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Anness - Parti 2/2 

 

B.71 ASSA GGI IN VITRO DWAR IS-SENSITIZZAZZ10NI TAL-GILDA LI JINDIRIZZA 

 

L-AVVENIMENT EWLIENI FL-ATTIVAZLIONI TAC-CELLOLI DENDRITICI FUQ 

 

IL-PERKORS TAL-EZITU AVVE RS (AlP) GHAS-SENSITIZZAZLi0NI TAL-GILDA 

 

INTR0DUZLi0NI GENERALI 

 

Attivazzjoni tal-metodu ta' ttestjar ibba2at fuq 1-avveniment ewlieni tac-celloli dendritid 

 

1.Se tlzzatur tal-i1da jirreferi ghal sustanza li se twassal ghal rispons a l1ergiku wara kuntatt 

 

ma1-i1da kif definit mis-Sistema Globalment Armonizzata tal-Klassifikazzjoni u 1-

Ittikettar ta'S ustanzi Ki mi6i tan-Nazzjonijiet Uniti (G1S tan-NU) (1) u mir-Regolament 

 

tal-Unioni Ewropea (UE) 1272/2008 dwar il-Klassifikazzjoni, 1-Ittikkettar u l-Imal1a蛇 

 

tas-Sustanzi u t-Tahlitiet (CLP)1.He mm qbil ge nera1i dwar 1-avvenimenti bio1ogii 

 

ewlenin li jwasslu ghas-sensitizzazzjoni tal-lda. L-gharfien kurrenti dwar i l-mekkani2mi 

 

kimi亡i u bio1ogi亡i asso可 ti mas-sensitizzazzjoni ta1-ilda ngabar fil-qosor bhala Perkors 

 

tal-E2itu Avvers (AlP) skift 1-programm tal-OECD dwar 1-AlP (2), li jibda bl-

avveniment ta' tnedija molekulari permezz, 1-avvenimenti intermedji sal-effett avvers, 

 

j igifieri dermatite ta' kuntatt a 1lergiku. F 'dan il -ka2, 1-avveniment ta' tnedij a molekulari 

 

Uigi丘eri 1-ewwel avveniment ewlieni) hu 1-irbit kovalenti tas-sustanzi e 1ettro丘li亡i mad-

6en tri nukleofli亡i fil-proteini tal-i1da. lt-tieni avveniment ewlieni f'dan 1-AlP isehh fil-

keratino6iti u jinkludi risponsi infjammatorji kif ukoll tibdiliet fl-espressjoni tal-geni 

 

asso可ati mal-pekorsi tas-sinjalar ta亡-6el1o1i s pe亡ifei bhall-perkorsi dipendenti fuq 1-

element ta' rispons tal-antiossidanti/elettrofili (ARE). It-tielet avveniment ewlieni hu 1-

attivazzjoni ta'亡 el1o1i dendritiei (DC), tipikament ivvalutata bl-espressjoni ta' markaturi 

 

tal-wi& ta亡-亡e1loli, ta' kemikini u ta'亡 itokini s pe亡ifi亡i. Ir-raba' avveniment ewlieni hu 1-

attivazzjoni u l-proliferazzjoni ta亡-亡e1lol-T, li hu vvalutat b'mod indirett -Assa蛇 tal-

Linfonodi Lokali (LLNA) (3). 

 

2. Dan il-metodu ta' ttestjar (TM) hu ekwivalenti ghal-linja gwida tat-test (TG) 442E tal-

OECD (2017). Dan jiddeskrivi 1-assa蛇i in vitro li jindirizzaw i 1-mekkani2mi deskritti taht 

 

1-avveniment ewlieni fl-attivazzjoni ta亡-亡e11o1 dendriti亡i tal-AOP ghas-sensitizzazzjoni tal-

Ir-Regolament (KB) Nm 1272/2008 tal-Parlament Ewropew u tal-Kunsill tas-16 ta' Di亡embm 2008 dwar il-

ldassiBkazzjoni, 1-ittikkettar u 1-imba11暗g tas-sustanzi u t-tahlitiet, li jemenda u jhassar id-Direttivi 671548/ EE u 

 

1999145/ E, u li jemenda r-Regolament (KB) Nra 1907/2006, GU L 353/1, 31.12.2008 
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1da (2). It-TM jinkludi testijiet li ghandhom ji ntu2aw ghas-sostenn tad-diskriminazzjoni 

 

bein is-sensitizzaturi tai-lda u dawk li mhumiex sensitizzaturi skift i -G1S tan-NU us - 

 

CLP. 

 

It-testijiet deskritti f'dan it-TM huma: 

 

It-Test tal-Attivazzjoni tal-Linji ta' Celloli Umani (h-CLAT) 

 

It-Test ta' attivazzjoni tai-linja ta'亡e lioii U937 (U~SENSTM) 

 

L-Assa舘 tal-Gene Indikatur Interiewkin-8 (assa舘 IL-8 Luc) 

 

3. It-testijiet i nk1u2i f'dan il-metodu ta' ttestjar u丘 t-TG korrispondenti tai-OECD jistghu 

 

jvarjaw b'rabta ma i-proeedura u2ta biex j iu generati d-data u r-ri2ultti mkejla i2da 

 

jistghu jintu2aw b'mod indiskriminat biex jindirizzaw i r-rekwi2iti tal-p萌i2i ghar-ri2ultti 

 

tat-testijiet dwar 1-Avveniment Ewlieni fuq i-attivazzjoni ta'亡 eiloli dendritiei tai-AOP 

 

ghas-sensitizzazzjoni tal-gilda filwaqt li jittiehed bene丘亡可u mill-A&ettazzjoni Re亡iproka 

 

tad-Data tal-OECD. 

 

Sfnd u principji tat-testijiet iniduzi fil-metodu ta' ttestjar ibbazat fuq 1-avvenimenti ewlenin 

 

4. Normaiment, ii-valutazzjoni tas-sensitizzazzjoni tal-gilda kienet tinvolvi i-u之u ta' annimali 

 

tal-iaboratorju. li-metodi kiasskd ii j u2aw fniek tai-indi, it-Test ta' Massimizzazzjoni tai-

Fniek tai-Indi (GIPT) ta' Magnusson u ta' Kiigman u t-Test Buehler (TM B.6) (4), 

 

jistudjaw kemm il-fai ta' induzzjoni kif ukoli i i-f2i ta' eli亡itazzjoni tas-sensitizzazzjoni 

 

tal-gilda. It-testijiet murini, l-LLNA (TM B .42) (3) u 2 -2ewg modifiki mhux radioattivi 

 

tieghu, LLNA: DA (TMB .50) (5) u LLNA:B rdU-ELISA (TM B .5 1) (6), iikoii jivvalutaw 

 

ir-rispons tai-induzzjoni b'mod es kiu2iV, u ge w a&ettti wkoli peress li jaghtu vata館 fuq 

 

it-testijiet fuq i i-hnie2er tal-indi f'termini tat-trattament xieraq tal-annimaii flimkien ma' 

 

kejio舘e ttiV tal-fai ta' induzzjoni tas-sensitizzazzj ini tal-ida. 

 

5. Dan i-ahhar ge w adottati metodi ta' ttestj ar iii chemico u in vitro b 'bai mekkanistika li 

 

jindirizzaw i-ewwei avveniment ewlieni (TMB .59; l-Assa蛇 Dirett tar-Reattivit& tal-

Peptidi (7)), u t-tieni avveniment ewiieni (TMB .60; Metodu ta' Ttestjar tal-Lu亡ifra2i 

 

A RE-Nrf2 (8)) tal-AOP tas-sensitizzazzjoni tal-ilda ghali-kontribuzzj ini ghaliー 

 

evalwazzj ini tal-potenzj alta' periklu tas-sensitizzazzjoni tal-ilda tas-sustanzi kimi亡i. 

 

6. Testijiet deskritti f dan ii-metodu ta' ttestjar jew jikkwantiflkaw it-tibdii fi-espressioni tal-

markatur(i) tas-superfi可e ta6-'eiloli assojat mal-pro6ess ta' attivazzjoni tal-mono'iti u dー 

 

DC wara i-esponiment ghas-sensitizzaturi (e2. CD54, CD86) jew it-tibdiiiet fi-espressioni 

 

ta' IL-8,亡 itokina asso可ata mai-attivazzjoni tad-DC. Is-sensitizzaturi tai-ida ge w 

 

irrapportati li ji ndu'u 1-espressioni ta' markaturi tal-membrana ta6-6e1loi bhal CD40, 

 

CD54, CD80, CD83, u CD86 minbarra l-induzzjoni ta'ei tokini proinfjammatorji, bhai IL-
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13 u TNF-Q, u diversi kemokini li jinkludu IL-8 (CXCL8) u CC L3 (9) (10) (11) (12), 

 

asso可 ti mal-attivazzjoni tad-DC (2). 

 

7. Madankollu, peress li 1-attivazzjoni tad-DC tirrappre2enta biss avveniment ewlieni wiehed 

 

tal-AIP tas-sensitizzazzjoni ta1-1da (2) (13), l-informazzjoni generata bit-testijiet li jkejlu 

 

1-markaturi tal-attivazzjoni tad-DC wahedha jaf ma tkunx bi22萌ed biex tinhareg 

 

konklujoni dwar i 1-pre2enza jew 1-assenza tal-potenzjal ta' sensitizzazzjoni tal-1da tas-

sustanzi kimi亡i. lhaldaqstant, id-data generata bit-testijiet deskritti f'dan il-metodu ta' 

 

ttestjar hi proposta biex issostni d-diskriminazzjoni bein sensitizzaturi ta1-1da (igi6eri 

 

Kategorija i tal-G1S tan-NU/tas-CLP) u dawk li mhumiex sensitizzaturi meta j intu2aw丘 

 

hdan A ppro66i Integrati ghall-Ittestjar u ghall-Valutazzjoni (IATA), flimkien ma' 

 

informazzjoni komplimentari rilevanti ohra,e2 . derivata minn assa舘 i in vitro li 

 

jindirizzaw avvenimenti ewlenin ohra tal-AIP tas-sensitizzazzjoni tal-1da kif ukoll 

 

metodi mhux tal-ittestjar, li jinkludu read-across minn analogi kimi亡i (13).E2e mpi tal-u2u 

 

tad-data generata b'dawn it-testijiet丘 hdan l-Appro比i Definiti,j igi丘eir a ppro比i 

 

standardizzati kenim b'rabta ras-sett ta' sorsi ta' informazzjoni uti kif ukol丘 l-

pro6edura applikata ghad-data biex jitikiseb it-tbassir, g ew ippubblikati (13) u jistghu 

 

jithaddmu bhala elementi siewja丘 hdan IATA. 

 

8. It-testij jet deskritti f' dan il-metodu ta' ttestj ar ma j istghux ji ntu2aw wahedhom, u lanqas 

 

biex jissubkategorizzaw is-sensitizzaturi tal-1da fls-subkategoriji lA u iB kif de丘nit 

 

mlll-G1S/mis-CLP tan-NU, ghall-awtoritajiet li jimplimentaw dawn i2-2ewg subkategoriji 

 

fakultattivi, u lanqas biex titbassar il-potenza ghal de6i司onijiet dwar il-valutazzjonijiet tas-

sikurezza. Madankollu, skift il-qafas regolatorju, ri之ultti po2ittivi generati b'dawn il-

metodi jistghu j intu之aw wahedhom biex jikklassiflkaw sustanza kimika fll-kategorija 1 tal-

G1S tan-NU/tas-CLP. 

 

9. It-terminu "sustaiiza kimika tat-test"j intu2a f'dan il-metodu ta' ttestjar biex jirreferi ghal 

 

dak li jkun qed j igi ttestjat1 u mhux b'rabta mal-applikbbilta tat-testijiet ghall-ittestjar ta' 

 

sustanzi monokostitwenti, ta' sustanzi multikostitwenti u/jew ta' tahlitiet. Bhalissa herrn 

 

disponibbli informazzjoni limitata dwar 1-applikbbilta tat-testijiet ghal sustaiizi/tahlitiet 

 

multikostitwenti (14) (15). It-testijiet xorta wahda huma teknikam ent applikabbli ghali-

ittestj ar ta' sustanzi multikostitwenti u tahlitiet. Madankollu, qabel ma j intu2a dan il - 

 

possibbli, ghandu j igi applikat u2u aktar 

 

li jkun qed j igi ttestjat f'linji gwida tat-test 

 

1F'くiunu 2013, il-Laqgha Ko nunta tal-OECD qablet li, fein 

 

konsistenti tat-terminu "sustaiiza kimika tat-test" li jiddeskrivi dak 

 

godda u agomati tal-OECD. 
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metodu ta' ttestjar fuq tahlita gha11-enerazzoni ta' data ghal skip regilatirju i nti2, 

 

ghandu jigi kkunsidrat jekk jistax jipprovdi ri2u1tati adegwati ghal dak 1-ghan u, jekk iva, 

 

ghaliex1. Dawn il-kunsiderazzjinijiet mhumiex me htiega meta jkun herrn rekwi2it 

 

regolatirju ghall-ittestjar tat-tahlita. Barra minn hekk, meta j igu ttestjati sustanzi 

 

muhikostitwenti jew tahlitiet, ghandha tinghata kunsiderazzjini lull-interferenza possibbli 

 

tal-kistitwenti 亡i titissiei bir-risponsi osservati. 

 

Din is-sentenza gie t proposta n rnaqbula丘 l-laqgha ta' April 2014 tad-WNT. 
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Appendici i 

 

: IT-TEsT TAL-ATTI VAZLIONI TAL-SENSITIZZ ZZI0NI TAL-GILDA IN 

 

L'NJI TA' CELLOLI UMANI (1-CLAT) 

 

KUNSIDERAZZ'I0NIJIET INIZALI U LIMITAZZIONHIET 

 

1. L-h-CLAT jikkwantifika t-tibdiliet fl-espressjoni tal-markaturi tas-superf可e ta6-&llol 

 

asso可 tima l-pro6ess ta' attivazzjoni tal-mono亡iti u ta亡-6ellol dendriti亡i (DC) (igifieri 

 

C D86 u C D54), fil-linja ta' &lloli tal-lewkimja mono亡itika umana TIP-i, wara 

 

esponiment ghas-sensitizzaturi (1)(2). Il-livelli ta' espressioni mkejla tal-markaturi tas-

s uperf e ta亡-6elloli C D86 u tas-CD54 imbaghad j intu之aw ghas-sostenn tad-

diskriminazzj ini bein is-sensitizzaturi tal-ilda u n-nonsensitizzaturi. 

 

2. L-h-CLAT gie evaiwat fi studju ta' validazzjoni koordinat mil-Laboratorju ta' Referenza 

 

tal-Unioni Ewropea ghal Alternattivi ghall-Ittestjar fuq 1-Annimali (EURL ECAAM) u 

 

f'rie之ai bein il-pari indipendenti sussegwenti mill-Kumitat Konsultattiv Xjentifiku tal-

EURL ECVAM (ESAC). B'kunsiderazzjoni tal-evidenza disponibbli koilha u tal-input 

 

mir-regolaturi u mill-partijiet ikkon亡ernti, l-h-CLAT kien rakkomandat mil l-EURL 

 

ECVAM (3) biex j intu2a bhala parti minn IATA b'sostenn tad-diskriminazzjoni bein is-

sensitizzaturi u n-nonsensitizzaturi ghali-fini tal-klassifikazzjoni u tat-tikkettar tal-perikli. 

 

E2empji tal-uu tad-data tal-h-CLAT fiimkien ma' informazzjoni ohra huma rrapportati 

 

fid-dokumentazzj ini (4)(5)(6)(7)(8)(9)( 10)( 11). 

 

3. L-h-CLAT wera li kien trasferibbli ghal-laboratorji esperjenzati f'tekniki tal-koltura tad-

亡 elloli u且 -anali之i ta亡-亡itometrija tal-fluss. Il-ivell ta' riprodu亡ibbilt& 6 l-previjonijiet li 

 

jistghu jkunu mistennija mit-test hu fl-ordni ta' 80 % fi hdan il-laboratorji u bein il-

laboratorji (3)(12). Ir-ri2ultati 舘e nerti fl-istudju ta' validazzjoni (13) u fi studji 

 

ppubblikati ohra (14) b'mod generali jindikaw li, meta mqabbla ma r-ri2ultati tal-LLNA, 1-

akkuratezza fid-distinzjoni tas-sensitizzaturi tal-gilda (igi丘eri Kat. i tal-G1S tan-NU/tas-

CLP) min-nonsensitizzaturi hi ta' 85 % (N=142) b'sensittivitt ta' 93 % (94/101) u bi 

 

s pe亡if6ita ta' 66 % (27/41) (fuq i l-ba2i ta'ana li2i mill-did minn EURL ECVAM (12) 

 

b 'kunsiderazzj ini tad-data e2istenti koliha u minghajr ma j igu kkunsidrati r-ri2ultati 

 

negattivi ghal sustanzi kimi亡i b'Log Kow akbar minn 3,5 kif deskritt fil-paragrafu (4). Il-

preVij onijiet ta' negattivi foloz bl-h-CLAT ghandhom probabbilta akbar li jikkon亡emaw 

 

sustanzi kimi亡i li juni potenza baxxa sa moderata tas-sensitizzazzjoni tal-tilda (igifieri s-

subkategorij a iB tal-G1S tan-NU/tas-CLP) minn sustanzi kimi亡i li juru potenza gholj a tas - 

 

sensitizzazzj ini tal-gilda (ig ifieri s-subkategorij a i A tal-G1S tan-NU/tas-CLP) 

 

(4)(13)(15). Mehuda kollha f'daqqa, din l-informazzjoni tindika l-utiht& tal-metodu h-

CLAT biex jikkontribwixxi g hall-identifikazzioni tal-perikli ta' sensitizzazzjoni tal-lda. 
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Madankollu, il-valuri tal-akkuratezza moghtija hawnhekk ghall-h-CLAT bhala test wahdu 

 

huma indikattivi biss peress lit-test ghandu ji宮i kkunsidrat flimkien ma' sorsi ohra ta' 

 

informazzjoni fil-kuntest ta' IATA u skont i d-di spo2izz onりiet tal-paragrafi 7 u 8 fI-

Introduzzjoni generali. Barra minn hekk, meta j igu evaiwati metodi mhux fuq 1-annimali 

 

ghas-sensitizzazzjoni tal-ilda, ta' min jiftakar lit-test LLNA kif ukoll testijiet ohra fuq 1-

annimali jaf ma jirriflettux is-sitwazzjoni shiha fil-bniedem. 

 

4. Fuq i l-ba2i tad-data disponibbli bhalissa, intwera li 1-metodu h-CLAT hu applikabbli ghal 

 

sustanzi kimi亡i tat-test li jkopru firxa ta' gruppi funzionali organiei, ta' mekkani2mi ta' 

 

reazzjoni, ta' potenza tas-sensitizzazzjoni tal-gilda (kif stabbiliti fi studji in vivo) u ta' 

 

proprjetajiet fi2ikokimi'i (3)(14)(15). Il-metodu tal-h-CLAT hu applikabbli ghal sustanzi 

 

kimi亡i tat-test solubbli jew li jifformaw dispersjoni stabbli (igifieri kollojde jew 

 

sospensiOni li fiha s-sustanza kimika tat-test ma tistabbilixxix ruhha u lanqas ma tissepara 

 

mis-solvent/mill-veikolu f' fa2iiet differenti) f' solvent/veikolu xieraq (ara 1-paragrafu 14). 

 

Is-sustanzi kimi亡i tat-test b'Log Kow akbar minn 3,5 ghandhom tendenza li j ipproduu 

 

ri2u1tati negattivi foloz (14). Ghaldaqstant, ri2ultati negattivi b' sustanzi kimi'i tat -test 

 

b'Log Kow akbar minn 3,5 ma ghandhomx j iu kkunsidrati. Madankollu, ri2ultti po2ittivi 

 

miksuba b'sustanzi kimi亡i tat-test b'Log Kow akbar minn 3,5 xorta wahda jistghu jintu2aw 

 

biex isostnu l-identifikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test bhala sensitizzatur ta1-ilda. 

 

Barra minn hekk, minhabba 1-kapa亡ita metabolika limitata tai-linja ta'亡e 1lo1i u之ta (16) u 

 

minhabba l-kundizzjonij jet tal-esperiment, proapteni (igi丘eri sustanzi li j ehtieu 

 

attivazzjoni enzimatika, pere2empu enzimi P450) u preapteni (igifieri sustanzi attivati 

 

b'ossidazzjoni) b'mod partikolari dawk b'rata baxxa ta' ossidazzjoni jistghu jipprovdu 

 

ri2ultati negattivi wkoll fl-h-CLAT (15). Is-sustanzi kimi6i tat-test fluworexxenti jistghu 

 

jiu vvalutati bl-h-CLAT (17),i2 da sustanzi kimi6i tat-test fluworexxenti b'sahhithom li 

 

jehilsu 1-istess tul ta'm ewga bhal istojanat tal-fluworexxeina (FITC) jew bhala jodur tal-

propidju (PI), jinterferixxu mad-detezzjoni亡 itometrika tal-fluss u b'hekk ma jistghux jiu 

 

evaiwati kif suppost b1-u2u ta' antikorpi konjugati tal-FITC jew bl-u2u tal-PI. F'ka2 bhal 

 

dan, antikorpi ohra taggjati bil-fluworokromu jew markaturi ohra ta6-亡itotossi6it, 

 

rispettivament, jistghu jintu2aw dment li jkun jista' jintwera li jipprovdu ri2ultti simili 

 

bhall-antikorpi taggjati bl-FITC (ara 1-paragrafu 24) jew il-PI (ara 1-paragrafu 18),e2 . bl-

ittestjar tas-sustanzi ta' prof enza -Appendi6i 1-2. Fid-dawl ta' dan ta' hawn fuq, 

 

ri2u1tati negattivi ghandhom jigu interpretati fil-kuntest tal-limitazzjonijiet iddikjarati u 

 

flimkien ma' sorsi ohra ta' informazzjoni丘 hdan il-kuntest tal-IATA. F'kaijiet li fihom 

 

ikun herrn evidenza li turi n-nuqqas ta'a pplikabbi1ta tal-metodu h-CLAT ghal kategoriji 

 

speeifei ohra ta' sustanzi kimiei tat-test, dan ma ghandux jintua ghal dawk il-kategoriji 

 

spe6if6i. 

 

5. Kif deskritt aktar 'il fuq, il-metodu h-CLAT isostni d-diskriminazzjoni bein is-

sensitizzaturi tal-1da u n-nonsensitizzaturi. Madankollu, ghandu l-potenzj al li 
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j ikkontribwixxi ghali-valutazzj ini tal-potenza ta' sensitizzazzj ini (4)(5)(9) ukoll meta 

 

jintu2a f'appro6亡i integrati bhail-IATA. Minkejja dan, hemm b2onn li jsir aktar xoghol, 

 

idealment fuq il-ba2i ta' data mill-bniedem, biex j igi stabbilit kif ir-ri2u1tati tal-h-CLAT 

 

jistghu jinformaw valutazzjoni tal-potenza. 

 

6. Id-definizzjonijiet huma pprovduti -Appendi亡i 1.1. 

 

PRINCIP3U TAT-TEsT 

 

7. Il-metodu h-CLAT hu assad in vitro ii j ikkwat1ika t-tibdiliet fi-espressioni tal-markaturi 

 

tas-superfi可e ta6-亡elloli (igifieri C D86 u C D54) fuq linja ta'亡e lloli tal-lewkimja 

 

mono亡itika umana,i亡 -亡elloli TIP-i, wara esponiment ghal 24 siegha ghas-sustanza kimika 

 

tat-test. Dawn il-molekuli tas-superfie huma markaturi tipi6i ta' attivazzjoni tat-TIP-i 

 

mono亡itika u jistghu jimitaw attivazzjoni tad-DC, li taqdi rwol kritiku 0-priming tad-

6ello 1a-. It-tibdiiet fi-espressioni tal-markaturi tas-superf e jitkejlu b'6itometria tal-

fluss wara tiiwin ta'-6elloli b'antikorpi taggjati bil-fluworokromu. Il-kejl ta亡-亡itotossi6itt 

 

jsir fi-istess hin ukoll biex j igi vvalutat jekk s-sovraregolazzjoni tal-espressioni tal-

markaturi tas-superf可 e ssehhx rkon亡entrazz mnij jet s ub亡itotossi亡i. L-intensit relattiva 

 

tai-fluworexxenza tai-markaturi tas-superf可 e mqabbla mai-kontroll b 'solvent/b 'veikolu hi 

 

kkalkoiata u tintu2a fll-mudeli tat-tbassir (ara i-paragrafu 26), b'sostenn tad-

diskriminazzi ini bein is-sensitizzaturi u n-ninsensitizzaturi. 

 

TAL-PROFI JENZ 

 

8. Qabel ma ju2aw it-test deskritt f'dan l-Appendi亡i tal-metodu ta' ttestjarB .71 bhala rutina, 

 

il-laboratorji ghandhom juru l-profi'jeiiza teknika billi j u2aw 1-10 sustanzi ta' prof可enza 

 

elenkati -Appendi亡i 1.2. Barra minn hekk, 1-utenti tat-test ghandhom i之immu ba乞i ta' 

 

data storika tad-data generata bii-kontrolli tar-rettivita (ara i-paragrafu 11) u bil-kontrolii 

 

po之ittivi u b'solvent/b'veikolu (ara 1-paragrafi 20-22), u ju2aw din id-data biex 

 

j ikkonfermaw ir-riprodu亡ibbilta tat-test丘 l-iabortoru taghhom tin2amm ma2-之mien. 

 

PROCEDURA 

 

9. Dan it-test hu bbaat fuq il-protokoll fru 158 (18) tal-h-CLAT DataBase service on 

 

ALternative Methods ti animal experimentation (DB-ALM) li jirra ppre2enta 1-protokoll 

 

u2at ghall-istudju ta' validazzjoni kiirdinat mill-EURL ECVAM. lu rakkomandat li dan 

 

il-protokoll jintu2a meta jigi impiimentat u ji ntu2a 1-metodu h-CLAT fil-labiratorju. Din ii 

 

飼 ja hi deskrizzjoni tal-kompinenti u tal-pro亡eduri ewlenin ghall-metodu h-CLAT, li 

 

jinvoivi 2e wg stadji:ass a ta'individwazzjoni tad-doia u keji tal-espressjoni ta' 

 

D86/D54. 
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Thejjija ta亡-亡e11o1i 

 

10. ul-uinja ta' cdlliii tal-lewkimja monoeitika umana, TIP-i, ghandha tintua ghat-twettiq tal-

metodu h-CLAT. lu rakkomandat li '-elloli (TIB1202TM) jinkisbu minn bank ta亡-亡elloli 

 

kwalifikat sew, bhall-American Type Culture Collection. 

