunud hapniku sisa!dus Lahustunud hapnik:と 40 % kLillastuskontsentratsioonist 6 hus viと 3,5 

 

uuritavas !ahuses m叫 
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6,5-8,5 (erinevus paralleelproovide ja t66dc!davatc riibmade vahe! ei 

 

tohiks tietada 0,5) 

 

16. Uuritava lahuse pH 

 

17. Katse!ahuse karedus ja !ee!isus 10-250 mg C aCO3!! 

 

(Vt 4. hide) 

 

Alates NFi jargi 8.-10. staadiumist kiininenda nid1ai parast vee ja!6i 

 

lahusti kontrolirtibmas NFi jrgi 62. staadiumi saabumise mediaanaega 

 

(maksimaalselt 17 nada!at) 

 

Surmus (ja va!ised krVa!ckalded), NFi jargi 62. staadiumisse 

 

]6udilsck ku!unud aeg (ku!leste proovis), ki!pnaarme histo!oogia 

 

(ku!!este proovis), kasv (kehamass ja pikkus), maksa somaati!ine indeks 

 

(noorknnadc proovis), geneeti!ine/fenotiiibi!ine soo!ine jaotuniine 

 

(noorknnadc proovis),s ugunぬr ete, sugujuhade, neerude ja maksa 

 

histopato!oogi!ise anaiiisl tu!emused (noorknnade proovis) ja p!asma 

 

VTG-sisa!dus (noorklmadc proovis, va!ikuline) 

 

Lahustunud hapniku sisaldus peaks o!ema > 40 % 

 

kil!astuskntsentratsloomst 6 hus; keskmine veetemperatuur peaks 

 

o!ema vaheniikus 21 + 1 oc fing temperatuuride erinevus 

 

para!!ee!proovide ja eri kontsentratsioonidega t66dc!davte rii bmade 

 

vahe! peaks o!ema< 1,0 0c; uuritava lahuse pH peaks o!ema vahemikus 

 

6,5-8念 suremus kontrolirubma igas parlleeln6us peaks olema S 20 % 

 

ja NFi jargi 62. staadiumisse j6udmlse keskniine aeg kontro!lrtibmas 

 

peaks olema S 45 p加v; ktseorganisnide ksknine mass NFi jargi 62. 

 

staadiuiriisse j6udiiise! ja katse !6petanise! peaks o!ema 

 

kontrolirtibmades ja !ahusti kontroiribmades (kui neid kasutatakse) 

 

vastavalt 1,0 + 0,2 gja 11,5 + 3 g; tu!eks esitada t6cndid se!!e kohta, et 

 

uuritava kemikaali kontsentratsiooni lahuses on suudetud hoida 

 

rahu!dava!t vaheniikus + 20 % m6detud kskviiiirtusest 
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18.S66 tisre乞iim 

 

19. Kokkupuuteaeg 

 

20. Bio!oogilised nitajad 

 

21. Katse n6uetekhasuse 

 

kriteeriuiriid 

 



4. hiide 

 

S00TMISRZIIM 

 

Kuigi kiesoleva s66 tmisre乞iimi kasutamine on soovitatav, on lubatud ka ruud variandid 

 

tingimusel, et katseorganismid kasvavad ja arenevad piisava kiirusega. 

 

Kulleste s66 tmine 

 

Kulleste sめda ettevaimおtam mne 

 

A. Forelli noorkalade silt ja vetikadノTetraFin⑧ (vii samavaarne slit) mahuvahekorras 1:1 

 

1. Forelli noorkalade soot: 50 g foreili noorkalade slita (vaikesed graanulid vii pulber) 

 

segatakse bienderis suurel kiirusel 20 sekundi valtel 300 ml sobiva filtreeritud veega. 

 

2. Vetikate/TetraFin⑧-i (vii samavaarse sOlda) segu: 12 g spirulina vetika tablette segatakse 

 

blenderis suurel kiirusel 40 sekundi valtel 500 ml丘 itreertud veega, 12 g Te tra五n⑧-i (V6i 

 

samavaarset silta) segatakse 500 ml filtreeritud veega fling seejarel segud flhendatakse, et 

 

saada 11 siidasegu, mis sisaldab 12 g/l spiailina vetikaid ja 12帥 Tetrafin⑧-i (vii 

 

samavairset silta). 

 

3. Forelli noorkalade siida segu ja vetikate/TetraFin⑧-i (vii samavarse slida) segu segatakse 

 

kokku virdses mahuvahekorras一 

 

B. SOO laVahiVastsed: 

 

15 ml siolavahimarjal lastakse kooruda 1 1 soolvees (seile valmistamiseks lisatakse 1 i 

 

deioniseeritud veele 20 ml NaCl). Parast 24 tundi toatemperatuuril pideva valguse kaes 

 

aereerimist korjatakse sooiavahivastsed. Aereerimine peatatakse 30 minutiks, et 

 

soolavahivastsed saaksid pihja sadestuda. Niu pinnai ujuvad tsustid vaiatakse ara ja 

 

kirvaldatakse fling siolavahivastses fiitreeritakse sobivate filtritega fling neile iisatakse 30 ml 

 

filtreeritud vett. 

 

S66t お 1・e乞iill1 

 

Tabeiis 1 esitatakse ulevaade kuiieste kokkupuuteperioodil kasutatava siida hiigi ja koguse 

 

kohta. Looni tuleks slita esmaspaevast reedeni kohm korda paevas ja nadaiavahetustel Uks 

 

kord paevas. 

 

Tabel 1. X laevis'e kuhleste s66 tisre乞iim labivoolusisteemis. 

