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Luite - osa 2/2 

 

B.71 IlON HE R ISTYMISTESTIT IN VITRO,J 01SSA KAS ITELLAAN KESKE ISTA 

 

TAPAHTUMAA ELI DENDRIITTISOLUIEN AKT IVOITUMISEN VAIKUTUsTA IlON 

 

HER ISTYMISEN H AITTAVAIKUTUSRITTIIN 

 

YLEISI0HDANT0 

 

Dendriittisoluj en aktivoitumiseen keskeisenli tap ahtumana perustuva testhneneteln航 

 

1. Ihoa herkistavalla aineella tarkoitetaan Yhdistyneiden kansakuntien (YK) G1S - 

 

jarjestelman (Globally Harmonized S ystem of Classification and Labelling of Chemicals; 

 

maaimanlaajuisesti yhdenmukaistettu kemikaalien luokitus - ja merkintaj ari estelma) (1) 

 

seka aineiden ja seosten luikituksesta, merkinnOista ja pakkaamisesta annetun EU-

asetuksen 1272/2008 (CLP-asetus)1 maaritelman mukaisesti ainetta, joka aiheuttaa 

 

ihokosketuksen seurauksena allergisen reaktion. 'hof herkistymisen taustalla vaikuttavista 

 

keskeisista biologisista tapahtumista vallitsee yleinen yhteisymmarrys. Nykyiset tiedot 

 

ihon herkistymiseen liittyvista kemiallisista ja biologisista mekanismeista on esitetty 

 

OECD :n AOP-ohj elmassa tiivistetysti haittavaikutusreittina (Adverse Outcome Pathway, 

 

AlP) (2) herkistymisen kaynnistavasta molekyylitason tapahtumasta haittavaikutukseen 

 

eli allergiseen kosketusihottumaan. Herkistymisen kaynnistava molekyylitason tapahtuma 

 

(eli ensimmainen keskeinen tapahtuma) on se, etta elektrofiiliset aineet muodostavat 

 

kovalenttisidoksen ihon proteiinien nukleofiilisiin keskuksiin. Toinen keskeinen tapahtuma 

 

tassa haittavaikutusreitissa tapahtuu keratinosyyteissa; se kasittaa tulehdusvasteita ja 

 

geeniekspression muutoksia, jotka liittyvat tiettyihin soluj en viestinvalitysreitteihin, kuten 

 

antioksidatiivisista/elektrofiilisista vaste-elementeista (ARE) riippuviin reitteihin. Kolmas 

 

keskeinen tapahtuma on dendriittisolujen aktivoituminen, jota arvioidaan yleensa tiettyjen 

 

solujen pintamerkkiaineiden, kemokiinien ja s外okiininen, ilmenemisen perusteella. Neljas 

 

keskeinen tapahtuma on T-solujen aktivoituminen ja proliferaatio, jota arvioidaan 

 

valillisesti hiirille tehdylla paikallisella imusolmukemaaritysmenetelmalla eli LLNA-

kokeella (Local Lymph Node Assay) (3). 

 

Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 1272/2008, annettu 16 paiviina joulukuuta 2008, aineiden ja 

 

seosten luokituksesta,m erkinn6ista ja pakkaamisesta seka direktiivien 67/548/ETY ja 1999/45/EY muuttamisesta ja 

 

kumoamisestaja asetuksen (EY) N:o 1907/2006 muuttamisesta (EUVL L 353. 3 1.12.2008. s. 1). 
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2. Tarna testimenetelma (TM) vastaa OECD :n testiohje tta (TG) 442E (2017). simna kuvataan 

 

in vitro -testeja, joilla tutkitaan mekanismeja, jotka on kuvattu ihon herkistymisen 

 

haittavaikutusreitin keskeisen tapahtuman eli dendriittisoluj en aktivoitumisen yhteydessa 

 

(2). Testimenetelma koostuu testeista, joita kaytetaan apuna ihoa herkistavien ja 

 

herkistmatt6mien aineiden erottelemisessa YK:n G1S-jarestelman ja CLP-asetuksen 

 

mukaisesti. 

 

Tassa testimenetelmassa kuvatut testit ovat 

 

ihmisen solulinjaan perustuva aktivointitesti (h-CLAT, human Cell Line Activation Test) 

 

U93 7-solulinj aan perustuva aktivointitesti (U-SENSTM) 

 

interleukiini 8:n reportterigeenitesti (IL-8 Luc -testi). 

 

3. Tahan testimenetelmaan sisaltyvissa testeissa ja niihin liittyvassa OECD:n testiohjeessa voi 

 

olla eroja tietoj en tuottamiseen kaメetyn menettelyn ja mitattuj en lukemien osalta, mutta 

 

niita voi ka舛taa ihon herkistymisen haittavaikutusreitin keskeiseen tapahtumaan eli 

 

dendriittisoluj en aktivoitumista koskeviin testituloksiin liittyvien maiden vaatimusten 

 

yhteydessa samalla, kun hy6dynnetaan OECD:n sopimuksen mukaista tietojen 

 

vastavuoroista hvvaksvntaa. 

 

Taustaa ja keskeiseen tapahtumaan perustuvaan testimenetehll蝋n sisiiltyviit testejii 

 

koskevat periaatteet 

 

4. 'hof herkistymisen arviointi on tyypillisesti edell外tan外 koe-elainten ka外t6. Marsujen 

 

kytt66n perustuvilla klassisilla menetelmilla - Magnussonin ja Kligmanin GPMT-testilla 

 

(Guinea Pig Maximisation Test) ja Buehierin testilla (TMB .6) (4) - tutkitaan ihon 

 

herkistymisen induktio- ja haastevaihetta. Hiirella tehtavat testit, LLNA (TMB .42) (3) ja 

 

sen kaksi ei-radioaktiivista muunnosta, LLNA: DA (TM B.50) (5) ja LLNA: B rdU-ELISA 

 

(TM B.5 1) (6), joilla kaikilla arvioidaan vain induktiovastetta, ovat saaneet hyvaksyntaa, 

 

silla marsukokeisiin verrattuna nullla on elainten hyvinvointiin liittyvia h殖tja ja nuilla 

 

mitataan obi ektiivisesti ihon herkistvmisen induktiovaihetta. 

 

5. Viime aikoina mekanistispohj aiset in chemico- ja in vitro -testimenetelmat on katsottu 

 

tieteellisesti pateviksi menetelmiksi ihon herkistymisen haittavaikutusreitin ensimmaisen 

 

keskeisen tapahtuman (TMB .59; DPRA (Direct Peptide Reactivity Assay) (7)) ja toisen 

 

keskeisen tapahtuman (TMB .60;A R-Nrf2-usifraasi-testimenetelma (8)) osalta ihon 

 

herkistymiseen hittyvan kemikaalien vaarallisuuden arvioinnissa. 

 

6. Tassa testimenetelmassa kuvatuilla testeiha joko kanti丘oidaan muutosta solun 

 

pintamerkkiaineen (-aineiden) ilmentymisessa, joka liittyy monosyyttien ja 

 

dendriittisoluj en aktivoitumiseen herkistavile aineille altistumisen j alkeen (esim. CD54, 
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C D86), tai muutoksia I L-8:n, dendriittisolujen aktivoitumiseen liittyvan s界okiinin, 

 

ilmentymisessa. Ihia herkistavien aineiden on ilmoitettu indusoivan solukalvon 

 

merkkiaineiden (esim.C D40,C D54,C D80,C D83 ja C D86) ilmentymista sen lisaksi, etta 

 

ne indusoivat m殖s proinflammatorisia sメokiineja, kuten I L-1β:aa ja TNF-a:aa, ja useita 

 

kemokiineja, kuten IL-8:aa (CXCL8) ja CC L3:a (9) (10) (11) (12), jotka liittyvat 

 

dendriittisoluj en aktivoitumiseen (2). 

 

7. Koska dendriittisolujen aktivoituminen on kuitenkin vain yksi keskeinen tapahtuma ihmn 

 

herkistymisen haittavaikutusreitissa (2) (13), fuista testeista saadut tiedot, joissa mitataan 

 

pelkastaan dendriittisolujen aktivoitumisen merkkiaineita, eivat vaittamatta riita siihen, etta 

 

kemikaalien ihoa herkistavasta vaikutuksesta tai sen puuttumisesta voitaisiin tehda 

 

paatelmia.Si ksi tassa testimenetelmassa kuvatuilla testeilla tuotettuja tietoja suositellaan 

 

ka界ettavaksi tukevina tietoina ihoa herkistavien (YK:n 11S -jarjestelman / CLP-asetuksen 

 

luokka 1) j a herkistamattimien aineiden erottelussa testauksen j a arvioinnin yhdennettyj en 

 

lahestymistapojen (IATA) mukaisesti yhdistamalla ne muihin taydentaviin tietoihin. Ne 

 

voivat olla tietoja, jotka on saatu in vitro -testeilla, joissa tutkitaan ihon herkistymisen 

 

haittavaikutusreitin muita keskeisia tapahtumia, seka testitt6milla menetelmilla, joihin 

 

kuuluu muun muassa interpolointi (read-across) samankaltaisista kemikaaleista (13). 

 

Esimerkkeja naila testeilla tuotettujen tietojen ka界6sta maaritettyjen lahestymistapojen 

 

(jotka on standardoitu seka kaメettavien tiedonlahteiden etta ennusteiden johtamisess a 

 

tietoihin sovellettavien menettelyjen osalta) mukaisesti on julkaistu (13), ja niita voidaan 

 

kayttaa hyidyllisina elementteina lATAn mukaisesti. 

 

8. Tassa testimenetelmassa kuvattuja testeja ei voida kayttaa yksinaan ihoa herkistavien 

 

aineiden luokittelemiseen YK:n G1S-jarjestelman / CLP-asetuksen alaluokkiin lA ja lB 

 

(ne viranomaiset, jotka kayttavat naita kahta valinnaista alaluokkaa) eika niiden 

 

vaikutuksen emiustamiseen turvallisuuden arviointiin liittyvaa pat6ksentekoa varten. 

 

saantelykehyksen mukaan failla menetelmilla saatuja positiivisia tuloksia voidaan 

 

kuitenkin kayttaa yksinaan kemikaalin luokittelussa YK:n GIs-j arjestelman / CLP-

asetuksen luokkaan 1. 

 

9. TLissii testimenetelmiissii kLiメetyllii ilmauksella "testikemikaali" tarkoitetaan situ, mitui 

 

testataan1, eika ilmaus liity siihen, voidaanko testeja kayttaa yhdesta tai useammasta 

 

1Kesitkuussa 2013 pidetyssit OECD:n yhteisessii kokouksessa sovittiin, ettli ilmausta "testikemikaali" olisi 

 

kaytetta aina kun mahdollista aiempaa yhdemnukaisemmin uusissa ja paivitettavissa OECD:n testiohjeissa 

 

kuvaamaan sita, mita testataan. 
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ainesosasta koostuvien aineiden J a/tai seosten testaamiseen. lestien ka界ettavyydesta 

 

useasta ainesosasta koostuvien aineiden/seosten testaamiseen on talla hetkella niukalti 

 

tietoa (14) (15). Teknisesti testeja voidaan kuitenkin kayttaa useasta ainesosasta koostuvien 

 

aineiden ja seosten testaamiseen. Ennen kuin tata testimenetelmaa ka界etaan seoksen 

 

testaamiseen tietojen tuottamiseksi aiottuun saantelメarkoitukseen, on harkittava, antaako 

 

se asianmukaiset tulokset taran tavoitteen kannalta, ja jos antaa, miksii. Tallaista 

 

harkintaa ei tarvita, jos seoksen testaamista edellメetaan saantelyvaatimuksissa. Lisaksi 

 

useasta ainesosasta koostuvia aineita tai seoksia testattaessa pitaa ottaa huomioon 

 

s外otoksisten ainesosien mahdollinen hairitseva vaikutus havaittuihin vasteisiin. 

 

Tata virketta ehdotettiin ja se hyvaksyttiin kansallisten koordinaattorien t6ryliman kokouksessa 

 

huhtikuussa 2014. 
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IN VITRO -IHOHER ISTYS: IHMISEN SO LULINJAN PERUSTUA 

 

AKTIV OINTI T E S TI (1-CLAT, HUMAN CELL LINE ACTIVATION TEST ) 

 

ALUSTAVAT NAKOKOIDAT JA RAJOITI(SET 

 

1. h-CLAT-testissa kvanti丘oldaan muutokset niiden solujen pintamerkkiaineiden 

 

ilmentymisessa, jotka liittyvat monosyyttien ja dendriittisolujen aktivoitumisprosessiin (ts. 

 

C D86 ja C D54), ihmisen monosyyttileukemiasolulinjassa TIP-i herkistaville aineille 

 

altistuksen jalkeen (1) (2).Se n jalkeen solujen C D86- ja C D-54-pitamerkkiineiden 

 

mitattuja ilmentymistasoja kaメetaan tukemaan ihoa herkistavien ja herkistamattomien 

 

aineiden erottelua. 

 

2. h-CLAT-testi on arvioitu Euroopan vaihtoehtoisten tutkimusmenetelmien keskuksen 

 

vertailulaboratorion (EURL ECVAM) koordinoimassa validointitutkimuksessa j a sen 

 

jalkeen tehdyssa riippumattomassa vertaisarvioinnissa, joiika teki EURL ECVAMin 

 

tieteellinen neuvoa-antava komitea (ESAC). Kaikkien saatavilla olevien tutkimustietojen ja 

 

saantelyviranomaisilta j a sidosryhmilta saatujen tietojen perusteella EURL ECVAM 

 

suositteli (3), etta h-CLAT-testia kaメetaan lATAn osana tukemaan herkistavien ja 

 

herkistmatt6mien aineiden erottelua vaarojen osalta luokittelua ja merkintoja varten. 

 

Kirjallisuudessa annetaan esimerkkeja siita, miten h-CLAT-testilla saatuja tietoja on 

 

ka外etty muihin tietoihin yhdistettyina (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (ii). 

 

3. On osoitettu, etta h-CLAT on siirrettavissa sellaisten laboratorioiden valilla, joissa on 

 

kokemusta soluvilj elメekniikoista j a virtaussメometria-analyysista. Testista odotettavien 

 

ennusteiden laboratorioiden sisainen ja niiden valinen toistettavuus on 80 prosentin 

 

luokkaa (3) (12). Validointitutkimuksesta (13) j a muista julkaistuista tutkimuksista (14) 

 

saadut tulokset osoittavat, etta LLNA-testin tuloksiin verrattuna tarkkuus ihoa herkistavien 

 

aineiden (YK:n G1S-jrestelman / CLP-asetuksen luokka 1) erottamisessa 

 

herkistmatt6mista aineista on 85 prosenttia (N=142), herkkyys on 93 prosenttia (94/101) 

 

ja spesifisyys 66 prosenttia (27/41) (EURL ECVAMin tekeman uudelleenanalyysin (12) 

 

perusteella, kun otetaan huomioon kaikki olemassa oleva tiedot paitsi negatiiviset tulokset 

 

fuista kemikaaleista, joiden Log Kow -arvo on suurempi kuin 3,5 4 kohdassa kuvatun 

 

mukaisesti). h-CLAT-testista saatavat vaarat negatiiviset ennusteet koskevat 

 

todennakoisemmin kemikaaleja, joiden ihoherkistyspotentiaali on pieni tai kohtalainen 

 

(YK:n G1S-arestelman / CLP-asetuksen alaluokka lB), kuin kemikaaleja, joiden 

 

ihoherkistyspotentiaali on suuri (YK:n G1S-jarestelman / CLP-asetuksen alaluokka lA) 

 

(4) (13) (15). Yhdessa fara tiedot viittaavat siihen, etta h-CLAT-menetelmaa voidaan 

 

kayttaa apuna ihmn herkistymisvaarojen tunnistamisessa. Tassa esitetyt tarkkuusarvot, 

 

459 

 



D060575102 

 

jotka koskevat h-CLAT-menetelman ka舛t6a ainoana testina, ovat kuitenkin vain suuntaa-

antavia, silla testia pitaisi ka界taa yhdessa muiden tietolahteiden kanssa lATAn valossa ja 

 

sten mukaisesti. Lisaksi arvioitaessa ihon 

 

pitaa mielessa, etta LLNA-testi 

 

tilanteesta ihmisten osalta. 

 

tulisi 

 

yleisjohdannon 7 ja 8 kohdassa olevien 

 

herkistymiseen hittyvia elainkokeettomia menetelmia 

 

samoin kuin muut elainkokeet eivat vaittamatta taysin 

 

4. Talla hetkella saatavana olevien tietojen perusteella on osoitettu, etta h-CLAT-menetelmaa 

 

voidaan kayttaa testattaessa kemikaaleja, jotka kuuluvat moniin orgaanisiin 

 

funktionaalisiin ryhmiin, joilla on monenlaisia reaktiomekanismej a, joiden 

 

ihoherkistyspotentiaaleissa on suuria eroja (in vivo -tutkimusten mukaan) ja joilla on 

 

monenlaisia fysikaalis-kemiallisia ominaisuuksia (3) (14) (15). h-CLAT-menetelma 

 

soveltuu testikemikaaleille, jotka liukenevat tai muodostavat stabiilin dispersion (ts. 

 

kolloidin tai suspension, jossa testikemikaali ei sakkaudu tai separoidu 

 

liuottimesta/kantaj a-aineesta eri faaseihin) asianmukaisessa liuottimessa/kantaj a-aineessa 

 

(ks. 14 kohta). Testikemikaaht, joiden Log Kow -arvo on yli 3,5, antavat helposti vaaria 

 

negatiivisia tuloksia (14).S iksi fuista testikemikaaleista saatuja negatiivisia tuloksia, 

 

joiden Log Kow -arvo on yli 3,5, ei tule ottaa huomioon.Se n sijaan naista 

 

testikemikaaleista saatuja positiivisia tuloksia, joiden Log Kow -arvo on yli 3,5, voidaan 

 

kayttaa tukemaan testikemikaalin maarittamista ihoa herkistavaksi aineeksi. Lisaksi 

 

kaytetyn solulinjan rajallisen metabolointikyvyn (16) ja koeolosuhteiden vuoksi myis 

 

prohapteenit (eli aineet, jotka vaativat entsymaattista aktivointia esimerkiksi P450 - 

 

entsyymien kautta) j a prehapteenit (eli aineet, jotka hapetus aktivoi) voivat antaa h -CLAT-

testissa negatiivisia tuloksia varsinkin hapettumisvauhdin ollessa hidas (15). Fluoresoivia 

 

testikemikaalej a voidaan arvioida h-CLAT-testilla (17), mutta voimakkaasti f[uoresoivat 

 

testikemikaalit, jotka emittoivat samalla aallonpituudella kuin fluoreseiini -isotiosyanaatti 

 

(FITC) tai propidiumjodidi (PI), hairitsevat virtauss外ometrista tutkimusta, eika niita siis 

 

voida arvioida oikein FITC-konjugoituja vasta-aineita tai propidiumjodidia ka外tamalla. 

 

Tassa tapauksessa voidaan ka界taa muita fiuorokromilla leimattuja vasta-aineita tai muita 

 

sメotoksisuuden merkkiaineita, kunhan voidaan osoittaa, etta ne tuottavat samanlaiset 

 

tulokset kuin FITC-leimatut vasta-aineet (ks. 24 kohta) tai propidiumjodidi (ks. 18 kohta) 

 

esimerkiksi testaamalla patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet (lisays i ja 2). Edella 

 

esitetyn perusteella negatiivisia tuloksia on tulkittava ilmoitettujen rajoitusten valossa ja 

 

muiden tietolahteiden perusteella lATAn puitteissa. Jos voidaan osoittaa, ettei h-CLAT-

menetelma sovi ka界ettavaksi tiettyjen muiden testikemikaaliluokkien kanssa, 

 

testimenetelmaa ei pida ka界taa niihin. 

 

5. Kuten edella on todettu, h-CLAT-menetelma auttaa ihoa herkistavien ja herkistamatoemien 

 

aineiden erottelemisessa. Si ita voi kuitenkin my6s olla apua herkistyspotentiaalin (4) (5) 

 

(9) arvioinnissa, kun sita kaytetaan osana yhtenaisia lahestymistapoja, kuten lATAa.T y6ta 

 

on kuitenkin jatkettava, mieluiten ibniisista saatujen tietojen pohjalta, jotta voidaan 
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maarittaa, miten h-CLAT-menetelman tuloksia voidaan ka外taa herkistyspotentiaalin 

 

arvioinnissa. 

 

6. Maaritelmat esitetaan lisayksessa 1.1. 

 

TESTIN PERIAATE 

 

7. hCLAT-menetelma on in vitro -testi, jolla kvanti丘oidaan solun pintamerkkiaineen (CD86 

 

ja C D54) ilmentymisen muutokset ihmisen monosyyttileukemian solulinjassa (TIP-i-

solut) 24 tunnin pituisen testikemikaalille altistuksen jalkeen. Nama pintamolekyylit ovat 

 

tyypillisia monosyyttisten THP-l-solujen aktivoitumisen merkkiaineita, ja ne voivat 

 

jaijitella dendriittisolujen aktivoitumista, jolla on merkittava tehtava T -solujen 

 

virittymisessa (priming). Pintamerkkiaineiden ilmentymisen muutoksia mitataan 

 

virtauss昇ometrilla sen jalkeen, kun sulut on ensin varjatty fluorokromilla leimatuilla 

 

vasta-aineilla. Sa maan aikaan mitataan m殖s sメotoksisuus, jotta voidaan arvioida, 

 

tapahtuuko pintamerkkiaineiden ilmentymisen y l6ssaatelya (upregulation) s界otoksisuutta 

 

pienemmilla pitoisuuksilla. Pintamerkkiaineiden suhteellinen fluoresenssin intensiteetti 

 

liuotin-/kantaja-ainekontrolliin verrattuna lasketaan, ja sita ka界etaan ennustemaihna (ks. 

 

26 kohta) tukemaan herkistavien ja herkistamattomien aineiden erottelemista. 

 

PATE VYYDEN OsOITUs 

 

8. Ennen kuin laboratoriot ryhtyvat ka外tamaan tassa testimenetelman B .71 lisayksessa 

 

kuvattua testia rutiininomaisesti, niiden on osoitettava tekninen patevyytensa lisayksessa 

 

1.2 lueteltujen kymmenen patevyyden osoittamiseen tarkoitetun aineen avulla. Lisaksi 

 

testin ka界tajien on yllapidettava tietokantaa, joka sisaltaa reaktiivisuustesteista (ks. il 

 

kohta) seka positiivisista ja liuotin-/kantaja-ainekontrolleista (ks. 20-22 kohta) saadut 

 

aiemmat tiedot, ja vahvistettava naiden tietojen avulla, etta testin toistettavuus kussakin 

 

laboratoriossa sailyy pidemmalla aikavalila. 

 

MENETTELY 

 

9. Tara testi perustuu elainkokeiden vaihtoehtoisia menetelmia koskevan h-CLAT-

tietokantapalvelun (DB-ALM) protokollaan nro 158 (18). Tata protokolaa kaメettiin 

 

EURL ECVAMin koordinoimassa validointitutkimuksessa. S uosltuksena on ka舛taa tata 

 

protokollaa, kun h-CLAT-menetelma otetaan kaytt6on ja kun sita ka界etaan laboratoriossa. 

 

Jaij empana kuvataan h-CLAT-menetelman keskeiset osat j a menettelyt. Menetelmassa on 

 

kaksi vaihetta:anno kenllld'iritノststi ja D86:n/D54: i linenliien nittaalllinen. 

 

SOluen valmistelu 
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il. h-CLAT-menetelmassa on ka界ettava ihmisen monosyyttileukemiasoluista koostuvaa 

 

korkeatasoisesta 

 

solulinjaa (TIP-i). So 1ut (TIB1202TM) on suositeltavaa hankkia 

 

solupankista, jollainen on esimerkiksi American Type Culture Collection. 

 

il. TIP-i-soluja viljellaan (olosuhteet: 37。 C, hiilidioksidipitoisuus 5 %, kosteutettu ilma) 

 

RPM'- i 640-kasVatusluoksessa, johon on lisatty 10 % naudan s ikl6n veresta valmistettua 

 

seerumia (FBS), 0,05 mM 2-merkaptoetanolia, 100 ksikk6/ml penisilliinia ja 100 ig/n1 

 

streptomysiinia. Penisilliinin ja streptomysiinin ka界ti kasvatusliuoksessa voidaan Va ltt. 

 

Sii na tapauksessa kayttajien on kuitenkin varmistettava, ettei antibiiottien puuttuminen 

 

kasvatusliuoksesta vaikuta tuloksiin, esimerkiksi testaamalla lisayksessa 1.2 luetellut 

 

patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet. Jotta kontaminaation riski pidetaan 

 

mahdollisimman pienena, on noudatettava hyvia soluviljelyka界antija riippumatta siita, 

 

onko soluviljelyliuoksessa antibiootteja vai ei. TIP-i-solut kylvetaan tavallisesti 2-3 

 

paivan valein tiheメeen 0,1-0,2 x 106 solua!ml. Niita on yllapidettava tiheydella 0,i-1,0× 

 

106 solua/mi. Ennen kuin soluja kaメetaan testauksessa, niiden laatu on varmistettava 

 

tekemalla reaktiivisuustesti. S olujen reaktiivisuustesti on tehtava kaメtamalla positiivisia 

 

kontrolleja, (2,4-dinitrokloorib etseeni (DNCB) (CAS-nro 97-00-7, puhtaus と 99 %) ja 

 

nikkelisulfaatti (NiS04) (CAS-nro hoiol-97-0, puhtaus ? 99 %)) ja negatiivista kontrollia 

 

(maitohappo (CAS-nro 50-21-5, puhtaus ? 85 %)), kahden viikon kuluessa sulatuksesta. 

 

Se ka DNCB:n etta NiS04:n pitaisi tuottaa positiivinen vaste seka CD86- etta CD54-

pintamerkkiaineille, ja maitohapon pitaisi tuottaa negatiivinen vaste niille kummallekin. 

 

Testissa saa kaメtaa vain soluja, jotka lapaisevat reaktiivisuustestin.S o1uja voidaan 

 

kasvattaa enintaan kaksi kuukautta sulatuksen jalkeen.Si irrostuksia saa olla enintaan 30. 

 

Reaktiivisuustesti on tehtava 20-24 kohdassa kuvattujen menettelyjen mukaisesti. 

 

12. Testausta varten TIP-1-solujen kylv6tiheyden on oltava joko 0,1 x 106 solua/ml tai 0,2 x 

 

106 solua/rl, ja niita on esiviljeltava viljelypulloissa joko 72 tai 48 tuntia. On tarkeaa, etta 

 

solujen tiheys on viijelypullossa mahdollisimman tasainen heti esiviljelyn jalkeen 

 

jokaisessa kokeessa (kayttamalla jompaakumpaa edella esitetyista esiviljelyehdoista), 

 

koska solujen tiheys viijelypullossa heti esiviijelyn jalkeen voi vaikuttaa allergeenien 

 

aiheuttamaan CD86:n/CD54:n ilmentymiseen (19). Testauspaivana viijelypullosta otetut 

 

solut on resuspendoitava tuoreella kasvatusliuoksella tihe界een 2 x 106 solua/ml.se n 

 

jtlkeen solut jaetaan 24-koppaiselle tasapohjaiselle levylle (500 i1) (1 x 106 

 

s olua/koppa) tai 96-kuornaisele tasapohiaiselle levylle (80u l (L6 x1 05 s olua/kuoD1a). 

 

pitoisuus, jolla 

 

liuotin ー/kant可aー 

 

D86:/D54: 

 

Annoksenm艦ritstesti 

 

13.Jnno ke mll d&ritノststill maaritetaan CV75 -arvo eli se testikemikaalin 

 

solujen elinkyvyksi (CV, cell viability) saadaan 75 prosenttia verrattuna 

 

ainekontrolliin. CV75 -arvon avulla maaritetaan testikemikaalien pitoisuus 

 

ilmentymisen mittauksessa (ks. 20-24 kohta). 
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Testikemiんalien ja肋nt0lliaineidn valinistelu 

 

14. Testikemikaalit ja kontrolliaineet valmistetaan testipaivana. h-CLAT-menetelmassa 

 

testikemikaalit liuotetaan tai dispergoidaan stabiilisti (ks.my6 s 4 kohta) suolaliuokseen tai 

 

kasvatusliuokseen ensimmaisena liuotin-/kantaj a-ainevaihtoehtona tai 

 

dimetyylisuifoksidiin (D1S0,と puhtaus 99 %) toisena liuotin-/kantaj a-ainevaihtoehtona, 

 

jos testikemikaali ei liukene tai muodista stabiilia dispersiota kahdessa ensin mainitussa 

 

liuottimessa/kantaj a-aineessa. Lopulliset pitoisuudet ovat 100 mg/ml (suolaliuoksessa tai 

 

kasvatusliuoksessa) tai 500 mg/ml (D1S0:ssa). Muita kuin edella mainittuja 

 

liuottimia/kantaja-aineita voidaan ka外taa, jos sille on riittavat tieteelliset perustelut. 

 

Testikemikaalin stabiilisuus lopullisessa liuottimessa/kantaj a-aineessa on otettava 

 

huomioon. 

 

15. Laimentaminen on tehtava seuraavien vaiheiden mukaisesti aloittamalla testikemikaalien 

 

varastoliuospitoisuuksista 100 mg/ml (suolahuos tai kasvatusliuos) tai 500 mg/ml 

 

(D1S0): 

 

Liuottimena!kantaja-aineena suolaliuos tai kasvatusliuos: Valmistetaan kahdeksan 

 

varastoliuosta (kahdeksan pitoisuutta) kaksinkertaisella sari alaimermoksella asianmukaista 

 

liuotinta/kantaja-ainetta kayttamalla. Nama varastoliuokset laimennetaan sen jalkeen 50-

kertaisesti kasvatusliuokseen (ty6iuokset). Jos levyn suurin loppupitoisuus 1 000 ig/m1 ei 

 

ole toksinen, enimmaispitoisuus on maaritettava uudelleen tekemalla uusi 

 

sytotoksisuustesti. Levyn loppupitoisuus saa olla enintaan 5 000 ig/l suolaliuokseen tai 

 

kasvatusliuokseen liueimeiden tai stabiilisti dispergoituneiden testikemikaalien 

 

yhte皿essa. 

 

Liuottimena!kantaja-aineena DMSO: Valmistetaan kahdeksan varastoliuosta (kahdeksan 

 

pitoisuutta) kaksinkertaisetla sarjataimennoksella asianmukaista liuotinta/kantaj a- ainetta 

 

kayttamalla. Nama varastoliuokset laimennetaan sen jalkeen 250-kertaisesti 

 

kasvatusliuokseen (tyiliuokset). Levyn enimmaispitoisuus saa olla enintaan 1 000 .tg/nl, 

 

vaikka tara Ditoisuus ei olisi toksinen. 

 

stukseen siten, etta levylla olevaan TIP- 1-solususpensioon 

 

s tyiliuosta (ks. myis 17 kohta), jotta saadaan viela toinen 

 

(levyn loppupitoisuus vaihtelee yleensa valilla 7,81-1 000 

 

Mメetaan alti 

 

suuri tilavuu 

 

kaksinkertainen laimennos 

 

jig/mi). 

 

16. h-CLAT-menetelmassa kaytettava liuotin-/kantaja-ainekontrolli on kasvatusluos (ne 

 

testikemikaalit, jotka liuotetaan tai dispergoidaan stabiilisti (ks. 4 kohta) joko 

 

kasvatusliuokseen tai suolaliuokseen) tai DMSO (ne testikemikaalit, jotka liuotetaan tai 

 

dispergoidaan stabiilisti D1S0:hon), ja levylla testattava yksi loppupitoisuus on 0,2 

 

prosenttia. Talle kontrollille tehdaan samat laimennokset kuin ty6iiuoksille (ks. 15 kohta). 
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Testikemiんalien ja肋ntolliaineidn applikointi 

 

17. Kasvatusliuos tai tydliuokset (ks. 15 ja 16 kohta) sekoitetaan suhteessa 1:1 (v/v) 

 

solususpensioihin, jotka on valmistettu 24- tai 96-kuoppaisella tasapohjaisella levylla (ks. 

 

12 kohta). Kasitell界 levメ inkuboidaan 24士0,5 tuntia 37。 C:ssa (hiilidioksidipitoisuus 5 

 

%). Haihtuvien testikemikaahen hoyrystymista ja testikemikaalien aiheuttamaa kuoppien 

 

vaista ristikontaminaatiota on valtettava esimerkiksi peittamalla levy kalvolla ennen 

 

inkubointia testikemikaalien kanssa (20). 

 

Propidiu可odidi(1ソ）ーvdグめ; 

 

18. Altistuksen (24士0,5 h) jalkeen sulut siirretaan nayteputkiin ja kerataan sentrifugoimalla. 

 

S upernatantit havitetaan ja loput solut resuspendoidaan 200 tl:lla (96-kuoppainen levy) tai 

 

600 F l:lla (24-kuoppainen levy) fosfaattipuskuroitua suolaliuosta, joka sisaltaa 0,1 - 

 

prosenttista naudan seerumin albumiinia (varjayspuskuria). So lususpensiosta 200 il 

 

siirretaan 96-koppaiselle pyireapohjaiselle levylle (96 kuopan osalta) tai mikroputkiin 

 

(24 kuopan osalta) ja pestaan kahdesti 200 F l:lla (96 kuopan osalta) tai 600 ui:lla (24 

 

kuopan osalta) vari ayspuskuria. Lopuksi sulut resuspendoidaan vari ayspuskuriin (esim. 

 

400 i1) ja PI-liuosta lisataan (esim. 20 i1) (esimerkki: PI-liuoksen loppupitoisuus on 0,625 

 

ig/ml). Muita sメotoksisuuden merkkiaineita, kuten 7-aminoaktinomysiini D:ta (7-AAD) 

 

ja trypaanisinista tms., voidaan kaメtaa, jos vaihtoehtoisiila varjaysaineilla voidaan osoittaa 

 

saatavan samanlaisia tuloksia kuin PI-liuokseila, esimerkiksi testaamalla lisayksessa 1.2 

 

luetelut p tevVVden osoittamiseen tarkoitetut aineet. 

 

tometrial切aCV75-arvon l iddrittlllinen 

 

analysoidaan virtaussメometrila kanavalla FL -3. Yhteensa 

 

みtoto為iuudn mittaus virtaussy 

 

19. Propidiumjodidin kertyma 

 

kerataan 10 000 elavaa solua (PI-negatiivinen). S o1uen elinkyky voidaan laskea 

 

seuraavalla s昇ometrianalyysiohjelman yhtl6ll. Jos solujen elinkyky on pieni, on 

 

kerattava enintaan 30 000 solua, my6s kuolleita soluja. Vaihtoehtoisesti tiedot voidaan 

 

kerata minuutin kuluttua analyysin aloittamisesta. 

 

X 100 

 

Ela vien solujen maara 

 

Kerattyjen solujen kokonaisln狙ra 

 

So1Un elinkyky= 

 

CV75-arvo (ks. 13 kohta), eli pitoisuus, jolla 75 prosenttia THP-1-soluista jaa eloon (25 

 

prosentin sメotoksisuus), lasketaan log-lineaarisella interpolaatiolla kayttaen seuraavaa 

 

yhtal6: 

 

(75一c)xLog(b）一（75一a)xLog(d) 

 

a-c 

 

Log C V75 = 

 

Jossa: 

 

a on solujen elinkyvyn minimiarvo, joka on enemman kuin 75 prosenttia 

 

c on solujen elinkyvyn maksimiarvo, joka on vahemman kuin 75 prosenttia 
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b ja d ovat pitoisuudet, jotka osoittavat solujen eliiikykyarvot a ja c. 
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CV 75-arvon johtamisessa voidaan kayttaa m6s muita lahestymistapoja, kunhan voidaan 

 

osoittaa, ettei se vaikuta tuloksiin (esimerkiksi testaamalla patevyyden osoittamiseen 

 

tarkoitettuja aineita). 

 

CD86:n/CD54:n ilmentymisen mittaaminen 

 

ルstikemikaalienja kontrolliaineiden valmisteん 

 

20. Testikemikaalit liuotetaan tai dispergoidaan stabiilisti as ianmukaiseen liuottimeen/kantaj a - 

 

aineeseen (suolaliuos, kasvatusliuos tai D1S0; ks. 14 kohta). Testikemikaalit 

 

laimennetaan ensin pitoisuuteen, joka vastaa 100 -kertaisesti (suolaliuoksen tai 

 

kasvatusliuoksen hteydessa) tai 500-kertaisesti (D1S0:n osalta) 1,2 xC V75 -arvoa, joka 

 

on maaritetty annoksenmddritノstestissd (ks. 19 kohta). Jos C V75 -arvoa ei voida maarittaa 

 

(ts. jos anno kenm'dritノststおsd ei havaita riittavaa sytotoksisuutta), alkupitoisuutena on 

 

kaytettava testikemikaalin suurinta liukoista tai stabiilisti dispergoitua pitoisuutta, joka on 

 

valmistettu kullakin liuottimeia/kantaj a-aineella. Levyn loppupitoisuus saa kuitenkin olla 

 

enintaan 5 000 ig/ml (suolaliuoksen tai kasvatusliuoksen yhteydessa) tai 1 000 ig/ml 

 

(D1S0:n yhteydessa).S en jalkeen tehdaan 1,2-kertaiset sarjalaimennokset kayttamala 

 

asianmukaista liuotinta/kantaj a-ainetta, jotta saadaan varastoliuokset (kahdeksan 

 

pitoisuutta valilla 100x1,2 x C V75 - 100x0,335 x CV 75 (suolaliuoksen tai 

 

kasvatusliuoksen yhteydessa) tai valilla 500x1,2 xCV 7S - 500x0,335 xCV 7S (D1S0:n 

 

yhteydessa)), jotka testataan h-CLAT-menetelmalla (ks. esimerkki annosteluohjeesta DB-

ALI-protokollasta nro 158). S euraavaksi varastoliuokset laimennetaan viela 50-

kertaiseksi (suolaliuoksen tai kasvatusliuoksen yhteydessa) tai 250 -kertaiseksi (D1S0 :n 

 

yhteydessa) kasvatusliuokseen (tyliuokset). Naita ty6liuoksia ka界etaan altistuksessa, ja 

 

levyla ka界etaan lopullista laimennuskerrointa, joka on 2. Ji5 tulokset eivat taメa kohdassa 

 

29 ja 30 kuvattuja hyvaksymisperusteita solujen elinkyvyn osalta,anno ken m&ritystesti 

 

voidaan toistaa, jotta CV 75-arvo voidaan maarittaa tarkemmin. C D86:i'CD54: 

 

ilmentymisen mittauksessa voidaan kayttaa vain 24-kuoDpaisia levvi . 

 

21. Liuotin-/kantaja-ainekontrolli valmistetaan 16 kohdassa kuvatula tavalla. h-CLAT-

menetelmassa ka界ettava positiivinen kontrolli on DNCB (ks. 11 kohta), josta valmistetaan 
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varastoliuokset D1S0:ssa. Ne laimennetaan 20 kohdassa varastoliuosten osalta kuvatun 

 

mukaisesti. D86:n/D54:n limenかmisen mittaamisessa DNCB:ta tulee ka界taa 

 

positiivisena kontrollina yhtena loppupitoisuutena levylla (yleensa 4,0 p g/ml). Jotta 

 

DNCB:n pitoisuudeksi levylle saadaan 4,0 ig/ml, valmistetaan varastoliuos, joka sisaltaa 2 

 

mg/ml DNCB:ta D1S0:ssa, ja tara hiuis laimennetaan 250-kertaiseksi kasvatusliuoksella 

 

siten, etta lopputuloksena on t殖liuos, jonka pitoisuus on 8 ig/ml. Vaihtoehtoisesti 

 

positiivisen kontrollin pitoisuutena voidaan kaメtaa DNCB:n CV 75 -arvoa, joka 

 

maaritetaan jokaisessa testilaitoksessa. Myis muita sopivia positiivisia kontrolleja voidaan 

 

kayttaa, jos saatavana on aikaisempia tietoja, joista voidaan johtaa vertailukelpoiset ajon 

 

hyvaksymisperusteet. Positiivisten kontrollien osalta levyn loppupitoisuus saa kuitenkin 

 

olla enintaan 5 000 ig/nl (suolahiuoksen tai kasvatushiuoksen yhteydessa) tai 1 000 tg/111l 

 

(D1S0:n yhteydessa). Ajon hyvaksymisperusteet ovat samat kuin testikemikaalille 

 

kuvatut (ks. 29 kohta), lukuun ottamatta viimeista hyvaksymispemstetta, silla positiivinen 

 

kontrolli testataan yhtena pitoisuutena. 

 

Testikemikaalienja kontroiiiaineiden appiikointi 

 

22. Jokaisesta testikemikaahista ja kontrolliaineesta tarvitaan yksi koe, jotta saadaan ennuste. 

 

Jokainen koe koostuu vahintaan kahdesta itsenaisesta ajosta, joissa mitataan 

 

D86:/D54: iimentymistd (ks. 26-28 kohta). Kukin itsenainen ajo tehdaan eri paivana 

 

tai samana paivana, kunhan a) jokaiseen ajoin valmistetaan riippumattomat tuoreet 

 

varastohiuokset ja ty6liuokset testikemikaalista ja vasta-aineliuokset ja b) jokaisessa ajossa 

 

kaytetaan itsenaisia kerattyja soluja (ts. solut kerataan eri viljelypulloista), mutta solut 

 

voivat kuitenkin olla peraisin samasta siirrostuksesta. Testikemikaaleista ja 

 

kontrolhiaineista valmistettuihin ty6liuoksiin (500 til) sekoitetaan 500 il suspendoituja 

 

soluja (1x106 solua) suhteessa 1:1,ja soluja inkuboidaan 24士0,5 h, kuten 2OJa 21 kohdassa 

 

on selostettu. Jokaisessa ajossa riittaa yksi rinnakkaisna界e testikemikaalin ja 

 

kontrolhiaineen kustakin pitoisuudesta, koska ennuste tehdaan vahintaan kahden itsenaisen 

 

aion ierusteella. 

 

SO何en vrjdysja analyysi 

 

23. Altistuksen (24士0,5 h) jalkeen solut siirretaan 24-kuoppaiselta levylta naメeputkiin ja 

 

kerataan sentrifugoimalla. S en jalkeen ne pestaan kahdesti 1 ml:lla varjayspuskuria 

 

(tarvittaessa pesukertoja voidaan hisata). Pesun jalkeen solut estetaan 600 iil:lla estoliuosta 

 

(varjayspuskuri, joka sisaltaa 0,01 prosenttia (w/v) globuliinia (Cohn-fraktio II, III, 

 

ihminen; sIGMA, nro G2388-l OG tai vastaava)) ja inkuboidaan 4。 C:ssa 15 minuutin ajan. 

 

Estamisen jalkeen solut jaetaan kolmeen 180 i1:n alikvoottiin 96-kuoppaiselle 

 

py6repoh ais elle levylle tai mikroputkeen. 

 

24.S entrifugoinnin jalkeen solut varjataan 50 .tl:lla FITC-leimattua a nti-CD86:ta, anti-

C D54:aa tai huiren IgG1-isotyypin vasta-aineilla 4。C :ssa 30 minuutin ajan. h-CLAT-
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menetelman DB-ALM-protokollassa nro 158 (18) kuvattuja vasta-aineita on ka界ettava 

 

laimentamalla ne suhteeseen 3:25 v/v (CD86 (BD-Pharlingen, nro 555657; klooni: Fun-

1)) tai suhteeseen 3:50 v/v (CD54 (DAKO, nro F7143; klooni: 6.5B5) ja IgGi (DAKO, nro 

 

X0927)) varjayspuskurilla. Testin kehittajat ovat maarittaneet fara vasta-aineiden 

 

laimennuskertoimet sellaisiksi, etta ne tuottavat parhaan signaali-kohinasuhteen. Testin 

 

kehittajien kokemuksen perusteella vasta-aineiden fluoresenssin intensiteetti on yleensa 

 

yhdenmukainen enien valilla. Kayttajat voivat kuitenkin maarittaa parhaat 

 

kayttdpitoisuudet titraamalla vasta-aineet omissa laboratorio-olosuhteissaan tarvittaessa. 

 

Muita fluirokromilla leimattuja a nti-CD86- ja/tai a nti-CD54-vasta-aineita voidaan ka界taa, 

 

jos niiden voidaan osoittaa tuottavan samanlaisia tuloksia kuin FITC-konjugoidut vasta-

aineet, esimerkiksi testaamalla lisayksessa 1.2 luetellut patevyyden osoittamiseen 

 

tarkoitetut aineet. On huomattava, etta h-CLAT-menetelman DB-ALM-protokoiassa 158 

 

(18) kuvatun kloonin tai vasta-aineen toimittajan vaihtaminen voi vaikuttaa tuloksiin. Kun 

 

suut on pesty vahintaan kaksi kertaa 150 .tl:lla varjayspuskuria, ne resuspendoidaan 

 

varjayspuskuriin (esim. 400 tl), ja siihen lisataan PI-liuosta (esim. 20 l, jotta saadaan 

 

loppupitoisuus 0,625 ig/ml) tai muuta sメotoksisuuden merkkiaineliuosta (ks. 18 kohta). 

 

CD86:n ja C D54:n ilmentymistasot seka solujen elinkyky analysoidaan virtauss界ometrin 

 

avulla. 

 

TIEDOT JA RAPORTOINTI 

 

Tietojen arviointi 

 

25.C D86:n ja C D54:n ilmentyminen analysoidaan virtauss界ometrilla kanavalla FL-i. 

 

Fluoresenssin intensiteetin geometrisen keskiarvon (MFl) perusteella lasketaan C D86 :n ja 

 

C D54:n suhteellinen fluoresenssin intensiteetti (RFI) positiivisen kontrollin (ctrl) solujen 

 

ja kemikaalilla kasiteltyjen solujen osalta seuraavalla htl6ll: 

 

X 100 

 

keirnkaalilla kas itellyn sulun MFl - kemikaalilla kas iteUyn zsotooppikontrolltsolujen IFl 

 

Uuottn- tat kantaja-ainekas. kontr.solujen MFl - Ituotin-tal kantaja-ainekas. tsotoopptkontr.sol.MFI 

 

RFI = 

 

lyis solujen elinkyky - isotyyppikontrollin (ctrl) soluista (jotka on varjatty huiren IgGi-
isotyypin vasta-aineilla) lasketaan 19 kohdassa kuvatulla yhtalolla. 

 

Ennustemalli 

 

26. D86./D54. ilmentymisen mittaamisessa jokainen testikemikaali testataan vahintaan 

 

kahdessa itsenaisessa ajossa, jotta saadaan yksi ennuste (POSITIIVINEN tai 

 

NEGATIIVINEN). h-CLAT-ennusteen katsotaan olevan POsITIIVINEN, jos vahintaan 

 

yksi seuraavista ehdoista taメtyy joko kummassakin kahdesta ajusta tai vahintaan kahdessa 

 

kolmesta itsenaisesta ajosta. Muussa tapauksessa h-CLAT-ennusteen katsotaan olevan 

 

NEGATIIViNEN (kuvio i): 
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C D86:n RFI 

 

pitoisuudella 

 

on yhta suuri tai suurempi kuin 150 prosenttia mula t 

 

(kun solujen elinkyky onと 50 %). 

 

C D54:n RFI on yhta 

 

pitoisuudella (kun 

 

27. Taran perusteella 

 

suuri 

 

tai suurempi kuin 200 prosenttia mula t 

 

solujen elinkyky on ? 50 %). 

 

on siis niin 

 

sa testatulla 

 

sa testatulla 

 

如 
加 

 

血 
曲 

 

etta jos e nsinnaiset kaksi ajoa antavat kumpainenkin 

 

positiivisen tuloksen C D86:lle ja/tai C D54:lle, h-CLAT-emiusteen katsotaan olevan 

 

POSITIIVINEN eika kolmatta ajoa tarvitse tehda. Vastaavasti jos ensimmaiset kaksi ajoa 

 

antavat negatiivisen tuloksen kummankin merkkiaineen osalta, h -CLAT-ennusteen 

 

katsotaan olevan NEGATIIViNEN (30 kohdan maaraykset asianmukaisesti huomioon 

 

ottaen) eika kolmatta ajoa tarvita. Jos ensimmaiset kaksi ajoa eivat kuitenkaan ole 

 

johdonmukaisia vahintaan jommankumman merkkiaineen osalta (CD54 tai C D86), on 

 

tehtava kolmas ajo ja lopullinen ennuste perustuu siihen, mika on kolmen itsenaisen ajon 

 

enemmist6tulos (eli kaksi ajoa kolmesta). Talta osin on todettava, etta jos tehdaan kaksi 

 

itsenaista ajoa ja toinen antaa positiivisen tuloksen vain C D86:lle (jaljempana P i)ja toinen 

 

antaa positiivisen tuloksen vain C DS4:lle (jaljempana P2), on tehtava kolmas ajo. Jos 

 

kolmas ajo antaa negatiivisen tuloksen kummallekin merkkiaineelle (jaijempana N), h-

CLAT-ennusteen katsotaan olevan NEGATIVLNEN. Toisaalta jos kolmas ajo antaa 

 

positiivisen tuloksen jommallekummalle merkkiaineelle (P i tai P2) tai kummallekin 

 

merkkiaineelle (ialiempana Pi2\ h-CLAT-ennusteen katsotaan olevan POsITIIViNEN. 

 

Kuva 1: h-CLAT-menetelmassa kaytetty clm ustcmlll. h-CLAT-clmustctta pitaa tarkastella lATAn ja 

 

ylclsohdainon 7 ja 8 kohtien m rystcn valossa. 
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Kaksi 

 

enSimmiSt谷 

 

sj os 

 

l 

 

4 

 

Kolmas ajo 

 

4 

 

P12&N&N # 

 

Pl & N & N 

 

P2 & N & N 

 

P1 & P2 & N 

 

N EGATI IVI N EN 

 

4 

 

p12&pl&p2 # 

 

Pl & Pl& P2 

 

pl & P2 & P2 

 

P12 & P12 & N 

 

P12 & P1 & N 

 

P12 & P2& N 

 

P1 & Pl & N 

 

Pフ＆Pフ＆N 

 

POSITIIVINEN 

 

厳1后I 

 

ensimmdistd 

 

ajoa 

 

4 

 

N&N 

 

v 

 

Kolmatta ajoa 

 

ei tarvita 

 

NEGATIIVINEN 

 

l 

 

P12&P12 * 

 

pli & Pl 

 

p12& P2 

 

pl & Pl 

 

p2 & p2 

 

v 

 

Kolmatta ajoa 

 

ei tarvita 

 

POSITIIVINEN 

 

Pi: ajon tulos: vain C D86 positiivinen; P2: ajon tulos: vain C D54 positiivinen; P12: ajon tulos: sek C D86 etta C D54 

 

positiivinen; N: ajon tulos: sek C D86 etta C D54 negatiivinen. 

 

*Laatikoissa naytetaan asiaiimukaiset yhdistelmat ensinimaisen kahden ajon tuloksista riippumatta jarjestyksesta, jossa 

 

ne on voitu saada. 

 

#Laatikoissa naytettiiin asianmukaiset yhdistelmat kolmen ajon tuloksista ensirnmaisesta kahdesta ajosta saatujen ja 

 

edellisessa laatikossa naytettyjen tulosten perusteella. Namikan eivat kuvasta sita jarjestysta, jossa ne on voitu saada. 

 

28. Niille testikemikaaleille, joiden on ennustettu olevan POSITIIVISIA h-CLAT-

menetelmalla, voidaan haluttaessa maarittaa kaksi vaikuttavaa pitoisuutta (BC) (BC 150-

arvo C D86:lle ja EC 200-arvo CD54:lle). Tara on siis se pitoisuus, jolla testikemikaalit 

 

indusoivat RFI-arvon 150 tai 200. Naista EC-arvoista voi olla apua my6s 
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herkistyspotentiaalin (9) arvioinrnssa, kun sita kaメetaan osana yhtenaisia 

 

lahestymistapoja, kuten IATAa (4) (5) (6) (7) (8). Ne voidaan laskea seuraavilla htal61lla: 

 

EC150 (for c D86)=Bpit+[(150一BRFI)ノ（ARFl一BRFI)×(Ap1',一Bp1t)] 

 

Ec 200 (for CD 54)=Bpit+[(200一BR FI)ノ（ARFl一βRFi)×(Apl',一BpLt)] 

 

jossa 

 

与lt on pienin pitoisuus ksik6ssa gig/mi, kun RFI> 150 (CD86) tai 200 (CD54) 

 

Bp 1t on suurin pitoisuus ksik6ssa ig/ml, kun RFI< 150 (CD86) tai 200 (CD54) 

 

A pFI on RFI pienimmalla pitoisuudella, kun RFI> 150 (CD86) tai 200 (CD54) 

 

BRFI on Ri suurimmalla pitoisuudela, kun kF'< 150 (CD86) tai 200 (CD54) 

 

Jos halutaan tarkemmat EC1SO- ja EC 200-arvot, D86:n/D54:n ilmentynilsen 

 

mittaamisessa voidaan tarvita kolme itsenaista ajoa. Lopuliset EC1SO- ja EC 200-arvot 

 

maaritetaan kolmesta itsenaisesta ajosta laskettujen EC-arvon mediaaniksi. Jos vain kaksi 

 

kolmesta itsenaisesta ajosta tayttaa positiivisen tuloksen kriteerit (ks. 26 ja 27 kohta), 

 

kahdesta lasketusta EC1SO- tai EC 200-arVoista hyvaks界aan suurempi arvo. 

 

Iyviiksymisperusteet 

 

29.S euraavien hyvaksymisperusteiden on ta界界tava h-CLAT-menetelmaa ka界ettaessa (22) 

 

(27). 

 

Kasvatusliuos- j a liuotin-/kantaja-ainekontrollien soluj en elinkyvyn pitaa olla suurempi 

 

kuin 90 prosenttia. 

 

Liuotin-/kantaja-ainekontrollissa seka C D86:n etta C D54:n RFI-arvot eivat saa ylittaa 

 

positiivisen tuloksen kriteereja (CD86:n kF'と 150 % ja C DS4:n kF'と 200 %). Liuotin-

/kantaja-ainekontrollin RFI-arvot lasketaan kayttamalla 25 kohdassa kuvattua yhtaloa 

 

("kemikaalin IFl" on korvattava "liuottimen/kantaja-aineen M FI:lla" ja 

 

"liuottimen/kantaj a-aineen IFl" on korvattava "(kasvatusliuos)kontrollin MFI:llLi"). 

 

S eka kasvatusliuos- etta liuotin-/kantaja-ainekontrolleissa C D86:n ja C D54:n IFI:n 

 

suhteessa isotyyppikontrolliin on oltava> 105 %. 

 

Positiivisessa kontrollissa (DNCB) seka C D86:n etta C D54:n RFI-arvojen on taメettava 

 

positiivisen tuloksen kriteerit (CD86:n kF'と 150 ja C D54:n kF'と 200), ja solujen 

 

elinkyvyn on oltava yli 50 %. 

 

Testikemikaalin osalta solujen elinkyvyn on oltava yli 50 prosenttia vahintaan neijassa 

 

testatusta pitoisuudesta iokaisessa aiossa. 
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30. Negatiiviset tulokset hyvaks舛aan vain sellai sista testikemikaaleista, joiden yhteydessa 

 

solujen elinkyky on alle 90 prosenttia suurimmalla testatulla pitoisuudella (ts. 1,2 xC V75 

 

20 kohdassa kuvatun sarjalaimennoksen mukaisesti). Jos solujen elinkyky on kaavalla 1,2 

 

xCV 75 yhta kuin tai suurempi kuin 90 prosenttia, negatiivinen tulos on hylattava. Tassa 

 

tapauksessa on suositeltavaa yrittaa tasmentaa annoksen valintaa toistamalla CV 75 - 

 

maaritys. On kuitenkin muistettava, etta kun testikemikaalin enimmaispitoisuutena testissa 

 

kaytetaan pitoisuutta 5 000 ig/ml suolaliuoksessa (tai kasvatusliuoksessa tai muissa 

 

liuottimissa/kantaja-aineissa), pitoisuutta 1 000 ig/m1 D1S0:ssa tai suurinta liukoista 

 

on yli 90 

 

elink建y 

 

on hyvaks外tava, vaikka solujen 

 

pitoisuutta, negatiivinen tulos 

 

prosenttia. 

 

Testiraportti 

 

31. Testiraportissa on esitettava seuraavat tiedot. 

 

Testikemikaah 

 

Yhdesta ainesosasta koostuva aine: 

 

kemialliset tunnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS -nimi (-nimet),CAS -numero(t), 

 

sMILEs- tai InChI-koodi, rakennekaava ja/tai muut tunnistetiedot 

 

fyysinen ulkonak6, Log Kow, vesiliukoisuus, liukoisuus dimetyylisuifoksidiin, 

 

molekyylipaino ja muut olermaiset句sikaalis-kemialliset ominaisuudet, sikali kuin tiedot 

 

ovat saatavissa 

 

puhtaus, epapuhtauksien kemialliset tunnistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on 

 

kytann6ssa mahdollista jne. 

 

tarvittaessa kasittely ennen testia (esimerkiksi lammlttaminen tai jauhaminen) 

 

testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet) 

 

sailytysolosuhteet ja stabiilius, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

liuottimenjkantai a-aineen valintanerusteet kunkin testikemikaalin osalta. 

 

Useista ainesosista koostuvat aineet, UVCB-aineet ja seokset 

 

mahdollisimman tarkka luonnehdinta, esimerkiksi kemiallinen koostumus (ks. edella), 

 

puhtaus, esiintymistiheys ja ainesosien olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet (ks. 

 

edella), sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

fyysinen ulkonakd, vesiliukoisuus, liukoisuus dimetyylisulfoksidiin ja muut olennaiset 

 

fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

471 

 



D060575102 

 

molekyyliparno tai naennainen molekyylipaino, jos kyse on seoksista/polymeereista, 

 

joiden koostumus tunnetaan, tai muita tutkimuksen tekemisen kannalta olennaisia tietoja 

 

tarvittaessa kasittely ennen testia (esimerkiksi lammittaminen tai jauhaminen) 

 

testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet) 

 

sail界ysolosuhteet ja stabiilius, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

liuottimen!kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta. 

 

Kontro llil 

 

Positiivinen kontrolli 

 

kemialliset turmistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS -nimi (-nimet),CAS -numero(t), 

 

sMILEs- tai InChI-koodi, rakemiekaava ja/tai muut tunnistetiedot 

 

fyysinen ulkonak6, Log K 0, vesiliukoisuus, liukoisuus dimetyylisuifoksidiin, 

 

molekyylipaino ja muut olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, tarvittaessa ja 

 

sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

puhtaus, epapuhtauksien kemialiset tuimistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on 

 

kaytannissa mahdollista jne. 

 

tarvittaessa kasittely ennen testia (esimerkiksi lammittaminen tai jauhaminen) 

 

testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet) 

 

sailメysolosuhteet ja stabiilius, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

tarvittaessa viittaus aiempiin positiivisten kontrollien tuloksiin, jotka kertovat sopivista 

 

ajon hyvaksymisperusteista. 

 

Negatiivinen ja liuotin-/kantaja-ainekontrolli 

 

kemialliset tinnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS -nimi (-nimet),CAS -numero(t), 

 

sMILEs- tai InChI-koodi, rakemiekaava ja/tai muut tunnistetiedot 

 

puhtaus, epapuhtauksien kemialiset tumiistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on 

 

kaytannissa mahdollista jne. 

 

fyysinen ulkonaki, molekyylipaino ja muut olemiaiset fysikaalis-kemialliset 

 

ominaisuudet, jos ka界ettavat liuottimet/kantaja-aineet ovat muita kuin testiohjeessa 

 

mainittuja ja sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

sail舛ysolosuhteet ja stabiilius, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

liuottimen/kantai a-aineen valintaDerusteet kunkin testikemikaalin osalta. 
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Tesガolosuhteet 

 

tutkimuksen teettajan nimi ja osoite, testauslaitos ja tutkimusjohtaja 

 

kuvaus kaytetysta testista 

 

kaytetty soluinja, sen sailメysolosuhteet ja lahde (esimerkiksi laitos, josta se on peraisin) 

 

kaメetty virtaussメometri (esim. malli), my6s laiteasetukset seka tiedot globuliinista, vasta-

aineista ja sメotoksisuuden merkkiaineista, joita testissa kaytettiin 

 

menettely, jolla osoitettiin laboratorion patevyys testin tekemisessa testaamalla 

 

patevyyden osoittamiseen tarkoitettuja aineita, ja menettely, jolla osoitettiin testin 

 

suorituskyvyn toistettavuus pidemmalla aikavalilla, esim. aikaisemmat kontrollitiedot 

 

ja/tai aikaisempien reaktiivisuustestien tiedot. 