 

11. k-'el1o1i TIP-i huma kolturati f'37。C f'5 % CO2 u atmosfera umidifikata f'medium 

 

RPMI-1640 supplimentat b'lO % serum bovin fetali (FBS), 0,05 mM 2-merkaptoetanol, 

 

100 unita/l penieillina u ill ig/ml s treptomi亡ina. L-u之u tal-peni1ina u tal-

is treptomkina fil-medium tat-tkabbir jista'jig i evitat. Madankollu, f'ka2 bhal dan 1-utenti 

 

ghandhom jivverifikaw li 1-assenza ta'a ntibiotki fil-medium tat-tkabbir ma jkollha ebda 

 

impatt fuq ir-ri2u1tati, pere2empu bulhi jittestjaw is-sustanzi ta' profienza elenkati fi-

A ppendiei 1.2. Fi kwalunkwe ka2, biex jimminimizzaw ir-riskju ta' kontaminazzjoni, 

 

ghandhom j igu segwiti prattiki tajbin tal-koltura ta亡-6e1lo1a indipendentement miiー 

 

pre之enza jew mii-assenza ta' antibioti亡i fil-medium tat-tkabbir ta6-6e1lo1i. k-&lloli TIP-

ij in之erghu bhala rutina kull jumejn!tlieta bid-densita ta' 0,i sa 0,2 x il6亡 e1loli/ml. Dawn 

 

ghandhom j in之a1mu f'densitajiet minn 0,1 sa 1,0 X il6 'el1oli/l. Qabel ma j intu之aw 

 

ghall-ittestjar, i亡-亡ellohi ghandhom j igu kwalifikati bilhi jsir kontroll tar-reattivit. Il-

kontroll tar-reattivita tae-亡elloli ghandu jsir bl-u2u tal-kontrolli po2ittivi, it-2,4-
dinitrokloroben2en (DNCB) (Nru CAS 97-00-7, ? 99 % punita) u s-sulfat tan-nikil (NiS04) 

 

(Nru CAS i 0101-97-0, ?: 99 % punta) u tal-kontroll negattiv, l-aeidu lattiku (LA) (Nru 

 

CAS 50-21-5, ? 85 % punit), g imaghten wara li jinhahlu. Kemm id-DNCB kif ukoll 1-

NiS04 ghandhom j ipprodu6u rispons po2ittiv tal-markaturi tas-superf可e ta亡-&llo1i C D86 

 

kif ukohl C D54, u l-LA ghandu j ipprodu亡i rispons negattiv tal-markaturi tas-superf可e tad-

亡e lloli CD86 kif ukoll C D54. Huma biss k-亡elloli li jghaddu mill-kontroll tar-reattivita li 

 

jintu2 aw ghall-assa舘. k-亡elloli jistghuj iu propagati sa xahrejn wara li jinhallu. In-numru 

 

ta1-passa舘 ma ghandux j a qbe2 it-30. Il-kontroll tar-reattivita ghandu jsir skift i l-proeeduri 

 

deskritti fil-Daraarafi 20-24. 

 

12. Ghall-ittestj ar, i亡-亡elloli TIP-i j in之erghu f' densita ta' 0, i X 106 6 el1o1i/ml jew ta' 0,2 X 106 

 

亡 e1loli/11ll, u j igu prekolturati丘 flasks tal-koltura ghal 72 siegha jew ghal 48 siegha, 

 

rispettivament. Importanti li d-densita ta6-6e1loli fil-flask tal-koltura e之tt wara 1-perjodu 

 

ta' qabel il-koltura tkun konsistenti kemm jista' jkun f'kull esperiment (bulhi tintu2a wahda 

 

m i2-2ewg kundizzjonijiet ta' prekoltura deskritti hawn fuq), ghaliex id-densita ta亡-亡elloli 

 

fil-flask tal-koltura e2att wara 1-prekoltura tista' taffettwa 1-espressioni ta'C D86/CD54 

 

indotta minn a h1engeni (i9). Fil-jur tal-ittestjar, i亡-亡e1loli migbura mill-flask tal-koltura 

 

jergghu j iu sospi2i b'medium tat-tkabbir frisk f2 x10 6亡 ehloli/ml. umbaghad, i亡-亡elloli 

 

jiu distribwiti fl piastra b'qiegh 亡 att b'24 bwejra b'500 p 1 (1 x 106亡 ehhoh/well) jew fi 

 

piastra b'qiegh 亡 tt b'96 bwejra bi 80 u l (L6 X1 0 5 6e 1loh/bweira). 

 

Assa舘ta' individwazzjoni tad-do2a 
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13.豆ssa舘 ta' individwazzjoni tad-d2a jsir ghad-determinazzjoni tas-CV75, li hi 1-

kon亡entrazzoni tas-sustanza kimika tat-test li tirri2ulta f'v bbi1ta ta' 75 % ta6-6e1loi 

 

meta mqabbla mai-kontroll b'solvent/b'veikolu. Il-vaiur tas-CV75 ji ntua biex ti郡 

 

determinata l-kon亡entrazzoni tas-sustanzi kimi亡i tat-test ghall-kejl tal-espressioni ta' 

 

D86/D54 (ara 1-paragrafi 20-24). 

 

Th切びatas-sustanzi kmid tat-test tas-sustanzi tal-kontroll 

 

14. Is-sustanzi kimi亡i tat-test u s-sustanzi tal-kontroll jithejjew dakinhar tal-ittestjar. Ghall-

metodu h-CLAT, is-sustanzi kimi6i tat-test j igu dissolti jew dispersi b'mod stabbli (ara 

 

wkoll il-paragrafu 4) f'salina jew f'medium bhala i-ewwel gha21iet ta' solvent/veikolu jew 

 

f'suifossidu tad-dimetii (D1S0,と 99 % purita) bhala t-tieni gha2la ta' solvent/veikolu 

 

jekk is-sustaiiza kimika tat-test ma tkunx solubbli jew ma tifformax dispersjoni stabbli fi-ー 

 

之e wg solventi/veikoli pre6edenti, ghal kon6entrazz onij jet finali ta' 100 mg/ml (f' salina 

 

jew f'medium) jew ta' 500 mg/mi (f'DMsO). So iVenti/veikoli obra li mhumiex dawk 

 

deskritti hawn fuq jistghu j intu之aw jekk tigi pprovduta raguni xjentifika suffi可enti. L-

is tabbiltt tas-sustanza kimika tat-test fis-solvent/fil-veikolu finali g handha ti女i kkunsidrata. 

 

15. Mis-soluzzjonijiet ewienin ta' 100 mg/ml (f'saiina jew f'medium) jew ta' 500 mg/ml 

 

geJ in: 

 

(f'D1S0) tas-sustanzi kimi亡i tat-test, ghandhom jitwettqu 1-passi ta' diiwizzjoni li 

 

Ghas-salina jew ghall-mediu bhala solvent/veikolu: Jithejjew tmien soluzzonijiet 

 

ewlenin (tmien kon6entrazzjonijiet), b'dilwizzjonijiet seriali ta' darbtejn bl-u2u tas-

solvent/veikolu kouispondenti. Dawn is-soluzzjonijiet ewlenin ikomplu jiu diiwiti 50 

 

darba f'medium tat-tkabbir (soluzzjonijiet ghall-uu). Jekk 1-oghla kn6entrazzjoni finali 

 

fu1-piastra ta' 1000 ig/m1 ma tkunx tossika, il-kon亡entrazzjoni massima ghandha terga' 

 

tigi determinata bulii jsir test g did ta亡-亡itotossi亡ita. Il-kon亡entrazzj oni finali fu1-piastra ma 

 

ghandhiex taqbe2 il-5000 .tg/m1 ghal sustauizi kimi亡i tat-test dissolti jew dispersi b'mod 

 

stabbli f' salina jew f'medium. 

 

Ghal D1S0 bhala solvent/veikolu. Jithejjew tmien soluzzjonijiet ewlenin (tmien 

 

kon eentrazzoniiet), b' dilwizzjonij jet seriali ta' darbtejn bl-uu tas-solvent/veikolu 

 

korrispondenti. Dawn is-soluzzjonijiet ewlenin ikomplu jiu dilwiti 250 darba f medium 

 

tat-tkabbir (soluzzjonijiet ghal1-u2u). I1-kon 6 entrazzoni finali ful-piastra ma ghandhiex 

 

taube2 l-1000 iig/m1 anki iekk din i 1-kon亡entrazzioni ma tkunx tossika. 

 

Is-soluzzjonijiet ghal-u2u frnalment j intuaw ghall-esponiment billi ji2died volum ugwali 

 

ta' soluzzjoni ghall-u2u ful-volum tas-sospensjoni ta6-'elloh TIP-i ful-pi astra (ara wkoll il-

paragrafu 17) biex tinkiseb dilwizzjoni ulterjuri ta' darbtejn (normalment, il-medda finali 

 

tal-kon6entrazzoniiet fu1-piastra tkun ta' 7,81-1000 fig/mi). 

 

16. Il-kontroll b'solvent/b'veikoiu u2at ful-metodu h-CLAT hu 1-medium tat-tkabbir (ghal 

 

sustanzi kimki tat-test solubilizzati jew dispersi b'mod stabbli (ara 1-paragrafu 4) 
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b'medium jew b'salina) jew D1S0 (ghal sustanzi kimi亡i tat-test solubilizzati jew dispersi 

 

b'mod stabbli f'D1S0) ittestjat f'kon亡entrazz oni finali wahda fil-piastra ta' 0,2 %. Dan 

 

issirlu 1-istess dilwizzjoni bhal dik deskritta ghas-soluzzjonijiet ghall-u2u fil-paragrafu 15. 

 

月1フP万ka:zjoni ts-sustnzi kimidtat-test u tasー肌4st llzi tal-konかく辺 

 

17. Il-medium tat-tkabbir jew is-soluzzjonijiet ghall-u2u deskritti fil-paragra丘 15 u 16 jithalltu 

 

1:1 (v/v) mas-sospensjonijiet ta亡-eelloli mhejjija丘 l-piastra b'qiegh 亡a tt b'24 bwejra jew 

 

b'96 bwejra (ara 1-paragrafu 12). Imbaghad il-pi astri trattati j igu inkubati ghal 24士0,5 

 

siegha f' 37。C f'S %CO 2. Ghandha tinghata attenzj ini biex tigi evitata l-evaporazzj ini ta' 

 

sustanzi kimi亡i tat-test volatili u kontaminazzjoni krojata bein bwejriet minn sustanzi 

 

kimi亡i tat-test, e2. bulli 1-piastra titi ss igillata qabel l-inkubazzjoni bis-sustanzi kimi亡i tat-

test (20). 

 

Tiんin bil-jodur ta印rop妨u(PI) 

 

18. Wara esponiment ghal 24+0,5 siegha, ie-亡ellol j iu trasferiti f'tubi tal-kampjun uj ingabru 

 

b"ent丘gurazz oni. Is-supernatanti jintremew u '-'e1loli li jifdalj iu sospi2i mil1-did 

 

b'200 i1 (fil-ka ta' 96 bwejra) jew b'60o t1 (丘l-ka2 ta' 24 bwejra) salina baferjata bil-

fosfat li jkun 丘 ha 0,1 % albumina tas-serum tal-bovini (bafer tat-tiiwin). 200 .1 

 

sospensioni ta亡-亡elloli tigi trasferita丘 piastra b'qiegh ghat-tond b'96 bwejra (fil-ka2 ta' 96 

 

bwejra) jew f' mikrotubu (fil-ka ta' 24 bwejra) u tinhasel darbtejn b'200 il (丘1-ka ta' 96 

 

bwejra) jew b'600 tl (丘l-ka2 ta' 24 bwejra) ta' bafer tat-tilwin. Finalment, ie-亡ello1 

 

jergghu jigu sospi2i f'bafer tat-tilwin (ef. 400 tl) u ti2died soluzzjoni tal-PI (ef. 20 i1) 

 

(pere2empu l-koneentrazzoni finali tal-PI tkun ta' 0,625 ig/ml). Jistghu j intuaw 

 

markaturi ohra tae-亡itotossi亡ita, bhal 7-Amminoa'tinomieina D (7-AAD), Tripan blu jew 

 

ohrajn jekk it-tiiwin alternattiv ikun jista' jintwera li jipprovdi ri2ultati simili bhall -PI, 

 

pere2empu bl-ittestjar tas-sustanzi ta' prof enza -Appendki 1.2. 

 

Kglltビーdittsskit b 'ditmetrびa tal二1lus u bi stima tal-valur tas-C V75 

 

19. It-tehid tal-PI j igi analizzat bl-u2u ta亡-亡itometria tal-fluss bil-kanal ta'a kkwiizzoni FL-

3. B'kollox jinkisbu 10 000亡e llola hajja (negattivi ghali-PI). Il-viabbilta ta亡-亡ellol tista' 

 

tigi kkalkolata bl-u之u tal-ekwazzjoni li g ejia mill-programm ta' anali2i ta6-6itometru. Meta 

 

1-vijabbilt& ta6-6elloli tkun baxxa, ghandhom jinkisbu sa 30 000亡 ellola inklu2i 6 -elloli 

 

mejtin. Inkella, id-data tista' tinkiseb ghal minuta wahda wara t-tnedija tal-anali之i. 

 

X 100 

 

Numru ta'celloli hajjin 

 

Numru totaU ta'celloli miksuba 

 

Viabbiltt ta亡 -亡e llo1i = 

 

Il-valur tas-CV75 (ara 1-paragrafu 13), jigifieri koneentrazzjoni li turi 75 % tas-sopravivenza 

 

ta亡ー亡elloli TIP-i (6itotossi亡ita ta' 25 %),j igi kkalkolat b'interpolazzjoni lineari tal-log bl-
u2u tal-ekwazzjoni li g iia: 
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Log C V75 = 

 

(75一c)xLog(b）一（75一a)xLog(d) 

 

a-c 

 

Fej f: 

 

ahu 1-valur minimu tal-vijbbilta ta亡-亡e11o1 oghia minn 75 % 

 

c hu 1-valur massimu ta1-vibbilta tae-亡e1lo1i anqas minn 75 % 

 

b u d huma 1-kon6entrazzoniiet li juni 1-valur tal-vりbbi1ta ta亡-6e11o1i a u e rispettivament 

 

10oa ................倉きさ倉き、 � 

 

10 100 

 

Do2a tat-test 

 

？
」
 

 

1000 

 

Jistghu jintu2aw appro&li ohra biex tinkiseb is-CV 75 dment li jintwera li dawn ma jkollhom 

 

ebda impatt fuqi r-ri2u1tti (ef. bl-ittestjar tas-sustanzi ta' profijenz). 

 

Keji tal-espressjoni ta'C D861CD54 

 

n切びatas-sustanzi killlki tat-test u tas-sustanzi tal-肋ntro刀 

 

20. Is-solvent/il-veikolu xieraq (salina, medium jew D1S0; ara 1-paragrafu 14) jintu2a biex 

 

jiddisolvi jew jiddispersa b'mod stabbli is-sustanzi kimi亡i tat-test. Is-sustanzi kimiei tat-

test 1-ewwel jigu diiwiti gha11-kon亡entrazzjoni li tikkorrispondi ghail- 100 darba (ghas-
salina jew ghai-medium) jew ghall-500 darba (ghal D1S0) tal-1,2 xC V75 determinata 

 

nーassa ta' individwazzmi tad-doia (ara 1-paragrafu 19). Jekk is-CV7S ma tkuiix tista' 

 

tigi determinata (igifieri ma tigix osservata 亡 itotosskita suffj enti nーassa舘 ta' 

 

indvidwazzoni tad-doia), 1-oghia kon亡entrazzjoni solubbli jew dispersa stabbliment tas-

sustanza kimika tat-test mhejjija b'kull solvent/veikolu ghandha tintu2a bhala 1-

kon亡entrazzjoni tat-tluq. Jekk joghbok kun af li 1-kon&ntrazzjoni finali fil-pi astra ma 

 

ghandhiex taqbe2 il-5000 .tg/nl (丘1-ka2 ta' salina jew ta' medium) jew 1-1000 1g/ml (fil-
ka2 ta' D1S0). Imbaghad isiru dilwizzjonijiet seriali ta' 1,2 darbiet bl-u2u tas-solvent/tal-

veikolu korrispondenti biex jirikisbu s-soluzzjonijiet ewlenin (tmien kon6entrazzjonijiet li 

 

jvarjaw minn 100x1,2 xC V75 sa 100x0,335 xC V75 (ghas-sahnajew ghai-medium)jew 

 

minn 500x1,2 xCV 75 sa 500x0,335 xCV 7S (ghal D1S0)) li ghandhom jigu ttestjati fil-

metodu h-CLAT (ara 1-protokoll DB-ALM Nm 158 ghal e之empju tal-iskema ta' do2a蛇). 

 

Imbaghad, is-soluzzj onij jet ewlenin j iu diiwiti aktar ghal 50 darba (ghas -salina jew ghali-

medium) jew ghal 250 darba (ghal DMSO) fil-medium tat-tkabbir (soluzzjonijiet ghailー 

 

u2u). Dawn is-soluzzjonijiet huma dawk丘 nalment u2ti ghall-esponiment b'fattur finali 

 

ulterjuri ta' dilwizzjonijiet ghal darbtejn fil-piastra. Jekk ir-ri2ultti ma jissodisfawx il-
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kriterji ta'a亡6e ttazzoni deskritti 0-paragrafi 29 u 30 rigward l l-vabbilta ta6-亡e1lo1, 1-

assad ta' indvidwazzmi tad-d2a jista'j e rga' jsir biex tigi determinata C V75 aktar 

 

pre亡i2a. Jekk jo ghgbok kun af li pjastri b'24 bwejra biss jistghu jintu2aw ghall-kejl tal-

espressjoni ta'C D86/CD54. 

 

21. Il-kontroll b'solvent/b'veikolu jithejja kif deskritt fil-paragrafu 16. Il-kontroll po2ittiv u2at 

 

fil-metodu h-CLAT hu DNCB (ara 1-paragrafu 11), ii ghalih jithejjew soluzzjonijiet 

 

ewlenin f'D1S0 u j igu dilwiti kif deskritt ghas-soluzz oniiet ewlenin fil-paragrafu 20. 

 

DNCB ghandu j intu之a bhala 1-kontroll po之ittiv ghall-kejl tal-espressjoni ta' D86/D54 

 

f'ko n6 entrazzoni wahda finali fil-piastra (tipikament 4,0 ig/ml). Biex tinkiseb 

 

kon6entrazzoni ta' 4,0 ig/ml ta' DNCB 0-piastra, tithejja soluzzjoni ewlenija ta' 2 mg/ml 

 

ta' DNCB f'D1S0 u tkompli titi diiwita ghal 250 darba b'medium tat-tkabbir ghal 

 

soluzzjoni ghall-u2u ta' 8 tg/ml. Inkella, is-CV75 ta' DNCB, li tigi determinata f'kull 

 

fa6ilit?t tat-test, tista' tintu2a wkoll bhala l-kon6entrazzoni tal-kontroll po2ittiv. Jistghu 

 

j intuaw kontrolli po2i#iVi xierqa ohra jekk ikun hemm data storika disponibbli biex j iu 

 

derivati kriterji ta' a&ettazzjoni ta' sessjonijiet komparabbli. Ghal kontrolli po之ittivi, il-

kon亡entrazzoni finali wahda fil-piastra ma ghandhiex taqbe2 il-5000 ig/ml (fil-ka2 ta' 

 

salina jew ta' medium) jew l-1000 ig/ml (丘l-ka2 ta' D1S0). Il-kriterji ta'a &ettazzoni 

 

ta' sessjoni huma 1-istess bhal dawk deskritti ghas-sustanza kimika tat-test (ara 1-paragrafu 

 

29), hiief ghall-ahhar kriterju ta' a比ettazzoni peress li 1-kontroll po2ittiv j igi ttestjat 

 

fkoneentrazzoni wahda. 

 

月1フP万kazzjoni ta-sustanzi kmid tat-test u tasー肌4stanz talー肋nかく辺 

 

22. Ghal kull sustanza kimika tat-test u sustanza tal-kontroll, hu mehtieg esperiment wiehed 

 

biex tinkiseb previ司oni. Kull esperiment jikkonsisti f'tal-anqas 2 ewg sessonijiet 

 

indipendenti ghall-kejl tal-espressjoni ta' D86/D54 (ara 1-paragrafu 26-28). Kull 

 

sessiOni indipendenti ssir f'jum differenti jew fi-istess jur dment li ghal kull sessiOni: a) 

 

jithejjew soluzzjonijiet ewlenin u soluzzjonijiet u2ti friski indipendenti tas -sustanza 

 

kimika tat-test u tas-soluzzjonijiet tal-antikorpi u b)j intu2aw 亡 elloli mibura 

 

indipendenterent (igiferi亡 -亡elloli inidu j ingabru minn flasks tal-koltura differenti); 

 

madankollu, i '-'elloli jistghu jkunu g ejin mill-istess passa舘.S ustanzi kimi6i tat-test u 

 

sustanzi tal-kontroll imhejjija bhala soluzzjonijiet ghall-u2u (500 i1) jithalltu ma' 500 i1 

 

ta'6 ellol sospi2i (1x106 6 eloli) fi proporzjon ta' 1:1, u '-'elloli j iu inkubati ghal 24士0,5 

 

siegha kif deskritt 0-paragrafi 20 u 21. F'kull sessiOni, replika wahda ghal kull 

 

kon亡entrazzoni tas-sustanza kimika tat-test u tas-sustanza tal-kontroll hi bi22 ejjed ghaliex 

 

tbassir jinkiseb minn tal-anqas 2 ewg sessjonijiet indipendenti. 

 

ルlilwin u l-analだi tad-dellli 

 

23. Wara 24士0,5 siegha ta' esponiment, ie -亡elloli j iu trasferiti minn piastra b'24 bwejra f'tubi 

 

tal-kamDjun.ii n女aru b'亡entrifu2razzioni u mbaahad jinhaslu darbtein b, 1ml ta' bafer tat-
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tiiwin (jekk ikun herrn b2onn jistghu jitwettqu passi addizzjonali tal-hasil). Wara 1-hasil, 

 

i6-亡e11o1i jig u mblokkati b'60O tl soluzzjoni tal-imbiokkar (bafer tat-tiiwin li fih 0,01 % 

 

(w/v) globulina (frazzjoni ta' Cohn II, III, umana; sIGMA, #G2388-l OG 」ew ekwivalenti)) 

 

u inkubati f'4。C gha! 15-il min. Wara l-imblokkar, ie-ee!lo!i jinqasmu丘 tliet alikwoti ta' 

 

180 i1 fi piastra b'qiegh fit-tond b'96 bwejrajew f'mikrotubu. 

 

24. Wara -6entrifugrazzoni, i6-亡e1loli jitlewnu b'SO i1 ta' antikorpi anti-CD86, anti-CD54 

 

jew IgGi tal-rieden (isotip) tikkettati b!-FITC f'4。C ghal 30 min. L-antikorpi deskritti fil-

protokol! h-CLAT DB-ALM fru 158 (18) ghandhom j intu2aw b'dilwizzjoni ta' 3:25 v/v 

 

(ghas-CD86 (BD-Pharlingen, #555657; Klonu: Fun-1)) jew ta' 3:50 v/v (ghas-CD54 

 

(DAKO, #F7143; Kionu: 6,5B5) u IgG1 (DAKO, #X0927)) b'bafer tat-tilwin. Dawn il-

fatturi ta' dilwizzjoni ta!-antikorpi ge w definiti m ill-i2vi!uppaturi tat-testijiet bha!a dawk li 

 

jipprovdu !-ahjar proporzjon minn sinjal gha! storbju. Fuq i !-bai tal-esperienza ta!-

iviluppaturi tat-test, l-intensita ta!-f!uworexxenza tal-antikorpi normalment tkun 

 

konsistenti bein !ottijiet differenti. Madankollu, !-utenti jistghu jikkunsidraw it-titrazzjoni 

 

tal-antikorpi fi!-kundizzj onijiet tal-laboratorju taghhom stess biex jiddefrnixxu ! -ahi ar 

 

kon亡entrazzjoniiet gha!l-u2u. Antikorpi anti-CD86 u/jew a nti-CD54 ohra taggjati bi!-

fluworokromu jistghu jintu2aw jekk jista' jintwera li dawn jipprovdu ri2u!tati simili bhai - 

 

antikorpi konjugati bl-FITC, pere2empju bl-ittestjar tas-sustanzi ta' profjenza fi-

Appendi亡i 1.2. Ta' min jinnota li t-tibdi! tal-kionu jew tal-fornitur tal-antikorpi kif deskritt 

 

丘1 -protokol h-CLAT DB-ALM fru 158 (18) jista' jaffettwa r-ri2ultati. Wara 1-hasj! 

 

darbtejn jew aktar b' 150 i! bafer tat-tilwin, ie -ee1lo!i j ergghu j igu sos pi2i f'bafer tat-tilwin 

 

(ef. 400 .t!), u ti2died is-so!uzzjoni tal-PI (e2. 20 gl biex tinkiseb kon亡entrazzoni final ta' 

 

0,625 ig/rl) jew soluzzjoni ta' rarkatur iehor tae-eitotossi亡ita (ara !-paragrafu 18). Il-

livelli ta' espressiOni tas-CD86 u tas-CD54, u !-viabbi!ta ta亡-6ellol, j igu analizzati b!-u2u 

 

ta亡-亡itometri a tal-fluss. 

 

DATA U RAPPORTAR 

 

Evalwazzjoni tad-data 

 

25. L-espressjoni tas-CD86 u tas-CD54 tigi analizzat bl-uu ta亡-亡itometrija tal-fluss bil-kanal 

 

ta' akkwi2izzjoni FL-i. Fuq il-ba2i tal-intensita g eometrika media tal-f!uworexxenza 

 

(IFl), l-intensit& re!attiva tal-fluworexxenza (KF') tas-CD86 u tas-CD54 gha亡-亡elloli tal-

kontroll po2ittiv (ctrl) u trattati bis-sustanza kimika tigi kkalkolata skont l-ekwazzjoni li 

 

ge]Ja: 

 

X 

 

RFI= 

 

IFl tac-cellola trattata kilnikalnent-MFI tac-ceUoli ta'kontroll bi-isotip trattati kilnikament 

 

IFl tac-celloli ctrl trattati b'solvent/bfveikolu-MFi tac-celloli ctrl bl-isotip trattati bisolvent/bfveikolu 

 

100 
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I1-ibbi1ta ta亡-亡e11o1i mi亡-亡e11o1 tal-kontroll bl-isotip (ctrl) (li 

 

IgGi talーrieden (isotip)) tigi kkalkolata wkoll skift l-ekwazzjoni 

 

Mudell ta' tbassir 

 

26. Ghall-kejl tal-espressjoni ta' D86/D54, kull sustaiiza kimika tat-test tigi ttestjata f'tal-

anqas 2 ewg sessjonijiet indipendenti biex jinkiseb tbassir wiehed (POZITTIV jew 

 

NEGATTIV). Tbassir h-CLAT jitqies POZITTIV jekk tal-anqas tigi ssodisfata wahda mill-

kundizzjonijiet li g萌 in fi 2 minn 2 sessjonijiet indipendenti jew f'tal-anqas 2 minn 3, 

 

inkella t-tbassir h-CLAT jitqies NEGATTIV (Figura 1): 

 

L-RFI tas-CD86 tkun daqs jew akbar minn 150 % fi kwalunkwe kon亡entrazz oni ttestjata 

 

(b'ibbi1ta ta亡-亡ellol ? 50 %); 

 

L-RFI tas-CD54 tkun daqs jew akbar minn 200 % fi kwalunkwe koneentrazzoni ttestjata 

 

(b'iめbi1ta tae-亡elloli ? 50 %). 

 

27. Fuq i 1-ba2i ta' dan li ntqal hawn fuq, jekk 1-ewwel之 ewg sessjonijiet it-tnejn ikunu po2ittivi 

 

ghas-CD86 u/jew it-tnejn ikunu po之ittivi ghas-CD54, it-tbassir h-CLAT jitqies POZITTIV 

 

u ma jkunx herrn b2onn li ssir it-tielet sessiini. B'mod simili, jekk 1-ewwel 2e wg 

 

sessjonijiet ikunu negattivi gha2-2ewg markaturi, it-tbassir h-CLAT jitqies NEGATTIV 

 

(b 'kunsiderazzj oni dovuta tad-disp o2izzj onijiet tal-paragrafu 30) minghajr i -b之onn tat-

tielet sessiini. Madankollu, jekk 1-ewwel 2 ew sessjonijiet ma jkunux jaqblu ghal tal-anqas 

 

wiehed mill-markaturi (CD54 jew C D86), ikun herrn b2onn tat-tielet sessiini u t-tbassir 

 

finali jkun ibba2t fuqi r-ri2ultat tal-ma舘oranza tat-tiiet sessjonijiet individwali (igi丘eri 2 

 

mimi 3). F'dan ir-rigward, ta' min jinnota li jekk isiru之 ewg sessjonijiet indipendenti u 

 

wahda rinnhom biss tkun po2ittiva ghas-CD86 (minn hawn 'il quddiem imsejha P1) u 1-

ohra tkun po2ittiVa biss ghas-CD54 (minn hawn 'il quddiem imsejha P2), ikun herrn 

 

b2onn li ssir it-tielet sessiini. Jekk din it-tielet sessiOni tkun negattiva gha2-2ewg markaturi 

 

(minn hawn 'il quddiem imsejha N), it-tbassir h-CLAT jitqies NEGATTIV. Min-naha 1-

ohra, jekk it-tielet sessiini tkun po2ittiva ghal wiehed mill-markaturi (P1 jew P2) jew gha-ー 

 

之 ew女 marktaturi (minn hawn 'il quddiem imsejha Pi2). t 

 

Figura 1: Mude!! tat-tbassir u之t fil-metodu h-CLAT. Tbassir h-CLAT ghandujitqies fil-kuntest ta' IATA 

 

u skift l d-dispo之izzj on tal-paragrafi 7 u 8 ft-Introduzzjom generali. 
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L-ewwel 

 

ze wg 

 

l 

 

P12& N 

 

P1& N 

 

P2& N 

 

Pl& P2 

 

+ 

 

it-tielet 

 

+ 

 

P12&N&N # 

 

P1&N & N 

 

P2& N & N 

 

P1& P2& N 

 

NEGATTIVA 

 

+ 

 

P12& P1& P2 # 

 

Pl& Pl& P2 

 

Pl& P2&P2 

 

P12& P12& N 

 

P12& P1& N 

 

P12& P2& N 

 

P1& P1& N 

 

P,& P,& N 

 

POZITTIV 

 

L-ewwel 

 

ze wg 

 

l 

 

N&N 

 

v 

 

Ihux mehtieiα 

 

t-tielet sessioni 

 

NEGATTIVA 

 

l 

 

P12&P12 * 

 

P11& P1 

 

P12& P2 

 

Pl& P1 

 

P2& P2 

 

v 

 

Ihux reh tie9o 

 

t-tielet sessioni 

 

POZITTIVA 

 

Pi: sessjonib 'CD86 po2ittiv biss; P2; sessjoni b'CD54 po2ittiv biss; P12: sessjoni b'CD86 kif ukoll C D54 po2ittivi; N: 

 

sessjoni niinghajr C D86 u C D54 po2ittivi. 