 

SOolavahivastsed 

 

Forelli noorkalade s66 t: 

 

vetikate/TetraFin-i (v6i samaviliirse 

 

s66 da) segu 

 

T66 p註eval Niidalavahetusel T66 p註cval Nadalavahetusel 

 

(kur korda piievas) (uk kord piievas) (kaks korda piievas) (uk kord piievas) 

 

Aeg* 

 

(parast viljastainist) 

 

0,5 ml 

 

(8.-15. p11ev) 

 

0,5 ml 

 

(8.-15. p11ev) 

 

2ml 

 

0,33 ml 

 

4-14. )aev 

 

(0-1. 11証(lal) 
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1ml 

 

(alates 16. paevast) 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

(alates 16. paevast) 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

2,4ml 

 

4,0 ml 

 

4,0 ml 

 

4,4 ml 

 

4,6ml 

 

4,6ml 

 

4,6ml 

 

0,67 ml 

 

2. nadal 

 

3ml 

 

3. nadal 

 

5ml 

 

4. nadal 

 

6ml 

 

5. nadal 

 

6ml 

 

6. nada! 

 

7ml 

 

7. nada! 

 

7ml 

 

8.-10, nada! 

 

* Nullpaev on hCG sus timise paev. 

 

S66da muutmine ulemi nekul kullesest noorkonna staadiumisse 

 

Parast kulleste moonet hakatakse neid toitma noorkonnadele e tte nahtud sildaseguga, mida 

 

on kirjeldatud alipool. Uleminekuperiiodil tuleks kulleste sildasegu kogust jark-jargult 

 

vahendada ja noorkonnade sOlda kogust suurendada.Se lleks V6 ib kullesesilda kogust 

 

proportsionaalselt vahendada ja noorkonnasooda kogust proportsionaalselt suurendada, 

 

v6ttes aluseks viiehikmelised kulleseruhmad vastavalt sellele, kuidas fad labivad NFi jargi 

 

62. staadiumi ja lahenevad NFi jargi 66. staadiumis muonde l6pule. 

 

Noorkonnade s66 tmine 

 

NOorkmmd sm 

 

Kui moine on l6ppenud (66. staadium) tuleks s66 tmisre乞iimis taie1iku1t 0e minna 3/32-
tollisele kvaliteetsele uppuvale konnas66dale (ft Xenopus E xpress , FL, Ameerika 

 

Uhendriigid, v6i samavaarne soot). 

 

Graanalite peenestamine kallese nio i'*onnaks arenemise etapil 

 

Uppuva konnasooda graanuleid jahvatatakse p6gusa1t kohviveskis, blenderis v6i 

 

peenestatakse uhmris,e t vahendada fende suurust ligikaudu 1/3 v6 rr. Liiga pikalt 

 

t66tlemne muudaks graanulid puibriks ja seda ei soovitata. 

 

S66t11 おrカill1 

 

Tabelis 2 esitatakse ulevaade noorkonna ja taiskasvanud konna staadiumis kasutatava sooda 

 

liigi ja koguse kohta. Luomi tuleks slita kord paevas. Oluline on markida, et 

 

moondeperiiodil jatkatakse hoorade slitmist siolavahivastsetega seni, kuni > 95 % 

 

loomadest on muonde labinud. 

 

Luomi ei tohiks s66 ta katse l6 petamise paeval,e t slit ei moonutaks kehamassi m66tm 

 

tulemusi. 

 

Tabel 2. X laevis'e noorkonnade s66 tisr乞iim labiVool ususteemis. Tuleb arvestada,e t moonde-eelses 
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staadiumis luorad (k.a need, kelle moine kemikaaliga t66tlemlse t6ttu hilineb) ei suuda stiLla 

 

peenestamata graanuleid. 

 

Aeg Peenestatud graanulite kogus Tervete graanulite kogus 

 

(nadalat p航rast muonde mediaanp航eva) (mg noorkonna kohta) (mg noorkonna kohta) 

 

Vastavalt muonde labinud hoorade arvule 25 0 

 

0-1.nada1 25 28 

 

2.-3.n ida1 0 110 

 

4.-5. nada! 0 165 

 

6 .-9. nada! 0 220 

 

* Nu11nida1a esimene piv on konlioliruhma hoorade muonde me diaanp加V. 
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5. hiide 

 

GNEETILISE sil 

 

Xenopus laevis'e puhui kasutatav geneetilise soi maramise meetod p6hineb Yoshimoto e t 

 

al. (2008) esitatud kirjeidusei. Genotuubi maaramise metoodika tiksikasju saab vajaduse 

 

korrai lugeda viidatud publikatsioonist. Kasutada v6ib ka muid sobivaks tumiistatud 

 

meetodeid (ft k6rge lbiiaskev6imega qPCR). 

 

X. laevis'e praimerid 

 

DM~W lllarker 

 

Otsepraimer: 5 '-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3' 

 

Poordpraimer: 5 '-GGGCAGAGTCACATATACTG-3' 

 

Psitiive k(mtrll 

 

Otsepraimer: 5 '-AACAGGAGCCCAATTCTG G-3' 

 

Poordpraimer: 5 '-AACTGCTTG CCTCTAATGC-3' 

 

DNA puhastamine 

 

DNA puhastamiseks lihas-v6 i nahakoest kasutatakse naiteks verele ja kudedeie e tte nahtud 

 

Qiagen DNeasy komplekti (kat rir 69506) v6i ruud sarnast tuodet vastavalt seile 

 

kasutusjuhendiie. DNA voolutamisel segamiskoloimist v6ib kasutada vahem puhvrit,e t 

 

saada suurema kontsentratsiooniga proove, kui seda peetakse PCRi jaoks vajaiikuks. Pange 

 

taheie, et DNA on kullaltki pusiv ja see t6ttu tuieks rakendada meetmeid,e t valtida 

 

ristsaasturnist, mis V6 ib p6hustada isaste eksiikku emaseks pidamist v6i vastupidi. 