 

ルstin hyvdksym isperusteet 

 

solujen elinkyky seka liuotin-/kantaj a-ainekontrollista saadut IFl- j a RFI-arvot verrattuna 

 

hyvaksyttavyysalueisiin 

 

solujen elinkyky seka positiivisesta kontrollista saadut RFI-arvot verrattuna 

 

hyvaksyttavyysalueisiin 

 

solujen elinkyky kaikilla testatun kemikaalin testatuilla pitoisuuksilla. 

 

ルst1lenetteケ 

 

tehtyjen ajojen lukumaara 

 

testikemikaalien pitoisuudet, applikointimenettely ja kaytetty altistusaika (jos se poikkeaa 

 

suosituksesta) 

 

altistuksen kesto (jos se poikkeaa suosituksesta) 

 

kuvaus kaytetyista arviointi- ja pat6skriteereista 

 

kuvaus testimenettelyj en mahdollisista muutoksista. 

 

1'i'l為et 

 

tietojen taulukointi:CV 75 (tarvittaessa), yksittaiset geometriset IFl-, RFI- ja solujen 

 

elinkykyarvot, ECl 50/EC200-arvot (tarvittaessa) testikemikaalista ja positiivisesta 

 

kontrollista jokaisesta ajosta ja tieto testikemikaalin luokituksesta ennustemallin 

 

perusteella 

 

tarvittaessa muiden olennaisten havaintojen kuvaus. 

 

Tllsten tarkasteん 

 

h-CLAt-menetelmalla saatujen tulosten tarkastelu 
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testitulosten tarkastelu lATAn valossa, jos saatavana on muita olennaisia tietoja. 

 

Pddtelmdt 
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MAARITELMAT 

 

Tarkkuus: Testitulosten ja hyvaksyttyjen vertailuarvojen valinen ero. Tarkkuus on 

 

testimenetelman suorituskyvyn mitta ja yksi merkityksellisyyden osatekij dista. Tarkkuutta 

 

j a vastaavuutta (konkordanssi) kaメetaan usein toisiaan korvaavasti tarkoittamaan testilla 

 

saatujen oikeiden tulosten osuutta (21). 

 

Alp (Adverse Outcome Pathway), haittavaikutusreitti: Tarkastelun kohteena olevan 

 

kemikaalin tai samankaltaisten kemikaalien ryhman kemiallisesta rakenteesta johtuva 

 

tapahtumasarj a molekyylitasolla tapahtuvasta kaynnistavasta tapahtumasta kiinnostuksen 

 

kohteena olevaan lopputulokseen in vivo (22). 

 

Kemikaali: Aine tai seos. 

 

CV75: Arvioitu pitoisuus, jolla solujen elinkyky on 75 prosenttia 

 

sulut virtaavat 

 

niiden osille 

 

ensin 

 

150. 

 

200. 

 

EC150: Pitoisuudet, joilla C D86:n ilmentymisen RFI-arvo on 

 

EC200: Pitoisuudet, joilla C D54:n ilmentymisen RFI-arvo on 

 

Virtaussytometria: S界ometrinen tekniikka, jossa nesteeseen suspendoidut 

 

yksi kerrallaan niihin kohdistetun valon lapi, ja valo sirottuu soluille ja 

 

ominaisella tavalla.S o1ut usein leimataan fluoresoivilla merkkiaineilla, jolloin valo 

 

absorboituu ja sen jalkeen emittoituu muuttuneilla taajuuksilla. 

 

ominaisuus, j olla on kyky aiheuttaa haitallisia 

 

(ala)populaatio altistuu kyseiselle aineelle. 

 

Vaara: Aineen tai tilanteen luontainen 

 

vaikutuksia, kun organismi, jarjestelma tai 

 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment), yhdennetty lahestymistapa 

 

testaamiseen ja arviointiin: Jasennelty lahestymistapa, jota kaytetaan kemikaalin tai 

 

kemikaaliryhman aiheuttaman vaaran tumiistamiseen (potentiaali), vaaran luonnehtimiseen 

 

(potenssi) ja/tai turvallisuuden arviointiin (potentiaali/potenssi ja altistus), kokoamalla ja 

 

punnitsemalla kaikki strategisesti keskeiset tiedot, jotta voidaan tarjota tietoa saantelyyn 

 

pemstuvaan paatdksentekoon potentiaalisesta vaarasta ja/tai riskista ja/tai tarpeesta tehda 

 

lisaa kohdennettua ja siksi mahdollisimman vahaista testausta. 

 

Kasvatusliuoskontrolli: Kasittelematdn rinnakkaisna界e, joka sisaltaa kaikki 

 

testijarjestelman osat. Tara nayte proses soidaan testikemikaalilla kasiteltyjen naytteiden ja 

 

muiden kontrollinaytteiden kanssa, jotta voidaan maarittaa, vaikuttaako liuotir/kantaj a-aine 

 

testij ari estelmaan. 

 

Seos:Se os tai huis, joka koostuu kahdesta tai useammasta aineesta. 
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Yhdesta ainesosasta koostuva aine: Aine, jossa sen kvantitatiivisen koostumuksen 

 

perusteella on vahintaan 80 painoprosenttia yhta paaainesosaa. 

 

Useasta ainesosasta koostuva aine: Aine, jossa sen kvantitatiivisen koostumuksen 

 

perusteella on useampaa kuin hti piainesosaa ja jonka ainesosien pitoisuudet ovat?: 10 

 

painoprosenttia ja < 80 painoprosenttia. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy 

 

valmistusprosessin tuloksena.Se oksen ja useasta ainesosasta koostuvan aineen valinen ero 

 

on se, etta seos saadaan aikaan sekoittamala kahta tai useampaa ainetta ilman kemiallista 

 

reaktiota. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy kemiallisen reaktion tuloksena. 

 

Positiivinen kontrolli: Rinnakkaisnayte, jossa on kaikki testijarjestelman osat ja joka on 

 

kasitelty aineella, jonka tiedetaan aiheuttavan positiivisen vasteen. Vaste ei kuitenkaan saisi 

 

olla liian voimakas, jotta positiivisen kontrollivasteen vaihtelu ajan funktiona voidaan 

 

arvioida. 

 

Prehapteenit: Kemikaalit, joista tulee herkistavia aineita abioottisen transformaation 

 

j alkeen. 

 

Prohapteenit: Kemikaalit, jotka vaativat entsymaattista aktivointia ihoa herkistavan 

 

potentiaalin kaynnistymiseen. 

 

Suhtee11inen fluoresenssin intensiteetti (RFI): Kemikaaleilla kasiteltyjen solujen 

 

fluoresenssin intensiteetin geometrisen keskiarvon suhteelliset arvot verrattuna 

 

liuottimella/kantaja-aineella kasiteltyjen solujen IFI-arvoon. 

 

Merkityksellisyys: Kuvaus testin ja halutun vaikutuksen valisesta suhteesta ja siita, onko 

 

testi tarkoituksenmukainen ja hyidyllinen tiettya tarkoitusta varten. Merkityksellisyydella 

 

tarkoitetaan sita, missa maarin testilla voidaan tarkasti mitata tai ennustaa haluttua 

 

biologista vaikutusta. Merkityksellisyyden yhteydessa on huomioitava my6s 

 

testimenetelman tarkkuus (vastaavuus) (21). 

 

Luotettavuus: Mittaa sita, miten testi voidaan toistaa samassa laboratoriossa tai eri 

 

laboratorioissa ajan my6ta kaytettaessa samaa protokollaa.S ita arvioidaan laskemalla 

 

laboratorion sisainen ja laboratorioiden valinen uusittavuus ja laboratorion sisainen 

 

toistettavuus (21). 

 

Testiajo: Testiajo koostuu yhdesta tai useammasta testikemikaalista, jotka testataan 

 

samanaikaisesti liuotin-/kantaja-ainekontroiin ja positiivisen kontrollin kanssa. 

 

Herkkyys: Niiden positiivisten/aktiivisten kemikaahen osuus, jotka on luokiteltu testissa 

 

oikein, silla mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testin tarkkuutta. Herkkyys on tarkeaa 

 

ottaa huomioon arvioitaessa testin merkityksellisyytta (21). 

 

"r読yspuskuri: Fosfaattipuskuroitu suolaliuos, joka sisaltaa 0,1 prosenttia naudan 

 

seerumin albumiini& 
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Liuotin-/kantaja-ainekontrolli: Kasi ttelemt6n nayte, jossa on testikemikaaha lukuun 

 

ottamatta kaikki testijarjestelman osat, m殖s liuotin tai kantaja-aine.S ita ka界etaan 

 

perusvastetason maarittamiseen naytteille, joissa testikemikaali on liuotettu tai dispergoitu 

 

stabiilisti samaan liuottimeenlkantaja-aineeseen. Kun tallainen nayte testataan 

 

samanaikaisesti kasvatusliuoskontrollin kanssa, se osoittaa m6s, reagoiko liuotin!kantaja-
aine testijarjestelman kanssa. 

 

Spesifisyys: Kaikkien n egtiivistei'inaktiivisten kemikaalien osuus, jotka on luokiteltu 

 

testissa oikein.Sl 11a mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testin tarkkuutta.S pesifisyys on 

 

tarkeaa ottaa huomioon arvioitaessa testin merkityksellisyytta (21). 

 

luonnossa tai 

 

sailyttamiseksi 

 

esiintyvat 

 

p邪yvyyden 

 

うt, ei kuitenkaan 

 

muuttamatta sen 

 

Aine: Aikuaine ja sen yhdisteet sellaisina kuin ne 

 

tuotettuina, mukaan luettuina aineen 

 

ja ka界etyssa prosessissa muodostuvat epapuhtaud( 

 

aineen pysyvyyteen tai 

 

tuotantomenetelmin 

 

tarvittavat lisaaineet 

 

liuottimia, jotka voidaan erottaa vaikuttamatta 

 

koostumusta. 

 

Testikemikaali: Aine tai seos, jota testataan talla testimenetelmalla. 

 

YK:n maailmanlaajuisesti yhdenmukaistettu kemikaalien luikitus- ja 

 

merkintj aries telm註 (United Nations Globally Harmonized system of Classification 

 

and Labelling of Chemicals, UN G1S): Tassa jarjestelmassa kemikaalit (aineet ja seokset) 

 

luikitellaan vakioitujen fysikaalisten seka terveys- ja ym parist6vaarojen tyyppien ja tasojen 

 

mukaisesti, ja niille osoitetaan vaaraviestinnan tuiukset, kuten kuvamerkit, huomiosanat, 

 

vaaralausekkeet, turvalausekkeet ja turvatiedotteet, jotta voidaan valittaa tietoa kemikaalien 

 

haittavaikutuksista ihmisten (m6s tyinantajien, t6ntekij 6iden, kuljetushenkilokunnan, 

 

kuluttaiien ja pelastushenkil6st6n) ja ymparistin suoielemiseksi (23). 

 

vaihtelevat aineet, kompleks it 

 

relevantti ja luotettava ti 

 

UVCB-aineet: Koostumukseltaan tuntemattomat tai 

 

reaktiotuotteet tai biologiset materiaalit. 

 

Validi testi: Testi, jonka katsotaan olevan riittavan 

 

tarkoitukseen ja joka perustuu tieteellisesti vakaisiin periaatteisiin. Mitaan testla ei voida 

 

koskaan pitaa absoluuttisesti validoituna vaan ainoastaan validoituna suhteessa maaritettyyn 

 

tarkoitukseen (21). 
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PATE VYYDEN OSO ITTAMISEEN TARKOITETUT AINEET 

 

Ennen kuin laboratorio alkaa kayttaa tata testimenetelmaa B .7 1 koskevassa lisayksessa 

 

kuvattua testia rutiininomaisesti, sen pitaa osoittaa tekninen patevyytensa saamatta 

 

odotuksennmkainen h-CLAT-ennuste kymnlenelle taulukossa 1 suositellulle patevyyden 

 

osoittamiseen tarkoitetulle amnecHe ja saamalla CV 75-,EC 150- ja EC 200-arvot, jotka ovat 

 

vastaavilla viitealueilla, ainakin kahdeksalle kymmenesta patevyyden osoittamiseen 

 

tarkoitetusta aineesta. Nama patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet on valittu 

 

edustamaan erilaisia vasteita ihon herkistymisvaaroihin. Muita valintaperusteita ovat, etta 

 

aineiden on oltava kaupallisesti saatavilla ja etta saatavilla on korkeatasoisia in vivo- ja in 

 

vitro -vertailutietoja, jotka on tuotettu h-CLAT-menetelmalla. My6s h-CLAT-menetelmasta 

 

on saatavana iulkaistuia vertailutietoi a (3) (14). 

 

Taulukko 1:S uoslte11ut aineet h-CLAT-menetelmaa koskevan teknisen patevyyden osoittamiseksi 

 

h-CLAT-tulokset 

 

C D54:n osalta 

 

(C200-vitealue 

 

ykik6ssii tg/Illl)2 

 

h-CLAT-tulokset 

 

C D86:n osalta 

 

(C150-vitealue 

 

ykik6ssii tg/ml)2 

 

C V75-
viitealue 

 

yksik6ss五 

 

.igllll2 

 

Iflvか0ー 

 

ennuste1 

 

Fysikaa-
linen 

 

olomuoto 

 

CAS-nro 

 

Ptvyyden osoittamiseen 

 

tarkoitetut aineet 

 

Positiivinen 

 

0,5-15 

 

Positiivinen 

 

⑩5-10) 

 

2-12 

 

Herkistava 

 

2,4-dinitrldooribentseeni 97-00-7 Kiintea (erittitin 

 

vimak, 

 

Negatiivinen 

 

(>1,5)3 

 

Positiivinen 

 

(<40) 

 

5-95 

 

Herkistava 

 

(voimakas) 

 

106-50-3 Kiintea 

 

4-fnleenidianiiini 

 

Positiivinen 

 

(10-100) 

 

Positiivinen 

 

(100) 

 

30-500 

 

Herkistava 

 

(kohtalainen) 

 

10101-97-0 Kiintea 

 

Nikkelisulfaatti 

 

Positiivinen 

 

(10-140) 

 

Negatiivinen 

 

(>10)3 

 

30-400 

 

Herkistava 

 

(kohtalainen) 

 

149-30-4 Kiintea 

 

2-merkptobentsotitsoli 

 

Positiivinen 

 

(250) 

 

Negatiivinen 

 

(>5)3 

 

>20 

 

Herkistv 

 

(heikko) 

 

5989-27-5 Neste 

 

取＋）ーlimoneeni 

 

Positiivinen 

 

(20-75) 

 

Negatiivinen 

 

(>5 000) 

 

Negatiivinen 

 

(>5 000) 

 

Negatiivinen 

 

(>5 000) 

 

Negatiivinen 

 

(>1 000) 

 

Positiivinen 

 

(20-90 

 

25-100 

 

Herkistava 

 

(heikko) 

 

39236-46-9 Kiintea 

 

Imidatsolidinyyliurea 

 

Negatiivinen 

 

(>5 000) 

 

67-63-0 Neste H erkist井iii谷tn >5 000 

 

Isopropanoli 

 

Negatiivinen 

 

(>5 000) 

 

56-81-5 Neste H erkisthn,htn >5 000 

 

Glyseroli 

 

Negatiivinen 

 

(>5 000) 

 

Negatiivinen 

 

(>1 000) 

 

50-21-5 Neste H erkistin,htn 1 500-5 000 

 

Maitohappo 

 

150-13-0 Kiintea H erkist井iii井tn >1 000 

 

4-aiinobentsoehappo 

 

johdetaan 

 

on 

 

Jos saadaan 

 

Lyhenteet: CAS -nro = Chemical Abstracts S ervice -rekisterinumero. 

 

In vivo -riski ja (vaikutuskykya koskevat) ennusteet perustuvat LLNA-tietoihin (3) (14). In vivo -vaikutuskyky 

 

ECETOCin ehdottamien kriteerien pohjalta (24). 

 

Aikaisenuiiin saatujen arvojen perusteella (13) (25). 

 

Aikaiseniniiii suurin osa negatiivista tuloksista on saatu tulle merkkiaineelle, ja sen takia negatiivinen talos 

 

odotuksenmukaisin. Esitetty alue maariteltiin muutaman aikaiseninim saadun positiivisen tuloksen perusteella. 
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positiivinen tulos, EC-arvon on oltava ilmoitetulla viitealueella 
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IN VITRO -IH0HER ISTYS: U937-S0LULINJA N PERUSTUA AKTIVOINTii'EsTI 

 

(U-SENSTM) 

 

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT JA RAJOITUKSET 

 

1. U~SENSTM~testissa kvantifioidaan muutokset sellaisen solun pintamerkkiaineen 

 

ilmentymisessa, joka liittyy monosyyttien ja dendriittisolujen aktivoitumisprosessiin (ts. 

 

C D86), ihmisen histiosyyttisessa lymfoomasolulinjassa U937 herkistaville aineille 

 

altistuksen jalkeen (1).S en jalkeen solulinjassa U937 C D86-pintamerkkiaineen mitattuja 

 

ilmentymistasoja kaメetaan tukemaan ihoa herkistavien ja herklstamatt6 mien aineiden 

 

erottelua. 

 

2. L~SENSTM~testi on arvioitu L'irealin koordinoimassa validointitutkimuksessa (2) ja sen 

 

j alkeen tehdyssa riippumattomassa vertaisarvioinnissa, jonka teki Euroopan 

 

vaihtoehtoisten tutkimusmenetelmien keskuksen vertailulaboratorion (EURL ECVAM) 

 

tieteellinen neuvoa-antava komitea (ESAC) (3). Kaikkien saatavilla olevien 

 

tutkimustietoj en ja saantelyviranomaisilta ja sidosryhmilta saatujen tietojen perusteella 

 

EURL ECVAM suositteli (4), etta U~SENSTM~testia kaメetaan lATAn osana tukemaan 

 

herkistavien ja herkistamatt6mien aineiden erottelua vaarojen osalta luokittelua ja 

 

merkintdja varten. Ohjeasiakirjassaan, joka koskee ihon herkistymiseen liittyvien lATAn 

 

osana kaytettyjen tietojen integrointia ja yksittaisia tiedonlahteita koskevien jasenneltyjen 

 

lahestymistapojen raportointia, OECD kasittelee lukuisia tapausselostuksia, joissa 

 

kuvataan erilaisia testausstrategioita ja ennustemallej a. Yksi erilaisista maaritetyista 

 

lahestymistavoista on U-SENS-testi (5). Esimerkkeja U~SENSTM~testilla saatujen tietojen 

 

kyt6sta muiden tietojen, mys aikaisempien tietojen ja olemassa olevien validien ihmista 

 

koskevien tietojen (6) kanssa, on raportoitu myis muualla kirjallisuudessa (4) (5) (7). 

 

3. On osoitettu, etta U~SENSTM~testi on siirrettavissa sellaisten laboratorioiden valilla, joissa 

 

on kokemusta soluvilj elytekniikoista ja virtaussytometria-analyysista. Testista odotettavien 

 

ennusteiden laboratorioiden sisainen toistettavuus on 90 prosentin ja laboratorioiden 

 

valinen toistettavuus on 84 prosentin luokkaa (8). Validointitutkimuksesta (8) ja muista 

 

julkaistuista tutkimuksista (1) saadut tulokset osoittavat, etta LLNA -testin tuloksiin 

 

verrattuna tarkkuus ihoa herkistavien aineiden (YK:n G1S-jarjestelman / CLP-asetuksen 

 

luokka 1) erottamisessa herkistamattomista aineista on 86 prosenttia (N=166), herkkyys on 

 

91 prosenttia (118/129) ja spesifisyys 65 prosenttia (24/37). Ihmisia koskeviin tuloksiin 

 

verrattuna tarkkuus ihoa herkistavien aineiden (YK:n G1S-jarjestelman / CLP-asetuksen 

 

luokka 1) erottamisessa herkistamatt6mista aineista on 77 prosenttia (N= 101), herkkyys on 

 

100 prosenttia (58/58) ja spes is、IVs 47 prosenttia (20/43). LLNA-testiin verrattuna U-
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SE NSTM~testlsta saatavat vaarat negatiiviset ennusteet koskevat todennak6lsemmin 

 

kemikaaleja, joiden ihoherkistyspotentiaali on pieni tai kohtalainen (YK:n GIs-

jarjestelman / CLP-asetuksen alaluikka lB), kuin kemikaaleja, joiden 

 

ihoherkistyspotentiaali on suuri (YK:n G1S -j arjestelman / CLP-asetuksen alaluikka iA ) 

 

(1) (8) (9). Yhdessa fara tiedot viittaavat siihen, etta U~SENSTM~testia voidaan kaメtaa 

 

apuna ihon herkistymisvaarojen tunnistamisessa. Tassa esitetメ tarkkuusarvot, jotka 

 

koskevat U~SENSTM~testin kaytt6a ainoana testina, ovat kuitenkin vain suuntaa-antavia, 

 

silla testia pitaisi ka外taa yhdessa muiden tietolahteiden kanssa 'ATAn valossa ja 

 

yleisjohdannon 7 ja 8 kohdassa olevien maaraysten mukaisesti. Lisaksi arvioitaessa ihon 

 

herkistymiseen hittyvia elainkokeettomia menetelmia tulisi pitaa mielessa, etta LLNA -testi 

 

samoin kuin muut elainkokeet eivat valttamatta taysin kerro tilanteesta ihmisten osalta. 

 

4. Talla hetkella saatavilla olevien tietojen perusteella U~SENSTM~testin osoitettiin olevan 

 

sovellettavissa testikemikaaleihin (myis kosmetiikan ainesosiin, kuten saik%ntaaineisiin, 

 

pinta-aktiivisiin aineisiin, vaikuttaviin aineisiin ja variaineisiin), jotka kattavat useita 

 

orgaanisia funktionaalisia ryhmia j a fysikaalis -kemiallisia ominaisuuksia, 

 

ihoherkistyspotentiaaleja (in vivo -tutkimuksissa maaritetyn mukaisesti) ja monenlaisia 

 

reaktiomekanismej a, joiden tiedetaan liittyvan ihon herkistymiseen (kuten Michael - 

 

akseptorit, S chiffn emaksen muodostuminen, asyylin siirtoaine, bimolekulaarinen 

 

nukleofiilinen substituutio [SN2] tai nukleo丘ihnen aromaattinen substituutio [SNAr]) (1) 

 

(8) (9) (10). U~SENSTM~testi soveltuu testikemikaaleille, jotka liukenevat tai muodostavat 

 

stabiilin dispersion (ts. kohoidin tai suspension, jossa testikemikaali ei sakkaudu tai 

 

separoidu liuottimesta/kantaj a-aineesta eri faaseihin) asianmukaisessa liuottimessa/kantaj a-

aineessa (ks. 13 kohta). U~SENSTMーtestilla ennustettiin oikein kemikaaht, jotka maaritettiin 

 

aineistossa prehapteeneiksi (aineiksi, jotka hapetus aktivoi) tai prohapteeneiksi (aineiksi, 

 

jotka vaativat entsymaattista aktivointia esimerkiksi P450 -entsyymien valityksella) (1) 

 

(10). Kalvojen toimintaa hairitsevat aineet voivat aiheuttaa vaaria positiivisia tuloksia 

 

C D86:n epaspesifisen ilmentymisen lisaantymisen vuoksi, silla kolme seitsemasta vaarasta 

 

positiivisesta tuloksesta in vivo -vertailuokituksessa oli pinta-aktiivisia aineita (1).S en 

 

vuoksi pinta-aktiivisia aineita koskeviin positiivisiin tuloksiin on syyta suhtautua 

 

varauksellisesti, kun taas niita koskevia negatiivisia tuloksia voidaan kayttaa tukena 

 

testikemikaalin maarittamisessa herkistamatt6maksi aineeksi. Fluoresoivia testikemikaaleja 

 

voidaan arvioida U~SENSTM~testilla (1), mutta voimakkaasti f[uoresoivat testikerikaalit, 

 

jotka erittoivat samalla aallonpituudella kuin fluoreseiini -isotiosyanaatti (FITC) tai 

 

propidiurjodidi (PI), hairitsevat virtaussメometrista tutkimusta, eika niita siis voida 

 

arvioida oikein FITC-konjugoituja vasta-aineita (mahdolliset vaarat negatiiviset tulokset) 

 

tai propidiurjodidia kayttamalla (solujen elinkyky ei mitattavissa). Tassa tapauksessa 

 

voidaan kayttaa muita Quorokrorilla leimattuja vasta-aineita tai muita s舛otoksisuuden 

 

merkkiaineita, kunhan voidaan osoittaa, etta ne tuottavat samanlaiset tulokset kuin FITC - 

 

leimatut vasta-aineet tai rrovidiumiodidi (ks. 18 kohta) esimerkiksi testaaralla iatevvvden 
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osoittamiseen tarkoitetut aineet (lisays 2.2). Edella esitetyn perusteella pinta-aktiivisia 

 

aineita koskevia positiivisia tuloksia ja voimakkaasti fluoresoivia testikemikaaleja 

 

koskevia negatiivisia tuloksia on tulkittava ilmoitettujen rajoitusten ja muiden 

 

tietolahteiden perusteella lATAn mukaisesti. Jos voidaan osoittaa, ettei U~SENSTM~testi 

 

sovi kaメettavaksi tiettyj en muiden testikemikaaliluokkien kanssa, sita ei pida kayttaa 

 

niihin. 

 

USENSTM~testi auttaa ihoa herkistavien ja herkistamattomien 

 

Sii ta voi kuitenkin m殖s olla apua herkistyspotentiaalin 

 

Ty6ta on 

 

maaritt狙, 

 

lahestymistapoja, kuten IATAa. 

 

tietojen pohjalta, jotta voidaan 

 

5. Kuten edella on todettu 

 

aineiden erottelemisessa. 

 

kaytetaan osana yhtenaisia 

 

mieluiten ihmisista saatujen 

 

sita 

 

arvioinnissa, kun 

 

kuitenkin j atkettava, 

 

miten U~SENSTM~testilla saatuja tuloksia voidaan kaメtaa herkistyspotentiaalin 

 

arviolnrnssa. 

 

6. Maaritelmat esitetaan lisayksessa 2.1. 

 

TESTIN PERIAATE 

 

7. U~SENSTM~testi on in vitro -testi, jolla kvantifioidaan solun pintamerkkiaineen C D86 

 

ilmentymisen muutokset ihmisen histiosyyttisessa lymfoomasolulinj assa (U93 7 -solut) 

 

45士3 tunnin pituisen testikemikaalille altistuksen jalkeen.C D86-pitamerkkiaine on yksi 

 

tyypillinen U937-soluen aktivoitumisen merkkiaine. C D86:n tiedetaan olevan stimuloiva 

 

molekyyli, joka voi jaljitella monosyyttien aktivoitumista, milla on tarkea tehtava T-

soluj en erilaistumisessa.S o1u en C D86 -pintamerkkiaineiden ilmentymisen muutoksia 

 

mitataan virtaussメometrilla sen jalkeen, kun solut on ensin varjatty fluoreseiini-

isotiosyanaatilla (FITC) leimatuilla vasta-aineilla. S amaan aikaan mitataan m殖s 

 

sytotoksisuus (ka界tamalla esimerkiksi propidiumjodidia), jotta voidaan arvioida, 

 

tapahtuuko C D86-pintamerkkiaineen ilmentymisen y l6ssぬtelya (upregulation) 

 

sメotoksisuutta pienemmilla pitoisuuksilla.C D86 -pintamerkkiaineen stimulaatioindeksi 

 

(S.!.) liuotin-/kantaja-ainekontrolliin verrattuna lasketaan, ja sita kaytetaan ennustemallina 

 

(ks. 19 kohta) tukemaan herkistavien la herkistamtt6mien aineiden erottelemista. 

 

PATE VYYDEN 0S01TUS 

 

8. Ennen kuin laboratoriot ryhtyvat kayttamaan tassa testimenetelman B .7 i lisayksessa 

 

kuvattua testia rutiininomaisesti, niiden on osoitettava tekninen patevyytensa lisayksessa 

 

2.2 lueteltujen kymmenen patevyyden osoittamiseen tarkoitetun aineen avulla in vitro - 

 

menetelmia koskevia hyvia katatja noudattaen (11). Lisaksi testin kayttajien on 

 

yllapidettava tietokantaa, joka sisaltaa reaktiivisuustesteista (ks. 11 kohta) seka 

 

positiivisista ja liuotin-/kantaja-ainekontrolleista (ks. 15 ja 16 kohta) saadut aiemmat 
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tiedot, ja vahvistettava naiden tietojen avulla, etta testin toistettavuus kussakin 

 

laboratoriossa sailyy pidemmalla aikavalilla. 

 

MENETTELY 

 

9. Tara testi perustuu elainkokeiden vaihtoehtoisia menetelmia koskevan U~SENSTMー 

 

tietokantapalvelun (DB-ALM) protokollaan nro 183 (12). Vakiomenettelyja (Standard 

 

Operating Procedures,S 0P) pitaa kayttaa, kun laboratorio ottaa U~SENSTM~testin ka外t66n 

 

ja ka外taa sita. U~SENSTM~testin tekemisessa voidaan kayttaa automatisoitua jarjestelmaa, 

 

jos voidaan osoittaa, etta se antaa samanlaiset tulokset, esimerkiksi testaamalla lisayksessa 

 

2.2 mainitut patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet. S euraavassa kuvataan U - 

 

SENSTM~testin paaosat ja menettelメ. 

 

SOl可en valmistelu 

 

10. U~SENSTM~testissa on kaytettava ihmisen histiosyyttisista lymfoomasoluista koostuvaa 

 

solulinjaa U937 (13).SO 1ut (klooni C RL1593.2) on suositeltavaa hankkia korkeatasoisesta 

 

solupankista, jollainen on esimerkiksi American Type Culture Collection. 

 

11. U937-solua viljellaan (olosuhteet: 37。 C, hiilidioksidipitoisuus 5 %, kosteutettu ilma) 

 

RPMI-1640-kasvatusliuoksessa, johon on lisatty 10 prosenttia vasikkasiki6n seerumia 

 

(FCS:aa), 2 mM L-glutamiinia, 100 ksikk6/ml penisilliinia ja 100 ig/ml streptomysiinia 

 

(valmis kasvatusliuos). U93 7-solut siirrostetaan rutiininomaisesti 2-3 paivan valein 

 

tihe昇een 1,5 tai 3 x i05 solua/ml. s olutiheys saa olla enintaan 2 x 106 solua/ml, ja solujen 

 

elinkyvyn, joka mitataan trypaanisiniseltu vriin perustuvalla poissulkemisella, tulee olla ? 

 

90 prosenttia (tata ei kuitenkaan sovelleta ensimmaiseen sulatuksen jalkeiseen 

 

siirrostukseen). Ennen testauksessa kaメtamista jokaisen solu-, FCS- tai vasta-amne-eran 

 

laatu on varmistettava tekemalla reaktiivisuustesti.S o1ujen reaktiivisuustesti on tehtava 

 

kayttamalla positiivista kontrollia eli pikryylisulfonihappoa (2,4,6 -trinitrobentseeni-

sulfonihappo: T NBS) (CAS-nro 2508-19-2, puhtaus ? 99 %) ja negatiivista kontrollia eli 

 

maitohappoa (LA) (CAS-nro 50-21-5, puhtaus ? 85 %), vahinti1in viikon kuluttua 

 

sulatuksesta. Reaktiivisuustestissa on testattava kuusi loppupitoisuutta kummastakin 

 

kahdesta kontrollista (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75 ja 100tg/nl; maitohappo: 1, 10, 20, 50, 

 

100 ja 200 ig/ml). Valmiiseen kasvatusliuokseen liuenneen T NBS:n pitaisi tuottaa 

 

positiivinen ja pitoisuuteen liittyva vaste C D86:sta (ts. kun positiivista pitoisuutta, CD86 

 

S .I.と 150, seuraa pitoisuus, jossa CD86 S .I suurenee), ja valmiiseen kasvatusliuokseen 

 

liuenneen maitohapon pitaisi tuottaa negatiivinen vaste CD86:sta (ks. 21 kohta). Testissa 

 

saa ka舛taa vain sellaista solueraa, joka lapaisi reaktiivisuustestin kaksi kertaa.S o1u 

 

voidaan kasvattaa enintaan seitseman viikkoa sulatuksen jalkeen.Sii rrostuksia saa olla 

 

enintaan 21. Reaktiivisuustesti on tehtava 18-22 kohdassa kuvattujen menettelyjen 

 

mukaisesti. 
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varten U937-soluen kylvdtiheyden on oltava joko 3 x10 5 solua/mi tai 6 x105 

 

niita on esiviijeltava viijelypulloissa joko kaksi paivaa tai yksi paiva. Muita 

 

kuvattuja esiviljelyolosuhteita voidaan kayttaa, jos sille on riittavat tieteelliset 

 

ja 

 

12. Testausta 

 

solua/mi, 

 

kuin edella 

 

perustelut ja jos niiden voidaan osoittaa tuottavan samanlaisia tuloksia, esimerkiksi 

 

testaamalla lisayksessa 2.2 luetellut patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet. 

 

Testauspaivana viリ elypullosta otetu 

 

x105 solua/mi. Se n 

 

til) (lopullinen solutiheys 0,5 x ii5 solua/kuoppa) 

 

tiheメeen 5 

 

levylle (lii 

 

Testikemikaalien ja kontrolliaineiden vaimistelu 

 

13. Liukoisuus arvioidaan ennen testausta. S ita varten testikemikaalit liu otetaan tai 

 

dispergoidaan stabiilisti pitoisuudella 50 mg/ml valmiiseen kasvatusliuokseen 

 

ensimmaisena liuotinvaihtoehtona tai dimetyylisuifoksidiin (D1S0,と , puhtaus 99 %) 

 

toisena liuotin-/kantaja-ainevaihtoehtona, jos testikemikaali ei liukene valmiista 

 

kasvatusliuoksesta kiostuvaan liuottimeen/kantaj a-aineeseen. Testauksessa testikemikaali 

 

liuotetaan loppupitoisuuteen 0,4 mg/ml valmiiseen kasvatusliuokseen, jos kemikaali 

 

liukenee tahan liuottimeen/kantaja-aineeseen. Jos kemikaali liukenee ainoastaan 

 

DMSO:hon, kemikaali liuotetaan pitoisuudella 50 mg/ml. Muita kuin edeltu mainittuja 

 

liuottimia/kantaja-aineita voidaan ka界taa, jos sille on riittavat tieteelliset perustelut. 

 

Testikemikaalin stabiilisuus lopullisessa liuottimessa/kantaja-aineessa on otettava 

 

huomioon. 

 

14. Testikemikaalit ja kontrolliaineet valmistetaan testipaivana. Koska annoksenmaaritystestia 

 

ei tehda, ensimmaisessa ajossa tulee testata kuusi loppupitoisuutta (1, 10, 20, 50, lii ja 

 

200 F g/ml) asianmukaisessa liuottimessa/kantaja-aineessa, joka on joko valmis 

 

kasvatusliuos tai 0,4-prosettinen D1S0-liuos.S e uraaviin ai oihin testikemikaaliliuoksista 

 

valmistetaan vahintaan nelja tyiliuosta (ts. vahintaan neija pitoisuutta) kaメtamalla 

 

kyseista liuotinta/kantaj a-ainetta j a aloittamalla 0,4 mg/ml -pitoisuudesta valmiissa 

 

kasvatusliuoksessa tai 50 mg/ml -pitoisuudesta D1S0:ssa. Tyiliuoksia ka昇etaan 

 

kasittelyssa siten, etta levylla olevan tyiliuoksen tilavuuteen lisataan yhta suuri tilavuus 

 

U937-solususpensiota (ks. 11 kohta edella), jotta saadaan toinen kaksinkertainen 

 

laimennos (12). Mahdollisten seuraavien ai oj en pitoisuudet (joita on oltava vahintaan 

 

neija) valitaan kaikkien aiempien ajojen yksittaisten tulosten perusteella (8). 

 

Kay tt6kelpoiset loppupitoisuudet ovat 1, 2, 3, 4, 5, 7,5, 10, 12,5, iS, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 

 

50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 ja 200 .tg/ml. S uuri loppupitoisuus on 200 

 

ig/ml. Jos C D86:sta saadaan positiivinen arvo pitoisuudela i ig/ml, sen jalkeen testataan 

 

pitoisuus 0,i ig/ml, jotta kydetaan se pitoisuus testikemikaalista, jolla C D86:n arvo ei 

 

yuita positiivisen tuloksen rajaa. Jokaisesta ajosta lasketaan EC150-arvo (pitoisuus, jolla 

 

kemikaali saavuttaa C D86:n osalta p ositiivisen rajan. joka on iSO Drosenttia, ks. i9 kohta), 
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jos C D86:sta havaitaan positiivinen pitoisuus-vaste. Jos testikemikaalin aiheuttama 

 

CD86:n positiivinen vaste ei liity pitoisuuteen, BC 150-arvon laskeminen ei vaittamatta ole 

 

oleellista, kuten U-sENsTM DB-ALM -protokollassa nro 183 on kuvattu (12). Jokaisesta 

 

ajosta lasketaan CV 70-arvo (pitoisuus, jolla kemikaali saavuttaa sメotoksisuusrajan eli 70 

 

prosenttia, ks. 19 kohta), mikali mahdollista (12). Jotta voidaan tutkia C D86-arvon 

 

suurenemisen pitoisuus-vastevaikutus, kaikki pitoisuudet kaytt6kelpoisista pitoisuuksista 

 

on valittava tasaisesti EC 1S0-arvon (tai C D86:n osalta suuriniman negatiivisen ei-

sytotoksisen pitoisuuden) ja CV70-aron (tai suurimman sallitun pitoisuuden eli 200 

 

ig/ml:n) valilta. Yhdessa ajossa on testattava vahintaan nelja pitoisuutta, joista ainakin 

 

kahden on oltava samoja kuin aiemmassa ajossa (aiemmissa ajoissa), jotta niita voidaan 

 

vertailla. 

 

15. U~SENSTM~testissa ka界ettava liuotin-/kantaja-ainekontrolli on valmis kasvatusliuos 

 

(liukenevat tai stabiilisti dispergoituvat testikemikaalit) (ks. 4 kohta) tai 0,4 -prosenttinen 

 

D1S0 valmiissa kasvatusliuoksessa (testikemikaalit, jotka liukenevat tai dispergoituvat 

 

stabiilisti D1S0:hon). 

 

16. U~SENSTM~testissa kaytettava positiivinen kontrolli on valmiiseen kasvatusliuokseen 

 

valmistettu T NBS (ks. 11 kohta).T NBS :aa on ka界ettava positiivisena kontrollina CD86:n 

 

ilmentymisen mittaamisessa lopullisena pitoisuutena levylla (50F g/ml), ja silla solujen 

 

elinkyvyn tulisi olla> 70 prosenttia. Jotta T NBS:n pitoisuudeksi levylle saadaan 50 ig/ml, 

 

valmistetaan 1 1:n (ts. 293 mg/rl) varastoliuos TNBS:aa valmiissa kasvatusliuoksessa, ja 

 

tara liuos laimennetaan 2930-kertaiseksi valmiilla kasvatusliuoksella siten, etta 

 

lopputuloksena on tyiliuos, jonka pitoisuus on 100 ig/ml. Negatiivisena kontrollina on 

 

kaytettava maitohappoa (LA, CAS-nro 50-21-5) pitoisuudella 200 ig/ml valmiiseen 

 

kasvatusliuokseen liuotettuna (0,4 mg/ml:n varastoliuoksesta). Jokaiselle levylle 

 

valmistetaan jokaisessa ai ossa kolme rinnakkaisnaytetta kasvatusliuoksesta, joka toimii 

 

ksittelemtt6man kontrollina, liuotin-/kantaja-ainekontrollista seka negatiivisesta ja 

 

positiivisesta kontrollista (12). luita sopivia positiivisia kontrolleja voidaan ka昇taa, jos 

 

saatavana on aikaisempia tietoja, joista voidaan johtaa vertailuaj on hyvaksymisperusteet. 

 

Aion hyvaksymisverusteet ovat samat kuin testikemikaalin ierusteet (ks. 12 kohta). 

 

Testikemikaalien ja kontrolliaineiden applikointi 

 

17. Liuotin-/kantaja-ainekontrolli tai tyliuokset (ks. 14-16 kohta) sekoitetaan suhteessa 1:1 

 

(v/v) solususpensioihin, jotka on valmistettu 96-kuoppaisella tasapohjaisella levylla (ks. 12 

 

kohta). Kasitellメ levメ inkuboidaan 45士3 tuntia 37。 C:ssa (hiilidioksidipitoisuus 5 %). 

 

Elln en inkubointia lev界 peitetaan puolilapaisevalla kalvolla, jotta valtetaan haihtuvien 

 

testikemikaalien h6yrstyminen ja testikemikaaleill a kasiteltyj en soluj en 

 

ristikontaminaatio (12). 
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Soluen viiriys 

 

18. Altistuksen (45士3 h) jalkeen sulut siirretaan V:n muotoiselle mikrotiitterilevylle ja 

 

kerataan sentrifugoimalla. Liukoisuuden hairilt maaritellaan mikroskiopilla havaittavina 

 

kiteina tai pisaroina 45 士 3 tuntia kasittelyn jalkeen (ennen solujen varjaysta). 

 

S upernatantit havitetaan ja jaijella olevat solut pestaan kerran 100 gl:lla jaakylmaa 

 

fosfaattipuskuroitua suoialiuosta (PBS :aa), joka sisaltaa 5 prosenttia V asikkasiki6n 

 

seerumia (varjayspuskuria). Se ntrifugoinnin jaikeen solut resuspendoidaan 100 gl:lla 

 

varjayspuskuria ja varjataan 5 gi:lla (ts. 0,25 gg) FITC-leimattua a nti-CD86:ta tai huiren 

 

IgG1-isotyypin vasta-aineilla 4。 C:ssa 30 minuutin ajan valuta suojattuna. U~SENSTM DB-

ALM -protokollassa nro 183 (12) kuvattuja vasta-aineita on kaメettava (CD86: BD-

Pharlingen nro 555657, klooni: Fun-1, tai Caltag/Invitrogen nro M1CD8601, klooni: 

 

B U63; ja IgG1: BD-PharMingen nro 555748 tai Caltag/Invitrogen nro GM4992). Testin 

 

kehittajien kokemuksen perusteella vasta-aineiden fluoresenssin intensiteetti on yleensa 

 

yhdenmukainen enien valilla. Testissa voidaan ka界taa muita klooneja tai sellaisten vasta-

aineiden tuottajia, jotka ovat lapaisseet reaktiivisuustestin (ks. 11 kohta). Ka界tajat voivat 

 

kuitenkin maarittaa parhaan ka界tipituisuuden titraamaila vasta-aineet omissa laboratorio-

olosuhteissaan. Muita havaintoj ari estelmia, kuten fiuorokromilla leimattuj a anti -CD86-

vasta-aineita, voidaan ka界taa, jos niiden voidaan osoittaa tuottavan samanlaisia tuloksia 

 

kuin FITC-konjugoidut vasta-aineet, esimerkiksi testaamalla lisayksessa 2.2 luetellut 

 

patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet.S en jalkeen, kun solut on pesty kahdesti 100 

 

gl:lla varjayspuskuria ja kerran 100 gl:lla jaakylmaa PBS:, ne resuspendoidaan 

 

jaakylmalla PBS:lla (125 gl naメteille, jotka analysoidaan manuaalisesti putki kerrallaan, 

 

tai 50 gi, jos kaメetaan automaattista naytelevya), ja siihen lisataan PI-iiuosta 

 

(loppupitoisuus 3 gg/ml). Muita sメotoksisuuden merkkiaineita, kuten 7-

aminoaktinomysiini D:ta (7-AAD) ja trypaanisinista tms., voidaan kaメtaa, jos 

 

vaihtoehtoisilla virjaysaineil1a voidaan osoittaa saatavan samanlaisia tuloksia kuin PI-

liuokseila, esimerkiksi testaamaila lisayksessa 2.2 lueteliut patevyyden osoittamiseen 

 

tarkoitetut aineet. 

 

Virtaussytometria-analyysi 

 

19.C D86:n ilmentymistaso ja solujen elinkyky analysoidaan virtauss界ometrin avulla.S o1ut 

 

nakyvat kokoa (FSC) ja granulaarisuutta (SSC) ilmaisevina pistekaavioina (logaritminen 

 

asteikko), joiden avulla voidaan selvasti tunnistaa populaatio ensiiimaisella portilla (Rl) ja 

 

eliminoida solujate. Tavoitteena on saada yhteensa 10 000 solua porttiin Rl jokaisesta 

 

kuopasta. S aman R i -portin solut naメetaan FL3- tai FL4-/SSC -pistekaaviona. Elinkykyiset 

 

solut rajataan toisella portilla (R2), jolla valitaan propidiumjodidin osalta negatiivisten 

 

solujen populaatio (FL3- tai FL4-kanava).S olujen elinkyky voidaan laskea seuraavalla 

 

sytometrianalyysiohjelman htal6ll. Jos solujen elinkyky on heikko, voidaan kerata 
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enintaan 20 000 solua, my6s kuolleita soluja. Vaihtoehtoisesti tiedot voidaan kerata 

 

minuutin kuluttua analyysin aloittamisesta. 

 

X 100 

 

Elavien solujen maara 

 

Kerattyjen solujen kokonaismaara 

 

So1可en elinkyky= 

 

FL-1-positiivisten solujen prosentuaalinen osuus mitataan sen jalkeen naista elinkykyisista 

 

soluista R2-portilla (Ri-portin sisalla). D86:n ilmentyminen solujen pimialla analysoidaan 

 

FL1-/SSC-pistekaaviolla, joka koskee portilla elinkykyisia soluja (R2). 

 

Kasvatusliuos-/IgG 1-kuoppien osalta analyysin markkeri asetetaan lahelle paapopulaatiota, 

 

jolloin kasvatusliuoskontrollien IgG 1-arvon kohdealue on 0,6-0,9 prosenttia. 

 

Vari-interferenssi maaritetaan FITC-leimatun IgGi-pistekaavion muutokseksi (IgGi FL 1:n 

 

geometrinen keskiarvo S .I.?: 150 %). 

 

Kontrollisolujen (kasittelematt6mt tai 0,4-prosenttinen D1S0) ja kemikaalilla kasiteltyjen 

 

soluj en C D86 :n stimulaatioindeksi (S .'.) lasketaan seuraavalla yhtalolla: 

 

tarkoitetaan 

 

prosenttiosuutta 

 

silla 

 

100 

 

prosenttiosuus: 

 

cD86+-kasitellyt sulut %-IgG1+-kasitellyt soluL 

 

cD86+ kontrollisolut%-IgG1+ kontrolUsolut% 

 

IgG 1-kontrollisolujen 

 

maaritettyjen FL 1-positiivisten IgG 1-solujen 

 

valilh ? 0,6 ja Z 1,5 prosenttia, ks. 22 kohta)e linkkysisti 

 

sta. 

 

on 

 

solui 

 

S..= 

 

Kasittelemattdmien 

 

analyysimarkkerilla 

 

(hVaksyttaVa alue 

 

kasittelemattomista 

 

IgG 1＋ー/cD86＋ーkontrollisolu en / kasiteltyjen solujen prosenttiosuus: silla tarkoitetaan FL1-

positiivisten IgG 1-/CD86-soluj en prosenttiosuutta, joka mitataan liikuttamatta 

 

analyysimarkkeria einkykyisten kontrollisolujen / kasiteltyjen solujen seassa. 

 

TIEDOT JA RAPORTOINTI 

 

Tietojen arviointi 

 

20. U~SENSTM~testissa lasketaan seuraavat parametrit:CV 70-arvo (pitoisuus, joka osoittaa, 

 

etta U937-soluista 70 prosenttia on elossa (sメotoksisuus 30 %)) ja ECi50arvo (pitoisuus, 

 

jolla testikemikaalit ovat indusoineet C D86:n stimulaatioindeksiksi (5.1.) iSo prosenttia. 

 

CV70 lasketaan log-lineaarisella interpolaatiolla kayttamalla seuraavaa yhtalia 

 

CV70 = Cl + [(Vi - 70) / (Vi - V2) * (C2 - Cl)] 

 

Jossa: 

 

Vi on solujen elinkyvyn minimiarvo, joka on enemman kuin 70 prosenttia 
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V2 on solujen elinkyvyn maksimiarvo, joka on vahemman kuin 70 prosenttia 

 

Cija C 2 ovat pitoisuudet, jotka osoittavat solujen elinkykyarvot Vi ja V2. 

 

Elinkyky % (keskiarvo) 

 

, : ト Annos ("g/m 

 

Cl CV70 C 2 

 

CV70-arvon johtamisessa voidaan kayttaa myis muita lahestymistapoja, kunhan voidaan 

 

osoittaa, ettei se vaikuta tuloksiin (esimerkiksi testaamalla patevyyden osoittamiseen 

 

tarkoitettuja aineita). 

 

EC150 lasketaan log-lineaarisella interpolaatiolla kayttamala seuraavaa htal6: 

 

ECiS0 = Cl + [(150-S .I.1) / (S.I.2 -S .I.1) * (C2 - Cl)] 

 

Jossa: 

 

Cl on suurin pitoisuus ksik6ssa ig/ml, kun CD86:n s.l. < 150 % (s.l. 1) 

 

C2 on pienin pitoisuus v ksik6ssi ug /i. kun C D86:nS .I．と 150 % (5.1. 2). 

 

CD86-InG1 S .' 

 

i i トAnn~s (isg/ml) 

 

m 
印 

印 

 

Cl IョC l5O C 2 

 

EC1SO- ja CV 70-arvot lasketaan 

 

jokaisesta testiajosta: yksittaisia EC 150- ja CV 70-arvoja kaメetaan t殖kaluina tutkittaessa 

 

CD86 :n ilmentymisen lisaantymisen pitoisuus-vastevaikutusta (ks. 14 kohta) 

 

CV70-kokonaisaro maaritetaan keskimaaraisen elinkyvyn perusteella (12) 

 

ECl 50-kokonaisarvo maaritetaan CD86-arvoen keskimaaraisen stimulaatioindeksin 

 

perusteella siita testikemikaalista, joka U-SENSTM-testissa maaritetaan POSITIIISEKSI 

 

(ks. 21 kohta) (12). 

 

Ennustemali 
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testataan vahintaan neij ana 

 

tehdaan eri paivina), jotta 

 

21. C D86:n ilmentymisen mittaamisessa jokainen testikemikaali 

 

pitoisuutena ja vahintaan kahdessa itsenaisessa ajossa (jotka 

 

saadaan yksi ennuste (NEGATIIVINEN tai POsITIIVINEN). 

 

U SENSTM~testiaon yks ittaista paatelmaa pidetaan negatiivisena (jaijempana N), jos 

 

C D86:n stimulaatioindeksi on alle 150 prosenttia kaikilla ei-s舛otoksisilla pitoisuuksilla 

 

(solujen eliiikyky? 70 %) ja jos i nterfrenssia ei havaita (sメotoksisuus, liukoisuus: ks. 18 

 

kohta, tai vari: ks. 19 kohta, riippumatta fuista ei-sメotoksisista pitoisuuksista, joilla 

 

interferenssia havaitaan). Kaikissa muissa tapauksissa: U~SENSTM~testiajon yksittaista 

 

paatelmaa pidetaan positiivisena (jaijempana P), jos C D86:n stimulaatioindeksi on yhta 

 

suuri tai suurempi kuin 150 prosenttia ja/tai interferenssia on havaittu. 

 

USENSTM~ennusteen katsotaan olevan NEGATIIViNEN, jos vahintaan kaksi itsenaista 

 

ajoa ovat negatiivisia (N) (kuva 1). Jos ensimmaiset kaksi ajoa ovat kumpikin negatiivisia 

 

N), U~SENSTM~ennusteen katsotaan olevan NEGATIIViNEN eika kolmatta ajoa tarvitse 

 

tehda. 

 

USENSTM~emlusteen katsotaan olevan POsITIIViNEN, jos vahintaan kaksi itsenaista 

 

ovat positiivisia (P) (kuva 1). Jos ensimmaiset kaksi ajoa ovat kumpikin positiivisia 

 

USENSTM~ennusteen katsotaan olevan POSITIIINEN eika kolmatta ajoa tarvitse 

 

ajoa 

 

(P), 

 

tehda. 

 

Koska annoksenmaaritystestia ei tehda, poikkeus on se, jos C D86:n stimulaatioindeksi on 

 

ensimmaisessa ajossa yhta suuri tai suurempi kuin 150 prosenttia vain suurimmalla ei-

s界otoksisella pitoisuudela.T粗6 in testiajon katsotaan olevan E PASELV (Es), ja 

 

lisatestiajoissa on testattava lisaa pitoisuuksia (suurimman ei-sメotoksisen pitoisuuden ja 

 

pienimman sメotoksisen pitoisuuden valilta, ks. 20 kohta). Jos testiajon tulos on epaselva, 

 

on tehtava vahintaan kaksi lisatestiajoa. Jos toisen ja kolmannen ajon tulokset ovat 

 

epayhtenaiset (N ja/tai P riippumattomasti), on tehtava viela neljas ajo (kuva 1). Naiden 

 

seuranta-ajoi en katsotaan olevan positiivisia, jos vain yhdella ei-s界otoksisella 

 

pitoisuudella C D86-arVoksi saadaan yhta kuin tai enemman kuin 150 prosenttia, koska 

 

pitoisuuden maarittamista on mukautettu tietylle testikemikaalille. Lopullinen ennuste 

 

pemstuu siihen, mika on kolmen tai neijan itsenaisen testiajon enemmist6tulos (ts. kaksi 

 

kolmesta tai kaksi neui asta) (kuva 1). 

 

Kuva i: U~SENSTMtcstissa kaytetty ermustemalli. U~SENSTM~crustetta pitaa tarkastella lATAn se ki 4 

 

kohdan ja y lcljohdalmon kohtien 7, 8 ja 9 mtrastcn valossa. 
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Kaおi 

 

ensimmaistd 

 

ajoa 

 

P& P 

 

v 

 

Kolmatta ajoa 

 

ei tarvita 

 

N&N 

 

v 

 

Kolmatta 

 

町oa ei tarvita 

 

NC & P & P 

 

N & P& P 

 

P&N&P 

 

Ne加ttd‘りoa 

 

ei tarvita 

 

$ 

 

Kaksi 

 

ensi mmaista 

 

ajoa 

 

l 

 

NC & P 

 

NC & N 

 

N&P 

 

P&N 

 

l 

 

Kolmas ajo 

 

NC & N & N 

 

N & P& N 

 

P&N&N 

 

Neりdttd可oa 

 

ei tarviたI 

 

$ 

 

NC & N & P 

 

NC & P& N 

 

NC & N & P & P 

 

NC & P& N & P 

 

l 

 

$ 

 

NC & N & P & N 

 

NC& P& N & N 

 

l 

 

POSITIIVIN EN NEGATIIVINEN POSITIIVINEN NEGATIIVINEN POSITIIVINEN NEGATIIVINEN 

 

N: Testiajo, jossa ej ole havaittu C DS6:n positiivisuutta tai interferenssia. 

 

P: Testiajo, jossa on havaittu C D86:n positiivisuutta ja/tai mterferenssia (interferensseja). 

 

ES: Epaselva. Ensinimaisen ajon tulos on epaselva, kun C D86 on positiivinen vain suurinimalla ei-s昇otoksisella 

 

pitoisuudella. 

 

#: Vain ensimmaiseen ajoin liittyva yksittainen epaselva paatelma johtaa automaattisesti siihen, etta in tehtava 

 

kolmas ajo, jotta saadaan aikaan e neiniist6 positiivisista (P) tai negatiivisista (N) pantelmista vahintaan kahdessa 

 

kolmesta itsenaisesta paatksestえ 

 

$: Laatikoissa naytetaan asianmukaiset yhdistehnat kolmen ajon tuloksista ensimmaisestti kahdesta ajista 

 

saatujen ja edellisessa laatikossa naytettyj en tulosten perusteella. 

 

0: Laatikoissa naytetLitn asiamiiukaiset yhdistelmat neljan ajon tuloksista ensimmaisesta kolmesta ajosta saatujen 

 

ja edellisessa laatikossa naytettyjen tulosten perusteella. 

 

Hyviksymisperusteet 

 

22.Se uraavien hyvaksymisperusteiden 

 

Altistusajan (45士3 h) paattye 

 

ta界メtava U~SENSTM~testia kaメettaessa (12) 

 

keskimaarainen 

 

eika C D86:n 

 

kasittelemattomien U93 7-solu 

 

n 
】a 

 

o 
昭 

 

elinkyky kolmessa rinnakkaisnaytteessa 

 

oltava > 90 prosenttia, 

 

田 
（、一 

 

0 
9 
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ilmentymisessa saa nakya muutosta. Kasittelemattomien U937-soluen C D86:n 

 

perusilmentymisen on oltava villa ? 2 ja S 25 prosenttia. 

 

Jos liuottimena kaメetaan D1S0:ta, D1S0-kantja-ainekontrollin validiteetti arvioidaan 

 

laskemalla D1S0: lla aikaan saatu stimulaatioindeksi verrattuna kasittelematt6miin 

 

soluihin, ja kolmen rimiakkaisnaytteen solujen keskimaaraisen elinkyvyn on oltava> 90 

 

prosenttia. D1S0-kantaa-ainekontrlli on validi, jos sen kolmen rinnakkaisnaytteen 

 

C D86:n stimulaatioindeksin keskiarvo on alle 250 prosenttia kasittelemtt6mien U937-

solujen kolmen rinnakkaisnaytteen C D86 :n stimulaatioindeksin keskiarvosta. 

 

Testiajoja pidetaan valideina, jos vahintaan kaksi kolmesta kasittelemattimien U937-

solujen IgGi -arvosta on vililh ? 0,6 ja< 1,5 prosenttia. 

 

S a aan aikaan testattua negatiivista kontrollia (maitohappo) pidetaan validina, jos 

 

vahintaan kaksi kolmesta rinnakkaisnaytteesta on negatiivisia (CD86:n stimulaatioindeksi 

 

< 150 prosenttia) ja ei-s昇otoksisia (solujen elinkyky ? 70 prosenttia). 

 

Positiivista kontrollia (TNBS) pidetaan validina, jos vahintaan kaksi kolmesta 

 

rmnnakkaisniytteesti on positiivisia (CD86:n stimulaatioindeksi と 150 prosenttia) ja ei-

sメotoksisia (solujen eliiikykyと 70 prosenttia). 

 

Testiraportti 

 

23. Testiraportissa on esitettava seuraavat tiedot. 

 

ルstikemikaali 

 

Yhdesta ainesosasta koostuva aine: 

 

kemialliset tilmistetiedt, kuten IUPAC- tai CAS -nimi (-nimet),CAS -numero(t), 

 

sMILEs- tai InChI-koodi, rakemiekaavaja!tai muut tunnistetiedot 

 

fyysinen ulkonak6, liukoisuus kasvatusliuokseen, liukoisuus dimetyylisuifoksidiin, 

 

molekyylipaino ja muut olennaiset句sikaalis-kemialliset ominaisuudet, sikali kuin tiedot 

 

ovat saatavissa 

 

puhtaus, epapuhtauksien kemialliset tumiistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on 

 

kaメannossa mahdollista jne. 

 

tarvittaessa kasittely ennen testia (esimerkiksi lammittaminen tai jauhaminen) 

 

testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet) 

 

sai l舛ysolosuhteet ja stabiilius, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

liuottimei/kntaj a-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta. 

 

Useista ainesosista koostuvat aineet, UVCB-aineet ja seokset: 
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mahdollisimman tarkka luonnehdinta, esimerkiksi kemiallinen koostumus (ks. edella), 

 

puhtaus, esiintymistiheys ja ainesosien olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet (ks. 