 

*Il4xx juru t-tahlitiet rilevanti tar-riultati mili-ewwel 2e w宮 sessjonijiet, indipendentement mill-ordni li fiha jistghu 

 

jinkisbu. 

 

#1-kxx juru t-tahlitiet rilevanti ta' riultati mit-tiiet sessjonijiet fuqi l-b吐i tar-ri2ultati miksuba fi-ewwel 2e w宮 

 

sessjonijiet murija五 l-kaxxa ta' hawn fuq,吃 da ma jirriflettux 1-ordni li fihajistghu jinkisbu. 

 

28. Ghas-sustanzi kimi亡i tat-test imbassra bhala POZITTIVI bl-h-CLAT, b'mod fakultattiv 

 

jistghu jig u determinati 2e wg valuri ta1-Kon亡entrazzoniiet Effettivi (EC), 1-EC 150 ghas-
C D86 u l-EC200 ghas-CD54,j igi丘eri 1-koneentrazzoni li fiha s-sustanzi kimi亡i tat-test 

 

j indu亡u RFI ta' 150 jew ta' 200. Dawn il-valuri tal-EC potenzjalment jistghu 

 

jikkontribwixxu ghai-valutazzjoni tal-potenza tas-sensitizzazzjoni (9) meta ji ntu2aw 
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kkalkolati bl-igu 

 

f' appro比i integrati bhall-IATA (4) (5) (6) (7) (8). Dawn jistghu 

 

ekwazzjonijiet li g萌 in: 

 

Ec 150 (for c D86) =属onc + [(150一 BRFI)/(ARFI一BR 'I) x (Ac~nc -& ~nc)] 

 

Ec 200 (for c D54) =瓦 ~nc + [(200 - BRFI)/(ARFI一BRFI) X (Ac~nc -瓦 ~nc)] 

 

珂n 

 

Aconc hi 1-anqas kon6entrazzoni即g/l bl-RFI> 150 (CD86) jew 200 (CD54) 

 

Bc 0nchi 1-oghia kon亡entrazzoni f'ig/m1 bl-RFI< 150 (CD86) jew 200 (CD54) 

 

ARFI hi l-RFI fi-anqas koneentrazzoni bl-RFI> 150 (CD86) jew 200 (CD54) 

 

BRFI hi l-RFI Il-oghia kon6entrazzoni bl-kF'< 150 (CD86) jew 200 (CD54) 

 

Ghail-fini ta' derivazzjoni aktar pre亡i2a tal-valuri tal-EC 150 u tal-EC200, jistghu jkunu 

 

me htiega tiiet sessjonijiet indipendenti ghall-kejl tal-espressjoni ts-D86/D54. Imbaghad 

 

il-valuri finali tal-EC 150 u tal-EC200 j iu determinati bhala 1-valur median tal-ECs 

 

ikkalkolati mit-tiiet sessjonijiet indipendenti. Meta tnejn biss mit-tiiet sessjonijiet 

 

indipendenti jissodisfaw il-kriterji ghall-po2ittivita (ara 1-paragrafi 26-27), titi adottata 1-

oghia wahda mill-EC 150 jew mill-EC200 ta2-2ewg valud kkalkolati. 

 

Kriterji ta' a民ettazz oni 

 

29. Ghandhom jiu ssodisfati 1-kriterji ta' a比ettazzoni li g可 jin meta j intu2a 1-metodu h-

CLAT (22) (27). 

 

Il-vijabbiltajiet tae-6elloli tal-medium u 1-kontrolli b'solvent!b'veikolu ghandhom ikunu 

 

akbar minn 90 %. 

 

Fil-kontroll b'solvent/b'veikolu, il-valuri tal-RFI tas-CD86 kif ukoll tas-CD54 ma 

 

ghandhomx jaqb2u 1-kriterji po2ittivi (CD86 RFIと 150 % u C D54 kF'と 200 %). Il-valuri 

 

tal-RFI tal-kontroll b'solvent/b'veikolu j i如 kkalkolati b1-uu tal-formula deskritta fil-

paragrafu 25 ("MFl tas-sustanza kimika" ghandha tigi sostitwita b"MFI tas-solvent/tal-

veikolu", u "MFl tas-solvent/tal-veikolu" ghandha tigi sostitwita b"MF! ta' kontroll 

 

(b'medium)"). 

 

Ghall-kontrolli b 'medium kif ukoll dawk b 'solvent/b 'veikolu, il-proporzjon tal-MF! tas-

C D86 kif ukoll tas-CD54 ghall-kontroi b'isotip ghandujkun> 105 %. 

 

Fil-kontroll po2ittiv (DNCB), il-valuri tal-kF' tas-CD86 kif ukoll tas-CD54 ghandhom 

 

jissodisfaw il-kriterji po2ittivi (CD86 RFIと 150 u C D54 RFIと 200) u 1-vijbbilta tad-

6 e11o1i ghandha tkun akbar minn 50 %. 

 

Ghas-sustanza kimika tat-test,11 -vijbbilta ta亡-亡el1oli ghandha tkun akbar minn 50 % f tal-

anuas erba' kon'entrazzioniiiet ittestiati f'kull sessioni. 

 

455 

 



D060575102 

 

30. Ir-ri2ultati negattivi jkunu a &ettbb1i biss ghal sustanzi kimi亡i tat-test li jesibixxu 

 

viabbilta ta亡-6e11o1i ta' anqas minn 90 % fi-oghia kon6entrazzoni ttestjata (igi丘eri 1,2 x 

 

CV 75 skift 1-iskema ta' dilwizzjonijiet seriali deskritta fil-paragrafu 20). Jekk i l-viabbllta 

 

ta亡-eel1o1i f' 1,2 xCV 75 tkun daqs jew akbar minn 90 %,i r-ri2u1tt negattiv ghandu j ii 

 

injorat. F'dan il-ka, hu rakkomandat li wiehed jipprova jirfina l-gha21a tad-do2a bulhi 

 

j irrepeti d-determinazzj ini tas-CV75. Ta' min j innota li meta j intu2aw 5000 ig/m1 f' salina 

 

(jew f'medium jew f'solventi/veikoli obra), 1000 ig/ml f'D1S0 jew l-oghla 

 

kon亡entrazzoni solubbli bhala l-kon&ntrazzjoni massimali tat-test ta' sustanza kimika tat-

test, ri2ultt negattiv ikun a比e ttbb1i anki jekk i l-viabbilta ta亡-6e11o1 tkun akbar minn 90 

 

% . 

 

Rapport tat-test 

 

31. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi 1-informazzjoni li g司Ja . 

 

Sust11lz idmika tat-test 

 

S ustaiiza monokostitwenti 

 

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) IUPAC jew CAS , in-numru!i CAs, il-

kodki S 11LES jew InCh', il-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn; 

 

Id-dehra fi2ika, il-Log Kow, is-solubbilt& fi-ulrna, is-solubbilt& fid-D1S0,l l-pi2 

 

molekulari, u proprjetajiet fi2ikkimki rilevanti addizzjonali, meta jkunu disponibbli; 

 

Il-purit&, l-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbhi fil-prattika, e比.; 

 

It-trattament qabel l-ittestjar, jekk applikabbhi (pere2empu tishin, thin); 

 

l-kon'entrazzj oni( iet) ittestjata/i; 

 

Il-kundizzjonijiet tal-h2in u l-istabbilt&, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Gustifikazzjoni ghall-gha2la tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test; 

 

S ustanza multikostitwenti, UVCB u tahlita 

 

Karatterizzazzjoni sa fein possibbli,e2 . bl-identita kimika (ara aktar 'il fuq), il-purta, 1-

okkorrenza kwantitattiva u 1-propri etaj jet fi2ikokimki rilevanti tal-kostitwenti (ara aktar 'il 

 

fuq) tal-kostitwenti, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Id-dehra fiika, is-solubbilt& fi-ilma, is-solubbilt& fid-D1S0 u proprjetajiet fi2ikokimki 

 

rilevanti addizzjonahi, meta jkunu disponibbli; 

 

Il-pi2 molekulari jew il-pi2 molekulari apparenti fil-ka ta' tahlitiet/polimeri 

 

b 'kompo2izzj oniiet magbrufin jew informazzjoni ohra rilevanti ghat-twettiq tal-istudju; 

 

Trattament ciabel l-ittestjar. jekk applikabbli (pere2empiu tishin. thin); 
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Il-kon'entrazz oni( iet) ittestj ata/i; 

 

Il-kundizzjonijiet tal-h2in u l-istabbilt&, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Gustifikazzjoni ghall-gha2la tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test; 

 

Kontro lli 

 

Kontroll po2itt 

 

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) [UPAC jew CAs, in-numru/i CAs, il-

kodi亡i SM ILES jew InCh', il-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn; 

 

Id-dehra fi2ika, il-Log K ~w is-solubbilt& fl-ilma,is -solubbiltt fid-D1S0, il-pi2 molekulari, 

 

u proprjetajiet fi之ikkmi6i rilevanti addizzjonali, meta jkunu disponibbli u fein 

 

applikabbli; 

 

Il-purit&, 1-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fi-prattika, e比.; 

 

It-trattament qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (pere之empju tishin, thin); 

 

Il-kon亡entrazzj oni(iet) ittestjata/i; 

 

Il-kundizzjonijiet tal-h2in u l-istbbilta, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Referenza ghar-ri2ultti s torki tal-kontroll po2ittiv li juru kriterji xierqa ta' a比ettazz oni 

 

tas-sessjoni, jekk applikabbli. 

 

Kontroll negattiv u b'solvent/b'veikolu 

 

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) [UPAC jew CAs, in-numru/i CAs, il-

kodi亡i S 11LES jew InCh', il-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn; 

 

Il-purit&, 1-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, e &.; 

 

Id-dehra fiik, is-solubbilta fl-ilma,i 1-pi之 molekulari, u proprjetajiet fi之ikokimi亡i rilevanti 

 

addizzjonali f'ka li jintu2a solvent/veikolu iehor li ma jkuiix fost dawk imsemmijin fil-

Linja Gwida tat-Test u sa fein ikunu disponibbli; 

 

Il-kundizzjonijiet tal-h2in u l-istabbilt&, sa fein ikunu disponibbli; 

 

くi u stifikazzj oni ghall-gha2la tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test; 

 

Il-ku ndzz o nびjet tat-test 

 

L-isem u l-indirizz tal-isponser, tal-failita tat-test u tad-direttur tal-istudju; 

 

Deskrizzjoni tat-test u2at; 

 

11-linja ta'亡e llol u2ata, il-kundizzjonijiet tal-h2in u s-sors taghha (e2. il-fa6ilit?t mnejn 

 

iiikisbet); 

 

457 

 



D060575102 

 

k-6itometrりa tal-fluss u2ta (e2. ii-mude!!), inklu2i l-issettjar tal-istrumenti, ii-globulina, 1-

antikorpi u 1-markatur ta6-6itotosskit?t u2t; 

 

Il-pro亡edura u2ta biex tintwera l-profienza tal-laboratorju fit-twettiq tat-test bl-ittestjar 

 

ta' sustanzi ta' pro珂enza, u 1-pr元edura u2ta biex tintwera prestazzjoni riprodu'ibbli tat-

test ma2-2mien, e2. data storika tal-kontroll u/jew data storika tai-kontrolli tar-reattivitu. 

 

たit-test 

 

Kriteグi ta'addettazグini 

 

Il-valuri tal-vijabbiita ta6-亡ellol, tal-MF! u tal-RFI miksuba bil-kontroll 

 

b' solvent/b 'veikolu meta mqabbla mal-meded ta' a比e#azzj oni; 

 

Il-valuri tal-vii abbilta ta'-6ellol u tal-RFI miksuba bil-kontroll po2ittiv meta mqabbia 

 

mal-meded ta' a66ettazzjoni; 

 

I l-ibbi1ta ta亡-亡e11o1i taI-kon6entrazzoniiet ittestjati kollha tas-sustanza kimika tat-test. 

 

刀ァrdedlra tat-test 

 

In-nuniru ta' sessjonijiet uti; 

 

l-kon6entrazzjonijiet tas-sustanza kimika, l-applikazzjoni u 1-hin ta' esponiment u2t 

 

(jekk ikun differenti minn dak rakkomandat) 

 

Id-durata tal-esponiment (jekk tkun differenti minn dik rakkomandata)I 

 

Deskrizzjoni tal-kriterji ta' evalwazzjoni u de6ijoni u2ati; 

 

Deskrizzioni ta' kwalunkwe modiflka tal-Dro亡edura tat-test. 

 

1r-riiultaガ 

 

Tabulazzjoni tad-data,in klu2i s-CV75 (jekk applikabbli), il-valuri g eometrki tal-MFl, tal-

KF! u tal-viabbilta ta亡-亡elloli, il-valuri tal-ECl50/C200 (jekk applikabbli) miksuba 

 

ghas-sustanza kimika tat-test u ghall-kontroll po2ittiv f'kuli sessioni, u indikazzjoni tal-

klassiflkazzjoni tas-sustanza kimika tat-test skont il-mudell tat-tbassir; 

 

Deskrizzjoni ta' kull osservazzjoni rilevanti ohra osservata, jekk appiikabbii. 

 

Disんssjoni tar-riiultati 

 

Diskussjoni tar-ri2ultti miksubin bii-metodu h-CLAT; 

 

Kunsiderazzjoni tar-ri2ultati tat-test fli-kuntest ta' IATA, jekk ikun herrn inforrnazzjoni 

 

rilevanti ohra disponibbli. 

 

&mklガ0可jet 
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Appendici 1.1 

 

DEFINIZZIONHIET 

 

Akkuratezza: I1-qrubija丘 l-liveil ta' qbil beini r-ri2ultti tat-test u 1-valuri referenzjarji 

 

a的e ttati. Hi keji tal-prestazzjoni tat-test u wiehed mill-aspetti ta' rilevanza. S piss it-terminu 

 

j intu2a b'mod alternanti ma' "konkordanza" biex i丘ss er il-proporzjon ta' ri2u1tati korretti ta' 

 

test (21). 

 

Alp (Passa舘 tal-E2itu Avvers): sekwenza ta' avvenimenti mill-istruttura kimika ta' 

 

sustanza kimika丘 l-mira jew grupp ta' sustanzi kimiei simili permezz tal-avveniment ta' 

 

inizjazzjoni molekulari ghal e2itu ta' interess in vivo (22). 

 

Sus tanzi kimici:S ustanza jew tahlita 

 

CV 75: I1-kon6entrazzoni strata li turi viabbi1ta ta6-亡elloli ta' 75 %. 

 

EC 150: i l-koneentrazzoniiet li juru 1-valuri tal-RFI ta' 150 fi-espressioni ta'C D86 

 

EC 200: i 1-kon6entrazzoniiet li juni 1-valul tal-KF' ta' 200 fi-espressioni ta'C D54 

 

Citometrija tal-fluss: teknika 亡 itometrika li fiha亡 -eellol sospi2i丘 fluwidu jiffluwixxu 

 

wahda, wahda permezz ta' fokus ta' dawl ta1-e6itament, li jitferrex f'mudelli karatteristii 

 

ghae-亡elloli u ghall-komponenti taghhom;ie -eelloli spiss jiu tikkettati b'markaturi 

 

fluworexxenti biex id-dawl 1-ewwel jigi assorbit imbaghad jinheles丘 frekwenzi differenti. 

 

Periklu: Proprjet& inerenti ta' agent jew ta' sitwazzjoni li ghandha l-potenzjal li tikkaw加 

 

effetti avversi meta o rgani之mu, sistema jew (sub)popolazzjoni jiu esposti ghal dak 1-agent. 

 

IATA (Appro比 Integrat ghall-Ittestjar u l-Valutazzjoni):A ppro& strutturat u2at ghall-
identi丘kazzoni ta' perikli (potenzjal), ghall-karatterizzazzjoni tal-perikli (potenza) u/jew 

 

ghall-valutazzjoni tas-sikurezza (poteiizjal/potenza u esponiment) ta' sustanza kimika jew 

 

ta' grupp ta' sustanzi kimk, li jintegra b'mod strutturat u ji2en id-data rilevanti kollha biex 

 

jinforma de亡ijoni regolatorja dwar il-periklu u/jew ir-riskju u/jewl l-htiega potenziali ghal 

 

ittestjar immirat ulterjuri li, ghaldaqstant, ikun minimu. 

 

Kontroll b'medium: Replika mhux ittrattata li丘 ha 1-komponenti kollha ta' sistema tat-test. 

 

Dan il-kampjun jigi proeessat b'kampjuni ttrattati bis-sustanza kimika tat-test u kampjuni 

 

tal-kontroll ohrajn biex jigi determinat jekk is-solvent/il-veikolu jkollux interazzjoni mas-

sistema tat-test. 

 

Tahlita: Tahlita jew soluzzjoni msawra mimi 2e wg sustanzi jew aktar. 

 

S ustanza monokostitwenti:S ustanza, de丘nita mi11-kompo2izzjoni kwantitattiva tagbha, li 

 

丘 ha kostitwent ewlieni wiehed ikun Dre2enti g hal tal-anaas 80 % (w/w). 
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Sustanza multikostitwenti:S ustanza, definita mill-kmpo2izzoni kwantitattiva taghha, li 

 

fiha aktar minn kostitwent ewlieni wiehed ikunu pre2enti fkon亡entrazz oni? 10 % (w/w) u 

 

<80 % (w/w).S ustanza multikostitwenti hi r-ri2ultt ta' preess tal-manifattura. Id-
differenza bein tahlita u sustanza multikostitwenti hi li tahlita tinkiseb bi-amalgamar ta' 

 

2ew sustanzi jew aktar minghajr reazzjoni kimika.Sus tanza multikostitwenti hi r-ri2ultt 

 

ta' reazzjoni kimika. 

 

Kontroll po2ittiv: Replika li jkun fiha 1-komponenti koliha ta' sistema tat-test u trattata 

 

b'sustanza li jkun maghruf li tikkaw2a rispons po2ittiV. Biex jig i 2 gurat li l-varabllta fir-

rispons tal-kontroll po之ittiv tul i之-2mien tkun tista' tigi vvalutata, id-daqs tar-rispons po2ittiv 

 

ma ghandux ikun e6亡essiv. 

 

Preapteni: sustanzi kimi6i li j siru sensitizzaturi permezz ta' trasformazzjoni abij otika 

 

Proapteni: sustanzi kimi亡i li j ehtiu attivazzjoni enzimatika biex jehilsu l-potenzjal ta' 

 

sensitizzazzjoni tal-tilda 

 

Intensita relattiva tal-tluworexxenza (RI): Valuri relattivi tal-intensitt medi a 

 

geometrika tal-fluworexxenza (IFl) f'6ellol trattati bis-sustanza kimika meta mqabbla 

 

mal-MFl f'e lloli trattati b'solvent/b 'veikolu. 

 

Rilevanza: Deskrizzjoni tar-relazzjoni tat-test ghall-effett ta' interess u jekk huwiex 

 

sinifikanti u utli ghal skop partikolari. Din tiddetermina kemm it-test ghandu 1-hila jkejjel 

 

jew ibassar b'mod korrett 1-effett biologiku ta' interess. Ir-rilevanza tinkorpora i-

kunsiderazzoni tal-akkuratezza (konkordanza) ta' test (21). 

 

Affidabbi1ti: Kejlijiet ta' kemm test jista' jitwettaq b'mod riprodu亡bbli fil-laboratorji u 

 

bein il-laboratorji tul i2 -mien, meta jitwettaq billi j intu2a 1-istess protokol!. Din tii 

 

evalwata billi tkun ikkalkolata r-riprodu亡ibbbilta fl-istess u bein il-laboratorarji u r-

ripetibbilt& fi-istess laboratorju (21). 

 

Ses可oni:S essoni tikkonsisti f'sustanza kimika tat-test wahda jew aktar ittestjata flimkien 

 

ma' kontroll negattiv u ma' kontroll b'solvent/b'veikolu. 

 

Sensittivit: Il-proporzjon tas-sustanzi kimi亡i po之ittivi/attiVi kollha li huma klassifikati kif 

 

suppost mit-test. Hi kejl tal-pre亡i勾oni ghai test li j ipprodu6i ri之ultati ktegorki, u hi 

 

kunsiderazzjoni importanti fii-vaiutazzjoni tar-relevanza ta' test (21). 

 

Bafer tat-tilwin: S a1ina baferj ata b'fosfat ii fiha 0,1 % albumina tas-semm tal-bovini. 

 

Kontroll b'solvent/b'veikolu: Kampjun mhux trattat li fih il-komponenti koliha ta' sistema 

 

tat-test hlief tas-sustanza kimika tat-test,i2 da li jinkludi s-solvent/il-veikolu li jintu2a. 

 

Jintua biex jigi stabbilit ir-rispons tai-linja ba2i ghall-kampjuni trattati bis-sustanza kimika 

 

tat-test dissolta jew dispersa stabbliment fi-istess solvent/veikolu. Meta jigi ttestjat ma' 

 

kontroll b'medium konkorrenti, dan il-kampjun juri wkoi jekk is-solvent/il-veikolu jkollux 

 

interazzioni mas-sistema tat-test. 
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Spe亡ifi亡ith: Il-proporzjon tas-sustanzi kimiei negattivi/inattivi koliha li huma kiassifikati kif 

 

suppost mit-test. Hi kejl tal-pre亡i司oni ghal test li ji pprodu6i ri2u1tti ktegorii, u hi 

 

kunsiderazzjoni importanti五l -alutazzoni tar-relevanza ta' test (14). 

 

Sustanza: Element kimiku u 1-komposti tieghu fl-istat naturali jew mislut minn kwalunkwe 

 

pro6ess ta' produzzjoni, li j induei kull addittiv ne亡essru ghall-pre2ervazzoni tal-istabbilit 

 

tieghu u kwalunkwe i mpurit? li tirri2ulta mi ll-pro6ess u2t, i2da b1-esk1u司oni ta' kull 

 

solvent li jista' jkun separat minghajr ma tkun effettwata 1-istabbilt& tas-sustanza jew 

 

minghajr ma tinbidel i l-kompo之izzoni taghha. 

 

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestj ata permezz ta' dan il-
metodu. 

 

I-Sistema Globalment Armonizzata tal-Klassifikazzjoni u 1-Ittikettar ta'Sus tanzi 

 

Kirk! tan-Nazzjonijiet Uniti (G1S tan-NU):Sis tema li tipproponi l-klassifikazzjoni tas-
sustanzi kimki (sustanzi u tahlitiet) skont it-tipi u 1-livelli standardizzati ta' perikli fk, 

 

sanitarji u ambientali, u tindirizza 1-elementi ta' komunikazzjoni korrispondenti, bhal 

 

pittogrammi, kiem ta' twissija, dikjarazzjonijiet ta' periklu, dikjarazzjonijiet ta' 

 

prekawzjoni u skedi ta' data dwar is-sikurezza, biex jitwassal taghrif dwar 1-effetti avversi 

 

bil-ghan li n-nies ikunu protetti (inklu2i min ihaddem, il-haddiema, it-trasportaturi, il-
konsumaturi u min jintervjeni f'emer女enza) u 1-ambient (23). 

 

UVCB: sustanzi ta' kompo2izzjoni varjabbli jew mhux maghrufa, prodotti jew materiali 

 

bijologki b'reazzjoni kumplessa. 

 

フe6ifiku u 

 

ida biss 

 

kop sj 

 

;solut, 

 

Test validu: Test meqjus li ghandu bi22jjed rilevanza u afdabbilta ghal s 

 

prin亡ipji xentif亡i sodi. Test qatt ma jkunx validu f sens a, 
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Aipendi亡i 1.2 

 

SUSTANZI TA' PROFICIENZA 

 

Qabel l-uu ta' rutina tat-test deskritt f'dan l-Appendi亡i tal-metodu ta' ttestjarB .71, il-

laboratorji ghandhom juru prof eiiza teknika bulli jiksbu b'mod korrett it-tbassir mistenni 

 

tal-h-CLAT ghali- 10 sustanzi rakkomandati fit-Tabella i u bulli j iksbu 1-valuri tas-CV70, 

 

tal-EC 150 u tal-EC200 li jaqghu fi hdan il-medda ta' referenza rispettiva ghal tal-anqas 8 

 

mill-li sustanzi ta' profienza. Is-sustanzi ta' prof'enza n tgha2l biex ji rrappre2entaw il-
firxa ta' risponsi ghal perikli ta' sensitizzazzjoni tal-gilda. Kriterji tal-gha2la ohra kienu li s-
sustanzi jkunu disponibbli knmmer alnent, u li jkun henini disponibbh data ta' riferiment 

 

in vivo ta' kwalita gholja kif ukoll data in vitro ta' kw1ita gholja bil-metodu h-CLAT. 

 

Barra mimi hekk, herrn data ta' riferiment ippubblikata disponibbli ghail-metodu h-CLAT 

 

(3)(14). 

 

Tabella 1:S ustanzi rakkomandati biex tintwera profk enza teknika bil-metodu h-CLAT 

 

R2ultat tal-b- R2ultat tal-b-
ledda ta' CLAT CLAT 

 

Riferiment g halC D86 g halC D54 

 

ta'CV 75 (ledda ta' (ledda ta' 

 

f.tgIml2 Riferiment Riferiment 

 

ta'EC 15o f /ml)2 ta'EC 200 ftgml) 

 

Tbassir 加 vか0 

 

S tat 

 

friku 

 

CASRN 

 

Sustanzi ta' Profi可enza 

 

Po2ttiv 

 

(0,5-15) 

 

Po2ttiv 

 

(0,5-10) 

 

2-12 

 

Senstzzatur 

 

(estrem) 

 

Soldu 

 

97-00-7 

 

2,4-Dinitrklorben2en 

 

Negattiv 

 

(>1,5)3 

 

Po2ittiv 

 

(10-100) 

 

Po2ittiv 

 

(10-140) 

 

Po2ittiv 

 

(-z250) 

 

Po2ittiv 

 

(20-75) 

 

Negattiv 

 

(>5000) 

 

Negattiv 

 

(>5000) 

 

Negattiv 

 

(>5000) 

 

Negattiv 

 

(>1000) 

 

Po2ttiv 

 

(<40) 

 

5-95 

 

Senstzzatur 

 

(b'sahhtu) 

 

Soldu 

 

106-50-3 

 

4-Femlenedlammma 

 

Po2ttiv 

 

(-z100) 

 

30-500 

 

Senstzzatur 

 

(moderat) 

 

Soldu 

 

10101-97-0 

 

Su1ft tan-nikil 

 

Negattiv 

 

(>10)3 

 

30-400 

 

Senstzzatur 

 

(moderat) 

 

Solidu 

 

149-30-4 

 

2-Merkapten.oりao1 

 

Negattiv 

 

(>5)3 

 

>20 

 

Po2ittiv 

 

(20-90) 

 

Negattiv 

 

(>5000) 

 

Negattiv 

 

(>5000) 

 

Negattiv 

 

(>5000) 

 

Negattiv 

 

(>1000) 

 

25-100 

 

>5000 

 

>5000 

 

1500-5000 

 

>1000 

 

SenSitizzatur 

 

(d師ajjeD 

 

Senstzzatur 

 

(d師ajjeD 

 

Ihux 

 

sensitizzatur 

 

Ihux 

 

sensitizzatur 

 

Ihux 

 

sensitizzatur 

 

Ihux 

 

sensitizzatur 

 

Likwidu 

 

5989-27-5 

 

取＋）ーhmonen 

 

Sohdu 

 

39236-46-9 

 

Urea ta1-i1idao1id血i1 

 

Likwidu 

 

67-63-0 

 

Isopropanol 

 

Likwidu 

 

56-81-5 

 

G1i亡er1 

 

Likwidu 

 

50-21-5 

 

節idu lattiku 

 

150-13-0 S ohdu 

 

4-aidu amioben可ku 

 

tinkiseb bl-u之u tal 

 

Abbrevjazzjonijiet: RN tas-CAS = Nuniru tar-R宮istru tas-Servizz tat-Taqsiriet tas-Sustaizi K iiid 

 

It-tbassir tal-perddu (u tal-potenza) in vivo hu bbaat fuq data tal-LLNA (3) (14). Il-potenza in vivo 

 

kriterji proposti null-ECETOC (24). 