 

PCR 

 

Tabelis ion esitatud Uievaade analuusimetoodikast, milles kasutatakse S igma toodetud 

 

enstitimi J umpstart]M Taq 

 

Tabel 1.Si gm toodetud enstitimil J umpStartm Taq p6hineV ana liusimetoodik 

 

Pうhisegu lx (.d) tUip1ikI 

 

NFW 11 

 

lix puhver 2() 

 

M gC12 (25 inI) 2,0 2,5 mM 
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dNTP-d (igaiks 10 mM) 

 

Praimeri marker (8 tM) 

 

P66rdpralmerl marker (8 tM) 

 

Praimeri kontroll (8 tM) 

 

P66rdpralmer kontroll (8 .tM) 

 

JumpS tartIM Taq 

 

DNA matriits 

 

200心4 

 

0,3 tM 

 

0,3 iM 

 

0,3 iM 

 

0,3 tM 

 

0,05 

 

ihlkutIl 

 

~200 pgIil 

 

4, 
8 

8 
8 

8 
4, 

0 

 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

・ー 

 

Markus.P6hisegu tuleks valmistada varuga, et kompenseerida pipeti kasutamisel tekkivaid 

 

kadusid (naide: 24 reaktsiooni jaoks 25-korde kogus). 

 

Reaktshoou: 

 

P6hisegu 19,0 tl 

 

Matriits 

 

Kokku 2Q0F i 

 

ルr71 0t"kl万P rogramm: 

 

1. etapp 

 

2. etapp 

 

3. etapp 

 

4. etapp 

 

5. etapp 

 

6. etapp 

 

i min 

 

30s 

 

30S 

 

oc 

 

oc 

 

oc 

 

0Cl min 

 

4, 
4, 

0
 

「乙 

 

。ノ 
Oノ 

6
 

「ノ 

 

Tagasi 2. etappi. 35 tstiklit 

 

72oC 1mmn 

 

7. etapp 4 oc hoida 

 

Polumeraasi ahelreaktsiooni saadustega v6ib kohe teha analuusi geelis vii hoida neid 4。C 

 

juures 

 

Elektroforees agaroosgeeliga (3 %) (analuusimetoodika) 

 

50Xl二4E 

 

Tris 

 

Jaa-aadikhape 

 

24,2 g 

 

571 ml 
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Na2 (EDTA)・2120 3,72 g 

 

Lisada vett mahuni 100 ml 

 

1x zl4E 

 

392 ml 

 

X ml 

 

120 

 

SIX TAE 

 

3: 1 agaroos 

 

3 osa NusieveTM GTGTM agaroosi 

 

i osa madala elektroendoosmoosiga Fisheri agaroosi 

 

Meetod 

 

1. Valmistada 3 % geel: 43 ml1X TAE puhvrile uisada 1,2 g agaroosisegu. Keerutada segu 

 

suurte kiompide eemaldamiseks. 

 

2. Kuumutada agaroosisegu mikrolaineahjus lumi taieliku lahustumiseni (valtida ilekeemist). 

 

Lasta veidi j ahtuda. 

 

3. Lisada 1,0 1L etiidiumbromiidi (10 mg/rl). Keerutada kolbi. Etiidiumbromiid on 

 

mutageenne aine fling see t6ttu tuleks k6nealusel etapil tehnilise v6lmaluse korral kasutada 

 

muid kemikaale, et valtida ohtu tootaj ate tervlsele1 

 

4. Valada geel kammi abil vormi. Lasta taielikuit jahtuda. 

 

5. Lisada geel seadmesse. Katta geel iX TAE puhvriga. 

 

6. Lisada igale 10 il PCRi produktile i il 6x laadimisvarvi. 

 

7. Kanda proovid pipetiga sflvenditesse. 

 

8. Rakendada ~ 20 minuti jooksul Uhtlast 160 V vinget. 

 

Joonisel i on kujutatud agaroosgeelipilti, millel on naha isas- ja emasisendite iseloomulikud 

 

ribamustrid. 

 

JOonis1. Agaroosgeelipilt, mille! on nitha isase (d') isendi ribamuster (iiks riba~ 203 bp: DIRT 1) ja 

 

() isendi ribamuster (kaks riba~ 259 bp: Dl-W ja 203 bp: DMR1). 

 

Vastavalt Euroopa Parlamendi ja n6ukgu 29. aprilli 2004. aasta direktiivi 2004/37/EU (t66tjte kaitse 

 

mutageenidega kokkupuutest tulenevate ohtude eest (kuues tiksikdirektiiv 

 

artidi 16 !6ike 1 tiihenduses) (ELT L 158, 30.4.2004, 1k 50)) artildi 4 !6ike!e 
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kohta t66! kantserogeenide ja 

 

nukgu direktiivi 89/391/EMU 

 

1 

 



Dl-W 

 

DIRTi 

 

8 早 

 

K1R1 NDUS 

 

Yoshimoto, s., Okada, E., Umemoto, H ., Tamura, K., Uno, Y., Nishida-Umehara, C., 

 

Matsuda, Y., Takamatsu, N.,S hiba, T. ja Ito, M. (2008), ,,A W-linked DI-domain gene, 

 

Dl-W, participates in primary ovary development in Xenopus laevis", Proceedings of the 

 