 

edella), sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

fyysinen ulkonak6, liukoisuus kasvatusliuokseen, liukoisuus dimetyylisuifoksidiin ja muut 

 

olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

molekyylipaino tai naennainen molekyylipaino, jos kyse on seoksista/polymeereista, 

 

joiden koostumus tunnetaan, tai muita tutkimuksen tekemisen kannalta olennaisia tietoja 

 

tarvittaessa kasittely ennen testia (esimerkiksi lammittaminen tai jauhaminen) 

 

testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet) 

 

sail界ysolosuhteet ja stabiilius, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

liuottimen!kantaj a-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta. 

 

んm trotlil 

 

Positiivinen kontrolli 

 

kemialliset turnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS -nimi (-nimet),CAS -nu ero(t), 

 

sMILEs- tai InChI-koodi, rakeimekaavaja!tai muut tunnistetiedot 

 

fyysinen ulkonako, hukoisuus dimetyylisulfoksidiin, molekyylipaino ja muut olennaiset 

 

句sikaalis-kemialliset ominaisuudet, tarvittaessa ja sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

puhtaus, epapuhtauksien kemialliset tunnistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on 

 

kytann6ssa mahdollista jne. 

 

tarvittaessa kasittely ennen testia (esimerkiksi lammittaminen tai jauhaminen) 

 

testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet) 

 

sail界ysolosuhteet ja stabiilius, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

tarvittaessa viittaus aiempiin positiivisten kontrollien tuloksiin, jotka kertovat sopivista 

 

ajon hyvaksymisperusteista. 

 

Negatiivinen ja liuotin-/kantaja-ainekontroii 

 

kemialliset turnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS -nimi (-nimet),CAS -numero(t), 

 

sMILEs- tai InChI-koodi, rakeimekaavaja!tai muut tunnistetiedot 

 

puhtaus, epapuhtauksien kemialiset tunnistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on 

 

ka枇ann6ssa mahdollista jne. 
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fyysinen ulkonakd, molekyylipaino ja muut olennaiset fysikaalis-kemialliset 

 

ominaisuudet, jos ka界ettavat liuottimet/kantaja-aineet ovat muita kuin testiohjeessa 

 

mainittuja ja sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

sail界ysolosuhteet ja stabiilius, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

liuottimen!kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta. 

 

Testausolosuんeet 

 

tutkimuksen teettajan nimi ja osoite, testauslaitos ja tutkimusjohtaja 

 

kuvaus kaytetysta testista 

 

kaytetty solulinja, sen sailメysolosuhteet ja lahde (esimerkiksi laitos, josta se on peraisin) 

 

kaytetty virtaussメometri (esim. malli), mys laiteasetukset seka tiedot kuメetyista vasta-

aineista j a sメotoksisuuden merkkiaineesta 

 

menettely, j olla osoitettiin laboratorion patevyys testin tekemisessa testaamalla 

 

patevyyden osoittamiseen tarkoitettuja aineita, ja menettely, jolla osoitettiin testin 

 

suorituskyvyn toistettavuus pidemmalla aikavalilla, esim. aikaisemmat kontrollitiedot 

 

ja/tai aikaisempien reaktiivisuustestien tiedot. 

 

Testin hyvdksym ip erl stet 

 

solujen elinkyky seka liuotin-/kantaja-ainekontrollista saadut C D86:n 

 

stimulaatioindeksiarvot verrattuna hyvaksyttavyysalueisiin 

 

solujen elinkyky seka positiivisesta kontrollista saadut stimulaatioindeksiarvot verrattuna 

 

hyvaksyttavyysalueisiin 

 

solujen elinkyky kaikilla testatun kemikaalin testatuilla pitoisuuksilla. 

 

Testinzei'z etteケ 

 

tehtyjen ajojen lukumaara 

 

testikemikaalien pitoisuudet, applikointimenettely ja kaytetty altistusaika (jos se poikkeaa 

 

suosituksesta) 

 

altistusaika 

 

kuvaus ka界etyista arviointi- ja pat6skriteereit 

 

kuvaus testimenettelyjen mahdollisista muutoksista. 

 

7lllokset 
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(tarvittaessa), stimulaatioindeksiarvot, soluj en elinkykyarvot, 

 

testikemikaalista ja positiivisesta kontrollista jokaisesta ajosta, 

 

tietojen taulukointi: C V70 

 

EC 150-arvot (tarvittaessa) 

 

ja tieto testikemikaalin luokituksesta ennustemallin perusteella 

 

tarvittaessa muiden olemiaisten havaintojen kuvaus. 

 

en tulosten tarkastelu 

 

Tulsten lllrkastelu 

 

U-SENSTM-testilla s 

 

testitulosten tarkastelu lATAn valossa, jos saatavana on muita olennaisia tietoja. 

 

Pddtelmdt 
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MAARITELMAT 

 

larkkuus: 1'estitulosten ja hyvaksyttyjen vertailuarvojen valinen ero. larkkuus on 

 

testimenetelman suorituskyvyn mitta ja yksi merkityksellisyyden osatekij dista. Tarkkuutta 

 

j a vastaavuutta (koiikordanssi) kaメetaan usein toisiaan korvaavasti tarkoittamaan testilla 

 

saatujen oikeiden tulosten osuutta (14). 

 

Alp (Adverse Outcome Pathway), haittavaikutusreitti: Tarkastelun kohteena olevan 

 

kemikaalin tai samankaltaisten kemikaalien ryhman kemiallisesta rakenteesta johtuva 

 

tapahtumasarja molekyylitasolla tapahtuvasta kaynnistavasta tapahtumasta kiinnostuksen 

 

kohteena olevaan lopputulokseen in vivo (15). 

 

CD86:n pitoisuus-vaste: Pitoisuudesta riippuvaisuudella (tai pitoisuus-vasteella) 

 

tarkoitetaan sita, kun positiivista pitoisuutta (CD86 S .. ? 150) seuraa pitoisuus, joka 

 

suurentaa CD 86:n stimulaatioindeksia. 

 

Kemikaali: Aine tai seos. 

 

CV70: Arvioitu pitoisuus, jolla solujen elinkyky on 70 prosenttia 

 

Muutos: Muutoksesta on kyse silloin, kun i) kasittelemattdman kontrollirimiakkaisnaytteen 

 

3 korjattu %cD86+-arvo on alle 50 prosenttia kasittelemattdmien 

 

kontrollirinnakkaisnaytteiden 1 ja 2 keskimaaraisesta korjatusta %CD86+-arvosta, ja ii) 

 

negatiivisen kontrollirinnakkaisnaytteen 3 korjattu %CD86+-arvo on alle 50 prosenttia 

 

negatiivisten kontrollirimiakkaisnaytteiden 1 ja 2 keskimaaraisesta korjatusta %CD86+-
arvosta. 

 

EC150: Arvioidut pitoisuudet, joilla C D86:n ilmentymisen stimulaatioindeksi on 150 

 

prosenttia. 

 

Virtaussytometria: Sメometrinen tekniikka, jossa nesteeseen suspendoidut sulut virtaavat 

 

yksi kerrallaan niihin kohdistetun valon lapi, ja valo sirottuu soluille ja niiden osille 

 

ominaisella tavalla.S o1ut usein leimataan fluoresoivilla merkkiaineilla, jolloin valo ensin 

 

absorboituu ja sen jalkeen emittoituu muuttuneilla taajuuksilla. 

 

aiheuttaa haitallisia 

 

'iselle aineelle 

 

kyky 

 

kyse 

 

Vaara: Aineen tai tilanteen luontainen ominaisuus, jolla on 

 

vaikutuksia, kun organismi, jarjestelma tai (ala)populaatio altistuu 

 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): Jasennelty lahestymistapa, jota 

 

kaytetaan kemikaalin tai kemikaaliryhnian aiheuttaman vaaran tumiistamiseen (potentiaali), 

 

vaaran luonnehtimiseen (potenssi) ja/tai turvallisuuden arviointiin (potentiaali/potenssi ja 

 

altistus), kokoamalla ja pumiitsemalla kaikki strategisesti keskeiset tiedot, jotta voidaan 

 

tarjota tietoa saantelyyn perustuvaan paatdksentekoon potentiaalisesta vaarasta ja/tai riskista 
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ja/tai tarpeesta tehda lisaa kohdennettua ja siksi mahdollisimman vahaista testausta. 

 

Seos:Seo s tai huis, joka koostuu kahdesta tai useammasta aineesta. 

 

j ossa sen kvantitatiivisen koostumuksen 

 

paaalnesosaa. 

 

Yhdest註 ainesosasta koostuva aine: Aine, 

 

perusteella on vahintaan 80 painoprosenttia yhta 

 

Useasta ainesosasta koostuva aine: Aine, jossa sen kvantitatiivisen koostumuksen 

 

perusteella on useampaa kuin hti piiiainesosaa ja jonka ainesosien pitoisuudet ovat? 10 

 

painoprosenttia ja < 80 painoprosenttia. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy 

 

valmistusprosessin tuloksena.Seo ksen ja useasta ainesosasta koostuvan aineen valinen ero 

 

on se, etta seos saadaan aikaan sekoittamalla kahta tai useampaa ainetta ilman kemiallista 

 

reaktiota. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy kemiallisen reaktion tuloksena. 

 

Positiivinen kontrolli: Rilmakkaisnayte, jossa on kaikki testijarjestelman osat ja joka on 

 

kasitelty aineella, jonka tiedetaan aiheuttavan positiivisen vasteen. Vaste ei kuitenkaan saisi 

 

olla liian voimakas, jotta positiivisen kontrollivasteen vaihtelu ajan funktiona voidaan 

 

arvioida一 

 

Prehapteenit: Kemikaalit, joista tulee herkistavia aineita abioottisen transformaation, kuten 

 

hapetuksen, jalkeen. 

 

Prohapteenit: Kemikaalit, jotka vaativat entsymaattista aktivointia ihoa herkistavan 

 

potentiaalin kaynnistymiseen. 

 

Merkityksellisyys: Kuvaus testin ja halutun vaikutuksen valisesta suhteesta ja siita, onko 

 

testi tarkoituksenmukainen ja hydyllinen tiettya tarkoitusta varten. Merkityksellisyydella 

 

tarkoitetaan sita, missa maarin testilla voidaan tarkasti mitata tai ennustaa haluttua 

 

biologista vaikutusta. Merkityksellisyyden yhteydessa on huomioitava myis testin tarkkuus 

 

(vastaavuus) (14). 

 

Luotettavuus: Mittaa sita, miten testi voidaan toistaa samassa laboratoriossa tai eri 

 

laboratorioissa ajan myita kaytettaessa samaa protokollaa.S ita arvioidaan laskemalla 

 

laboratorion sisainen ja laboratorioiden valinen uusittavuus ja laboratorion sisainen 

 

toistettavuus (14). 

 

Testiajo: Testiajo koostuu yhdesta tai useammasta testikemikaalista, jotka testataan 

 

samanaikaisesti liuotin-/kantaja-ainekontrollin ja positiivisen kontrollin kanssa. 

 

Herkkyys: Niiden positiivistedaktivisten testikemikaalien osuus, jotka on luokiteltu 

 

testissa oikein, silla mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testin tarkkuutta. Herkkyys on 

 

tarkeaa ottaa huomioon arvioitaessa testin merkitykselhisyytta (14). 

 

.!.:S timulaatioindeksi. Kemikaaleilla kasiteltyj en solujen fluoresenssin intensiteetin 

 

geometrisen keskiarvon suhteelliset arvot verrattuna liuottimella kasiteltyj en sihuj en 

 

arvoihin一 
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Liuotin-/kantaja-ainekontrolli: Kasi ttelemt6n nayte, jossa on testikemikaaha lukuun 

 

ottamatta kaikki testijarjestelman osat, my6s liuotin tai kantaja-aine.S ita ka界etaan 

 

perusvastetason maarittamiseen naytteille, joissa testikemikaali on liuotettu tai dispergoitu 

 

stabiilisti samaan liuottimeen tai kantaja-aineeseen. Kun tallainen na舛e testataan 

 

samanaikaisesti kasvatusliuoskontrollin kanssa, se osoittaa m6s, reagoiko liuotin!kantaja-
aine testijarjestelman kanssa. 

 

Spesifisyys: Kaikkien negatiivistenj'inaktiivisten testikemikaalien osuus, jotka on luokiteltu 

 

testissa oikein.Sl 11a mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testin tarkkuutta.S pesisyys on 

 

tarkeaa ottaa huomioon arvioitaessa testin merkityksellisyytta (14). 

 

Vr航yspuskuri: Fosfaattipuskuroitu suolaliuos, joka sisaltaa 5 prosenttia vasikkasikiln 

 

seerumia. 

 

Aine: Aikuaine ja sen yhdisteet sellaisina kuin ne esiintyvat luonnossa tai 

 

tuotantomenetelmin tuotettuina, mukaan luettuina aineen pysyvyyden sailyttamiseksi 

 

tarvittavat lisaaineet ja ka界etyssa prosessissa muodostuvat epapuhtaudet, ei kuitenkaan 

 

liuottimia, jotka voidaan erottaa vaikuttamatta aineen pysyvyyteen tai muuttamatta sen 

 

koostumusta. 

 

Testikemikaali: Aine tai seos, jota testataan talla testilla. 

 

YK:n maailmanlaajuisesti yhdenmukaistettu kemikaalien luikitus- ja 

 

merkintj ari estelma (United Nations Globally Harmonized system of Classification 

 

and Labelling of Chemicals, UN GHS): Tassa jarjestelmassa kemikaalit (aineet ja seokset) 

 

luokitellaan vakioitujen fysikaalisten seka terveys- ja ymparistdvaarojen tyyppien ja tasojen 

 

mukaisesti, ja niille osoitetaan vaaraviestinnan tuimukset, kuten kuvamerkit, huomiosanat, 

 

vaaralausekkeet, turvalausekkeet ja turvatiedotteet, jotta voidaan valittaa tietoa kemikaalien 

 

haittavaikutuksista ihmisten (esimerkiksi tylnantaj ien, t殖nteki6iden, 

 

kuljetushenkil6kunnan, kuluttajien ja pelastushenkil6st6n) ja ymparist6n suojelemiseksi 

 

(16). 

 

vaihtelevat aineet, kompleksit 

 

ttyn 

 

voida 

 

luotettava tie 

 

relevantti ja 

 

UVCB-ain eet: Koostumukseltaan tuntemattomat tai 

 

reaktiotuotteet tai biologiset materiaalit. 

 

Validi testi: Testi, jonka katsotaan olevan riittavan 

 

tarkoitukseen ja joka perustuu tieteellisesti vakaisiin periaatteisiin. Mitaan testia ei 

 

koskaan pitaa absoluuttisesti validoituna vaan ainoastaan validoituna suhteessa maaritettyyn 

 

tarkoitukseen (14). 
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PATE VYYDEN OSO ITTAMISEEN TARKOITETUT AINEET 

 

Ennen kuin laboratorio alkaa kayttaa tata testimenetelmaa B .7 i koskevassa lisayksessa 

 

kuvattua testia rutiininomaisesti, sen pitaa osoittaa tekninen patevyytensa saamatta 

 

odotuksenmukainen U~SENSTM~ennuste kymmenelle taulukossa i suositellulle patevyyden 

 

osoittamiseen tarkoitetulle aineelle ja saamalla CV 70- ja EC 150-arvot, jotka ovat vastaavilla 

 

viitealueilla, ainakin kahdeksalle kymmenesta patevyyden osoittamiseen tarkoitetusta 

 

aineesta. Nama patevyyden osoittamiseen tarkoitetut aineet on valittu edustamaan erilaisia 

 

vasteita ihon herkistymisvaaroihin. Muita valintaperusteita ovat, etta aineiden on oltava 

 

kaupallisesti saatavilla ja etta saatavilla on korkeatasoisia in vivo- ja in vitroーvertailutietoja, 

 

jotka on tuotettu U~SENSTM~testlll. M殖s U~SENSTM~testista on saatavana julkaistuja 

 

vertailutietoja (1) (8). 

 

Taulukko 1:S uositellut aineet U~SENSTMtcstla koskevan teknisen patevyyden osoittamiseksi 

 

Patevyyden 

 

osoittamiseen C AS-nr0 

 

tarkoitetut aineet 

 

Fysi-
kaali-
nen 

 

olo-
muoto 

 

Illv加0ー 

 

ennuste1 

 

U- U-sENsTM U-sENsTM 

 

sENsTM 

 

CV 70: EC l50-
Liuotin/ viitealue viitealue 

 

kant可a- y ksikiss航 y ksikiss航 

 

aine .g/m12 ig/m12 

 

4-fenleenidiamiini 

 

106-50-3 Kiintea 

 

Pikryylisuifonihappo 

 

2508-19-2 Neste 

 

Dietyylimaleaatti 

 

141-05-9 Neste 

 

Resorsinoli 

 

108-46-3 Kiinteii 

 

Kanelialkoholi 

 

104-54-1 Kiintea 

 

4-allyylianisoli 

 

140-67-0 Neste 

 

Sakriini 

 

8 1-07-2 

 

Herkistava 

 

(voimakas) 

 

Herkistava 

 

(voimakas) 

 

Herkistava 

 

(ko血damnen) 

 

H erk stIiva 

 

(kohtalainen) 

 

H erkistv 

 

(heikko) 

 

Herkistava 

 

(heikko) 

 

Herldstiimiitdn 

 

Kasvatusliu 

 

os 3 

 

Kasvatusliu 

 

Os 

 

<30 

 

Positiivinen 

 

(l0) 

 

>50 

 

Positiivinen 

 

(50) 

 

D1S0 

 

10- 100 

 

Positiivinen 

 

(20) 

 

Kasvatusliu 

 

Positiivinen 

 

(50) 

 

Positiivinen 

 

(10-100) 

 

Positiivinen 

 

(<200) 

 

Negatiivinen 

 

(>200) 

 

Negatiivinen 

 

(>200) 

 

Negatiivinen 

 

(>200) 

 

Negatiivinen 

 

(>200) 

 

>100 

 

>100 

 

>100 

 

>200 

 

>200 

 

>200 

 

>200 

 

O 
O 

o 

 

s 
（、】 

（、】 
（s 

 

O 
司 

d 
司 

 

D 
D 

D 

 

Glyseroli 

 

56-81-5 Neste H erkistamt6n 

 

Maitohappo 

 

50-21-5 Neste H erldstimt6n 

 

Kasvatusliu 

 

os 

 

Kasvatusliu 

 

os 

 

Salisyylihappo 

 

69-72-7 Kiintea H erldstimt6n D1S0 

 

Lyhenteet: CAS -nr = Chemical Abstracts Se rvice -rekisteraiumero 

 

In vivo -riski ja (vaikutuskykya koskevat) ennusteet perustuvat LLNA-tietoihai (1) (8). ki vivo -vaikutuskyky johdetaan 
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ECETOC血ehdottaniien kriteerien pohjalta (17). 

 

Aikaisenmiin saatujen arvojen perusteella (1) (8). 

 

Kasvatusliuos: RPMI-1640-kasvtusiuos, johon on lisatty 10 % vsikksiki6n seeruniia, 2 niIVI L-glutaniiinia, 100 

 

yksikka/l penisilliiniaja 100 ig/l streptomysiinia (8). 
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IN VITRO -IHOIRISTYS: IL-8 LUC -TEsTI 

 

ALUsTA VAT NAKOKOIDAT JA RAJ0ITIKSET 

 

1. Toisin kuin testeissa, joissa analysoidaan sulun pintamerkkiaineiden ilmentymista, IL8 Luc 

 

-testissa kvanti丘oidaan muutoksia IL-8:n ilmentymisessa. IL-8 on dendriittisolujen 

 

aktivoitumiseen liittyva s外okiini. TIP -1-soluista j ohdetussa IL-8-reportterisolulinj assa 

 

(THP-G8, peraisin ihmisen akuutin monosyyttileukemian solulinjasta TIP-i) IL-8:n 

 

ilmentymista mitataan herkistaville aineille altistuksen jalkeen (i).S en jalkeen ihoa 

 

herkistavien ja herkistamtt6mien aineiden erottelemisessa kaメetaan apuna lusiferaasin 

 

ilmentymista. 

 

2. IL-8 Luc -testi on arvioitu validointitutkimuksessa (2), jonka tekivat JaCVAM 

 

(japanilainen vaihtoehtoisten menetelmien validointikeskus), Japanin talous-, kauppa- ja 

 

teollisuusministerio (METT) seka JSAAE (Japanin elainkokeille vaihtoehtoisia 

 

menetelmia kehittava hteis6). S en jalkeen testille tehtiin riippumaton vertaisarviointi (3) 

 

JaC VAMin ja Japanin terveys-, ty6- ja hyVinvointiministeri6n (MILW) seka 

 

vaihtoehtoisia testimenetelmi航 koskevan kansainvalisen y hteist6elimen ('AT') 

 

tuella. Kaikkien saatavilla olevien tutkimustietoj en ja saantelyviranomaisilta j a 

 

sidosryhmilta saatujen tietojen perusteella IL-8 Luc -testia pidetaan kayttikelpoisena 

 

lATAn osana tukemaan herkistavien ja herkistamattomien aineiden erottelua vaarojen 

 

osalta luokittelua ja merkintija varten. Kirjallisuudessa annetaan esimerkkeja siita, miten 

 

IL-8 Luc -testilla saatuja tietoja on ka外etty muihin tietoihin yhdistettyina (4) (5) (6). 

 

3. On osoitettu, etta IL-8 Luc -testi on siirrettavissa sellaisten laboratorioiden valilla, joissa 

 

on kokemusta soluvilj elysta ja lusiferaasin mittaamisesta. Laboratorion sisainen 

 

toistettavuus oli 87,7 prosenttia ja laboratorioiden valinen toistettavuus 87,5 prosenttia (2). 

 

Validointitutkimuksesta (2) ja muista julkaistuista tutkimuksista (1) (6) saadut tiedot 

 

osoittavat, etta LLNA-tietoihin verrattuna IL-8 Luc -testi luokitteli 118 kemikaalia 143:sta 

 

positiiviseksi tai negatiiviseksi ja 25 kemikaalia epaselviksi. Naiden tietojen mukaan IL-8 

 

Luc -testin tarkkuus ihoa herkistavien aineiden (YK:n G1S -j ari estelman / CLP-asetuksen 

 

luokka 1) erottelemisessa ihoa herkistamtt6mista aineista (YK:n GIS -jarjestelman / CLP-

asetuksen luokka Ei luokitusta) on 86 prosenttia (101/118), herkkyys 96 prosenttia (92/96) 

 

ja spesifisyys 41 prosenttia (9/22). Kun jatetaan jaljempana kuvatun sovellettavuusalueen 

 

ulkopuoliset aineet huomiotta (5 kohta), IL-8 Luc -testi luokitteli 113 kemikaalia i 36:sta 

 

positiiviseksi tai negatiiviseksi ja 23 kemikaalia epaselviksi. Naiden tietojen mukaan IL-8 

 

Luc -testin tarkkuus on 89 prosenttia (101/113), herkkyys 96 prosenttia (92/96) ja 

 

spesisys 53 prosenttia (9/17). Kun kaメetaan julkaisussa Urbisch ja muut (7) lainattuja 

 

506 

 



D060575102 

 

tietoja ihmisista, 'L-8 Luc -testi luokitteli 76 kemikaalia 90:sta positiiviseksi tai 

 

negatiiviseksi ja 14 kemikaalia epaselviksi. Naiden tietojen mukaan I L-8 Luc -testin 

 

tarkkuus on 80 prosenttia (61/76), herkkyys 93 prosenttia (54/58) ja spesifisyys 39 

 

prosenttia (7/18). Kun jatetaan sovellettavuusalueen ulkopuoliset aineet huomiotta, IL-8 

 

Luc -testi luokitteli 71 kemikaalia 84: sta positiiviseksi tai negatiiviseksi ja 13 kemikaalia 

 

epaselviksi. Naiden tietojen mukaan IL-8 Luc -testin tarkkuus on 86 prosenttia (61/71) , 

 

herkkyys 93 prosenttia (54/58) ja spesifisyys 54 prosenttia (7/13). IL-8 Luc -testilla 

 

saadaan vaaria negatiivisia ennusteita todennak6isimmin kemikaaleilla, joiden 

 

ihoherkistyspotentiaali on vahainen tai kohtalainen (YK:n G1S-arestelman / CLP-

asetuksen alaluokka lB), kuin nulla, joiden potentiaali on suuri (YK:n G1S-jarjestelman / 

 

CLP-asetuksen alaluokka lA) (6). Kokonaisuutena fara tiedot puoltavat IL-8 Luc -testin 

 

kaytt6a ihon herkistymista aiheuttavien vaarojen tunnistamisessa. Tassa esitet界 

 

tarkkuusarvot, jotka koskevat IL-8 Luc -testin ka界tia ainoana testina, ovat kuitenkin vain 

 

suuntaa-antavia, silla testia pitaisi kaメtaa yhdessa muiden tietolahteiden kanssa 'ATAn 

 

valossa ja yleisjohdannon 7 ja 8 kohdassa olevien maaraysten mukaisesti. Lisaksi 

 

arvioitaessa ihmn herkistymiseen liittyvia elainkokeettomia testej a tulisi pitaa mielessa, etta 

 

LLNA-testi samoin kuin muut elaiiikokeet eivat valttamatta taysin kerro tilanteesta 

 

ihmisten osalta. 

 

4. Talla hetkella saatavana olevien tietojen perusteella on osoitettu, etta IL-8 Luc -testia 

 

voidaan kayttaa testattaessa kemikaaleja, jotka kuuluvat moniin orgaanisiin 

 

funktionaalisiin ryhmiin, joilla on monenlaisia reaktiomekanismeja, joiden 

 

ihoherkistyspotentiaaleissa on suuria eroja (in vivo -tutkimusten mukaan) ja joilla on 

 

monenlaisia fysikaalis-kemiallisia ominaisuuksia (2) (6). 

 

5. Vaikka IL-8 Luc -testissa kaytettava liuotin on X~VIV0m4 15, silla maaritettiin oikein 

 

kemikaalit, joiden Log K 0w -arvo on >3,5, ja ne, joiden vesiliukoisuus on noin 100 .tg/ ml 

 

EP' s uite]M-menetelmalla laskettuna, ja sen tehokkuus havaita vesiliukoisuudeltaan heikot 

 

herkistavat aineet onkin parempi kuin silloin, jos IL-8 Luc -testissa kaメetaan liuottimena 

 

dimetyylisuifoksidia (D1S0 :ta) (2).S ellaisia testikemikaalej a koskevat negatiiviset 

 

tulokset, jotka eivat liukene pitoisuudella 20 mg/ml. voivat kuitenkin olla vaaria 

 

negatiivisia tuloksia, koska ne eivat pysty liukenemaan X-VIV0lM 15:een. s en vuoksi 

 

tallaisia kemikaaleja koskevia negatiivisia tuloksia ei tule ottaa huomioon. 

 

Validointitutkimuksessa todettiin, etta vaarien negatiivisten tulosten osuus oli anhydridien 

 

osalta suuri. Lisaksi solulinjan rajallisen metabolointikyvyn (8) ja koeolosuhteiden vuoksi 

 

myis prohapteenit (aineet, jotka vaativat metabolista aktivointia) ja prehapteenit (aineet, 

 

jotka hapetus aktivoi) voivat antaa testissa negatiivisia tuloksia. Vaikka oletettuja pre-

/prohapteeneja koskevia negatiivisia tuloksia on siis tulkittava varauksellisesti, IL-8 Luc - 

 

testi maaritti oikein 11/11 prehapteenia, 6/6 prohapteenia ja 6/8 pre-/prohapteenia IL-8 Luc 

 

-testin aineistossa (2). Pre- ia prohapteenien havaitsemiseen tarkoitetun kolmen 
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elainkokeettoman testin (DPRA,Ke ratinoSensTM ja h-CLAT) hiljattain tehdyn kattavan 

 

arvioinnin (9) ja sen perusteella, etta IL-8 Luc -testissa kaメettavissa TH P-G8-soluissa on 

 

kyse solulinjasta, joka on peraisin h-CLAT-testissa ka界etyista TIP-1-soluista, Il-8 Luc - 

 

testi voi osaltaan parantaa elainkokeettomien testien herkkyytta havaita pre- ja 

 

prohapteeneja muihin testeihin yhdistettyna. Tahan mennessa testatuista pinta-aktiivisista 

 

aineista saatiin (vaaria) positiivisia tuloksia riippumatta niiden tyypista (ts. kationinen, 

 

anioninen tai ioniton). Kemikaalit, jotka hairitsevat lusiferaasia, voivat hairita myis sen 

 

aktiivisuutta/mittausta ja aiheuttaa naennaista inhibiota tai luminesenssin lisaantymista 

 

(il). Esimerkiksi fytoestrogeenipitoisuuksien, jotka ovat suurempia kuin i iM, on 

 

raportoitu vaikuttavan hairitsevasti luminesenssisignaaleihin muissa lusiferaasipohj aisissa 

 

reportterigeenitesteissa, mika johtuu lusiferaasireportterigeenin yliaktivoitumisesta. Taran 

 

seurauksena lusiferaasin ilmentymista, joka on saatu suurilla pitoisuuksilla 

 

fytoestrogeenej a tai vastaavia yhdisteita, joiden epaillaan aiheuttavan fytoestrogeenin 

 

tavoin lusiferaasireportterigeenin yliaktivoitumista, on tutkittava huolellisesti (11). Edella 

 

sanotun perusteella pinta-aktiiviset aineet, anhydridit ja lusiferaasia hairitsevat kemikaalit 

 

eivat kuulu taran testin sovelettavuusalueeseen. Jos voidaan osoittaa, ettei IL-8 Luc -testi 

 

sovi ka界ettavaksi tiettyj en muiden testikemikaaliluokkien kanssa, sita ei pida kayttaa 

 

niihin. 

 

6. Kuten edella on todettu, IL-8 Luc -testi auttaa ihoa herkistavien ja herkistamattomien 

 

aineiden erottelemisessa. T殖 ta on kuitenkin jatkettava, mieluiten ihmisista saatujen 

 

tietojen pohjalta, jotta voidaan maarittaa, miten 'L-8 Luc -testin tuloksia voidaan kaメtaa 

 

herkistyspotentiaalin arvioitmissa muihin tietolahteisiin yhdistettyna. 

 

7. Maaritelmat esitetaan lisayksessa 3.1. 

 

TESTIN 

 

8. IL-8 Luc -testissa kaメetaan ihmisen monosyyttileukemiasoluihin perustuvaa solulinjaa 

 

TIP-i, joka on saatu American Type Culture Collectionista (Manassas, VA, Yhdysvallat). 

 

Tohokun yliopiston laaketieteellisen tiedekuiman dermatologian laitos valmisti tata 

 

solulinjaa kayttamalla TIP- 1-soluihin perustuvan IL-8-reportterisolulinan nimelta TIP-

G8, joka sisaltaa vakaan lusiferaasioranssin (Stab1e Luciferase Orange,S LO) ja vakaan 

 

lusiferaasipunaisen (Stb1e Luciferase Red,S LR) lusiferaasigeeneja, joita IL-8 saatelee, 

 

seka glyseraldehydi-3 -fosfaattidehydrogenaasin (GAPDI) promoottoreita (1). Taran 

 

avulla voidaan mitata lusiferaasigeenin induktiota: hyvin tunnettujen 

 

lusiferaasisubstraattien tuottamaan valoon perustuvan luminesenssin havaitseminen on 

 

indikaattori IL-8:n aktivoitumisesta ja GAPDI:sta soluissa herkistaville kemikaaleille 

 

altistamisen i alkeen. 
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9. Kaksivarisessa testissa ka界etaan oranssia valoa emittoivaa lusiferaasia (sLO; 2maks. = 

 

580 mn) (12) IL-8 :n promoottorigeenin ilmentymiseen ja punaista valoa emittoivaa 

 

lusiferaasia (SLR;入 maks. = 630 nr) (13) sisaisen saatelyn promoottorigeenin, GAPDH:n, 

 

ilmentymiseen. Nama kaksi lusiferaasia emittoivat erivarista valoa reagoidessaan 

 

tulikarpasen d-lusiferiiniin, ja niiden luminesenssi mitataan samanaikaisesti yhden vaiheen 

 

reaktiossa erottelemalla testiseoksen emissio kayttamalla optista suodatinta (14) (lisays 

 

3.2). 

 

10.TH P-G8-solua kasitellaan testikemikaalilla 16 tuntia, rinka jalkeen mitataan IL-8-

promoottorin aktiivisuutta kuvaavan S L0-lusifraasin aktiivisuus (sLO-LA) ja GAPDI-

promoottorin aktiivisuutta kuvaavan S LR-lusifraasin aktiivisuus (SLR-LA). Jotta 

 

lyhenteet olisi helpompi ymmartaa,S L0-LA-lyhenteesta kaメetaan ja jempana muotoa 

 

IL8LA ja S LR-LA-lyhenteesta muotoa GAPLA. Taulukossa i selitetaan IL-8 Luc -testissa 

 

ka界ettavat ilmaukset, jotka liittyvat lusiferaasiaktiivisuuteen. Mitattujen arvojen 

 

perusteella lasketaan normalisoitu IL8LA (nIL8LA), joka on IL8LA:n ja GAPLAn valinen 

 

suhde; nIL8LA:n induktio (Ind-IL8LA), joka on testikemikaalilla kasiteltyjen TH P-G8-

solujen nIL8LA:n nelinkertaisesti mitattujen arvojen ja kasittelemattimien TH P-G8-

solujen nIL8LA:n arvojen aritmeettisten keskiarvojen suhde; seka GAPLAn inhibitio (血h-

GAPLA), joka on testikemikaalilla kasiteltyj en TIP -G8-soluj en GAPLAn nelinkertaisesti 

 

mitattujen arvojen ja kasittelematt6mien T IP-G8-solujen GAPLAn arvojen aritmeettisten 

 

keskiarvojen suhde ja jota ka界etaan s外otoksisuuden indikaattorina. 

 

Taulukko 1: IL-8 Luc -tcstlssa kaytettavien lusiferaasiaktiivisuuteen liittyvien ilmausten selitykset 

 

Lyhenteet Maaritelma 

 

GAPLA S LR-lusifraasiaktiivisuus, joka kuvastaa GAPDI-promoottorin 

 

aktiivisuutta 

 

IL8L S L0-lusifraasi akti ivisuus, joka kuvastaa iL-8-promoottorin 

 

aktiivisuutta 

 

nIL8L IL8L!GAPL 

 

Ind-IL8LA Kemikaaleilla kasiteltyjen TlP-G8-solujen nIL8L / 

 

kasittelerattomien solujen nIL8L 

 

Inh-GAPLA Kemikaaleilla kasiteltyjen TH P-G8-solujen GAPLA I 

 

kasittelemattomien solujen GAPLA 

 

CVO S Kemikaalin Dieninpi toisuus.io hla h h-G PLA-aro on < 0.05. 

 

li.Sa tavi11a on suoritusvaatimukset (15), jotka helpottavat Il-8 Luc -testin kaltaisten 

 

ruunneltujen 'n vitro -IL-8-lusifraasitestien vahidointia.My6 s OECD:n testiohjetta 442E 

 

hisataan ohjeisiin. OECD:n 

 

(Mutual Acceptance of Data, 

 

voidaan muuttaa oikea-aikaisesti, kun fara vaatimukset 

 

sopimuksen mukainen tietojen vastavuoroinen hyvaksynta 
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MAD) taataan ainoastaan suoritusvaatimusten mukaisesti validoitujen testien osalta, jos 

 

OECD on tarkistanutja sisallyttan舛 fara testit testiohjeeseen 442E (16). 

 

PATE VYYDEN OsOITUs 

 

12. Etmen kuin laboratoriot ryhtyvat ka界tamaan tassa testimenetelmanB .7 i lisayksessa 

 

kuvattua testia rutiininomaisesti, niiden on osoitettava tekninen patevyytensa lisayksessa 

 

3.3 lueteltujen kymmenen patevyyden osoittamiseen tarkoitetun aineen avulla in vitro - 

 

renetelmia koskevia hyvia ka外antdja noudattaen (17). Lisaksi testin ka外tajien on 

 

yllapidettava tietokantaa, joka sisaltaa reaktiivisuustesteista (ks. 15 kohta) seka 

 

positiivisista j a liuotin-/kantaj a-ainekontroieista (ks. 21-24 kohta) saadut aiemmat tiedot, 

 

ja vahvistettava naiden tietojen avulla, etta testin toistettavuus kussakin laboratorio ssa 

 

sailvv Didemmalla aikavalilla. 

 

MENETTELY 

 

13. IL-8 Luc -testin vakiomenettely (Standard Operating Procedures,S 0P) on saatavana, ja 

 

sita pitaisi kaメtaa, kun laboratorio tekee testin (18). Laboratoriot, jotka haluavat tehda 

 

testin, voivat tilata rekombinantin TH P-G8-solulinan GPC Lab. Co. Ltd:lta (Tottori, 

 

Japani) tekemalla materiaalinsiirtosopimuksen OECD:n malliin sisaltyvien ehtojen 

 

mukaisesti. S euraavissa kohdissa kuvataan testin paaosat ja menettelyt. 

 

SO1ue n valmistelu 

 

14. IL-8 Luc -testissa on ka界ettava TH P-G8-solulinaa, joka tilataan GPC Lab. Co. Ltd:lta 

 

Tottorista Japanista (ks. 8 ja 13 kohta). Vastaanoton jalkeen soluja propagoidaan (2-4 

 

siirrostusta) ja sail界etaan pakastettuina homogeenisena kantana. Taran kannan soluja 

 

voidaan propagoida enintaan 12 siirrostusta tai enintaan kuuden viikon ajan. 

 

Propagoinnissa ka外etaan R PMI-1640-kasvatusluosta, joka sisaltaa 10 % naudan sikiOn 

 

veresta valmistettua seerumia (FBS : aa), antibiootti -/antimykoottiliuosta (100 U/ml 

 

penisilliini G:ta, 100 ig/ml streptomysiinia ja 0,25 ig/ml amfoterisiini B:ta 0,85 - 

 

prosenttisessa suolaliuoksessa) (esim. GIBCO, luettelonro 15240-062), 0,15 ig/ml 

 

puromysiinia (esim.CAS -nro 58-58-2) ja 300 ig/ml G418:aa (esim. CAS-nro 10832 1-42-

2). 

 

15. Ennen kuin soluj a kaytetaan testauksessa, niiden laatu on varmistettava tekemalla 

 

reaktiivisuustesti. Tara testi on tehtava sulatuksesta 1-2 viikon kuluttua tai 2-4 

 

siirrostuksen jalkeen, ja simna on kaytettava positiivista kontrollia, 4 -nitrobentsyylibromidia 

 

(4-NBB) (CAS-nro 100-1 1-8, puhtaus と 99 %) ja negatiivista kontrollia, maitohappoa 

 

(CAs-nro 50-21-5, puhtaus ? 85 %). 4-NBB:n tulisi tuottaa positiivinen vaste Ind-

IL8LA:lle (と1,4), kun taas maitohapon tulisi tuottaa negatiivinen vaste Ind-IL8LA:lle 
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soluja, jotka lapaisevat reaktiivisuustestin. Testi on 

 

menettelyj en mukaisesti. 

 

(<1,4). Testissa saa kayttaa vain 

 

tehtava 22-24 kohdassa kuvattujen 

 

16. Testausta varten TH P-G8-soluen kylvdtiheyden on oltava 2-5 x10 5 solua/ml, ja niita on 

 

esiviijeltava viijelypulloissa 48-96 tuntia. Testauspaivana viijelypullosta keratyt solut 

 

pestaan RPMI-1640:la, joka sisaltaa 10 % FBS:aa muttei antibiootteja.Se n jalkeen solut 

 

resuspendoidaan RPMI-1640-liuokseen, joka sisaltaa 10 % FBS:aa muttei antibiootteja, 

 

tiheメeen i x 106 solua!ml. Taran jalkeen solut jaetaan 96-kuoppaiselle tasapohjaiselle 

 

mustale levylle (esim. Costar, luettelonro 3603) (50 i1) (5 x 1 i4 solua/kuoppa). 

 

Testikemikaalien ja kontrolliaineiden valmistelu 

 

17. Testikemikaalit ja kontrolliaineet valmistetaan testipaivana. IL-8 Luc -testissa 

 

testikemikaalit liuotetaan X-VIV0lM 15 -liuottimeen, joka on kaupallisesti saatavilla oleva 

 

seerumiton kasvatusliuos (Lonza, 04-418Q), loppupitoisuuteen, joka on 20 mg/ml. X-

V 1V0T1 15 :ta lisataan 20 mg:aan testikemikaalia (kemikaalin liukoisuudesta riippumatta) 

 

mikrosentrifugiputkessa 1 mi:n tilavuuteen.S en jalkeen putkea ravistetaan voimakkaasti ja 

 

sekoitetaan sekoittimessa enimmaisnopeudella 8 kierrosta minuutissa 30 minuutin ajan 

 

20。 C:n iamp6tilassa. Jos kiinteat kemikaalit eivat ole vielakaan liuenneet, putkea 

 

kasitellaan uitraaanella, kunnes kemikaah on liuemrnt kokonaan tai dispergoitunut 

 

stabiilisti. X~V1V0ml 15 :een hukenevien testikemikaalien osalta huos laimemletaan X-

VIV 0TM 15:ia viisinkertaisesti ja kaytetaan testikemikaalin X-VW0TM 15 

 

varastoliuoksena (4 mg/rl). Niiden testikemikaalien osalta, jotka eivat liukene X~ VIV 0TM 

 

15:een, seosta sekoitetaan uudestaan vahintaan 30 minuutin ajan ja sen jalkeen 

 

sentrifugoidaan kierrosluvulla 15 000 rpm (ス二20 000 g) 5 minuutin ajan. Nain saatavaa 

 

supernatanttia ka舛etaan testikemikaalin X~VIV0ml l 5 -varastoliuoksena. Muiden 

 

liuottimien, kuten D1S0:n, veden tai kasvatusliuoksen, ka昇dile on esitettava tieteelliset 

 

perusteet. Yksityiskohtainen menettely kemikaalien liuottamiseksi esitetaan lisayksessa 

 

3.5. X-VIV0］、4 15 -liuokset (ks. 18-23 kohta) sekoitetaan suhteessa 1:1 (v/v) 

 

solususpensioihin, jotka on valmistettu 96-kuoppaisella tasapohjaiselia mustalla ievylla 

 

(ks. 16 kohta). 

 

i8 . Ensimmaisen testiajon tarkoituksena on maarittaa sメotoksinen pitoisuus ja tutkia 

 

kemikaalien ihoherkistyspotentiaalia. Testikemikaalien X~VIVoTM l 5 -varastoiiuoksista 

 

tehdaan X~VIVoTM 15:n avulla sarjalaimennokset laimennuskertoimella 2 (ks. lisays 3.5) 

 

kayttamalla 96-kuoppaista testiblokkia (esim. Costar, luetteionro E W-01729-03). 

 

S euraavaksi 50 tl iaimennettua iiuosta / kuoppa listin 50 tl:aan solususpensiota 96-

kuoppaisella tasapohjaisella mustalla levylia. X-VIV0 TM 15:een liukenevien 

 

testikemikaalien loppupitoisuudet ovat siis 0,002-2 mg/ml (lisays 3.5). Niille 

 

testikemikaaleille, jotka eivat liukene X-VIV0 TM 15:een pitoisuudella 20 mg/mi, 

 

maaritetaan vain laimennuskertoimet valille 2_210, vaikka testikemikaalien todelliset 
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loppupitoisuudet ovat epaseivat ja maara界yvat sen mukaan, mika on testikemikaalien 

 

saturoitunut pitoisuus X~VIV0 TM 15 -varastoliuoksessa 

 

19. Se uraavssa testiajoissa (ts. toiset, kolmannet ja neijannet rinnakkaisna界teet) X-VIV01"1 

 

15 -varastoiiuoksesta tehdaan nelja kertaa suurempi pitoisuus kuin se pitoisuus, jolla 

 

solujen elinkyky oli 05 (CVOS; pienin pitoisuus, jolla Inh-GAPLA-arvo on <0,05) 

 

ensimmaisessa kokeessa. Jos Inh-GAPLA-arvo ei laske alle 0,05:n ensimmaisen testiajon 

 

suurimmalla pitoisuudella, X~V1V0TM 15 -varastoiiuoksesta tehdaan ensimmaisen ajon 

 

suurimman pitoisuuden mukaan. CVOS-pitoisuus lasketaan jakamalla ensimmaisen ajon 

 

varastoliuoksen pitoisuus CVOS :n laimennuskertoimella (X) (laimennuskerroi n CVOS (X); 

 

laimennuskerroin, jolla varastoliuos saatiin laimennettua CVOS-arvoon) (ks. lisays 3.5). 

 

Niiden testiaineiden osalta, jotka eivat liukene X-VWO-liuokseen pitoisuudella 20 mg/mi, 

 

CVO S maaritetaan varastoliuoksen pitoisuudella x 1/X. Testiajoihin 2-4 valmistetaan 

 

toinen varastoliuos kaavalla 4 x CV S0 (lisays 3.5). 

 

20. X-VW0］、4 15:n toisista varastoliuoksista tehdaan sarjalaimennokset laimennuskertoimella 

 

1,5 kaメtaen 96-kuoppaista testiblokkia.Se uraavaksi 50 tl laimennettua liuosta / kuoppa 

 

lisLtin 50 tl:aan solususpensiota 96-kuoppaisen tasapohjaisen mustan levyn kuopissa. 

 

Kunkin testikemikaalin kukin pitoisuus on testattava neljassa kuopassa. Naytteet 

 

sekoitetaan levysekoittajallaja niita inkuboidaan 16 tunnin ajan 37。 C:ssa (C02-pitoisuus S 

 

prosenttia), minka jalkeen lusiferaasiaktiivisuus mitataan jaljempana kuvatulla tavalla. 

 

on seos, joka sisaltaa 50 i1 X-VW0］、4 15:ta / kuoppa ja 50 .tl 

 

/ kuoppa RPM'- 1 640-liuoksessa, joka sisaltaa 10 prosenttia FBS : . 

 

21. Liuotinkontrolli 

 

solususpensiota 

 

22.S uositeltu positiivinen kontrolli on 4-NBB. 4-NBB:ta laitetaan 20 mg 1,5 mi:n 

 

mikrofugiputkeen, johon lisataan X-VIV0 lM 15 :ta enintaan i ml. Putkea ravistetaan 

 

voimakkaasti ja sekoitetaan sekoittajassa enintaan 8 kierrosta minuutissa -kierrosluvulla 

 

vahintaan 30 minuutin ajan.S entrifugoinnin (20 000 g, 5 min) jalkeen supernatantti 

 

laimennetaan X~VIV0TM 15:10 kertoimella 4 ja 500 il laimennettua supernatanttia 

 

siirretaan 96-koppaisen testiblokin kuoppiin. Laimennettua supernatanttia laimennetaan 

 

lisaa X-VW0］、4 15:10 kertoimilla 2 ja 4, ja 50 i1 liuosta lisatiin 50 i1:aan TH P-G8-

solususpensiota 96-kuoppaisen tasapohjaisen mustan levyn kuoppiin (lisays 3.6). 

 

Positiivisen kontrollin kukin pitoisuus on testattava neijassa kuopassa. Levya sekoitetaan 

 

levysekoittajalla ja sita inkuboidaan 16 tunnin ajan hiilidioksidi-inkubaattorissa (37 oc, 

 

c02-pitoisUus 5 prosenttia), minka jalkeen lusiferaasiaktiivisuus mitataan 29 kohdassa 

 

kuvatulla tavalla. 

 

23.S uositeltu negatiivinen kontrolli on maitohappo. Maitohappia laitetaan 20 mg 1,5 ml:n 

 

mikrofugiputkeen, johon lisataan enintaan i ml X~V WITM 15:ta (20 mg/ ml). 

 

Maitohappoliuos (20 mg/mi) laimennetaan X~V,VoTM 15:10 kertoimella 5 (4 mg/mi); 500 
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il tisti maitohappoliuoksesta, jonka pitoisuus on 4 mg/mi,sii rret航n 96-kuoppaisen 

 

testiblokin kuoppiin. Tara huis laimennetaan X~VIVoTM 15:la kertoimella 2 ja sen 

 

jalkeen viela kerran kertoimella 2, jotta saadaan liuokset, joiden pitoisuudet ovat 2 mg/ml 

 

ja 1 mg/ml. Naista kolmesta liuoksesta ja kantaja-ainekontrollista (X-VWolM 15) 50 i1 

 

kutakin lisataan 50 F 1:aan TH P-G8-solususpensiota 96-kuoppaisen tasapohjaisen mustan 

 

levyn kuoppiin. Negatiivisen kontrollin kukin pitoisuus testataan neljassa kuopassa. Levya 

 

sekoitetaan levysekoittaj aila j a sita iiikuboidaan 16 tunnin ajan hiilidioksidi -inkubaattorissa 

 

(37。C ,C 02-pitoisuus 5 prosenttia), mink jalkeen lusiferaasiaktiivisuus mitataan 29 

 

kohdassa kuvatulla tavalla. 

 

24. Muita sopivia positiivisia tai negatiivisia kontrolleja voidaan kayttaa, jos saatavana on 

 

aikaisempia tietoja, joista voidaan johtaa vertailuajon hyvaksymisperusteet. 

 

25. Haihtuvien testikemikaahien h6rystymista j a testikemikaalien aiheuttamaa kuoppien 

 

valista ristikontaminaatiota on valtettava esimerkiksi peittamalla lev界 kalvolla ennen 

 

inkubointia testikemikaahien kanssa. 

 

26. Testikemikaaleista ja hiuotinkontrollista on tehtava 2-4 ajoa, jotta voidaan tehda 

 

positiivinen tai negatiivinen ennuste (ks. taulukko 2). Kukin ajo tehdaan eri paivina 

 

kayttamalla testikemikaaleista tuoretta X-VWoIM 15 -varastohiuosta ja erikseen kerattyja 

 

soluja.S olut voivat kuitenkin olla peraisin samasta siirrostuksesta. 

 

Lusiferaasiaktiivisuuden mittaukset 

 

27. Luminesenssi mitataan ka外tamalla 96-kuoppaisen mikrolevyn luminometria, jossa on 

 

optiset suodattimet. Tallaisia laitteita ovat esimerkiksi Phehios (ATTO, Tokio, Japani), 

 

Tristan 941 (Berthold, Bad Wildbad,S aksa) ja ARVO-sarja (PerkinElmer, Waltham, MA, 

 

Yhdysvallat). Luminometri on kahibroitava jokaiseen testiin toistettavuuden 

 

varmistamiseksi (19). Kalibrointia varten saatavana on rekombinanttej a oranssia j a 

 

punaista valoa emittoivia lusiferaasej a. 

 

28.E silanniitett殖 Tripluc⑧-lusiferaasitestin reagenssia (Tripluc) laitetaan 100 i1 kemikaalilla 

 

kasiteltya tai kasittelemt6nta solususpensiota sisaltavan levyn jokaiseen kuoppaan. Levya 

 

sekoitetaan 10 minuuttia noin 20。 c:n lamp6tilassa, ja sen jalkeen levy asetetaan 

 

luminometriin lusiferaasiaktiivisuuden mittaamiseksi. Bioluminesenssia mitataan 3 

 

sekuntia sek optista suodatinta kayttamatta (FO) etta sita kayttaen (Fl). Toisenlaisten 

 

asetusten (jotka maaraytyvat esimerkiksi kaytettavan luminometrin mallin mukaan) 

 

kayttaminen on perusteltava. 

 

29. Jokaisen pitoisuuden parametrit lasketaan mitatuista arvoista, joita ovatI L8LA, GAPLA, 

 

nIL8LA, In d-IL8LA, Inh-GAPLA, IL8LA:n keskiarvo士 keskihajonta, GAPLAn keskiarvo 

 

士 keskihajonta, nI L8LA:n keskiarvo 士 keskihajonta, Ind-IL8LA:n keskiarvo 士 
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keskihajonta, Inh-GAPLA:n keskiarvo士 keskihajonta seka Ind-IL8LA:n 95 prosentin 

 

luittamusvali. Tassa kohdassa ka界ettyjen parametrien maaritelmat on esitetty lisayksessa I 

 

ja IV. 

 

30. Ennen mittausta monivarisissa reportteritesteissa tehdaan yleensa varierottelu ka界tamalla 

 

ilmaisimia (luminometri ja levylukija), joissa on optiset suodattimet, kuten 

 

tarkkuussuodattimet (yli- tai alipaast6) tai kaistanpaastdsuodattimet. S uodattimien 

 

transmissiokertoimet jokaisen bioluminesenssisignaalin varmn osalta on kaibroitava ennen 

 

testausta lisayksen 3.2 mukaisesti. 

 

TIEDOT JA RAPORTOINTI 

 

Tietojen arviointi 

 

31. Positiivisen/negatiivisen paat6ksen perusteissa edellメetaan, etta jokaisessa testiaj ossa 

 

IL-8 Luc -testin ennuste on positiivinen, jos testikemikaalin nd-IL8LA-arvo onと I, 4 ja 

 

nd-IL8LA-aron 95 prosentin luottamusvalin alaraja on之 1,0 

 

IL-8 Luc -testin ennuste on negatiivinen, jos testikemikaalin血 d-IL8L-arvo on < 1, 4 

 

ja/tai血 d-IL8L-aron 95 prosentin luottamusvalin alaraja on < 1,0. 

 

Ennustemalli 

 

32. Testikemikaalit, joista saadaan kaksi positiivista tulosta ensimmaisessa, toisessa, 

 

kolmannessa tai nelj annessa ajossa, maaritetaan positiivisiksi, kun taas ne testikemikaalt, 

 

joista saadaan kolme negatiivista tulosta ensimmaisessa, toisessa, kolmannessa tai 

 

neljannessa ajossa, maaritetaan oletettavasti negatiivisiksi (taulukko 2). Oletettavasti 

 

negatiivisista kemikaaleista ne, jotka liukenevat X-V0V0］、4 15:een pitoisuudella 20 

 

mg/rl, katsotaan negatiivisiksi, kun taas ne, jotka eivat liukene tahan liuokseen talla 

 

pitoisuudella, onjatettava pois analyysista (kuva 1). 

 

Taulukko 2: Positiivisten ja oletettavasti negatiivisten kemikaalien mtrittamisperusteet 

 

1. testiajo 2. testiajo 3. testiajo 4. testiajo Lopulhnen 

 

ennuste 

 

Positiivinen Positiivinen - - Positiivinen 

 

Negatiivinen Positiivinen - Positiivinen 

 

Negatiivinen Positiivinen Positiivinen 

 

Negatiivinen Oletettavasti 

 

negatiivinen 

 

Negatiivinen Positiivinen Positiivinen - Positiivinen 

 

Negatiivinen Positiivinen Positiivinen 

 

Negatiivinen Oletettavasti 

 

negatiivinen 
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Negatiivinen 

 

Positiivinen 

 

Positiivinen 

 

Negatiivinen 

 

Negatiivinen 

 

Positiivinen 

 

Oletettavasti 

 

negatiivinen 

 

Oletettavasti 

 

negatiivinen 

 

Kuva 1: Lopullisen arvion ennusternalli 

 

Kemikaa lit 

 

Positiivinen 

 

Oletettavasti 

 

negatiivinen 

 

二 

 

Liukeneva pitoisuudella 

 

20 mg/ml 

 

Li ukene r ato n 

 

pitoisuudella 20 mg/ml 

 

Negatiivinen 

 

Ei oteta 

 

huomioon 

 

analyysissa 

 

一 
、 

 

Hyv航ksymisperusteet 

 

33.Se uraavien hyvaksyntaperusteiden pitaa tayttya IL-8 Luc -testia kaメettaessa: 

 

Ind-IL8LA-arvon on oltava yli 5,0 vahintaan yhdella positiivisen kontrollin (4-NB) 

 

pitoisuudella jokaisessa testiaj ossa. 

 

Ind-IL8LA-aron on oltava alle 1,4 mila tahansa negatiivisen kontrollin (maitohappo) 

 

pitoisuudella jokaisessa testiaj ossa. 

 

S e11aiset tiedot levyilta, joissa soluja ja Triplucia mutta ei kemikaaleja sisaltavien 

 

kontrollikuoppien GAPLA-arvo on alle viisi kertaa vain testiliuosta (50 tl R PMI-1640-

liuosta (joka sisaltaa 10 prosenttia FBs:) / kuoppa ja 50 tl X-VW0lM 15:ta / kuoppa) 

 

sisaltavien kuoppien arvosta, on hylattava. 

 

Tiedot levyilta, joissa testi- tai kontrollikemikaalien kaikkien pitoisuuksien Inh-GAPLA-

arvo on alle 0,05, on hylattava. Tassa tapauksessa ensimmainen testi on toistettava, jolloin 

 

toistetun testin suurin loppupitoisuus on edellisen testin pienin loppupitoisuus. 

 

Testiraportti 

 

34. Testiraportissa on esitettava seuraavat tiedot: 
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Testikemiんalil 

 

Yhdesta ainesosasta koostuva aine: 

 

kemialliset tuimistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS -nimi (-nimet),CAS -numero(t), 

 

sMILEs- tai InChI-koodi, rakelmekaava ja/tai muut tunnistetiedot 

 

fyysinen ulkonak6, vesiliukoisuus, molekyylipaino ja muut olennaiset句sikaalis-
kemialliset ominaisuudet, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

puhtaus, epapuhtauksien kemialliset tunnistetiedot tarvittaessa ja sen mukaan kuin on 

 

kaytannissa mahdollista jne. 

 

tarvittaessa kasittely ennen testia (esimerkiksi lanimittaminen tai jauhaminen) 

 

liukoisuus X-VIV0］、4 15 :een. s ihen liukenemattomien kemikaalien osalta tieto sll ta, 

 

oliko sentrifugoinnin jalkeen havaittavissa saostumista tai flotaatiota. 

 

testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet) 

 

sail界ysolosuhteet ja stabiilius, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

liuottimen!kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaahn osalta, jos X-VIV0m 

 

15:ta ei ole ka界etty. 

 

Useista ainesosista koostuvat aineet, UVCB-aineet ja seokset: 

 

mahdollisimman tarkka luonnehdinta, esimerkiksi kemiallinen koostumus (ks. edella), 

 

puhtaus, esiintymistiheys ja ainesosien olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet (ks. 

 

edella), sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

fyysinen ulkonak6, vesiliukoisuus j a muut olennaiset句sikaalis-kemialliset ominaisuudet, 

 

sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

molekyylipaino tai na ennainen molekyylipaino, jos kyse on seoksista/polymeereista, 

 

joiden koostumus tunnetaan, tai muita tutkimuksen tekemisen kannalta olennaisia tietoja 

 

tarvittaessa kasittely ennen testia (esimerkiksi lanimittaminen tai jauhaminen) 

 

liukoisuus X-VW0］、4 15 :een.Si ihen liukenemattomien kemikaalien osalta tieto siita, 

 

oliko sentrifugoinnin jalkeen havaittavissa saostumista tai flotaatiota. 

 

testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet) 

 

sailytysolo suhteet ja vakaus, sikal kuin tiedot ovat saatavissa 

 

liuottimen!kantaja-aineen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta, jos X-VIV0m 

 

15:ta ei ole ka界etty. 

 

亙mtollit 
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Positiivinen kontrolli: 

 

kemialliset tunnistetiedot, kuten JUPAC- tai CAS -nlml (-nimet),CAS -numero(t), 

 

sMILEs- tai InChI-koodi, rakennekaava ja/tai muut tunnistetiedot 

 

fyysinen ulknak6, vesiliukoisuus, molekyylipaino ja muut olennaiset fysikaalis-
kemialliset ominaisuudet, tarvittaessa ja sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

puhtaus, epapuhtauksien kemiallinen luonne,si kali kuin ne on tarkoituksenmukaista ja 

 

kytann6ssa mahdollista ilmoittaa, jne. 

 

tarvittaessa kasittely ennen testia (esimerkiksi lammittaminen tai jauhaminen) 

 

testattu pitoisuus (testatut pitoisuudet) 

 

sail界ysolosuhteet ja stabiilius, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

tarvittaessa viittaus aiempiin positiivisten kontrollien tuloksiin, jotka kertovat sopivista 

 

hyvaksymisperusteista. 