 

Fuq il-bai tal-valuri s tori6i osservati (13) (25). 
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ghalhekk, hu primarament mistenni 

 

tori亡i osservati. F'ka li jinkiseb 

 

S torkament, ma蛇oraiiza tar-r2u1tti negattivi nkisbet ghal dan il-markatur u, 

 

rLu1tt negattiv. Il-medda pprovduta宮 iet defmita fuqi 1-b吐i tal-丑it r2u1tti po2ittivi 

 

rLu1tt po2ittiv, il-valur tal-EC ghandu jkun fi hdan il-medda ta' riferiment rapportata. 
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Appendi亡i 2 

 

SENSITIZZ AZ7,I0NI TAL-GILDA IN VITRO: IT-TEsT TA' ATTIVAZ7.I0NI TAL-LINIA 

 

TA' CELLOLI U937 (U-sENsTM) 

 

KUNSIDERAZ7IONIJIET INIZIALI U LIMIT Z7.I0NIlET 

 

1. It-test U~SENSTM j ikkwanti丘ka t-tibdil fi-espressioni ta' markatur tas-superf e ta亡-eel1o1 

 

asso可 at ma1-pro6ess ta' attivazzjoni tal-mono亡iti u ta亡-亡e11oli dendritiei (DC) (igi丘eri 

 

C D86), fil-linja ta'6e l1o1i tal-linfima isto亡itika umana U937, wara esponiment ghas-
sensitizzaturi (1). Il-livelli ta' espressioni mkejla tal-markatur tas-superf可e ta'-亡e1lol 

 

C D86 fil-linja ta' &lloli U937 imbaghad j intuaw ghas-sostenn tad-diskriminazzjoni bein 

 

is-sensitizzaturi ta1-ilda u n-nonsensitizzaturi. 

 

2. It-test U~SENSTM gi e evaiwat fi studju tal-validazzjoni (2) koordinat minn L'Oreal u wara 

 

sarlu rie2ami bein il-pari indipendenti mill-Kumitat Xjentifiku Konsultattiv (ESAC) tal-

Laboratorju ta' Riferiment tal-Unioni Ewropea ghali-Alternattivi ghall-Ittestjar fuq 1-

Annimali (BURL ECVAM) (3). B'kunsiderazzjoni tal-evidenza disponibbli koilha u tal-

input mir-regolaturi u mill-partijiet i kkoneernati,i 1~U~SENSTM kien rakkomandat mill-

BURL ECVAM (4) biex jintu2a bhala parti minn IATA b'sostenn tad-diskriminazzjoni 

 

bein is-sensitizzaturi u n-nonsensitizzaturi ghali-fini ta' klassifikazzjoni u ta' tikkettar tal-

perikli. Fid-dokument ta' gwida taghha dwar ir-rapportar ta'a ppro&i strutturata ghali-

integrazzjini tad-data u ghas-sorsi ta' informazzjoni individwali u2ati fi hdan IATA ghas-

sensitizzazzjoni tal-ilda, bhalissa 1-OECD qed tiddiskuti numru ta' studji ta-ka2 li 

 

jiddeskrivu s trate前i ta' ttestjar u mudeli ta' tbassir differenti. Wiehed mi 1l-appro&i 

 

definiti differenti hu bba之at fuq l-assa舘 U-sENs (5). E之empji tal-u之u ta' data ta' U-

SE NST1 flimkien ma' informazzjoni ohra, ink1u2a data storika u data umana valida 

 

e2 istenti (6). huma rapportati wkoll f'postijiet ohra fid-dokumentazzioni (4) (5) (7). 

 

3. It-test U-sENsTM wera li kien trasferibbli ghal-laboratorji esperjenzati f'tekniki tal-koltura 

 

ta亡-ee1loli u -anali2i ta6-6itometria tal-fluss. Il-livell ta' riprodu6ibbbi1ta 丘1 -previ司oniiet 

 

li jistghu jkunu mistennija mit-test hu fi-ordni ta' 90 % u 84 % fi hdan il-laboratorji u bein 

 

il-laboratorji, rispettivament (8). r-ri2ultti 蛇 enerti fi-istudju ta' validazzjoni (8) u fi 

 

studji ppubblikati ohra (1) b 'mod generali j indikaw li, meta mqabbla mar-ri2ultati tal-

LLNA, 1-akkuratezza fid-distinzjoni tas-sensitizzaturi ta1-1da Uigiferi Kat. i tal-G1S 

 

tan-NU/tas-CLP) min-nonsensitizzaturi hi ta' 86 % (N=166) b'sensittivit?t ta' 91 % 

 

(118/129) u bi s pe亡if6ita ta' 65 % (24/37). Meta mqabbla mar-ri2u1tati umani, 1-

akkuratezza fid-distinzjoni tas-sensitizzaturi tal-gilda (igi丘eri Kat. 1 tal-G1S tan-NU/tas-

CLP) min-nonsensitizzaturi hi ta' 77 % (N=101) b'sensittivit. ta' 100 % (58/58) u bi 

 

sp e亡if6ita ta' 47 % (20/43).I l-previ2ioniiiet ta' negattiVi foloz imqabbla mal-LLNA bul-U-
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sENsTM ghandhom probabbilta akbar li j ikkon亡ernaw sustanzi kimi亡i li juru potenza baxxa 

 

sa moderata tas-sensitizzazzjoni tal-ilda Uigi丘eri s-subkategorija lB tal-G1S tan-NU/tas-

CLP) minn sustanzi kimi亡i li juni potenza gholja tas-sensitizzazzjoni tal-ilda Uigifieri s-

subkategorija lA tal-G1S tan-NU/tas-CLP) (1) (8) (9). Mehuda koliha f'daqqa, din 1-

informazzjoni tindika l-utilita tat-test U-sENsTM biex jikkontribwixxi ghai-

identifikazzjoni tal-perikli ta' sensitizzazzj oni tal-gilda. Madankollu, il-valuri tal-

akkuratezza moghtija hawnhekk ghall-U-SENSTM bhala test wahdu huma indikattivi biss 

 

peress lit-test ghandu jigi kkunsidrat flimkien ma' sorsi ohra ta' informazzjoni fil-kuntest 

 

ta' IATA u skont i d-dispo2izzjonりiet tal-paragrafi 7 u 8 fl-Introduzzjoni generali. Barra 

 

minn hekk, meta j igu evaiwati metodi mhux fuq 1-annimali ghas-sensitizzazzjoni tal-gilda, 

 

ta' min jiftakar li t-test LLNA kif ukoll testijiet ohra fuq 1-annimali jaf ma jirriflettux is-

sitwazzjoni shiha fil-bniedem. 

 

4. Fuq i l-ba2i tad-data disponibbli bhalissa, intwera lit-test U-sENsTM kien applikabbli ghal 

 

sustanzi kimi亡i tat-test (inklu2i ingredienti ko2meti,e2 . preservattivi, tensjoattivi, attivi, 

 

koloranti) li jkopru firxa ta' gruppi funzionali organi'i, ta' proprjetajiet fi之ikokimi, ta' 

 

potenza ta' sensitizzazzjoni tal-gilda (kif determinata fi studji in vivo) u tal-ispettru ta' 

 

mekkani2mi ta' reazzjoni maghruf li jkunu a sso可ati ma' sensitizzazzjoni tal -gilda Uigifieri 

 

a&ettatur ta' Michael, formazzjoni bai ta'S chiff, agent ta' trasferiment tal-a亡il, 

 

sostituzzj oni nukleofilika bimolekultari [SN2], jew sostituzzjoni aromatika nukleofilika 

 

[SNAr]) (1) (8) (9) (10). It-test U-sENsTM hu applikabbli ghal sustanzi kimi亡i tat-test li 

 

huma solubbli jew li jifformaw dispersjoni stabbli (igifieri kollojde jew sospensiOni li fiha 

 

s-sustanza kimika tat-test ma tistabbilixxix ruhha u lanqas ma tissepara mis-solvent/mill-

veikolu f'f2ijiet differenti) f'solvent/veikolu xieraq (ara 1-paragrafu 13).S ustanzi kimid 

 

fis-sett tad-data rapportat bhala preapteni Uigifieri sustanzi attivati b'ossidazzjoni) jew 

 

proapteni Uigifieri sustanzi li j ehtiegu attivazzjoni enzimatika, pere2empu permezz tal-

enzimi P450) tbassru kif suppost mill-U-SENSTM (1) (10).S ustanzi li jinterferixxu mal-

membrana jistghu jwasslu ghal ri2ultati po2ittivi foloz minhabba 2i eda mhux s pe亡i丘ka ta' 

 

espressiOni ta'C D86, hekk kif thieta minn seba' po2ittivi fohoz relatati mah-klassifikazzjoni 

 

ta' riferiment in vivo kienu tensjoattivi (1). B'hekk, ri2ultti po2ittivi b'tensjoattivi 

 

ghandhom j iu kkunsidrati bil-galbu fihwaqt li ri之ultti negattivi b'tensjoattivi xorta wahda 

 

j istghu jintu之aw b' sostenn tah-identiflkazzj oni tas-sustanza kimika tat-test bhaha mhux 

 

sensitizzatur. Is-sustanzi kimi亡i tat-test fluworexxenti j istghu j iu vvalutati bil U~SENSTM 

 

(1),i2 da sustanzi kimi亡i tat-test fluworexxenti b' sahhithom li j ehilsu 1-istess tul ta' mew部 

 

bhal istojant tal-fiuworexxeina (FITC) jew bhala jodur tal-propidju (PI), jinterferixxu 

 

mad-detezzjoni e itometrika tal-fluss u b'hekk ma jistghux j igu evalwati kif suppost bl-u2u 

 

ta' antikorpi konjugati tal-FITC (negattiv falz potenziali) jew bl-u2u tal-PI (il-vijabbilt& ma 

 

tistax titkejjel). F'ka2 bhal dan, antikorpi ohra taggjati bi fluworokromu jew markaturi ohra 

 

ta亡-6itotossi亡ita, rispettivament, jistghu jintu2aw dment li jkun jista' jintwera li jipprovdu 

 

ri2ultati simili bhall-antikorpi taggjati bi-FlIC jew il-PI (ara 1-paragrafu 18), e2. bl-ittestjar 
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tas-sustanzi ta' prof enza -Appendi'i 2.2. Fid-dawl ta' dan ta' hawn fuq,i r-ri2ultat 

 

po2ittiVi b 'tensj oattivi u r-ri2ultti negattivi b' sustanzi kimi亡i tat-test fluworexxenti 

 

b 'sahhithom ghandhom jig u interpretati 丘 l-kuntest tal-limitazzj mnij jet iddikj arati u 

 

flimkien ma' sorsi ohra ta' informazzjoni丘 hdan il-kuntest tal-IATA. F 'ka2iiet li丘 hom 

 

ikun henm evidenza li turi n-nuqqas ta'a pplikbbilta tat-test U~SENSTM ghal kategoriji 

 

spe'ifei ohra ta' sustanzi kimiei tat-test, dan ma ghandux j intua ghal dawk il-kategoriji 

 

spe亡ifei. 

 

5. Kif deskritt aktar 'il fuq, it-test U~SENSTM isostni d-diskriminazzjoni bein is-sensitizzaturi 

 

ta1-ilda u n-nonsensitizzaturi. Madankollu, ghandu l-potenzjal li jikkontribwixxi ghali-

valutazzjoni tal-potenza ta' sensitizzazzjoni ukoll meta j intu之a f'appro6亡i integrati bhailー 

 

IATA. Minkejja dan, herrn b2onn li jsir aktar xoghol, idealment fuq i l-ba2i ta' data mill-

bniedem, biex jig i stabbilit kif i r-ri2ultati tal-U-SENSTM jistghu jinformaw valutazzjoni tal-

potenza. 

 

6. Id-definizzjonijiet huma pprovduti -Appendi亡i 2.1. 

 

PRINCIPLI TAT-TEsT 

 

7. It-test U~SENSTM hu assa舘 in vitro li jikkwantiflka t-tibdiliet fi-espressioni tal-markaturi 

 

tas-super丘可e ta6-6e1lo1i C D86 fuq linja ta'亡 e11oli tal-linfima isto亡itika umana, i6-亡e1lo1i 

 

U937, wara esponiment ghal 45+3 sighat ghas-sustanza kimika tat-test. Il-markatur tas-

superf可e C D86 hu markatur tipiku minnhom tal-attivazzjoni ta-U937. Is-CD86 hu 

 

maghruf bhala molekula kostimolatorja li tista' timita l-attivazzjoni mono'itika, li taqdi 

 

rwol kritiku fil-primazzjoni ta亡-ee1loli-. It-tibdiliet Il-espressioni tal-markaturi tas-

super丘可e ta6-亡el1o1i C D86 jitkejlu b'亡itometrija tal-fluss wara tiiwin ta亡-ee1lol, 

 

tipikament b' antikorpi tikkettati (bl-FITC) tal-istjo j anat tal-fluworexxeina. Il-kej i tad-

亡 itotossi亡it?t jsir fi-istess hin ukoll (e2. b1-u2u tal-PI) biex j igi vvalutat jekk s-

sovraregolazzjoni tal-espressioni tal-markaturi tas-superf可e ta亡-亡eiloii C D86 issehhx 

 

f'kon亡entrazz onijiet s ubitoto s ski. L-indi亡i ta' stimolazzjoni (s.l.) tal-markatur tas-

super丘可e ta6-'elloli mqabbel mai-kontroll b'solvent/b'veikolu hu kkalkolat u jintua丘 l-

mudell tat-tbassir (ara 1-paragrafu 19), b' sostenn tad-diskriminazzj ini bein is-sensitizzaturi 

 

u n-nonsensitizzaturi. 

 

TAL-PROFにJENZ 

 

8. Qabel ma j u2aw it-test deskritt f'dan l-Appendiei tal-metodu ta' ttestjarB .7 1 bhala rutina, 

 

il-laboratorji ghandhom juru l-pro丘可enza teknika bulli ju2aw l-10 S ustanzi ta' Pro丘jenz 

 

elenkati -Appendi亡i 11 f'konforrnit?t mal-Prattiki Tajba tal-Metodi in vitro (11). Barra 

 

minn hekk, 1-utenti tat-test ghandhom i2ommu ba2i ta' data storika tad-data generata bil-
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kontrolli tar-reattivit& (ara 1-paragrafu 11) u bil-kontrolli po2ittiVi u b'solvent/b'veikolu 

 

(ara 1-paragrafi 15-16), u j u2aw din id-data biex jikkonfermaw i r-riprodu'ibbi1ta tat-test 

 

fil-laboratorju taghhom tin2amm ma2-2mien. 

 

PROCEDURA 

 

9. Dan it-test hu bba2at fuq il-protokoll fru 183 (12) tal-U-SENSTM DataBase service on 

 

ALternative Methods to animal experimentation (DB-ALM). Ghandhom jithaddmu 1-

Pro亡eduri Operatorji S tandard (S0P) meta j igi implimentat u meta j intu2a t-test U~SENSTM 

 

fil-laboratorju. Tista' tintu2a sistema awtomatizzata biex isir ilU~SENSTM jekk ikun jista' 

 

jintwera li din tipprovdi ri2ultti simili, pere2empu bl-ittestjar tas-sustanzi ta' prof enza 

 

-Appendi亡i 2.2. Din li g ea hi deskrizzjoni tal-komponenti u tal-pro6eduri ewlenin ghat-
test U-sENsTM. 

 

Thejjija tac-&lloli 

 

10. 11-linja ta'ee l1oli tal-linfima istoeitika umana, U937 (13), ghandha tintu2a ghat-twettiq 

 

tat-test U-sENsTM. k-亡elloli (kionu CR L1593.2) ghandhom jinkisbu mimi bank ta6-6elloli 

 

kwalifikat sew, bhall-American Type Culture Collection. 

 

11. k-eelloli U937 huma kolturati f'37。C f'S % C02 u atmosfera umidifikata f'medium 

 

RPMI-1640 supplimentat b'lO % serum tal-gho舘ie1a fetali (FCS), 2 mM L-glutammina, 

 

100 unit/l peni6i1lina u 100 ig/nl1s treptomi亡ina (medium komplut). kー亡el1oli U937 ji u 

 

passa舘ti bhala rutina kull jumejn/tlieta bid-densita ta' 1,5 jew 3 x i05 &lloli/ml, 

 

rispettivament. Id-densit?t ta6-亡e1loli ma ghandhiex taqbe2 it-2 x 106 &lloli/ml u 1-

viabilta ta亡ー亡ello1i mkejla bl-esklujoni tal-blu tirpan ghandha tkun ? 90 % (ma 

 

ghandhiex tigi applikata fl-ewwel passa蛇 wara t-tahlil). Qabel ma j intu2aw ghall-ittestjar, 

 

kull lott ta'亡 elloli, ta' FCS jew ta' antikorp ghandu jigi kwaifikat bulhi jsir kontroll tar-

reattivit&. Il-kontroll tar-reattivita ta'ー亡elloli ghandu jsir b-uu tal-kontroll po乞ittiv, l-a亡idu 

 

pikrisulfoniku (2,4,6-Trinitro-ben2en-a亡idu sulfoniku:T NBS) (CASRN 2508-19-2, ? 99 

 

% purit&), u 1-kontroll negattiv,a亡 idu lattiku (LA) (CASRN 50-21-5, ? 85 % purit), tal-

anqas g imgha wara t-tahhil. Ghall-kontroll tar-rettiVita, ghandhom jiu ttestjati sitt 

 

kon亡entrazzonijiet finali ghal kull wiehed m i2-2 kontrolli (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75, 

 

100ig/ml u LA: 1, 10, 20, 50, 100, 200tg/ml).T NBS solubilizzat f medium komplut 

 

ghandu jipprodu6i rispons po2ittiv u relatat mal-kon6entrazzjoni tas-CD86 (ef. meta 

 

kon亡entrazz oni po2ittiva,S .I. tas-CD86と 150, tkun segwita minn kon亡entrazz oni b'S.I. 

 

tas-CD86 li jibqa' j i2died), u LA solubilizzat f'medium komplut ghandu j ipprodu亡i rispons 

 

negattiv tas-CD86 (ara 1-paragrafu 21). lu biss il-lott ta'6e lholi li jghaddi mill-kontroll tar-

reattivita darbtejn li ghandu jintu2a ghall-assa舘. kー亡elloli jistghu jiu propagati sa seba' 

 

g imghat wara li jinhallu. In-numru tal-passa舘 ma ghandux ja qbe2 il-21. Ih-kontrol tar-

reattivit& g handu i sir skift i l-Dro亡eduri deskritti fil-Daraarafi 18-22. 
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12. Ghall-ittestjar,i亡 -'elloli U937 jin2e rghu f'densita ta' 3 x 10う 'ellol/l jew 6 x10う 

 

亡e llo1i/ml, u jig u prekolturati fi flasks tal-koltura gita! jumejn jew ghal jur (1), 

 

rispettivament. Jistghu j intu2aw kundizzjonijiet prekolturati otra differenti minn dawk 

 

deskritti hawn fuq jekk tigi pprovduta raguni xjentiflka s uff可enti u jekk ikun jista' 

 

jintwera li dawn jipprovdu ri2ultati simili, pere2empu bl-ittestjar tas-sustanzi ta' 

 

prof enza -Appendiei 2.2. Fil-jur tal-ittestjar,ie -eelloli mibura mill-flask tal-koltura 

 

je rgghu j iusos pi2i b'medium tat-tkabbir frisk f5 X ii5 ee lloli/ml. Imbaghad, i6 -亡el1ol 

 

jitqassmu fi piastra b'qiegh 亡a tt b'96 bwejra b' 100 tl (densita finali ta6-6eiloli ta' 0,5× 

 

li5 6 ellol/bweira). 

 

Thejjija tas-sustanzi 1dmi亡i tat-test u tas-sustanzi tal-kontroll 

 

13. Il-valutazzjoni tas-solubbilta ssir qabel i-ittestjar. Gital dan i-gitan, is-sustanzi kimiei tat-

test j iu dissolti jew dispersi b'mod stabbli fkoneentrazzjoni ta' 50 mg/ml f'medium 

 

komplut bitala s-solvent tal-ewwel gha2la jew id-dimetil sulfossidu (D1S0,と 99 % 

 

punita) bitala s-solvent/il-veikolu tat-tieni ghala jekk is-sustanza kimika tat-test ma tkunx 

 

solubbli fls-solvent/fil-veikolu tal-medium komplut. Ghali-ittestj ar, is-sustanza kimika tat-

test tigi dissolta sa kon6entrazzoni finali ta' 0,4 mg/ml f medium komplut jekk is-sustaiiza 

 

kimika tkun solubbli f dan is-solvent/il-veikolu. Jekk is-sustanza kimika tkun solubbli 

 

fDMS0 biss, is-sustanza kimika tigi dissolta fkon6entrazzoni ta' 50 mg/ml. 

 

S o1venti/veikoli otra li mhumiex dawk deskritti hawn fuq jistgitu j intu2aw jekk ti夢 

 

pprovduta rauni xjentifika sufi可enti. L-istabbilta tas-sustanza kimika tat-test fis-

solvent/fil-veikolu finali gitandha tigi kkunsidrata. 

 

14. Is-sustanzi kimi亡i tat-test u s-sustanzi tal-kontroll jithejjew dakinhar tal-ittestjar. Minhabba 

 

li ma jsirx assad ta' individwazzjoni tad-do2a, ghall-ewwel sessioni ghandhom j iu 

 

ttestjati sitt kone entrazzoniiet finali (1, 10, 20, 50, 100 u 200 ig/ml) fis-solvent/fil-

veikolu korrispondenti f medium komplut jew inkella f medium ta' 0,4 % D1S0. Ghas-

sessjonijiet sussegwenti, b'bidu mi2-0,4 mg/ml f medium komplut jew b'Si mg/ml 

 

fDMS0, is-soluzzjonijiet tas-sustanzi kimi亡i tat-test, tal-anqas jithejjew 4 soluzzjonijiet 

 

ghall-u2u ( igi丘eri tal-anqas 4 kon亡entrazzj onU jet) bl-u2u tas-solvent/tal-veikolu 

 

kouispondenti. Is-soluzzj onijiet ghall-u2u finalment jinm2aw gitat-trattament billi ji2died 

 

volum ugwali ta' sospensiOni ta6-亡elloli U937 (ara 1-paragrafu 11 aktar 'il fuq) mai-volum 

 

tas-soluzzjoni ghall-u2u fil-piastra biex tinkiseb dilwizzjoni ulterjuri ta' darbtejn (12). Il-

kon亡entrazzj onijiet (tal-anqas erba' kon6entrazzjonijiet) ghai kwalunkwe sessiOni ulterjuri 

 

j intgha2iu fuq il-ba2i tar-ri2ultati individwali tas-sessjoniiiet pre亡edenti kollha (8). Il-

kon亡entrazzjoniiet finali utilizzabbli huma ta' 1, 2, 3, 4, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 20, 25, 30, 

 

35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 u 200 ig/ml. Ii-koneentrazzoni 

 

finali massima hi ta' 200 ig/ml. Fil-ka2 li jigi osservat valun po2ittiv tas-CD86 f 1 ig/ml, 

 

0,1 .tg/ml tigi evalwata biex tinstab il-kon亡entrazzoni tas-sustanza kimika tat-test li ma 
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tindu6ix is -CD86 f'livell oghia mil-limitu po2ittiV. Ghal kull sessiOni, l-EC1SO 

 

(kon6entrazzoni li丘 ha sustanza kimika tihaq il-limitu po2ittiV ta'C D86 ta' 150 %, ara 1-

paragrafu 19) tigi kkalkolata jekk jigi osservat rispons po2ittiV ghall-kon6entrazzoni tas-

CD86. Meta s-sustanza kimika tat-test tindu亡i rispons po2ittiv ghas-CD86 li ma jkunx 

 

relatat ma1-koneentrazz oni, il-kalkolu tal-EC 150 jaf ma jkunx rilevanti kif deskritt fil-

protokol! fru 183 (12) tad-DB-ALM tal-U-SENSTM. Ghal kull sessiOni,is -CV70 

 

(koneentrazzoni li丘 ha sustanza kimika tilhaq il-limitu ta'e itotossieita ta' 70 %, ara 1-

paragrafu 19) tigi kkalkolata kull fein possibbli (12). Biex jigi investigat 1-effett tar-rispons 

 

ghal kon亡entrazzoni ta' 2ie da 丘s -CD86, kwalunkwe kon6entrazzoni mill-

kon&ntrazzjonijiet utilizzabbli ghandha tingha2el e2att f'nofs 1-Ecl 50 (jew 1-oghia 

 

kon6entrazzoni mhux ei totossika negattiva tas-cD86) us -cV70 (jew 1-oghia 

 

kon6entrazzoni awtorizzata,j igifieri 200 p g/ml). Tal-anqas ghandhom j igu ttestjati 4 

 

kon6entrazz oniiet ghal kull sessioni b'tal-anqas 之 ewg kon6entrazzoniiet li jkunu komuni 

 

ghas-sessi oni(j jet) pre6edenti, g hall-fnii jet ta' tqabbil. 

 

15. Il-kontroll b'solvent/b'veikolu u之at fit-test U~SENSTM hu medium komplut (ghal sustanzi 

 

kimi6i tat-test solubilizzati jew dispersi b'mod stabbli) (ara 1-paragrafu 4) jew 0,4 % 

 

D1S0 f'medium komplut (ghal sustanzi kimi亡i tat-test solubilizzati jew dispersi b'mod 

 

stabbli fid-D1S0). 

 

16. Il-kontroll po2ittiv u2at fit-test U-sENsTM hu T NBS (ara 1-paragrafu 11), imhejji f'medium 

 

komplut. T NBS ghandu j intu2a bhala 1-kontroll po2ittiV ghall-kejl tal-espressioni ta'C D86 

 

f'kon6entrazzoni wahda finali fil-piastra (50 ig/ml) li trendi > 70 % tal-vijbbilta tad-

亡e lloli. Biex tinkiseb koneentrazzjoni ta' 50 .tg/ml ta'T NBS fil-piastra, soluzzjoni 

 

ewlenija ta' i M (jigifieri 293 mg/rl) ta'T NBS f'medium komplut tithejja u tkompli tii 

 

dilwita ghal 2930 darba b'medium komplut ghal soluzzjoni ghall-u之u ta' 100 ig/ml. L-

a'idu lattiku (LA, cAS 50-21-5) ghandu j intu2a bhala 1-kontroll negattiv f200 ig/ml 

 

solubilizzat f'medium komplut (minn soluzzjoni ewlenija ta' 0,4 mg/rl). F'kull piastra ta' 

 

kull sessioni, jithejjew tliet repliki ta' kontroll mhux trattat ta' medium komplut, ta' 

 

kontroll b 'solvent/b 'veikolu, u ta' kontrolli negattivi u po2ittivi (12). Jistghu j intu2aw 

 

kontrolli po2ittiVi xierqa ohra jekk ikun herrn data storika disponibbli biex j igu derivati 

 

kriterji ta' a比ettazzioni ta' sessjonijiet komparabbli. Il-kriterji ta'a比e ttazzioni tas-

sessioni huma 1-istess bhal dawk deskritti ghas-sustanza kimika tat-test (ara 1-paragrafu 

 

12). 