National AcademyげScience ずthe United S tts ofAmerica, nr 105, 1k 2469-2474. 
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6. hiide 

 

VITELLOGENIINI MOOTMINE 

 

Viteilogeniini (VTG) m66detakse ensuumimmuunsorptsioonanaluusi (ELISA) meetodiga, 

 

mis tootati algseit vaija lepamaimu VTG uurimiseks (Parks e t a l., 1999). Praegu ei ole X 

 

laevis'e analiiiis i jaoks miiigi! antikehasid. Ent arvestades k6nealuse valgu kohta 

 

kattesaadavate andrete robkust ja soodsate kaubanduslike antikehade valmistamise teenuste 

 

olemasolu, V6 ib eeldada, et laborite! on lihtne vaija tootada E LISA metoodika k6nealuse 

 

naitaja m66tmiseks (limstead e t a l., 2009). limstead e t al. (2009) kirjeidavad ka 

 

a naltiisimeetodit, mida on kohandatud X tropicalis'e jaoks, nagu al pool niidatud. Meetodi 

 

kohaselt kasutatakse X tropicalis 'e VTG vastast antikeha, kuid teadaolevait toimib see ka 

 

X laevis'e VTG puhui. kasutada v6 b ka mittekonkurentseid E LISA meetodeid, mille puhu! 

 

alumine avastamispiir v6ib olla madalam kui allpoo! kirjeldatud meetodiga. 

 

Materj auid ja reaktiivid 

 

Eeladsorbeertud 1. antikeha seerum 

 

segada uks osa X tropicalis'e VTG 1. antikeha seerumit kahe osa kontroilisase plasmaga ja 

 

jttta u 75 minutiks toatemperatuurile, panna 30 minutiks jaale, tsentrifuugida 4 oc juures 

 

ube tumii jooksu! kiirendusega> 20k x G, eemaidada supernatant, v6tta aiikvoot, hoida 

 

temperatuurii -20。 c. 

 

2. antikeha 

 

kitse anti-kUuliku IgG-IRP konjugaat (ft Bio-Rad 172-10 19) 

 

VTG etaion 

 

Puhastatud X laevis'e VTG kontsentratsiooniga 3,3 mg/mi 

 

TMB (3,3',S,S'ーtetrametitilensidiin) (ft KPL 50-76-00 V6 i S igma T 0440) 

 

kitse normaalseerum (NGS) (ft Chemicon⑧S 26 - 100 mi) 

 

96 sflvendiga ensuumimmuunanaltmsiks kasutatavad pohistQreenist mikrotiiterpiaadid (ft 

 

'CN 76-381-04, costar 53590, Fisher 07-200-35) 

 

37。 C hUbridisatsiooniahi (V6i kiiresti tasakaalustuv 6 huikubator) piaatidele, Ve siVa1 

 

katseklaasideie 

 

Muud tavaparased iaboriseadmed, kemikaaiid ja materjalid 

 

Koostised 

 

Katt epuhver βOmMんrbonaa加uhver, pII 9,の 

 

Na C03 1,26 g 

 

Na2CO3 0,68 g 
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428 ml 

 

vesi 

 

llXfosfaatpahvri lsandg soolalahus (Pβめ似i』刀bfmti, 1,5MNKフl）」 

 

NaH2P04・120 0,83 g 

 

Na2HP04・7 120 20,1 g 

 

71 g 

 

810 ml 

 

100 ml 

 

900 ml 

 

NaCi 

 

vesi 

 

Pesupuhver (PSひ 

 

lOX PBS 

 

vesi 

 

1 M 1Cl abul reguleerida pI vaartusele 7,3, seejarel usada 0,5 ml T ween-20 

 

4nal庇lzs加uhver: 

 

Kitse normaalseerum (NGS) 3,75 ml 

 

146,25 ml 

 

Pesupuhver 

 

Proovide v6tmine 

 

Vereproov v6etakse hepariniseeritud mikrohematokriti katseklaasiga ja asetatakse jaale. 

 

Parast 3 minuti valtel tsentrifuugimist tehakse katseklaasile take, see murtakse lahti ja 

 

plasma valatakse 0,6 ml mikrotsentrifuugianumatesse, mis sisaldavad 0,13 uhikut luofiilitud 

 

aprotiniini. (Need afumad valmistatakse juba varer ette: neisse lisatakse vajalik kogus 

 

aprotiniini, mis ktilmutatakse ja ho丘ilitakse vaakumkuivatis madalal kuumusel 

 

kuivamiseni.) Plasmat hoitakse kuni anaiflUsi tegemiseni temperatuuril -80。 C. 

 

Plaadi puhui kasutatav metoodika 

 

Plaadiklltll ine 

 

segada 20" 1 puhastatud VTGd 22 ml karbonaatpuhvriga (l6ppkontsentratsioon 3 ig/m1). 

 

Lisada 200 tl kasutatava 96 sii vendiga plaadi igasse sii vendisse. Katta plaat kleepuva 

 

kattekilegaja panna 37 0C juures 2 tumiiks (v6i 4 0C juures liks) inkubeerima. 