 

Negatiivinen kontrolli: 

 

kemialliset tunnistetiedot, kuten IUPAC- tai CAS -nml (-nimet),CAS -numer(t) ja/tai 

 

muut tunnisteet 

 

puhtaus, epapuhtauksien kemiallinen luonne, sikali kuin ne on tarkoituksenmukaista ja 

 

kytann6ssa mahdollista ilmoittaa, jne. 

 

fyysinen ulkonako, molekyylipaino ja muut olennaiset 句sikaalis-kemialliset 

 

ominaisuudet, jos negatiiviset kontrollit ovat muita kuin testiohjeessa mainittuja, ja sikali 

 

kuin tiedot ovat saatavissa 

 

sailytysolosuhteet ja stabiilius, sikali kuin tiedot ovat saatavissa 

 

liuottimen valintaperusteet kunkin testikemikaalin osalta. 

 

Tes万olosuhteet 

 

tutkimuksen teettajan nimi ja osoite, testauslaitos ja tutkimusjohtaja 

 

kuvaus kaytetysta testista 

 

kaytetty solulinja, sen sailメysolosuhteet ja lahde (esimerkiksi laitos, josta se on peraisin) 

 

FBC:n eranumero ja alkupera, toimittajan nimi, 96-kuoppaisen tasapohjaisen mustan levyn 

 

eranumero ja Tripluc-reagenssin eranumero 

 

siirrostusten lukumaara ja testauksessa kaメetty solutiheys 

 

testaamista edeltavaan kylvddn ka界etty solujen laskentamenetelma ja toimenpiteet, joilla 

 

on varmistettu solujen maaran tasainen jakautuminen 
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kaメetty luminometri (esimerkiksi malli), m6s instmmenttiasetukset, ka界etty 

 

lusiferaasisubstraatti seka lisayksessa 3.2 kuvattuun kontrollitestiin perustuvien 

 

asianniukaisten luminesenssimittausten esittely 

 

menettely, jolla on osoitettu laboratorion patevyys tehda testi (esimerkiksi patevyyden 

 

osoittamiseen tarkoitettujen aineiden testaaminen) tai testin toistettavuus ajan mittaan. 

 

Tbstim en e#eか 

 

rinnakkaisnaytteiden ja tehtyjen testiajojen lukumalira 

 

testikemikaalien pitoisuudet, applikointimenettely ja altistusaika (jos se poikkeaa 

 

suosituksesta) 

 

kuvaus ka界etyista arviointi- ja pat6skriteereist 

 

kuvaus tutkimukselle asetetuista hyvaksymispersteista 

 

kuvaus testimenettelyj en mahdollisista muutoksista. 

 

乃ilo肋et 

 

I L8L- ja GAPLA-arvojen mittaukset 

 

nIL8L-, Ind-IL8L- ja Inh-GAPLA-arvojen laskelmat 

 

nd-IL8LA-arvon 95 prosentin luottamusvali 

 

kaavio, jossa kuvataan lusiferaasiaktiivisuuden induktion ja elirikyvyn annos-vastekayrat 

 

tarvittaessa muiden olennaisten havaintojen kuvaus. 

 

Tulsten larkastelu 

 

IL-8 Luc -testilla saatujen tulosten tarkastelu 

 

testitulosten tarkastelu lATAn valossa, jos saatavana on muita olennaisia tietoja. 

 

Pddlelmdl 
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MAARITELMAT 

 

Tarkkuus: Testitulosten ja hyvaksyttyjen vertailuarvojen valinen ero. Tarkkuus on 

 

testimenetelman suorituskyvyn mitta ja yksi merkityksellisyyden osatekij dista. Tarkkuutta 

 

j a vastaavuutta (koiikordanssi) kaメetaan usein toisiaan korvaavasti tarkoittamaan testilla 

 

saatujen oikeiden tulosten osuutta (16). 

 

Alp (Adverse Outcome Pathway), haittavaikutusreitti: Tarkastelun kohteena olevan 

 

kemikaalin tai samankaltaisten kemikaalien ryhman kemiallisesta rakenteesta johtuva 

 

tapahtumasarj a molekyylitasolla tapahtuvasta kaynnistavasta tapahtumasta kiinnostuksen 

 

kohteena olevaan lopputulokseen in vivo (20). 

 

Kemikaali: Aine tai seos. 

 

CVO5:S o1ujen elinkyky (cell viability) 05 eli pienin pitoisuus, jolla kemikaalien Inh-
GAPLA-arvo on alle 0,05. 

 

FInSLO-LA: Validointiraportissa ja aienimissa IL-8 Luc -testia koskevissa julkaisuissa 

 

kaytetty lyherne, joka tarkoittaa Id-IL8LA-arvoa. Ks. Id-IL8LA:n maaritelma. 

 

GAPLA: Vakaan lusiferaasipunaisen (SLR) lusiferaasiaktiivisuus (?'maks. = 630 nr), jota 

 

saatelee GAPDH:n promoottori. Arvo kertoo solujen eliiikyvyn ja elinkykyisten solujen 

 

lukumaaran. 

 

Vaara: Aineen tai tilanteen luontainen ominaisuus, Jolla 0fl kyky aiheuttaa haitallisia 

 

vaikutuksia, kun organismi, jarjestelma tai (ala)populaatio altistuu kyseiselle aineelle. 

 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): Jasennelty lahestymistapa, jota 

 

kaytetaan kemikaalin tai kemikaaliryhman aiheuttaman vaaran tunnistamiseen (potentiaali), 

 

vaaran luonnehtimiseen (potenssi) ja/tai turvallisuuden arviointiin (potentiaali/potenssi ja 

 

altistus), kokoamalla ja punnitsemalla kaikki strategisesti keskeiset tiedot, jotta voidaan 

 

tarjota tietoa saantelyyn perustuvaan paatiksentekoon potentiaalisesta vaarasta ja/tai riskista 

 

ja/tai tarpeesta tehda lisaa kohdennettua ja siksi mahdollisimman vhaista testausta. 

 

1-SLR-LA: Validointiraportissa ja a ienlissa IL-8 Luc -testia koskevissa julkaisuissa 

 

kaytetty lyhenne, joka tarkoittaa hih-GAPLA-arvoa. Ks. Inh-GAPLA:n maaritelma. 

 

IL-8 (interleukiini-8): Endoteelisoluista, fibroblasteista, keratinosyyteista, makrofageista ja 

 

monosyyteista saatava sメokiini, joka aiheuttaa neutrofiilien ja T-solulymfosyyttien 

 

kemotaksiaa. 

 

IL8LA: Vakaan lusiferaasioranssin (SL0) lusiferaasiaktiivisuus (?'maks. = 580 nr), jota 

 

saatelee IL-8:n promoottori. 
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Ind-IL8LA: I L8L:n induktiokerroin.Se saadaan jakamalla kemikaaleilla kasiteltyjen 

 

THP-G8-solu en nIL8LA-aro stimuloimattomien TH P-G8-solu en vastaavalla arvolla, ja se 

 

kertoo kemikaalien aiheuttamasta IL-8 :n promoottorin aktivoitumisesta. 

 

Inh-GAPLA: GAPLA:n inhibitio.Se saadaan jakamalla kemikaaleilla kasiteltyjen TIP-

G8-solujen GAPLA-arvo kasittelematt6mien TH P-G8-solujen vastaavalla arvolla, ja se 

 

kertoo kemikaalien sメotoksisuudesta. 

 

V註himm議isinduktior可 a: Pienin pitoisuus, j olla positiivisen tuloksen perusteet tayttyvat 

 

kemikaalin osalta. 

 

Seos:S eos tai huis, joka koostuu kahdesta tai useamruasta aineesta. 

 

Yhdest議 ainesosasta koostuva aine: Aine, jossa sen kvantitatiivisen koostumuksen 

 

perusteella on vahintaan 80 painoprosenttia yhta paaainesosaa. 

 

Useasta ainesosasta koostuva aine: Aine, jossa 

 

perusteella on useampaa kuin y hta piainesosaa ja jo 

 

painoprosentt 

 

valmistuspros 

 

sen kvantitatiivisen koostumuksen 

 

nka ainesosien pitoisuudet ovat ? 10 

 

ja ja < 80 painoprosenttia. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy 

 

lessin tuloksena.S eoksen ja useasta ainesosasta koostuvan aineen valinen ero 

 

on se, etta seos saadaan aikaan sekoittamalla kahta tai useampaa ainetta ilman kemiallista 

 

reaktiota. Useasta ainesosasta koostuva aine syntyy kemiallisen reaktion tuloksena. 

 

nIL8LA: S L0-lusiferaasiaktiivisuus, joka kuvastaa IL-8 :n promoottorin aktiivisuutta 

 

(IL8LA) normalisoituna S LR-lusiferaasiaktiivisuudella, joka kuvastaa GAPDH:n 

 

promoottorin aktiivisuutta (GALPA). S e kuvastaa IL-8:n promoottorin aktiivisuutta solujen 

 

elinkyky tai solujen lukumaara huomioon ottaen. 

 

nSL0-LA: Validointiraportissa ja aiemmissa IL-8 Luc -testia koskevissa julkaisuissa 

 

kaytetty lyhenne, joka tarkoittaa nIL8LA-arvoa. Ks. nIL8LA:n maaritelma. 

 

Positiivinen kontrolli: Riimakkaisnayte, jossa on kaikki testijarjestelman osat ja joka on 

 

kasitelty aineella, jonka tiedetaan aiheuttavan positiivisen vasteen. Vaste ei kuitenkaan saisi 

 

olla liian voimakas, jotta positiivisen kontrollivasteen vaihtelu ajan funktiona voidaan 

 

arvioid& 

 

Prehapteenit: Kemikaalit, joista tulee herkistavia aineita abiiottisen transformaation 

 

j alkeen. 

 

Prohapteenit: Kemikaalit, jotka 

 

potentiaalin kaynnistymiseen. 

 

vaativat entsymaattista aktivointia ihoa herkistavan 

 

Merkityksellisyys: Kuvaus testin ja toivotun vaikutuksen valisesta suhteesta ja siita, onko 

 

testi tarkoituksenmukainen ja hydyllinen tiettya tarkoitusta varten. 

 

tarkoitetaan sita, missa maarin testilla 

 

biologista vaikutusta. Merkityksellisyydei 

 

erkityksellisyydella 

 

ennustaa haluttua 

 

M 

 

tai 

 

tarkasti mitata 

 

ssa on huomioitava mys testin tarkkuus 

 

器
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(vastaavuus) (16). 

 

Luotettavuus: Mittaa sita, miten testi voidaan toistaa samassa laboratoriossa tai eri 

 

laboratorioissa ajan myita kaytettaessa samaa protokollaa.S ita arvioidaan laskemalla 

 

laboratorion sisainen ja laboratorioiden valinen uusittavuus ja laboratorion sisainen 

 

toistettavuus (16). 

 

Testiajo: Testiajo koostuu yhdesta tai useammasta testikemikaalista, jotka testataan 

 

samanaikaisesti liuotin-/kantaja-ainekontrollin ja positiivisen kontrollin kanssa 

 

Herkkyys: Niiden positiivisten/aktiivisten kemikaalien osuus, jotka on luokiteltu testissa 

 

oikein.Sl la mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testin tarkkuutta. Herkkyys on tarkeaa 

 

ottaa huomioon arvioitaessa testin merkityksellisyytta (16). 

 

SL0-LA: Validointiraportissa ja ale nlmssa IL-8 Luc -testia koskevissa julkaisuissa 

 

kaytetty lyhemie, joka tarkoittaa I L8L-arvoa. Ks .I L8LA:n maaritelma. 

 

SLR-LA: Validointiraportissa ja aiemmissa 'L-8 Luc -testia koskevissa julkaisuissa 

 

kuメetty lyhenne, joka tarkoittaa GAPLA-arvia. Ks. GAPLA:n maaritelma. 

 

Liuotin-/kantaja-ainekontrolli: kaslttelemt6n na界e, jossa on testikemikaalia lukuun 

 

ottamatta kaikki testijarjestelman osat, mys liuotin tai kantaja-aine.Si ta kaメetaan 

 

perusvastetason maarittamiseen naytteille, joissa testikemikaali on liuotettu tai dispergoitu 

 

stabiilisti samaan liuottimeen tai kantaja-aineeseen. Kun tallainen nayte testataan 

 

samanaikaisesti kasvatusliuoskontrollin kanssa, se osoittaa m y6s, reagoiko liuotinlkantaja-
aine testijarjestelman kanssa. 

 

Spesifisyys: Kaikkien negatiivisten/inaktiivisten kemikaalien osuus, jotka on luokiteltu 

 

testissa oikein.Si 11a mitataan luokittavia tuloksia tuottavan testimenetelman tarkkuutta. 

 

Spesifsyys on tarkeaa ottaa huomioon arvioitaessa testin merkityksellisyytta (16). 

 

Aine: Alkuaine ja sen yhdisteet sellaisina kuin ne esiintyvat luonnossa tai 

 

tuotantomenetelmin tuotettuina, mukaan luettuina aineen pysyvyyden sailyttamiseksi 

 

tarvittavat lisaaineet ja kaメetyssa prosessissa muodostuvat epapuhtaudet, ei kuitenkaan 

 

liuottimia, jotka voidaan erottaa vaikuttamatta aineen pysyvyyteen tai muuttamatta sen 

 

koostumusta. 

 

Pinta-aktiivinen aine: Aine, esimerkiksi detergentti, joka voi vahentaa nesteen 

 

pintajannitetta ja saada sen siten vaahtoamaan tai lapaisemaan kiinteita aineita. Tunnetaan 

 

my6s vettymista edistavana aineena. (TG437) 

 

Testikemikaali: Aine tai seos, jota testataan talla testimenetelmalla. 

 

THP-G8: IL-8-reportterisolulinja, jota kaメetaan IL-8 Luc -testissa. Ihmisen makrofagin 

 

kaltaiseen TIP- 1-solulinj aan transfektoitiin sLO- ja S LR-lusifraasigeenit IL-8 :n ja 

 

GAPDI:n promoottorien saatelemana. 
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YK: n maailmanlaajuisesti yhdenmukaistettu kemikaalien luikitus- ja 

 

merkintj ari es telm註 (United Nations Globally Harmonized S ystem of Classification 

 

and Labelling of Chemicals, UN G1S): Tassa jarjestelmassa kemikaalit (aineet ja seokset) 

 

luokitellaan vakioitujen fysikaalisten seka terveys- ja ymparistdvaarojen tyyppien ja tasojen 

 

mukaisesti, ja niille osoitetaan vaaraviestinnan tuimukset, kuten kuvamerkit, huomiosanat, 

 

vaaralausekkeet, turvalausekkeet ja turvatiedotteet, jotta voidaan valittaa tietoa kemikaalien 

 

haittavaikutuksista ihmisten (esimerkiksi t6nantj ien, t殖ntekij6iden, 

 

kuljetushenkildkunnan, kuluttajien ja pelastushenkll6st6n) ja ymparist6n suojelemiseksi 

 

(21). 

 

UVCB-aineet: Koostumukseltaan tuntemattomat tai vaihtelevat aineet, kompleksit 

 

reaktiotuotteet tai biologiset materiaalit. 

 

Validi testimenetelll: Testi, jonka katsotaan olevan riittavan relevantti ja luotettava 

 

tiettyyn tarkoitukseen ja joka perustuu tieteellisesti vakaisiin periaatteisiin. Mitaan testia ei 

 

voida koskaan pitaa absoluuttisesti validoituna vaan ainoastaan validoituna suhteessa 

 

maaritettyyn tarkoitukseen. 
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Lis航Ys 3.2 

 

LUSIFERAASIAK'llVISUUDEN M ITTAUSPRIAATE JA O PTISEN 

 

SUODATTIMEN T R NSMISSIOKERTOI IEN MAARITTAMINEN S L0:TA JA 

 

SLR:AA VARTEN 

 

lultiReporter-testijarjestelmaa (Tripluc) voidaan kayttaa sellaisen mikrolevytyyppisen 

 

luminometrin kanssa, jossa on monivarinen havaintojarjestelma ja johon voidaan liittaa 

 

optinen suodatin (esim. Phelios AB -2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar 

 

LB941 (Berthold)). Mittauksessa kaytettava optinen suodatin on 600-620 nm:n yli- tai 

 

alipaastisuodatin tai 600-700 nm:n kaistanpaastisuodatin. 

 

Kaksivliristen lusiferaasien mittaaminen optisella suodattimella. 

 

Tassa esimerkissa ka界ettava laite on Phelios AB -2350 (ATTO). Tassa luminometrissa 

 

on 600 nm:n ylipaastosuidatin (R6O HOYA Co.), 600 nm:n ylipぬst6suodatin 1) 

 

SL0:n (入maks. = 580 nr) jaS LR:n (入maks. = 630 nr) luminesenssin jaottelemiseen. 

 

Jotta voidaan maarittaa 600 nm:n ylipaastisuodattimen transmissiokertoimet, mitataan 

 

puhdistettuja sLO- ja S LR-lusiferaasientsyymej kayttamalla i)S LO:n ja S LR:n 

 

bioluminesenssin intensiteetti ilman suodatinta (FO), ii) S LO:n ja S LR:n 

 

bioluminesenssin intensiteetti, joka lapaisi 600 1l i:n ylipaastosuodattimen (suodatin 1) 

 

ja iii) lasketaan 600 nm:n y lipaast6suodattimen transmissiokertoimet S LO:lle ja 

 

SLR:lle jaljempana selostetun mukaisesti. 

 

Maaritelma 

 

Suodattimen 

 

transmissiokerroin 

 

SLO:lle 

 

Suodattimen 

 

transmissiokerroin 

 

SLR: 11e 

 

Lyhenne 

 

Transmissiokerroin 

 

Suodtin i 

 

Transmissiokerroin 

 

SL0 

 

Suodtin i 

 

Transmissiokerroin 

 

SLR 

 

Jos testinaytteen S LO:n ja S LR:n intensiteetti maaritetaan kirjaimilla O ja R, i) valon 

 

intensiteetti ilman suodatinta (optinen) FO ja ii) valon intensiteetti, joka siirtyy 600 

 

nm:n ylipaastisuodattimen lapi (suodatin 1) Fl, kuvataan jaljempana selostetun 

 

mukaisesti. 

 

FO=O+R 

 

Fl "KORO X O +K RR6o x R 

 

Nama kaavat voidaan ilmaista m y6s nain: 
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0- ja R-arvo lasketaan kayttamalla laskettuja transmissiokertoimia (KORo ja K RR60) ja 

 

mitattuja FO- ja F 1-arvoja seuraavasti: 

 

、
I
ー
ノ
》
 

 

0 
一 

 

ロ
1
 

「」1 

 

lー 

 

一 

 

、
ー

》 

 

i 

 

i 

 

KOR6O K RR60 

 

lー 

 

「 

 

、
、
ー
ノ
》
 

 

0 
R 

 

／ー 

 

Transmissiokertoimen m蝋 ritt註misess首 tarvittavat materiaalit ja kaytettavat 

 

menetelmat 

 

りReagenssit 

 

Yksittuiset puhdistetut lusiferaasientsyymit: 

 

Kylmakuivattu puhdistettu S L0-entsyymi 

 

Kylmakuivattu puhdistettu S LR-ents yylll1 

 

(joille on saatu validointitiedot GPC Lab. Co. Ltd:lta Tottorista Japanista TH P-G8-

solulinjan kanssa) 

 

Testireagenssi: 

 

Tripluc⑧-lusiferaasitestin reagenssi (toimittaja esimerkiksi TOYOBO, luettelonro 

 

MR-301) 

 

Kasvatusliuos: Lusiferaasitestille (30 ml, sailメys 2-8。 C) 

 

Reagenssi 

 

Pit 

 

Loppupit. 

 

kasvatus-

liuoksessa 

 

Tarvittava 

 

maim 

 

RPMI-1640 

 

FBS 

 

10% 

 

27ml 

 

3ml 

 

刀Elltソ〕ノ11liliuo厨en valmistus 

 

Liuota kylmakuivattu puhdistettu lusiferaasientsyymi putkessa lsiLimalh 200 tl 

 

Tris/HC1:aa (10~ 100 ml) tai Hepes/HC1:aa (PH 7,5~ 8,0), jota on taydennetty 10 

 

prosentilla (paino/tilavuus) glyserolia. Jaa entsyymiliuos 10 i1:n alikvootteihin 1,5 mi:n 

 

kertakayttoputkiin ja laita ne pakastimeen -80。 C:seen. Pakastettua entsyymiliuosta 

 

voidaan kayttaa enintaan kuusi kuukautta. Kun liuosta tarvitaan, lisaa jokaiseen 

 

entsyymiliuosta (laimennettu entsyymiliuos) sisaltavaan putkeen 1 ml lusiferaasitestin 

 

kasvatusliuosta (RPMI-1640, sis . 10 % FBS:ai) ja laita ne jaahauteeseen 
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deaktivoitumisen estarniseksi. 

 

刃βioluminesenssin mittaaminen 

 

s u1ata Tripluc⑧-lusiferaasitestin reagenssi (Tripluc) ja sailメa sita huoneenlamp6tilassa 

 

joko vesihauteessa tai y mpr6ivan ilman lamp6tlassa. Kytke luminometriin virta 30 

 

minuuttia ennen mittauksen aloittamista, jotta valomonistin ehtii stabiloitua. Laita 100 

 

i1 laimennettua entsyymiliuosta mustalle 96-kuoppaiselle levylle (tasapohja) (sLO-
vertailunaメe kuoppiin Bl, B2,B 3 ja S LR-ertailunayte kuoppiin Dl, D2, D3). Laita 

 

sen j ilkeen pipetilki 100 .tl esilammitetta Triplucia levyn jokaiseen kuippaan, joka 

 

sisaltaa laimennettua entsyymiliuosta. Ravi sta levya noin 10 minuuttia 

 

huoneenlamp6tlassa (noin 25。 C) levyravistelijaa kayttaen. Poista kuplat, jos niita 

 

ilmaantuu kuopissa oleviin liuoksiin. Aseta levy luminometriin ja mittaa 

 

lusiferaasiaktiivisuus. Bioluminesenssia mitataan 3 sekuntia seka optista suodatinta 

 

kayttamatta (FO) etta sita kayttaen (Fl). 

 

Optisen suodattimen transmissiokerroin laskettiin nain: 

 

Transmissiokerroin (SL0 (KOR0))= (Fl:n Bl + Fi:n B 2 + Fi:nB 3) / (Fi:n Bl+ Fi:n 

 

B 2 + Fi:n B3) 

 

Transmissiokerroin (SLR (KOR60))= (Fl:n Dl + Fl:n D2 + Fi:n D3) / (Fi:n Dl+ Fi:n 

 

D2+FO:nD3) 

 

Laskettuja transmissiokertoimia kaメetaan kaikkiin mittauksiin, jotka tehdaan sa rnal1a 

 

luminometrilla. 

 

Laitteiden laadunvalvonta 

 

IL-8 Luc -protokollassa kuvattuja menettelyia on kaytettava (18). 
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PATE VYYDEN OSO ITTAMISEEN TARKOITETUT AINEET 

 

Ennen kuin laboratorio alkaa kayttaa tata testimenetelmaa B .7 i koskevassa lisayksessa 

 

kuvattua testia rutiininomaisesti, sen pitaa osoittaa tekninen patevyytensa saamalla 

 

odotuksennmkainen ennuste IL-8 Luc -testista knienelle taulukossa i suositellulle 

 

patevyyden osoittamiseen tarkoitetulle aineelle ja saamalla arvot, jotka ovat vastaavilla 

 

viitealueilla, ainakin kahdeksalle kymmenesta patevyyden osoittamiseen tarkoitetusta 

 

aineesta (jotka on valittu edustamaan ihon herkistymisvaarojen vastealuetta). Muita 

 

valintapemsteita ovat, etta aineiden on oltava kaupallisesti saatavilla ja etta saatavilla on 

 

korkeatasoisia in vivo- ja in vitro -vertailutietoja, jotka on tuotettu IL-8 Luc -testilla. lyos 

 

IL-8 Luc -testista on saatavanajulkaistuja vertailutietoja (6) (1). 

 

Taulukko 1:S uoslte11ut aineet 'L-8 Luc -testia koskevan teknisen patevyyden osoittamiseksi 

 

Viitealue 

 

(tg/m1)3 

 

'L-8 Lucー 

 

ennuste2 

 

'L-8 Luc 

 

MIT5 

 

0,5-2,3 

 

4-9 

 

60-250 

 

CV054 

 

Invか0ー 

 

ennuste1 

 

Liukoisuus 

 

X-

VIVO15:ss, 

 

pit. 20 mg/ml 

 

CAS-nro Olomuoto 

 

Patevyyden 

 

osoittaniiseen 

 

tarkoitetut aineet 

 

a04-0J 

 

a01-0,07 

 

>2 000 

 

>2 000 

 

>2 000 

 

2,3-3,9 

 

9-30 

 

250-290 

 

500-700 

 

>2 000 

 

>2 000 

 

>2 000 

 

>2 000 

 

>2 000 

 

Positiivinen 

 

Positiivinen 

 

Positiivinen 

 

Positiivinen 

 

Positiivinen 

 

Positiivinen 

 

Negatiivinen 

 

Negatiivinen 

 

Negatiivinen 

 

Herkistilvit 

 

(erittitin 

 

voimakas) 

 

Herkistilvit 

 

(voimakas) 

 

Herkistilvit 

 

(kohtalainen) 

 

Herkistilvit 

 

(kohtalainen) 

 

Herkistitvit 

 

(heikko) 

 

Herkistitvit 

 

(heikko) 

 

Herkistitmitt6n 

 

Herkistitmitt6n 

 

Herkistitmitt6n 

 

Liukenematon 

 

Liukoinen 

 

Liukenematon 

 

Liukoinen 

 

Liukenematon 

 

Liukenematon 

 

Liukoinen 

 

Liukoinen 

 

Liukoinen 

 

Neste 

 

Kiinteit 

 

Neste 

 

Neste 

 

Neste 

 

Kiinteit 

 

Neste 

 

Neste 

 

97-00-7 

 

50-00-0 

 

149-30-4 

 

107-15B 

 

97-90巧 

 

140-67-0 

 

38 10-74-0 

 

56-81-5 

 

67-63-0 

 

乙4-
dinitroldooribentseeni 

 

Formaldehydi 

 

2-merkptobentsotitsoli 

 

Etyleenidiamiini 

 

Etyleeniglykolidimeta-
krylaatti 

 

4-llyylianisoli 

 

(estragoli) 

 

Streptomysiinisulfatti 

 

Glyseroli 

 

CAS-riro = Chemical Abstracts S ervice -rekisterinumero 

 

Isopropanoli 

 

Lyhenteet: 

 

1Iii vivo potenssi on saatu kayttamalla ECETOC:n esittaniia kriteereja (19) 

 

2 Aikaiseniniiri saatujen arvojen perusteella (1) (6) 

 

3 CVOS ja IL-8 Luc MIT laskettiin kayttlimalla EP' S uiteTM:lla saatua vesiliukoisuutta. 

 

4 CVOS: pienin pitoisuus, jolla kemikaalien Inh-GAPLA-arvo on alle 0,05. 

 

5IVIIT: pienin pitoisuus, j olla positiivisen tuloksen perusteet tiiyttyvat kemikaalin osalta. 
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SUHDELUUT JA A RIOINTIPERU 

 

nIL8LA (nSL0-L) 

 

1-pitoisuuden (i = 0-11) j:s toisti (j = 1-4) mitataan I L8LA-arvolle (sLO-LA) ja GAPLA-
arvolle (SLR-LA). Normalisoitu I L8LA, josta kaytetaan lyhennetta n IL8L (nSL0-L), 

 

maaritetaan nain: 

 

nIL8LA1」 = IL8LAり/GAPLA1 

 

Tara on mittauksen perusyksikki tassa testissa. 

 

Ind-IL8LA (FInSLO-LA) 

 

)-LA) induktiokerroin, joka koskee i:nnen pitoisuuden 

 

uuden yhteydessa (Ind-IL8L), on tarkein luku tassa 

 

Keskimaaraisen nIL8LA:n (nSL( 

 

toistia verrattuna siihen 0-pitois 

 

testissa. Tara suhde saadaan seuraavalla kaavala: 

 

Ind - IL8LA1 ={( 1/4) X乞」 nIL8LA1」)/{(1/4) X昌 nIL8LAO]) 

 

Johtava laboratorio on ehdottanut, etta arvo 1,4 vastaa positiivista tulosta testatulle 

 

kemikaalille. Tara arvo perustuu johtavan laboratorion aikaisempien tietojen tarkasteluun. 

 

Aineistonhallintaryhma ka界ti tata arvoa sittemmin kaikissa validointitutkimuksen vaiheissa. 

 

Tarkein tulos, Ind-IL8LA, on kahden aritmeettisen keskiarvon suhde, kuten htal6 osoittaa. 

 

95 prosentin luottamusvali (95 % CI) 

 

Su hdelukun perustuvalla 95 prosentin luottamusvalilla (95 % CI) voidaan arvioida 

 

taran tarkeimman tulosluvun tarkkuutta. Jis 95 prosentin luottamusvalin alaraja onと 1, se 

 

osoittaa, etta i:l]1lenteen pitoisuuteen liittyva nIL8LA on huomattavasti suurempi kuin 

 

liuotikontrollilla saatu arvo. On monia tapoja laskea 95 prosentin luottamusvali. Tassa 

 

tutkimuksessa o lenme kayttaneet Fiellerin teoreema -nimista menetelmaa. Tara 95 

 

prosentin luittamusvali -teoreema saadaan seuraavalla kaavalla: 

 

4 

 

×y c

= -×

y c

= y2一 t 

2975

(v

）× 

dXy, C = 

3 t~975

(v

) x

- 

,

and n~ 

= 4n

' 

 

-BーマB2一4AC -B＋マB2-

2A ' 2A 

 

B＝一2×X 

 

jossa 

 

一」2 

 

一 一 さしln 

 

A=-zxl一t~.975(v)×ニニ 

 

10 

 

xl=(1/no)×昌nIL8LA1], sd言＝(1ノ（no一1))×昌（nIL8LA1] 一又0)2 
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nyi= 4,yi = (1/nyi) x乞」 (nIL8LAi」),s d多i = (iノ(ny］一 i)) x昌 (nIL8LAリ 一豆）2 

 

し。ワく‘、、on keskeisen t-jakauman 97.5-Dersentiili ja', on vaDausaste. iossa 

 

v・ノIJ、vノ 
・J ノ 』 J v I J J 

 

1=（晋＋警）ノ｛（晋）り(fi一1)+（警）ノ（ny一i)) 

 

Inh-GAPLA (II-SLR-LA) 

 

Inh-GAPLA on keskimaraisen GAPLA-arvon (SLR-LA) suhde i:nnen pitoisuuden toistoon 

 

verrattuna liuotinkontrollin arvoon, ja se lasketaan nain: 

 

Inh一GAPLAi ={(1/4)×乞JGAP LAij｝ノ｛(1/4)×乞JGAPLAOJ 

 

Koska GAPLA on nIL8L:n nimittaja, erittain pieni arvo aiheuttaa suurta vaihtelua 

 

nIL8L-arVoissa. S en vuoksi血 d-IL8LA-arvot, joihin liittyy erittain pieni Inh-GAPLA-arvo 

 

(alle 0,05), on syyta tulkita huonoksi tarkkuudeksi. 
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KEMIKAALIEN LIUOTTAMISMENTELMAT IL-8 LUC -TEST1SSA. 

 

a) Kemikaalit, jotka liukenevat X-VIV0lM 15: een pitoisuudella 20 mg/rn 
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Jos kemikaal' liukenee X・VIVOTM 15:een 

 

ajo) 

 

, 

 

� 
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20m助n 

 

Lair em'u議e『 romn 2 

 

Varastoliuos (4 

 

jug/rI) 

 

ロ白口口目L11 I‘冒目目 山 

 

llIにけ‘ 

 

‘

ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー 

 

2mg/mi 

 

"n''" 

 

l Lis" 964.uopp・i5en Ievyn soIu5usprsioon (50 i1: 50 ii) 

 

ロロロ日ヒ」ヒ」ヒ」日口口口国 

 

0 喝ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー 

 

Maanta seuiaavien kokeiden suurin pitoisuus 

 

こrかd 

 

中si叫'I叫 

 

iu5.oぬinh-GAPL on・； 0,05 

 

isuus x 1/Iaimennuskerr oh (X>} 

 

昇 

 

く
‘
】
a
く
。
亡
C
一
 

 

‘叫」伊」p‘αユ且」ニ2』3‘，●4.'"eぐ与・ 

 

0 くーーーーーーーーーーーー 

 

2.. 3, tai 4. ajo 

 

XV1V0!i I '＋α itIom 

 

lm'i刊 4I叫”‘ 

 

05m''m 2mIn1 

 

Laknenna 

' 

 

4x ("05（収varastoliuo&seu 

 

【
目
V
h
 

 

L'"ennu5ke"olnl5 

 

m toisuus×1α) 

 

Lロロロ目‘‘ロロ目山 

 

says %'kuoppaisei levyn soluihin (50 id: 50 tIl) 

 

ix (V05 

 

u 

 

! 

 
日日ロロlrLヒ」ロロロ日ノ／ 

 

533 

 



D060575102 

 

b) Kemikaalit, jotka eivat hukene X-VIVOTM 15:e en pitoisuudella 20 mg/ml 

 

J~s k ernikaali ei li

uk

ene XVIVoTM 15: 

 

(1. ajo) 

 

2omgγ 

 

A HiiiI finn L'.一'rr rfフ 

 

� 

 

文kiilal a 

 

scnlnt呪il 

 

5upernatantti 

 

(va raitoI iu o5) 

 

，
 

刈 

 

ロ白口口口目日口口口国 山 

 

、11024 H2bら x1I6l 

 

0 xl/512 x11128 

 

xl!32 x1i '1ロ 

 

l Llsaa 96・kuoppalsen levyn 5o lusu5pensIoon (50 .$I: 50I1 

 

ロロロロロロロロロロロ目 

 

x1I24E 

 

0 

 

Lopullinen 'aimennos 

 

I2 

 

x1I32 

 

xl'126 

 

2うら 

 

xl, 1024 

 

〔 V05, pienn叫DI父」U与 jolk inh-GAPLAon <0,05 
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Lis註vs 3.6 

 

POSIT!! VIsTA 

 

-TESTIN 

 

LUC 

 

IL-8 

 

LIUOTTAMISMENETELMA 

 

4-NBB:N 

 

KONTROLLIA VARTEN. 

 

Positiivinen kontrolli: 4-NBB (ei liukene X~VV0TM 15:een) ロ 

 

xl /4ロ 

 

! 

 

「Lai

mennusk erro

in 

4 

 

し ― 

 

Supernatantti 

 

xl 

 

Laimennus kertoimella 2コ 

 

く 

 

ii il 

 

xl/16ロ xl /8ロ xl /4ロ 

 

Lisays 96-kuoppa isen levyn 

 

soluihin (50 i1 : 50 il) コ 

 

l 

 

xl/32ロxl/16ロ xl /8ロ 
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9) Lisataan C osaan seuraavat luvut 

 

"C.52 MEDAKALLA TEITAVA PIDENNETTY YHDEN S UKUPOL VEN 

 

LISAANTYMISTESTI 

 

1. Tara testimenetelma vastaa OECD:n testiohjetta (TG) 240 (2015). Medakalla tehtavassa 

 

pidennetyssa yhden sukupolven lisaantymistestissa (MEORG-testi) kuvataan laaja 

 

testimenetelma, joka perustuu kalojen altistamiseen useiden sukupolvien ajan. Testista 

 

saadaan oleellista tietoa kemikaalien aiheuttamien ymparist6riskien ja muiden riskien 

 

arviointiin, my6s hormonaalisten haitta-aineiden osalta. Medakalla tehtavassa pidennetyssa 

 

yhden sukupolven lisaantymistestissa altistusta jatketaan kuoriutumiseen (kaksi viikkoa 

 

hedelm6ittymisen jalkeen) saakka toisessa sukupolvessa (F2). Lisaa tutkimusta tarvitaan 

 

sen hyidyllisyyden perustelemiseksi, etta F2 -sukupolven tutkimusta j atkettaisiin 

 

kuoriutumisen jalkeen; talla hetkella tietoa on liian vahan, jotta voitaisiin laatia 

 

asianmukaiset ehdot tai perusteet F2-sukupolven tutkimuksen pidentamiselle. Tata 

 

testimenetelmaa voidaan kuitenkin paivittaa uusien tietojen ja tutkimustulosten myta. 

 

Ohjeet esimerkiksi F2-sukupolven tutkimuksen pidentamisesta isaantymisen osalta voivat 

 

olla hy6dyllisia tietyissa olosuhteissa (esimerkiksi kemikaalit, joiden 

 

biokertyvyyspotentiaali on suuri tai jos on merkkeja sukupolvien valisista vaikutuksista 

 

muissa taksoneissa). Tata testimenetelmaa voidaan ka舛taa kemikaalien ja myds 

 

mahdollisten hormonaalisten haitta-aineiden mahdollisten pitkaaikaisten, kaloihin 

 

kohdistuvien vaikutusten arvioinnissa. Menetelmassa keskitメaan ensisijaisesti 

 

mahdollisiin populaation kannalta merkitykselisiin vaikutuksiin (ts. eloonj aamiseen, 

 

kehitykseen, kasvuun ja lisaantymiseen kohdistuviin haittavaikutuksiin), jotta voidaan 

 

laskea NOEC-arvo (No Observed Effect Concentration, pitoisuus, joka ei aiheuta 

 

havaittavaa vaikutusta) tai ECx-arvo (Effect Concentration, vaikuttava pitoisuus). On 

 

kuitenkin syyta todeta, etta ECx-arvoon perustuvat lahestymistavat soveltuvat vain harvoin 

 

tamantyyppisiin laajoihin tutkimuksiin, joissa testipitoisuuksien maaran lisaaminen halutun 

 

ECx-arvon maarittamiseksi voi olla epakaytannillista, ja se voi aiheuttaa m ys merkittavia 

 

huolenaiheita elainten hyvinvoinnista, koska niissa tarvitaan paljon koe -elaimia. Muut 

 

testimenetelmat voivat olla sopivampia sellaisille kemikaaleille, jotka eivat edel界a usean 

 

sukupolven mittaista arviointia tai jotka eivat ole mahdollisia hormonaalisia haitta-aineita 

 

(1), Medaka on tarkoituksenmukainen laji kaメettavaksi tassa testimenetelmassa, koska sen 

 

elinkaari on lyh界 ja koska on mahdollista maarittaa sen geneettinen sukupuoli (2), jota 

 

pidetaan tarkeana seikkana tassa testimenetelmassa. Tassa menetelmassa kuvatut 

 

menettelメ ja tarkkailtavat paatetapahtumat koskevat pelkastaan medakaa. Muut pienet 

 

kalalajit (esimerkiksi seeprakala) voivat soveltua kaytettavaksi samanlaisen 

 

testiprotokollan yhteydessa. 

 

536 

 



D060575102 

 

2. Tassa testimenetelmassa mitataan useita biologisia paatetapahtumia. Paapainopiste on 

 

mahdollisissa populaation kannalta merkityksellisissa parametreissa, joita ovat esimerkiksi 

 

eloonjaaminen, kokonaiskehitys, kasvu ja lisaantyminen. Jotta saadaan mekanistista tietoa 

 

ja voidaan todeta yhteys muiden kentta- ja laboratoriotutkimusten tulosten valilla, kun 

 

kemikaalin mahdollisesta hormonitoimintaa hairitsevasta vaikutuksesta (kuten 

 

androgeenisesta tai estrogeenisesta aktiivisuudesta muissa testeissa ja maarityksissa) onα 

 

posteriori -naytt6, hankitaan myis muuta hydyllista tietoa mittaamalla vitellogeniinin 

 

(vtg) mRNA (tai vitellogeniiniproteiini, VTG) seka geneettiseen sukupuoleen liittyvat 

 

fenotyyppiset sekundaariset sukupuoliominaisuudet ja arvioidaan histopatologiaa. Jos 

 

testikemikaalin tai sen metaboliittien ei oleteta olevan hormonaalisia haitta-aineita, naita 

 

toissijaisia paatetapahtumia ei vaittamatta ole tarpeen mitata, ja sellaiset tutkimukset, joissa 

 

tarvitaan vahemman resursseja j a koe-elaimia, voivat olla tarkoituksenmukaisempia (1). 

 

Tassa testimenetelmassa kavtetvt maaritelmat on selostettu lisayksessa 1. 

 

ALUSTAVAT NAKOKOIDAT JA RAJO!TU (SET 

 

3. Taran melko monimutkaisen testin validoinnissa testattiin vahan kemikaalej a, ja 

 

vaidointiin osallistui vain muutama laboratorio. S en vuoksi on oletettavaa, etta kun 

 

saatavilla on riittava maara tutkimuksia, joilla voidaan vahvistaa taran rakenteeltaan 

 

uudenlaisen tutkimuksen vaikutus, tara testimenetelma arvioidaan ja sita muutetaan 

 

tarvittaessa kertyneen kokemuksen perusteella. Tietoja voidaan ka外taa OECD:n 

 

hormonaalisten haitta-aineiden testaamista ja arviointia koskevan toimintamallin tasolla 5 

 

(3). Testin alussa sukukypsat kalat (sukupolvi FO) altistetaan testikemikaalille 

 

lisaantymisvaiheessa. Altistusta jatketaan F 1-sukupolven osalta kehitys- ja 

 

lisaantymisvaiheeseen ja F2-sukupolven osalta kuoriutumisvaiheeseen. Nain testissa 

 

voidaan arvioida seka rakenteellisia etta aktivaatioon perustuvia endokriinisia reitteja. 

 

Endokriinisten paatetapahtumien tulkinnassa voidaan soveltaa naytt66n perustuvaa 

 

lahestvmistaDaa. 

 

4. lestissa on oltava ruttava maara yksil6ita, Jotta hsaantymisen kannalta merkityksellisten 

 

paatetapahtumien arvioinnin voima on riittava (ks. lisays 3).S ama11a on kuitenkin 

 

huolehdittava siita, etta testissa kaytetaan mahdollisimman vahan koe-elaimia elainten 

 

hyvinvointiin liittyvista syista. Kaメettavien koe-elainten suuren maaran vuoksi on tarkeaa 

 

arvioida testin tarpeellisuus huolellisesti siihen nahden, etta olemassa olevat 

 

tutkimustulokset voivat jo sisaltaa oleellista tietoa monista taran lEIRI -testin 

 

paatetapahtumista. Talta osin OECD :n kaloihin kohdistuvan myrkyllisyyden testausta 

 

koskevista toimintaohjeista (1') voi olla apua. 
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5. Testimenetelma on suunniteltu ensisijaisesti erottelemaan yhdesta ainesosasta koostuvan 

 

aineen vaikutukset. Jos seoksen testaaminen on kuitenkin tarpeen, on arvioitava, saadaanko 

 

testista hyvaks界tavia tuloksia aiottuun saantel舛arkoitukseen. 

 

6. Ennen testin aloittamista tutkimuksen tekij alla on oltava tietoa testikemikaalin fysikaalis - 

 

kemiallisista ominaisuuksista. Tara on tarkeぬ etenkin siksi, etta voidaan valmistaa 

 

vakaita kemikaaliliuoksia. Lisaksi tarvitaan riittavan herkka analyysimenetelma 

 

testikemikaalien pitoisuuksien varmentamiseen. 

 

TESTIN 

 

7. Testi aloitetaan altistamalla sukukypsista koiras- ja naaraskaloista (vahintaan 12 viikkoa 

 

hedelmoittymisen jalkeen) koostuvat lisaantymisparit testikemikaalille kolmeksi viikoksi, 

 

jona aikana sita annostellaan vanhemman sukupolven (FO) organismiin kemikaalin 

 

toksikokineettisen kaメta界ymisen mukaisesti. Mahdollisimman lahella neljannen viikon 

 

e nsimmaista paiva keratn munat, joista syntyy Fl -sukupolvi. F 1-sukupolven 

 

kehittymisen aikana (yhteensa 15 viikkoa) arvioidaan kuoriutumista ja eloonjaamista. 

 

Lisaksi kaloista otetaan naytteet 9-10 viikolla hedelm6ittymisen ja lkeen kehitykseen 

 

liittyvien paatetapahtumien tutkimiseksi, ja kutemista arvioidaan kolmen viikon ajan 

 

hedelm6ittymisen jalkeisilla viikoilla 12-14. F2-sukupolvi luodaan kolmannen viikon 

 

jalkeen lisaantymisen arvioinnista, ja sita kasvatetaan siihen saakka, kunnes kuoriutuminen 

 

on tapahtunut. 

 

TESTIN VALIDII'EETTIKRITEERIT 

 

8. Testin validiteettiin sovelletaan seuraavia kriteerej a : 

 

Liuenneen hapen pitoisuus on oltava ? 60 prosenttia ilman kylkistysarvosta koko testin 

 

aan. 

 

Veden keskimaraisen lamp6tilan on oltava 24-26 oc koko tutkimuksen ajan. Yksittaisten 

 

akvaarioiden lyhメaikaiset poikkeamat tsta keskiarvosta saavat olla eni taan 2。 c. 

 

Kummankin sukupolven (FO ja Fl) kontrollien keskimaraisen fekunditeetin on oltava 

 

suurempi kuin 20 munaa paria kohti paivassa. Kaikkien arviointijakson aikana tuotettujen 

 

munien hedelmallisyyden on oltava enemman kuin 80 prosenttia. Lisa ksi 16 parin 

 

suositelluista 24 kontrolliparista (> 65 prosenttia) tulisi tuottaa enemman kuin 20 munaa 

 

paria kohti paivassa. 

 

Kontrollipareilla munien kuoriutumisasteen on oltava ? 80 prosenttia (keskiarvo) 

 

(kunmiassakin sukuolvessa. Fl ja F2). 
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F 1-sukupolven osalta kuoriutumisen j alkeisen eloonj aaneisyyden kolmannelle 

 

hedelm61ttymlsen ] alkelselle viikolle ja siita lahtien tutkimuksen paattymiseen saakka (ts. 

 

15. viikko hedelm6ittmisenji1keen) on oltava?: 80 prosenttia (keskiarvo) ja?: 90 

 

prosenttia (keskiarvo) vastaavissa kontrolleissa (Fl). 

 

Sa taVi11a on oltava tietoja, jotka osoittavat, etta testikemikaalin pitoisuudet liuoksessa 

 

ovat olleet士 20 prosenttia keskimaaraisista mitatuista arvoista. 

 

Veden lamp6tilan osalta (vaikka se ei olekaan validiteettikriteeri) kasittelyn 

 

rinnakkaisnaytteet eivt saa erota toisistaan tilastollisesti, kuten eivat myiskaan testin 

 

kasittelyryhmat (paivittai sten lampitilamittausten perusteella ja hetkellisia poikkeamia 

 

huomioon ottamatta). 

 

9. Vaikka suurenmiissa pitoisuusryhmissa voi olla havaittavissa lisaantymiskyvyn 

 

heikkenemista, lisaantymisen on kuitenkin oltava riittavaa vahintaan kolmanneksi 

 

suurimman pitoisuuden ryhmassa ja kaikissa sita pienemman pitoisuuden ryhmissa FO-

sukupolvessa, jotta kuoriutumisinkubaattorit olisivat tarpeeksi taysia. Lisaksi Fl - 

 

sukupolven kolmamieksi suurimman pitoisuuden ryhmassa ja sita pienemman pitoisuuden 

 

altistusryhmissa on oltava riittavasti eloonjaaneita alkioita, jotta paatetapahtumaa voidaan 

 

arvioida poikasvaiheen na界teenotossa (ks. 36 ja 38 kohta ja lisays 9). Fl -sukupolven 

 

toiseksi suurimman pitoisuuden rhmassa kuoriutumisen jalkeisen eloonjaaneisyyden on 

 

taメettava vahimmaisvaatimus (~20 %). Nama eivat ole varsinaisia validiteettikriteereja, 

 

vaan suosituksia, jotta voidaan laskea pitavat NOEC -arvot. 

 

10. Jos havaitaan poikkeama testin validiteettikriteereista, sen vaikutukset testitulosten 

 

luotettavuuteen on otettava huomioon, ja fara poikkeamat ja niihin liittyvat nak6kohdat 

 

on sisallytettava testiravorttiin. 

 

MENETELMAN KUVAUs 

 

Laitteisto 

 

11. Tavalliset laboratoriolaitteet ja erityisesti seuraavat: 

 

a) happi- j a pI-mittarit 

 

b) laitteet veden kovuuden ja emaksisyyden mittaamiseen 

 

e) asianmukaiset laitteet lamp6tllan saat66n ja mieluiten sen jatkuvaan seurantaan 

 

d) kemiallisesti inertista materiaalista valmistetut sail i6t, jotka ovat riittavan suuria 

 

suhteessa suositeltuun kalamaaraan ja kalatiheメeen (ks. lisays 3) 

 

e) riittavan tarkka vaaka (tarkk'ius 士 0,5 mg). 

 

Vesi 
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12 

 

Testissa voidaan ka舛taa mita tahansa sellaista vetta, jossa testilaji elaa ja kasvaa sopivan 

 

kauan. Veden laadun pitaisi pysya vakiona testin ajan. S en varmistamiseksi, ettei 

 

laimennusvesi vaikuta liikaa testituloksiin (esimerkiksi kompleksoimalla testikemikaalia) 

 

tai haitallisesti siitoskalakannan vointiin, on otettava saannolisin valiajoin naメteita 

 

maarityksia varten. Raskasmetallit (esim. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), tarkeimmat anionit ja 

 

kationit (esim.c a2+, 1g2+, Na, K, C1ー,s 042), torjunta-aineet, orgaanisen huilen 

 

kokonaispitoisuus ja suspendoituneet kiinteat aineet on mitattava esimerkiksi kuuden 

 

kuukauden valein 

 

Lisa建sessa 2 

 

jos laimennusveden laadun tiedetaan olevan suhteellisen vakio 

 

luetellaan joitakin hyvaks外tavan 

 

ominaisuuksia. Veden pl:n on oltava valilla 6,5-8,5, mutta 

 

vaihdella enempaa kuin士 0,5 pHーksikk6. 

 

laimennusveden kemiallisia 

 

kunkin testin aikana se ei saa 

 

Altistu可 航可esteimli 

 

13. Altistusjarjestelman rakennetta ja kaytettavia materiaaleja ei ole maaritetty tarkasti. 

 

Testijarjestelman rakentamisessa on kaメettava lasia, ruostumatonta terasta tai muita 

 

kemiallisesti inertteja materiaaleja, eika jarjestelma ole saanut kontaminoitua edellisissa 

 

testeissa. Tahan testiin hyvin sopiva altistusjarjestelma voi olla esimerkiksi laitteisto, jossa 

 

on jatkuva lapivirtaus (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13). 

 

Testiliuokset 

 

14. Testikemikaalin varastoliuosta on laitettava altistusjarj estelmaan asianmukaisela 

 

pumpulla. Varastoliuoksen virtausnopeus on kalibroitava testihuosten analyyttisten 

 

vahvistusten perusteella ennen altistumisen aloittamista, ja se on tarkistettava 

 

volymetrisesti s ann6llisin valiajoin testin aikana. Kunkin kammion testiliuoksen on 

 

vaihduttava asianmukaisesti (esim. tilavuuden on vaihduttava vahintaan 5 ja enintaan 16 

 

kertaa paivassa tai virtauksen on oltava vahintaan 20 m l/min) sen mukaan, millainen on 

 

testikemikaalin stabiilius ja veden laatu. 

 

15. Halutun pitoiset testiliuokset valmistetaan varastoliuoksesta laimentamalla. Varastoliuos 

 

tulee valmistaa mieluiten 

 

laimennusveteen mekaanisin 

 

vain sekoittamalla tai 

 

menetelmin (ts 

 

ravistamalla 

 

sekoittamalla j 

 

Saturaatiopylvaita/-jarjestelmia tai pas siivisia anno stelumenetelmia 

 

a/taj 

 

(14) 

 

testikemikaali 

 

ultraaanella). 

 

voi 

 

riittavan vakevan varastoliuoksen valmistamiseksi. Liuottimien tai kantaja-aineiden 

 

kytt6a on pyrittava valttamaan kaikin keinoin, koska 1) tietメ liuottimet voivat aiheuttaa 

 

toksisuutta ja/tai ei-toivottuja tai odottamattomia vasteita, 2) kemikaalien testaaminen 

 

niiden vesiliukoisuuden ylittavana maarana (kuten voi usein olla liuottimien ka舛 

 

yhte殖essa) 

 

liuottimien 

 

voi 

 

johtaa 

 

pide 

 

vaikuttavien pitoisuuksien epatarkkoihin maarityksiin, 

 

mpiaikaisissa 

 

muodostumiseen, joka liittyy mikrobien 

 

ja altistuspitoisuuksien s ailymiseen, ja 

 

加
り
 

 

testeissa voi johtaa huomattavaan biokalvon 

 

toimintaan ja voi vaikuttaa ymparistiolosuhteisiin 

 

4) jollei ole aikaisempia tietoja, jotka osoittavat, 
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ettei liuotin vaikuta tutkimuksen tulokseen, liuottimien ka界t6 edellytt 

 

liuotinkontrollikasittelya, mulla on elainten hyvinvointiin liittyvia seurauksia, koska testin 

 

tekemiseen tarvitaan lisait koe-elitimiit. Vaikeasti testattavien kemikaalien yhteydessa 

 

liuotinta voidaan kayttaa viimesijaisena keinona, ja paras menetelma on maaritettava 

 

OECD:n ohjeasiakirjan nro 23 (Aquatic Toxicity Testing of Difficult S ubstances and 

 

Mixtures) perusteella. Liuotin valitaan testikemikaalin kemiallisten ominaisuuksien ja sen 

 

perusteella, onko liuottimen kaytista saatavana aikaisempia tietoja. Jos liuottimia 

 

ka外etaan kantaj a-aineena, asianmukaiset liuotinkontrollit on arvio itava muiden 

 

(negatiivisten) kontrollien lisitksi, jotka eivitt ole liuottimia (pelkka laimennusvesi). Jos 

 

liuottimen kaytto on valttalnt6nta ja mikrobitoimintaa (biokalvon muodostumista) 

 

ilmenee, on suositeltavaa kirjata/ilmoittaa biokalvon muodostumista koskevat tiedot 

 

誠li6ta kohti (vahintaan viikoittain) koko testin ajan. Ihannetapauksessa liuotinpitoisuus 

 

olisi pidettava vakiona liuotinkontrollissa ja kaikissa testikasittelyissa. Jos liuottimen 

 

pitoisuus ei pysy vakiona, liuotinkontrollissa on kaメettava testikitsittelyn suurinta 

 

liuotinpitoisuutta. Jos kaytetaan liuotinta kantaja-aineena, suurin liuotinpitoisuus saa olla 

 

100 i1/l tai 100 mg/l (15), mutta liuotinpitoisuus on suositeltavaa pitaa mahdollisimman 

 

pienena (esim.< 20 il/l), jotta viiltetiLin liuottimen mahdollinen vaikutus mitattuihin 

 

palitetapahtumiin (16). 

 

Koe-el註imet 

 

Kai可en valintaルhoito 

 

16. Testilajiksi on valittu medaka (Oryzias latipes) sen lyhyen elinkaaren ja geneettisen 

 

sukupuolen mititrittitmismahdollisuuden vuoksi. Vaikka muut pienet kalalajit voivat 

 

soveltua kaメettavaksi samanlaisen testiprotokollan yhteydessa, titssit testimenetelmassit 

 

selostetut menetelmilt ja tarkkailtavat paatetapahtumat koskevat pelkastitan medakaa (ks. i 

 

kohta). Medakan on jo osoitettu lisaantyvan vankeudessa; sen kasvattamismenetelmia on 

 

julkaistu (17) (18) (19), ja saatavana on tietoja lyhyen aikavitlin kuolleisuutta sekil 

 

ehnkaaren alkuvaihetta ja koko elinkaarta kasittelevista testeista (5) (6) (8) (9) (20). Kaloja 

 

on pidettava olosuhteissa, joissa on 16 h valoisaa ja 8 h pimeaa. Kaloja ruokitaan elavilla 

 

suolalehtij alkaisten (Arteria spp.) naupliusasteen toukilla, ja tarvittaessa ruokintaa 

 

voidaan taydentaa kaupallisesti saatavalla hiutaleruoalla. Kaupallisesti saatava 

 

hiutalemoka on analysoitava s itann6llisesti kontaminanttien varalta. 

 

17. Kunhan noudatetaan asianmukaisia elaintenhoitokaytantoja, erityista kasvatusprotokollaa 

 

ei tarvita. Medakaa voidaan kasvattaa esimerkiksi kahden litran saili6issa siten, etta 

 

yhdessa saili6ssit on 240 kalanpoikasta neljitnteen hedeln6ittymisen jitlkeiseen viikkoon 

 

saakka. S en jitlkeen niita kasvatetaan 10 kalan erissit kahden litran saililta kohti 

 

kahdeksanteen hedelm6ittymisen jitlkeiseen viikkoon saakka, jolloin ne siirretaitn 

 

lisaantymispareiksi kahden litran sailidihin. 
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Totuttautumisvaiheja ん何envlint 

 

18. Testikalat on valittava yhdesta laboratoriokannasta, jota on pidetty vahintaan kaksi viikkoa 

 

ennen testia samanlaatuisessa vedessa ja samanlaisissa valaistusolosuhteissa kuin ne, joita 

 

ka外etaan testissa (huom. tara totuttautumisvaihe ei ole altistusta edeltava vaihe in situ). 

 

Testikalat on suositeltavaa hankkia laboratorion omasta kasvattamosta, koska sukukypsien 

 

kalojen kuijettaminen on kaloille stressaavaa ja voi vaikuttaa kutemiseen haitallisesti. 

 

Kaloja of ruokittava suolalehtijalkaisten nauplisasteen toukilla kahdesti paivassa 

 

tarkkailujakson ja altistusjakson ajan. Tarvittaessa ruokintaa voi taydentaa kaupallisesti 

 

saatavalla hiutaleruoalla. Taran testin aloittamiseksi tarvitaan vahintaan 42 lisaantyvaa 

 

paria (54 paria, jos testissa tarvitaan liuotinkontrolli osin sen vuoksi, ettei pelkan 

 

liuotinkontrollin kaメtia tukevia aikaisempia tietoja ole), jotta rinnakkaisna界teita saadaan 

 

riittavasti. Lisaksi jokaisen FO-sukupolven lisaantyvasta parista on varmistettava, etta ne 

 

ovat XX-XY (ts. etta kunianakin sukupuolella on normaali maara 

 

sukupuolikromosomeja), jotta testiin ei vahingossa oteta spontaanisti XX-tyypin koiraita 

 

(ks. 39 kohta). 

 

19. Totuttautumisvaiheessa kuolleiden kalojen maara on kirjattava ylos, ja 48 tunnin 

 

asettautumisajan jalkeen on noudatettava seuraavia kriteereja: 

 

Jos kuolleisuus on yli 10 prosenttia populaatiosta seitseman paivaa ennen 

 

testijarjestelmaan siirtamista: koko era hylataan. 

 

Jos kuolleisuus on 5-10 prosenttia populaatiosta seitseman paivaa ennen testijarjestelmaan 

 

siirtamista: totuttautumista jatketaan viela seitseman paivaa kahden viikon 

 

totuttautumisvaiheen j alkeen. Jos kuolleisuus on yli 5 prosenttia naiden seuraavien 

 

seitseman paivan aikana, koko era hylataan. 

 

Jos kuolleisuus on alle 5 prosenttia populaatiosta s eitseman paivaa ennen 

 

testijarjestelmaan siirtamista: era hyvaksメaan. 

 

20. Kaloile ei tule antaa hoitoa sairauteen testia edeltavan kahden viikon totuttautumisajan 

 

eika altistusjakson aikana, ja sairauden hoitoa tulee valttaa kokonaan, mikali se on 

 

mahdollista. Tutkimuksessa ei tule kayttaa kaloja, joilla on merkkeja jostakin sairaudesta. 