 

fil-paragrafi 14-16 

 

b'qiegh 亡a tt b'96 

 

tas-sustanzi kimici tat-test u tas-sustanzi tal-kontroll 

 

ghall-u2u deskritti 

 

mhejj ii a fil-pi astra 

 

b 'solvent/b 'veikolu j ew is-soluzzj onijiet 

 

Applikazzjoni 

 

17. Il-kontroll 

 

jithalltu 1:1 (v/v) mas-sospensioniiiet tae-亡elloli 

 

bwejra (ara l-paragrafu 12). Imbaghad il-pi astri trattati iigu inkubati ghal 45+3 siegha 

 

f'37。C f's % coz. Qabel l-inkubazzjoni, il-pjastri jiuss igillti b'membrana 
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semipermeabbli, biex jig u evitati evaporazzjoni ta' sustanzi kimi亡i tat-test volatili u 

 

kontaminazzjoni kro可ata bein 6e l1o1 trattati bis-sustanzi kimi'i tat-test (12). 

 

Tiiwin tac-celuoi! 

 

18. Wara esponiment ghal 45士3 siegha,ie -eelloli j iu trasferiti丘 piastra ghall-mikrotitra舘 

 

forma ta' V u ji ngabru b'6ent丘gurazz oni. L-interferenza tas-solubbilta hi definita bhala 

 

kristalli jew taqtiriet osservati taht il-mikroskopju 45 + 3 sighat wara t-trattament (qabel it-

tilwin ta亡-'e1lo1i). Is-supernatanti jintremew u亡 -亡e1lol li jifdal jinhaslu darba b'lOO il 

 

salina baferjata tal-fosfat (PBS) kiesha silg li jkun fiha 5 % serum tal-gho舘ie1a fetali 

 

(bafer tat-tilwin). Wara '-entrifugrazzoni, i6-亡elloli j ergghu j ius ospi2i b' 100 tl bafer 

 

tat-tilwin u jitlewnu b'5 tl (e之. 0,25 ig) antikorpi anti-CD86 tikkettati bl-FITC jew tal-

IgGi (isotip) tal-rieden f'4。C ghal 30 min protetti mid-dawl. Ghandhom j intu2aw 1-

antikorpi deskritti fil-protokoll fru 183 tad-DB-ALM ta' U-sENsTM (12) (ghal C D86: BD-

Pharlingen 4555657 Kionu: Fun-1, jew Caltag/Invitrogen # 11CD8601 Klonu:B U63; u 

 

ghal IgGi; BD-Pharlingen # 555748, jew Caltag/Invitrogen # G14992). Fuq i l-ba2i tal-

esperj enza tal-i2vi1uppaturi tat-test, 1-intensitt tal-fluworexxenza tal-antikorpi normalment 

 

tkun konsistenti bein lottij jet differenti. Kioni ohra jew fornitur iehor tal -antikorpi li 

 

jghaddu mill-kontroll tar-reattivita jistghu jintu2aw gha1l-assa蛇 (ara 1-paragrafu 11). 

 

Madankollu, 1-utenti jistghu jikkunsidraw it-titrazzjoni tal-antikorpi fil-kundizzjonijiet tal-

laboratorju taghhom stess biex jidde丘nixxu 1-ahjar kon亡entrazzjoni ghall-u2u. Tista' 

 

tintu2a sistema ohra ta' identifikazzjoni, e2. antikorpi a nti-CD86 taggjati bil-

fluworokromu, jekk jista' jintwera li din tipprovdi ri2ultti simili bhall-antikorpi konjugati 

 

bl-FITC, pere之empu bl-ittestjar tas-sustaiizi ta' pro jenza -Appendi亡i 2.2. Wara 1-hasil 

 

b' 100 tl bafer tat-tilwin darbtejn u darba b, 100 i1 PBs kiesha s il, i'-'e1loli j ergghu jiu 

 

sospi之i f'PBs kiesha si lg (e之. 125 tl ghal kampjuni li j igu analizzati manwalment tubu, 

 

tubu, jew 50 il bl-u2u ta' piastra tal-awtokampjunar) u ti2died soluzzjoni tal-PI 

 

(kon&ntrazzjoni丘 nali ta' 3 ig/ml). Jistghu jintu2aw markaturi ohra ta亡 -亡itotossi亡ita, bhal 

 

7-Amminoa亡tinomkina D (7-AAD) jew Tripan blu jekk it-tilwin alternattiv ikun jista' 

 

jintwera li jipprovdi ri2u1tti simili bhall-PI, pere2empju bl-ittestjar tas-sustanzi ta' 

 

pro jenza -Appendi亡i 2.2. 

 

Anali2! tac-citometrija tal-fluss 

 

19. Il-livell ta' espressiOni tas-CD86 u l-vijabbilt?t ta亡-亡elloi jiu analizzati bl-u2u tad-

亡 itometria tal-fluss. k-亡e1lol jintwerew丘 hdan dot plot tad-daqs (FSC) u tal-granularita 

 

(SSC) stabbilita ghall-iskala log biex tigi i denti丘kata bi亡 -ear il-popolazzjoni fl-ewwel gate 

 

Rl u jiu eliminati l-fdalijiet. Jinkiseb total丘 l-mira ta' 10 000亡e llola fil-gate Rl ghal kull 

 

bwejra. k-6elloli mill-istess gate Rl jintwerew丘 hdan dot pot FL3 jew FL4 /SSC . k-

亡 elloli vijabbli jiu delineati billi titqieghed it-tieni gate R2 li tagh2el il-popolazzjoni tad-

6 elloli negattivi ghall-jodur tal-propidju (kanal FL3 jew FL4).I l-vabbilta ta6-'elloli tista' 
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tigi kkalkolata b1-u2u tal-ekwazzjoni li g萌a mill-programm ta' anali2i ta'-亡itometru. Meta 

 

1-vりabbilta ta亡-6el1o1i tkun baxxa, ikunu jistghu jinkisbu sa 20 000 'ellola i nk1u2i -6ellol 

 

mejtin. Inkella, id-data tista' tinkiseb ghal minuta wahda wara t-tnedija tal-anali2i. 

 

X 100 

 

Numru ta'celloli haj irn 

 

Number totaU ta'celloli miksubin 

 

Viabbiltt ta亡 -亡e llo1i = 

 

Imbaghad il-pereentwal ta'ee l1oli po2ittivi ghall-FL1 jitkejjel fist dawn i亡-亡elloli vijabbli li 

 

jkunu g ew gated fl-R2 (fi hdan 1-Rl). L-espressjoni tas-superfrie ta亡-6e1oli tas-CD86 tii 

 

analizzata f'dot plot FL1 /SSC li tkun gated fuq亡 elloli vijabbli (R2). 

 

Ghall-medium komplut / ghall-bwej riet tal-IgG 1, il-markattir ta1-ana1i2i j igi stabbilit qrib il-

popolazzjoni ewlenija biex il-kontrolli tal-medium komplut ikollhom IgGi fi hdan i之-之ona 

 

fil-mira ta' 0,6 sa 0,9 %. 

 

L-interferenza tal-kulur hi definita bhala亡 aqliq tad-dot plot tal-IgGl tikkettat bl-FITC (S.! 

 

Geo Medju tal-FL i tal-IgGi ? 150 %). 

 

L-indki ta' stimolazzjoni (s.l.) tas-CD86 gha亡-'e1lo1i tal-kontrolli (mhux trattati jew f0,4 

 

% D1S0) u gha6-亡elloli trattati b'sustaiiza kimika j igi kkalkolat skont 1-ekwazzjoni li g萌a : 

 

X 100 

 

% tac-celloli trattati bis-cD86+-% tac-celloli trattati bl-IgG1+ 

 

%tac-celloli tal一kontroll bis-cD86＋一％tac-celloli tal一kontroll bl一lgG1+ 

 

S..= 

 

% ta亡-亡e1lo1i tal-kontroll mhux trattati bi-IgG 1+: imsejj ah bhala l-pereentwal tae-亡elloli 

 

IgGi po2ittivi ghall-FL1 definiti bil-markatur tal-anali2i (medda a比ettata ta'と 0,6 % u< 

 

1,5 %, ara 1-paragrafu 22) fist i亡-6e11o1i mhux trattati vijabbli. 

 

imsejjah il-per亡entwal ta'亡e lloli 

 

jkaqlaq il-markatur tal-anali2i fist 

 

% ta亡-亡e1li1i tal-kontroll/trattati bl-IgG 1/CD86: 

 

IgG1/CD86 po2ittiVi ghall-FL1 imkejjel minghajr ma 

 

i亡-亡e1lo1i tal-kontroll/trattati vii abbli. 

 

DATA U RAPPORTAR 

 

Evalwazzjoni tad-data 

 

20. Il-parametri li g jin huma kkalkilati fit-test U-SENSTM: Il-valur tas-CV70,j igi丘eri 

 

kon亡entrazzoni li turi 70 % tas-sipravivenza ta亡-亡elloli U937 (30 %6 ititossi6ita) u 1-valur 

 

tal-ECiS0, jigi丘eri l-koneentrazzoni li fiha s-sustanzi kimiei tat-test jindu亡u indi亡i ta' 

 

stimilazzjoni (5.1.) tas-CD86 ta' 150 %. 

 

Is-CV7o hi kkalkolata b'interpolazzjoni lineari tal-log b-u2u tal-ekwazzjoni li宮司Ja : 

 

CV70=Ci+[(V1-70)/(V1 _V2)*(C2_C1)] 

 

Fej n: 
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Vi hu 1-valur minimu tal-vibbilta ta亡-亡e1lo1i oghia minn 70 % 

 

V2 hu 1-valur massimu ta1-v bbilta ta6-亡e1lol anqas minn 70 % 

 

Cl u C 2 huma l-kon亡entrazz oniiet li juru 1-valur tal-viabbi1ti ta亡-亡e11o1i Vi u V 2 

 

rispettivament. 

 

% Viabblt白 (Media) 

 

vi ．ーー一ー一ー一ー一と、L 

 

v2---r----一争・・、 

 

I 

 

] 

 

; v . →Doda ("g/mL) 

 

Cl C V7O C 2 

 

Jistghu j intuaw a ppro6亡i ohra biex tinkiseb is-CV 70 dment li jintwera li dawn ma jkollhom 

 

ebda impatt fuq r-ri之ultati (e2. bl-ittestjar tas-sustanzi ta' prof enza). 

 

ls-ECl 50 hi kkalkolata b'interpolazzjoni lineari tal-log bl-uu tal-ekwazzjoni li g萌 a: 

 

EC150=Cl +[(150一S.I.l）ノ（S.I.2一sエ1)*(C2一Cl)] 

 

Fej n: 

 

Cl hi 1-oghia kon亡entrazzoni f'.tg/mlb 'CD86 S .'.< 150 % (s.l. 1) 

 

C2 hi 1-anqas kon亡entrazzioni f' ug/nl b'CD86 S .I.? 150 % (5.1. 2) 

 

CD86-IeG1 S一 I 

 

& 

 

+ i ト Dda (g/mL) 

 

Cl EC 15O C 2 

 

Il-valuri tal-EC 150 u tas-CV 70 j iu kkalkolati 

 

ghal kull sessjoni: il-valuri individwali tal-EC 150 u tas-CV 70 j int'.2aw bhala ghodod biex 

 

j igi investigat 1-effett ta' rispons ghall-kon亡entrzzoni ta2-2ieda ta'C D86 (ara 1-paragrafu 

 

14). 

 

fuq il-ba2i tal-vii abbiltaj jet mcdii, tigi determinatas -CV7o generali (12), 

 

fuq i l-ba2i tal-S.I. medju tal-valuri tas-CD86, 1-EC 150 gene ra1i tigi determinata ghas-
sustanza kimika tat-test prevista bhala POZITTIVA bil-U-SENSTM (ara 1-paragrafu 21) 

 

(12). 
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Mudell ta' tbassir 

 

21. Ghall-kejl tal-espressioni tas-CD86, kull sustanza kimika tat-test tigi ttestjata f tal-anqas 

 

erba' kon亡entrazz oniiet u f'tal-anqas 2 ewg sessjonijiet indipendenti biex jinkiseb tbassir 

 

wiehed (NEGATTIV jew POZITTIV). 

 

Il-konklujoni individwali ta' sessioni ta' U~SENSTM titqies NEGATIVA (minn hawn 'il 

 

quddiem imsejha N) jekk 1-S.I. tas-CD86 ikun anqas minn 150 %丘 l-kon亡entrazz oniiet 

 

mhux ei totossi亡i koliha (vりabbi1ta ta亡-ee11o1i ? 70 %) u jekk ma tigi osservata ebda 

 

interferenza (6 itotosskita,so lubbilta: ara 1-paragrafu 18 jew kulur: ara 1-paragrafu 19 

 

indipendentement mil1-kon亡entrzz onjiet mhux亡 itotossi亡i li丘 hom titi individwata 1-

interferenza. Fil-kaiiet 1-ohra kollha:S .L ta'C D86 ta' 150 % jew oghla u/jew 

 

interferenzi osservati, il-konklujoni individwali ta' sessioni ta' U~SENSTM titqies 

 

Po2ittiva (mimi hawn 'il quddiem imsejha P). 

 

Tbassir ta' U-sENSTM jitqies NEGATTIV jekk tal-anqas 2 ewg sessjonijiet indipendenti 

 

j iu negattivi (N) (Figura 1). Jekk 1-ewwel 2 ewg sessi onij jet it-tnejn ikunu negattivi (N), 

 

it-tbassir ta' U-sENSTM jitqies NEGATTIV u ma jkunx heni b2oni li ssir it-tielet 

 

sessj onl. 

 

Tbassir ta' U~SEN5TM jitqies POZITTIV jekk tal-anqas 2 ewg sessjonijiet indipendenti j iu 

 

po2ittivi (P) (Figura 1). Jekk 1-ewwel 2 ewg sessjonijiet it-tnejn ikunu po2ittivi (P), it-

tbassir ta' U~5ENSTM jitqies POZITTIV u ma ikunx herrn b2o nn li ssir it-tielet sessioni. 

 

Peress li ma jsirx assa蛇 ta' individwazzjoni tad-do2a, herrn e &ezzjoni jekk, -ewwel 

 

sessiOni, 1-S.I. ta'C D86 ikun 150 % jew akbar fl-oghla kon亡entrazzoni mhux 6i totossika 

 

biss. Imbaghad is-sessioni titqies MIUX KONKLUZIVA (NC), u kon亡entrazzjonjiet 

 

addizzjonali (bein l-oghla kon亡entrazzoni minghajr亡 itotossi亡ita u 1-anqas kon6entrazzoni 

 

ta'亡 itotossi亡ita - ara 1-paragrafu 20) ghandhom jiu ttestjati f'sessjonijiet addizzjonali. 

 

F'ka li sessioni tigi ideti丘kta bhala NC, tal-anqas ghandhom isiru 2 ewg sessjonijiet 

 

addizzjonali, u r-raba' sessioni f ka之 li t-tieni u t-tielet sessioniiiet ma jkunux J aqb1u (N 

 

u/jew P indipendentement) (Figura 1).S essoniiet ta' segwitu jitqiesu po2ittivi anki jekk 

 

kon6entrazzjoni 6i totossik wahda biss taghti C D86 ta' 150 % jew aktar, peress liiー 

 

issettiar tal-kon亡entrazzjoni g ie agustat ghas-sustanza kimika tat-test spe亡i丘ka. It-tbassir 

 

finali jkun i bba2t fuq ir-ri2ultt ta1-ma蛇oranza tat-thet jew tal-erba' sessjonijiet 

 

individwali (j igi丘eri tnejn mimi thieta jew tnejn minn erbgha) (Figura 1). 

 

Figura 1: Mudell ta' tbassir u之at丘 t-test U~SENSTM Tbassir U~SENSTM ghandu jitqies丘 l-kuntest ta' IATA 

 

u skift i d-disDo之izzi o血 tal-Daragrfu 4 u tal-Daragrfi 7. 8 u 9 tal-Introduzzioni之 enerali. 
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$ 

 

NC & N & P 

 

NC & P& N 

 

Ir-raba 

 

NC & N & P & N 

 

NC & P& N & N 

 

l 

 

N EGATTIVA 

 

$ 

 

NC & N & P & P 

 

NC & P& N & P 

 

l 

 

POZITTIVA 

 

L-ewwel 

 

zewg 

 

I 

 

NC & P 

 

NC & N 

 

N&P 

 

P&N 

 

l 

 

It-tielet 

 

NC & N & N 

 

N & P& N 

 

P&N&N 

 

Ihux 

 

mehtiega r-

N EGATTIVA 

 

$ 

 

NC & P & P 

 

N & P& P 

 

P &N&P 

 

Ihux 

 

mehtiega r-

POZITTIVA 

 

L-ewwel 

 

ze wg 

 

N&N 

 

v 

 

Ihux 

 

mehtie9a t-

N EGATTIVA 

 

P& P 

 

v 

 

Ihux 

 

rneh tiegat-

POZITTIVA 

 

N:S essjoni b'ebda C D86 po2ittiv jew interferenza osservati; 

 

P: sessioni b'CD86 po2ittiv jew interferenza/i osservati; 

 

NC:M hux Ko n uiva. L-ewwel sessioni b'Ebda Ko nklujoni meta s -CD86 ikun po2iiv fi-oghia 

 

kn亡entrzzoni nihux亡 itotossika biss; 

 

#:Ko nluj oni individwali M hux Ko n uiva (NC) attribwita biss ghall-ewwel sessioni twassal b'mod 

 

awtomatiku ghall-htie宮a li ssir it-tielet sessioni biex tintlahaq ma蛇ornza ta' knkluj oniiet Po2ittivi (P) jew 

 

Negattivi (N) f' tal-anqas 2 ew宮 sessjonijiet indipendenti minn thieta. 

 

$: #Il-kaxex juru t-tahlitiet rilevanti ta' riultati mit-tiiet sessjonijiet fuqi l-b吐i tar-riultati miksuba fi-ewwel 

 

2ew宮 sessjonijiet murija fih-kaxxa ta' hawn fuq. 

 

。: #Il-kaxex juru t-tahhitiet rilevanti ta' riuhtati mill-erba' sessjonijiet fuq il-bai tar-riuhtati niiksuba fi-ewwel 

 

thiet sessjonijiet muriia五 l-kxxa ta' hawn fua. 

 

Kriterji ta' accettazzjoni 
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22. Ghandhom j i u ssodisfati 1-kriterji ta'a亡6e ttazzoni li g萌 in meta jintu2a t-test U-sENsTM 

 

(12). 

 

Fi tmiem il-perjodu ta' esponiment ta' 45+3 sighat,i 1-vりabbilta media ta亡-亡elloli U937 

 

mhux trattati fi triplikat keliha tkun> 90 % u ma tigi osservata ebda deriva fl-espressjoni 

 

tas-CD86. L-espressjoni baa1i tas-CD86 ta'亡 ellol U937 mhux trattati keliha taqa' fi hdan 

 

il-medda ta'と 2 % uS 25 %. 

 

Meta j intua DMSO bhala solvent, il-validit& tal-kontroll b'veikolu DMSO tigi vvalutata 

 

bil-kalkolu tal-S.I. ta' DMSO meta mqabbel ma' 'elloli mhux trattati, u l-vijabbilt& media 

 

ta亡-6elloli triplikati kellha tkun> 90 %. Il-kontroll b'veikolu D1S0 jkun validu jekk il-

valur medju tal-S.I. tas-CD86 fi triplikat tieghu jkun i2ghar mirm 250 % tal-media tal-S.. 

 

as-CD86 fi triplikat ta亡-亡el1o1 U937 mhux trattati. 

 

Is-sessjonijiet jitqiesu validi jekk tal-anqas tnejn minn tliet valuri tal-IgGi ta亡-eellol U937 

 

mhux trattati jaqghu fi hdan il-medda ta'と 0,6 % u < 1,5 %. 

 

Il-kontroll negattiv (a亡idu lattiku) ittestjat b'mod konkorrenti jitqies validu jekk tal-anqas 

 

tnejn mit-tiiet repliki jkunu negattivi (s.l. tas-CD86 < 150 %) u mhux亡i totossi6i 

 

(viabbilta ta6-亡el1ol と 70 %). 

 

Il-kontroll po2ittiv (lNB S) jitqies validu jekk tal-anqas tnejn mit-tliet repliki jkunu 

 

po2ittiVi (5.1. tas-CD86? 150 %) u mhux亡 itotossi'i (vabbita ta亡-亡el1o1i ? 70 %). 

 

Rapport tat-test 

 

23. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi l-informazzjoni li eja. 

 

Sllstlnzl Kimika tat-Test 

 

Su staiiza monokostitwenti 

 

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) IUPAC jew CAS , in-numru!i CAS , il-

kodi6i S 11LES jew InCh', il-formula strutturali, u/jew identi丘katuri ohrajn; 

 

Id-dehra fi2ika, is-solubbilt?t f medium komplut, is-solubilta fid-D1S0, l l-pi2 

 

molekulari, u proprjetajiet fi2ikokimkd rilevanti addizzjonali, meta jkunu disponibbli; 

 

Il-purita, l-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, e比 .; 

 

Trattament qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (pere2empu tishin, thin); 

 

Il-kon亡entrazzoni(iet) ittestj ata/i; 

 

Il-kundizzjonijiet ta1-h2in u l-istabbilt&, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Gusti丘kazzioni aha11-aha2la tas-solvent/tal-veikolu ha1 kull sustanza kimika tat-test: 
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S ustanza multikostitwenti, UVCB u tahlita: 

 

Karatterizzazzjoni sa fein possibbli,e2 . b1-identita kimika (ara aktar 'il fuq), il-purit&, 1-

okkouenza kwantitattiva u l-proprjetajiet丘2i kokimki rilevanti tal-kostitwenti (ara aktar 'il 

 

fuq) tal-kostitwenti, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Id-dehra f2ika, is-solubbilt& f'medium komplut, is-solubbilt& 丘 d-D1S0, u propri etaj jet 

 

fi2ikkimiei rilevanti addizzjonali, meta jkunu disponibbli; 

 

Il-pi之 molekulari jew il-pi之 molekulari apparenti 丘 l-ka2 ta' tahlitiet/polimeri 

 

b'kompoizz oniiet maghrufin jew informazzjoni obra rilevanti ghat-twettiq tal-istudju; 

 

Trattament qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (pere2empu tishin, thin); 

 

Il-kon亡entr azz oni(i et) ittestj ata/i; 

 

Il-kundizzjonijiet tal-h2in u l-istabbilta, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Gustifikazzjoni ghall-gha2la tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test; 

 

亙mtolli 

 

Kontroll po2ittiv 

 

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) JUPAC jew CAs, in-numru!i CAS , il-

kodi亡i SM ILES jew InCh', il-formula strutturali, u/jew identi丘katuri ohrajn; 

 

Id-dehra f2ika, is-solubbilt& 丘 d-D1S0,i l-pi2 molekulari, u proprjetajiet f2ikokimii 

 

rilevanti addizzjonali, meta jkunu disponibbli u fein applikabbli; 

 

Il-purit&, 1-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli丘 l-prattika, e&.; 

 

Trattament qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (pere2empu tishin, thin); 

 

l-kon'entrazzoni(jiet) ittestjata/i; 

 

Il-kundizzjonijiet tal-h2in u l-istabbilt&, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Refereiiza ghar-ri2ultti stori6i tal-kontroll po2ittiv li juru kriterji xierqa ta'a6亡e ttazz oni 

 

tas-sessjoni, jekk applikabbli. 

 

Kontroll negattiv u b'solvent/b'veikolu 

 

Identi丘kazzoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) [UPAC jew CAS , in-numru/i CAS , il-

kodiei SM ILES jew InCh', il-formula strutturali, u/jew identi丘katuri ohrajn; 

 

Il-Duritt. l-identita kimika tal-im〕uritaiiet kif xieraa u fattibbli丘 l-Drattika. e比 .: 
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Id-dehra丘2i ka,is -solubblltt fi-urna,i l-pi2 molekulari, u proprjetajiet f2ikokimi亡i rilevanti 

 

addizzjonali f'ka2 li j intu2a solvent/veikolu iehor li ma jkunx fist dawk imsemmijin fil-

Linja Gwida tat-Test u sa fein ikunu disponibbli; 

 

Il-kundizzjonijiet tal-h2in u l-istbbilta, sa fein ikunu disponibbli; 

 

G u sti 丘kazzj oni ghal1-gha2la tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test; 

 

Kundi:ヲ0可let tat-test 

 

L-isem u l-indirizz tal-isponser, tal-fa'ilita tat-test u tad-direttur tal-istudju; 

 

Deskrizzjoni tat-test u2t; 

 

11-linja ta'6e llol u之ta, il-kundizzjonijiet tal-hin u s-sors taghha (ef. il-fa亡ilta ITmejn 

 

iiikisbet); 

 

k-6itometrりa tal-fluss u之ata (e之. il-mudell), nk1u21 1-lssettar tal-istrurnenti, 1-antikorpi u 

 

1-markatur ta亡-6itotossi亡ita u之at; 

 

Il-proeedura uta biex tintwera l-profjenza tal-laboratorju fit-twettiq tat-test bl-ittestjar 

 

ta' sustanzi ta' pro珂enza, u l-pr亡edura u2ata biex tintwera prestazzjoni riprodu亡ibbli tat-

test ma2-2mien, e2. data storika tal-kontroll u/jew data storika tal-kontrolli tar-reattiVit. 

 

Kriteグi ta’月&ettazz n tat-Test 

 

Il-valuri tal-vijabbilta ta6-亡ellol u tal-S.I. tas-CD86 miksuba bil-kontroll 

 

b 'solvent/b 'veikolu meta mqabbla mal-meded ta' a&ettazzj ini; 

 

Il-valuri tal-vijabbilt& ta亡-eelloli u tas-S.I. miksuba bil-kontroll po2ittiV meta mqabbla mal-

meded ta'a &ettazzoni; 

 

Il-vijabbilt& ta亡-'elloli tal-koneentrazzj onijiet ittestjati kollha tas-sustanza kimika tat-test. 

 

刀-prdedra tat-test 

 

In-numru ta' sessjonijiet uti; 

 

Il-kon6entrazzj onijiet tas-sustanza kirnika, l-applikazzjoni u 1-hin ta' esponiment u之at 

 

(jekk ikun differenti mimi dak rakkomandat) 

 

Id-durata tal-esponiment; 

 

Deskrizzjoni tal-kriterji ta' evalwazzjoni u de亡ijoni u2ati; 

 

Deskrizzjoni ta' kwalunkwe modifika tal-pro亡edura tat-test. 

 

1r-riiultati 

 

Tabulazzjoni tad-data,i nklu2i s -CV70 (jekk applikabbli), 1-s.l., il-valuri tal-vijabbilta tadー 

 

6 elloli. il-valuri tal-EC 150 (j ekk aDDlikabbli) miksuba g has-sustanza kimika tat-test u 
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ghall-kontroll po2ittiv f'kuu! sessjoni, u indikazzjoni tal-klassifikazzjoni tas-sustanza 

 

kimika tat-test skift ii-mude!! tat-tbassir; 

 

Deskrizzjoni ta' kiil! osservazzjoni rilevanti obra osservata, jekk applikabbli. 

 

Diskussjoni tar-Riiultati 

 

Diskussjoni tar-ri2u!tti miksuba bit-test U~SENSTM; 

 

ini tar-ri2u!tti tat-test丘1 -kuntest ta' IATA, jekk ikun herrn inforrnazzjoni 

 

disponibbii. 