 

Pたα或bルkee万mine 

 

Blokeerimislahuse valmistamiseks lisatakse 38 ml karbonaatpuhvrile 2 ml kitse 

 

normaalseerumit (NGS). Eemaldada kattelahus ja raputada kuivaks. Lusada igasse 

 

siiVendisse 350 tl blokeerimislahust. Katta kleepuva kattekilega ja panna 37 0C juures 2 

 

tunniks (V6i 4。 C juures 66 ks) inkubeerima. 
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St ndlrdlh ust valn'zista,nine 

 

5,8 il puhastatud VTG etalonainet segatakse borosilikaadist iihekordses 12 x 75 mm 

 

katseklaasis 1,5 ml analuttsipuhvriga. Nii saadakse kontsentratsioon 12 760 ng/ml. Se可 re1 

 

tehakse lahjenduste seeria: selleks lisatakse iga kord 750 F 1 eelmise kontsentratsiooniga 

 

lahust 750 tl a naliiiisipuhvrle, et saada l6ppkontsentratsioonid 12 760, 6380, 3190, 1595, 

 

798,399, 199, 100 ja5ing/ml. 

 

Iケiovide ettevaimおtammne 

 

Alustuseks v6tta plasmat, mis on analuusipuhvris lahustatud vahekorras 1: 300 (1 iil 

 

plasmat segatud 299 tl ana liiisipuhriga)v6 i 1: 30. Kui oletatakse, et VTG sisaldus on 

 

suur,V6i b kasutada taiendavaid V6i suuremaid lahjendusi. B/B~ tuleks puuda hoida 

 

etalonainete vahernikus. Kui proovide eeldatav VTG sisaldus ei ole markirnisvaarne, naiteks 

 

kontroliruhma (sugukupsemata) eraste ja isaste puhul, kasutatakse lahjendusvahekorda 

 

1: 30. Se 11est vaiksema lahjendusega proovidel v6ivad ilmneda ebasoovitavad 

 

raatriksefektid. 

 

Lisaks soovitatakse igal plaadil analtrnsida positiivset kontroliproovi. Se lleks kasutatakse 

 

k6rge indutseeritud VTG sisaldusega plasmat. Plasma lahjendatakse algselt kitse 

 

normaalseerumis, jagatakse alikvootideks ja sailitatakse -si oc juures. 'ga plaadi jaoks 

 

sulatatakse uks alikvoot, mida lahjendatakse taiendavalt analuusipuhvris ja mida 

 

toodeldakse samuti nagu uuritavat proovi. 

 

1.an tikhag inkabeerimine 

 

Esimese antikeha ettevalmistamiseks tehakse eeladsorbeeritud 1. antikeha seerumist 

 

analuusipuhvris lahjendus vahekorras 1: 2000 (ft 8 iil seerumit 16 ml aaliiisipuhvr 

 

kohta).Se gada 300 i1 1. antikeha lahust katseklaasis 300 i1 proovi/standardlahusega. 

 

Sarnaselt valmistatakse 300 iil analikisipuhvri ja 300 iil antikehalahusega ette katseklaas B 0. 

 

Lisaks tuleks ette valmistada mittespetsiifilise siderne (NSB) katseklaas, kuhu lisatakse 

 

iiksnes 600 tl a naltiisipuhvrit (ilma antikehadeta). Katseklaasid kaetakse Parafilm-kilega ja 

 

keerutatakse ettevaatlikult fende sisu segamiseks. hikubeerida tund aega 37 oc veevamlis. 

 

Pんa或peser加e 

 

Plaati tuleb pesta vahetult ernie 1. antikehaga inkubeerimise l6ppu.S e11eks raputatakse plaat 

 

tihjaks ja patsutatakse kuivatuspaberiga kuivaks.S eejre1 taidetakse stivendid 350 il 

 

pesulahusega, valatakse tQhjaks ja patsutatakse kuivaks.S elleks on hea kasutada mitre 

 

kanaliga pipetti V6 i plaadipesurit. Pesemist korratakse veel kaks korda nii, et kokku tehakse 

 

kolm pesu. 

 

Plaadi tditmine 

 

Parast plaadi pesemist eemaldada katseklaasid veevannist ja keerutada neid 6 rrialt. Lisada 

 

igast proovist, standardlahusest fing B~- ja NSB-klaasist 200" 1 plaadi kahte siiVendisse. 

 

Katta plaat kleepuva kattekilega ja panna 37。c juures Uheks tunniks inkubeerima. 
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2. antikehaga inんbeerim me 

 

Eelmise etapi inkubatsiooniosa l6pus tuleks plaati taas kur korda pesta nagu enne. 

 

2. antikehaga lahjenduse valmistamiseks segatakse 2,5 i1 2. antikeha seerumit 50 ml 

 

anaiLiisipuhvriga. Lisada igasse siivendisse 200 tl 2. antikeha lahjendust, katta kinni, nagu 

 

eespool kirjeldatud, ja inkubeerida 37 oc juures uks tund. 

 

Subtaad lisamine 

 

Parast 2. antikehaga inkubeerimist tuleb plaati kulr korda pesta, nagu eespooi kirjeldatud. 

 

Se可irel uisada igasse sii vendisse 100 i1 TIB substraati. Lasta reaktsioonil 10 minutit 

 

toimuda, eelistatavalt nii, et plaat ei ole ereda valguse kaes. Reaktsiooni peatamiseks lisada 

 

100 il i M fosforhapet.See pea1e muutub vedeliku varv sinisest erekollaseks.M66 ta 

 

plaadilugeriga neelduvus lainepikkusel 450 nin. 

 

SUhtarv βBOarvutamine 

 

K6lkldest m66tmstulemustest lahutatakse NSB keskvaartus. 'ga proovi ja standardiahuse 

 

B/Bo arvutamiseks jagatakse neelduvuse vaartus (B) proovi keskmise neelduvusega Bo. 