 

Tiedot havainnoista ja mahdollisista profylaktisista kasittelyista ja sairauden hoidoista 

 

testia edeltavan kasvatusvaiheen aikana on sailメettava. 

 

21, Altistusjakso on aloitettava sukupuolisesti dimor丘silla taysikasvuisilla kaloilla, joiden 

 

geneettinen sukupuoli on maaritetty ja jotka ovat peraisin laboratorion sukukypsien 

 

elainten kannasta, joita on kasvatettu 25士 2。 C:ssa. Kalojen on oltava sellaisia, joiden on 

 

osoitettu tuottaneen (elinkykyisia) jalkelaisia altistusta edeltaneella viikolla. Testissa 

 

ka界ettavien kalojen koko ryhran osalta yksittaisten kalojen sukupuolen mukaisen painon 

 

on oltava testin alussa 士 20 prosentin sisalla saman sukupuolen aritmeettisesta 
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painon 

 

ttymisen 

 

kaloista on punnittava ennen testia keskimaaraisen 

 

kalojen on oltava iaitaan vahintaan 12 viikkoa hedeln6i 

 

on oltava?: 300 mg (naaraat) ja?: 250 mg (koiraat). 

 

keskiarvopainosta. Osa 

 

arvioimiseksi. Valittujen 

 

jalkeen, ja niiden painon 

 

TESTISUUN1TELMA 

 

Testipitoisuudet 

 

22. Testissa on suositeltavaa kayttaaVi itt kemikaalipitoisuutta ja kontroilia (kontroileja). 

 

Testipitoisuusalueen valinnassa on otettava huomioon kaikki tiedonlahteet, kuten 

 

kvantitatiiviset rakenne-aktiivisuussuhteet (QSAR-maliit), vertailutiedot analogeista, 

 

tulokset esimerkiksi kalatesteista akuutti myrkyllisyys kalalie (taran liitteen luku C. 1), 

 

kalojen lyh界aikainen lisaantymistutkimus (taran liitteen luku C .48) tai muut 

 

testimeneteimat esimerkiksi taran liitteen luvuissa C.15,C .37,C .41,C .47 tai C .49 (21) 

 

(22) (23) (24) (25) (26), mikali ne ovat saatavilla, tai tarvittaessa tulokset 

 

annoksenmaaritystestissa, joka sisaitaa mahdollisesti m殖s lisaantymisvaiheen. 

 

Tarvittaessa voidaan tehda annoksenmaritystesti samanlaisissa olosuhteissa kuin 

 

lopullinen testi (veden laatu, testijrjestelma, elainten lukumaara). Jos liuottimen kaytt6 on 

 

tarpeen ja jos aikaisempia tietoja ei ole saatavilla, annoksenmaaritystesti voidaan tehda 

 

liuottimen sopivuuden selvittamiseksi.S uurin testipitoisuus ei saa y littt 96h-LCS0:een 

 

liittyvaa vesiliukoisuutta 10 mg/i tai 1/10 (27). Pienimman pitoisuuden on oltava 10-100 

 

kertaa pienempi kuin suurimman pitoisuuden. Viiden pitoisuuden kayttaminen tassa 

 

testissa mahdollistaa annos-vastesuhteiden mittaamisen mutta m殖s LOEC- ja NOEC-

arvojen maarittamisen; fuita tarvitaan tietyissa saanteiyohjelmissa tai tietyilla 

 

iainkaメtoaiueilla riskinarviointiin. Yieensa testikemikaaiin nimellispitoisuuksien valinen 

 

porrastuskerroin vierekkLiisten kisittel界asoen V Lilila on S 3,2. 

 

Rinnakkaisnaytteet k註sittelyryh mi s s註 ja kontrolleissa 

 

23. Yhta testipitoisuutta kohti on kaytettava vahintaan kuusi rinnakkaistestauskammiota (ks. 

 

iisays 7). Lisaantymisvaiheen aikana (FO-sukupolvea lukuun ottamatta) 

 

rinnakkaisnaメerakenne kaksinkertaistetaan fekunditeetin arviointia varten, ja jokaisessa 

 

rinnakkaisna界teessa on vain yksi iisaantyva pari (ks. 42 kohta). 

 

24. Testipitoisuuksien lisaksi on tehtava laimennusvesikontrolli ja tarvittaessa liuotinkontroili. 

 

Kontroileissa on kaメettava kaksinkertaista maraa rinnakkaisnaメekammioita, jotta 

 

varmistetaan riittava tilastollinen voima (ts. kontrolieissa on oltava vahintaan 12 

 

rinnakkaisna界etta). Lisaantymisvaiheessa kontroilien rinnakkaisnaytteiden maara 

 

kaksinkertaistetaan (ts. vahintaan 24 rinlakkaisnaytett, ja jokaisessa rinnakkaisnaytteessa 

 

on vain yksi kuteva pari). Lisaantymisen jalkeen kontroliirinnakkaisnaytteissa saa olla 

 

enintaan 20 alkiota (kalaa). 
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MENETTELY 

 

Testin aloittaminen 

 

25. Ne lisaantymisaktiiviset aikuiset kalat, joita kaytetaan testin FO-sukupolven luomisessa, 

 

valitaan kahdella kriteerilla, jotka ovat ika (yleensa yli 12 viikkoa mutta ei mielellaan yli 

 

16:ta viikkoa hedelm6ittyisen ja 1keen) ja paino (pit説 olla naaraillaと 300 mg ja koirailla 

 

と 250mg). 

 

26. Nama spesifikaatiot tayttavat naaras-koirasparit siirretaan yksittaisina pareina kuhunkin 

 

rinnakkaisna界teena toimivaan saililon. Testin alkaessa kontrolleissa on oltava 12 

 

rinnakkaisnaメetta ja kemikaalikasittelyissa kuusi. Nama sa ili6t jaetaan satunnaisesti 

 

kasittelyyn (ts. Ti-TS ja kontrolli) ja rinnakkaisna界teisiin (ts. kontrollit A -L ja altistukset 

 

A -F), ja ne liitetaan altistujrjestelmaan, jossa on asianmukainen virtaus jokaiseen 

 

saili66 n. 

 

Altistumisolosuhteet 

 

27. Perusteellinen yhteenveto testiparametreista ja -olosuhteista on lisayksessa 3. Kun naita 

 

spesifikaatioita noudatetaan, kontrollikaloj en osalta paatetapahtumien arvojen tulisi olla 

 

lisiksessa 4 lueteltujen mukaiset. 

 

28. Testin aikana on mitattava liuennut happi, pi ja la mp6tila vahintaan yhdesta testiastiasta 

 

jokaisessa kasittelyryhmassa ja kontrollissa. Lamp6tilaa lukuun ottamatta fara mittaukset 

 

on tehtava vahintaan kerran viikossa altistusjakson ajan. Keskimaarainen veden lampdtila 

 

on oltava 24-26 oc testin ajan ja koko tutkimuksen keston ajan. Altistusjaksolla lamp6tila 

 

on mitattava joka paiva. Veden pI:n on oltava valilla 6,5-8,5, mutta kunkin testin aikana 

 

se ei saa vaihdella enempaa kuin士 0,5 pH-yksikkia. Kasittelyn ritmakkaisnaytteet eivat 

 

saa erota toisistaan tilastollisesti, kuten eivat my6skaan testin kasittelyryhmat (paivittaisten 

 

lampotilamittausten perusteella ja hetkelisia poikkeamia huomioon ottamatta). 

 

Altistusaika 

 

29. Testissa altistetaan sukukypsat kalat FO-sukupolvesta kolmen viikon ajaksi. Viikolla 4, 

 

suurin piirtein testipaivana 24, luodaan sukupolvi Fl ja FO-sukupolven lisaantymisparit 

 

lopetetaan humaanisti ja niiden paino ja pituus merkitaan muistiin (ks. 34 kohta). Taran 

 

jalkeen F 1-sukupolvi altistetaan viela 14 viikon ajaksi (F 1-sukupolven altistusaika on siis 

 

yhteensa 15 viikkoa) ja F2-sukupolvi kahdeksi viikoksi kuoriutumiseen saakka. Testin 

 

kokonaiskesto on yleensa 19 viikkoa (ts. F2-sukupolven kuoriutumiseen saakka). Testin 

 

aikajanat ovat taulukossa 2, ja niita on selostettu tarkemmin lisayksessa 9. 

 

Ruokinta 
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30. Kaloja voidaan niokkia suolalehtijalkaisilla (Arteria spp.) (24 tunnin ikaisilla 

 

nauplisasteen toukilla) ad libitur, ja lisaksi niille voidaan antaa kaupallisesti saatavilla 

 

olevaa hiutaleruokaa tarvittaessa. Kaupallisesti saatava hiutaleruoka on analysoitava 

 

saaml6 llisesti kontaminanttien varalta (esimerkiksi orgaanisia klooriyhdisteita sisaltavat 

 

torjunta-aineet, polysykliset aromaattiset hiilivedメ (PAI-yhdisteet), polyklorinoidut 

 

bifenyylit (PCB-yhdisteet)). S ellaista ruokaa, joka sisaltaa tavallista enemman 

 

endokriinisesti aktiivisia aineita (kuten fytoestrogeeneja), on valtettava, koska ne voivat 

 

vaarantaa testin vasteen. sydmatta jaan昇 ruoka ja ulosteet on poistettava testiastioista 

 

tarvittaessa; kunkin sailidn pohja on puhdistettava huolellisesti esimerkiksi ka昇tamalla 

 

lappoa. Myis kunkin sailion seinat ja pohja on puhdistettava kerran tai kahdesti viikossa 

 

(esimerkiksi lastalla pyyhkimalla). Lisayksessa 5 on esimerkki ruokinta -aikataulusta. 

 

Ruokintatiheys maara界yy sen mukaan, montako kalaa kussakin rinnakkaisnaytteessa on. 

 

Nain ollen ruokintatiheytta harvennetaan, jos rinnakkaisnaytteesta kuolee kaloja. 

 

Analyyttiset milliritykset ja mittaukset 

 

31. Ennen altistusj akson aloittamista on varmistettava, etta kemikaalin annosteluj ari es telma 

 

toimii asianmukaisesti. Kaikki analyysimenetelmat on maaritettava, ja kemikaalin 

 

stabiiliudesta testijarjestelmassa on oltava riittavasti tietoa. Testin aikana testikemikaalin 

 

pitoisuudet maaritetaans ann6llisin valiajoin, mieluiten vahintaan joka viikko jokaisen 

 

kasittelyryhman yhdesta rinnakkaisnaytteesta siten, etta saman kasittelyryhman 

 

rinnakkaisnaytteissa vuorotellaan joka viikko. 

 

32. Lisaksi testin aikana on seurattava laimennus- ja varastoliuoksen virtausnopeutta sopivin 

 

valiajoin (kuitenkin vahintaan kolme kertaa viikossa).S uosite11aan, etta tulosten perusteina 

 

ka外etaan mitattuja pitoisuuksia. Jos testikemikaalin pitoisuus liuoksessa on kuitenkin 

 

hyvaks外tavasti 士 20 prosenttia keskimaaraisista mitatuista arvoista koko testin ajan, 

 

tulosten perustana voidaan kayttaa nimellispitoisuuksia tai mitattuja pitoisuuksia. Jos 

 

kemikaalit ovat sellaisia, etta ne kertyvat kaloihin selvasti, testipitoisuuksia voidaan 

 

pienentaa kalojen kasvaessa.Ta ll6in on my6s suositeltavaa mukauttaa testiliuoksen 

 

vaihtumisnopeutta jokaisessa kammiossa, jotta testipitoisuudet pysyvat mahdollisimman 

 

vakaina. 

 

Havainnotルmitattavatpaatetapahtumat 

 

33. Mitattavia paatetapahtumia ovat fekunditeetti, hedelmallisyys, kuoriutuminen, kasvu ja 

 

eloonjaaneisyys, ja niiden avulla arvioidaan mahdollisia populaatiotason vaikutuksia. 

 

My6 s ka舛taytymista tulee havainnoida paivittain, ja poikkeava kaytta界yminen on 

 

merkittava muistiin. Muita mekanistisia paatetapahtumia ovat maksan vitellogeniinin 

 

mRNA:n tai vitellogeniiniproteiinin arvot, jotka mitataan immunomaarityksella (28), 

 

fenotyyppisen sukupuolen tunnusmerkit, kuten koiraille tunnusomaiset peraevan papillit, 

 

sukurauhasten histologinen arviointi seka munuaisten, maksan ja sukurauhasten 
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histopatologinen arviointi (ks. paatetapahtumaluettelo taulukosta 1). Kaikki flama 

 

paatetapahtumat arvioidaan kalayksildn geneettisen sukupuolen maarittamisen valossa sen 

 

perusteella, onko kalalla medakan koirassukupuolen maarittava geeni dry vai ei (ks. 41 

 

kohta).My6 s kutemisaika arvioidaan. Lisaksi voidaan johtaa yksinkertaiset fenotyyppisen 

 

sukupuolen osuudet peraevpapillien maaraa koskevien tietojen perusteella: nain 

 

yksittainen medaka voidaan maarittaa fenotyypiltaan joko koiraaksi tai naaraaksi. Talla 

 

testimenetelmalla ei havaita vahaisia poikkeamia odotuksemimkaisesta sukupuolten 

 

suhteesta: kaloj en maara rinnakkaisna昇teissa on melko pieni, eika siita saada riittavasti 

 

tilastollista voimaa. Histopatologisen arvioinnin aikana tutkitaan lll殖s sukurauhaset ja 

 

tehdaan tavallista paljon todistusvoimaisempia analyyseja sukurauhasten fenotyypin 

 

arviointia varten aeneettisen sukuDuolen valossa. 

 

34. Taran testimenetelman ensisijainen tarkoitus on arvioida, onko testikemikaalilla 

 

mahdollisia populaation kannalta merkityksellisia vaikutuksia. Mekanistisista 

 

paatetapahtumista (VIG, sekundaariset sukupuoliominaisuudet ja tiet界 sukurauhasiin 

 

kohdistuvat histopatologiset vaikutukset) voi olla apua sen ra rittamisessa, valittyyk 

 

jokin vaikutus mahdollisesti hormonitoiminnan kautta.S ysteemiset ja muunlaiset 

 

toksisuudet voivat kuitenkin vaikuttaa mekanistisiin paatetapahtumiin. S iksi maksan ja 

 

munuaisten histopatologiaa voidaan arvioida tavallista tarkemmin, jotta mekanistisiin 

 

paatetapahtumiin liittyvia vasteita ymmarrettaisiin paremmin. Jos naita tarkkoja arviointeja 

 

ei tehda, histopatologisen tutkimuksen aikana sattumalta havaitut selvat poikkeavuudet on 

 

kuitenkin merkittava muistiin ja raportoitava. 

 

Kalojen humaani lopettaminen 

 

35. Kun FO- ja Fi-sukupolvien altistus on paattyn外 ja kun poikasista on otettu naytteet, kalat 

 

on lopetettava riittavalla maaralla nukutusliuosta (esimerkiksi trikaiinimetaanisulfonaatilla 

 

(1S-222, CAS -nro 886-86-2), 100-500 mg/l), joka on puskuroitu Naに03:lla (300 mg/l) 

 

(natriumbikarbonaatti, CAS -nro 144-55-8) limakalvoarsメyksen vahentamiseksi. Jos 

 

kaloissa on merkkeja huomattavasta karsimyksesta (hyvin vakavasta ja kuolemaa selvasti 

 

ennakoivasta) ja jos ne ovat kuolemaisillaan, ne on nukutettava ja lopetettava. Aineiston 

 

analyysissa niita on kasiteltavana kuolemantapauksina. Jos kala lopetetaan sairauden 

 

vuoksi, se on merkittava muistiin ja raportoitava.S en mukaan, missa vaiheessa tutkimusta 

 

kala lopetetaan, se voidaan sail界taa histopatologista analyysia varten (jolloin se kasitellaan 

 

kiinnitvsaineella mahdollista histoiatoloaista tutkimusta varten). 

 

unienルkalanpoikasten kdsittely 

 

Mdtmunien kerdarinen liddntyviltdparilt seuraavan suk碑yoんenんinsta varten 

 

36. lunat kerataan testiviikon 4 ensimmaisena paivana (tai tarvittaessa kahtena ensimmaisena 

 

paivana), jolloin FO-sukupolvi vaihtuu Fi-sukupolveksi, ja testiviikon 18 ensimmaisena 
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paivana, jolloin F 1-sukupolvi vaihtuu F2-sukupolveksi. Testiviikko 18 vastaa Fl - 

 

sukupolvella aikuista kalaa, jonka ika on 15 viikkoa hedelm6ittmisen jalkeen. On tarkeaa, 

 

etta kaikki munat poistetaan kaikista sailidista paivaa ennen kuin munat kerataan, jotta 

 

varmistetaan, etta kaikki lisaantyvalta parilta kerattavat munat ovat peraisin yhdesta 

 

kudusta. Kutemisen jalkeen naarasmedaka kantaa muniaan joskus sukupuoliaukon lahella, 

 

kumles se voi laskea munat substraattiin. Jos saili6ssa ei ole substraattia, munat ovat joko 

 

naaraaseen kiinnittyneina tai saili6n pohjala. Munien sijainnin mukaan ne joko irrotetaan 

 

naaraasta varovasti tai kerataan saii6n pohjalta lapolla FO-sukupolven osalta testiviikolla 4 

 

ja Fi-sukupolven osalta testiviikolla 18. Kaikki kasittelysili6ista kerat舛 munat 

 

yhdistetaan, ennen kuin ne jaetaan inkubaatiokammioihin. 

 

37. Matimunia yhdistavat rihmat on poistettava. Jokaiselta lisaantyvalta parilta (1 pari 

 

rinnakkaisna界etta kohti) kerataan hedelmOittyneita munia (enintaan 20), jotka yhdistetaan 

 

kasittelyittain ja jaetaan jarjestelmallisesti sopiviin inkubaatiokammioihin (lisays 6, 7). 

 

Laadukkaalla dissektiomikroskoopilla voidaan nahda merkkej a varhaisesta 

 

hedelm6ittymisesta/kehitksest. Niita ovat esimerkiksi korionin muodostuminen, 

 

meneillaan oleva sulun jakautuminen tai rakkulan muodostuminen. Inkubaatiokammiot 

 

voidaan laittaa kullekin kisittelylle tarkoitettuihin erillisiin "inkubaattoriakvaarioihin 

 

(jolloin veden laadun parametrit ja testikemikaalien pitoisuudet on mitattava niissa) tai 

 

rinnakkaisakvaarioon, j ossa sail界etaan kuoriutuneita kalanpoikasia (ns. vapaasti liikkuvia 

 

alkioita). Jos tarvitaan toinen kerayspaiva (testipaiva 23), kaikki matimunat kummaltakin 

 

paivalta on yhdistettava ja jaettava sen jalkeen jarjestelmallisesti kuhunkin 

 

kasittelvrinnakkaisnavtteeseen. 

 

Mdtimunien kasvatus kuori utumiseen saakka 

 

38.He delm6ittyneita munia ravistellaan munainkubaattorissa koko ajan esimerkiksi 

 

ilmakuplilla tai keinuttamalla inkubaattoria pystysuunnassa. Kuolleet hedelmdittyneet 

 

munat (alkiot) tarkistetaan ja kirjataan paivittain. Kuolleet munat poistetaan 

 

inkubaattoreista (lisays 9). Ravistelu lopetetaan tai sita vahennetaan seitsemantena paivana 

 

hedelmiittymisen j alkeen, jotta hedelmiittyneet munat paasevat laskeutumaan 

 

inkubaattorin pohjalle. Tara edistaa kuoriutumista, joka tapahtuu yleensa parin seuraavan 

 

paivan aikana. Jokaisesta kasittely- ja kontrolhsli6sta lasketaan kuoriutuneet (nuoret 

 

kalanpoikaset; vapaasti liikkuvat alkiot) (yhdistet界 rinnakkaisnaytteet).He delm6ittyneet 

 

munat, jotka eivat ole kuoriutuneet, kun kontrollin kuoriutumisen mediaanipaivasta on 

 

kulunut kaksi kertaa niin pitka aika (yleensa 16 tai 18 paivaa hedelm6ittymisen jalkeen), 

 

katsotaan e linkVVvtt6miksi ja havitetaan. 

 

39. Jokaiseen riInakkaisnaytesaih66n siirretaan 12 kalanpoikasta. Inkubaatiokammioiden 

 

kalanpoikaset yhdistetaan ja jaetaan jarjestelmallisesti rinnakkaisnaメesli6ihin (lisays 7). 

 

Tara voidaan tehda valitsemala kasittelyryhmasta kalanpoikanen satunnaisesti ja 
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lisaamalla sen J alkeen rinnakkaisakvaarioon kalanpoikanen sattumanvaraisesti. J okaisessa 

 

sailidssa on oltava yhta monta (n= 12) kuoriutunutta kalanpoikasta (enintaan 20 poikasta / 

 

sailid). Jos kalanpoikasia ei ole tarpeeksi taメtamaan kaikki kasittelyrinnakkaisna界teet, 

 

kalanpoikaset kannattaa jakaa niin, etta mahdollisimman monessa na界teessa on 12 

 

poikasta. Kalanpoikasia voidaan kasitella turvallisesti isoilla lasipipeteilla. Mahdolliset 

 

ylimaaraiset kalanpoikaset lopetetaan humaanisti nukutusaineella. Lisaantyvien panien 

 

muodostamista edeltavan muutaman viikon aikana paiva, jona ensimmainen 

 

kututaDahtuma huomataan kussakin rinnakkaisnavtteessa. on merkittava muistiin. 

 

Lisintyvien panien lajitteleminen 

 

Evien likkammenja gnotノppien su kpolnm ddrtt& 

 

40. Genotyyppinen sukupuoli maaritetaan evaleikkeista viikolla 9-10 hedelm6ittymisen 

 

jalkeen (ts. Fi-sukupolven osalta testiviikoilla 12-13). Kaikki s組l i6ssa olevat kalat 

 

nukutetaan (kaメtamalla hyvaks界tyja menetelmia, kuten IACUCia), ja jokaiselta kalalta 

 

otetaan pyrstievan selan- tai vatsanpuoleisesta kari esta pieni kudosna界e kyseisen yksilin 

 

genotyyppisen sukupuolen maanittamista varten (29). Rinnakkaisnaytteen kalat voidaan 

 

laittaa pieniin hakkeihin (jos mahdollista, yksi kala yhteen hakkiin) 

 

rinnakkaisna界esailioln. Kuhunkin hakkiin voidaan laittaa mys kaksi kalaa, jos ne ovat 

 

selvasti erotettavissa toisistaan. Yksi keino siihen on leikata prst6eva (ts. selan- tai 

 

vatsanDuoleinen karki) eri tavalla kudosnavtetta otettaessa. 

 

41. Medakan genotyyppinen sukupuoli maanitetaan tunnistetun ja sekvensoidun 

 

kromosomissa sijaitsevan geenin (4!2) perusteella. Jos kalalla on dmy-geeni, 

 

XY-yksili, fenotyypista riippumatta, ja jos 

 

fenotyypista riippumatta (30); (31) 

 

dlly-geenia ei ole, kyseessa 

 

deoksiribonukleiinihappo (DNA), j a dmy-geenin 

 

Jokaisesta 

 

olemassaolo 

 

on 

 

evaleikkeesta 

 

kyseessa 

 

xxー建s 

 

tai sen puuttuminen 

 

【一 
n
・
工
J
 

 

Y 
a
k
 

 

uutetaan 

 

voidaan 

 

maarittaa polymeraasiketjureaktiomenetelmilla (PCR) (ks. taran liitteen C .41 luvussa 

 

oleva lisays 9 tai lisaykset 3 ja 4 lahdeviitteessa (29)). 

 

Lおddnりvien pa万en llm dstminen 

 

42. Genotyyppista sukupuolta koskevia tietoja kaメetaan lisaantyvien XX-XY-parien 

 

muodostamiseen riippumatta niiden ulkoisesta fenotyypista, jota testikemikaalille 

 

altistuminen voi muuttaa.S ia paivana, jona kunkin kalan genotyyppinen sukupuoli 

 

maaritetaan, jokaisesta rilmakkaisnaytteesta valitaan kaksi XX-kalaa ja kaksi XY-kalaa 

 

satunnaisesti, ja fuista muodostetaan kaksi lisaantyvaa XX-XY-pania. Jos 

 

ninnakkaisnaytteessa ei ole kahta XX-kalaa tai kahta XY-kalaa, tarvittava kala on otettava 

 

muista kemikaalkasittelyn ninnakkaisna界teista. Tarkeinta on, etta kaikissa 

 

kasittelyna外teissa ja kontrolleissa on suositeltu maana (12 kpl) lisaantyvia pareja (24). 

 

Kaloja, joilla on selvia poikkeavuuksia (uimarakkoon liittyvia ongelmia, epamuodostunut 
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selkaranka, suuria koonvaihteluita jne.), ei tule valita lisaantyviin pareihin. Fl -sukupolven 

 

lisaantymisvaiheessa kussakin rinnakkaissili6ssa tulee olla vain yksi lisaantyva pari. 

 

Poikasvaiheen n読y tteenotto ja p艦tetapahtumien arviointi 

 

Nytteenotto kaloilta, joita ei kdytetd lisdd;'ztyvissd pareissa 

 

43. Kun lisaantyvat panit on lajiteltu, kalat, joita ei kaメeta lisaantymiseen, lopetetaan 

 

humaanisti, ja niilta mitataan poikasvaiheen paatetapahtumat testiviikoilla 12-13 (F1). On 

 

hyvin tarkeaa, etta kaloja kasitellaan siten, etta lisaantyvien panlen valinnassa maaritetty 

 

kunkin kalayksilon genotyyppinen sukupuoli voidaan aina jaljittaa. Kaikki kerattavat tiedot 

 

analysoidaan tietyn kalan genotyyppisen sukupuolen perusteella. Jokaiselta kalalta 

 

mitataan useita paatetapahtumia: kalanpoikasten eloonjaamisen maan itys (testiviikot 7-

12/13 (Fl)), pituuskasvu (vakiopituus voidaan mitata, jos pyrst6eva on lyhennetty 

 

geneettisen sukupuolen analysointiin liittyvassa na外teenotossa). Kokonaispituus voidaan 

 

mitata, jos pyrst6evasta on otettu dy-geenin manlttamista varten naytteeksi vain osa 

 

selka- tai vatsapuolelta. Lisaksi punnitaan paino (markapaino ja taputtelemalla kuivatun 

 

kalan paino) ja maanitetaan maksan vtg:n mRNA (tai VIG) ja peraevan papilit (ks. 

 

taulukot 1 ja 2). Lisaantyvien panien paino- ja pituustietoja tarvitaan my6s kasittelyryhman 

 

keskimaaraisen kasvun laskemisessa. 

 

Kudosnむtteetル vitellogeniinin mittaus 

 

44. Maksa dissekoidaan, ja se on sailメettiiS -70。 C:ssa vtg mRNA- (tai VIG) -mittauksiin 

 

saakka. Kalan pyrstd, myds peraeva, sailitaan asianmukaiseen kiinnitysaineeseen (esim. 

 

Davidsonin kiimiitysaine) tai valokuvataan siten, ett peraevan papillit voidaan laskea 

 

myohemmin. laluttaessa na界teita voidaan ottaa my6s muista kudoksista (esim. 

 

sukunauhasista) ja sailia samalla. Maksan VTG-pitoisuus on kvantifioitava homologisella 

 

E LISA-tekniikalla (ks. medakan osalta suositellut menettelメ taran liitteen C .48 luvun 

 

lisayksesta 6). Vaihtoehtoisesti vtg:n mRNA:n kvantifioinnissa (ts. vtg I -geenin mRNA:n 

 

uuttaminen maksana界teesta ja sen kopioiden lukumaaran laskeminen (yksik6ssa ng 

 

kokonais-mRNA: sta) kvantitatiivisella PCR: lIt) voidaan ka界taa Yhdysvaltojen 

 

ymparistonsuojeluviraston EPA:n kehittamia menetelmia (29).S iihen nahden, etta 

 

maanitetaan vtg-geenin kopioiden lukumaara kontrolli- ja kasittelyryhmista, vahemman 

 

resursseja vieva ja teknisesti helpompi menetelma on manitta vtg 1:n suhteellinen muutos 

 

(kerroin) kontrolli- l a kasittelynyhmissa. 

 

Sekmdaarset su kpoliominaimdt 

 

papilleja, j otka 

 

sekundaanisina 

 

hormonaalisille 

 

liitoslevyineen) 

 

sukukypsilla koinasmedakoilla on 

 

liitoslevyihin 

 

biomarkkeni 

 

lukumaana 

 

aiotoj en 

 

mahdollinen 

 

(papillen 
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laskentamenetelma esitetaan lisayksessa 8. Peraevapapillien lukumaaraa ka界etaan my6s 

 

luokiteltaessa kyseinen yksild ulkoisesti fenotyyppiseksi koiraaksi tai naaraaksi, kun 

 

lasketaan yksinkertainen sukupuolten valinen suhde yhta rinnakkaisna外etta kohti. Medaka, 

 

jolla on yksikin papilli (enemman kuin 0), maaritetaan koiraaksi, kun taas medaka, jolla ei 

 

ole yhtaan (0) peraevapapilia, maaritetaan naaraaksi. 

 

Fekunditeetin ja hedelm航llisyyden arviointi 

 

46. Fekunditeettia ja hedelmallisy外ta arvioidaan FO-sukupolven osalta testiviikoilla l-3 ja Fl-

sukupolven osalta testiviikoilla 15-17. Kultakin lisaantyvalta parilta kerataan munat 21 

 

perakkisena paivana. Munat otetaan haavissa olevita naarailta varovasti ja/tai lapolla 

 

akvaarion pohjalta joka aamu. Tiedot jokaisen rinnakkaisnaメteen lisaantyvan parin 

 

fekunditeetista ja hedelmllisyydet kirjataan paivittain. Fekunditeetti maaritellaan 

 

kutuvaiheessa laskettujen matimunien maaraksi, ja hedelmallisyys maaritellaan 

 

toiminnallisesti hedelmoittyneiden ja elinkykyisten munien maaraksi laskentahetkella. 

 

Maarat on laskettava mahdollisimman pian munien keraamisen ia1keen. 

 

47. Rinnakkaisnnytteen fekunditeetti kirjataan paivittain yhden lisaantyvan parin munien 

 

maarana, ja se analysoidaan suositelluilla tilastomenetelmilla rinnakkaisnaytteiden 

 

keskiarvoja kaメtaen. Rinnakkaisnaメteen hedelmallisyys on lisaantyvan parin tuottamien 

 

hedelm6ittyneiden munien maaran summa jaettuna kyseisen parin tuottaminen munien 

 

maaran summalla. Tilastollisesti hedelmallisyys analysoidaan rinnakkaisnaメteiden 

 

valisena suhteena. Rinnakkaisna外teiden kuoriutuvuus on kalanpoikasten lukumaara 

 

jaettuna testiin otettujen alkioiden lukumaaralla (yleensa 20). Tilastollisesti kuoriutuvuutta 

 

analysoidaan rinnakkaisna外teiden valisena suhteena. 

 

N議ytteenotto tiysikasvuisi1ta kaloilta ja p艦tetapahtumien arviointi 

 

Ndytteenotto lisddnり/vien parlenんルilta 

 

48. Testiviikon 17 jalkeen (kun F2-sukupolvi on saatu luotua onnistuneesti) Fl -sukupolven 

 

taysikasvuiset kalat lopetetaan humaanisti, ja nillta mitataan eri paatetapahtumat (ks. 

 

taulukot i ja 2). Peraeva kuvataan peraevapapillien arviointia varten (ks. lisays 8), ja/tai 

 

pyrsti poistetaan heti sukupuoliaukon takaa ja kiinnitetaan kiinnitysaineella, jotta papillit 

 

voidaan laskea myihemmin. Pyrstoevasta voidaan ottaa osa naytteeksi j a laittaa se talt een 

 

geneettisen sukupuolen (dry) vahvistamista varten, jos se on tarpeen. Tarvittaessa voidaan 

 

ottaa kudosnaメe dmy-analyysin toistamista varten tietyn kalan geneettisen sukupuolen 

 

vahvistamiseksi. Kalan ruumiin ontelo avataan, jotta asianniukaiset kiinnitysaineet (esim. 

 

Davidsonin aine) paasevat tunkeutumaan kudoksiin, ennen kuin koko kala upotetaan 

 

kiinnitysaineeseen. Jos ennen kiinnittamista tehdaan asianmukainen permeabilisointivaihe, 

 

ruumiin onteloa ei tarvitse avata. 
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I五stoPa加logia 

 

49. Jokaisesta kalasta tutkitaan histologisesti sukurauhaskudoksen patologia (30); (29). Kuten 

 

33 kohdassa on todettu, systeemiset tai muunlaiset toksisuudet voivat vaikuttaa muihin 

 

tassa testissa arvioitaviin mekanistisiin paatetapahtumiin (ts. VTG, sekundaariset 

 

sukupuoliominaisuudet ja tiet界 sukurauhasten histopatologiset vaikutukset).S iksi maksan 

 

ja munuaisten histopatologiaa voidaan arvioida tavallista tarkenin-iin, jotta mekanistisiin 

 

paatetapahtumiin liittyvia vasteita ymmarrettaisiin paremmin. Jos naita tarkkoja arviointeja 

 

ei tehda, histopatologisen tutkimuksen aikana sattumalta havaitut selvat poikkeavuudet on 

 

kuitenkin merkittava muistiin ja raportoitava. S uurimman pitoisuuden kasittelyryhman 

 

(kontrolliin verrattuna) ja sen ryhman valinen vertailu, jossa vaikutuksia ei havaittu, 

 

voidaan tehda, mutta sen osalta suositellaan tutustumaan histopatologisia tutkimuksia 

 

koskeviin ohjeisiin (29). Yleensa kaikki naメteet kasitellaan!valmistellaan ensin, minka 

 

jalkeen patologi tutkii ne. Jos kaメetaan vertailuun perustuvaa lahestymistapaa, on 

 

muistettava, etta Rao-Scott Cochrane-Armitage by S 1ices (RSCABS) -menettelyssa 

 

oletetaan, etta kun annoksen suuruus kasvaa, mys biologinen vaikutus (patologia) 

 

voimistuu. Testin selitysvoima siis heikkenee, jos sima tarkastellaan vain yhta suurta 

 

annosta eika ollenkaan keskisuuria annoksia. Jos tilastoanalyysia ei tarvita sen 

 

maarittamiseksi, ettei suurella annoksella ole vaikutusta, tara lahestymistapa voi olla 

 

hyvaksyttava. S ukurauhasten fenotVVppi johdetaan m、心s taran arvioinnin p erusteella. 

 

Mml havaimot 

 

50. Tasta tutkimuksesta saadaan tietoja, joita voidaan kayttaa (esimerkiksi naytt 

 

perustuvassa lahestymistavassa) vahintaan naiden kahden, lisaantymiskyvyn 

 

heikentymiseen johtavan yleisen haittavaikutusreitin samanaikaisessa arvioinnissa: a) 

 

hormonivalitteiset reitit, joihin liittyy hypotalamus -aivolisake-sukurauhasakselin 

 

hairiintyminen, ja b) reitit, jotka lyhentavat elinaikaa ja vahentavat kasvua (pituus ja 

 

paino). Lisaksi voidaan arvioida muun kuin hormonivalitteisen toksisuuden vaikutuksia 

 

lisaantymiseen. Tahan testiin sisaltyy my6s paatetapahtumia, joita yleensa arvioidaan 

 

pitkaaikaisissa toksisuustesteissa (tayden elinkaaren testi j a varhaisen elinvaiheen testi), j a 

 

niiden avulla voidaan arvioida vaaroja, joita aiheuttavat seka muut kuin hormonivalitteiset 

 

toksiset vaikutustavat etta hormonivalitteisen toksisuuden reitit. Testin aikana myS 

 

kayttaytymista tulee havainnoida paivittain, ja poikkeava kaメta舛yminen on merkittava 

 

muistiin. Lisaksi on kirjattava kaikki kuolleet ja eloonjaaneet kalat niiden karsintaan 

 

saakka (testiviikko 6/7), elossa olevat kalat karsimlan jalkeen poikasvaiheen 

 

naytteenottoon saakka (hedelmoittymisen jalkeinen viikko 9-10) ja elossa olevat kalat 

 

kutemisesta taysikasvuisten kalojen naメteenottoon saakka on laskettava. 

 

Taulukko 1: Yhteenveto MEOGRT-testin p説tctapahtumlsta* 

 

Sukupolvi 

 

Paatetapahtuma 

 

Elinkaaren vaihe 
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Alkio 

 

(hV2) 

 

Juveniili 

 

(hV4) 

 

Poikanen 

 

(hV9 tai li) 

 

Kuoriutuminen (% ja 

 

kuoriutumisaika) 

 

Eloonjaaneisyys 

 

Fl, F2 

 

Fl 

 

Aikuinen 

 

何v 12-14) 

 

Aikuinen 

 

(hiv 15) 

 

t'loo珂aaeisyys 

 

Kasvu 

 

(pituus ja paino) 

 

Vitellogeniirii 

 

(niRNA tai proteiini) 

 

S ekundaari s et 

 

sukupuiliominaisuudet 

 

(peraevapapillit) 

 

Ulkoisen sukupuolen suhde 

 

Aika ensimmaiseen kutuun 

 

Lisaantyminen 

 

(fekunditeetti ja hedelmallisyys) 

 

EloonjLlaneisyys 

 

Kasvu 

 

(pituus ja paino) 

 

S ekundaarset 

 

sukupuoliominaisuudet 

 

(peraevapapillit) 

 

Histopatologia 

 

(sukurauhaset, maksa, munuaiset) 

 

Fl 

 

FO, Fl 

 

Fl 

 

*Nama paatetapahtumat on analysoitavat tilastollisesti 

 

AIKUANA 

 

51. Taulukossa 2 on MEORGT-testin aikajana. MEOGRT-testissa FO-sukupolven aikuisten 

 

altistus kestaa neija viikkoa. F 1-sukupolven altistus kestaa 15 viikkoa, ja F2 -sukupolven 

 

altistusaika kestaa kuoriutumiseen saakka (hiv 2). Lisayksessa 9 on yhteenveto MEORGT-

testin aikana tehtavista toimista. 

 

Taulukko 2: MEORGT-testin altistusajat ja paatetapahtumien mittaamisen aikaj ana 

 

MEORGT-testin altistusajat ja paatetapahtumien aikajana 

 

4 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12131415 

 

12 3 

 

0 
1 

 

Fl 
F 
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F2 

 

Testiviikko 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

 

F,1ini'99ren tunniste Alkio 

 

Paatetapahtumat 

 

Fekunditeetti Fi 

 

Hedelmallisyys Fi 

 

Kuoriutuniinen F i 

 

Eloonjaaneisyys Fi 

 

Kasvu F(i 

 

Vitellogeniim 

 

Sekudaan nen 

 

sukupuoli 

 

Histopatologia 

 

1 2 

 

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

 

Ruskuaispussipoikaset 

 

Juvenhl 

 

Poikanen 

 

Mi'idnen 

 

. Testissa on 7 

 

aisnayte 

 

0 5ryhmaa 

 

F2 testikeniikaalikasittelyille 

 

o 2 ryhmaa kontrollikasittelyille 

 

Fi (4, jos kaytetaan liuotmta) 

 

Fi ・ Ryhman rakenne 

 

0 12 rrnnakkaisnaytetta 

 

lisaantymisen, aikuisten 

 

patologian ja SS 0:n 

 

Fi tutkimiseen (vid 10-18) 

 

0 6 rumakkaisnaytetta 

 

Fi kuoriutumisen, 

 

eloonjaamisen, vtg:nja 

 

poikasten SS 0:nja kasvun 

 

tutkimiseen (vid 1-9) 

 

F 
Fl 

 

Fl 
FI 

FI 
FI 

 

Testiviikko 

 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1617 18 19SS0:s?k'ndiiilriset 

 

sukupuiliommaisuudet; vid: viikot; 

 

vtg: vitellogeniini 

 

TIEDOT JA RAPORTOINTI 

 

Tilastoanalyysi 

 

52. Koska genotyyppinen sukupuoli maaritetaan kaikilta testikaloilta, tiedot on analysoitava 

 

kummankin genotyyppisen sukupuolen osalta erikseen (ts. XY: koiraat ja XX: naaraat). Jos 

 

nain ei tehda, kaikkien analyysien tilastollinen voima heikkenee tuntuvasti. Aineiston 

 

tilastollisissa analyyseissa on noudatettava mieluiten menettelyja, jotka on kuvattu 

 

OECD:n julkaisussa Current Approaches in the S tatistlcal Analysis of Ecotoxicity Data: A 

 

Guidance to Application (32). Lisayksessa 10 on muita ohjeita tilastollisista analyyseista. 

 

53. Testin rakenteen ja tilastollisten testien valinnan tulisi mahdollistaa riittava voima, jotta 

 

havaitaan biologisesti tarkeat muutokset sellaisissa paatetapahtumissa, joista on 

 

ilmoitettava NOEC-arvo (32).S e, miten oleelliset vaikuttavat pitoisuudet ja parametrit 

 

pitaa ilmoittaa, voi vaihdella sovellettavan lai nsぬdallll6n mukaan. Jokaisesta 

 

paatetapahtumasta on maaritettava prosentuaalinen muutos, joka on tarkeaa havaita tai 

 

arvioida. Koesuunnitelma on mukautettava siten, etta se on mahdollista. Ei ole 

 

todennakdista, etta sama prosentuaalinen muutos koskisi kaikkia paatetapahtumia. Ei ole 

 

mydskaan todennakdista, etta voitaisiin suunnitella toteutuskelpoinen testi, joka ta舛taisi 

 

fara kriteerit kaikkien paatetapahtumien osalta, joten on tarkeaa keskittya niihin 

 

paatetapahtumiin, jotka ovat kussakin kokeessa tarkeita, jotta se voidaan suunnitella 
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tilastollisesta vuokaaviosta ja ohjeet, jotka on 

 

ja sopivinunan tilastollisen testin tai mallin 

 

10 on malli 

 

kasittelyyn 

 

asianmukaisesti. Lisaksessa 

 

avuksi aineiston 

 

Muitakin tilastomenetelmia saa ka界taa, jos ne ovat tieteellisesti perusteltavissa. 

 

tarkoitettu 

 

valintaan. 

 

54. Variaatiot on analysoitava kussakin rinnakkaisnaytesarjassa varianssianalyysilla tai 

 

kontingenssitaulukkomenetelmilla, ja analyysiin perustuvia riittavan asianmukaisia 

 

tilastollisia analyysimenetelmia on kaytettava. Jotta voidaan tehda useita vertailuja 

 

yksittaisten pitoisuuksien ja kontrollien tulosten valilla, jatkuvien vasteiden osalta on 

 

suositeltavaa kaメtaa askeltavaa menetelmaa (esimerkiksi Jonckheere-Terpstran testia). Jos 

 

tiedot eivat ole yhdenmukaiset monotonisen pitoisuus-vasteen kanssa, tulee kayttaa 

 

Dunnettin testia tai Dunnin testia (tarvittaessa tietojen asianmukaisen muuntamisen 

 

j alkeen). 

 

55. Fekunditeetin osalta matimunien maara lasketaan paivittain, mutta ne voidaan analysoida 

 

kokonaismaarina tai toistuvana mittauksena. Lisayksessa ii on tarkempia tietoja siita, 

 

miten tara paatetapahtuma analysoidaan.S e11aisia histopatologisia tietoja varten, jotka 

 

esitetaan vakavuuspisteina, on kehitetty uusi tilastollinen testi, Rao-Scott Cochran-

Armitage by S 1ices (RSCABS) (33). 

 

56. Kaikki kemikaalikasittelyissa havaitut paatetapahtumat, jotka poikkeavat asianmukaisista 

 

kontrolleista huomattavasti, on ilmoitettava. 

 

Tietojen analysointiin liittvi註 n航k6kohtia 

 

V rantnejdn kasittelytas可en 

 

57. Useita tekijOita otetaan huomioon, kun maaritetaan, esiintyyk6 rinnakkaisnaytteessa tai 

 

koko kasittelyssa selvaa toksisuutta, jolloin ne tulisi poistaa analyysista.Se 1vaksi 

 

toksisuudeksi maaritellaan >4 kuolemantapausta missa tahansa naytteessa kolmannen ja 

 

yhdeksannen hjv:n valilla, kun niita ei voida selittaa teknisella virheella. Muita selvan 

 

toksisuuden merkkeja ovat verenvuoto, epanormaali ka昇ta昇yminen, epanormaalit 

 

uintikuviot, ruokahaluttomuus ja muut sairaudesta kertovat kliiniset merkit.S ubletaalin 

 

toksisuuden merkkien osalta laadulliset arvioinnit voivat olla tarpeen, ja niissa on otettava 

 

aina huomioon laimennusveden kontrolliryhma (pelkka puhdas vesi). Jos suurimman 

 

pitoisuuden kasittelyssa (kasittelyissa) esiintyy selvaa toksisuutta, on suositeltavaa jattaa 

 

fara kasittelvt DOis analvvsista. 

 

harkittava vasta viimesijaisena keinona, kun kaikki muut kemikaalin 

 

kaytettam 

 

sen kanssa on 

 

Jos liuotinta kaメetaan, 

 

on kokeiltu. 

 

Liu otinkmtrllit 

 

58. Liuottimen kayttda on 

 

annosteluvaihtoehdot 

 

laimennusvesikontrollia. Testin lopuksi on arvioitava liuottimen mahdolliset vaikutukset. 
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Tara tehdaan vertailemalla liuotinkontrolliryhmaa ja laimennusvesikontrolliryhmaa 

 

tilastollisesti. Tarkeimmat tassa analyysissa huomioon otettavat paatetapahtumat ovat 

 

kasvuparametrit (paino), koska yleistyneet toksisuusvaikutukset saattavat vaikuttaa niihin. 

 

Jos laimennusvesikontrollin j a liuotiiikontrollin ryhmien valilla havaitaan tilastollisesti 

 

merkitsevia eroja naissa paatetapahtumissa, sen maarittamisessa, onko testin validiteetti 

 

vaarantunut, on kaメettava parasta tieteellista asiantuntemusta. Jos kahden kontrollin valilla 

 

on eroja, kemikaalille altistettuja kasittelyja on verrattava liuotinkontrolliin, ellei tiedeta, 

 

etta laimennusvesikontrolliin vertaaminen on parempi vaihtoehto. Jos naiden kahden 

 

kontrolliryhman valilla ei ole tilastollisesti merkitsevaa eroa, suositellaan, etta 

 

testikemikaalille altistettuja kasittelyja verrataan yhdistettyihin (liuotin- ja laimennusvesi-

)kontrolliryhmiin, ellei tiedeta, etta vain jompaankumpaan vertaaminen on parempi 

 

vaihtoehto一 

 

Testiraportti 

 

59. Testiraportissa on esitettava seuraavat tiedot: 

 

Testikemikaali: かsikaalinen olomuotoルかsikaalis-kemialliset ominaisuudet, jos nii lld on 

 

mer雄ystd 

 

kemialliset tunnistetiedot. 

 

Yhdesta ainesosasta koostuva aine: 

 

ulknak6, vesiliukoisuus ja muut merkitykselliset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet 

 

kemialliset tunnistetiedot, kuten JUPAC- tai CAS -nimi,CAS -nu ero, sMILEs- tai InCh'-

koodi, rakennekaava, puhtaus, tarvittaessa epapuhtauksien kemialliset tunnistetiedot sen 

 

mukaan kuin ka外ann6ssa on mahdollista jne. (tarvittaessa esimerkiksi orgaanisen huilen 

 

pitoisuus). 

 

Useista ainesosista koostuvat aineet, UVCB-aineet ja seokset: 

 

mahdollisimman tarkka luoimehdinta, esimerkiksi ainesosien kemiallinen koostumus (ks. 

 

edella), esiintymistiheys j a olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet. 

 

Testi何it: 

 

tieteellinen nimi, kanta (jos se tiedetaan), hedelmoittyneiden munien lahde ja 

 

keraysmenetelma seka munien my6hempi kasittely. 

 

Tes万olosuhteet: 

 

valoisa aikaj akso (valoisat aikaj aksot) 

 

testin rakenne (esimerkiksi kammion koko, materiaali ja veden maara, testikammioiden ja 

 

rinnakkaisnaytteiden lukumaara, kuoriutuneiden munien maar rinnakkaisnaメetta kohti) 
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varastoliuosten valmistusmenetelma ja nesteen vaihtovali (Iluotusapualne ja sen pitolsuus 

 

on ilmoitettava, jos sellaista kaytetaan) 

 

testikemikaalin annostelumenetelma (esim. pumput, laimennusjarjestelmat) 

 

menetelman saantoteho ja nimelliset testipitoisuudet, kvanti丘ointiraa, mitattujen arvojen 

 

keskiarvot ja niiden keskihajonnat testiastioissa, niiden laskemiseen kaメetty menetelma 

 

seka naytt6 siita, etta mittaukset koskevat testikemikaalin pitoisuuksia aidossa liuoksessa 

 

laimennukseen kaytetyn veden ominaisuudet: PH, kovuus, lamp6tila, liuenneen hapen 

 

pitoisuus, Jaa nn6sklooripitoisuudet (jos ne on mitattu), orgaanisiin yhdisteisiin sitoutuneen 

 

huilen kokonaismaara (jos se on mitattu), suspendoituneet kiinteat aineet (jos ne on 

 

mitattu), testimediumin suolapitoisuus (jos se on mitattu) ja mahdolliset muut mittaukset 

 

nimelliset testipitoisuudet, mitattujen arvojen keskiarvot ja keskihajonnat 

 

testiastioissa olevan veden laatu, pH, lamp6tila (paivittain) ja liueimeen hapen pitoisuus 

 

yksityiskohtaiset tiedot ruokinnasta (esim. ruoan tyyppi, alkupera, annettu maara ja 

 

antotiheys). 

 

Tido為et: 

 

todisteet siita, etta kontrolit tayttavat yleiset validiteettikriteerit 

 

seuraavat tiedot kontrolliryhmista (m殖s liuotinkontrollista, jos se oli kaytissa) ja 

 

kasittelyryhmista: Fl- ja F2-sukupolven kuoriutuminen (kuoriutuvuus ja kuoriutumisaika); 

 

Fl -sukupolvelta kuoriutumisen jalkeinen eloonjaaneisyys, kasvu (pituus ja paino), 

 

genotyyppinen sukupuoli ja sukupuolten erottelu (esim. sekundaariset 

 

sukupuoliominaisuudet peraevapapillien ja sukurauhasten histologian perusteella), 

 

fenotyyppinen sukupuoli, sekundaariset sukupuoliominaisuudet (peraevapapillit), vtg:n 

 

mRNA (tai VTG-proteiini), histopatologinen tutkimus (sukurauhaset, maksa ja 

 

munuaiset); FO- ja F 1-sukupolvelta lisaantymistiedot (fekunditeetti ja hedelmallisyys); (ks. 

 

taulukot i ja 2). 

 

tilastollinen analyysimenetelma (regressio- tai varianssianalyysi) ja tietojen 

 

kasittelymenetelma (ka界et界 tilastolliset testit tai mallit) 

 

pitoisuus, josta ei aiheudu vaikutuksia (NOEC) kunkin arvioidun vasteen yhteydessa 

 

pienin havaittavan vaikutuksen aiheuttava pitoisuus (LOEC) kunkin arvioidun vasteen 

 

yhteydessa (p = 0,05) tarvittaessa ECx kullekin arvioidulle vasteelle ja luottamusvalit 

 

(esim. 90 tai 95 prosenttia) seka kaavio sen laskentaan kaメetysta sovitetusta mallista, 

 

pitoisuus-vastekayran kaltevuus, regressiomallin kaava, estimoidut malliparametrit ja 

 

niiden vakiovirheet 
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mahdolliset poikkeamat tasta testimenetelmasta ja hyvaksymisperusteista seka pohdinta 

 

niiden mahdollisista vaikutuksista testin tulokseen. 

 

60. Paatetapahtumien mittaustuloksista on esitettava keskiarvot ja keskihajonnat (seka 

 

rinnakkaisnaytteiden e tta pitoisuuksien perusteella, mikali mahdollista). 
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Lis註vs i 

 

MAARITELMAT 

 

Kemikaali: Aine tai seos. 

 

E LISA: Entsyymivalitteinen immunosorbenttimaaritys 

 

Fekunditeetti = matimunien lukumaara 

 

He deln議llisyys = elinkykyisten matimunien lukumaara / fekunditeetti 

 

Lovipituus tarkoittaa kalan pituutta leuan karjesta prst6eVan keskimmaisten ruotojen 

 

karkeen, ja sita ka界etaan kaloilla, joilta on vaikea maarittaa selkarangan paattymiskohtaa 

 

(www.fishbase.org) 

 

Kuoriutuvuus = kuoriutuneet kalanpoikaset / inkubaattoriin laitettujen alkioiden maara 

 

IACUC: Institutional Animal Care and Use Committee, elainten hoitoa ja kaytt 

 

kasitteleva komitea 

 

Vakiopituus tarkoittaa kalan pituutta mitattuna leuan kari esta viimeisen nikaman 

 

takareunaan tai prst6nikamien keskiosan takareunaan. Yksinkertaistettuna tasta 

 

mittauksesta jatetaan prst6eVan pituus pois. (www.fishbase.org) 

 

Kokonaispituus tarkoittaa pituutta leuan kari esta pyrst6eVan pitemman lohkon karkeen; 

 

mitataan yleensa siten, etta lohkot on puristettu keskilinjaa vasten. Kyseessa on suoran 

 

viivan mittaus, ruumiin kaarevuutta ei oteta mukaan (www.fishbase.org). 
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Kuva 1: Kuvaus kaメetyista eri pituuksista 

 

ECx: (Effect concentration for x % effect = vaikuttava pitoisuus, joka aiheuttaa x prosenttia 

 

muutoksia) on pitoisuus, joka aiheuttaa x prosentin suuruisen vaikutuksen 

 

testiorganismeihin tietyn altistusjakson aikana kontrolliin verrattuna. Esimerkiksi EC So on 

 

pitoisuus, jolla estimoidaan olevan 50 prosentin vaikutus testissa tutkittavaan 

 

paatetapahtumaan altistuksen kohteeksi joutuneessa populaatiossa maaritellyn altistusajan 

 

kuluessa. 

 

Lapivirtauskoe on testi, jossa testiliuokset virtaavat jatkuvasti testijarjestelman lapi 

 

altistuksen keston ajan. 

 

HPG-akseli: Hypotalamus-aivolisake-sukurauhasakseli. 

 

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry, kansainvalinen puhtaan ja 

 

sovelletun kemian liitto 

 

Kalatiheys: Kaloj en markapaino suhteessa vesimaaraan. 

 

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration, pienin havaittavan vaikutuksen aiheuttava 

 

pitoisuus): Pienin testikemikaalin testattu pitoisuus, jolla kemikaalilla havaitaan olevan 

 

tilastollisesti merkitseva vaikutus (arvolla p< 0,05) verrattuna kontrolliin. Kaikilla LOEC-

pitoisuutta suuremmilla testipitoisuuksilla on kuitenkin oltava vahintaan yhta suuri 

 

haitallinen vaikutus kuin LOEC-pitoisuudella. Jos fara kaksi ehtoa eivat ta界y, on 

 

annettava tyhjentava selitys siita, miten LOEC-pitoisuus (ja mys NOEC-pitoisuus) on 

 

valittu. Lisayksissa 5 ja 6 on ohjeita tasta. 

 

Mediaani tappava pitoisuus (LC50): Testikemikaalin pitoisuus, jonka arvioidaan 

 

aiheuttavan 50 prosentin kuolleisuuden testiorganismeissa testin aikana. 

 

NOEC (No Observed Effect Concentration): LOEC:ta pienempi testipitoisuus, jolla ei ole 

 

kontrolliin verrattuna tietylla altistusajanjaksolla tilastollisesti merkitsevaa vaikutusta (p < 

 

0,05). 

 

S11LES: SM ILES-jrjestelma (Slmplfied Molecular Input Line Entry S pecifcatlon). 

 

Lastaustiheys: Kalojen lukumaara tilavuusyksikkia kohti. 

 

Testikemikaali: Talla testimenetelmalla testattu aine tai seos. 

 

IIVCB: Koostumukseltaan tuntematon tai vaihteleva aine, kompleksi reaktiotuote tai 

 

biologinen materiaali. 

 

VTG: Vitellogeniini on fosfolipoglykoproteiini, munankeltuaisproteiinin esiaste, jota 

 

tavataan yleensa kaikilla munimalla lisaantyvien lajien sukukypsilla naarailla. 

 

VH3: Viikkoa hedelm6ittyrisen jalkeen 
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JOITAKIN 11VAKSYTTAVAN LAIMIi】NUS VEDEN KEM IALLISIA OM INISUUKSIA 

 

Rai apitoisuus 

 

5 mg/I 

 

2 mg/i 

 

i Ig/i 

 

10 ig/1 

 

5ong!1 

 

5ong!1 

 

25 n飢 

 

i fig/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i ig/i 

 

i ig/1 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

ilOn飢 

 

100 fg/i 

 

100 na/i 

 

Aine 

 

Hiukkaset 

 

Orgaanisen huilen kokonaismaara 

 

ionisoitumaton ammoniakki 

 

血ann6skloori 

 

Orgaanista fosfinla sisaltavien torjunta-aineiden 

 

kokonaismaara 

 

Orgaanista klooria sisaltavien torjunta-aineiden ja 

 

polykloorattuj en bifenyylien kokonaismaara 

 

Orgaanisen kloonin kokonaismaara 

 

Alumiini 

 

Arseeni 

 

Krimi 

 

Koboitti 

 

Kupari 

 

Rauta 

 

Lyijy 

 

Nikkeli 

 

Sirikk 

 

Kadmium 

 

Elohopea 

 

Hopea 
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Lis註vs3 

 

MEOGRT-TESTIN TEST IOLOSUHTEET 

 

Medaka (Oryzias latipes) 

 

Jatkuva lapivirtaus 

 

Testin m mllislamp6tlla on 25。C . Kcs dmarlscn lamp6tllan on oltava 

 

jokaisessa sili6ssa 24-26 0c koko testin ajan. 

 

Loisteputket (laajakirjoiset ja~ l50 luumenia I m) 

 

(~150 luksia). 

 

16 h valoisaa: 8 h pimeaa 

 

F0: 2 aikuista I rimakklsnayte; Fl: aloitus enintaan 20 munalla 

 

(alkiolla) I rimakkasnaytc; vhennctぬn 12 alkioon I rimakkaisnaytc 

 

kuoriutuniisen yhteydessa ja sen jalkeen kahteen aikuiseen (lisぬntyv 

 

XX-XY-pari) hedelmhttyml sen j lkeisllki viikoilla 9-10 

 

lisぬntymlsvalhetta varten 

 

1,8 1 (testikanimion koko esimerkiksi: 18 x 9 x 15 cm) 

 

(tai virtaus 20 m l/min) 

 

Vahintぬn 5 ja c intin 16 vaihtoa pivassa 

 

FO:> 12 vhj, ei kuitenkan yli 16 vhj 

 

1. S uoslteltu laji 

 

2. Testityyppi 

 

3. Veden lamp6tlla 

 

4. Valaistus 

 

6. Lastaustiheys 

 

7. Testikammion kaytettavissa 

 

oleva vahimiistilavuu 

 

8. Testiliuosten vaihto 

 

9. Testiorganismien ika testin 

 

alkaessa 

 

10. Organismien lukumaara F0: 2 kalaa (1 pari, koiras ja naaras) Fl: Enintaan 20 kalaa (munaa) / 

 

kussakin rimakkaisnaytteessa rmnakkaisnayte (FO- ja F 1-sukupolven lisaantyvien panen tuottamia) 

 

5 testikmikaalikslttel殖 + tarvittava(t) kontrolli(t) 

 

Vahintぬn 6 rimakkaisnaytett kussakin testlkemikaaliksittelyssja 

 

vhintaan 12 rirmakkaisnaytetta kontrollissa ja liuotiiikontrollissa, jos 

 

sita kytettn (rilmakkaisnaytteiden lukumiri kaksinkertaistetaan Fl-

sukupolven 1isぬntymlsvaihees sa) 

 

FO: vahintaan 84 kalaa, Fl: 504 kalaa (Jos liuotiiikontrollia kytet頭n: 

 

FO:ssa 108 kalaa ja Fl:ssa 648 kalaa.) Laskettava y ksikk on vapaasti 

 

liikkuniisvaiheen jalkeinen alkio. 