 

Kinkんガi可jet 
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Appendici 2.1 

 

DEFINIZZIONHIET 

 

Akkuratezza: I1-qrubija丘 l-liveil ta' qbil beini r-ri2ultti tat-test u 1-valuri referenzjarji 

 

a的ettat. Hi keji tal-prestazzjoni tat-test u wiehed mill-aspetti ta' rilevanza. S piss it-terminu 

 

jintu2a b'mod alternanti ma' "konkordanza" biex i丘ss er il-proporzjon ta' ri2u1tati korretti ta' 

 

test (14). 

 

Alp (Perkors tal-E2itu Avvers): sekwenza ta' avvenimenti mill-istruttura kimika ta' 

 

sustanza kimika丘 l-mira jew grupp ta' sustanzi kimki simili permezz tal-avveniment ta' 

 

inizjazzjoni molekulari ghal e2itu ta' interess in vivo (15). 

 

Rispons ghall-kon&ntrazzj on! tas-CD86: Herrn dipendenza tal-koneentrazz ini (jew 

 

rispons ghal1-ko n 6entr azz oni) meta kon亡etrazzoni po2ittiva (S.l. tas-CD86 と 150) tkun 

 

segwita minn kon6entrazzoni b's.'. li j i2died tas-CD86. 

 

Sustanzi kimiii:S ustanza jew tahlita 

 

CV70: I1-kon亡entrazzoni strata li turi viabbilta t亡-亡ellol ta' 70 %. 

 

Deriva: Deriva hi de丘nita i) mill-valur i kkoregut tal-%cD86+ tar-replika tal-kontroll mhux 

 

trattat 3 ikun anqas minn 50 % tal-media tal-valur i kkoreut tal-%CD86+ tar-repliki tal-
kontroll mhux trattat 1 u 2; u ii) mill-valur ikkoregut tal-%cD86+ tar-replika tal-kontroll 

 

negattiv 3 ikun anqas mimi 50 % tal-media tal-valur i kkoregut tal-%CD86+ tar-repliki tal-
kontroll negattiv 1 u 2. 

 

EC150: i 1-kon'entrazzo niiet strati li juru 1-s.l. ta' 150 % tal-espressioni tas-CD86. 

 

Citometrija tal-fluss: teknika 亡 itometrika li丘 ha亡 -亡elloli sos pi2i丘 fluwidu jiffluwixxu 

 

wahda, wahda permezz ta' fokus ta' dawl ta1-e亡itament, li jitferrex f'mudelli karatteristki 

 

gha亡-亡el1oli u ghall-komponenti taghhom;i亡 -亡el1o1 spiss jiu tikkettati b'markaturi 

 

fluworexxenti biex id-dawl 1-ewwel jigi assorbit imbaghad jinheles丘 frekwenzi differenti. 

 

Periklu: Proprjeta inerenti ta' agent jew ta' sitwazzjoni li ghandha l-potenzjal li tikkaw2a 

 

effetti avversi meta o rgani2mu, sistema jew (sub)popolazzjoni jiu esposti ghal dak l-agent. 

 

IATA (Appro比 Integrat ghall-Ittestjar u l-Valutazzjoni):A ppro亡6 strutturat u2t ghall-
identiflkazzjoni ta' perikli (potenzjal), ghall-karatterizzazzjoni tal-perikli (potenza) u/jew 

 

ghall-valutazzjoni tas-sikurezza (potenzjal/potenza u esponiment) ta' sustanza kimika jew 

 

ta' grupp ta' sustanzi kimi, li jintegra b'mod strutturat u ji2en id-data rilevanti koliha biex 

 

jinforma de亡ijoni regolatorja dwar il-periklu u/jew ir-riskju u/jewi l-htiega potenziali ghal 

 

ittestjar immirat ulterjuri li, ghaldaqstant, ikun minimu. 

 

Tahlita: Tahlita jew soluzzjoni msawra rninn 2 ew女 sustanzi jew aktar. 
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Sustanza monokostitwenti:S ustanza, definita mill-kompo2izzoni kwantitattiva tagbha, li 

 

fiha kostitwent ewlieni wiehed ikun pre2enti ghal tal-anqas 80 % (w/w). 

 

Sustanza multikostitwenti:S ustanza, definita mill-kmpo2izzoni kwantitattiva taghha, li 

 

fiha aktar minn kostitwent ewlieni wiehed ikunu pre2enti f'kon6entrazzoni? 10 % (w/w) u 

 

Sustanza multikostitwenti hi r-ri2ultt ta' pr元ess tal-manifattura. Id-
sustanza multikostitwenti hi li tahlita tinkiseb bi-amalgamar ta' 

 

minghajr reazzjoni kimika.S ustaiiza multikostitwenti hi r-ri2ultat 

 

tahlita u 

 

2ew sustanzi jew aktar 

 

ta' reazzjoni kimika. 

 

Kontroll po之ittiv: Replika li jkun fiha 1-komponenti koliha ta' sistema tat-test u trattata 

 

li l-varabilta fir-b'sustanza li jkun maghruf li tikkaw2a rispons po2ittiV. Biex j ii 

 

rispons tal-kontroll po之ittiv tkun tista' ti vva!utata tul i2-mien, id-daqs tar-rispons po2ittiv 

 

ma ghandux ikun e亡6essiv. 

 

Preapteni: sustaiizi kimki li jsiru sensitizzaturi permezz ta' trasformazzjoni abijotika, e2. 

 

permezz ta' ossidazzjoni. 

 

Proapteni: sustanzi kimi6i li je htiu attivazzjoni enzimatika biex jehilsu l-potenzja! ta' 

 

sensitizzazzjoni tal-tilda. 

 

Rilevanza: Deskrizzjoni tar-relazzjoni tat-test ghall-effett ta' interess u jekk huwiex 

 

sinifikanti u utli ghal skop partikolari. Din tiddetermina kemm it-test ghandu 1-hila jkejjel 

 

jew ibassar b'mod korrett 1-effett biologiku ta' interess. Ir-rilevanza tinkorpora 1-

kunsiderazzjoni tal-akkuratezza (konkordanza) ta' test (14). 

 

Affidabbi1ti: Kejlijiet ta' kemm test jista' jitwettaq b'mod riprdu亡bbli fil-laboratorji u 

 

bein il-laboratorji tul i2 -mien, meta jitwettaq billi j intu2a 1-istess protokol!. Din ti剖 

 

evalwata billi tkun ikkalkolata r-riprdu亡ibbbilta fl-istess u bein il-laboratorarji u r-

ripetibbilt& fi-istess laboratorju (14). 

 

Ses可oni:Se s可oni tikkonsisti f'sustanza kimika tat-test wahda jew aktar ittestjata flimkien 

 

ma' kontroll negattiv u ma' kontroll b'solvent/b'veikolu. 

 

Sensittivit: Il-proporzjon tas-sustanzi kimi亡i po之itti/attivi kollha li huma klassifikati kif 

 

suppost mit-test. Hi kejl tal-pre亡i勾oni ghal test li j ipprodu6i ri2u!tati kategori亡i, u hi 

 

kunsiderazzjoni importanti fil-valutazzjoni tar-relevanza ta' test (14). 

 

.!.: hdki ta'S timol azzoni. Valuri relattivi tal-intensita media g eometrika tal-

fluworexxenza f'elloli trattati bis-sustanza kimika meta mqabbla ma'亡 elloli trattati 

 

b'solvent. 

 

Kontroll b'solvent/veikolu: Kampjun mhux trattat li fih il-komponenti koliha ta' sistema 

 

tat-test hlief tas-sustanza kimika tat-test,i2 da li jinkludi s-solvent/il-veikolu li jintu2a. 

 

Jintua biex jig i stabbilit ir-rispons tai-linja ba2i ghall-kampjuni trattati bis-sustanza kimika 

 

tat-test dissolta jew dispersa stabbliment fl-istess solvent/veikolu. Meta j igi ttestjat ma' 
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kontroll b'medium konkorrenti, dan il-kampjun juri wkoi jekk is-solvent/il-veikolu jkollux 

 

interazzjoni mas-sistema tat-test. 

 

Spe亡ifi亡ith: Il-proporzjon tas-sustanzi kimiei negattivi/inattivi kollha li huma kiassi丘kti kif 

 

suppost mit-test. Hi keji tal-pre亡i司oni ghal test li ji pprodu亡i ri2ultti ktegori, u hi 

 

kunsiderazzjoni importanti fil-valutazzjoni tar-relevanza ta' test (14). 

 

Bafer tat-tiiwin: Sa 1ina baferjata bil-fosfat li五 ha 5 % serum ta1-gho舘ie1a fetali. 

 

Sustanza: Element kimiku u 1-komposti tieghu fl-istat naturali jew mislut miml kwalunkwe 

 

pro亡ess ta' produzzjoni, li jindu亡i kull addittiv ne亡essrju ghall-pre2ervazzjoni tal-istabbilt& 

 

tieghu u kwalunkwe impurita li tirri2ulta mill-pro6ess uat, i2da bl-esklujoni ta' kull 

 

solvent li jista' jkun separat minghajr ma tkun effettwata l-istabbilt& tas-sustanza jew 

 

mibdula l-kompo2izzoni taghha. 

 

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata permezz ta' dan it-test. 

 

I-Sistema Globalment Armonizzata tal-Klassifikazzjoni u 1-Ittikettar ta'Sus tanzi 

 

Kirk! tan-Nazzjonijiet Uniti (G1S tan-NU):Si stema li tipproponi l-klassifikazzjoni tas-
sustanzi kimki (sustanzi u tahlitiet) skift it-tipi u 1-livelli standardizzati ta' perikli 丘2 ki, 

 

sanitarji u ambientali, u tindirizza 1-elementi ta' komunikazzjoni korrispondenti, bhal 

 

pittogrammi, kiem ta' twissija, dikjarazzjonijiet ta' periklu, dikjarazzjonijiet ta' 

 

prekawzjoni u skedi ta' data dwar is-sikurezza, biex jitwassal taghrif dwar 1-effetti avversi 

 

bil-ghan li n-nies ikunu protetti (iriklu2i min ihaddem, il-haddiema, it-trasportaturi, il-
konsumaturi u min jintervjeni f'emergenza) u 1-ambient (16). 

 

UVCB: sustanzi ta' kompoizzjoni varjabbli jew mhux maghrufa, prodotti jew materiali 

 

bijologki b'reazzjoni kumplessa. 

 

Test validu: Test meqjus li ghandu bi22jjed rilevanza u afdabbilta ghal skop s pe亡i丘ku u 

 

li hu bba2at fuq prin亡ipji xenti丘亡i sodi. Test qatt ma jkunx validu f'sens assolut, i之da biss 

 

b'rabta ma' skip de丘nit (18). 
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Aipendi亡i 2.2 

 

SUSTANZI TA' PROFICIENZA 

 

Qabel 1-uu ta' rutina tat-test deskritt f'dan 1-Appendi亡i tal-metodu ta' ttestjarB .71, il-

laboratorji ghandhom juru pro珂eiiza teknika bulli jiksbu b'mod korrett it-tbassir mistenni 

 

ta' U-sENsTM ghali- 10 sustanzi rakkomandati fit-Tabella i u bulli jiksbu 1-valuri tas-CV 70 

 

u tal-EC 150 ii jaqghu fi hdan il-medda ta' referenza rispettiva ghal tal-anqas 8 mill-lO 

 

sustanzi ta' prof enza. Is-sustanzi ta' pro丘'enza n tgha21 biex ji rrappre2entaw il-firxa ta' 

 

risponsi ghal perikli ta' sensitizzazzjoni ta1-1da. Kriterji ta1-gha21a ohra kienu li s-sustanzi 

 

jkunu disponibbli kumiier可a1ment, u li jkun herrn disponibbli data ta' riferiment in vivo 

 

ta' kwa1ita gholja kif ukoll data in vitro ta' kwalita gholja bit-test U-sENsTM. Barra minn 

 

hekk. herrn data ta' riferiment iDDubblikata disvonibbli g ht-test U-sENsTM (F) (8'). 

 

Tabella 1:S ustanzi rakkomandati biex tintwera pr)fuenza teknika bit-test U~SENSTM 

 

U- U-sENsTM U-SENSTM 

 

sENsTM 

 

ledda ta' ledda ta' 

 

Solvent/ Riferiment Riferiment 

 

Veikolu ta' ta'EC 150 

 

cV 7o f'ig/m12 

 

fpg/nl12 

 

Tbassir in 

 

vかIi 

 

Stat 

 

丘ziku 

 

CASRN 

 

SuStanzi ta' 

 

proficjenza 

 

Po2ittiv 

 

(10) 

 

Po2ittiv 

 

(50) 

 

Po2ittiv 

 

(20) 

 

Po2ittiv 

 

(50) 

 

Po2ittiv 

 

(10-100) 

 

Po2ittiv 

 

(<200) 

 

Negattiv 

 

(>200) 

 

Negattiv 

 

(>200) 

 

Negattiv 

 

(>200) 

 

Negattiv 

 

(>200) 

 

:30 

 

Medium 

 

kmp1ut3 

 

Sensitizzatur 

 

(b'sahhtu) 

 

106-50-3 So 1du 

 

4-Fenilenediammina 

 

>50 

 

Medium 

 

komplut 

 

Sensitizzatur 

 

(b'sahhtu) 

 

2508-19-2 Likwidu 

 

節idu sulfoniku pikri 

 

10- 100 

 

DMSO 

 

Sensitizzatur 

 

(moderat) 

 

141-05-9 Likwidu 

 

Dietilmaleat 

 

>100 

 

Medium 

 

komplut 

 

>100 

 

>100 

 

>200 

 

>200 

 

>200 

 

Medium 

 

komplut 

 

Medium 

 

komplut 

 

>200 

 

DMSO 

 

SenSitizzatur 

 

(moderat) 

 

Sensitizzatur 

 

(dghajjef) 

 

Sensitizzatur 

 

(dghajjef) 

 

Mh ux 

 

sensitizzatur 

 

Mhux 

 

sensitizzatur 

 

Mhux 

 

sensitizzatur 

 

Mhux 

 

sensitizzatur 

 

108-46-3 So 1idu 

 

Resor亡ino1 

 

104-54-1 Sol idu 

 

Alkohol 亡 iramiku 

 

140-67-0 Likwidu 

 

4-Allilaniso1 

 

8 1-07-2 S o1idu 

 

S akkrina 

 

56-81-5 Likwidu 

 

Gli亡erol 

 

50-21-5 Likwidu 

 

節idu lattiku 

 

69-72-7 So 1du 

 

節idu s liiliku 

 

Abbrevjazzjonijiet: RN ts-CAS = Numru tar-Rgistr tas-Servizz tat-Taqsiriet tas-Sustan'zi Kim id 

 

It-tbassir tal-perildu (u tal-potenza) in vivo hu bba't fuq data tal-LLNA (1) (8). Il-potenza in vivo tinkiseb tinkiseb 

 

bl-u'u tal-kriterji proposti n'nll-ECETOC (17). 
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1i1-b吐i tal-valuri s tori亡i osservati (1) (8). 

 

dium komplut: Medium RPM'- 1640 supplimentat b' 10 % serum ta1-gho蛇ie1a fetali, 2 niM L-g1utaniiiia, 100 

 

unit./m1 peni亡illia u 100 " g/m1 s teptomi亡ia (8) 

 

489 

 



D060575102 

 

Appendici 3 

 

SENSITIZZ AZ7.I0NI TAL-GILDA IN VITRO:ASSA GG 'L-8 LUC 

 

KUNSIDERAZZ'I0NIJIET INIZIALI U LIMITAZZI0NIJIET 

 

1. Ghall-kuntrarju ta' assa舘i li janalizzaw 1-espressioni ta' markaturi tas-superfije tad-

6e 11ol, l-assa舘 IL8-Luc jikkwantifika t-tibdiliet fi-espressioni tal-IL-8,亡i tokina asso可ta 

 

mal-attivazzjoni ta'亡e lloli dendriti6i (DC). Fil-linja ta'亡e l1oli indikatur IL-8 derivata mitー 

 

TIP-i (THP-G8, stabbilita mil-linja ta'亡e 1lo1 tal-lewkimja mono亡itika akuta umana TIP-

i), 1-espressioni tal-IL-8 titkejjel wara 1-esponiment ghal sensitizzaturi (i). Imbaghad 1-

espressioni tal-lu'ifra2i tintua biex tghin fid-diskriminazzjoni bein is-sensitizzaturi tal-

gi lda u n-nonsensitizzaturi. 

 

2. L-assa舘 IL-8 gie evalwat fi studju ta' validazzjoni (2) imwettaq mill-Japanese Centre for 

 

the Validation of Alternatives Methods (JaCVAM), mill-Ministeru tal-Ekonomija, tal-

Kummerc u tal-Industrija (METT), u mll-Japanese Soc iety for Alternatives to Animal 

 

Experiments (ISAAE) u mbaghad gie so舘e tt gita! rie2ami bein il-pari indipendenti (3) 

 

taht l-awspiji ta!-JaCV M u tal-Ministern tas-S ahha, tax-Xoghol u tas-Sigurta So 'ja1i 

 

(MILW) bl-appo蛇 tal-International Cooperation on Alternative Test Methods 

 

('CAT'). B'kunsiderazzjoni tal-evidenza disponibbli koliha u tal-input mir-regolaturi u 

 

mill-partiiet i kkon亡ernati, l-assa舘 IL-8 LUC hu meqjus siewi bhala parti mirm IATA 

 

ghad-diskriminazzj oni bein is-sensitizzaturi u n-nonsensitizzaturi ghali-fini ta' 

 

klassifikazzjoni u ta' tikkettar tal-perikli. E2e mpji tal-u2u tad-data tal-assa舘 IL-8 Luc 

 

flimkien ma' informazzjoni otra huma rapportati fid-dokumentazzjoni (4) (5) (6). 

 

3. L-assa蛇 IL-8 Luc wera li kien trasferibbli ghal laboratorji esperjenzati fil-koltura tad-

亡e lloli u丘1 -estjoni ta1-1u6ifrai. Ir-riprodu亡ibbilt可iet fi itdan u bein il-laboratorji kienu 

 

ta' 87,7 % u ta' 87,5 %, rispettivament (2). Data generata fi-istudju ta' validazzjoni (2) u 

 

xoghol ippubblikat ietior (1) (6) turi li kontra l-LLNA, 1-assa舘 IL-8 Luc igudika 118 

 

minn 143 sustanza kimika bitala po2ittiVi jew negattivi u蛇 udika 25 sustanza kimika bitala 

 

i nkoik1u2ivi u 1-akkuratezza ta!-assa舘 IL-8 Luc fid-distinzjoni bein sensitizzaturi ta!-ilda 

 

(Kat. i ta!-G1S tan-NU/tas-CLP) min-nonsensitizzaturi (Ebda Kat. ta!-G1S tan-NU/tas-

CLP) hi ta' 86 % (101/118) b'sensittivita ta' 96 % (92/96) u bi s pe亡ifi亡ita ta' 41 % (9/22). 

 

Es k1u2i sustanzi li jaqghu barra d-dominju ta' app1ikabbi1ta deskritt hawn taht (paragrafu 

 

5), 1-assa舘 IL-8 Luc i蛇udika 113 minn 136 sustanza kimika bhala po2ittivi jew negattivi 

 

u蛇 udika 23 sustanza kimika bhala inkonklu2ivi u 1-akkuratezza tal-assa舘 IL-8 Luc hi ta' 

 

89 % (101/103) b'sensittivit?t ta' 96 % (92/96) u bi spe亡if亡it& ta' 53 % (9/17).B 1-u2u tad-

data umana 比i tata f'Urbisch et al. (7), 1-assad IL-8 Luc igudika 76 minn 90 sustanza 

 

kimika bitala no2ittivi jew negattiVi u蛇 udika 14-il sustanza kimika bitala i nkonklu2iVi u 1-
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akkuratezza hi ta' 80 % (61/76)is -sensittiVita hi ta' 93 % (54/58) u l-ispe亡ifi亡ita hi ta' 39 

 

% (7/18). Esklu2i sustanzi li jaqghu barra d-dominju ta' applikabbilta, l-assa舘 IL-8 Luc 

 

i舘 udika 71 minn 84 sustanza kimika bhala po2ittiVi jew negattivi u舘 udika 13-il sustanza 

 

kimika bhala in konklu2ivi u 1-akkuratezza hi ta' 86 % (61/71) b'sensittiVita ta' 93 % 

 

(54/58) u bi s pe亡if6ita ta' 54 % (7/13). I1-previ司 oniiet ta' negattivi foloz bl-assa舘 IL-8 

 

Luc ghandhom probbbi1ta akbar li jsehhu b'sustanzi kimi亡i li juru potenza 

 

baxxa/moderata tas-sensitizzazzjoni tal-i1da (subkategorij a i B tal-G1S tan-NU/tas-CLP) 

 

minn dawk b'potenza gholja (subkategorija lA tal-G1S tan-NU/tas-CLP) (6). F'daqqa, 1-

informazzjoni ssostni rwol ghal1-assa舘 IL-8 Luc fl-identifikazzjoni ta' perikli ta' 

 

sensitizzazzjoni tal-ilda. L-akkuratezza moghtija ghall-assa舘 IL-8 Luc bhala test wahdu 

 

hi indikattiva biss peress lit-test ghandu jigi kkunsidrat flinikien ma' sorsi ohra ta' 

 

informazzjoni丘 l-kutest ta' IATA u skont id-dispo2izzj oniiet tal-paragrafi 7 u 8 f1-

Introduzzjoni generali. Barra minn hekk, meta j iu evaiwati testijiet mhux fuq 1-annimali 

 

ghas-sensitizzazzjoni tal-i1da, ta' min jiftakar li 1-LLNA kif ukoll testijiet ohra fuq 1-

annimali jaf ma jirriflettux is-sitwazzjoni shiha fil-bniedem. 

 

4. Fuq i l-bai tad-data disponibbli bhalissa, intwera li l-assa舘 IL-8 Luc hu applikabbli ghal 

 

sustanzi kimi亡i tat-test li jkopru firxa ta' gruppi funzionali organi亡i, ta' mekkani2mi ta' 

 

reazzjoni, ta' potenza tas-sensitizzazzjoni tal-ilda (kif stabbiliti丘 studji in vivo) u ta' 

 

propri etaj jet fi2ikokimi亡i (2) (6). 

 

5. Ghalkemm l-assa蛇 IL-8 Luc ju2a X-VIV0］、4 15 bhala solvent, hu evalwa korrettament 

 

sustanzi kimi'i b'Log K ~w >3,5 u dawk b'solubbilt& fI-ilma ta' madwar 100 ig/ ml kif 

 

ikkalkolati b'EPI s uite]M u l-prestazzjoni tieghu biex jindividwa sensitizzaturi b'solubbilt& 

 

batuta fI-ilma hi ahjar minn dik tal-assa舘 IL-8 Luc bl-u2u tas-sulfossidu tad-dimetil 

 

(D1S0) bhala solvent (2). Madankollu, ri2ultati negattivi ghas-sustanzi kimi亡i tat-test li 

 

mhumiex dissolti f20 mg/ml jistghu jipprodu亡u ri2ultati ta' negattivi foloz minhabba n-

nuqqas ta' hila taghhom li jiddisolvu fX~VIV0TM l 5. Ghaldaqstant, ri2ultati negattivi ghal 

 

dawn is-sustanzi kimi'i ma ghandhomx jigu kkunsidrati. Fl-istudju ta' validazzjoni g iet 

 

osservata rata gholja ta' negattivi foloz ghall-anidridi. Barra minn hekk, minhabba 1-

kapa6ita metabolika limitata tal-linja ta'6e lloli (8) u l-kundizzjonijiet esperimentali, il-

proapteni (sustanzi li je htieu attivazzjoni metabolika) u 1-preapteni (sustanzi attivati bl-

ossidazzjoni tal-aria) jistghu jaghtu ri2ultati negattivi n -assa舘. Madankollu, ghalkemm ir-

ri2ultati negattivi ghal pre/proapteni suspettati ghandhom j iu interpretati b'attenzjoni, 1-

assa蛇 IL-8 Luc i蛇udika korrettament il minn il-il preapten, 6/6 proapteni, u 6/8 

 

pre/proapteni fis-sett ta' data tal-assa舘 IL-8 Luc (2). Fuq i l-ba2i tar-rie2ami komprensiv 

 

ridenti fuq tliet testijiet mhux fuq l-annimali (id-DPRA,i l-KeratinoSensTM u l-h-CLAT) 

 

biex jigu individwati pre u proapteni (9), u fuq i l-ba2i tal-fatt li亡 -'ellol TH P-G8 u2ati fl-

assa舘 IL-8 Luc huma linja ta'6 elloli derivata mit-TIP-i li tintu2a fl-h-CLAT, l-assa舘 

 

IL-8 Luc jista' jikkontribwixxi wkoll biex ti2died is-sensittivit?t ta' testijiet mhux fuq 1-
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annimali biex] inlividwaw pre u proapteni tit-tahlita ta7 testij let ohra. lt-tensj oattivi 

 

ttestj ati s' issa taw ri2ultati po2ittiVi (foloz) indipendentement mit-tip taghhom (e2. 

 

ktoni,a ni oni亡i jew o noni亡i). Finalment sustanzi kimi6i li jinterferixxu ma l-1u亡ifra2i 

 

jistghu jhawdu 1-attiVit/i1-k可l taghha, u jikkaw2aw inibizzjoni apparenti jew 

 

luminexxenza akbar (10). Pere2empu, kon亡entrazz oniiet ta'丘 toestrogenu akbar minn 

 

111 ge w rapportati li jinterferixxu ma' sinjali ta' luminexxenza rassa蛇i ohra tal-gene 

 

indikatur abba2i ta1-lu亡ifra2i minhabba sovrattivazzjoni tal-gene indikatur tal-lu亡ifra. 

 

Bhala konsegwenza, 1-espressi ini ta1-1u亡ifra2i miksuba fkon亡entrazz onり jet gholjin ta' 

 

fitoestrogeni jew ta' komposti suspettati li jipprodu亡u attivazzjoni simili ghail-

fitoestrogenu tal-gene indikatur ta1-lu亡ifra2i trid titi e2a minata bir-reqqa (11). Fuq il-ba2i 

 

ta' dan li ntqal hawn fuq, tensjoattivi, anidridi u sustanzi kimi亡i li jinterferixxu mal - 

 

lu6ifra之i jaqghu barra mid-dominju ta' applikbbilta ta' dan l-assa蛇. F'kaiiet li fihom 

 

ikun herrn evidenza li turi n-nuqqas ta'a pplikbbilta tal-assa蛇 IL-8 Luc ghal kategoriji 

 

spe'if6i ohra ta' sustaiizi kimi亡i tat-test, it-test ma ghandux j intua ghai dawk il-kategoriji 

 

spe6if亡i. 

 

6. Kif deskritt aktar 'il fuq, l-assa舘 IL-8 Luc isostni d-diskriminazzjoni bein is-sensitizzaturi 

 

tal-ilda u n-nonsensitizzaturi. lu mehtieg aktar xoghol, idealment fuq il-bai ta' data 

 

umana, biex jigi determinat jekk ir-ri2ultti tal-IL-8 Luc jistghux jikkontribwixxu ghali-

valutazzjoni tal-potenza meta meqjusa flimkien ma' sorsi ta' informazzjoni ohra. 

 

7. Id-definizzjonijiet huma pprovduti -Appendi亡i 3.1. 

 

PRINCIP3U TAT-TEsT 

 

8. L-assa舘 IL-8 jaghmel u之u mum linja ta'e eloli tal-lewkimja mono亡itika umana TIP-i li 

 

tikisbet minghand 1-American Type Culture Collection (Manassas, VA, 1-Istati Uniti). Bl-

u2u ta' din il-linja ta'亡e lloli, id-Dept. of Dermatology, Tohoku University S choo1 of 

 

Medicine, stabbilixxa linja ta'亡 elloli indikatur tal-IL-8 derivata mit-TIP-i, T IP-G8, li 

 

thaddan fiha l-eni tal-lu亡ifera2i Lu亡ifera2i S tbb1i 0ran剖o (SL0) u l-Lu亡ifra2i S tbb1i 

 

lanira (SLR) taht il-kontroll tal-IL-8 u prornoturi tal-gli6eraldeid 3-fosfat deidrogenasi 

 

(GAPDI), rispettivament (1). Dan j ippermetti 1-kejl kwantitattiv tal-induzzj ini tal-geni 

 

tal-lu'ifra2i bid-detezzjoni tal-luminexxeiiza minn substrati tal-lu6ifra2i ferm stabbiliti li 

 

jipprodu亡u d-dawl bhala indikatur tal-attivit& tal-IL-8 u tal-GAPDI fi亡-'elloli wara 1-

esDoniment ahal sustanzi kimi6i sensitizzanti. 