 

Stndrdkv er hommneル tundmatute koguste ldndlakstegemmne 

 

standardk6ver luuakse arvutitarkvaraga (fts lidewritelM V6 i s igma Plot⑧), mis 

 

ekstrapoleerib standardlahuste B/Bo vaartusi kasutades proovi B/Bo p6hjal uuritava valgu 

 

koguse. Tavaliselt margitakse logaritmilisel skaalal esitatud kogus graa丘kul 

 

sigmoidikujulise kverana. Ent kitsa standardlahuste vahemiku kasutamise korral V6i b see 

 

olla ka lineaarne. Proovi koguseid korrigeeritakse lahjendusteguri arvessev6tmseks fing 

 

tulemused esitatakse VTG sisaldusena milligrammides plasma milliliitri kohta. 

 

4んmise avastamispiiri mddramine 

 

Sage1i, eniti normaalsete isaste puhui, ei ole selge, kuidas esitada vaga vaikeste vaartustega 

 

tulemusi. Se 1 juhul tuleks 95 % usalduspiiri kasutades otsustada, kas markida vaartuse kohta 

 

protokolli null v6l m6n muu number. Kui proovi tulerus jaab nulikontsentratsiooniga 

 

standardlahuse (Bi) usaldusvahemikku, tuleks tulemuseks markida null. Alumine 

 

avastarispiir on k6ige vaiksem standardlahuse kontsentratsioon, mis erineb pusivalt 

 

nullkontsentratsiooniga standardlahusest enk vaartus, mille puhui kaks usaldusvahemikku ei 

 

kattu. Prooviga saadud tulemuse korral, mis jaab alurise avastamispiiri usaldusvahemikku 

 

v6i on sellest suurem, margitakse arvutatud vaartus. Kui prooviga saadud tulemus jaab 

 

nullkontsentratsiooniga standardlahuse ja alumise avastamispiiri usaldusvahemiku vaheie, 

 

tuleks vastava proovi tulemuseks rarkida pool alurise avastamispiiri vaartusest. 
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7. hiide 

 

STATISTILINE ANALUUS 

 

LAGDAga saadakse kolme luiki andmeid, mida tuleb statistiliselt analuusida: 1) 

 

kvantitatiivsed pidevandmed, 2) arengu kiirust naitavad stindmuseni kulunud aja andmed 

 

(aeg NFi jargi 62. staadiumini) fling 3) jarjestusandmed, mis esitatakse histopatoloogilise 

 

analuusi p6hal raskusastme v6i arengustaadiumi kujul. Joonisel i on esitatud soovitatav 

 

otsustusskeem statistilise analuusimeetodi leidmiseks. Lisaks on alipool esitatud m6ned 

 

kommentaarid, mis V6 iVad olla vajalikud LAGDAga kogutud m66tlsand ete statistilise 

 

anahmsi tegemiseks. Analtitisimeetodite otsustusskeemi jargi tuleb suremuse, kasvu 

 

(kehamass ja pikkus) ja maksa somaatilise indeksi (LS1)m66 tmstuemusi analuusida 

 

vastavalt hamle ,,Muud l6ppnaitaad". 

 

Pidevandmed 

 

Pidevate naitajate andrete puhui tuleks k6igepealt kontrollida fende monotoonsust.S e11eks 

 

tehakse andmetega dispersioonanaluusi mudeli jaoks sobiv astakteisendus fing v6rreldakse 

 

lineaar- ja ruutkontraste. Kui andmed on monotoonsed, tuleks parahleelproovide 

 

mediaanvaartuste suhtes rakendada sammuviisilise elimineerimisega Jonckheere-Terpstra 

 

trenditesti ilma edasiste analtitisideta. Teme variant, mida saab kasutada normaaljaituse ja 

 

homogeense dispersiooniga andrete puhui, on sammuviisilise elimineerimisega Williamsi 

 

test. Kui andmed ei ole ronotoonsed (ruutkontrast on oluline ja lineaarkontrast ei ole), 

 

tuleks neid analuusida segamjuga dispersioonanalitisi mudeli abu.S eejare1 tuleks hinnata 

 

andrete normaaljaotust (eelistatavalt S hapiro-Wilki v6i Anderson-Darlingi testiga) ja 

 

dispersiooni homogeensust (eelistatavalt Levene'i testiga).M6 lemad testid tehakse 

 

segam可uga dispersioonanahmsi mudeli jaakidega. Normaaljaotuse ja dispersiooni 

 

horogeensuse formaalsete testide asemel v6lb kasutada ka eksperthinnangut, kuid 

 

formaalseid teste tuleb eelistada. Kui andmed on normaaljaotuse ja homogeense 

 

dispersiooniga, siis on segamjuga dispersioonanaluusi eeldused taidetud ja 

 

kontsentratsiooni oluline toime tehakse kindlaks Dutmetti testiga. Mittenormaaljaotuse v6i 

 

heterogeense dispersiooni korral Dunnetti testi eeldused ei kehti fling vaja on leida 

 

normaliseeriv ja dispersiooni Uhtlustav teisendus. Kui selline teisendus leitakse, tehakse 

 

kontsentratsiooni oluline tulre kindlaks Dunni testiga. V6lmaluse korral tuleks eelistada 

 

uhepoolset testi kahepoolsele, aga seda, kumb neist on konkreetse naitaja puhul asjakohane, 

 

tuleks otsustada eksperdihinnangu p6hja. 

 

Srmus 

 

Suremuse andmeid tuleks analtisida kogu katset h6lmava ajavahemiku ulatuses fing need 

 

tuleks esitada konkreetses n6us surnud isendite protsendina. Ettenahtud aja jooksul roonet 

 

mittelabinud kulleste, kulleste osaprooviks valja V6 etud kulleste, valjapraagitud 

 

noorkonnade ja katse labiviija vea tagajarjel surnud hoorade andmed tuleks analtitisist valja 

 

jatta fing mitte uisada neid protsendimaara arvutamise valemi nimetajasse. Enne ris tahes 

 

statistilist analuusi tuleks suremuse protsendi andmetega teha arkussiinus-ruutjuurteisendus. 