 

Kaloja ruokitaan suolalehtijalkaisten (ArterIa spp.) 24 turnn ikisill 

 

nauplisasteen toukilla ad libitum. Tarvittaessa kaloille voidaan antaa 

 

lisaksi kaupallisesti saatavaa hiutaleruokaa. (Llsayksessa 6 on esimerkki 

 

ruokinta-aikataulusta, j olla taataan varmaa lisぬntymlsta tukeva rnttava 
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11. K isitteljen lukumaara 

 

12. Rillakkasnaytte lden 

 

lukiimiri kussakin 

 

Msittelyssa 

 

13. Organismien lukumaara 

 

kussakin testissa 

 

14. Ruokinta 
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kasvu ja kehitys.) 

 

15. Hmastus 

 

16. Laime lmusVe si 

 

17. Altistusaika 

 

18. Biologiset pttetapahtumt 

 

(ensisij aiset) 

 

19. Testin validiteettikriteerit 

 

tarvita, ellei liuermen hapen pitoisuus ilman kllastysarvsta ole< 60 

 

目
％
 

 

Puhdas pinta-, kaivo- tai synteettinen vesi tai dekloorattu hanavesi 

 

Ensisijaisesti 19 viikkoa (FO: sta F2:n kuoriutuiiiseen) 

 

Kuiriutuvuus (Fl ja F2); eloonjtneisyys (Fl, kuoriutumisesta hiv 4 

 

(ruskuaispussipoikasvaiheen loppu/juveniilivaiheen alku), 4-9 (tai 10) 

 

hiv (juveniilivaiheen ja poikasvaiheen alku) ja 9-15 hiv (poikasesta 

 

aikuisen lopettaniiseen asti)); kasvu (Fl, pituus ja paino hjv:lla 9ja 15); 

 

sekundaariset sukupuiliominaisuudet (FI, peraevapapillit hjv:lla 9 ja 

 

15); vitellogeniiiii (Fl, vtg rnRNA tai VTG-proteiini hjv:lla 15); 

 

fenotyyppinen sukupuoli (Fl, sukurauhasten histologian perusteella 

 

hjv:lla 15) lisぬntyniinen (FO ja Fl, fekunditeetti ja hedelmllsyys 21 

 

pivn ajan); kutemisaika (Fl); ja histopatologia (Fl, sukurauhaset, 

 

maksa ja munuaiset hjv:lla 15). 

 

Lluenneen hapen pitoisuus >60 % ilman kllastsarvosta; 

 

keskmarinen veden kmp6tlla 24-2 6 oc koko testin ajan; ormistunut 

 

lisぬntymnen ?_65 %:lla naaraista kontrollissa (kontrolleissa); 

 

palitt組nen fekunditeetti keskim rin >20 munaa kontrollissa 

 

(kontrolleissa); kuoriutuvuus> 80 prosenttia (kskarVo) kontrolleissa 

 

(kummassakin sukupolvessa, Fl ja F2); eloonjatneisyys kuoriutumisen 

 

jalkeen hjv:lle 3と 80 % (kskarVo) ja sii ta eteenpain sukupolven 

 

lopettaniseen saakka hjv:lle 3 ? 90 % (keskiarvo) kontrolleissa (Fl); 

 

testikemikaalin pitoisuuksien liuoksessa olisi oltava hvaksyttavasti + 

 

20 % ks亙miiir sita mitatuista arvoista. 
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KONTROLLIEN T YYPILLISIA A R OJA KOsKEVIA OILiEITA 

 

On syyta todeta, etta fara kontrolliarvot perustuvat vain muutamaan validointitutkimukseen, ja 

 

niita mahdollisesti muutetaan myihemmin kokemuksen karttuessa. 

 

Kasvu 

 

Kaikilta kaloilta, joilta otetaan naytteet 9 (tai 10) ja 15 viikkoa hedelm6lttymisen jalkeen 

 

(hiv), mitataan paino ja pituus. Taran protokolan mukaan odotuksenmukaiset markapainot 

 

hjv:lla 9 ovat koirailla 85-145 mg ja naarailla 95-150 mg. Odotuksenmukaiset markapainot 

 

hjv:lla 15 ovat koirailla 250-330 mg ja naarailla 280-350 mg. Vaikka yksittaisen kalan 

 

paino voi poiketa naista viitearvoista huomattavasti, kontrollikalojen keskimaaraiset painot, 

 

jotka ovat selvasti naiden arvojen ulkopuolella ja etenkin alarajaa pienempia, viittaavat 

 

kuitenkin ruokintaan, lampitilan hallintaan, vedenlaatuun tai sairauksiin liittyviin ongelmiin 

 

tai naiden seikkojen yhdistelmaan. 

 

ん4riu1lllinen 

 

Kontrolleissa normaali kuoriutuvuus on yleensa noin 90 prosenttia, mutta niinkaan pieni 

 

Elo 

 

arvo kuin 80 

 

olla merkki 

 

prosenttia ei ole epatavalinen. Jos kuoriutuvuus on alle 75 prosenttia, se voi 

 

siita, etta kehittyvien munien 

 

kasittely on ollut huolmatonta (esimerkiksi 

 

mika on aiheuttanut sieni-infektion). 

 

0勿αaneのりバ 

 

ravistelu on ollut riittamt6nta tai etta munien 

 

kuolleet munat on voitu poistaa liian my6hぬn, 

 

Eloonjaaneisyys kuoriutumisesta hjv:lle 3 ja sen jalkeen 

 

90 prosenttia, mutta edes 80 prosentin eloonjaaneisyys 

 

on kontrolleissa yleensa vahintaan 

 

elinkaaren varhaisvaiheessa ei 

 

viela halyttavaa kontrolleissa. S en sijaan on huolestuttavaa, jos eloonjaaneisyys 

 

kontrolleissa alle 80 prosenttia.S e voi viitata akvaarioiden riittamattomaan puhdistukse 

 

e 
n 

LJ 

 

五 
万 

n 

 

0 
く 

e 

 

jolloin ruskuaispussipoikaset ovat menehtyneet sairauteen tai ne ovat tukehtuneet, koska 

 

liuenneen hapen pitoisuus on ollut liian pieni. Kuolleisuus voi johtua m6s sailion 

 

puhdistuksen aikana tapahtuneen vaurioitumisen takia, ja ruskuaispussipoikaset ovat voineet 

 

m殖s joutua sen aikana sall6n vedenpoistojarjestelmaan. 

 

mllogn iin igeni 

 

Vaikka vitllgn i in i (vtg) -geenin absoluuttiset pitoisuudet, jotka ilmaistaan ksik6ssa 

 

kopiota!ng mRNA:n kokonaismaarasta, voivat vaihdella laboratorioiden valilla paljonkin 

 

kaメettyjen menettelyjen tai laitteiden vuoksi, vtg-pitoisuuden on oltava noin 200 kertaa 

 

suurempi kontrolliryhnian naarailla kuin kontrolliryhman koirailla. Ei ole epatavallista, jos 

 

tara suhde on 1 000-2 000, mutta alle 200:n oleva suhdeluku on epailyttava ja voi viitata 

 

naytteen kontaminoituriseen tai menettelyihin ja/tai kaytettyihin reagensseihin hittyviin 

 

ongelmiin. 
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Seknd rset sukupuoliominaisuudet 

 

Koirailla sekundaansten sukupuoliominaisuuksien normaalialue, joka maaritellaan 

 

peraevapapillien evaruotojen segmenttien kokonaismaarana, on 40-80 segmenttia hjv:lla 9-
10.He deln6ittymisen jalkeiseen viikkoon 15 mennessa normaalialue kontrolliryhman 

 

koirailla tulisi olla noin 80-120 ja kontrolliryhman naarailla 0.S e l ittmatt6mi st syista 

 

joskus harvoin on koiraita, joilla ei ole yhtaan papillia hedelm6ittmisen jalkeiseen viikkoon 

 

9 mennessa, mutta koska papillit kehittyvat kaikille kontrolliryhman koiraille 

 

hedeln6ittymisen jalkeiseen viikkoon 15 mennessa, tara johtuu mita todennak6isimmin 

 

kehityksen viivastymisesta. Jos kontrolliryhman naarailla havaitaan papilleja, se osoittaa, 

 

etta DoDulaatiossa on XX-koiraita. 

 

x予kotraat 

 

XX-koiraiden normaali taustaesiintyvyys viljelmassa on noin 4 prosenttia tai vahemman 

 

25o C:n lamp6tilassa. Esiintyvyys kuiteiikin kasvaa lamp6tilan noustessa. On syyta 

 

huolehtia siita, etta XX-koiraiden osuus populaatiossa pysyy mahdollisimman pienena. 

 

Koska XX-koiraiden esiintyvyydessa vaikuttaa olevan geneettinen komponentti, jonka takia 

 

se on periメyvaa, kantaviljelman valvonta ja sen varmistaminen, ettei XX-koiraita kayteta 

 

kantaviljelman kasvattamiseen, ovat tehokkaita keinoja vahentaa XX-koiraiden 

 

esiintyvyytta populaatiossa. 

 

Kuteminen 

 

Kontrollirinnakkaisnaytteista on seurattava kutemista paivittain ennen fekunditeetin 

 

arvioimista. Kontrollipareista voidaan arvioida laadullisesti, onko kutemisesta merkkeja. 

 

Arviointi voidaan tehda silmamaaraisesti. Useimpien kontrolliparien pitaisi kutea hjv:lle 

 

12-14 meiness. Jos kutevia pareja on noina viikkoina vahan, kaloilla voi olla mahdollisia 

 

terveメeen, kypsyyteen tai hyvinvointiin liittyvia ongelmia. 

 

Fekun硫teetti 

 

Terveet ja hyvin ruokitut 12-14 hjv:n ikaiset medakat kutevat yleensa paivittain ja tuottavat 

 

15-50 matimunaa paivassa. Lisaantyvien kontrolliparien suositeltu maara on 24, ja tasta 

 

maarasta 16 parin (> 65 %) pitaisi tuottaa yli 20 munaa paivassa paria kohti (mutta ne voivat 

 

kuitenkin tuottaa jopa 40 munaa paivassa). Jos munien maara on tata pienempi, kutevat panit 

 

saattavat olla epakypsia, aliravittuja tai sairaita. 

 

Hedelmallisyys 

 

Kutevien kontrollipanien hedelm6ittynelden munien prosentuaalinen osuus on yleensa 90 

 

prosentin luokkaa, eivatka myskaan 95 prosentin paikkeilla olevat tai sita suuremmat arvot 

 

ole epatavallisia. Jos kontrolliparien hedelm6ittyneiden munien osuus on alle 80 prosenttia, 

 

on aihetta epailla, etta kalakil6t eivat ole terveita tai etta kasvatusolosuhteet eivat ole 

 

ihanteelliset. 
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Lis議vs 5 

 

ESIMERKKI RUOKINTA-AIKATAULUSTA 

 

Taulukossa i on esimerkki ruokinta-aikataulusta, jolla taataan varmaa lisaantymista tukeva 

 

riittava kasvu ja kehitys. Tasta aikataulusta saa tarvittaessa poiketa, mutta on suositeltavaa, 

 

etta poikkeavien aikataulujen yhteydessa varmistetaan, etta hyvaksyttavaa kasvua ja 

 

lisaantymista on havaittavissa. Jotta ehdotettua ruokinta-aikataulua voidaan noudattaa, 

 

suolalehtijalkaisten kuivapaino niiden tieref tilavuuteen nahden on maaritettava erlen 

 

testin aloittamista.Se voidaan tehda punnitsemalla tietty maara suolalehtijalkaisten lienta, 

 

jota on kuivattu 24 tuimin ajan 60。 C:ssa ennalta punnituissa astioissa. Jotta voidaan ottaa 

 

huomioon liemessa olevien suolojen paino, on kuivattava ja punnittava sama maara 

 

suolaliuosta kuin liemessa on kaメetty, ja paino on vahennettava kuivatun 

 

suolalehtijalkaisliemen painosta. Vaihtoehtoisesti suolalehtijalkaisliemi voidaan suodattaa ja 

 

huuhdella tislatulla vedeltu ennen kuivaamista, jolloin ei tarvitse punnita "pelkin suolan" 

 

painoa. Naita tietoja kaytetaan taulukon tietojen muuntamisessa suolalehtijalkaisliemen 

 

kuivapainosta siihen suolalehtijalkaisliemen maaraan, joka kullekin kalalle on annettava. 

 

Lisaksi suositellaan, etta suolalehtijalkaisiemesta punnitaan alikvootit viikoittain, jotta 

 

varmistetaan, etta kaloille annetaan kuivapainoltaan oikea maara suolalehtij alkaisia. 
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Taulukko 1: Esimerkki ruokinta-aikataulusta 

 

S uolalehtialkaisia (mg 

 

kuivapainoa I kala I paiva) 

 

q5 

 

q5 

 

q6 

 

oフ 

 

q8 

 

Lo 

 

L3 

 

L7 

 

乙2 

 

乙8 

 

3,5 

 

42 

 

45 

 

48 

 

5,2 

 

5,6 

 

7フ 

 

9P 

 

11,0 

 

13,5 

 

22,5 

 

Aika (kuoriutumisen 

 

j alkeen) 

 

Paiva 1 

 

Paiva 2 

 

Paiva 3 

 

Paiva 4 

 

Paiva 5 

 

Paiva 6 

 

Paiva 7 

 

Paiva 8 

 

Paiva 9 

 

Paiva 10 

 

Paiva 11 

 

Paiva 12 

 

Paiva 13 

 

Paiva 14 

 

Paiva 15 

 

Paivat 16-21 

 

Viikko 4 

 

Viikko 5 

 

Viikko 6 

 

Viikko 7 

 

Viikko 8 - lopetus 
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Lis議vs 8 

 

ESIMERKKEI lUN'EN INKUB0INTIIくAMMI0STA 

 

Esimerkki4 

 

．ー

一 

 

I� 

 

. 

 

・ 
与 

g 

 

'-

,

‘ー 

 

Tara irikubaattori koostuu katkaistusta lasisesta sentrifugiputkesta, jossa on ruostumatonta 

 

terasta oleva hoikki ja joka pysyy paikallaan sentrifugin ruuvitulpalla. Tulpan lapi menee 

 

ohut lasinen tai ruostumatonta terasta oleva putki, joka ulottuu melkein p殖ristettyyn 

 

pohjaan asti. Putki puhaltaa varovasti ilmakuplia, joiden tarkoituksena on suspendoida 

 

munat, vahentaa saprotrofisten sieni-infektioiden kulkeutumista munien valilla ja 

 

mahdollistaa kemikaalin virtaus inkubaattorin ja varastosaili6n valilla. 

 

Esimerkkiβ 

 

Iき 

 

吏9 

 

包 

 

一 

 

血 

 

. 

 

! 

 

‘
、
豊
 

 

●

〇 

 
ー

一 
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Tara inkubaattori koostuu lasisesta he rl6sta (halkaisija 5 cm ja korkeus 10 cm) ja 

 

ruostumatonta terListi olevasta verkosta (p 0,25,sihna koko 32), joka on kiinnitetty lieri6n 

 

pohjaan PFTE-renkaalla. hikubaattorit ripustetaan sall6lhn nostorivasta, ja niita 

 

ravistellaan pystysuunnassa (heilahdustaajuus noin 5 cm) medakan munille sopivassa 

 

syklissa (yleensa neijan sekunnin valein). 
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Lis議vs 7 

 

KAAVIO RINNAKKAISNAYTTEIDEN YHDISTAMISESTA JA TA YTTAMISESTA 

 

MEORGT-TESTIMENETELMAN YIH'EYDESSA 

 

Kuva 1: Rinnakkaisnaytteiden hdistaminen ja taytt含mi nen MEOGRT-testissa Kuvassa esi tetin yksi 

 

kasittely tai puolikas kontrollista. Ybdistanilsen takia rimlakkaisnaytteen identiteetti ei ole sama koko 

 

testin ajan. Ilmauksella "munat" tarkoitetaan elinkykyistit hdelm6ittneita munia (eli alkioita). 

 

Paatetapahtumat 

 

Kuoriutuminen I Eloonjaaneisyys 

 

Kasvu, VTG, SsO 

 

Lisaantyminen, patologia, ssl 

 

Kuori u-

turni nen 

 

F~ 

 

F1 

 

個 
個 

個 
個 

個 
個 

 

Y hdiSt首 

 

elinkykyiset 

 

munat 

 

> 

 

Jaa 

 

一 
一 

一 
一 

一 
一 

一 
一 

一 
一 

一 
一 

 

個
個
個
個
個
個
個
個
個
個
個
個
 

 

lう 

）

ノ 

 

Poikasn首ytteet 

 

戸 

 

DMY 

 

arvioitu 

 

ノJl 

 

Poikasn首ytteet 

 

戸 

 

DMY 

 

arvioitu 

 

Poikasn自ytteet 

 

戸 

 

DMY 

 

arvioitu 

 

Poikasn首ytteet 

 

戸 ／ 

 

12 

 

Poikasn首ytteet→ XY 

 

戸 

 

、 

 

Poikasn自ytteet 

 

戸 

 

uMy 

 

arvioitu 

 

DMY 

 

arvioitu 

 

DMY 

 

arvioitu 

 

母 
母 

母 
母 

母 
丹 

 

> 

 

Y hdiSt首 

 

kuoriutuneet 

 

母 
母 

母 
母 

母 
母 

 

> 

 

Y hdiSt自 

 

elin kykyiset 

 

munat 

 

母 
母 

母 
母 

口 
母 

 
血 

 

K議sittelt ja rinnakkaisn航ytteet 

 

Testimenetelmassa suositellaan viitta testikemikaahkasittelya, joissa kaytetaan teknisen 

 

laadun kriteerit tayttavaa materiaalia, ja negatiivista kontrollia. Rimiakkaisnaytteiden 

 

lukumaara kussakin kasittelyssa ei pysy samana koko MEOGRT-testin ajan, ja 

 

kontrollikasittelyssa on kaksinkertainen maara rinnakkaisna舛teita yhteen 

 

testikemikaalikasittelyyn verrattuna. FO-sukupolvessa jokaisessa testikemikaalikasittelyssa 

 

on kuusi rinnakkaisnaメetta, ja negatiivisessa kontrollikasittelyssa on 12 rinnakkaisna界etta. 
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Liuottimien kaメtia ei suositella, mutta jos niita kaメetaan, MEORGT-testiraportissa on 

 

liuottimen valinnalle. Lisaksi 

 

n: a) liuotinkontrolli ja b) 

 

ja b) 

 

tuttava 

 

on koos 

 

perustelut seka liuottimen kaメdlle etta 

 

kahdenlaisia kontrolleja, jos liuotinta 

 

naista kahdesta kontrolliryhmasta 

 

kaikissa taran testin aikajanan pisteissa. Tara 

 

testiorganismin kehittyessa Fi-sukupolvessa (ja F2-

Aikuisvaiheessa, kun F 1-sukupolven lisaantyvat panit 

 

kohti tulisi 

 

enintaan 12 

 

samana 

 

esitettava 

 

tarvitaan 

 

negatiivinen 

 

ta皿esta ma 

 

rinnakkaisna舛erakenne pysyy 

 

sukupolvessa kuoriutumiseen saakka). 

 

on muodostettu, lisaantymisparien rinnakkaisna外teiden maara kasittelya 

 

mieluiten kaksinkertaistaa.T ll6in jokaisessa testikemikaalikasittelyssa on 

 

tarvittaessa toiset 24 

 

raisin olevien alkioiden 

 

en kudusta 

 

luksi kuusi 

 

rimiakkaisna舛eparia ja kontrolliryhmassa 24 paria (ja 

 

rinnakkaisnaメeparia liuotiiikontrollissa). F 1-panen kudusta pe 

 

ayterakenteella kuin FO-pariI 

 

testikemikaalikasittelya kohti on a 

 

(-ryhmissa) 12 
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Lis註ys 8 

 

PERAEVAPAPILLIEN LASKEMINEN 

 

kamera liitettyna) 

 

aine, Bouinin ainetta ei suositella), jos laskentaa ei 

 

Tarkeimmat materiaalit ja reagenssit 

 

Dissektiomikroskooppi (jossa voi olla 

 

Kiimiitysaine (esimerkiksi Davidsonin 

 

tehda kuvasta 

 

Menettelyt 

 

Ruumiinavauksen jalkeen peraeva on kuvattava, jotta peraevapapillit voidaan laskea 

 

helposti. Kuvantaminen on suositeltu menetelma, mutta peraeva voidaan m殖s kiinnittaa 

 

Davidsonin kiinnitysaineella tai muulla sopivalla kiinnitysaineella (noin minuutin ajan). 

 

Kiinnityksen ajan peraeva on tarkea pitaa litteana, jotta papillien laskeminen on helpompaa. 

 

Ruumis ja peraeva voidaan sail6a Davidsonin kiinnitysaineeseen tai muuhun sopivaan 

 

aineeseen siihen asti, kun ne analysoidaan. Laske niiden liitoslevyjen lukumaara (ks. kuva 

 

1), joissa on levyn takareunasta esiin t6ntyvia papilleja. 

 

に： 
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Lis議vs 9 

 

MEORGT-TESTIN TARKKA A IKAiNA 

 

Testiviikot l- (FO) 

 

altistetaan 

 

altistuvat 

 

(XX-
fuista 

 

FO-sukupolven kutevat kalat, jotka tayttavat valintaperusteet (ks. 16-20 kohta), 

 

sukurauhaskudokset 

 

yksi lisaantyva kalapari 

 

ja 

 

on 

 

kolmen viikon ajaksi, jotta kehittyvat gameetit 

 

testikemikaalille. Jokaisessa rinnakkaisna舛esailidssa 

 

naaraasta ja XY-koiraasta muodostuva pari). Matimunat kerataan ja lasketaan, ja 

 

arvioidaan hedelmallisyys 21 perakkaisen paivan ajan testipaivasta i aloittaen. 

 

Testiviikko 4 (F0 ja Fl) 

 

Hedelmoittyneet ja elinkykyiset munat (alkiot) kerataan mieluiten yhtena paivana. Jos 

 

alkioita ei kuiteiikaan ole tarpeeksi, niita voidaan kerata kahtena paivana. Jos niita kerataan 

 

kahtena paivana, kaikki kasittelyista ensimmaisena paivana keratメ alkiot yhdistetaan niihin, 

 

jotka kerataan toisena paivana. Kaikki kustakin kasittelysta yhdistetyt alkiot jaetaan 

 

satunnaisesti rinnakkaisnayteinkubaattoreihin (20 alkiota yhteen inkubaattoriin). Kuolleet 

 

hedelm6ittyeet munat (alkiot) tarkistetaan j a kiri ataan paivittain. Kuolleet munat poistetaan 

 

inkubaattoreista (hedelmoittyneiden munien kuoleman voi havaita erityisesti 

 

varhaisvaiheissa: lapikuultavuus vahenee j a vari muuttuu, mika johtuu vaikuaisaineiden 

 

hyytymisesta ja/tai saostumisesta, josta on seurauksena valkoinen vari ja 

 

lapinakymattomyys, OECD 210). 

 

Huom. Jos yhdesta kasittelysta on kerattava munia toisena paivana, kaikkiin kasittelyihin (ja 

 

kontrolleihin) on sovellettava tata menettelya. Jos toisen keruupaivan jalkeen yhdessa 

 

kasittelyssa on edelleen liian vahan alkioita siihen nahden, etta yhteen inkubaattoriin pitaa 

 

saada 20 alkiota, kyseisen kasittelyn alkioiden maaraa vahennetaan 15 alkioon yhta 

 

inkubaattoria kohti. Jos alkioita ei ole edelleenkaan tarpeeksi, jotta yhteen inkubaattoriin 

 

saataisiin 15 alkiota, rinnakkaisna外einkubaattorien maaraa vahennetaan siten, etta jokaiseen 

 

inkubaattoriin saadaan 15 alkiota. Lisaksi FO-sukupolveen voidaan ulsata lisaantyvia pareja 

 

jokaiseen kasittelyyn ja kontrolliin, jotta munien tuotanto lisaantyisi siten, etta suositus 20 

 

munasta rinnakkaisnavtetta kohti tavttvisi. 

 

Testipaivana 24 FO-sukupolven lisaantymisparit lopetetaan humaanisti ja niiden paino ja 

 

pituus merkitaan muistiin. Tarvittaessa FO-sukupolven lisaantyvia pareja voidaan pitaa 

 

elossa viela yksi tai kaksi paivaa, jotta F 1-sukupolven tuonti voidaan aloittaa uudelleen. 

 

Testiviikot 5-6 (Fl) 

 

Yksi tai kaksi paivaa ennen kuoriutumisen oletettua alkamista inkuboitavien munien 

 

ravistelu lopetetaan tai sita vahennetaan kuoriutumisen jouduttamiseksi. Koska alkioita 

 

kuoriutuu joka paiva, kuoriutuneet kalanpoikaset yhdistetaan kasittelyittain ja jaetaan 

 

jarjestelmallisesti kuhunkin poikasten rinnakkaisna界esaili66n tietyn kasittelyn mukaisesti. 

 

Yhdessa s aili6ssa saa olla enintaan 12 kuoriutunutta kalanpoikasta. Tara tehdaan 
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valitsemalla kalanpoikaset satuimaisesti ja laittamalla yksi kalanpoikanen perakkaisiin 

 

rinnakkaisnaytteisiin sattumanvaraisesti siirtymalla jarjestyksessa tietyn kasittelyn 

 

rinnakkaisnaytteesta toiseen, kunnes kaikissa kasittelyn naytteissa on 12 kalanpoikasta. Jos 

 

kalanpoikasia ei ole tarpeeksi, jotta niita riittaisi kaikkiin rinnakkaisnaytteisiin, on 

 

varmistettava, etta mahdollisimman monessa naytteessa on 12 kalanpoikasta, jotta F 1-vaihe 

 

voidaan aloittaa. 

 

Munat, jotka eivat ole kuoriutuneet, kun kontrollin kuoriutumisen mediaanipaivasta on 

 

kulunut kaksi kertaa niin pitka aika, katsotaan elinkyvyttdmiksi ja havitetaan. 

 

Kalanpoikasten lukumaara kiri ataan, j a kuiriutuvuus lasketaan jokaisesta 

 

rinnakkaisna界teesta. 

 

Testiviikot 7-11 (Fl) 

 

Ruskuaispussipoikasten eloonjaaminen tarkastetaan ja kirjataan paivittain kaikista 

 

rilnakkaisnaytteist. Testipaivana 43 elossa olevien kalojen lukumaara jokaisesta 

 

rinnakkaisnaytteesta kirjataan, kuten myis rinnakkaisnaytteeseen alun perin laitettujen 

 

kuoriutuneiden kalanpoikasten mara (nimellislukumaara 12). Taran avulla voidaan laskea 

 

eloonj aamisen pro sentuaalinen osuus kuoriutumisesta poikasvaiheeseen. 

 

Testiviikot (Fl) 

 

Testipaivana 78-82 jokaisen kalan pyrstievasta otetaan pieni naメe yksikn genotyyppisen 

 

sukupuolen maarittamiseksi (ts. evaleike) kaikkien kalojen osalta. Taran tiedon perusteella 

 

muodostetaan lisaantyvat panit. 

 

Kolmen paivan kuluessa siita, kun jokaisen kalan genotyyppinen sukupuoli on maaritetty, 

 

muodostetaan 12 lisaantyvaa paria jokaiseen kasittelyyn ja 24 paria jokaiseen kontrolliin 

 

sattumanvaraisesti. Jokaisesta rinnakkaisna外teesta valitaan satunnaisesti kaksi XX- ja XY-

kalaa, jotka yhdistetaan sukupuolittain, ja sen ja lkeen niist valitaan satuimaisesti kaksi 

 

kalaa lisaantyvan parin (eli XX-XY-parin) muodostamiseksi. Kuhunkin 

 

kemikaalikasittelyyn tehdaan vahintaan 12 rinnakkaisnaメetta ja kuhunkin kontrolliin 

 

vahintaan 24 na舛etta, ja jokaiseen naytteeseen laitetaan yksi lisaantyva pari. Jos 

 

rinnakkaisnaytteessa ei ole kahta XX-kalaa tai kahta XY-kalaa yhdistamista varten, 

 

tarvittavan sukupuoligenotyypin mukainen kala on otettava muista kasittelyn 

 

riimakkaisnaytteista. 

 

Loput kalat (enintaan 8 kussakin rinnakkaisnaytteessa) lopetetaan humaanisti, ja fuista 

 

otetaan poikasvaiheen eri paatetapahtumien mukaiset naytteet. Kaikista 

 

poikasvaihenaytteista sailメetaan dmy-tiedot (XX vai XY), jotta voidaan varmistaa, etta 

 

kaikki paatetapahtumatiedot voidaan liittaa jokaisen yksittaisen kalan geneettiseen 

 

sukupuoleen. 

 

Testiviikot 13-14 (Fl) 

 

Altistusta jatketaan, kun poikasvaiheen lisaantyvat pant kehittyvat aikuisiksi. Testipaivana 
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edeltavana paivana) munat otetaan pois seka akvaarioista etta 

 

98 (eli munien keraamista 

 

naaraista. 

 

Testiviikot 15-17 (F1) 

 

Kutemisen aikana lasketut matimunat kerataan paivittain 21 perakkaisen paivan ajan 

 

kaikista rinnakkaisnaytteista, ja niiden fekunditeetti ja hedelmallisyys arvioidaan. 

 

Testiviikko 18 (testiviikon 4 toisti) (Fl ja F2) 

 

Testipaivan 120 aamuna munat kerataan jokaisesta rimiakkaisnaメesaililsta. Keratyt munat 

 

arvioidaan, ja jokaisen lisaantyvan parin hedelmoittyneet munat (joista on poistettu rihmat) 

 

yhdistetaan kasittelyittain ja jaetaan jarjestelmallisesti munien inkubointikammioihin (20 

 

munaa yhteen inkubaattoriin). Inkubaattorit voidaan laittaa erillisiin "inkub aattori sLili6ihin", 

 

jotka on valmisteltu kutakin kasittelya varten, tai rinnakkaisnaメesailioon, jotka sisaltavat 

 

kuoriutumisen yhteydessa kuoriutuneet ruskuaispussipoikaset. Alkiot kerataan mieluiten 

 

yhtena paivana. Jos alkioita ei kuitenkaan ole tarpeeksi, niita voidaan kerata kahtena 

 

paivana. Jos niita kerataan kahtena paivana, kaikki kasittelyista ensimmaisena paivana 

 

keratメ alkiot yhdistetaan niihin, jotka kerataan toisena paivana. Kaikki kustakin kasittelysta 

 

yhdistet界 alkiot jaetaan satunnaisesti rinnakkaisnayteirikubaattoreihin (20 alkiota yhteen 

 

ilikubaattoriin). Iuom. Jos yhdesta kasittelysta on kerattava munia toisena paivana, kaikkiin 

 

kasittelyihin (ja kontrolleihin) on sovellettava tata menettelya. Jos toisen keruupaivan 

 

jalkeen yhdessa kasittelyssa on edelleen liian vahan alkioita siihen nahden, etta yhteen 

 

inkubaattoriin pitaa saada 20 alkiota, kyseisen kasittelyn alkioiden maaraa vahemietaan 15 

 

alkioon yhta inkubaattoria kohti. Jos alkioita ei ole edelleenkaan tarpeeksi, jotta yhteen 

 

inkubaattoriin saataisiin 15 alkiota, rinnakkaisnayteiiikubaattorien maaraa vahetmetaan 

 

siten, etta jokaiseen inkubaattoriin saadaan 15 alkiota. 

 

Testipaivana 121 (tai testipaivana 122, jotta varmistetaan, etta F2-sukupolven luominen on 

 

alkanut hyvin) F 1-sukupolven lisaantyvat panit lopetetaan humaanisti ja fuista analysoidaan 

 

aikuisten kalojen paatetapahtumat. Tarvittaessa F 1-sukupolven lisaantyvia pareja voidaan 

 

pitaa elossa viela yksi tai kaksi paivaa, jotta F2-sukupolven luonti voidaan aloittaa 

 

uudestaan. 

 

Testiviikot 19-20 (F2) 

 

Yksi tai kaksi paivaa ennen kuoriutumisen oletettua alkamista inkuboitavien munien 

 

ravistelu lopetetaan tai sita vahennetaan kuoriutumisen jouduttamiseksi. Jos testi 

 

sukupolVen kuorlutumlseen,kuorlutuneet kalanpoikaset lasketaan]oka palVaJ 

 

(kaksi kertaa 

 

sukupolven kuoriutumiseen, kuoriutuneet kalanpoikaset lasketaan joka paiva 

 

sen jalkeen. (Alkiot, jotka eivat ole kuoriutuneet pidennetyn inkubointiajan 

 

kontrollin kuoniutumispaivan mediaani) jalkeen, katsotaan el inkyvytt6miksi.) 
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TILASTOANALYYSI 

 

MEORGT-testista saadut biologisten tietojen tyypit eivat ole vain sille ominaisia. 

 

Patologisia tietoja lukuun ottamatta on kehitetty monia sopivia tilastomenetelmia, joilla 

 

voidaan analysoida samanlaisia tietoja asiatm-iukaisesti sen mukaan, millaisia piirteita 

 

tiedoissa on (esimerkiksi normaalisuus, varianssin yhtenaisyys, se, sopiiko tutkimus 

 

rakenteeltaan hypoteesin testaamiseen tai regressioanalyysiin, parametriset vs. ei-

parametriset testit jne.). Yleisperiaate of se, etta ehdotetuissa tilastoanalyyseissa 

 

noudatetaan ekotoksisuustietoja koskevia OECD:n suisituksia (OECD 2006) ja MEORGT-
testin aineistoanalvvsia koskevaa paatiksenteon vuokaaviota (kuva 2). 

 

Oletuksena on, etta useimmiten tietueet kuvastavat monotomsia vasteita. Lisaksi on otettava 

 

huomioon kysymys yksisuuntaisen tilastollisen testin kayttamisesta verrattuna 

 

kaksisuuntaiseen tilastolli seen testiin. Ettei ole biologisia perusteita, joiden nojalla 

 

yksisuuntainen testi on epatarkoituksenmukainen, suositellaan ka界ettavan yksisuuntaisia 

 

testeja. Jaljempana suisitelaan tiettyja tilastollisia testeja, mutta jos kehitetaan 

 

tarkoituksenmukaisempia ja/tai selitysvoimaltaan parempia tilastomenetelmia 

 

sovellettavaksi tiettyihin MEORGT-testissa saatuihin tietoihin, naita tilastollisia testeja on 

 

svvta kavttaa, jOtta fuista koituvia etuja voidaan hv6dvnta. 

 

MEORGT-testista saadut tiedot on analysoitava kummankin genotyyppisen sukupuolen 

 

osalta erikseen. On kaksi strategiaa analysoida niiden kalojen tiedot, joiden sukupuoli on 

 

vaihtunut (joko XX-koiraat tai XY-naaraat): 1) sensuroidaan koko testista kaikki tiedot 

 

kaloista, joiden sukupuoli on vaihtunut, lukuun ottamatta sukupuolen vaihtumisen 

 

esiintyvyytta kussakin rinnakkaisna舛teessa; 2) sail舛etaan aineistossa tiedot kaikista 

 

kaloista, joiden sukupuoli on vaihtunut, ja analysoidaan ne genotyypin perusteella. 

 

Histopatologiset tiedot 

 

Histopatologiset tiedot raportoidaan vakavuuspisteina, jotka arvioidaan hiljattain kehitetylla 

 

tilastomenetelmalla nimelta Rao-Scott Cochrane-Armitage by S 1ices (RSCABS), (Green ja 

 

muut, 2014). Rao-Sctt加 mukautus sailyttaa testin toistamista koskevat tiedot; by彫ices - 

 

menettely sisaltaa biologisen odotuksen, jonka mukaan vakavuuspisteilla on taipumus 

 

lisaantya kasittelypitoisuuksien suurentuessa. RSCAB S-menetelmalla saatu tulos maarittaa 

 

jokaisen diagnoosin osalta, missa kasittelyissa patologisia l6ydoksia esiintyy enemman kuin 

 

kontrolleissa, ja naihin liittyvan vakavuusasteen. 

 

Fekunditeettitiedot 

 

Fekunditeettitietojen analyysi koostuu askeltavasta Jonckheere-Terpstran tai Williamsin 

 

testista, jolla maaritetaan kasittelyn vaikutukset, jos tiedot ovat yhdenmukaiset monotonisen 

 

pitoisuus-vasteen kanssa. Askeltavassa testissa kaikki vertailut tehdaan 0,05:n 

 

merkitsevyystasolla, eika simna tehda mukautusta vertailujen lukumaaraan nahden. Tietojen 

 

oletetaan olevan yhdenmukaisia monotonisen pitoisuus-vasteen kanssa, mutta tara voidaan 
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varmentaa joko tarkastamalla tiedot silmamaaraisesti tai tekemalla lineaariset ja 

 

kvadraattiset kontrastit kasittelyjen keskiarvoista tietojen arvojarjestysmuunnoksen jalkeen. 

 

Jos kvadraattinen kontrasti on merkitseva ja lineaarinen kontrasti ei ole, tehdaan trenditesti. 

 

Muussa tapauksessa kasittelyn vaikutusten maarittamiseen ka舛etaan Dunnettin testia, jos 

 

tiedot jakautuvat normaalisti ja jos varianssit ovat homogeenisia. Jos fara vaatimukset 

 

eivat tayty, tehdaan Dunnin testi Bonferonni-Holmin mukautuksella. Kaikki mainitut testit 

 

tehdaan riippumatta mahdollisesta yleisesta F- tai Kruskal-Wallisin testista. Tarkempia 

 

tietoja on julkaisussa OECD 2006. 

 

Muitakin menetelmia (munien maran osalta vaikkapa yleistettya lineaarista mallia 

 

Poissonin virheineen ilman muunnosta) voidaan kayttaa, jos se on tilastollisesti perusteltua 

 

(Cameron ja Trividi, 2013). Tilastotieteellinen neuvonta on suositeltavaa, jos muita 

 

menetelmia ka界etaan. 

 

Paivittainen munamiir註 yhdessii sukupolvessa 

 

ANOVA-mallissa kaメetaan kaavaa Y=Time*Tire+Treatment + *TreatITlent + 

 

Time*Treatment + *Time*Treatment, satuiinaisvaikutusten osalta 

 

Replicate(Generation*Treatment) ja Time*Rephcate(Treatment). Nain saadaan kummankin 

 

tyypin erisuuren varianssin komponentit sukupolvista. Kaavassa ajalla (time) tarkoitetaan 

 

runienkeruun tiheytta (paiva tai viikko). Tara of toistettujen toimenpiteiden analyysi, 

 

jossa on my6s korrelaatioita samoja rilmakkaisnaytteita koskevien havaintojen valilla, koska 

 

tiedot siis liittyvat toistettuihin toimenpiteisiin. 

 

Kasittelyn tarkeimmat vaikutukset testataan Dunnettin (tai Dunnett-Isun) testilla, jossa 

 

kaytetaan vertailujen lukumaaran mukautusta. Mukautukset ovat tarpeen tarkasteltaessa 

 

sukupolvea tai aikaa tarkeimpana vaikutuksena, koska faille kahdelle tekijalle ei ole 

 

kontrollitasoa ja jokaisella tasoparilla voi olla vertailun kannalta mahdollista merkitysta. Jos 

 

naiden kahden tarkeimman vaikutuksen yhteydessa tarkeimman vaikutuksen F-testi on 

 

rerkitseva 0,05:n tasolla, parittaiset vertailut taran tekijan tasoilla voidaan testata 0,05:n 

 

tasolla ilman muuta mukautusta. 

 

Malli sisaltaa kahden ja kolmen tekijan yhteisvaikutuksia, jolloin esimerkiksi aika 

 

valttamatta ole merkitseva, vaikka aika vaikuttaa tuloksiin 

 

tai kolmen tekijan yhteisvaikutus, johon sisaltyy aika, on 

 

vaikutuksena ei 

 

Jos siis kahden 

 

tarkeimpana 

 

rerkittavasti. 

 

merkitseva 0,05:n tasolla, ajan tasojen vertailut 0,05:n merkitsevyystasolla voidaan 

 

hyvaksya ilman muuta rukautusta. 

 

Seuraaaksi tehdaan F-testit kasittelyn merkitsevyydesta ajassa (eli ns. osat ANOVA-

taulukossa). Jos esimerkiksi kasittelya koskeva osa F 1-sukupolven ja ajan 12 suhteen on 

 

merkitseva 0,05:n tasolla, kasittelyn parittaiset vertailut F 1-sukupolven ja ajan 12 osalta 

 

voidaan hyvaksya 0,05:n tasolla ilman muuta mukautusta.Sa malaisia lausekkeita 

 

sovelletaan testeihin, jotka koskevat aikaa F 1:n j a sukupolven sisalla ja sukupolvea ajan ja 

 

kasittelyn sisalla. 

 

Ne vertailut, jotka eivat kuulu mihinkaan edellisiin luokkiin, on rukautettava kayttamalla 
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tallaisten mallien analyyseista on 

 

(1987). 

 

p-arvoihin. Lisatietoja 

 

Hochbergja Tamhane 

 

Bonfironi-HOlmin mukautusta 

 

julkaisuissa Hocking (1985) seka 

 

Vaihtoehtoisesti voidaan tallentaa raakatiedot ja esittaa ne tutkimusraportissa 

 

fekunditeettina (munien lukumaara) rinnakkaisna界etta kohti joka paivalta. 

 

Rinnakkaisnaytteiden raakatietojen keskiarvo on laskettava ja sen jalkeen siihen on 

 

sovellettava nelijuuri muunn o sta. Muunnettujen rinnakkaisnaytekeskiarvoj en 

 

yksisuuntainen ANO VA on laskettava Dullettin kontrastien avulla. Kunkin kasittelyn ja/tai 

 

rinnakkaisnaytteen fekunditeettitiedot kannattaa m殖s tarkastaa silmamaaraisesti 

 

pistekaaviolla, joka nayttaa tiedot ajan suhteen. Nain mahdollisia aikaan liittyvia 

 

vaikutuksia voidaan arvioida eDavirallisesti. 

 

Kaikki muut bioiogiset tiedot 

 

Tilastolliset analyysit perustuvat oletukseen, etta jos annos on valittu asianmukaisesti, 

 

aineisto on monotoninen. Aineiston oletetaan siis olevan monotoninen, ja sen monotonisuus 

 

arvioidaan virallisesti kayttamalla lineaarisia ja kvadraattisia kontrasteja. Jos aineisto on 

 

monotoninen, suositellaan Jonckheere-Terpstran trenditestia rinnakkaisnaytteiden 

 

mediaaneille (julkaisussa OECD 2006 suositellun mukaisesti). Jos kvadraattinen kontrasti 

 

on merkitseva ja lineaarinen kontrasti taas ei ole, aineiston katsotaan olevan ei-
monotoninen. 

 

Jos aineisto on ei-monotoninen etenkin siksi, etta suurimman pitoisuuden tai kahden 

 

suurimman pitoisuuden osalta vaste on ollut pienempi, on syyta harkita naiden tietojen 

 

sensurointia, jolloin analyysi siis tehdaan ilman naita kasittelyita. Pat6s on tehtava 

 

asiantuntijan harkinnan perusteella, ja simna on otettava huomioon kaikki saatavilla olevat 

 

tiedot, etenkin ne, joissa toksisuus on ollut selvaa failla pitoisuuksilla. 

 

Paino- ja pituustietojen osalta muuntamista ei suositella, vaikka se voi toisinaan olla 

 

tarpeen. Vitellogeniinitiedoille suositellaan kuitenkin logaritmimuunnosta; sekundaarisia 

 

sukupuoliominaisuuksia (peraevapapillit) koskeville tiedoille suositellaan 

 

nelijuurimuunnosta, ja arkussini-nelijuurimuunnosta suositellaan kuoriutumisasteen, 

 

prosentuaalisen eloonjaaneisyyden, sukupuolten suhteen ja hedelm6ittyneiden munien 

 

prosenttiosuuden tiedoille. Kuoriutumisaikaa ja ensimmaisen kudun ajankohtaa on 

 

kasiteltava tapahtumisaikatietoina, ja yksittaisia aLkioita, jotka eivat kuoriutuneet 

 

maaritettyna aikana, tai rinnakkaisnaytteiden kaloja, jotka eivat kuteneet koskaan, on 

 

kasiteltava oikealta sensuroituina tietoina. Kuoriutumis&ka on laskettava kunkin 

 

rinnakkaisnaytteen kuoriutumispaivan mediaanista. Nama paatetapahtumat on analysoitava 

 

kayttamalla sekoitettuia vaikutuksia koskevaa Coxin suhteellisen vaaran mallia. 

 

Aikuisnaytteiden biologisten tietojen osalta tehdaan yksi mittaus rinnakkaisnaytetta kohti eli 

 

yhdesta XX-kalasta ja yhdesta XY-kalasta rinnakkaisakvaariossa. Taran vuoksi 

 

suositellaan, etta rinnakkaisnaytteiden keskiarvoista tehdaan yksisuuntainen ANO VA-testi. 

 

Jos ANOVAn oletukset (normaalisuus ja varianssin homogeenisuus arvioituina ANO VAN 

 

jaannoksilla S hapiro-Wilksin testilla ja Levenen testilla) toteutuvat, ne kasittelメ, jotka 

 

poikkesivat kontrollista, on maaritettava Dunnettin kontrasteilla. Jos taas ANO VAn 
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oletukset eivat toteutuneet, on tehtava Dunnin testi, jotta voidaan maarittaa ne kasittelyt, 

 

jotka poikkesivat kontrollista. Sa manlalsta menettelya suositellaan prosenttiosuutena 

 

ilmoitettaville tiedoille (hedelmallisyys, kuoriutuminen ja eloonj aaneisyys). 

 

Poikasnaytteiden biologisten tietojen osalta tehdaan 1-8 mittausta rinnakkaisnaytetta kohti. 

 

Niiden ksil6iden maara voi siis vaihdella, jotka vaikuttavat rinnakkaisnaytteiden 

 

keskiarvoon kummankin genotyyppisen sukupuolen osalta.Se n vuoksi on suositeltavaa 

 

kayttaa sekoitettujen vaikutusten ANOVA-mattia ja sen jalkeen Dunnettin kontrasteja, jos 

 

normaalisuutta ja varianssin homogeenisuutta koskevat oletukset toteutuivat (sekoitettujen 

 

vaikutusten ANO VA-testin jaamTiksilla). Jos oletukset eivat toteutuneet, on tehtava Dumiin 

 

testi, jOtta voidaan maarittaa ne kasittelyt, jotka poikkesivat kontrollista. 

 

Kuva 2: Vuikaavio MEORGT-testin a ieiston analyysl lle suositelluista tilastornenettelyista 
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C.53 SAMMAKKOE LAINTEN TOUKKIEN KASV U JA KEH ITYSTA M ITTAAVA 

 

TESTI 

 

JOIDANT0 

 

1. Tara testimenetelma vastaa OECD:n testiohjetta 241 (2015). Tarve kehittaa ja validoida 

 

tutkimus, jolta pystytaan havaitsemaan ja luonnehtimaan myrkyllisile kemikaaleile 

 

altistumisesta johtuvia haittavaikutuksia sammakkielaimile, perustuu huolenaiheisiin, 

 

joiden mukaan kemikaalien ymparist6pitoisuuksista saattaa aiheutua haittavaikutuksia seka 

 

ihmisille etta elaimille. Tassa sammakkoelainten toukkien kasvua ja kehitysta mittaavaa 

 

testia (Larval Amphibian Growth and Development Assay (LAGDA)) koskevassa OECD:n 

 

testiohjeessa kuvataan sammakkoelaimilla tehtava toksisuustesti, jossa tarkastellaan 

 

kasvua ja kehitysta hedelm6ittymisesta varhaisen juveniilivaiheen ajan. Tassa testissa, joka 

 

kestaa yleensa 16 viikkoa, arvioidaan varhaisvaiheen kehitysta, muodonvaihdosta, 

 

eloonjaamista, kasvua ja osittain m殖s lisaantymiskypsyytta. Testin avulla voidaan mitata 

 

my6s joukko muita paatetapahtumia, joiden perusteella voidaan tehda diagnostinen 

 

arviointi oletetuista hormonaalisista haitta-aineista tai muista kehitykseen ja lisaantymiseen 

 

vaikuttavista myrkyllisista aineista. Tassa testimenetelmassa selostettu menetelma perustuu 

 

afrikankynsisammakolla (Xenopus laevis) tehtyyn validointitutkimukseen, jonka on 

 

toteuttanut Yhdysvaltojen ymparistinsuojeluvirasto EPA. Taydentavia tutkimuksia on 

 

tehty Japanissa (1). Vaikka kasvua j a kehitysta arvioivaan testiproto kollaan voivat soveltua 

 

myds muut sammakkoelainlajit, varsinkin sellaiset, joiden geneettinen sukupuoli voidaan 

 

maarittaa, koska se on tarkea osa testia, tassa testimenetelmassa selostetut menetelmat ja 

 

tarkkailtavat DaatetaDahtumat koskevat Delkastaan Xenovus laevista. 

 

2. LAGDA on korkeamman tason testi, jossa sammakkoelaimista voidaan kerata 

 

haittavaikutuksista tavallista kattavampia pitoisuus -vastetietoj a, joita voidaan ka外taa 

 

vaarojen tunnistamisessa ja luonnehtimisessa seka y parist6riskien arvioinnissa. Testia 

 

voidaan kayttaa OECD:n hormonaalisten haitta-aineiden testaamista ja arviointia koskevan 

 

toimintamallin tasolla 4, jolla in vivo -testeista saadaan my6s tietoa haittavaikutuksista 

 

hormonijarjestelman kannalta oleellisten paatetapahtumien osalta (2). Paapiirteissaan testi 

 

koostuu Nieuwkoopin ja Faberin (NF) vaiheessa 8-10 olevien X. laevis -alkioiden 

 

altistamisesta vahintaan neljalle pitoisuudele testikemikaalia porrastus yleensa enintaan 

 

puolilogaritmisin valein) ja kontrolliainetta (-aineita). Altistus kestaa 10 viikkoa 

 

kontrollielainten NF-vaiheen 62 mediaaniajan jalkeen, ja NF-vaiheessa 62 otetaan yksi 

 

osaotos (S 45 paivi hedelm6ittymisen jLikeen;y leensa noin 45 piivii (piiv猟 

 

hedelm6ittymisen jalkeen, phi). Kustakin testipitoisuudesta on nelj a rinnakkaisnaメetta, ja 

 

kontrollista niita on kahdeksan. Altistumisen aikana arvioitavat paatetapahtumat 

 

(valiaikaisesta osaotoksesta ja lopullisesta otoksesta testin paattyessa) ovat sellaisia, jotka 
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viittaavat yleistyneeseen toksisuuteen (kuolleisuus, epanormaah kaytta界yminen 」a 

 

kasvuparametrit (pituus ja paino)), seka sellaisia, joilla luonnehditaan tiettyja 

 

endokriinis een toksisuuteen viittaavia vaikutustapoj a, jotka kohdistuvat estrogeeni -, 

 

androgeeni- tai kilpirauhasvaitteisiin fysiologisiin prosesseihin. Menetelmassa painotetaan 

 

ensisijaisesti mahdollisia populaation kannalta oleelisia vaikutuksia (eli 

 

eloonj aaneisyyteen, kehitykseen, kasvuun ja lisaantymiskehitykseen kohdistuvia 

 

haittavaikutuksia), kun lasketaan pitoisuus, josta ei aiheudu vaikutuksia (NOEC-arvo), tai 

 

vaikuttava pitoisuus, joka aiheuttaa x % muutoksia (ECx) mitattavassa paatetapahtumassa. 

 

On kuitenkin muistettava, etteivat ECx-arvoon perustuvat lahestymistavat useinkaan 

 

sovellu tamantyyppisiin laajoihin tutkimuksiin, joissa testipitoisuuksien lukumaaran 

 

kasvattaminen halutun ECx-arvon maarittamiseksi saattaa olla epaka界annillista. Lisaksi 

 

on muistettava, ettei menetelma kata varsinaista lisaantymisvaihetta. Tassa 

 

testimenetelmassa kaytet界 maaritelmat on selostettu lisayksessa 1. 

 

ALUSTAVAT NAKOKOIDAT JA RAJO!TU (SET 

 

3. Taran melko monimutkaisen testin validoinnissa testattiin vahan kemikaaleja, validointiin 

 

osallistui vain muutama laboratorio, eika etenkaan laboratorioiden valista toistettavuutta 

 

ole vahvistettu kokeellisin tiedoin.S en vuoksi on oletettavaa, etta kun saatavilla on riittava 

 

maara tutkimuksia, joilla voidaan vahvistaa taran rakenteeltaan uudenlaisen tutkimuksen 

 

vaikutus, OECD :n testiohj etta 241 tarkistetaan j a muutetaan tarvittaessa kertyneen 

 

kokemuksen perusteella. LAGDA on tarkea tutkimus, j olla voidaan tarkastella 

 

sammakkoelainpopulaation heikkenemiseen mahdollisesti vaikuttavia tekijdita. simna 

 

arvioidaan kemikaalialtistuksen vaikutuksia herkan toukkavaiheen aikana, kun 

 

eloonjaamiseen ja kehitykseen, my6s lisaantymis elinten normaaliin kehitykseen, 

 

kohdistuvat vaikutukset voivat vaikuttaa populaatioihin haitallisesti. 

 

4. Testi on suunniteltu havaitsemaan seka endokriinisista etta muista kuin endokriinisista 

 

mekanismeista johtuva apikaalinen vaikutus (johtuvat vaikutukset), ja siihen sisaltyy 

 

diagnostisia paatetapahtumia, jotka ovat osittain spesifeja keskeisille endokriinisille 

 

vaikutustavoille. Ennen kuin LAGDA-testi kehitettiin, ei ollut sellaista validoitua testia, 

 

joka olisi taメtan界 taran tehtavan sammakkoelainten osalta. 

 

5. Ennen testin aloittamista tutkimuksen tekij alla on oltava tietoa testikemikaalin fysikaalis - 

 

kemiallisista ominaisuuksista. Tara on tarkeaa etenkin siksi, etta voidaan valmistaa 

 

vakaita kemikaaliliuoksia. Lisaksi tarvitaan riittavan herkka analyysimenetelma 

 

testikemikaalien pitoisuuksien varmentamiseen. Testi kestaa noin 16 viikkoa, ja sina 

 

aikana tarvitaan yhteensa 480 koe-elainta eli X leviken alkiota (tai 640 alkiota, jos 

 

kaytetaan liuotinkontrollia), jotta voidaan varmistaa, etta testin todistusvoima on riittava 
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6 

 

populaation kannalta oleellisten paatetapahtumien, kuten kasvun, kehityksen 

 

lisaantymiskypsyyden, arvioinnissa. 

 

Ennen kuin testimenetelmaa ka界etaan saantelyn edellyttamaan 

 

harkittava, antaako se hyvaks外tavat tulokset saantelyn tavoitteen 

 

seosten testaukseen 

 

a 
n 

 

ー 
o 

 

kannalta. Tassa testissa 

 

ei mydskaan arvioida fekunditeettia suoraan, joten se ei valttamatta ole sovellettavissa 

 

OECD :n hormonaalisten haitta-aineiden testaamista ja arviointia koskevan toimintamallin 

 

tasoa 4 ylemmala tasolla. 

 

TESTIMENETELMAN lIETEELLiNEN PERU 

 

7.Si ita, mita nykyaan tiedamme sammakkoelainten biologiasta, suuri osa on hankittu 

 

kayttamalla koe-elainlajina X. laevista. Tata lajia voidaan kasvattaa laboratoriossa helposti, 

 

ja sen ovulaatio voidaan saada aikaan ka昇tamalla ihmisen koriongonadotropiinia (hCG). 

 

Lisaksi elaiiikantoj a saadaan nopeasti kaupallisilta kasvattaj ilta. 

 

8. Kaikkien selkarankaisten tavoin sammakkoelainten lisaantymista saatelee hypotalamus - 

 

aivoisake-sukurauhasakseli (HPG-akseli) (4). Tara endokriinisen jarjestelman valittajia 

 

ovat estrogeenit ja androgeenit, jotka ohjaavat sukupuolisesti dmor丘sten kudosten 

 

kehittymista ja fysiologiaa. S ammakkoelainten elinkaaressa on kolme erillista vaihetta, 

 

joissa tara akseli on erityisen aktiivinen: 1) sukurauhasten erilaistuminen toukkavaiheen 

 

aikana, 2) sekundaaristen sukupuoliominaisuuksien kehittyminen ja sukurauhasten 

 

kypsyminen juveniihvaiheessa j a 3) aikuisten sammakkoelainten toiminnalinen 

 

lisaantyminen. Kukin naista kolmesta kehitysikkunasta on todennakoisesti altis tiettyjen 

 

kemikaalien, kuten estrogeenien j a androgeenien, aiheuttamalle hormonij ari estelman 

 

hairoeille, mika lopulta johtaa organismien lisaantymiskyvyn haviamiseen. 

 

9.S ukurauhaset alkavat kehittya NF-vaiheessa 43, kun bipotentiaalinen sukupuoliharjanne 

 

muodostuu. S ukurauhasten erilaistuminen alkaa NF-vaiheessa 52, kun varhaisvaiheen 

 

itusolut joko kulkeutuvat kehittyvien sukurauhasten medullaariseen kudokseen (koiraat) tai 

 

j aavat kortikaaliselle alueelle (naaraat) (3). Xenopus-lajilla taran sukurauhasten 

 

sukupuolisen erilaistumisen prosessin raportoitiin jo 1950-luvulla olevan altis kemikaalien 

 

aiheuttamalle muutokselle (5) (6).Samma konpoikasten altistaminen estradiolille taran 

 

sukurauhasten erilaistumisen vaiheen aikana aiheutti sukupuolen vaihtumisen koirailla, 

 

jotka olivat taysikasvuisina taysin toimintakykyisia naaraita (7) (8). Toiminnallinen 

 

sukupuolen vaihtuminen naaraasta koiraaksi on mys mahdollista, ja sita on raportoitu 

 

tutkimuksista, joissa sammakonpoikasiin on istutettu kiveskudosta (9). Vaikka myds 

 

aromataasin estaj alle altistuminen aiheuttaa toiminnallisen sukupuolen vaihtumisen X. 

 

tropicalis -lajilla (10), taran ei ole osoitettu tapahtuvan X. laeviksella. Aikaisemmin 

 

myrkylisten aineiden vaikutusta sukurauhasten erilaistumiseen on arvioitu sukurauhasten 

 

histologisilla tutkimuksilla muodonvaihdosvaiheessa, ja sukupuolen vaihtuminen on voitu 
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mirittaa vain sukupuolten suhteita maarittamalla. Viime aikoihin saakka ei ole ollut 

 

keinoja maarittaa Xenopus-lajin sammakoiden geneettista sukupuolta suoraan. Hiljattain X. 

 

laevikselta on kuitenkin idydetty sukupuoleen liittyvia markkereita, joiden avulla 

 

geneettisen sukupuolen maarittaminen ja niiden elainten tunnistaminen, joiden sukupuoli 

 

on vaihtunut, ovat tulleet mahdollisiksi (11). 

 

10. Koirailla juveniilivaiheen kehittyminen etenee, kun testosteronin pitoisuus veressa kasvaa 

 

sekundaaristen sukupuoliominaisuuksien ja kivesten kehittymista vastaavasti. Naarailla 

 

munasarjat alkavat tuottaa estradiolia, jolloin plasmassa on havaittavissa vitellogeniinia 

 

(VTG), munasarjoissa vitellogeenioosyytteja, j a munanj ohtimet alkavat kehittya (12). 