 

9. Is-sistema ta'assa蛇 b'kulur doppju tinvolvi lu亡ifera2i li temetti l-oran剖o (sLO; ?'mass = 

 

580 nm) (12) ghall-espressjoni g enika tal-prornotur tal-IL-8 kif ukoll lu亡ifera2i li temetti 1-

ahmar (SLR; ?mass = 630 nr) (13) ghall-espressjoni ge nika tal-promotur tal-kontroll 

 

intern, GAPDI.I2 -2ewg lu亡ifra2jiet jemettu kuluni differenti malli j irreagixxu mal - 
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lu亡ifrina-d tal-firefhes u l-luminexxenza taghhom titkejjel b'mod simultanju f'reazzjoni bi 

 

stadju wiehed bili l-emissjoni tigi divi2a mit-tahlita ta1-assa舘 bl-u2u ta' filtru ottiku (14) 

 

(Appendi亡i 3.2). 

 

10. k-6e11oli TH P-G8 huma trattati ghal 16-il siegha bis-sustanza kimika tat-test, u wara dan 

 

jitkejlu 1-attiVlta tal-1u6ifera2i tal-SL0 (sLO-LA) li tirrifletti l-attivit& promotur tal-IL-8 u 

 

1-attvlta ta1-1u6ifra2i tal-SLR (SLR-LA) li tirrifietti l-attivit& promotur tal-GAPDI. Biex 

 

l-abbrevjazzjonijiet ikunu jistghu jinftiehmu f6ilment, sLO-LA u S LR-LA huma 

 

msemmija IL8LA u GAPLA, rispettivament. lt-Tabella i taghti deskrizzjoni tat-termini 

 

asso可 ati m a1-attiVltt tal-lu6ifra2i且 -assa蛇 IL-8 Luc. Il-valuri mkejla j intuaw biex tii 

 

kkalkolata 1-IL8LA normalizzata (nIL8LA), li hi 1-proporzjon tal-IL8LA ghail-GAPLA; 1-

induzzj ini tal-nIL8LA (Ind-IL8LA), li hi l-proporzj on tal-medji a ritmetiei tal-valuri 

 

mkejla kwadrupli tal-nIL8LA tae-6e1lol TH P-G8 trattati b'sustanza kimika tat-test u 1-

valuri tal-nIL8LA ta亡-亡e1loli TH P-G8 mhux trattati; u 1-inibizzjoni tal-GAPLA (inh-

GAPLA), li hi l-proporzjon tal-medji a ritmeti亡i tal-valuri mkejla kwadrupli tal-GAPLA 

 

ta-6e1loli TH P-G8 trattati b'sustanza kimika tat-test u 1-valuri tal-GAPLA ta'-亡ellol 

 

THP-G8 mhux trattati, u u2ati bhala indikatur g ha-6itotssi6itt. 

 

Tabella 1: Deskrizzjoni tat-termini asso可 ti ml-attlntt tl-lu亡ifr2i且 -assa蛇 'L-8 Luc 

 

Definizzjoni 

 

A#ivita ta' lu亡ifra2i tal-SLR li tirrifletti l-attivita promotur tal-GAPDI 

 

Attivita ta' lu亡ifra2i tal-SL0 li tirrifietti l-attivit& promotur tal-IL-8 

 

IL8L / GAPLA 

 

nIL8L ta亡-elloli THP-G8 trattati b'sustanzi kimi'i / nIL8L tad-
亡elloli mhux trattati 

 

GAPLA tt-THP-G8 trattati b'sustanzi kimi6i / GAPLA ta-6ellol 

 

mhux trattati 

 

L-anqas kon亡entrazzoni tas-sustanza kimika li fiha Inh-GAPLA ssir ' 

 

0.05. 

 

Abbrevjazzjo 

 

n1j1et 

 

GAPLA 

 

IL8L 

 

nIL8L 

 

Ind-IL8LA 

 

Inh-GAPLA 

 

CVO5 

 

11. L-istandards tal-prestazzjoni (PS) (15) huma disponibbli biex tigi fa亡ilitata l-validazzjoni 

 

tat-testijiet modifikati in vitro tal-lu亡ifrai tal-IL-8 simili ghal1-assa舘 IL-8 Luc u 

 

jippermettu 1-emendar fil-hin tal-Linja Gwida tat-Test 442E tal-OECD ghall-inklu司 oni 

 

taghhom. A比ettazzoni Reeiproka tad-Data (MAD) mill-OECD se tkun garantita biss ghal 

 

testijiet validati skift il-PS, jekk dawn it-testijiet ikunu ge w rie2aminati u inklu2i fil-Linja 

 

Gwida tat-Test 442E mill-OECD (16). 

 

WIR! TAL-PR0FI JENZ 
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12. Qabel ma j u2aw it-test deskritt f'dan l-Appendi'i tal-metodu ta' ttestjarB .71 bhala rutina, 

 

il-laboratorji ghandhom juru 1-prof enza teknika bulli ju2aw 1-10 S ustanzi ta' Prof可enza 

 

elenkati -Appendi亡i 3.3 f'konformit?t mal-Prattiki Tajba tal-Metodi in vitro (11). Barra 

 

mimi hekk, 1-utenti tat-test ghandhom i2ommu ba2i ta' data storika tad-data generata bil-

kontrolli tar-reattivita (ara 1-paragrafu 15) u bil-kontrolli po2ittivi u b' solvent/b 'veikolu 

 

(ara i-paragrafi 21-24), u j u2aw din id-data biex jikkonfermaw ir-riprodu亡ibbi1ta tat-test 

 

fil-laboratorju taghhom tin2amm ma2 -2mien. 

 

PROCEDURA 

 

13. I1-Pro6edura Operattiva S tandard (S0P) ghal1-assa舘 IL-8 Luc hi disponibbli u ghandha 

 

tithaddem meta jitwettaq it-test (18). Il-laboratorji li lesti ii jwettqu t-test jistghu jiksbu i-

linja ta'6e 1ioii rikombinanti TH P-G8 mill-GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, il-Gappun, wara li 

 

jiffirmaw Ftehim ta' Trasferiment tal-Material (ITA) f'konfrmita mal-kundizzjonijiet 

 

tal-mude!! tal-OECD. Il-paragrafi li jjin jipprovdu deskrizzjoni tal-komponenti u tal-

pro亡eduri ewlenin tal-assa舘. 

 

Thejjija ta亡-亡e11o1i 

 

14. 11-linja ta'亡 elioii TH P-G8 miil-GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, il-Gappun, ghandha tintu2a 

 

ghat-twettiq tal-assa舘 IL-8 Luc (ara 1-paragrafi 8 u 13). Malli jiu ri亡eVuti, i亡-亡elloii jiu 

 

propagati (2-4 passi舘ieri) u j inha2nu ffri2ti bhala stikk omogenu. k-6elioh minn dan 1-

istokk jistghu j iu propagati sa massimu ta' 12-il passa舘 jew sa massimu ta' 6 g imght. 

 

Il-medium u2at ghali-propagazzjoni hu 1-medium tat-tkabbir RPMI-1640 li fib 10 % serum 

 

tal-bovini fetali (FBS ), soluzzj oni antibij otika/antimikotika (100U/ml peni亡illina G, 

 

100ig/mi s treptomieina u 0,25ig/ml a mfteri'ina B f0,85 % salina) (e之. GIBCO 

 

Cat#15240-062), 0,15ig/ml Puromi亡ina (ef.CAS :58-58-2) u 300ig/ml G418 (e2. 

 

CAS:108321-42-2). 

 

15. Qabei ma jintuaw ghall-ittestjar,i亡 -亡elloli ghandhom j igu kwalifikati billi j sir kontroll tar-

reattivit&. Dan il-kontroll ghandu jsir g imgh/gimaghtejn jew 2-4 passa蛇i wara t-tahlil, bl-

u2u tal-kontroll po2ittiv, 4-nitroben2ii bromur (4-NBB) (CAS: 100-1 1-8, ? 99 % punita) u 1-

kontroll negattiv,a亡 idu lattiku (LA) (CAS:50-21-5, と 85 % punita). 4-NBB ghandu 

 

j ipproduei rispons po2ittiv ghall-Ind-IL8LA (と1,4), filwaqt iii-L ghandu j ippnodui 

 

rispons negattiv ghail-Ind-IL8LA (<1,4). Huma biss i6-亡ei1ol li jghaddu mill-kontroll tar-

reattivita li jintu2aw ghal-assa舘. Il-kontroll ghandu ismr skift il-pro6eduri deskritti fil-

Dara2rafi 22-24. 

 

16. Ghali-ittestjar, i6-6ello1i TH P-G8 jin2erghu f'densmta ta' 2 sa 5 x10 5 6 eloli/mi, uj mu 

 

prekolturati fi flasks tal-koltura ghal ghal 48 sa 96 smegha. Fil-jur tat-test, i6-6elloli 

 

m ibura mill-flask tal-koltura jinhaslu bl-RPMI- 1640 li jkun fib 10 % FBS minghajr ebda 
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antibijotiku, u mbaghad je rgghu ji usos pi2i b'RPMI-1640 li jkun丘 h ii % FBS minghajr 

 

ebda antibijotiku f i x 106 6e lloli/m1. Imbaghad,i6 -亡e11ol jitqassmu丘 piastra sewda 

 

b'qiegh6 tt b'96 bwejra (e2. Costar Cat#3603) b'50tl (5 x10 4亡e 11o1/bw可ra). 

 

Thejjija tas-sustanza kimika tat-test u tas-sustanzi tal-kontroll 

 

17. Is-sustanza kimika tat-test u s-sustanzi tal-kontroll jithejjew dakinhar tal-ittestjar. Ghall-

assa舘 IL-8 Luc, is-sustanzi kimi6i tat-test j iu dissolti fX~VIVoTM 15, medium hieles 

 

mis-serum disponibbli kummer可 alment (Lonza, 04-41 8Q), ghall-kon亡entrazz oni丘 nali ta' 

 

20 mg/ml. X~VIVoml 15 j i2died ma' 20 mg tas-sustanza kimika tat-test (indipendentement 

 

mis-solubbit& tas-sustaiiza kimika) f'tubu tal-mikro6entrifugazzoni u j ingieb ghal volum 

 

ta' 1m! u mbaghad j igi v orti6i丘kat bis-sahha u jithawwad fuq rotor b've!o6iti massima ta' 

 

8 rpm ghal 30 min f'temperatura ambientali ta' madwar 20。C. Barra mirm hekk, jekk is - 

 

sustanzi kimi6i solidi jibqghu insolubbli, it-tubu j igi sonikat sakemm is-sustanza kimika 

 

tiddisolvi kompletament jew tigi dispersa b'mod stabbli. Ohal sustanzi kimi亡i tat-test 

 

solubbli fX~VW0ml 15, is-soluzzjoni titi dilwita b'fattur ta' 5 b'X-VIV0TM 15 u tintu2a 

 

bhala soluzzjoni ewlenija ta' X~VIV0TM 15 tas-sustanza kimika tat-test (4 mg/rl). Ghal 

 

sustanzi kimiei tat-test mhux solubbli fX~VIV0ml 15, it-tahlita terga' titi rotata ghal tal-

anqas 30 min, u mbaghad ee ntrifugata 丘 15,000 rpm (に20 000g) ghal 5 min; is-supernatant 

 

li j irri之ulta jintu之a bhala soluzzjoni ewlenija X~VI0TM l 5 tas-sustanza kimika tat-test 

 

Ghandha tigi pprovduta motivazzjoni xenti丘ka ghall-u2u ta' solventi ohra, bhal D1S0, 

 

ilma, jew il-medium tat-tkabbir. Il-pro&dura dettalj ata ghad-dissoluzzj oni tas-sustanzi 

 

kimi6i hi murija -Appendi亡i 3.5. Is-soluzzjonijiet ta' X~VIV0TM 15 deskritti丘 l-paragra丘 

 

18-23 jithalltu 1:1 (v/v) mas-sospensjonijiet ta亡-eelloli mhejjija6 piastra sewda b'qiegh 

 

亡a tt b'96 bweira (ara 1-Daraarafu 16〕. 

 

18. L-ewwel sessiOni tat-test ghandha 1-ghan li tiddetermina l-kon&ntrazzjoni亡 itotossika u li 

 

te之amina l-potenzjal ta' sensitizzazzjoni tal-i!da tas-sustanzi kimi'i.B !-u之u ta' X-

VIV 0T1 15, id-dilwizzjonijiet seriali tas-soluzzjonijiet ewlenin ta' X~VIV0TM 15 tas-

sustanzi kimi亡i tat-test isiru b'fattur ta' dilwizzjoni ta' tnejn (ara l-Appendi'i 3.5) bl-u2u 

 

ta' blokk tal-assa舘 b'96 bwejra (e2. Costar Ct#EW-01729-03). Inibaghad, 50 i1/bwjra 

 

tas-soluzzjoni dilwita ti2died ma' 50 il tas-sospensjoni ta亡-亡elloli 丘 piastra sewda b'qiegh 

 

亡 att b'96 bwejra. B'hekk, ghal sustanzi kimi亡i tat-test li huma solubbli f'X-VIV0］、4 15, il-

kon亡entrazzj o niiet丘 nali tas-sustanzi kimi亡i tat-test ivarjaw minn 0,002 sa 2 mg/ml 

 

(Appendiei 3.5). Ohal sustanzi kimiei tat-test li mhumiex solubbli fX-ViVI]M 15 f'20 

 

mg/mi, fatturi ta' dilwizzjoni li jvarjaw minn 2 sa 210 biss j iu determinati, ghalkemm il-

kon亡entrazzjoniiet finali attwali tas-sustanzi kimi6i tat-test jibqghu in亡erti u jiddependu 

 

mill-kon6entrazzioni saturata tas-sustanzi kimi6i tat-test -X-VIV0]M 15. 

 

jet tat-test sussegwenti (igi丘eri t-tieni, it-tielet u r-raba' repliki), is-soluzzjoni 

 

ses sj 00 

 

19.F 

 

ewlenija ta' X-VIV0］、4 issir丘 1-kon6entrazzoni 4 darbiet oghla mi ll-kon亡entrazzoni tal-
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v bbi1ta ta亡-亡el1o1i 05 (CV05; 1-anqas kon亡entrazzoni li丘 ha 1-Inh-GAPLA ssir <0,05) fl-

ewwel esperiment. Jekk Inh-GAPLA ma tonqosx f live!! anqas minn 0,05 fl-oghia 

 

kon亡entrazz oni fl-ewwel sessjoni, is-soluzzjoni ewlenija ta' X~VIVoTM 15 issir fi-oghia 

 

koneentrazzoni tal-ewwel sessjoni. Il-kon亡entrazzoni ta' CVOS tigi kkalkolata bid-

divi司 ini tal-koneentrazz ini tas-soluzzj ini ewlenij a fi-ewwel sessj ini b' fattur ta' 

 

dilwizzjoni ghas-CVOS (X) (fattur ta' dilwizzjoni CVO S (X); il-fattur ta' dilwizzjoni 

 

mehtieg biex tigi diiwita soluzzjoni ewlenija ghas-CVOS) (ara l-Appendiei 3.5). Ghal 

 

sustanzi tat-test mhux solubbli fX-VIVI f20 mg/ml,is -CVOS tigi determinata bil-

kon&ntrazzjoni tas-soluzzjoni ewlenija x 1/X. Ghas-sessjonijiet 2 sa 4, it-tieni soluzzjoni 

 

ewlenija tithejja bhala 4 x CVSO (App e ndi亡i 3.5). 

 

20. Dilwizzjonijiet seriali tat-tieni soluzzjonijiet ewlenin ta' X-VW0］、4 15 jithejjew b'fattur 

 

ta' dilwizzjoni ta' 1,5b l-u2u ta' blokka tal-assa蛇b '96 bwejra. Imbaghad, 50 tl/bw ra 

 

tas-soluzzjoni diiwita ti2died ma' 50 tl tas-sospensjoni ta6-eelloli fll-bwejriet ta' pjastra 

 

sewda b'qieghea ttb '96 bwejra. Kull kon亡entrazzoni ta' kull sustanza kimika tat-test 

 

ghandha tigi ttestjata f erba' bwejriet. Imbaghad il-kampjuni jithaitu iq xejker tal-pjastri 

 

u jig u inkubati ghal 16-il siegha f37。C u f5 %CO 2, u wara dan titkejjel l-attivit& tal-

lu6ifra2i kif deskritt hawn taht. 

 

21. Il-kontroll b'solvent hu t-tahlita ta' 50 .tl/bwera ta' X-VIVo］、4 15 u 50 i1/bwera ta' 

 

sospensioni ta'-'e1lol fl-RPMI-1640 li jkun fih 10 % FBS. 

 

22. Il-kontroll po2ittiv rakkimandat hu 4-NBB. 20 mg ta' 4-NBB jithejja f tubu tal-mikrofu剖u 

 

ta' 1,5-ml, li mieghu j i2died sa 1 ml X~VIVoTM 15. It-tubu jig i vorti亡i丘kat bis-sahha u 

 

jithawwad fuq rotor b'Ve1o亡ita massima ta' 8 rpm ghal tal-anqas 30 min. Wara亡 - 

 

亡 entrifugazzoni f20 000g ghal 5 min, is-supernatant j igi diiwit b'fattur ta' 4 b'X-VIVom 

 

15, u 500 iil tas-supernatant dilwit jigi trasferit丘 bwejra丘 blokka tal-assa蛇 b'96 bwejra. 

 

Is-supernatant dilwit jigi dilwit aktar b'X~VIV0TM 15 f fatturi ta' 2 u 4, u ti2died 50 i1 tas-

soluzzjoni ma' 50 tl tas-sospensjoni ta亡-亡elloi TH P-G8 fil-bwejriet ta' pjastra sewda 

 

b'qiegh 6 at b'96 bwejra (Appendi亡i 3.6). Kull kon亡entrazzoni tal-kontrol! po2ittiv 

 

ghandha tigi ttestjata f erba' bwejriet. Il-pjastra tithe2之e2 fuq xejker tal-pjastri, u titi 

 

inkubata f'inkubatur tas-C12 ghal 16-il siegha (37。C, 5 %CO Z), u wara dan 1-attivita tal-

lueifra2i titkei ie! kif deskritt丘1 -Daragrafu 29. 

 

23. Il-kontroll negattiv rakkomandat hu l-L. 20 mg L rnhejji f tubu ta-mikr0fu剖u ta' 1,5-

ml, lim ieghu ji2died sa 1 ml (20 mg/ ml) X-VIVI］、4 15.so luzzoni ta' 20 mg/111l LA titi 

 

diiwita b'fattur ta' 5 b'X-VWoIM 15 (4 mg/rn!); 500 i1 ta' din is-soluzzjoni 4 mg/rn! L 

 

tigi trasferita丘 bwejra ta' blokka ta!-assa蛇 b'96 bwejra. Din is-soluzzjoni titi diiwita 

 

b'fattur ta' 2 b'X-VIVIlM 15 u mbaghad terga' tigi dilwita b'fattur ta' 2 biex tipproduei 

 

soluzzjonijiet ta' 2 mg/ml u ta' 1 mg/ml. 50 tl ta' dawn it-tiiet soluzzjonijiet u 1-kontroll 

 

b'veikolu (X~VIVoTM 15)j i2diedu ma' 50 il ta' sospensioni ta'-亡e!loli TH P-G8丘 !-
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bwejriet ta' piastra sewda b'qiegh 亡a tt b'96 bwejra. Kull kon6entrazzoni tal-kontroll 

 

negattiv tigi ttestjata f'erba' bwejriet. Il-piastra tithe22e2 fuq xejker tal-pjastri, u ti魯 

 

inkubata f'inkubatur tas-C02 ghal 16-il siegha (37。C, 5 %CO 2), u wara dan l-attivit& tal-

lu亡ifra2i titkejjel kif deskritt丘 l-paragrafu 29. 

 

24. Jistghu ji ntu2aw kontrolli po2ittiVi jew negattivi xierqa ohra jekk ikun herrn data storika 

 

disponibbli biex j iu derivati kriterji ta' a&ettazzoni ta' sessjonijiet komparabbli. 

 

25. Ghandha tinghata attenziOni biex tigi evitata l-evaporazzjoni ta' sustanzi kimi6i tat-test 

 

volatili u kontaminazzjoni kro可ta bein bwejriet minn sustanzi kmi亡i tat-test, e2. billi 1-

piastra titi ssig illta qabel 1-inkubazzjoni bis-sustanzi kimi亡i tat-test. 

 

26. Is-sustanzi kimki tat-test u 1-kontroll b'solvent je htieu minn tnejn sa erba' sessjonijiet 

 

biex jinkiseb tbassir po2ittiv jew negattiv (ara t-Tabella 2). Kull sessioni ssir f'urnta 

 

differenti b'soluzzjoni ewlenija g dida ta' X~VIVoTM l 5 tas-sustanzi kimi亡i tat-test u ta' 

 

亡e 1loli mi bura indipendenternent. k-亡elloli jistghu jkunu g萌 in mill-istess passa舘. 

 

Kejiijiet tal-attivita ta1-1u亡ifra2i 

 

27. Il-luminexxenza titkejj el bl-u2u ta' luminometru tal-mikropj astri b '96 bwejra rnghammra 

 

b'丘ltri otti亡i,e2 . Phelios (ATTO, Tokyo, il-Gappun), Tristan 941 (Berthold, Bad Wildbad, 

 

il-Germania) us -serie ARVO (PerkinElmer, Waltham, MA, 1-Istati Uniti). Il-luminometru 

 

irid j igi kalibrat ghal kull test biex tigi 2 gurata riprodu亡ibbilta (19). Il-lu6ifera2り iet 

 

rikombinanti li jemettu l-oran笥o u 1-ahmar huma disponibbli ghal dan il-kalibrar. 

 

28. 100il tar-reagent tal-assa舘 tal-Lu亡ifera2i msahhan bil-lest Tripluc⑧ (Tripluc)j igi trasferit 

 

f'kull bwejra tal-piastra li jkun丘 ha 5-sospensiOni ta亡-'ellol trattata b'sustanza kimika jew 

 

minghajr. Il-piastra tithe22e2 ghal 10 min f'temperatura ambejntali ta' madwar 20。C. Il-

piastra titqieghed丘 l-luminometru biex titkejjel l-attivit& tal-lu亡ifera2i. Il-bijoluminexxenza 

 

titkejj el ghal 3 sek kull wahda fin-nuqqas (FO) u丘 l-pre2enza (Fl) tal-ltr ottiku. Ghandha 

 

tigi pprovduta g usti丘kazzjoni ghall-u2u ta' ssettjar alternattiv,e之 . skift il-mudell tal-

luminometru u之t. 

 

29. Il-parametri ghal kull kon6entrazzoni j igu kkalkolati mill-valuri mkejla,e2 .I L8LA, 

 

GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, 士S D media tal-IL8LA, 士S D media tal-

GAPLA, 士S D media tal-nIL8LA, 士S D media tal-Ind-IL8LA, 士S D redja tal-Inh-GAPLA, 

 

u 1-intervall ta' kun丘denza ta' 95 % tal-Ind-IL8LA. Id-de丘nizzjoniiet tal-parametri u2t 

 

f'dan il-paragrafu huma pprovduti -Appendi'iiet I u IV, rispettivament. 

 

30. Qabel il-kejl, id-diskririnazzjoni tal-kulur f'assa舘i indikatur b'diversi kuluni g eneralment 

 

tinkiseb bl-u2u ta' detetturi (luminoretru u apparati ghall-qari tal-pi astri) rghammra 

 

b'丘ltri o tti亡i, bhal丘 ltri sharp-cut (long-pass jew short-pass) jew丘 ltri band-pass. Il-
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koefi可enti ta' tra2mi司oni tal-filtri ghal kull kulur tas-sinjali tal-bijoluminexxenza 

 

ghandhom jig u kalibrati qabel kull test, skift l-Appendki 3.2. 

 

DATA U RAPPORTAR 

 

Evaiwazzj ini tad-Data 

 

31. Il-kriterji ghal de亡i司oni po2ittiV/negttiva j ehtiegu li f'kull sessioni: 

 

tbassir tal-assa舘 IL-8 Luc j igi g udikt po2ittiv jekk sustanza kimika tat-test ikoliha Ind-

IL8L と 1,4 u 1-limitu inferjuri tal-intervall ta' kun丘denza ta' 95 % tal-Ind-IL8L と 1,0 

 

tbassir tal-assa舘 IL-8 Luc j igi g udikt negativ jekk sustanza kimika tat-test ikoliha Ind-

IL8L < 1,4 uj'jew il-limitu inferjuri tal-intervall ta' kun丘deiiza ta' 95 % tai-Ind-IL8LA< 

 

1,0 

 

Mudell ta' tbassir 

 

32. Is-sustanzi kimi6i tat-test ii jipprovdu 2e w ri之ultti po之ittiVi minn fist l-lei, t-2ni,l t-3et 

 

jew l r-4a sessioni j igu identifikati bhala po2ittivi丘 lwaqt li dawk li jaghtu tliet ri2ultti 

 

negattivi minn fist l-lei, it-2ni, l t-3et jew l r-4a sessioni j igu identifikati bhala supponuti 

 

negattivi (Tabella 2). Fist is-sustanzi kimi'i supponuti negattivi, is-sustanzi kimki li j iu 

 

dissolti f20 mg/ml ta' X-V0V0lM 15 huma g udikati bhala negattivi, filwaqt li s-sustanzi 

 

kimi亡i li ma j igux dissolti f20 mg/ml ta' X~VoVoTM 15 ma ghandhomx j iu kkunsidrati 

 

(Figura 1). 

 

Tabella 2: Kriterji ghall-idcntifikazzjoni ta1-po2ittid u tas -supponuti negattivi 

 

L-lei It-2ni I t-3et I r-4a Tbassir finali 

 

SeS司 orn sessj orn sessj ini sessj orn 

 

Po2ttiV Po2ittiv - - Po2tt 

 

Negattiv Po2ittiV - Po2tt 

 

Negattiv Po2ittiV Po2tt 

 

Negattiv S upponut Negattiv 

 

Negattiv Po2ittiv Po2ittiV - Po2tt 

 

Negattiv Po2ittiV Po2tt 

 

Negattiv S upponut Negattiv 

 

Negattiv Po2ittiv Po2ittiV Po2tt 

 

Negattiv S upponut Negattiv 

 

Negattiv - S upponut Negattiv 

 

Figura 1: Mude!! ta' tbassir ghall-gudizzju丘 nal 
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Negattivi 

 

Ma 

 

ghandhomx 

 

jitqiesu 

 

So1ubb1l f'20 mg/ml 

 

nsolubbli f'20 mg/ml 

 

PO之ittv 

 

Supponuti 

 

negattivi 

 

SuStanzi kimi亡i 

 

Kriterji ta' accettazzjoni 

 

33. Ghandhom j igu ssodisfati 1-kriterji ta' a比ettazzoni li g萌 in meta j intu2a l-assa蛇 'L-8 

 

Luc: 

 

nd-IL8LA ghandha tkun aktar minn 5,0 f tal-anqas kon亡entrazzoni wahda tal-kontroll 

 

po2ittiv, 4-NBB, f' kull sessioni. 

 

nd-IL8LA ghandha tkun anqas minn 1,4 fi kwalunkwe kon亡entrazzoni tal-kontrol 

 

negattiv, a 'idu lattiku, f'kull sessjoni. 

 

Id-data mill-pjastri li ghalihom il-GAPLA tal-bwejriet tal-kontroll b'6e11o1i u bi Tripluc 

 

i2da minghajr sustanzi kimi6i tkun anqas minn 5 darbiet dik ta' bwejra li jkun fiha 1-

medium tat-test biss (50 il/bwera RPMI-1640 li jkun fih 10 % FBS u 50 gllbwejra X-

V IV0m4 15) ghandha tigi rifjutata. 