 

Temne variant on kasutada astmelise elimineerimisega Cochran-Armitage'i testi, rida 

 

v6idakse tiledisDersiooni korral taiendada Rao-Scotti kohanduseaa. 

 

532 

 



Kehainas万a pikkus (ksvand ed) 

 

Isaste ja eraste sootunnused ei ole muonde ajal eristatavad ja see t6ttu tuleks kulleste 

 

osaproovis m66detud kasvuandmeid analuusida suost s6l tumatut.See vastu noorkonnade 

 

kasvuandmeid tuieks analuusida geneetiliste sugude l6ikes.K6 nealuste naitaj ate puhui v6i b 

 

vajalik olla logaritmteisendus, sest suuruseandmetes esineb sageli logaritmilist 

 

normaaljaitust. 

 

Maksa somaatiline indeks4') 

 

Maksa massi kasitlevate andrete normaliseerimiseks tuleks need esitada o sakailuna 

 

kehamassist (st LS1 kujul) ja neid tuleks analUUsida eraldi geneetiliste sugude i6ikes. 

 

NFij航 rgi 62. staadiumisse j6u dmiseks kulunud aeg 

 

hoindern kulunud aeg tuleks lugitada sUndmuse toimumiseni kulunud aja andrete 

 

kategooriasse, kus surmajuhte ja 70 paeva jooksul NFi jargi 62. staadiumisse mitte6udnud 

 

isendite andmeid kasitatakse parerait tsenseeritud andmetena (st tegelik vaartus on suurem 

 

kui 70 paeva, aga uuring l6ppes enfle, kui luorad j6udsid NFi jargi 62. staadiumisse). Katse 

 

l6petamise paeva kindlaksmaaramise aluseks tuleks v6tta lahj endusveega kontrollruhmades 

 

NFi jargi 62. staadiumi (muonde) labimiseni kulunud mediaanaeg. boonde l6petaiseni 

 

kulunud mediaanaeg tuleks kindlaks teha Kaplan-Meieri hinnangufunktsioonidega ajapiiri 

 

maaramiseks.K6 nealust naitajat tuleks analuusida segam可udega proportsionaalseid ohte 

 

kasitieva Coxi rudel abil, milles v6etakse arvesse uuringu paraleelproovide struktuuri 

 

Histopatoloogilised andmed (raskusastmed ja arengustaadiumid) 

 

Histopatoloogilised andmed esitatakse raskusastmete v6i arengustaadiumite kujul. Testis 

 

RS CAB S (Rao-Scotti kohandusega Cochrane-Arritage' i l6iktest) kasutatakse iga 

 

histopatoloogilise raskusastme suhtes Rao-Scotti kohandusega astmelise elimineerimise 

 

Cochran-Armitage'i trenditesti (Green et al., 2014). Rao-Scott kohandus V6 imaldab testis 

 

arvesse v6tta katses rakendatud paralleeln6ude kasutamise kava. Nn l6i ktesti metoodikas on 

 

arvesse v6etud bioloogilist eeldust, et kemikaali kontsentratsioonide suurenedes kasvab ka 

 

raskusaste, sailitades sarai ajal subjektide individuaalsed skoorid ja tuues vaija tuvastatud 

 

toirete tugevuse. Lisaks sellele, et RSCABSi metoodika V6 raldb kindlaks teha, rillised 

 

t66deldud rUbmad erinevad statistUiselt kontroirUhmadest (st neis esinevad patoloogiad un 

 

raskekujulisemad kui kontrollruhmades), aitab see ka vaija selgitada, millise raskusastre 

 

juures erinevus tekib, andes s eelbi analuusi jauks hadavajalikku taustteavet. S ugunぬrmete 

 

ja sugujuhade arenguga seotud andmeid on vaja taiendavait tildelda, kuna RSCABSi 

 

aluseks on eeldus, et ture tugevus kasvab koos annusega.K6 nealusel juhul avaldub tulrne 

 

tavalisest aeglaseras v6i kiiremas arengus.S eet6ttu tuleks arenguga seutud andmeid esmalt 

 

analuusida esitatud kujul, et tuvastada kiirenenud arengut, fing seej arel enne teist analuusi 

 

manuaalseit Umber p66 rata. et tuvastada arenau rahaiaarusi. 

 

JOonis1. LAGDAga kogutud aiidmete statistilise analtitisi otsustusskeem. 

 

533 

 



Andmeliik 

 

, 4 4 

 

ザ 

 

Pョr訓eel proc yde 

 

me」 iョinI eie 

 

ーコn: k cere 

 

Te叩5t rョ 

 

Dunn test 

 

A昭山ni 

 

NF62 

 

HbtpatoIa]gia 

 

andmed 

 

丁I 

 

ノ人くgm)ud 

 

又と凸シノ 

 

乙霧需べ5 

 

×ごj uria touoeiuuo ru二二／ 

 

l 

 

Vastab eeldustek 

 

I Ilo Ililaaku5 ja 

 

homageensus) 

 

er, T.A.,S a ulnier, A.N. ja S wintek, J. (2014), ,,Sttistical analysis of 

 

oints", Environmental Toxicology and Chemistry, nr 33, 1k l108-1116. 