 

Munanjohtimet ovat sekundaarisia sukupuoliominaisuuksia, joilla on tehtava oosyyttien 

 

kypsymisessa lisaantymisen aikana. losyyttien pintaan muodostuu hyytek%mainen kuori, 

 

kun ne kulkevat munanjohtimen lapi ja keraantyvat munapussiin valmiina 

 

hedelmoittymista varten. Estrogeenit vaikuttavat saatelevan munanjohtimien kehittymista, 

 

koska X. laevuksella (13) ja X tropicaliksella (12) se korreloi veren estradiolipitoisuuden 

 

kanssa. Koirailla on raportoitu munanj ohtimien kehittymista polyklooratuille 

 

bifenyyliyhdisteille (14) la 4-'ert-oktvylfnolille (15) altistumisen ia1keen. 

 

TESTIN 

 

11. Testissa NF-vaiheessa 8-10 olevat X laevis -alkiot altistetaan vesireittia neij alle 

 

pitoisuudelle testikemikaalia ja kontrolliainetta (-aineita). Altistus kestaa 10 viikkoa 

 

kontrollin NF-vaiheen 62 mediaaniajan jalkeen, ja NF-vaiheessa 62 otetaan yksi osaotos. 

 

Vaikka voi olla mahdollista annostella erittain hydrofobisia kemikaaleja moan seassa, 

 

taran altistusreitin kayttamisesta on tahan mennessa niukalti kokemusta. Kustakin 

 

testipitoisuudesta on neija rinnakkaisna外etta, ja kustakin kaytettavasta kontrollista niita on 

 

kahdeksan. Altistumisen aikana arvioitavat paatetapahtumat ovat sellaisia, jotka viittaavat 

 

yleistyneeseen toksisuuteen (ts. kuolleisuus, epanormaali kaytta界yminen j a 

 

kasvuparametrit (pituus ja paino)), seka sellaisia, joilla luonnehditaan tiettyja 

 

endokriiniseen toksisuuteen viittaavia vaikutustapoj a, jotka kohdistuvat estrogeeni-, 

 

androgeeni- tai kilpirauhasvalitteisiin fysiologisiin prosesseihin (ts. kilpirauhasen 

 

histopatologia, sukurauhasten j a sukuj ohtimien histopatologia, epanormaali kehittyminen, 

 

plasman vitellogeniinipitoisuus (valinnainen) j a genotyyppisen!fenotyyppisen sukupuolen 

 

suhteet). 

 

TESTIN VALIDITEETTIKRITEERIT 

 

12. Testin validiteettiin sovelletaan seuraavia kriteerej a 
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Liuenneen hapen pitoisuus on oltava?: 40 prosenttia ilman kllastysarvosta koko testin 

 

ajan. 

 

Veden lampdtilan on oltava alueella 21士 i。 C, ja rinnakkaisna界teiden ja kasittelyjen 

 

valinen ero saa olla enintaan 1,0O C. 

 

Testiliuoksen pl-arvon on pysyttava vailla 6,5-8,5, ja rinnakkaisnaytteiden ja kasittelyjen 

 

valinen ero saa olla enintaan 0,5. 

 

Sa tavi11a on oltava tietoja, jotka osoittavat, etta testikemikaalin pitoisuudet liuoksessa 

 

ovat olleet 士 20 prosenttia keskimaaraisista mitatuista arvoista. 

 

Altistusaikana kuilleisuuden tulee olla S 20 prosenttia jokaisessa 

 

kontrollirinnakkaisnaytteessa. 

 

Elinkyvyn on oltava?: 70 prosenttia tutkimuksen aloittamiseen valitussa kudussa 

 

Kontrolleissa NF-vaiheen 62 alkamisajan mediaanin on oltava S 45 piivi. 

 

Testiorganismien keskimaaraisen painon NF-vaiheessa 62 tulee olla kontrolleissa ja 

 

liuotiiikontrolleissa (jos kaメ6ssa) 1,0士 0,2 gia testin lopettamisvaiheessa 11,5士 3 g. 

 

13. Lisaksi suisitellaan, etta analyysiin on ka界ettavissa vahintaan kolme kasittelypitoisuutta ja 

 

kolme vaarantumatonta rinnakkaisna舛etta, vaikka tara ei olekaan validiteettipemste. 

 

Liiallinen kuolleisuus, joka vaarantaa tietyn kasittelyn, maaritellaan nain: > 4 kuollutta 

 

elainta (> 20 %) kahdessa tai useammassa rinnakkaisnaytteessa, kun niita ei voida selittaa 

 

teknisella virheella. Analyysia varten saatavilla on oltava vahintaan kolme 

 

kasittelypitoisuutta, joissa ei ole merkkeja selvasta toksisuudesta. S e1van toksisuuden 

 

merkkeja ovat esimerkiksi pinnalla kelluminen, sailidn pohjalla makaaminen, kaanteinen 

 

tai epasaanndllinen uiminen, pintatoiminnan puuttuminen, arsykkeisiin reagoimattomuus, 

 

morfologiset poikkeavuudet (esimerkiksi raaj oj en epamuodostumat), verta vuotavat leesiot 

 

] a vatsan turvotus. 

 

14. Jos havaitaan poikkeama testin validiteettikriteereista, sen vaikutukset testitulosten 

 

luitettavuuteen on otettava huomioon, ja fara poikkeamat ja niihin liittyvat naki kohdat 

 

on sisall昇ettava testiraporttiin. 

 

MENETELMIEN KUVAUs 

 

Laitteisto 

 

15. Tavalliset laboratoriolaitteet j a erityisesti seuraavat: 

 

amp6tilan valvontalaitteet (ts. lammittimet tai jaahd昇timet, saadettava lampotla 21 

 

士1。C) 

 

a) 

 

b) lamp6mittari 
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c) kaksiokulaarinen dissektiomikroskooppi ja dissektiovalineet 

 

d) digitaalikamera, jonka tarkkuus on vahintaan neija megapikselia ja jossa on 

 

mikrotoiminto (tarvittaessa) 

 

e) analyysivaaka, jonka tarkkuus on 0,001 mg tai I tg 

 

f) liuenneen hapen mittari ja pH-mittari 

 

g) valotehon mittari, jossa mittayksikkdna luksi. 

 

Vesi 

 

Ldhdeja laatu 

 

16. Mita tahansa paikallisesti saatavilla olevaa laimennusvetta (esim. lahdevetta tai 

 

aktiivihiilisuodatettua hanavetta), jossa X. laevis voi kasvaa ja kehittya normaalisti, 

 

voidaan kayttaa. Todisteet normaalista kasvusta tassa vedessa on esitettava. Koska 

 

paikallisen veden laatu voi vaihdella huomattavasti alueelta toiselle, veden laatu on 

 

analysoitava etenkin silloin, jos saatavilla ei ole aiempia tietoja veden kaytt6kelpoisuudesta 

 

sammakkoelainten toukkien kasvattamisessa. Raskasmetallit (esim. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, 

 

Ni), tarkeimmat anionit ja kationit (esim. Ca2+, 1g2+, Na, K, Cl,s 042), torjunta-aineet, 

 

orgaanisen huilen kokonaispitoisuus ja suspendoituneet kiinteat aineet on mitattava ennen 

 

testin aloittamista ja/tai esimerkiksi kuuden kuukauden valein, jos laimennusveden laadun 

 

tiedetaan olevan suhteellisen vakio. Lisayksessa 2 luetellaan joitakin hyvaksyttavan 

 

laimennusveden kemiallisia ominaisuuksia一 

 

Testivedenjodipitoisuus 

 

17. Jotta kilpirauhanen voi syntetisoida tyroksiinihormonia normaalin muodonvaihdoksen 

 

tukemiseksi, toukkien on saatava vedesta ja ravinnosta riittavasti jodia. Talla hetkella 

 

empiirisesti j ohdettuj a ohjeita asianmukaisen kehityksen varmistavista 

 

vahimmaisjodipitoisuuksista ravinnossa tai vedessa ei ole. Jodin saatavuus voi kuitenkin 

 

vaikuttaa siihen, miten kilpirauhasjarjestelma reagoi kilpirauhaseen vaikuttaviin aineisiin, 

 

ja sen tiedetaan muokkaavan kilpirauhasen perustoimintaa. Tara seikka on syyta ottaa 

 

huomioon kilpirauhasen histopatologisia tuloksia tulkittaessa. Aiempien tutkimusten 

 

perusteella testin on osoitettu toimivan hyvin, kun laimennusveden jodin (I) pitoisuus 

 

vaihteli valilla 0,5-10 ig/l. Ihannetapauksessa laimennusveden vahimmaisjodipitoisuuden 

 

tulisi olla 0,5 ig/l koko testin ajan (lisittyni natrium- tai kaliumsuolana). Jos testivesi 

 

valmistetaan deionisoidusta vedesta, j odia on lisattava sen verran, etta 

 

vihimmiispitoisuudeksi tulee 0,5 tg/l. Testivedesta (ts. laimemmsvedesta) mitatut 

 

jodipitoisuudet ja testiveden taydentaminen jodilla tai muilla suoloilla (jos ka界etty) on 

 

raportoitava. Jodipitoisuus voidaan mitata myds ravinnosta testiveden lisaksi. 

 

Altistusj 航 r estelm航 
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18 . festin kehittamisessa ka界ettun lapivirtauslaimenrnnjarj estelmaa.J arjestelman veden 

 

kanssa kosketuksiin joutuvien osien tulee olla lasia, ruostumatonta terasta ja/tai muuta 

 

kemiallisesti inerttia materiaalia.A ltistussili6iden on oltava lasista tai ruostumattomasta 

 

teraksesta valmistettuja akvaarioita, ja sa ili6n kaytt6tilavuuden tulee olla 4,0-10,0 litraa 

 

(veden vahimmaissyvyys 10-15 cm). Jarjestelmassa on voitava kayttaa kaikkia 

 

altistuspitoisuuksia, kontrollia ja tarvittaessa liuotinkontrollia sek n elaa 

 

rinnakkaisnaメetta kasittelya kohti ja kahdeksaa rinnakkaisnaytetta kontrolleja kohti. 

 

Jokaisen sailidn virtausnopeuden on oltava tasainen, kun otetaan huomioon sek 

 

biologisten olosuhteiden yllapitaminen etta kemikaalialtistus. Virtausnopeuden on oltava 

 

riittava (sailion tilavuuden on vaihduttava vahintaan 5 kertaa paivassa). Nain valtetaan 

 

kemikaalipitoisuuden pienentyminen seka testiorganismien etta akvaarioissa olevien 

 

vesieli6iden metabolian tai abioottisten haj oamisreittien (hydrolyysi, fotolyysi) tai 

 

haviamisen (haihtuminen, sorptio) takia. Kas ittelysaili6t on laitettava altistusjarjestelmaan 

 

sattumanvaraisiin paikkoihin, jotta mahdolliset sijainnista johtuvat vaikutukset seka pienet 

 

lamp6tilan, valotehon jne. vaihtelut voidaan minimoida. Lisatietoja lapivirtaukseen 

 

perustuvan a ltistu可irestelllan rakentamisesta on ASTM :n oppaassa "Standard Guide for 

 

Conducting Acute Toxicity Tests on Test Materials with Fishes, Macroinvertebrates, and 

 

Amphibians" (16). 

 

Kemikaalin annostelu: testiliuosten valmistaminen 

 

19. Altistusj ari estelman testiliuokset valmistetaan annostelemalla testikemikaalin 

 

varastoliuosta altistusj ari estelmaan asianmukaisella pumpulla tai muulla laitteella. 

 

Varastoliuoksen virtausnopeus on kalibroitava testiliuosten analyyttisten vahvistusten 

 

perusteella ennen altistumisen aloittamista, ja se on tarkistettava volymetrisesti 

 

s aml6llisin valiajoin testin aikana. Jokaisen kammion testiliuoksen on vaihduttava 

 

vahintaan viisi kertaa paivassa. 

 

20. Menetelma, jolla testikemikaali annostehaan jarjestelmaan, voi vaihdella kemikaalin 

 

fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien mukaan. Ennen testia on siksi hankittava 

 

kemikaalista perustiedot, joilla on merkitysta sen testattavuuden kannalta.Hy6 dyllisia 

 

tietoja testikemikaalin ominaisuuksista ovat rakennekaava, molekyylipaino, puhtaus, 

 

stabiilius vedessa ja valossa, pKa ja K ~w, vesiliukoisuus (mieluiten testimediumissa) ja 

 

hoyrynpaine seka tulokset nopean biohajoavuuden testista (testimenetelma C.4 (17) tai 

 

C .29 (18)). Liukoisuutta ja hiyrynpainetta voidaan ka界taa laskettaessa Henryn vaki ota, 

 

] Osta voidaan paatella, onko todennak6ista, etta testikemikaalia haviaa haihtumisen vuoksi 

 

testin aikana. Taran testin tekemista ilman edella lueteltuja tietoja on syyta harkita 

 

tarkkaan, koska testikemikaalin fysikaalis-kemialliset ominaisuudet vaikuttavat 

 

tutkimuksen rakenteeseen ja ilman naita tietoja testin tuloksia voi olla vaikea tulkita tai ne 

 

voivat olla merkityksett6mia. Kaytettavissa pitaisi olla myis tarkkuudeltaan ja 

 

havaitsemisrajaltaan tunnettu luotettava analyysimenetelma, jolla testikemikaali voidaan 
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maarittaa kvantitatiivisesti testiliuoksissa. Vesiliukoiset testikemikaalit voidaan liuottaa 

 

laimennusveden alikvootteihin sellaisena pitoisuutena, jolla saadaan aikaiseksi testin 

 

tavoitepitoisuus lapivirtausjarj estelmassa. Huoneenlammissa nestemaisten tai kiinteiden 

 

tai veteen kihtalaisesti liukenevien kemikaalien yhteydessa voidaan tarvita neste:neste - tai 

 

neste:kiintea aine (esim. lasivillakolonni) -saturaattireita (19). Vaikka voi olla mahdollista 

 

annostella erittain hydrofobisia kemikaaleja moan seassa, taran altistusreitin 

 

kayttamisesta tassa testissa on tahan melmessa niukalti kokemusta. 

 

21. Halutun pitoiset testiliuokset valmistetaan varastoliuoksista laimentamalla. Varastoliuos 

 

tulee valmistaa mieluiten vain sekoittamala tai ravistamalla testikemikaali 

 

laimennusveteen mekaanisin menetelmin (ts. sekoittamalla ja/tai ultraaanella). 

 

S a turaatiopylvait/-jrjestelmia tai passiivisia annostelumenetelmia (20) vii kaメtaa 

 

riittavan vakevan varastoliuoksen valmistamiseksi. Ensisijaisesti tulee ka界taa 

 

liuotinvapaata testijarjestelmaa. Koska eri testikemikaaleilla on erilaiset fysikaalis - 

 

kemialliset ominaisuudet, kemikaalialtistusveden valmistamisessa on ehka ka界ettava 

 

erilaisia lahestymistapoja. Liuottimien tai kantaja-aineiden kaメtia on pyrittava vaittamaan 

 

kaikin keinoin, koska 1) tiet界 liuottimet voivat aiheuttaa toksisuutta ja/tai ei -toivottuj a tai 

 

odottamattomia vasteita, 2) kemikaalien testaaminen niiden vesiliukoisuuden ylittavana 

 

maarana (kuten vii usein illa liuottimien ka界6n yhteydessa) vii johtaa vaikuttavien 

 

pitoisuuksien epatarkkoihin maarityksiin, 3) liuottimien kaメti pidempiaikaisissa testeissa 

 

voi johtaa huomattavaan biokalvon muodostumiseen, joka liittyy mikrobien toimintaan ja 

 

voi vaikuttaa ymparistiolosuhteisiin ja altistuspitoisuuksien saily miseen, ja 4) jollei ole 

 

aikaisempia tietoja, jotka osoittavat, ettei liuotin vaikuta tutkimuksen tulokseen, 

 

liuottimien kaytt6 edellyttaa liuotinkontroilikasittelya, milla on merkittavia vaikutuksia 

 

elainten hyvinviintiin, koska testin tekemiseen tarvitaan lisaa koe-elaimia. Vaikeasti 

 

testattavien kemikaalien yhteydessa liuotinta voidaan ka外taa viimesijaisena keinona, ja 

 

paras menetelma on maaritettava OECD:n ohjeasiakirjan Aquatic Tixicity Testing of 

 

Difficult S ustances and Mixtures (21) perusteella. Liuotin valitaan testikemikaalin 

 

kemiallisten ominaisuuksien ja sen perusteella, onko iiuottimen kaメosta saatavana 

 

aikaisempia tietoja. Jollei aikaisempia tietoja ole, liuottimen sopivuus on maaritettava 

 

ennen lopullisen tutkimuksen tekemista. Jos liuittimen kaytto on valttamat6nta ja 

 

mikrobitoimintaa (biokalvon muodostumista) ilmenee, on suositeltavaa kiri ata/ilmoittaa 

 

biokalvon muodostumista koskevat tiedot sailiota kohti (vahintaan viikoittain) koki testin 

 

ajan. Ihannetapauksessa liuotinpitoisuus olisi pidettava vakiona liuotinkontrollissa j a 

 

kaikissa testikasittelyissa. Jos liuottimen pitoisuus ei pysy vakiona, iiuotinkontroiissa on 

 

kaytettava testikasittelyn suurinta liuotinpitoisuutta. Jos kaメetaan huotinta kantaja-

aineena, suurin liuotinpitoisuus saa olla 100 ii/l tai 100 mg/i (21), mutta iiuotinpitoisuus 

 

on suositeltavaa pitaa mahdollisimman pienena (esim. <20 d/1), jotta valtet説n iiuottimen 

 

mahdolliset vaikutukset mitattaviin Daatetanahtumiin (22). 

 

592 

 



D060575102 

 

Koe-elaimet 

 

Testi珂it 

 

22. Testilaji on X laevis, koska sita 1) kasvatetaan yleisesti laboratorioissa kautta maailman, 

 

3) on saatavana helposti kaupallisilta toimittajilta ja 3) sen geneettinen sukupuoli voidaan 

 

maarittaa. 

 

4ikおtn eldinten hoitoル1isddn tymin en 

 

23. X laeviksen asianmukaista hoitoa ja lisaantymista kuvataan vakio-ohjeissa (23). lyds 

 

Read (24) on kuvannut sen elinolosuhteita ja hoitoa. Lisaantymisprosessi kaynnistetaan 

 

injektoimalla 3-5 parille aikuisia naaraita ja koiraita ihmisen koriongonadotropiinia 

 

(hCG:ta) intraperitoneaalisesti. Naaraille injektoidaan 800-1000 [U ja koiraille 500-800 

 

lU 0,6-0,9-prosenttiseen suolaliuokseen liuotettua hCG:ta (joka voidaan liuottaa mys 

 

sammakoiden Ringerin liuokseen eli saniakkoelaimille kaメettavaan isotoniseen 

 

suolaliuokseen: www.hermes .mbl.edu!biologicalbuietin/compendium/comp -RGR.html ). 

 

Injektiotilavuuden tulee olla noin 10 tl painogrammaa kohti (~l 000 .tl). Panit, joiden on 

 

mara lisaantya, pidetaan suurissa sali6issa hairi6itt ja staattisissa olosuhteissa, jotta 

 

elaimet hakeutuvat paritteluasentoon helponiin. Jokaisessa lisaantymissailiossa tulee olla 

 

ruostumattomasta terasverkosta valmistettu valepohja (silmakoko 1,25 cm), jotta munat 

 

laskeutuvat saili6n pohjalle.S ammakot, joille hCG-injektio annetaan myihaan iltapaivalla, 

 

laskevat valtaosan munistaan yleensa seuraavan aamupaivan puolivalissa. Kun munia on 

 

laskettu riittavasti ja kun ne on hedelm6itetty, aikuiset elaimet on otettava pois 

 

lisぬntymissaili6ist. Se n jalkeen munat kerataan ja hy外el6maiset kuoret poistetaan L-

kysteiinikasittelylla (23).S ita varten on valmistettava 2 -prosenttinen L-kysteiiniliuos, ja 

 

sen pl-arvoksi on saadettava 8,1, mika tehdaan i M:lla NalI:ta. Tara liuos, jonka 

 

lampotila on 21 o C, lisataan 500 ml:n Erlenmeyer-pulloon, joka sisaltaa yhden kudun 

 

munat. Pulloa sekoitetaan varovasti 1-2 minuuttia ja sen jalkeen se huuhdellaan 

 

perusteellisesti 6-8 kertaa 21-asteisella kasvatusvedella. Taran jalkeen munat siirretaan 

 

kiteメysmalj aan ja tutkitaan, onko fulsta > 70 prosenttia elitikykyisia; alkioiss a, joiden 

 

solujen todetaan jakautuvan, voi olla pienia poikkeavuuksia. 

 

TESTIN RAKENNE 

 

Testipitoisuudet 

 

24. On suositeltavaa kayttaa vahintaan neljaa kemikaalipitoisuutta ja asianmukaisia kontrolleja 

 

(mys liuotinkontnollej a tarvittaessa). Pitoisuuksien porrastuskerroin voi olla 3,2; sita 

 

suurempia kertoimia ei yleensa suositella. 

 

olemassa olevien 

 

maarittamisessa, jotta 

 

testissa 

 

suurimmai 
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selvasti toksiset pitoisuudet voidaan valttaa. l'aman pitoisuuden maarittamisessa apua voi 

 

olla esimerkiksi kvantitatiivisiin rakenne-aktiivisuussuhteisiin ja vertailuun peristuVista 

 

tiedoista seka muiden sammakkoelaintutkimusten tuloksista. Tallaisia tutkimuksia ovat 

 

esimerkiksi sammakkoelainten muodonvaihdostutkimus, testimenetelma C .38 (25) j a 

 

sammakon alkion teratogeneesitesti - Xnps (23) ja!tai esimerkiksi testimenetelmien 

 

C.48,C .41 ja C .49 kaltaiset kalatestit (26) (27) (28). Ennen LAGDA-testin tekemista 

 

voidaan tehda pitoisuusalueen maaritystesti. Pitoisuusalueen maarittamista koskeva altistus 

 

suositellaan aloitettavaksi 24 tunnin kuluessa hedelm6ittymisesta, ja sita pitaa jatkaa 7-14 

 

paivaa (tarvittaessa kauemminkin). Testipitoisuudet pitaa asettaa niin, etta 

 

testipitoisuuksien valinen kerroin on enintaan 10. Pitoisuusalueen maaritystestin 

 

tarkoituksena on maarittaa suurin LADGA-testissa ka界ettava pitoisuus.J 05 on ka界ettava 

 

liuotinta, liuottimen sopivuus (eli se, voiko se vaikuttaa tutkimuksen tulokseen) voidaan 

 

selvittaa osana pitoisuusalueen maaritystestia. 

 

Rinnakkaisnaytteet klisittelyryhmissil ja kontrolleissa 

 

26. Testissa on ka界ettava vahintaan neljaa rinnakkaisna界esailiota testipitoisuutta kohti ja 

 

vahintaan kahdeksaa rinnakkaisnaytetta kontrolleja (ja tarvittaessa liuotinkontrollia) kohti 

 

(ts. kontrollien ja mahdollisen liuotinkontrollin rinnakkaisnaメteiden maara tulee olla kaksi 

 

kertaa niin suuri kuin kunkin kasittelyryhman rinnakkaisna舛teiden lukumaaran. Nain 

 

varmistetaan riittava tilastollinen voima). Kussakin rinnakkaisnaメteessa saa olla enintaan 

 

20 elainta. Kasiteltavien elainten vahimmaismaara on 15 (5 elainta NF -vaiheen 62 

 

osaotokseen ja 10 juveniilia). Jokaisen rinnakkaisna界teen mahdolliset kuolleet elaimet 

 

kuitenkin korvataan lisaamalla naytteeseen elaimia. jotta sailytetaan kriittinen maara eli 15. 

 

MENETTELY 

 

Testin yleiskuvaus 

 

27. Testi aloitetaan hiljattain muodostuneilla alkioilla (NF-vaihe 8-10), ja situ jatketaan siihen 

 

saakka, kunnes alkiot ovat kehittyneet juveniileiksi. Elaimet tutkitaan paivittain 

 

kuolleisuuden ja mahdollisten epanormaalin kaメtaメymisen merkkien varalta. NF-

vaiheessa 62 otetaan osaotos toukista (enintaan 5 elainta / rinnakkaisnaメe), ja fuista 

 

tutkitaan eri paatetapahtumia (taulukko 1). Kun kaikki elaimet ovat kehittyneet NF-

vaiheeseen 66 eli kun muodonvaihdos on tapahtunut (tai 70 paivan kuluttua testin 

 

aloittamisesta sen mukaan, kumpi tapahtuu ensin), tehdaan satunnainen karsinta (ilman 

 

osaotosta) elainten maaran vahentamiseksi (10 elainta /s aili6) (ks. 43 kohta). Muiden 

 

elainten altistusta jatketaan siihen asti, kunnes on kulunut 10 viikkoa NF-vaiheen 62 

 

saavuttamisen mediaanista kontrollissa. Testin paattyessa (na昇teenotto juveniileista) 

 

tehdaan lisaa mittauksia (taulukko 1). 
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Altistusolosuhteet 

 

28. Perusteellinen yhteenveto testiparametreista on lisayksessa 3. Altistusjakson aikana 

 

liueimut happi, lamp6tila ja testiliuosten pI-arvo on mitattava paivittain. Johtavuus, 

 

emaksisyys ja kovuus mitataan kerran kuukaudessa. Testihuosten lamp6tilan osalta 

 

rinnakkaisnaytteiden ja kasittelyjen valiset erot (yhtena paivana) saavat olla enintaan 

 

i,0o C, ja testiliuosten pl-arvon ero rinnakkaisna界teiden ja kasittelyjen valilla saa olla 

 

enintaan 0,5. 

 

29.Sy6m tt jaan外 ruoka ja ulosteet voidaan poistaa sailidista lapilla paivittain.Si ina on 

 

kuitenkin oltava huolellinen sailiiiden ristikontaminaation valttamiseksi. Myis stressin ja 

 

traumojen aiheuttaminen elaimille on pidettava minimissaan varsinkin niiden liikuttelun, 

 

akvaarioiden puhdistamisen ja kasittelyn aikana.S tressia aiheuttavia olosuhteita/toimia 

 

(esimerkiksi kova ja/tai jatkuva melu, akvaarioihin koputtelu, sall66n kohdistuva tarina) 

 

on valtettaV. 

 

Altistumisaika testikemikaalille 

 

30. Altistuminen aloitetaan hiljattain muodostuneilla alkioilla (NF-vaihe 8-10), ja sita 

 

jatketaan 10 viikkoa NF-vaiheen 62 saavuttamisen mediaaniajasta (S 45 pLiivi testin 

 

aloittamisesta) kontrolliryhmassa. Yleensa LAGDA-testi kestaa 16 viikkoa (ja enintaan 17 

 

viikkoa). 

 

Testin aloittaminen 

 

31. Testin aloittamisessa ka界ettyjen, poikasia saaneiden elaimien on taメyn界 osoittaa 

 

aikaisemmin, ett ne tuottavat jalkelaisia, joiden geneettinen sukupuoli voidaan marittaa 

 

(lisays 5). Aikuisten sammakoiden kutemisen jalkeen kerataan alkiot, joista poistetaan 

 

hyyteldmainen kuori kysteiinikasittelylla, ja ne seulotaan elinkyvyn perusteella (23). 

 

Kysteiinikasittelyn ansiosta alkioita voidaan kasitella seulonnan aikana ilman, etta ne 

 

tarttuvat pintoihin.S eu1onta tehdaan dissektiomikroskoopilla, ja elinkyv界t6mat alkiot 

 

poistetaan ka昇tamalla sopivankokoista tiputuspipettia. Testissa suositellaan ka昇ettavan 

 

yhdesta kutukerrasta peraisin olevia alkioita, joiden elinkyky on yli 70 prosenttia. NF - 

 

vaiheessa 8-10 olevat alkiot jaetaan satunnaisesti altistuskasittelysaili6ihin, joissa on 

 

riittavasti laimennusVett, kunnes jokaisessa saili6ss a on 20 alkiota. Alkioita on kasiteltava 

 

taran siirron aikana varovasti, jotta kasittelysta aiheutuu mahdollisimman vahan stressia ja 

 

jotta valtetaan mahdolliset vammat. Kun hedellll6ittymisest on kulunut 96 tuntia, 

 

sammakonpoikasten olisi tavtvnyt siirtya vesikolonnista ja alkaa tarttua sili6iden seiniin. 

 

Ruokinta 

 

32. Ravinto ja ruokintatiheyden muutos Xルe viken elinkaaren eri vaiheissa on hyvin tarkea 

 

osa LAGDA-testin protokollaa. Liiallinen r iokinta toukkavaiheen aikana johtaa yleensa 
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siihen, etta skolioosrn ilmaantuvuus ja sen vakavuus (lisays 8 ) kasvaa, ja tata pitaisi 

 

valttaa. Vastaavasti liian vahainen ruokinta toukkavaiheessa johtaa suuresti vaihtelevaan 

 

kehitysnopeuteen kontrolleissa, mika voi vaarantaa testin tilastollisen voiman tai aiheuttaa 

 

virheellisia testituloksia. Lisayksessa 4 on kerrottu X. laevikselle suositeltu toukka- ja 

 

juveniilivaiheen ruikavalio j a ruokinta-aikataulu lapivirtausolosuhteissa, mutta 

 

vaihtoehtoja saa kaメtaa, kunhan testiorganismit kasvavat ja kehittyvat asianmukaisesti. On 

 

tarkeaa muistaa, etta jos mitataan endokriinisia paatetapahtumia, ravinnossa ei saa olla 

 

endokriinisesti vaikuttavia aineita, kuten soijarehua. 

 

7lmkki nmんnll1 

 

33. Toukille suositeltu ruokavalio koostuu lohien kasvatusravinnosta, pirulina-levatableteista 

 

ja kultakalan ruoasta (esim. TetraFin⑧-hiutaleet, Tetra,s aksa), jotka sekoitetaan kasvatus - 

 

(tai laimennus)veteen. Tata sekoitusta annetaan kolme kertaa paivassa arkipaivisin ja 

 

kerran paivassa viikonloppuisin. Sa mmakonpoikasia ruokitaan m殖s elavilla 

 

suolalehtijalkaisten (Arteria spp.) 24 tunnin ikaisilla nauplisasteen toukilla kahdesti 

 

paivassa arkipaivisin ja kerran paivassa viikonloppuisin alkaen paivasta 8 

 

hedelm6ittymisen jalkeen. Toukkien ruokinnan on oltava yhdenmukaista jokaisessa 

 

testiastiassa, ja sen on mahdollistettava testielainten asianmukainen kasvu ja kehitys. Nain 

 

varmistetaan testintulosten toistettavuus ja siirrettavyys: 1) kontrolleissa NF -vaiheen 62 

 

saavuttamisen mediaaniajan on oltava S 45 pLiiv狙 ja 2) ja kontrolleissa suositeltavan 

 

keskimaaraisen Damnon NF-vaiheessa 62 tulisi olla 1.0士 0,2 a. 

 

Jveniilien ruokinta 

 

34. Kun muodonvaihdos on tapahtunut, ruokavalio koostuu laadukkaasta uppoavasta 

 

sammakonruoasta (esim.S inking Frog Food -3/32, Xenopus Express, FL, Yhdysvallat) 

 

(lisays 4).S a mmakonpoikasille (varhaisvaiheen juveniileille) pelletit jauhetaan nopeasti 

 

kahvimyllyssa tai tehosekoittimessa tai murskataan huhmareessa survimella niiden koon 

 

pienentamiseksi. Kun juveniilit ovat tarpeeksi isoja voidakseen s yda kokonaisia pelletteja, 

 

jauhaminen tai murskaaminen ei ole enaa tarpeen. Elaimia tulee ruokkia kerran paivassa. 

 

Juveniilien ruokinnan on mahdollistettava elainten asianmukainen kasvu ja kehitys: testin 

 

paattyessa kontrollien juveniilien suositeltava keskimaarainen paino on 11,5 + 3 g. 

 

Analyyttinen kemia 

 

35. Ennen testin aloittamista testikemikaalin stabiilisuus (ts. liukoisuus, haj oavuus j a 

 

haihtuvuus) ja kaikki analyysimenetelmat on maaritettava esimerkiksi saatavilla olevien 

 

tietojen tai tietamyksen perusteella. Laimennusvetta annosteltaessa on suositeltavaa 

 

analysoida jokaisen rinnakkaisna舛esaililn testiliuoksen pitoisuus ennen testin aloittamista 

 

j ari estelman toimintakyvyn varmistamiseksi. Altistusj aksolla testikemikaalin pitoisuudet 

 

maaritetaans anl6llisin valiajoin, mieluiten joka viikko vahintaan yhde sta jokaisen 

 

kasittelvrvhman rinnakkaisnavtteesta siten, etta saman kasittelvrvhman 
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rinnakkaisnaytteissa vuorotellaan] oka viikko.S u0site11aan, e tta tulosten peristein 

 

ka舛etaan mitattuja pitoisuuksia. Jos testikemikaalin pitoisuus liuoksessa on kuitenkin 

 

hyvaks界tavasti 士 20 prosenttia nimellispitoisuudesta koko testin ajan, tulosten perustana 

 

voidaan kayttaa joko nimellispitoisuuksia tai mitattuja pitoisuuksia.M殖s mitattujen 

 

testipitoisuuksien variaatiokertoimen (CV) on oltava 20 prosenttia tai vahemman koko 

 

testin ajan tietyn kasittelyn jokaisen pitoisuuden osalta. Jos mitatut pitoisuudet eivat ole 

 

80-120 prosenttia nimellispitoisuudesta (esimerkiksi testattaessa nopeasti biohajoavia tai 

 

adsorptiivisia kemikaaleja), vaikuttavat pitoisuudet on maaritettava ja ilmoitettava 

 

suhteessa lapivirtaustestien aritmeettiseen keskiarvopitoisuuteen. 

 

36. Laimennusveden ja varastoliuoksen virtausnopeudet on tarkistettava sopivin valiajoin 

 

(esim. kolme kertaa viikossa) altistuksen koko keston ajan.Se 11aisten kemikaalien 

 

yhteydessa, joita ei voida havaita kokonaan tai lainkaan nimellispitoisuuksina (esim. koska 

 

ne haj oavat tai adsorpoituvat testiastioissa nopeasti tai koska ne selvasti kertyvat 

 

altistettujen elaimien ruumiisiin), on suositeltavaa mukauttaa jokaisen kammion 

 

testiliuoksen vaihtumisnopeus siten,e tta testipitoisuudet saadaan pidettya mahdollisimman 

 

vakioina. 

 

Havainnot ja paatetapahtumien mittaukset 

 

37. Altistumisen aikana arvioidaan paatetapahtumia, jotka viittaavat toksisuuteen (kuolleisuus, 

 

epanormaali kayttaメyminen, kuten sairauden ja/tai yleistyneen toksisuuden kliiniset 

 

merkit), ja kasvuparametreja (pituus ja paino). Lisaksi arvioidaan patologisia 

 

paatetapahtumia, jotka voivat liittya seka yleistyneeseen toksisuuteen etta endokriinisiin 

 

vaikutustapoihin, jotka kohdistuvat estrogeeni-, androgeeni- tai kilpirauhasvalitteisiin 

 

reitteihin. Testin paattyessa voidaan lisaksi mitata plasman VTG-pitoisuus valinnaisesti. 

 

VTG:n mittaamisesta voi olla hydtya tutkimustulosten ymmartamisessa oletettuj en 

 

hormonaalisten haitta-aineiden endokriinisten vaikutusmekanismien kannalta. Yhteenveto 

 

paatetaDahtumista ia mittausaiankohdista on taulukossa 1. 

 

Taulukko 1: Yhteenveto LAGDA-testin pttctapahtunilsta 

 

Paatetapahtumat* 

 

Kuolleisuus ja poikkeavuudet 

 

Aika NF-vaiheen 62 saavuttamiseen 

 

Histo(pato)logia (kilpirauhanen) 

 

Morfometriikka (kasvu painon ja 

 

pituuden perusteella) 

 

Maksan somaattinen indeksi (LS1) 

 

Paivittain 

 

Valina昇teenotto 

 

(toukat) 

 

Testin paattyessa 

 

(juveniilit) 

 

X 

 

X 

 

X 

 

X 
X 

X 
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X 

 

X 

 

X 

 

Geneettisen/fenotyyppisen sukupuolen 

 

suhde 

 

Histopatologia (sukurauhaset, 

 

lisaantymiselimet, munuaiset ja 

 

maksa) 

 

Vitellogen五ni aT G (valinnainen) 

 

* Kaikki paattapahtumat analysoidaan tilastollisesti 

 

Kuolleisuus ja p航ivitt航iset havainnot 

 

38. Kaikki testisaililt on tarkastettava paivittain kuolleiden elainten varalta, ja kuolleiden 

 

maara on kirjattava muistiin jokaisesta salh6s t. Kuolleet elaimet on poistettava 

 

testlsaii6sta heti, kun ne havaitaan. Kuolleiden elainten kehitysvaihe on luokiteltava joko 

 

NF-vaihetta 58 edeltavaksi (ennen eturaajan kehittymista), NF-vaiheiden 58 ja 62 

 

valseksi, NF-vaiheen 63 ja 66 valiseksi (NF-vaiheen 62 ja prst6n taydellisen 

 

surkastumisen valilla) tai NF-vaiheen 66 jalkeiseksi (toukkavaiheen jalkeinen vaihe). Jos 

 

kuolleisuus on yli 20 prosenttia, se saattaa olla merkki e ptarkoitukseniukaisista 

 

testiolosuhteista tai testikemikaalin selvista toksisista vaikutuksista. Elaimet ovat yleensa 

 

herkimpia muista kuin kemikaaleista j ohtuville kuolleisuustapahtumille kehityksen 

 

muutaman ensimmaisen paivan aikana kudun jalkeen ja muodonvaihdoksen huippukohdan 

 

aikana. Tallainen kuolleisuus voi kavda selvasti ilmi kontrolliaineistosta. 

 

39.My6s mahdolliset havainnot epanormaalista kayttaメymisesta, selvasti nahtavista 

 

epamuodostumista (esim. skolioosi) tai leesioista on kirjattava. S koloosihaainnot on 

 

laskettava (ilmaantuvuus) ja niiden vakavuus on arvioitava (esim. merkitkset6n - 0, 

 

vahainen - 1, kohtalainen - 2, vaikea - 3; lisays 8). On pyrittava varmistamaan, etta 

 

kohtalaisen ja vaikean skolioosin esiintyvyys on vahaista (esim. alle 10 prosenttia 

 

kontrolleissa) koko tutkimuksessa, joskaan se, etta kontrolleissa esiintyy enemman 

 

poikkeavuuksia, ei vaittamatta ole syy lopettaa testia. Vesikolonnissa olevien 

 

toukkavaiheen elainten kayttaメyminen on normaalia, kun niiden prst6 on paata 

 

korkeammalla, niiden peraevan liike on sぬim6llisen rytmikasta, ne tulevat ajoittain 

 

pintaan, niiden kiduskannet toimivat ja ne reagoivat arsykkeisiin. E panormaalia 

 

ka界ta界ymista on esimerkiksi pinnalla kelluminen, sailiOn pohjassa makaaminen, 

 

kaanteinen tai epasaannollinen uiminen, pintatoiminnan puuttuminen ja arsykkeisiin 

 

reagoimattomuus. Muodonvaihdoksen tehneiden elainten osalta on edella mainitun 

 

epanormaalin kaメtaメymisen lisaksi kirjattava m殖s selvat erot ravinnon kulutuksessa 

 

kasittelyjen valilla. Se 1via epamuodostumia ja leesioita voivat olla esimerkiksi 

 

morfologiset poikkeamat (esimerkiksi raaj oj en epamuodostumat), vatsan turvotus, verta 

 

vuotavat leesiot seka bakteeri- tai sieni-infektiot. Juveniilien paassa heti sierainten takana 

 

olevat leesiot voivat olla merkki riittamattdmasta kosteudesta. Nama maaritykset ovat 

 

laadulisia, ja ne on rinnastettava sairaudesta/stressista kertoviin kliinisiin merkkeihin 
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kontrollielaimiin vertaamalla. Jos naita merkkeja esiintyy a ltistussaili6lssa enemman kuin 

 

kontrollisili6issa, niita on pidettava osoituksena selvasta toksisuudesta. 

 

Osaotos toukista 

 

Osaotos toukista pddpiirteissddn 

 

40. NF-vaiheen 62 saavuttaneet sammakonpoikaset on otettava pois sai li6ista, ja niista on joko 

 

otettava naytteet tai ne on siirrettava altistuksen seuraavaan osaan uuteen sailiddn, tai ne on 

 

erotettava muista samassa sailiissa olevista sammakonpoikasista fyysisesti valiseinalla. 

 

Sa mmakonpoikaset tarkastetaan paivittain, ja tutkimuksen se paiva, jona yksi 

 

sammakonpoikanen saavuttaa NF-vaiheen 62, kirjataan muistiin. Maaraava ominaisuus, 

 

jota tassa arvioinnissa kaytetaan, on paan muoto. Kun paan koko on pienentyn界 simna 

 

maarin, etta se on silmamaaraisesti yhta levea kuin sammakonpoikasen muu ruumis, j a kun 

 

eturaaja on sydamen keskipisteen tasolla, kyseisen yksiin katsotaan saavuttaneen NF - 

 

vaiheen 62一 

 

41. Tavoitteena on ottaa naytteet yhteensa viidesta NF -vaiheen 62 saavuttaneesta 

 

sammakonpoikasesta yhta rinakkaisna界esaili6ta kohti. Tara tulee tehda tays in 

 

satunnaisesti, mutta siita on paatettava etukateen. Iypoteettinen esimerkki 

 

rinnakkaisna界esaili6sta on kuvassa 1. Jos tietyssa sailiissa on 20 elossa olevaa 

 

sammakonpoikasta, kun ensimmainen yksil6 saavuttaa NF-vaiheen 62, valuta 1-20 on 

 

valittava viisi satunnaista numeroa.Sa mmakonpoikanen nro 1 on ensimmainen yksili, joka 

 

saavutti NF-vaiheen 62, ja sammakonpoikanen nro 20 on saili6n viimeinen yksil6, joka 

 

saavutti taran vaiheen. Jos saili6ssa on 18 elossa olevaa tiukkaa, fara viisi satunnaista 

 

numeroa valitaan valilta 1-18. Tara on tehtava jokaiselle rinnakkaisna外esaili6lle, kun 

 

testin ensimmainen yksil6 saavuttaa NF-vaiheen 62. Ji5 NF-vaiheen 62 naytteenoton 

 

aikana havaitaan kuolleita yksildita, loput naytteet on satunnaistettava uudelleen sen 

 

mukaan, montako tiukkaa ei viela ole NF-vaiheessa 62 ja montako lisana界etta tarvitaan, 

 

jotta kyseisesta rinnakkaisnaytteesta saadaan yhteensa viisi naメetta. sina paivana, jona 

 

yksi sammakonpoikanen saavuttaa NF-vaiheen 62, katsotaan tehdysta 

 

naytteenottokaaviosta, ka界etaank6 tata yksil6a naytteenotossa vai erotetaanko se fyysisesti 

 

muista sammakonpoikasista altistuksen jatkuessa. Annetussa esimerkissa (kuva 1) 

 

ensimmainen NF-vaiheen 62 saavuttanut yksili (ts. laatikko nro 1) erotetaan muista 

 

poikasista fyysisesti, sen altistusta jatketaan ja paiva, jona tara yksili saavutti NF-vaiheen 

 

62, kirjataan. Yk血oita nro 2 ja 3 kasitellaan samalla tavalla kuin yksilia nro 1. Ykil6lta 

 

nro 4 otetaan naytteet kasvua ja kilpirauhasen histologiaa varten (tassa esimerkissa). Tata 

 

menettelya jatketaan, kunnes 20. yksil6 joko liittyy muihin NF-vaiheen 62 jalkeisessa 

 

vaiheessa oleviin yksil6ihin tai sita ka界etaan naytteenotossa. Tassa on ka界ettava sellaista 

 

satunnaistamismenetelmaa, etta jokaisella testin organismilla on yhtalainen todennak6isyys 

 

tulla valituksi. Tara voidaan saavuttaa milla tahansa satunnaistavalla menetelmalla, mutta 
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se edell舛taa myds,e tta jokainen sammakonpoikanen joutuu haaviin jossakin kohtaa NF-

vaiheen 62 osaotosjaksoa. 

 

Kuva 1: Hypoteettinen esimerkki NF-vaiheen 62 naytteenotosta yhdesta rinakklsnaytesall6st. 

 

Aika 

 

> 

 

Yksi rinnakkakn谷ytesli6 - ei kuolleita kaloja 

 

1� 2� 3 4� 5 6 7� 8 911司11ト2ト3�1司司司川司川20 

 

ロOsaotos 

 

YkStt谷iSet tiukat 

 

ロ 

 

42. Toukkaisaitoksesta tutkitaan seuraavat paatetapahtumat: 1) NF -vaiheen 62 saavuttamiseen 

 

kulunut aika (ts. hedeln6ittymisen ja NF-vaiheen 62 valisten paivien lukumaara), 2) 

 

ulkoiset poikkeavuudet, 3) morfometriikka (paino ja pituus) ja 4) kilpirauhasen histologia. 

 

Sam lll ak poikstn humaani lopettaminen 

 

43. NF-vaiheen 62 saavuttaneista sammakonpoikasista (5 yksilia rinnakkaisnaメesailiita 

 

kohti) koostuva osajoukko on lopetettava upottamalla ne 30 minuutiksi riittavaan maaraan 

 

(esim. 500 ml: aan) nukutusliuosta (esim. 0,3 -prosenttinen 1S-222-huos, 

 

trikaiinimetaanisulfonaatti, CAS -nro 886-86-2). 1S-222-liuos pitaa puskuroida 

 

natriumbikarbonaatilla siten,e tta sen pH on noin 7,0, koska puskuroimaton 1S-222-huos 

 

on hapanta ja arsyttaa sammakon ihia, jolloin se imeメyy huonosti ja aiheuttaa elaimille 

 

tarpeetonta lisastressia. 

 

(asetetaan) 

 

se ei reagoi 

 

44.S ammakonpoikanen nostetaan testikammiosta haavilla j a siirretaan 

 

lopetusliuokseen. Elain on varmasti kuollut ja valmis ruumiinavaukseen, kun 

 

ulkoisiin arsykkeisiin, kuten takaraajan nipistamiseen pinseteilla. 

 

Moグbmetrikk ゆainoja pituusフ 

 

45. Jokaiselta sammakonpoikaselta on punnittava markapaino (p殖ristys lahimpaan 

 

milligrammaan) ja mitattava kuonon ja peraaukon valinen pituus (p殖rists lahimpaan 0,1 

 

mm:iin) heti, kun sen todetaan olevan reagoimaton nukutushiuoskasittelyn jalkeen (kuva 

 

2a). Kuonon ja peraaukon valinen pituus voidaan mitata myis vahokuvasta kuvien 

 

analysointiohj elmalla. Ennen punnitsemista sammakonpoikasista on poistettava liiallinen 

 

vesi taputtelemalla ne kuiviksi. Kun koon mittaus (paino ja kuonon ja peraaukon valinen 

 

pituus) on tehty, kaikki selvat morfohogiset poikkeamat ja/tai toksisuuden khiiniset merkit, 

 

kuten skohioosi (ks. lisays 8), petekiat ja verenpurkaumat, on tallennettava tai kirjattava, ja 
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digitaalista dokumentointia suisitellaan. Petekiat ovat pienia punaisia tai violetteja 

 

verenpurkaumia ihmn hiussuonissa. 

 

Kudosnむtteiden ottanliflenja Idinnhttdminen 

 

46. Osaotoksen toukkien kilpirauhasille tehdaan histologinen arviointi. Eturaajojen jalkeinen 

 

alaruumis irrotetaan ja havitetaan.S iistitty muu osa ruumiista kiimlitetan Davidsonin 

 

kiinnitysaineella. Kiinnitysaineen tilavuuden sai li6ssa on oltava vahintaan 10 -kertainen 

 

kudosten arvioituun tilavuuteen nahden. Jotta tutkittavat kudokset kiiimittyvat 

 

asianmukaisesti, kiinnitysainetta sisaltavaa astiaa on sekoitettava tai ravistettava sopivalla 

 

tavalla. Kaikkia kudoksia pidetaan Davidsonin kiinnitysaineessa vahintaan 48 mutta 

 

enintaan 96 tuntia, minka jalkeen ne huuhdellaan deionisoidulla vedella ja sailitaan 10-

prosenttiseen puskuroituun formaliiniin (1) (29). 

 

Ki加irauんlsenhistologia 

 

47. Kunkin osaotokseen valitun toukan (kudokset kiinnitetty) kilpirauhanen tutkitaan 

 

histologisesti (diagnostinen ja vakavuusasteen arviointi) (29) (30). 

 

Kuva 2: Kumnmnia peraaukon valisen pituuden nlttauspisteet LAGDA-testissa NF-vaiheessa 62 (a) ja 

 

nuorilta sanirnakoilta (b). NF-vaiheen 62 maaraavat ominaisuudet (a): Paa on yhta levea kuin muu ruumis, 

 

hajuhennon pituus on lyhyempi kuin hajurauhasen lpmlltta (dorsaalisesti katsottuna), ja eturaajat ovat 

 

sydamen tasolla (ventraalisesti katsottuna). Kuvat muokattu teoksesta Nieuwkoop ja Faber (1994). 

 

b. Naytteet juveniileista 

 

集 

 

a. Osaotos toukista (NF-vaihe 62) 

 

Ventraalinen 

 

Kummnia peraaukon 

 

valmen pituus 

 

Toukkien altistuksen paattaminen 

 

48. Kun otetaan huomioon sammakonpoikasten alkuperainen maara, on odotettavissa, e tta on 

 

todellllak6isesti pieni prosenttiosuus yksil6ita, jotka eivat kehity normaalisti ja joiden 

 

osalta muodonvaihdos (NF-vaihe 66) ei tapahdu kokonaan kohtuullisen ajan kuluessa. 
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Toukkavaiheen altistus saa kestaa enintaan 70 paivaa. Kaikki taran ajan jalkeen elossa 

 

olevat sammakonpoikaset on lopetettava (ks. 43 kohta). Niilta on punnittava paino ja 

 

mitattava kuonon ja peraaukon valinen pituus. Lisaksi niiden kehitysvaihe on maaritettava 

 

Nieuwkoopin ja Faberin (1994) mukaisesti, ja mahdolliset kehitykselliset poikkeavuudet 

 

on merkittava muistiin. 

 

Karsinta NF-vaiheen 66 j航 lkeen 

 

49. Jokaisesta saili6sta kymmenen yksil6n on jatkettava testia NF -vaiheen 66 (pyrst6n 

 

surkastuminen kokonaan) jalkeen altistuksen paattymiseen saakka.S iksi on tehtava 

 

karsinta sen jalkeen, kun kaikki elaimet ovat saavuttaneet NF-vaiheen 66 tai kun 70 paivaa 

 

on kulunut (sen mukaan, kumpi tapahtuu ensin). NF-vaiheen 66 jalkeiset elaimet, joiden 

 

altistusta ei jatketa, on valittava satunnaisesti. 

 

50. Etuimet, joita ei valita altistuksen jatkamiseen, lopetetaan (ks. 43 kohta). Jokaisesta 

 

elaimesta maritetaan kehitysvaihe, punnitaan markapaino ja mitataan kuonon ja 

 

peraaukon valinen pituus (kuva 2b), ja niille tehdaan ruumiinavaus. Fenotyyppiseksi 

 

sukupuoleksi (sukurauhasten morfologian perusteella) kirjataan naaras, koiras tai 

 

mぬrittamt6n. 

 

N議ytteenotto juveniileista 

 

Ndytteen otti juveniiたista pddpiirteissddn 

 

51. Loppujen elainten osalta altistusta jatketaan siihen saakka, kunnes on kulunut 10 viikkoa 

 

NF-vaiheen 62 saavuttamisen mediaaniaj asta laimennusvesikontrollissa (ja/tai 

 

liuotinkontrollissa, jos tarpeen). Altistusjakson paattyessa loput elaimet (enintaan 10 

 

sammakkoa rinnakkaisna外etta kohti) lopetetaan, ja seuraavat paatetapahtumat mitataan tai 

 

arvioidaan ja niiden tiedot kirjataan: 1) morfometriikka (paino ja pituus), 2) 

 

fenotyyppisen/genotyyppisen sukupuolen suhde, 3) maksan paino (maksan somaattinen 

 

indeksi), 4) histopatologia (sukurauhaset, lisaantymiselimet, maksa ja munuaiset) j a 

 

valitmaisena 5) plasman VTG-pitoisuus. 

 

Sallllllakidn humaani lopettaminen 

 

52. Juveniilit elaimet (muodonvaihdoksen tehneet sammakot) lopetetaan antamalla niille 

 

intraperitoneaalinen mi ektio nukutusainetta (esim. 10 -prosenttinen 1S-222) 

 

asianmukaisessa fosfaattipuskuroidussa liuoksessa.S ammakoilta voidaan ottaa naメteet, 

 

kun fuista Of tullut reagoimattomia (yleensa noin kahden minuutin kuluttua injektiosta, jos 

 

li-prosenttista MS -222-ainetta ka舛etaan annoksella 0,01 ml/g saminakkoa kohden). 

 

Vaikka juveniilit samrakot voidaan upottaa pitoisuudeltaan voimakkaaseen 

 

nukutusaineeseen (1S-222), kokemus on osoittanut, etta niiden lopettaminen talla tavalla 

 

kestaa kauemmin, ja sen kesto voi olla epatarkoituksenmukaista na界teenoton kannalta. 
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lnj ektio on tehokas] a nopea lopettamiskeino ennen na舛teenottoa. N aytteenottoa ei saa 

 

aloittaa, ennen kuin sammakoiden reagoimattomuus on varmistettu, jotta on varmaa, etta 

 

ne ovat kuolleet. Jos sammakoissa on merkkeja huomattavasta karsimyksesta (hyvin 

 

vakavasta ja kuolemaa selvasti ennakoivasta) ja jos ne ovat kuolemaisillaan, ne on 

 

nukutettava ja lopetettava. Aineiston analyysissa niita on kasiteltavana 

 

kuolemantapauksina. Jos sammakko lopetetaan sairauden vuoksi, se on merkittava muistiin 

 

ja raportoitava.S en mukaan, missa vaiheessa tutkimusta sammakko lopetetaan, se voidaan 

 

sail舛taa histopatologista analyysia varten (jolloin se kasltellぬn kiinnitysaineella 

 

mahdollista histovatoloaista tutkimusta varten). 

 

Morfometriikkaゆainoja pituusフ 

 

53. Markapaino punnitaan ja kuonon ja peraaukon valinen pituus (kuva 2b) mitataan samalla 

 

tavalla kuin toukkaosaotoksessa. 

 

Plasman VTG-pitoisuusかαlnnaineり 

 

54. VTG on laajalti hyvaks舛ty biomarkkeri, joka on seurausta estrogeenisille kemlkaalellle 

 

altistumisesta. L GDA-testissa plasman VTG-pitoisuus voidaan mitata juveniilinaytteista 

 

valinnaisesti (talla voi olla erityista merkitysta silloin, jos testikemikaalin oletetaan olevan 

 

estrogeenin tavoin vaikuttava). 

 

55. Lopetetun juveniilin takaraajat leikataan ja verina界e kerataan heparinisoituun kapillaariin 

 

(myds muita verenkeruumenetelmia, kuten sydanpunktiota, voidaan ka界taa). Veri 

 

silrretaan mikrosentrifugiputkeen (tilavuus noin 1,5 ml), joka sentrifugoidaan plasman 

 

erottelemiseksi. Plasmanaytteet on sailメettava -70。 C:ssa tai sita kylmemmassa VTG-

pitoisuuden marittamiseen asti. Plasman VTG-pitoisuus voidaan mitata 

 

entsyymivalitteiseia immunosorbenttimaaritykseha (ELISA) (lisays 6) tai muulla 

 

menetelmalla, esimerkiksi massaspektrometrialla (31). Lai ikohtaisten vasta-aineiden 

 

kVtt6a suositelaan p aremman herkkyyden vuoksi. 

 

Geneettisen sukupuolen mddrttlminen 

 

56. Jokaisen juveniilin sammakon geneettinen sukupuoli maritetaan Yoshimoton ja muiden 

 

(11) kehittamien markkereiden perusteella. Geneettisen sukupuolen marittamista varten 

 

otetaan osa yhdesta dissektion aikana irrotetusta takaraaj asta (tai koko raaja) (tai osa 

 

muusta kudoksesta) ja laitetaan se mikrosentrifugiputkeen (sammakoiden kudosnaメteet 

 

voidaan ottaa mista tahansa kudoksesta). Kudosta voidaan sa ilメtaa -20。 C:ssa tai sit 

 

kylmemmassa deoksiribonukleiihinapon (DNA) eristamiseen saakka. DNA voidaan eristぬ 

 

kudoksista kaupallisesti saatavilla olevilla tarvikepaketeilla, ja markkerin olemassaolo tai 

 

puuttuminen analysoidaan polymeraasiketjureaktio (PCR) -menetelmalla (lsays 5). 

 

Yleensa histologisen sukupuolen ja genotyypin valinen vastaavuus kontrollielaimila 

 

iuveniilivaiheen naytteenotossa kontrolliryhmissa on yli 95 irosenttia. 
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Kudosnむttidn ottaminenjaんinnittdminen histopatologisia tutkunu鳥ja varten 

 

57.S ukurauh a s et, sukujohtimet, munuaiset ja maksat irro tetaan histologista analyysia varten 

 

lopullisessa naメteenotossa. Elaimen vatsaontelo avataan, ja maksa irrotetaan ja punnitaan. 

 

Se uraavaksi poistetaan ruoansulatuselimet (raha, suolet) varovasti vatsan alaosasta, jotta 

 

sukurauhaset, munuaiset ja sukujohtimet saadaan nakyviin.S ukurauhasten mahdolliset 

 

selvat morfologiset poikkeavuudet on kirjattava muistiin. Lopuksi on irrotettava vicia 

 

takaraajat, ellei niita ole irrotettu jo aiemmin verinaytetta varten. Irrotetut maksat ja 

 

ruumiit, joihin sukurauhaset on jatetty paikalleen, on laitettava heti Davidsonin 

 

kiinnitysaineeseen. Kiinnitysaineen tilavuuden sailidssa on oltava vahintaan 10 -kertainen 

 

kudosten arvioituun tilavuuteen nahden. Kaikkia kudoksia pidetaan Davidsonin 

 

kiinnitysaineessa vahintaan 48 mutta enintaan 96 tuntia, minka jalkeen ne huuhdellaan 

 

deionisoidulla vedella ia sailotaan li-prosenttiseen puskuroituun formaliiniin (1) (29). 

 

1五stop atologia 

 

58. Jokaiselle juveniilinaメteelle tehdaan sukurauhasten, sukuj ohtimien, munuaisten j a 

 

maksakudoksen histopatologinen tutkimus (diagnoosi j a vaikeusasteen maaritys) (32). 

 

Taran tutkimuksen perusteella johdetaan my6s sukurauhasten fenotyyppi (ts. munasarjat, 

 

kivekset, intersukupuolisuus), ja naita havaintoja voidaan geneettisen sukupuolen 

 

ksil6llsten maaritysten kanssa kayttaa fenotyyppisten/genotyyppisten sukupuolten 

 

suhteen laskemiseen. 

 

TIEDOT JA RAPORTOINTI 

 

Tilastoanalyysi 

 

59. LAGDA-testista saadaan kolmenlaisia tietoja, jotka voidaan analysoida tilastollisesti: 1) 

 

kvantitatiiviset jatkuvat tiedot (paino, kuonon ja peraaukon valinen pituus, maksan 

 

somaattinen indeksi, VTG), 2) tiettyyn tapahtumaan kulunut aika (time to event) 

 

kehitysnopeuden arviointia varten (esim. NF -vaiheen 62 saavuttamiseen kuluneiden 

 

paivien maara testin aloittamisesta) ja 3) histopatologisiin tutkimuksiin perustuvia 

 

numerotietoj a poikkeavuuksien vaikeusasteista tai kehitysvaiheista. 