 

534 

 

KIRI NDUS 

 

Green, J.w., spring 

 

histopathology endp 

 



8. hiide 

 

SKOLIOOSI JA LGIMISE JA SE LLE ES INEMISE VA 1E1'1AMISEG SE 0TID 

 

KAA LUTLUSED 

 

Idiopaatihine skolioos, mis avaldub Xnpus laevis'e kullestel tavaliselt k6verdunud saba 

 

kujul,V6i b raskendada uuritavate populatsioonide morfoloogia ja kaitumise vaatiemist. Nii 

 

katseorganismide kasvatamise aja! kui ka katse tingimustes tuieb puuda skoiioosi esinemist 

 

vahendada V6i see valistada. L6plikus katses ei tohiks m66duka ja raske skohoosi levimus 

 

soovitatavalt lietada 10 %, kuna see tagab suurema kindiuse, et katsega on V6 inaiik 

 

tuvastada just kemikaalist tingitud toimet muidu tervete kuileste arengule. 

 

L6piiku katse ajal tehtavate igapaevaste vaatluste kaigus tuieks registreerida nii avastatud 

 

skolioosijuhtude arv kui ka raskusaste. Vaararengu kirjeiduses tuieks markida seile asukoht 

 

(ft parakuavast ees-V6 i tagapool) ja k6verdumise suund (ft kuigmine v6i seija poult k6hu 

 

polie). Raskusastmeid v6ib liigitadajargmiseit: 

 

NR - ebailuline: k6verdumist ei esine; 

 

1) - kerge: Vai ke kuigmine k6Verdumine parakuavast tagapuol; nahtav tiksnes 

 

puhkeoiekus; 

 

2) - m66dukas: ktilgmine k6Verdumine parakuavast tagapool; nahtav kogu aeg, aga ei 

 

takista iiikumist; 

 

3 - raske: kuigmine k6verdumine parakuavast eespooi VOI iiikumist takistav mis tahes 

 

k6Verdumine VOI mis tahes k6Verdmine seiia poult k6hu puoje. 

 

UsA Keskkonnakaitseameti juures tegutsev insektitsiidide, fungitsiide ja rodentitsiide 

 

kasitlev teadusn6ukgu (FIFRA SA P 2013) on labi vaadanud X laevis'ega (NFi jargi 51. 

 

kuni 60.v6i k6rgemas staadiumis) tehtud viieteistidimne kahepaiksete muonde katse 

 

kuundandmed skuiioosi kohta fing if esitanud ildised soovitused sehe krvalekalde 

 

ievimuse vahendamiseks uuritavates populatsioonides. Need suovitused on asjakohased ka 

 

LAGDA puhui, kuigi see katse h6imめ pikemat arenguperiuodi. 

 

Varasemad kudemisnaitajad 

 

Uidjuhui tuleks sigimispaarid moodustada kvaiiteetsetest tervetest taiskasvanud isenditest. 

 

S kiioosiga jargiasi andvate sigimispaaride k6rvaldamine V6 ib aja juuksul seile 

 

esinemissagedust vahendada. Kunkreetsemalt v6ib kasu olla sellest, kui kasutatakse vahem 

 

ioodusest puutud sigimisioomi. LAGDA kokkupuuteperiood aigab siis, kui embruod in NFi 

 

jargi 8.-10. arengustaadiumis, fing katse aiguses ei ole praktiiiselt v6l malik kindiaks teha, 

 

kas kinkreetsetei isenditei tekib skolioos. See ga tuleks lisaks skolioosi varasema esinemise 

 

kintrollimiseie katsesse kaasatud iiimade seas dokumenteerida ka kurnade haiguslood (sh 

 

skolioosi levimus fende kulleste seas, kellel iastakse areneda). Kasu V6i b oila ka sellest, kui 
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jalgida uuringus kasutamata jaanud kurnaisa edasist arengut ja fende vaatluste tulernused 

 

teatavaks teha (FIFRA SA P 2013). 

 

Vee kvaliteet 

 

Oluline on tagada piisavait hea vee kvaliteet nii labori kasvukeskkonnas kui ka katse ajal. 

 

Lisaks veeirganismidele m可uva mirgisuse katsete jaoks tavaparaselt kontrollitavatele 

 

veekvaliteedi naitajatele v6lb olla kasulik jaigida ja korrigeerida ka v6nnalkke toiteainete 

 

puudujaake (ft C-vitamiini-, kaitsiumi- v6i fosforivaegus) v6i liigne seleeni- ja 

 

vasesisaldus, mille puhui on taheidatud skoiioosi p6hjustavt mitmesuguse tugevusega 

 

toimet iaboris kasvatatud Rana ja Xenopus 'e iiikidele (Marshall et al. 1980; Leibovitz et al. 

 

1992; Martinez et al. 1992; andmed publikatsioonist FIFRA SA P 2013). Uldiselt saab vee 

 

kvaliteeti ja katseaiuste iiikide tervist parandada sobiva s66 tisre乞iimi valimise (vt 4. hiide) 

 

ja n6u reaulaarse p uhastamiseaa. 

 

S66t0ine 

 

Konkreetsed soovitused LAGDA puhui edukaks osutunud s66 tmisre乞iimi kohta on esitatud 

 

4. hites. Soo vittavalt tuleks kasutatavat soita kontrollida bioioogiliste murkainete, 

 

herbitsiidide ja muude X laevis'el V6i teistel veeloomadel skolioosi p6hjustavat 

 

pestitsiidide suhtes (Schienk ja Jenkins 2013). Naiteks on leitud seos m6nede koliinesteraasi 

 

inhibiitorite ja skolioosi vahei nii kaiadei (Schu1tz et al. 1985) kui ka krnadel (Bacchetta et 

 

al. 2008). 
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