 

60. Testin rakenteen ja tilastollisten testien valinnan tulisi mahdollistaa riittava voima, jotta 

 

havaitaan biologisesti tarkeat muutokset sellaisissa paatetapahtumissa, joista on 

 

ilmoitettava NOEC- tai ECx-arvo. Aineiston tilastollisissa analyyseissa (yleensa 

 

rinnakkaisnaytteiden keskiarvon perusteella) on noudatettava mieluiten menettelyja, jotka 

 

on kuvattu julkaisussa Current Approaches in theS tatistical Analysis of Ecotoxicity Data: 

 

A Guidance to Application (33). Taran testimenetelman lisayksessa 4 on suositeltua 

 

tilastoanalyysia kuvaava paatdksentekokaavio ja ohjeet aineiston kasittelysta seka 

 

sopivimman tilastollisen testin tai mallin valinnasta LAGDA-testissa. 
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(esim. kasvu, maksan somaattinen indeksi) on 

 

sukupuolen osalta erikseen, koska se maaritetaan 

 

61. Juveniilien naytteenoto sta saadut tiedot 

 

analysoitava kummankin genotyyppisen 

 

kaikilta sammakoilta. 

 

Tietojen analysointiin liittyvi航n読 k6kohtia 

 

V rntneidn rinnakkaisnむttidnルkdsittelyjen kdyttd 

 

62. Rinnakkaisnaytteet ja kasittel界 voivat vaarantua selvasta toksisuudesta johtuvan liiallisen 

 

kuolleisuuden, sairauksien tai teknisen virheen vuoksi. Jos kasittely vaarantuu sairauden tai 

 

teknisen virheen vuoksi, analyysia varten on oltava kolme vaarantumatonta kasittelya ja 

 

kolme vaarantumatonta rinnakkaisna界etta. Jos selvaa toksisuutta ilmenee suurten 

 

pitoisuuksien yhteydessa, analyysia varten on oltava mieluiten vahintaan kolme 

 

kasittelypitoisuutta j a kolme vaarantumatonta rinnakkaisnaメetta (OECD:n testiohj eissa 

 

noudatettavan suurin siedetty pitoisuus -lahestymistavan mukaisesti (34)). Kuolleisuuden 

 

lisaksi selvan toksisuuden merkkeja voivat olla kaytta舛ymiseen kohdistuvat vaikutukset 

 

(esimerkiksi pinnalla kelluminen, sa ili6n pohjalla makaaminen, kaanteinen tai 

 

e pas狙nnollinen uiminen, pintatoiminnan puuttuminen), morfologiset leesiot (esim. 

 

vertavuotavat leesiot, vatsan turvotus) tai normaalin ruokintavasteen estyminen, kun sita 

 

verrataan laadullisesti kontrollielaimiin. 

 

L iu otink ntr辺i 

 

63. Testin lopuksi on arvioitava liuottimen mahdolliset vaikutukset (jos sita on ka界etty). Tara 

 

tehdaan vertailemalla liuotinkontrolliryhmaa j a laimennusvesikontrolliryhmaa 

 

tilastollisesti. Tarkeimmat tassa analyysissa huomioon otettavat paatetapahtumat ovat 

 

kasvuparametrit (paino ja pituus), koska yleistyneet toksisuusvaikutukset saattavat 

 

vaikuttaa niihin. Jos laimennusvesikontrollin ja liuotinkontrollin ryhmien valilla havaitaan 

 

tilastollisesti merkitsevia eroja naissa paatetapahtumissa, sen maarittamisessa, onko testin 

 

validiteetti vaarantunut, on kaメettava parasta tieteellista asiantuntemusta. Jos kahden 

 

kontrollin valilla on eroja, kemikaalille altistettuj a kasittelyj a on verrattava 

 

liuotinkontrolliin, ellei tiedeta, etta laimemiusvesikontrolliin vertaaminen on parempi 

 

vaihtoehto. Jos naiden kahden kontrolliryhman valilla ei ole tilastollisesti merkitsevaa 

 

eroa, suositellaan, etta testikemikaalille altistettuj a kasittelyj a verrataan yhdistettyihin 

 

(liuotin- j a laimennusvesi-)kontrolliryhmiin, ellei tiedeta, etta vain jompaankumpaan 

 

vertaaminen on raremm vaihtoehto. 

 

Testiraportti 

 

64. Testiraportissa on esitettava seuraavat tiedot 

 

Tbstikemika aル 

 

句sikaalinen olomuoto ja fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, jos nullla on merkitysta 
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Yhdesta ainesosasta koostuva aine: 

 

ulkonak6, vesiliukoisuus ja muut merkitykselliset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet 

 

kemialliset tunnistetiedot, kuten [UPAC- tai CAS -nimi,CAS -numero, sMILEs- tai 

 

InChI-koodi, rakennekaava, puhtaus, tarvittaessa epapuhtauksien kemialliset 

 

tumiistetiedot sen mukaan kuin kaytani6ssa on mahdollista jne. (tarvittaessa 

 

esimerkiksi orgaanisen huilen pitoisuus). 

 

Useista ainesosista koostuvat aineet, UVCB-aineet ja seokset: 

 

mahdollisimman tarkka luonnehdinta, esimerkiksi ainesosien kemiallinen koostumus 

 

(ks. edella), esiintymistiheys ja olennaiset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet. 

 

Testi何it: 

 

tieteellinen nimi, kanta (jos se tiedetaan), hedelm6ittyneiden munien lahde ja 

 

keraysmenetelma seka munien m殖hempi kasittely. 

 

Tiedot skolioosin ilmaantuvuudesta aikaisemmissa kontroleissa kaytetyn varastoviljelman 

 

osalta. 

 

Testiolosuh teet: 

 

valoisa aikaj akso (valoisat aikaj aksot) 

 

testin rakenne (esimerkiksi kammion koko, materiaali ja veden maara, testikammioiden ja 

 

rinnakkaisnaytteiden lukumaara, testiorganismien maara rinnakkaisna舛etta kohti) 

 

varastoliuosten valmistusmenetelma ja nesteen vaihtovali (liuotusapuaine ja sen pitoisuus 

 

on ilmoitettava, jos sellaista kaytetaan) 

 

testikemikaalin annostelumenetelma (esim. pumput, laimemiusj arjestelmat) 

 

menetelman saantoteho ja nimelliset testipitoisuudet, kvanti丘oitir司a, mitattujen arvojen 

 

keskiarvot ja niiden keskihajonnat testiastioissa, niiden laskemiseen ka昇etty menetelma 

 

seka naytti siita, etta mittaukset koskevat testikemikaalin pitoisuutta aidossa liuoksessa 

 

laimennukseen kaytetyn veden ominaisuudet: pH, kovuus, lampitila, liuenneen hapen 

 

pitoisuus, jaannisklooripitoisuudet (jos ne on mitattu), kokonaisjodipitoisuus, orgaanisiin 

 

yhdisteisiin sitoutuneen hulen kokonaismaara (jos se on mitattu), suspendoituneet kiinteat 

 

aineet (jos ne on mitattu), testimediumin suolapitoisuus (jos se on mitattu) ja mahdolliset 

 

muut mittaukset 

 

nimelliset testipitoisuudet, mitattujen arvojen keskiarvot ja keskihajonnat 

 

testiastioissa olevan veden laatu, DI. lamDotila (Daivittim la liuemieen haDen Ditoisuus 
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yksityiskohtaiset tiedot r ioknnasta (esim. rujan tyyppi, alkupera, annettu maara ja 

 

antotiheys). 

 

Tuル鳥et: 

 

todisteet siita, etta kontrollit tayttavat yleiset validiteettikriteerit 

 

seuraavat tiedot kontrolleista (mys liuotinkontrollista, jos sita on kaytetty) ja 

 

kasittelyryhmista: havaittu kuolleisuus ja poikkeavuus, NF-vaiheen 62 saavuttamiseen 

 

kulunut aika, kilpirauhasen histologisen tutkimuksen tiedot (vain toukkana舛teista), kasvu 

 

(paino ja pituus), maksan somaattinen indeksi (vain juveniilinaytteista), 

 

geneettisenjTenotyyppisen sukupuolen suhde (vain juveniilinaytteista), sukurauhasten, 

 

sukujohtimien, munuaistenja maksan histopatologisen tutkimuksen tulokset (vain 

 

juveniilinaytteista) ja plasman VTG-pitoisuus (vain juveniilinaytteista, jos VTG-naメe on 

 

otettu) 

 

tilastollisessa analyysissa ja tietojen kasittelyssa sovellettu lahestymistapa (kaytetty 

 

tilastollinen testi tai malli) 

 

pitoisuus, josta ei aiheudu vaikutuksia (NOEC) kunkin arvioidun vasteen yhteydessa 

 

pienin havaittavan vaikutuksen aiheuttava pitoisuus (LOEC) kunkin arvioidun vasteen 

 

yhteydessa (cL = 0,05) tarvittaessa ECx kullekin arvioidulle vasteelle ja luottamusvalit 

 

(esim. 95 prosenttia) seka kaavio sen laskentaan ka界etysta sovitetusta mallista, pitoisuus-

vastekayran kaltevuus, regressiomallin kaava, estimoidut malliparametrit ja niiden 

 

vakiovirheet 

 

mahdolliset poikkeamat tasta testimenetelmasta j a hyvaksymisperusteista seka pohdinta 

 

niiden mahdollisista vaikutuksista testin tulokseen. 

 

65. Paatetapahtumien mittaustuloksista on esitettava keskiarvot j a keskihaj onnat (seka 

 

rinnakkaisna昇teiden etta pitoisuuksien perusteella, mikali mahdollista). 

 

66. NF-vaiheen 62 saavuttamiseen kulunut mediaani aika on laskettava ja esitettava 

 

rinnakkaisnaメteiden mediaanien keskiarvona j a niiden keskihaj ontana. Kasittelyj en osalta 

 

myos kasittelyn keston mediaani on laskettava ja esitettava rinnakkaisna界teiden 

 

mediaanien keskiarvona j a niiden keskihajontana. 
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Li堕Lユ 

 

MAARITELMAT 

 

Apikaalinen paatetapahtuma: Aiheuttaa vaikutuksen populaation tasolla. 

 

Kemikaali: Aine tai seos 

 

E LISA: Entsyymivalitteinen immunosorbenttimaaritys 

 

ECx: (Effect concentration for x % effect = vaikuttava pitoisuus, joka aiheuttaa x prosenttia 

 

muutoksia) on pitoisuus, joka aiheuttaa x prosentin suuruisen vaikutuksen 

 

testiorganismeihin tietyn altistusjakson aikana kontrolliin verrattuna. Esimerkiksi EC So on 

 

pitoisuus, jolla estimoidaan olevan 50 prosentin vaikutus testissa tutkittavaan 

 

paatetapahtumaan altistuksen kohteeksi joutuneessa populaatiossa maaritellyn altistusajan 

 

kuluessa. 

 

phj: Paivaa hedelmoittymisen jalkeen 

 

Lapivirtaustesti: Testi, jossa testiliuokset virtaavat jatkuvasti testijarjestelman lapi 

 

altistusjakson ajan. 

 

HPG-akseli: Hypotalamus-aivolisake-sukurauhasakseli 

 

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry, kansainvalinen puhtaan ja 

 

sovelletun kemian liitto 

 

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration, pienin havaittavan vaikutuksen aiheuttava 

 

pitoisuus): Pienin testikemikaalin testattu pitoisuus, jolla kemikaalilla havaitaan olevan 

 

tilastollisesti merkitseva vaikutus (arvolla p < 0,05) verrattuna kontrolliin. Kaikilla LOEC-

pitoisuutta suuremmilla testipitoisuuksilla on kuitenkin oltava vahintaan yhta suuri 

 

haitallinen vaikutus kuin LOEC-pitoisuudella. Jos fara kaksi ehtoa eivt taメy, on 

 

annettava tyhjentava selitys siita, miten LOEC-pitoisuus (ja mys NOEC-pitoisuus) on 

 

valittu. Tasta on ohjeita lisayksessa 7. 

 

Mediaani tappava pitoisuus (LC50): Testikemikaalin pitoisuus, jonka arvioidaan 

 

aiheuttavan 50 prosentin kuolleisuuden altistuneissa testiorganismeissa testin aikana. 

 

NOEC (No Observed Effect Concentration): LOEC:ta pienempi testipitoisuus, jolla ei ole 

 

kontrolliin verrattuna tietylla altistusajanjaksolla tilastollisesti merkitsevaa vaikutusta (p < 

 

0,05). 

 

S 11LES: SM ILES-rjestelma (simplified Molecular Input Line Entry specification). 

 

Testikemikaali: Tata testimenetelmaa kayttaen testattu aine tai seos. 
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UVCB: Koostumukseltaan tuntematon tai vaihteleva aine, kompleksi reaktiotuote tai 

 

biologinen materiaali. 

 

VTG: Vitellogeniini on fosfolipoglykoproteiini, munankeltuaisproteiinin esiaste, jota 

 

tavataan yleensa kaikilla munimalla lisaantyvien lajien sukukypsilla naarailla. 
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JOITAKIN 11VAKSYTTAVAN LAIMIi】NUS VEDEN KEM IALLISIA OM INISUUKSIA 

 

Rai apitoisuus 

 

5 mg/I 

 

2 mg/i 

 

i Ig/i 

 

10 ig/1 

 

5ong!1 

 

5ong!1 

 

25 n飢 

 

i fig/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i gig/i 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

i ig/i 

 

ilOn飢 

 

100 fg/i 

 

100 na/i 

 

Aine 

 

Hiukkaset 

 

Orgaanisen huilen kokonaismaara 

 

ionisoitumaton ammoniakki 

 

血ann6skloori 

 

Orgaanista fosfinla sisaltavien torjunta-aineiden 

 

kokonaismaara 

 

Orgaanista klooria sisaltavien torjunta-aineiden ja 

 

polykloorattuj en bifenyylien kokonaismaara 

 

Orgaanisen kloonin kokonaismaara 

 

Alumiini 

 

Arseeni 

 

Krimi 

 

Koboitti 

 

Kupani 

 

Rauta 

 

Lyijy 

 

Nikkeli 

 

Sirikk 

 

Kadmium 

 

Elohopea 

 

Hopea 
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LAGDA-TESTIN TESTA USOLOSUHTEET 

 

xenps laevis 

 

Jatkuva lapivirtaus 

 

Nmelllsliimp6tlla on 21。C .K eskimi1triilnen lamp6tlla testin keston 

 

ajan on 21 + 1 0c (rilmakkisnaytteiden ja kasittelyj en valinen ero saa 

 

olla enintiiiin 1,0 oc) 

 

Loisteputket (laajakirjoiset) 600-2 000 luksia (luumeni/rn2) veden 

 

pimassa 

 

12 h valoisaa: 12 h pimeiiii 

 

4-10 1 (vedensyvyys viihintiiiin 10-15 cm) 

 

Lasinen tai ruostumattomasta teraksesta valmistettu siili6 

 

Jatkuva, otettava huomioon seks biologisten olosuhteiden ylliipito etta 

 

kemikaalille altistus (esim. 5 vaihtoa paivassa) 

 

Nieuwkoorin ja Faberin (NF) vaihe 8-10 

 

1. Testilajit 

 

2. Testityyppi 

 

3. Veden lamp6tlla 

 

4. Valaistus 

 

5. Valojaksot 

 

6. Testiliuoksen miliiril ja 

 

testiastia (s血l6) 

 

7. Testiliuosten vaihtuvuus 

 

8. Testiorganismien ika testin 

 

alkaessa 

 

9. Organismien lukumaara 20 elainta (alkiota) I s組1i6 (rmnakkisnayte) altistuksen alkaessa ja 10 

 

kussakin rimakkisnaytteessa eliiintii (juveniilia) I s組i6 (rmnakkisnayte) NF-vaiheen 66 jalkeen 

 

altistuksen lopettamiseen asti 

 

Vahintaan 4 testikemikaalikiisittelya + tarvittava(t) kontrolli(t) 

 

4 rmlakkisnaytettii testikemikaalikasittelyii kohti ja 8 

 

rmakkisnaytettii kontrollia (kontrolleja) kohti 

 

Vahintaan 80 elainta testikemikaalikiisittelyii kohti ja viihintaan 160 

 

rmakkaisnaytettii kontrollia (kontrolleja) kohti 

 

Mika tahansa vesi, jossa X laevis voi kasvaa ja kehittya normaalisti 

 

(esim. lahdevesi tai aktiivibiilisuodatettu hanavesi) 

 

Ei tarvita, mutta sii1it voidaan joutua ilmastamaan, jos liuermeen 

 

hapen pitoisuus pienenee suositellun rajan alle ja suurenee, kun 

 

testiliuoksen virtaus iiksimoidaan. 

 

Liuennut happi:と 40 % ilman kyllastysarvosta taiと 3,5 mg/i 
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10. Kasittelyjen lukumaara 

 

11. R nakkaisnaytteiden 

 

lukiimira kussakin 

 

Msittelyssa 

 

12. Organismien lukumiiiirii 

 

testipitoisuutta kohti 

 

13. Laimermusvesi 

 

14. Hmastus 

 

15. Liueimeen hapen pitoisuus 

 

testiliuoksessa: 
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6,5-8,5 (rmakklsnayttelden ] a kasittelyjen valinen ero saa olla 

 

enintaan 0,5) 

 

10-250 mg C aCO3!! 

 

(Ks. lisilys 4) 

 

NF-vaiheesta 8-10 siihen asti, kuiles on kulunut 10 viikkoa NF-
vaiheen 62 saavuttamisen mediaaniaj asta vesi- ja/tai 

 

liuotinkontrolliryhmassa (enintaan 17 viikkoa) 

 

16. Testiliuoksen pl-arvo 

 

17. Testiliuoksen kovuus ja 

 

emaksisyys 

 

18. Ruokinta 

 

19. Altistusaika 

 

20. Biologiset pぬtetapahtumat kuolleisuus (ja havaitut poikkeavuudet), NF-vaiheen 62 saavuttamiseen 

 

kulunut aika (toukkanaytteista), kilpirauhasen histologisen tutkimuksen 

 

tiedot (toukkanilytteista), kasvu (paino ja pituus), maksan somaattinen 

 

indeksi (juveniilinilytteista), geneettiserfenotyyppisen sukupuolen 

 

suhde (uvennlinaytteit), sukurauhasten, sukujohtimien, munuaisten ja 

 

maksan histopatologia (juveniilinaytteista) ja plasman 

 

vitellogeniinipitoisuus (juveniilinilytteista, valirmainen) 

 

Liuelmeen hapen pitoisuuden on oltava >40 % ilman kyllastysarvosta; 

 

veden lamp6tilan on oltava 21 + 1 oc, ja rinakkaisnaytteiden j a 

 

kasittelyjen valinen ero saa olla< 1,0。 c; testiliuoksen pI-arvon on 

 

oltava 6,5-8,5; kontrolleissa kuolleisuuden on oltava S 20 % kussakin 

 

rmnakkisnaytteessa, ja kontrolleissa NF-vaiheen 62 saavuttamiseen 

 

kuluneen ajan on oltava keskimirin S 45 pivi; testiorganismien 

 

ke skimiariisen painon NF-vaiheessa 62 tulee olla kontrolleissa ja 

 

liuotirikontrolleissa (jos kiyt6ss) 1,0 + 0,2 gja testin 

 

lopettamisvaiheessa 11,5 + 3 g; saatavilla on oltava tietoja, jotka 

 

osoittavat, etta testikemikaalin pitoisuudet liuoksessa ovat olleet + 20 

 

prosenttia keskimliarilisistli mitatuista arvoista. 
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RUOKINTA 

 

Vaikka suositellaan tallaista ruokintaa, myis muut vaihtoehdot ovat hyvaksyttavia, kunhan 

 

testiorganismit kasvavat ja kehittyvat asiamnukaisesti. 

 

Toukkien ruokinta 

 

Tbukkien ra vimm vairおtus 

 

A. 1:1 (v/v) lohien kasvatusravintoa: levti!TetraFin⑧ (tai vastaava tuote); 

 

1. lohien kasvatusravinto: 50 granmiaa lohien kasvatusravintoa @ienia rakeita tai jauhetta) ja 

 

300 ml sopivaa suodatettua vetta sekoitetaan teho sekoittimen nopealla toimilmol1a 20 

 

sekunnin ajan 

 

2. Leva/TetraFin⑧ (tai vastaava tuote) -sekoitus: 12 g spirulina-levatabletteja j a 500 ml 

 

suodatettua vetta sekoitetaan tehosekoittimen nopealla toimiiinolla 40 sekunnin ajan; 12 g 

 

Tetrafinia⑧ (tai vastaavaa tuotetta) ja 500 ml suodatettua vetta sekoitetaan, ja fara 

 

sekoitukset yhdistetaan, jolloin saadaan i litra sekoitusta, joka sisaltaa 12 g spirulina-levaa ja 

 

12 g Te trafinia⑧ (tai vastaavaa tuotetta) litrassa. 

 

3. Yhdista yhta suuret maarat sekoitettua lohien kasvatusravintoa ja leva-/T etraFin⑧ (tai 

 

vastaava tuote) -sekoitusta. 

 

B. S uo1a1ehtiia1kaiset: 

 

15 ml suilalehtijalkaisten munia annetaan kuoriutua i litraan suolavetta (joka valmistetaan 

 

lisaamalla 20 ml NaCl:aa yhteen litraan deionisoitua vetta). Kun liuosta on ilmastettu 24 

 

tuntia huoneenlamm6ssa jatkuvassa valossa, suolalehtij alkaiset kerataan. Niiden annetaan 

 

asettua 30 minuutin ajan lopettamalla ilmastus.S ai1i0n pinnalla kelluvat rakkulat kerataan 

 

pois ja havitetaan.S uolalehtijalkalset kaadetaan asianmukaisten suodattimien lapi ja lisataan 

 

30 ml:aan suodatettua vetta. 

 

Ruiんntsmmitla 

 

Taulukossa i esitetaan, mnka tyyppista ja mika maara ravintoa annetaan altistuksen aikana 

 

toukkavaiheissa. Elaimia on ruokittava kolmesti paivassa maanantaista perjantaihin ja 

 

kerran paivassa viikonloppuisin. 
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Taulukko 1: X laevis -toukkien r iokintal plVlrtau s olo suht 

 

Lohien kasvatusravinto: leva/TetraFin⑧ ー 

 

Aユ“士 ノ . , さ uoIaIent amaISet 

 

一I~l tai vastaava tuotの 

 

(hedelm 

itt

misja

lkeen
)

en 

Arkip

aiva 

 

(3 kertaa p註iv註ss註) (kerran p註iv註ss証) (kahdesti p註iv註ss註) (kerran piiv註ss) 

 

Paivat 4-14 

 

_ううIlll LLm1 

 

Wukorna 0-1) ゆaivaI b-i)j ゆaivaI b-i)j 

 

1ml 1ml 

 

Viikko 2 0,67 ml 2,4 ml (paivasta 16 alkaen) (paivasta 16 alkaen) 

 

Viikko 3 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml 

 

Viikko 4 1,5 ml 4,0 ml i ml 1 ml 

 

Viikko 5 1,6 ml 4,4 ml i ml 1 ml 

 

Viikko 6 1,6 ml 4,6 ml i ml 1 ml 

 

Viikko 7 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml 

 

Viikot 8-10 1,7 ml 4,6ml 1 ml 1 ml 

 

* Paiva O on se paiva, jona hCG-injektio a iletaan. 

 

Ruokavalio sii rrtt航ess読 toukkavaiheesta juveniilivaiheeseen 

 

Kun toukkien muodonvaihdos on valmis, niille aletaan antaa jaijempana kuvattua 

 

juveniilien ravintoa. Tassa siirtymavaiheessa toukkien ravintoa on vahennettava, koska 

 

juveniilien ravintomaara lisaantyy. Tara voidaan tehda vahentamalla toukkien ravintoa ja 

 

lisぬmalla juveniilien ravintoa suhteessa sen mukaan, miten kukin viiden 

 

sammakonpoikasen ryhma ohittaa NF-vaiheen 62 ja miten niiden muodonvaihdos tulee 

 

valmiiksi NF-vaiheessa 66. 

 

Juveniilien ruokinta 

 

Jveniilien ravinto 

 

Kun muodonvaihdos on valmis (vaihe 66), ravinnoksi vaihdetaan pelkastaan 3/32 tuuman 

 

laadukas uppoava sammakoiiruoka (Xenopus E xpressm, FL, Yhdysvallat) tai vastaava 

 

mote. 

 

Murs kattuien Pellttien valmistaminen 切ukkaールjveniiliviheidn stirりノmdkhdssα 

 

Uppoavat sa nmakonrokapelletit laitetaan hetkeksi kahvimyllyyn, tehosekoittimeen tai 

 

huhmareeseen, jotta niiden kokoa saadaan pienennettya noin kolmanneksen. Pelletteja ei 

 

tule kuitenkaan kasitella niin kauan, etta fuista tulee jauhetta. 

 

Ruoんntasuunnitelma 
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Taulukossa 2 esitetaan, minka tyyppista ja mika maara ravintoa anne taa elinkaaren 

 

juveniili- ja aikuisvaiheissa. Elaimia tulee r iokkia kerran paivassa. On kuitenkin 

 

muistettava, etta kun elaimet tekevat muodonvaihdosta, suilalehtijaLkaisten antamista 

 

jatketaan siihen asti, kunnes muodonvaihdos on valmis > 95 prosentilla elaimista. 

 

Elaimia ei ruokita testin paattymispaivana, jotta ravinto ei vaikuta painon pumlitsemiseen. 

 

Taulukko 2: X laevis -juveniilien ruokinta lapivirtausolosuhteissa. Huir. Nc ekiimet, joiden 

 

muodonvaihdos ei ole tapahtunut tai joilla se on viivastynyt kemikaalikasittelyn takia, eivat voi sy6di 

 

kokonaisia pelletteja. 

 

Aika Murskattujen pellettien maara Kokonaisten pellettien n1aaia 

 

(Viikkoa muodonvaihdoksen mediaanin paivan (mg/sammakko) (mg/sammakko) 

 

jalkeen) 

 

Kun elainten muodonvaihdos on valmis 25 0 

 

Viikotl-1 25 28 

 

Viikot 2-3 0 110 

 

Vi ikt4-5 0 165 

 

Viikot 6 -9 0 220 

 

* Viikon O e nsimmaien paiva on kontrollielainten muodonvaihdoksen mediaani paiva. 
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Lis議vs 5 

 

GNEETTISEN S UKUPUOLEN 1A0TYS 

 

Xenopus laeviksen geneettisen sukupuolen maarittamisen menetelma perustuu julkaisuun 

 

Yoshimoto ja muut., 2008. Yksityiskohtaiset genotyypitysmenettel舛 voi katsoa tasta 

 

julkaisusta tarvittaessa. Vaihtoehtoisia menetelmia (esim. suuren kapasiteetin qPCR) 

 

voidaan kayttaa, jos ne katsotaan sopiviksi. 

 

X. laeviksen alukkeet 

 

DM~I予勺71arkke ri 

 

Forward-aluke: 5'-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3' 

 

Reverse-aluke: 5 '-GGGCAGAGTCACATATACTG-3' 

 

Positiivinen kontrolli 

 

Forward-aluke: 5 '-AACAGGAGCCCAATTCTG G-3' 

 

Reverse-aluke: 5 '-AACTGCTTG CCTCTAATGC-' 

 

DNA:n puhdistaminen 

 

Puhdista DNA lihas- tai ihokudoksesta kayttamalla esimerkiksi Qiagen DNeasy Blood and 

 

Tissue Kit (luettelonro 69506) -tarvikepakettia tai vastaavaa tuotetta paketin ohjeiden 

 

mukaisesti. DNA voidaan uuttaa spin-kolonneista kayttamalla vahemman puskuria, jolloin 

 

saadaan konsentroituneempia naメteita, jos se on tarpeen PCR:n osalta. DNA on melko 

 

vakaata, joten on toimittava varovasti, jotta valtetaan ristikontaminaatio, joka voi johtaa 

 

siihen, etta koiraat mぬritetaan virheellisesti naaraiksi tai painvastoin. 

 

PCR 

 

Taulukossa i kuvataan naメeprotokolla, jossa kuytetaan s igman J umpstartT1 Taq - 

 

polymeraasia 

 

Taulukko 1: Nayteprotokolla, jossa kytctぬn Si gmn JumpS tartTM Taq -polymeraasia 

 

Master mix -reaktioseokset lx (t1) tLopullinenl 

 

NFW 11 

 

10X-puskuri 2() 
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M gCl2(25m1) 2,0 2,5rriI1 

 

dNTP:t (10 niI1 kutakin) 0,4 200 .t 

 

Alukkeen merkkiaine (8 .tM) 0,8 0,3 .t 

 

Rev-alukkeen merkkiaine (8 .tM) 0,8 0,3 .t 

 

Alukkeen kontrolli (8 .tM) 0,8 0,3 iM 

 

Rev-alukkeen kontrolli (8 .tM) 0,8 0,3 iM 

 

J ump Start]M Taq 0,4 0,05 

 

ksikk/川 

 

DNA-templaatti 1,0 ~ 200 pgItl 

 

Huir. Kun teet master mix -seoksia, tee aina hieman ylimaaraista, koska pipetoinnin aikana 

 

maarasta voi havita osa (esimerkki: 25x tulee kayttaa vain 24 reaktioon). 

 

Reaktio: 

 

Master mix 19,0"1 

 

Templaatti 1,0 d 

 

Yhteensa 20,0 i1 

 

er'zos〕’klerin prβili: 

 

Vaihe 1. 94 oc i min 

 

Vaihe 2. 94oc 30S 

 

Vaihe 3. 6oo c 30s 

 

Vaihe 4. 72o c i min 

 

Vaihe 5. Sn rry vaiheeseen 2. 35 syklia 

 

Vaihe 6. 72 oc i min 

 

Vaihe 7. 4。 c pito 

 

PCR-tuotteet voidaan ajaa heti geeiissa tai sailyttaa 4。C :ssa. 

 

Agaroosigeelielektroforeesi (3 %) (n議yteprotokoIIa) 

 

50XTAE 

 

Tris 24.2 a 
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Jaaetikka 5,71 ml 

 

Na2 (EDTA)・2H20 3,72 g 

 

Lisaa vetta 100 mi:aan asti 

 

1xTAE 

 

120 

 

SIX TAE 

 

3ゾーagaroosi 

 

392 ml 

 

8 ml 

 

3 osaa NusieveTM GTGTM -agaroosia 

 

1 osa Fisherin agaroosia, matala elektroendosmoosi (EEl) 

 

Meneteirnd 

 

1. Valmista 3-prosenttinen geeli lisaamalla 1,2 g agaroosisekoitusta 43 ml:aan iX TAE:ta. 

 

S ekolta hyvin, jotta suuret kokkareet hajoavat. 

 

2. Kuumenna agaroosiseosta mikroaaltouunissa, kunnes se on liuennut kokonaan (mutta aia 

 

ylikuumenna sita). Anna seoksen jaahtya hetki. 

 

3. Lisaa siihen 1,0 iL etidiumbromidia (10 mg/mi). Ravista pulloa. Huomaa, etta 

 

etidiumbromidi on mutageenista.S iksi tassa vaiheessa tulee kayttaa vaihtoehtoisia 

 

kemikaaleja, mikali se on teknisesti suinkin mahdollista, jotta t6ntekij6ihin kohdistuvat 

 

terveysriskit olisivat mahdollisimman pienetl . 

 

4. Kaada geeli muottiin sopivan t6klun avulla. Anna geelinjaahtya kunnolla. 

 

5. Lisaa geeli laitteeseen. Peita geeli iX TAE:lla. 

 

6. Lisaa 1 I1 6 x naメepuskuria aina 10 iii:aan PCR-tuotetta. 

 

7. Pipetoi naytteet kuoppiin. 

 

8. Kaメa laitetta 160 V:n vakiojannitteella noin 20 minuutin ajan. 

 

Kuvassa i on agaroosigeelikuva, jossa nakyy koiras- ja naarasyksik%ita tarkoittavat juosteet. 

 

Euroopan parlamentin ja neuvoston direktiivi 2004/37/EY, annettu 29 paiviinli huhtikuuta 2004 

 

t6nteldj6iden suojelemisesta s殖pasairauden 

 

aiheuttaville tekij6ille 

 

aiheuttaville aineille altistumiseen t6ssa liittyvilta vaaroilta (kuudes neuvoston 

 

tai 

 

direkti 

 

perimlin muutoksia 

 

artiklan 1 kohdassa tarkoitettu erityisdirektiivi) (EUVL L 158, 30.4.2004, s. 50), 4 artiklan 
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Kuva 1: Agaroosigeelikuva, jossa nakyy kirasksil6a (d') tarkoittava juiste (yksi juiste~ 203 bp: 

 

DIR 1) ja naarasyksi16i (早) tarkoittava juiste (kaksi juistetta~ 259 bp: Dl-W ja 203 p:DMR 1). 

 

P ' 

 

Dl-W 

 

DIRTi 

 

/

\ 

 

「 

 

【 
早 

 

仇O 

 

LAHDEKIRI LLISUUS 

 

Yoshimoto s, Okada E, Umemoto H, Tamura K, Uno Y, Nishida-Umehara C, Matsuda Y, 

 

Takamatsu N,S hiba T, Ito M. 2008. A W-hnked DI-domain gene, DM-W, participates in 

 

primary ovary development in Xmps laevis. Proceedings of the National Academy of 

 

Sciences of the United S ttes of America 105: 2469-2474. 
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Lisav§血 

 

VITELLOGENIININ MITTAUS 

 

Vitellogeniinin (VTG) mittaus tehdaan entsyymivalitteisella immunosorbenttimaaritys 

 

(ELISA) -menetelmalla, joka kehitettiin alun perin rasvapaamutun VTG:n mittaamiseen 

 

(Parks ja muut, 1999). Talla hetkela X laevikselle ei ole kaupalisesti saatavia vasta-aineita. 

 

Koska tasta proteiinista on kuitenkin runsaasti tietoa ja koska kustannustehokkaita 

 

kaupallisia vasta-aineiden tuitantopalveluj a on hyvin saatavilla, laboratoriot voivat 

 

kohtuullisen helposti kehittaaE LISA-11laritksen taran mittauksen tekemista varten 

 

(limstead ja muut, 2009). Julkaisussa limstead ja muut (2009) kuvataan my6s testi, joka 

 

on muokattu X tropicali厨en VTG-mittausta varten (ks. jaijempana). Menetelmassa 

 

kaytetaan X tropicaliksen VTG:ie valmistettua vasta-ainetta, mutta sen tiedetaan toimivan 

 

myos X laeviksen VTG:lle. lyis ei-kilpailevia ELISA-maarityksia voidaan kayttaa; niissa 

 

voi kuitenkin olla pienenmt havaintorajat kuin jaljempana selostetussa menetelmassa. 

 

Materiaalit ja reagenssit 

 

Preadsorboitu 1. vasta-aineseerumi 

 

Se kolta 1 osa anti-X tropicalis VTG 1. vasta-aineseemmia ja 2 osaa kontrollikoiraan 

 

plasmaa. Amia seoksen olla huoneenlamm6ssa~ 75 minuuttia, laita se jaahauteeseen 30 

 

minuutiksi ja sentrifugoi (>20K x G) 1 tunti 4。 C:ssa. Poista supernatantti, tee alikvootit ja 

 

sail6 -20 o C:seen. 

 

2. vasta-aine 

 

Goat Anti-Rabbit IgG-IRP -konjugaatti (esim. Bio-Rad 172-1019) 

 

VTG-standardi 

 

Puhdistettu X leviken VTG, pitoisuus 3,3 mg/ml. 

 

TMB (3,3',5,5'-tetrametyhbentsidiini) (esim. KPL 50-76-00 tai S igma T 0440) 

 

Vuohen normaaliseerumi (NGS) (esim. Chemicon⑧ S 26- 100 ml) 

 

96-kuoppaisia EIA-polystyreenimikrotiitterilevyja (esim. 'CN: 76-381-04, Costar: 53590, 

 

Fisher: 07-200-35) 

 

37。 C:n hybridisaatiouuni (tai nopeasti tasapainottuva elatuskaappi) levyille, vesihaude 

 

putkille 

 

Muut tavalliset laboratoriolaitteet, kemikaalit ja tarvikkeet. 

 

Valmistusohj eet 

 

Pinnoitpsklri (50 mIka功onaatt如lskuria, pH9分 

 

Na C03 1,26 g 
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a68 g 

 

428 ml 

 

Na2CO3 

 

Vesi 

 

1 IX PS但1』刀bfmttia, 1,5 MNaCl.'d妙 

 

NaH2P04一120 0,83 g 

 

Na2HP04・7 120 20,1 g 

 

71 g 

 

810 ml 

 

NaCl 

 

Vesi 

 

Pesupuskuri (PBST). 

 

lOX PBS 100ml 

 

900 ml 

 

Vesi 

 

saada pI-arvoksi 7,3 1M :la HC 1: ja lisaa sen jalkeen 0,5 ml T ween-20:ta 

 

Tes如uskuri. 

 

Vuohen normaaliseerumi (NGS) 3,75 ml 

 

Pesupuskuri: 146,25 ml 

 

N註ytteiden keraaminen 

 

Verinaytteet kerataan heparinisoituun mikrohematokriittiputkeen ja asetetaan jaahauteeseen. 

 

Putkia sentrifugoidaan 3 minuuttia, jonka jalkeen ne pisteメetaan ja avataan, ja plasma 

 

siirretaan 0,6 ml:n mikrosentrifugiputkiin, jotka sisaltavat 0,13 ksikk6a kylmakuivattua 

 

aprotiniinia. (Nama putket valmistellaan etukateen laittamalla niihin tarvittava maara 

 

aprotiniinia. Se n jalkeen ne jaad界etaan ja kylmakuivataan pikavakuumikylmakuivaajassa 

 

matalalla ianm6il, kunnes ne ovat kuivat.)S ai1メa plasma -80。 C:ssa analysointiin saakka. 

 

Menettely yhdelle ievylle 

 

Lerツn Pinnoittn men 

 

Sekoita 20 F l puhdistettua VTG:tii ja 22 ml karbonaattipuskuria (lopullinen 3 gg/ml). Lis航 

 

200 tl jokaiseen 96-kuoppaisen levyn kuoppaan. Peita levy tarttuvalla kalvolla ja amia sen 

 

iiikuboitua y6n yli 37。 C:ssa 2 tunnin ajan (tai 4。C :ssa yn yli). 

 

Letツnestd,l inen 
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Estoliuos valmistetaan lisaamalla 2 ml vuohen normaaliseerumia (NGS :) 38 ml:aan 

 

karbonaattipuskuria. Poista pinnoitusliuos ja kuivaa ravistamalla. Lisaa jokaiseen kuoppaan 

 

350 .ti estoliuosta. Peitti levy tarttuvalla kalvolla ja anna sen inkuboitua y6n yli 37。C :ssa 2 

 

tunnin ajan (tai 4。 C:ssa ydn yli). 

 

rertailustandardien vairおtam mnen 

 

5,8 d puhdistettua VTG-standardia sekoitetaan 1,5 ml:aan testipuskuria boorilasista 

 

valmistetussa kertakayttlisessa testiputkessa (12 x 75 mm). Nain saatava pitoisuus on 12 

 

760 ng/ml.S en j ilkeen tehdin sarjalaimermus, jossa 750 tl edellisesti laimennoksesta 

 

lisLitLiLin 750 il:aan testipuskuria, jolloin saadaan nimi loppupitoisuudet: 12 760, 6 380, 3 

 

190,1595,798,399,199,100 jaSO ng/ml. 

 

Ndytteiden valmisteん 

 

Aboita laimentamalla plasma testipuskuriin suhteessa 1:300 (yhdista esimerkiksi i tl 

 

piasmaa ja 299 tl testipuskuria) tai 1:30. Jos odotetaan suurta VTG-pitoisuutta, 

 

lisalaimennokset tai suuremmat laimennokset voivat olla tarpeen. Yrita pitaa B/B0 

 

vertailustandardien mukaisina. Kayta laimennussuhdetta 1:30 niissa naytteissa, joissa VTG-

pitoisuus on vahainen, kuten kontrollikoiraibba ja -naarailla (naaraista kaikki ovat 

 

epakypsia). Tata vahemman laimennetuissa naytteissa voi nakya ei-toivottuja 

 

matriisivaikutuksia. 

 

Lisaksi on suositeltavaa ajaa positiivinen kontrollinayte jokaiselle levylle.S e tehdaan 

 

plasmavarannosta, jonka VTG-pitoisuus on suuri. Varanto laimennetaan ensin NGS:lla, 

 

jaetaan alikvootteihin ja sailitaan -80。 C:ssa. Jokaisen levyn osalta sulatetaan yksi 

 

alikvootti, joka laimennetaan testipuskurilla ja kasitellaan testinaytteen tavoin. 

 

In ku bomnが 1. vastaーaineell 

 

1. vasta-aine valmistaan tekemalla preadsorboidusta 1. vasta-aineseerumista laimennos 

 

testipuskurissa suhteessa 1:2 000 (ts. 8 .tl 16 ml:aan testipuskuria). Yhdista sen j ilkeen 300 

 

il 1. vasta-ainetta s isiltavLiLi liuosta 300 P 1:aan niytetta/ertailustandardia lasiputkessa. Tee 

 

B0-putki samalla tavalla 300 I1l:sta testipuskuria ja 300 i1:sta vasta-ainetta.M ys NSB-putki 

 

on valmistettava samalla tavalla kay ttamLillLi vain 600 I1 testipuskuria (eli ei siis vasta-

ainetta). Peita putket Para丘lmilla ja sekoita ne varovasti kaantelemalla. Inkuboi putkia 

 

37o C-asteisessa vesihauteessa noin tunti. 

 

lelり' Peseminen 

 

Pese levy hieman ennen kuin 1. vasta-aineen inkubointi tulee valmiiksi. Tyhjenna levy ja 

 

taputtele se kuivaksi imupaperilla.T iti kuopat 350 .rl:11a pesuliuosta, tyhjenlli ne ja 

 

taputtele levy kuivaksi. Tassa monikanavainen toistopipetti tai levynpesuri on hydyllinen. 

 

Pesuvaihe toistetaan vietti kaksi kertaa (pesuja tehdaan siis yhteensa kolme). 

 

Levvn tdvttdrinen 

 

626 

 



D060575102 

 

Kun levy on pesty, ota putket pois vesihauteesta ja 

 

jokaisesta naytteesta, vertailustandardista, B 0- ja 

 

rinnakkaisna界etta). Peita levy tarttuvalla kalvolla ja 

 

司an. 

 

Inkuboin万 2. vastaーaineell 

 

Edellisen vaiheen inkuboinnin paatyttya levy on taas pestava kolme kertaa samalla tavalla 

 

kuin edellisella kerralla. Laimemiettu 2. vasta-aine valmistetaan sekoittamala 2,5 tl 2. 

 

vasta-ainetta ja 50 ml testipuskuria. Lis猟 200 ii laimennettua 2. vasta-ainetta jokaiseen 

 

kuippaan, peita levy kuten edella ja inkuboi sita i tunti 37。C :ssa. 

 

SUbtraatin lisddminen 

 

Kun 2. vasta-aineella iiikubointi on paattynyt, pese levy taas kolme kertaa edella kuvatun 

 

mukaisesti. LisLiLi sen jilkeen jokaiseen kuoppaan 100 il TMB-substraattia. Anna reaktion 

 

kehittya 10 minuutin ajan mieluiten kirkkaalta valolta suojattuna. Lopeta reaktio lisaamalla 

 

100 i1 fosforihappoa (1 M). TLimLi muuttaa vLirin sinisestLi voimakkaan keltaiseksi. Mittaa 

 

absorbanssi 450 nm:n alueella levylukijalla. 

 

aB0-arvOn laskeminen 

 

Vahenna keskimaarainen NSB-aro kaikista mittausarvoista. Jokaisen na舛teen ja standardin 

 

/B~-arvo lasketaan jakamalla absorbanssiarvo (B) B ~-naytteen keskimaaraisella 

 

absorbans silla. 

 

Stadardk〕dn luominenja tuntemattomien mddrien mddrittdminen 

 

Luo standardikayra jollakin graikkaohjelmalla (esim. s ldewrite]M tai s igma Piot⑧), jolla 

 

voidaan ekstrapoloida maara naytteen B /B~-arvosta standardien B /B~-arvon perusteella. 

 

Yleensa maara piirretaan logaritmisella asteikolla, ja kayra on S -kirjaimen muotoinen.Se 

 

voi kuitenkin nayttaa lineaariselta, kun kaytetaan standardeja, joiden vaihteluvali on pieni. 

 

Asiamnukainen niyte vastaa laimennuskerrointa ja ilmoitetaan muodossa "milligrammaa 

 

vitellogeniinia millilitrassa piasmaa". 

 

Minimihavaintoraj可en m&&rittdminen 

 

Usein on epaselvaa, miten pieniin arvoihin perustuvat tulokset ilmoitetaan, varsinkin 

 

normaalien koiraiden osalta. Naissa tapauksissa on kaytettava 95 prosentin luottamusvaleja 

 

sen mirittmiseksi, tuleeko arvo ilmoittaa nollana vai jonakin toisena lukuna. Jos naytteen 

 

tulos on nollastandardin (B~) luottamusvalin sisalla, tulos on ilmoitettava fulana. 

 

Minimihavaintoraja on pienin vertailustandardi, joka on jatkuvasti eri kuin nollastandardi; 

 

fara kaksi luottamusvalia eivat siis mene paallekkain.S e11aisesta naytetuloksesta, joka on 

 

minimihavaintorajan luottamusvalin sisalla tai sita suurempi, ilmoitetaan laskettu arvo. Jos 

 

naytteen tulos on nollastandardin ja minimihavaintorajan valissa, kyseisen naytteen arvoksi 

 

on ilmoitettava puolet minimihavaintorai asta. 
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TILASTOANALYYSI 

 

LAGDA-testista saadaan kolmenlaisia tietoja, jotka voidaan analysoida tilastollisesti: 1) 

 

kvantitatiiviset jatkuvat tiedot 2) tiettyyn tapahtumaan kulunut aika (esim. aika NF-vaiheen 

 

62 saavuttamiseen) kehitysnopeuden arviointia varten ja 3) histopatologisiin tutkimuksiin 

 

perustuvia numerotietoja poikkeavuuksien vaikeusasteista tai kehitysvaiheista. LADGA-
testia varten suositeltu tilastollisen analyysin pat6ksentekokaavio on kuvassa 1. Jaljempana 

 

esitetaan myds muutamia huomautuksia, jotka voivat olla tarpeen, kun tehdaan tilastollista 

 

analyysia LAGDA-testin mittauksista. Analyysin pat6ksetekokaaviossa tulokset 

 

kuolleisuuden, kasvun (paino ja pituus) ja maksan somaattisen indeksin mittauksista tulee 

 

analysoida "Muut patetapahtumt" -kohdan mukaan. 

 

Jatkuvat tiedot 

 

Jatkuvia paatetapahtumia koskevista tiedoista on ensmunaiseksi tarkistettava monotomsuus 

 

tekemalla tietojen a rojrjestysmuuros, sovittamala ne ANOVA-malliin ja vertailemalla 

 

lineaarisia ja kvadraattisia kontrasteja. Jos tiedot ovat monotonisia, on tehtava askeltava 

 

Jonckheere-Terpstran testi rinnakkaisnaytteiden mediaaneilla, eika muita analyyseja tule 

 

tehda. Vaihtoehtoinen testi tiedoille, jotka ovat normaalijakauman mukaisia ja joissa on 

 

homogeeninen varianssi, on askeltava Williamsin testi. Jos tiedot eivat ole monotonisia 

 

(kvadraattinen kontrasti on merkitseva mutta lineaarinen ei), tiedot on analysoitava 

 

sekoitettujen vaikutusten ANOVA-malila. S en jalkeen tiedoista on arvioitava normaalius 

 

(mieluiten S hapiro-Wilkin tai Anderson-Darlingin testilla) ja varianssin homogeenisuus 

 

(mieluiten Levenen testilla). Molemmat testit tehdaan sekoitettujen vaikutusten ANOVA-
mallin J狙 nn6ksill. Naiden virallisten normaaliutta ja varianssin homogeenisuutta 

 

koskevien testien sijasta voidaan kayttaa my6s asiantuntijan arvioita, joskin ensisijaisesti 

 

tulee kayttaa virallisia testeja. Jos tiedot jakautuvat normaalisti ja jos varianssi on 

 

homogeeninen, sekoitettujen vaikutusten ANO VA-malin oletukset toteutuvat ja merkitseva 

 

kasittelyvaikutus maaritetaan Dunnettin testilla. Jos taas tuloksena todetaan epanormaalius 

 

tai varianssin heterogeenisuus, Dumiettin testin oletuksia eivat toteudu ja on kaytettava 

 

normalisoivaa, varianssia stabiloivaa muunnosta. Jos tallaista muunnosta ei l6ydy, 

 

merkitseva kasittelyvaikutus maaritetaan Dumm testilla. Mikali mahdollista, on tehtava 

 

ensisijaisesti yksisuuntainen testi kaksisuuntaisen testin sijasta, joskin sen maarittaminen, 

 

kumpi on tarkoituksenmukaisempi tietyn paatetapahtuman osalta, edellyttaa asiantuntijan 

 

arviota. 

 

KUI刀eおuus 

 

Kuolleisuustiedot on analysoitava koko testin kasittavalta aikajaksolta, ja ne on ilmoitettava 

 

tietyssa sailidssa kuolleiden elainten osuutena.S am m akonp oika s ia, joiden muodonvaihdos 

 

ei tapahdu tietyn ajan kuluessa, niita samniakonpoikasia, jotka ovat toukkien 

 

osaotoskohortissa, niita juveniileja, jotka karsitaan, ja kaikkia elaimia, jotka kuolevat 

 

tutkimuksen tekijan virheen vuoksi, on kasiteltava sensuroituina tietoina, eivatka ne sisally 
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tilastolisten analyysien tekemista 

 

muunnos. Vaihtoehtona on kayttaa 

 

)-Scottin mukautuksella ylidispersion 

 

nimittaj aan. Ennen 

 

aarkussini-nelidjuu 

 

prosenttiosuuksien laskennan 

 

kuilleisuusosuuksille on tehtav 

 

askeltavaa Cochran-Armitagen testia mahdollisesti 

 

yhteydessa. 

 

Pl切o ja pituus (kasvutiedoり 

 

Koiraat ja naaraat eivat ole sukupuolisesti dimor丘sia muodonvaihdoksen aikana, joten 

 

toukkaisaitoksen kasvutiedot on analysoitava sukupuolesta riippumatta. Juveniilien 

 

kasvutiedot on kuitenkin analysoitava erikseen geneettisen sukupuolen perusteella. Naiden 

 

paatetapahtumien osalta log-muumios voi olla tarpeen, koska kokotietojen log-normaalius ei 

 

ole epatavallista. 

 

皿1kan somaattinen inde厨i4') 

 

Maksan painot on normalisoitava osuudeksi ruumiin kokonaispainosta (ts. maksan 

 

somaattinen indeksi) ja analysoitava erikseen geneettisen sukupuolen perusteella. 

 

Aika NF-vaiheen 6 2 saavuttamiseen 

 

Muodonvaihdosvaiheen saavuttamiseen kulunutta aikaa koskevia tietoja on kasiteltava time 

 

to event -tietoina. Mahdollisia kuolleita elaimia tai ksikita, jotka eivat saavuttaneet 70 

 

paivan kuluessa NF-vaihetta 62, on kasiteltava oikealta sensuroituina tietoina (ts. todellinen 

 

arvo on suurempi kuin 70 paivaa, mutta tutkimus paattyy, ennen kuin elaimet olivat 

 

saavuttaneet 70 paivassa NF-vaiheen 62). Testin paattymispaiva on maaritettava sen 

 

mediaaniajan perusteella, jona NF-vaihe 62 paattyi laimennusvesikontrollin elainten osalta, 

 

kun muodonvaihdos tuli valmiiksi. Muodonvaihdoksen valmiiksi tulemisen mediaaniaika 

 

voidaan maarittaa Kaplan-Meierin rajatuliestimaateilla. Tara paatetapahtuma on 

 

analysoitava kayttamalla sekoitettujen vaikutusten Coxin suhteellisen vaaran mallia, jossa 

 

otetaan huomioon se. etta tutkimuksessa kavtettiin riimakkaisnavtteita. 

 

Histopatologiset tiedot (vaikeusasteet ja kehitysvaiheet) 

 

Histopatotogiset tiedot esitetaan vaikeusasteina tai kehitysvaiheina. 1'estissa rnmelta 

 

RS CAB S (Rao-Scott Cochran-Armitage by S lices) ka界etaan askeltavaa R o-Scottin 

 

mukauttamaa Cochran-Armitagen trenditestia jokaisella histopatologisen vasteen 

 

vaikeusastetasolla (Green ja muut, 2014). Rao-Scottin mukautuksella saadaan kokeen 

 

rinnakkaisniytteisiin perustuva rakenne mukaan testiin. "By S 1ices" -menettelyssa otetaan 

 

huomioon biologinen odotus, etta vaikutuksen vakavuus yleensa suurenee annosten tai 

 

pitoisuuksien kasvaessa, mutta samalla simna huomioidaan my6s yksittaista yksil6a koskevat 

 

pisteet ja naytetaan kaikkien havaittujen vaikutusten vakavuus.S en lisaksi, etta RSCABS-

menettelyssa maaritetaan, mitka kasittelメ eroavat kontrolleista tilastollisesti (ts. joissa 

 

patologiset vaikutukset ovat vakavampia kuin kontrolleissa), simna maaritetaan my6s, milla 

 

vaikeusasteella ero ilmenee. Nain tasta menettelysta saadaan analyysissa erittain tarpeellista 

 

kontekstitietoa. Kun arvioidaan sukurauhasten ja sukujohtimien kehitysvaihetta, tietoihin on 

 

sovellettava lisakasittelya, koska RSCABS-menetelllassa oletuksena on, etta vaikutuksen 
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vakavuus suurenee annoksen mukaan. Havaittu vaikutus voi olla kehityksen viivastyminen 

 

tai nopeutuminen. Kehitysvaiheen arviointia koskevia tietoja on siis analysoitava ilmoitetun 

 

mukaisesti, jotta havaitaan kehityksen nopeutuminen, ja sen jaLkeen ne on muumiettava 

 

manuaalisesti ennen toista analyysia, jotta havaitaan kehityksen viivastyminen. 

 

Kuva 1: LAGDA-testin tietojen tilastollisen analyysin pat6ksentekkaai 

 

Tietojen tyyppi 

 

4 

 

Histopatologia 

 

I 

 

l 

 

Aika NF-

vaiheeseen 

 

62 
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Muut paate-

tapahtumat 
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NAKOKOITIA SKO LIOOSIN HAVA ITSEMISEEN JA SE N ILMAANTUMISEN 

 

INIMOIMISEEN 

 

Idiopaattinen skolioosi, joka nakyy X. laeviksen poikasilla 1eensa "taipuneena pyrst6ni", 

 

voi vaikeuttaa testipopulaatioiden morfologian ja kayttaメymisen havainnointia.Si ksi on 

 

syyta pyrkia minimoimaan tai eliminoimaan skolioosin ilmaantuminen seka 

 

kantapopulaatiossa etta testiolosuhteissa. Lopullisessa testissa keskivaikean ja vaikean 

 

skolioo sin esiintyvyyden tulee olla vahemman kuin 10 prosenttia. Tara lisaa luottamusta 

 

siihen, etta testilla voidaan havaita kasittelyyn liittyvat vaikutukset, jotka kohdistuvat 

 

muuten terveiden sammakkoelainten toukkien kehitykseen. 

 

Lopullisen testin paivittaisen havainnoinnin aikana on kirjattava seka skolioosin 

 

ilmaantuvuus (yksiloiden maara) etta vaikeusaste, jos skolioosia havaitaan. Poikkeavuuden 

 

luonne on kuvattava kayryyden sijainnin (ts. peraaukon edessa vai takana) ja suunnan (ts. 

 

lateraalinen vai dorsaalisesta ventraalseen) osalta. Vaikeusaste voidaan arvioida 

 

seuraavasti: 

 

Merkityksetin: ei kayryytta 

 

1) Vahainen: lieva lateraalinen kayryys peraaukon takana; nakyvissa vain elaimen ollessa 

 

levossa 

 

2) Kohtalainen: lateraalinen kayryys peraaukon takana; nakyvissa aina, muttei esta 

 

elaimen liikkumista 

 

3) Vaikea: lateraalinen kayryys peraaukon edessa; TAI kayryys, joka estaa liikkumisen; 

 

TAI kayryys, jonka suunta on dorsaalisesta ventraaliseen 

 

Yhdysvaltojen y mparist6nsuoeluviraston (EPA) tieteellinen neuvoa-antava ryhma FIFRA 

 

(FIFRA S AP 2013) arvioi yhteenvetotiedot skolioosista viidessatoista sammakkoelainten 

 

muodonvaihdostestissa, joissa kaytettiin X laevista (NF-vaiheesta 51 vaiheeseen 60+) ja 

 

antoi yleisia suosituksia taran poikkeavuuden esiintyvyyden vahentamiseksi 

 

testipopulaatioissa. Nama suositukset ovat merkityksellisia mys LAGDA-testissa, vaikka 

 

tassa testissa tarkastellaankin pidempaa kehityksellista aikajanaa. 

 

Aikaisempi kutemiskyky 

 

Lisaantyvina pareina tulee yleensa kayttaa hyvakuntoisia ja terveita aikuisia sammakoita. 

 

Se11aisten panien eliminointi, jotka tuottavat jalkelaisia, joilla on skolioosi, voi minimoida 

 

sen ilmaantuvuuden ajan myta. Etenkin luonnosta pyydystettyjen panien kaメ6n 

 

minimoiminen voi olla tassa hydyllista. LAGDA-testissa altistusaika alkaa NF-vaiheessa 

 

8-10 olevilla alkioilla, eika testin alkaessa ole mahdollista maarittaa, kehittyyk6 tietyille 
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ksil6ille skohoosi.Se n lisaksi,e tta testissa kaytettavilta elaimilta seurataan skolioosin 

 

ilmaantumista, on dokumentoitava myds aikaisempi kyky tuottaa poikasia (my6s skolioosin 

 

esiintyminen kaikilla toukilla, joiden annettiin kehittya). Voi olla h殖dyllista jatkaa sellaisen 

 

poikueen osan tarkkailua, jota ei kaメeta tietyssa tutkimuksessa, ja raportoida fara 

 

havainnot (FIFRA SA P 2013). 

 

Vedenlaatu 

 

On tarkeaa varmistaa, etta veden laatu on riittava seka laboratoriokamiassa e tt testin 

 

aikana. Niiden veden laatua koskevien kriteerien lisaksi, jotka arvioidaan rutiininomaisesti 

 

Vesieli6iden toksisuustesteissa, voi olla hydyllista seurata mahdollisia ravintoainepuutoksia 

 

ja korjata ne tarvittaessa (esim. C-vitamiinin, kalsiumin ja fosforin puutos) tai liiallista 

 

seleeni- ja kuparipitoisuutta, silla niiden on ilmoitettu aiheuttavan eriasteista skolioosia 

 

laboratorioissa kasvatetuille Rana sp. - ja Xenopus sp. -lajeille (Marshall ja muut 1980; 

 

Leibovitz ja muut. 1992; Martinez ja muut. 1992; FIFRA SA P:n raportin 2013 mukaisesti). 

 

Asianmukaisen ruokavalion (ks. lisays 4) kaytti ja saannillinen sailion puhdistus yleensa 

 

narantavat vedenlaatua ja testivksiliiden tervevtta. 

 

Ruokavalio 

 

LAGDA-testissa suotuisaa ruokavaliota koskevat erityissuositukset ovat lisayksessa 4. 

 

Ravinnon lahteet on suositeltavaa tarkastaa sellaisten biologisten toksiinien, rikkakasvien 

 

torjunta-aineiden ja muiden kasvinsuojeluaineiden varalta, joiden tiedetaan aiheuttavan 

 

skolioosia X laevikselle tai muille vesielaimille (Schlenk ja Jenkins 2013). Esimerkiksi 

 

tietyille kolinesteraasin estajille altistuminen on liitetty skolioosin esiintymiseen kaloilla 

 

(Schultz ja muut 1985) ja sammakoilla (Bacchetta ja muut 2008). 
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