 

Id-data mill-pjastri li ghalihom l-Inh-GAPLA tal-kn' entr azz oniiet kolha tas-sustaiizi 

 

kimi6i tat-test jew tal-kontroll tkun anqas minn 0,05 ghandha tigi rifiutata. F'dan i l-ka, 1-

ewwel test ghandu j igi ripetut biex 1-oghia kon6entrzzoni finali tat-test ripetutt tkun 1-

anqas kon'entrazzoni finali tat-test pre亡edenti. 

 

Rapport tat-test 

 

34. Ir-rapport tat-test ghandu jinldudi l-informazzjoni li g萌a : 

 

[UPAC jew CAS , in-numru!i CAS , il-

ew identifikaturi ohrajn; 

 

jet) I 

 

i, u/i 

 

Sustnzi 肋miditat-test 

 

Sustaza monokostitwenti: 

 

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismij 

 

kodiei SM ILES jew InCh', il-formula struttura] 
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Id-dehra丘2i ka,is -solubblltt fi-urna,i l-pi2 molekulari, u proprjetajiet f2ikokimi亡i rilevanti 

 

addizzjonali, meta jkunu disponibbli; 

 

Il-purit&, l-dentlta kirnika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, e66 .; 

 

It-trattament qabel 1-ittestjar, jekk applikabbli (pere2ernpu tishin, thin); 

 

Is -solubbiltt fXVIVoTM 15. Ghal sustanzi kimiei li huma insolubbli f'X-VW0m 15, 

 

jekk j iux osservati pre亡ipitazzoni jew fiotazzjoni wara e -eentrifugazz oni; 

 

l-kon'entrazz oni( iet) ittestj ata/i; 

 

Il-kundizzjonijiet tal-h2in u l-istbbilta, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Gustifikazzjoni gha1l-gha2la tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test jekk 

 

ma jintu2ax X-VIV0lM 15. 

 

S ustaza multikostitwenti, UVCB u tahlita: 

 

Karatterizzazzjoni sa fein possibbli,e之 . b1-identita kimika (ara aktar 'il fuq), i1-purit&, 1-

okkorrenza kwantitattiva u 1-propri etaj jet fi之ikokimi亡i rilevanti tal-kostitwenti (ara aktar 'il 

 

fuq) tal-kostitwenti, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Id-dehra fiika, is-solubbilta fi-ilma u proprjetajiet丘2l kokrn亡l rilevanti addizzjonali, 

 

meta jkunu disponibbli; 

 

Il-pi之 molekulari jew i 1-pi2 molekulari apparenti 丘 l-ka2 ta' tahlitiet/polirneri 

 

b 'kompo2izz onijiet maghrufrn jew informazzjoni obra rilevanti ghat-twettiq tal-istudju; 

 

Trattarnent qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (pere2empju tishin, thin); 

 

Is-solubbilta fX~VIVoTM 15. Ghal sustanzi kimi亡i li huma insolubbli f'X-VIV0］、4 15, 

 

jekk j iux osservati pre亡ipitazzjoni jew flotazzjoni wara亡 -亡entrifugazzjoni; 

 

Il-kon亡entrazzj oni(iet) ittestjata/i; 

 

Il-kundizzjonijiet tal-h2in u l-istabbilt&, sa fein ikunu disponibbli. 

 

Gustifikazzjoni gha1l-gha2la tas-solvent/tal-veikolu ghal kull sustanza kimika tat-test jekk 

 

ma jintuax X-VIV0］、4 15 

 

Kontrolli 

 

Kontroll po2ittiv: 

 

Identifikazzjoni kimika, bhall-isem (jew ismijiet) ILTPAC jew CAS , in-nurnru!i CAS , il-

kodi亡i S 11LES jew InCh', il-formula strutturali, u/jew identifikaturi ohrajn; 

 

Id-dehra fi2ika, is-solubbiltt fi-ilrna,i l-pi2 rnolekulari, u proprjetajiet f2ikokimki rilevanti 

 

addizzionali. meta ikunu disvonibbli u fein aiplikabbli: 
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11-punta, 1-identita lumika tal-impuritajiet luT xieraq u l ttibbli Til-prattika, ecc; 

 

Trattament qabel l-ittestjar, jekk applikabbli (pere2empju tishin, thin); 

 

Il-kon6entrazz onio iet) ittestj ata/i; 

 

Il-kundizzjonijiet ta1-h2in u l-istbbilta, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Refereiiza ghar-ri2u1tti s torki tal-kontroll po2ittiv li juru kriterji xierqa ta'a比e ttazzoni, 

 

jekk applikabbli. 

 

Kontroll negattiv: 

 

Identifikazzjoni kimika, bhall-isenv'ismijiet JUPAC jew CAs, in-numru/i CAS , u/jew 

 

identifikaturi ohrajn; 

 

I1-purit&, l-identita kimika tal-impuritajiet kif xieraq u fattibbli fil-prattika, e 4 

 

Id-dehra fi2ika,is -solubbi1ta fi-urna,i l-pi2 molekulari, u proprjetajiet fi之ikokimkd rilevanti 

 

addizzjonali f'ka2 li j intu之aw kontrolli negattivi obra li ma jkunux fist dawk imsemmijin 

 

fil-Linja Gwida tat-Test u sa fein ikunu disponibbli; 

 

Il-kundizzjonijiet tal-h2in u l-istabbilt&, sa fein ikunu disponibbli; 

 

Gustifikazzjoni ghall-gha2la tas-solvent ghal kull sustanza kimika tat-test; 

 

ルkundizzjonびjet tat-test 

 

L-isem u l-indirizz tal-isponser, tal-fa亡ilita tat-test u tad-direttur tal-istudju; 

 

Deskrizzjoni tat-test u2t; 

 

11-linja ta'亡 elloli u2ta, il-kundizzjonijiet tal-h2in u s-sors taghha (e2. il-f亡ilita mnejn 

 

inkisbet); 

 

In-numru tal-lott u l-origini tal-FBC, isem il-fornitur, in-numru tal-lott tal-piastra sewda 

 

b'qieghe att b'96 bwejra, u n-numru tal-lott tar-reagent Tripluc; 

 

In-nuniru ta' passa舘i u d-densita ta6-6elloli u之ti ghall-ittestjar; 

 

Il-metodu ta' ghadd ta6-6elloli ght-ti2righ qabel l-ittestjar u -mi2uri mehudin biex tii 

 

2 gurata distribuzzjoni omogena tan-numru ta'亡 e1lo1i; 

 

Il-lurninornetru u2t (ef. il-mudell), inklu2i l-issettjar tal-istrurnent, is-substrat ta' 

 

lu亡ifrai ut, u wini tal-kejlijiet ta' luminexxenza xierqa fuq il-ba2i tat-test tal-kontroll 

 

deskritt -Appendki 3.2; 

 

Il-pro亡edura uta biex tintwera l-prfienza tal-laboratorju biex iwettaq it-test (ef. bulhi 

 

jiu ttestjati s-sustanzi ta' profjenza) jew biex tintwera prestazzjoni riprodu6ibb1i tat-test 

 

matul i2-2mien. 
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刀ァrdedlr mHest 

 

In-nurnru ta' repliki u ta' sessjonijiet imwettqa; 

 

I1-koneentrazz oniiet tas-sustanza kimika tat-test, il-pro亡edura ta' applikazzjoni u 1-hin ta' 

 

esponiment (jekk ikunu differenti mimi dawk rakkomandati); 

 

Deskrizzjoni tal-kriterji ta' evalwazzjoni u ta' de6i司oni u2ti; 

 

Deskrizzjoni tal-kriterji ta'a6亡e ttazzoni tal-istudju u2ti; 

 

Deskrizzjoni ta' kwalunkwe mo di丘ka ta1-pro亡edura tat-test. 

 

Ir-riiultati 

 

Il-kejlijiet tal-IL8LA u tal-GAPLA; 

 

11-kaikuli ghall-nIL8LA, ghall-Ind-IL8LA, u ghall-hih-GAPLA; 

 

L-intervall ta' kunfidenza ta' 95 % tal-Ind-IL8L; 

 

Graff li turi 1-kurvi ta' do2a-rispons ghaii-induzzjoni tal-attivit& ta1-lu亡ifra2i u ghali-

画bbi1t; 

 

Deskrizzjoni ta' kull osservazzjoni rilevanti ohra osservata, jekk applikabbli. 

 

Diksミ1oni tr-rだultti 

 

Diskussjoni tar-ri2u1tati miksuba b1-assa舘 'L-8 Luc; 

 

Kunsiderazzjoni tar-ri2u1tti tal-assa蛇 fil-kuntest ta' IATA, jekk ikun herrn 

 

informazzjoni rilevanti obra disponibbli. 

 

Konkluガmi 
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Appendici 3.1 

 

DEFINIZZIONHIET 

 

Akkuratezza: I1-qrubija丘 l-liveil ta' qbil beini r-ri2ultti tat-test u 1-valuri referenzjarji 

 

a&ettati. Hi keji tal-prestazzjoni tat-test u wiehed mill-aspetti ta' rilevanza. S piss it-terminu 

 

jintu2a b'mod alternanti ma' "konkordanza" biex i丘ss er il-proporzjon ta' ri2u1tati korretti ta' 

 

test (16). 

 

Alp (Passa館 tal-E2itu Avvers):S ekwenza ta' avvenimenti mill-istruttura kimika ta' 

 

sustanza kimika丘 l-mira jew grupp ta' sustanzi kimi亡i simili permezz tal-avveniment ta' 

 

inizjazzjoni molekulari ghal e2i tu ta' interess in vivo (22). 

 

Sustanza kimika:S ustanza jew tahlita 

 

CVO5: I1-vibbi1ta ta6-6e11o1i 05,j igi丘eri l-kon亡entrazzoni minima li丘 ha s-sustanzi km' 

 

jur anqas minn 0,05 tal-hih-GAPLA. 

 

FInSLO-LA: Abbrevjazzjoni uta丘 r-rapport ta' validazzjoni u 

 

pre亡edenti rigward 1-assa蛇 'L-8 Luc biex tirreferi gha-Ind-IL8L.戸 

 

de丘nizzoni. 

 

GAPLA: A ttivitt ta1-Lu亡ifra2i ta1-Lu亡ifera2i Ha mra S tbbli (SLR) (入mass = 630 nr), 

 

regolata mill-promotur tal-GAPDI u turi 1-vibbi1ta ta亡-eel1oli u n-numru ta'亡 e11o1i 

 

vii abbli. 

 

Periklu: Propreta inerenti ta' agent jew ta' sitwazzjoni li ghandha 1-potenzjal li tikkaw2a 

 

effetti avversi meta o rgani之mu, sistema jew (sub)popolazzjoni jiu esposti ghal dak 1-agent. 

 

IATA (Approcc Integrat ghall-Ittestjar u 1-Valutazzjoni): Appro& strutturat u2t ghail-
identi丘kazzoni ta' perikli (potenzjal), il-karatterizzazzjoni tal-perikli (potenza) u/jew 

 

valutazzjoni tas-sikurezza (potenzjal/poteiiza u esponiment ) ta' sustanza kimika jew ta' 

 

grupp ta' sustanzi kimi, li jintegra b 'mod strutturat u ji2en id-data rilevanti koliha biex 

 

jinforma de亡ijoni regolatorja dwar il-periklu u/jew ir-riskju u/jewl l-htiega potenziali ghal 

 

ittestjar inirirat ulterjuri li, ghaldaqstant, ikun minimu. 

 

II-SLR-LA: Abbrevjazzjoni uta fir-rapport ta' validazzjoni u 丘 l-pubblikazzonijiet 

 

pre亡edenti rigward l-assa蛇 IL-8 Luc biex tirreferi ghall-Inh-GAPLA. Ara Inh-GAPLA 

 

ghad-de丘nizzjoni. 

 

IL-8 (Inter1ewkina-8): Citokina derivata minn亡 e1lo1i endoteijali, minn丘 broblasti, minn 

 

keratino亡iti, minn makrofagi, u minn m ono亡iti li tikkaw2a kemotassi tan-newtro五ll u tal-

1info亡iti ta亡-e11o1i-T. 

 

IL8LA: A ttlvlti ta1-Lu6ifra2i ta1-Lu亡ifrai 0ranjoS tbbli (SL0) (入mass = 580 nr), 

 

regolata mill-promotur tal-IL-8. 
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Ind-IL8LA: Induzzjoni ta' drabi tal-IL8L. Tinkiseb bid-divi司oni tal-nIL8L tae-亡e11o1i 

 

THP-G8 trattati b'sustanzi kimi亡i b'dik ta'6e 11o1 TH P-G8 mhux stimolati u tirrappre2enta 

 

1-induzzjoni ta1-attivitt tal-promotur tal-IL-8 mis-sustanzi kimi亡i. 

 

Inh-GAPLA: Inibizzjoni tal-GAPLA. Tinkiseb bid-divi司oni tal-GAPLA tat-THP-G8 

 

trattati b' sustalizi kimi亡i b' GAPLA ta'TH P-G8 mhux trattati u tirrappre2enta亡 -亡itotossieita 

 

tas-sustanzi kmiei. 

 

Limitu minimu ta' induzzjoni (MIT): 1-anqas koneentrazzoni li fiha sustanza kimika 

 

tissodisfa 1-kriterji po2ittivi 

 

Tahlita: Tahlita jew soluzzjoni msawra m iml之e wg sustanzi jew aktar. 

 

Sustanza monokostitwenti:S ustanza, definita mi ll-kompo2izzoni kwantitattiva taghha, li 

 

fiha kostitwent ewlieni wiehed ikun pre2enti ghal tal-anqas 80 % (w/w). 

 

Sustanza multikostitwenti:S ustanza, definita mi ll-kmpo2izzoni kwantitattiva taghha, li 

 

fiha aktar mirm wiehed mill-kostitwenti ewlenin ikunu pre之enti fkon亡entrazz oni ? 10 % 

 

(w/w) u< 80 % (w/w).S ustanza multikostitwenti hi r-ri2ultat ta' proeess tal-manifattura. Id-
differenza bein tahlita u sustanza multikostitwenti hi li tahlita tiiikiseb bl-amalgamar ta' 

 

2ew sustanzi jew aktar minghajr reazzjoni kimika.S ustaza multikostitwenti hi r-ri2ultat 

 

ta' reazzjoni kimika. 

 

nIL8LA: L-attivita tal-lu亡iferai S L0 li tirrifletti l-attivitt promotur tal-IL-8 (IL8LA) 

 

normalizzata bl-attiViti tal-lu亡ifra2i S LR li tirrifletti -attiVita promotur tal-GAPDI 

 

(GALPA). Din tirrappre2enta l-attivit& promotur tal-IL-8 wara li tikkunsidra 1-vijabbilt& tad-
6elloli jew in-nurnru ta'e elloli. 

 

nSL0-LA: Abbrevjazzjoni u2ata fir-rapport ta' validazzjoni u fil-pubblikazzjonijiet 

 

pre亡edenti rigward l-assa蛇 'L-8 Luc biex tirreferi ghall-nIL8LA. Ara nIL8LA ghad-
definizzjoni. 

 

Kontroll pozittiv: Replika li jkun fiha 1-komponenti kollha ta' sistema tat-test u trattata 

 

b'sustanza li jkun maghruf li tikkaw2a rispons po2ittiv. Biex jigi 2 gurat li l-varjabbllta fir-

rispons tal-kontroll po2ittiv tkun tista' tigi vvalutata tul i2-2mien, id-daqs tar-rispons po2ittiv 

 

ma ghandux ikun e '6essiV. 

 

Preapteni: S ustazi kimi6i li jsiru sensitizzaturi permezz ta' trasformazzjoni abijotika. 

 

Proapteni: S ustanzi kimi亡i li jehtiu attivazzjoni enzimatika biex jehilsu l-potenzjal ta' 

 

sensitizzazzjoni ta1-ilda. 

 

Rilevanza: Deskrizzjoni tar-relazzjoni tat-test ghall-effett ta' interess u jekk huwiex 

 

sinifikanti u utli ghal skop partikolari. Din tiddetermina kemm it-test ghandu 1-hila jkejjel 

 

jew ibassar b'mod korrett 1-effett bijologiku ta' interess. Ir-rilevanza tinkorpora 1-
kunsiderazzoni tal-akkuratezza (konkordanza) ta' test (16). 
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Affidabbilta: Kejlijiet ta' kenm test jista' jitwettaq b'mod riprdu亡ibbii fil-laboratorji u 

 

bein il-laboratorji tui i2 -2mien, meta jitwettaq bulli ji ntu2a 1-istess protokol!. Din tii 

 

evaiwata bulhi tkun ikkalkolata r-riprdu亡ibbbilt& fl-istess u bein il-laboratorarji u r-

ripetbbiita fi-istess laboratorju (16). 

 

Ses可oni:S es可oni tikkonsisti f'sustanza kimika tat-test wahda jew aktar ittestjata fimkien 

 

ma' kontroll negattiv u ma' kontrol! b'solvent/b'veikolu. 

 

S e n s ittivit h: Il-proporzjon tas-sustanzi kimi6i po之ittivi/attivi kohiha li huma kiassifikati kif 

 

suppost mit-test. Hi keji tal-pre亡i司oni ghal test li ji pprod亡i ri2u1tti ktegorii, u hi 

 

kunsiderazzjoni importanti fil-valutazzjoni tar-relevanza ta' test (16). 

 

SL0-LA: Abbrevjazzjoni u2ata fir-rapport ta' vahidazzjoni u fil-pubblikazzjonijiet 

 

pre6edenti rigward i-assa蛇 IL-8 Luc biex tirreferi ghahi-IL8LA. Ara IL8LA glad-
definizzjoni. 

 

SLR-LA: Abbrevjazzjoni uata fir-rapport ta' vahidazzjoni u fil-pubbhikazzjonijiet 

 

pre亡edenti rigward l -assa蛇 IL-8 Luc biex tirreferi ghahi-GAPLA. Ara GAPLA ghad-
defrnizzjoni. 

 

Kontroll b'solvent/veikolu: Kampjun mhux trattat li fih il-komponenti kohiha ta' sistema 

 

tat-test hhief tas-sustaliza kimika tat-test,i2 da li jinkludi s-solvent/il-veikolu li jintu2a. 

 

Jintua biex jigi stabbihit ir-rispons tai-linja ba2i ghahl-kampjuni trattati bis-sustanza kimika 

 

tat-test dissolta jew dispersa stabbliment fi-istess solvent/veikolu. Meta jigi ttestjat ma' 

 

kontroll b'medium konkorrenti, dan ii-kampjun juri wkoil jekk is-solvent/il-veikolu jkohlux 

 

interazzjoni mas-sistema tat-test. 

 

Spe亡ifi亡ith: Il-proporzjon tas-sustanzi kimiei negattivi/inattivi koilha li huma klassifikati kif 

 

suppost mit-test. Hi keji tal-pre亡i司oni ghal test li jipprod亡i ri2ultati ktegorii, u hi 

 

kunsiderazzjoni importanti fil-valutazzjoni tar-relevanza ta' test (16). 

 

Sustanza: Elementi kimi亡i u 1-komposti taghhom fl-istat naturali jew miksuba bi 

 

kwalunkwe pro亡ess ta' manifattura tal-produzzjoni, inklu之 kwalunkwe addittiv mehtieg 

 

ghali-preservazzjoni tal-istabbilt& tal-prodott u ta' kwalunkwe impurit?t li torigina mill-

pro6ess u之at,i2 da esk1u2 kwalunkwe solvent ii jista' jkun separat minghajr ma jaffetwa 1-
istabbiita tas-sustanza jew ibiddel il-kompo2izzjoni taghha. 

 

Tensjoattiv: Imsejjah ukoll agent tensjoattiv, dan huwa sustanza, bhal detergent, hi tista' 

 

tnaqqas it-tensjoni tas-superfi'je ta' hikwidu u b'hekk tippermettiiu jtehia' r-raghwa jew 

 

jippenetra solidi; hu maghruf ukoll bhaia agent li jxarrab. (TG43 7) 

 

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahhita ttestj ata permezz ta' dan il-
metodu. 

 

THP-G8: Linja ta'亡 elhohi indikatur 'L-8 u2ta且 -assa蛇 IL-8 Luc. li-hinja ta'亡 eiioii umana 

 

qisha makrofagu, TIP-i,gie t transfettata丘 l-geni tai-1u亡ifera2i S L0 u S LR taht ii-kontroll 
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tal-promoturi tal-IL-8 u tal-GAPDI, rispettivament. 

 

I-Sistema Globalment Armonizzata tal-Klassifikazzjoni u 1-Ittikettar ta'S ustanzi 

 

Ki Illi亡i tan-Nazzjonijiet Uniti (G1S tan-NU):Sis tema li tipproponi 1-klassifikazzjoni tas-
sustanzi kimi亡i (sustanzi u tahlitiet) skift it-tipi u 1-livelli standardizzati ta' perikli 丘2i , 

 

sanitarji u ambjentali, u tindirizza 1-elementi ta' komunikazzjoni korrispondenti, bhal 

 

pittogrammi, kliem ta' twissija, dikjarazzjonijiet ta' periklu, dikjarazzjonijiet ta' 

 

prekawzjoni u skedi ta' data dwar is-sikurezza, biex jitwassal taghrif dwar 1-effetti avversi 

 

bil-ghan li n-nies ikunu protetti (iiiklu2i min ihaddem, il-haddiema, it-trasportaturi, il-
konsumaturi u min jintervjeni f'emergenza) u 1-ambient (21). 

 

UVCB: sustanzi ta' kompo2izzoni varjabbli jew mhux maghrufa, prodotti jew materiali 

 

bi01ogi亡i b'reazzjoni kumplessa. 

 

Metodu ta' ttestjar validu: Test meqjus li ghandu bi22萌ed rilevanza u a fdbbilta ghal 

 

skip s pe6i丘ku u li hu bba2t fuq prin亡ipi xenti丘6i sidi. Test qatt ma jkunx validu f'sens 

 

assolut, i2da biss b'rabta ma' skip definit. 
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Appendid 3.2 

 

IL-PRINCIPU TAL-KEiL TAL-ATTiVITA TAL-LUCIFERAZI U D-
DETERMINAZZIONI TA L-K0EFF JENTI TA' TRAZI"1SSI0NI TAL-ILTRU 

 

OTTIKU GHALL-SL0 U GHALL-SLR 

 

Sistema ta' Assad b'Diversi Indikaturi -Tripluc- tista' tintu2a b'luminometru tat-tip 

 

tal-mikropj astri b'sistema ta' detezzjoni b'diversi kulun, li j ista' jitqabbdilha filtru 

 

ottiku (ef. Phelios AB -2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar LB941 

 

(Berthold)). Il-filtru ottiku u2t fil-kejl hu filtru long jew short pass ta' 600-620 nr, 

 

jew filtru band pass ta' 600-700 f0. 

 

Il-keji ta' lu亡ifra2iiet b '之ewg kuluni b'filtru ittiku. 

 

Dan hu e2em pu bl-uu ta' Phelios AB -2350 (ATTO). Dan il-luminometru hu 

 

mghammar b'filtru long pass ta' 600 nr (R6O HOYA Co.), 600 nr LP, Filtru 1) ghall-

qsim tal-luminexxenza tal-SLO Qmass = 580 nr) u tal-SLR (?'mass = 630 nr). 

 

Biex j iu determinati l-koeffienti ta' tarmissoni tal-LP ta' 600 nr, 1-ewwel, bl-u2u 

 

tal-enzimi tal-lueifera2i S L0 u S LR purifikati, kejjel i) l-intensitt tal-intensitt tal-

bijoluminexxenza tal-SLO u tal-SLR minghajr filtru (FO), ii) l-intensit& tal-

bijoluminexxenza tal-SL0 u tal-SLR li tghaddi minn LP ta' 600 nr (Filgru 1), u iii) 

 

ikkalkola l-koeff可enti ta' tra2mis可oni tal-LP ta' 600 um ghall-SL0 u ghall-SLR 

 

elenkati hawn taht. 

 

Transmission coefficients 

 

Filter i 

 

SL0 Transmission 

 

coefficients 

 

Filter i 

 

SLR Transmission 

 

coefficients 

 

Abbreviation Defimtion 

 

KOR~ 

 

The filter's transmission 

 

coefficient for the S L0 

 

KRR60 

 

The filter's transmission 

 

coefficient for the S LR 

 

Meta l-intensita tal-SL0 u tal-SLR 

 

rispettivament, i) l-intensit& tad-dawl 

 

tad-dawl li ji ttra2metti mil-LP ta' 600 

 

FO=O+R 

 

F1=KOR6O x O +K RR6o x R 

 

fil-kampjun tat-test j iu definiti bhala O u R, 

 

minghajr filtru (kollox ottiku) FO u ii) l-intensit 

 

nr (Filtru 1) F1ji u deskritti kif muri hawn taht. 

 

Dawn il-formuli jistghu j igu spjegat kif g : 

 

) 

 

ノ
ー
、
 

 

、
l
ー
ノ
》
 

 

R6O KRR60 

 

0 

 

K 

 

ノ
ー
 

 

」 

 

、
l
ー
ノ
》
 

 

0 
一 

 

ロ1 
「」I 

 

ノ
ー
、
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Imbaghad bl-u2u tal-fatturi ta' tra2mittenza kkalkolati (KOR6o u K RR60) u 1-FO u 1-Fl 

 

imkejla, tkun tista' tikkalkola 1-valur O u R kif g : 

 

、
ー
 

Iノ》 

 

0 
一 

 

「』l 
「ト 

 

ノ
（
、
、
 

 

一 

 

、・、ー

》 

 

i 

 

i 

 

KOR6O K RR60 

 

ノ
I
ー
 

 

「 

 

、、Iーノノ 

 

0 
R 

 

（・、

、 

 

Il-materiali u 1-metodi ghad-determinazzjoni tal-fattur ta' trazmittanza 

 

のRe噌enti 

 

Enzimi ta1-lu亡ifra2i puri丘kati individwali: 

 

Enzima tal-SL0 purifikata lijofilizzata 

 

Enzima tal-SLR puri丘kta lio丘lzzat 

 

(li ghax-xoghol ta' validazzjoni nkisbu mill-GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, il-Gappun 

 

mal-linja ta' delloli TH P-G8) 

 

Reagent tal-assa舘: 

 

Reagent tal-assa蛇 tal-Lu亡ifra2i Tripluc⑧ (pere2empu minn TOYOBO Cat#MRA-

301) 

 

Medium: g hal1-assa蛇 ta-1u6ifra2i (30 ml. mah2una f2 - 8oC〕 

 

Reagent 

 

Ko ne. finali 

 

Kon. 

 

fil-medium 

 

RPMI-1640 

 

FBS 

 

10% 

 

Ammont 

 

mehtieg 

 

27ml 

 

3 ml 

 

のm切如tas-solazグonl tal-enzimi 

 

Iddisolvi 1-enzima ta1-ludiferai purifikata lijofilizzata f'tubu bulli zzid 200 .t1 ta' 10~ 

 

100 mM Tris/ICi jew Hepes/IC! (pH 7,5~ 8,0) supplimentat b' 10 % (w/v) gli6ero1, 

 

iddividi s-soluzzjoni tal-enzima f'alikwoti ta' 10 i1 f tubi li jintremew ta' 1,5 ml u 

 

ah2inhom fi fri2er f'-80。C. Is-soluzzjoni tal-enzima ffri2ata tista' tintu2a sa sitt xhur 

 

wara. Meta tinW2a,2 id 1 ml medium ghall-assa蛇 ta1-u亡ifera2i (RPM'- 1640 b'lO % 

 

FBS) f'kull tubi li jkun 11h is-soluzzjonijiet tal-enzimi (soluzzjoni tal-enzimi diiwita) u 

 

2ommhom fuq is-si1g biex tipprevjeni d-di2attivazz oni. 

 

③Kejl tal-b如luminexxenza 

 

Holl ir-reagent tal-assa蛇 tal-Lu亡iferai Tripluc⑧ (Tripluc) u 2o mmu f temperatura 

 

ambejntali f'banjumarija jew f'temperatura tal-aria ambientali. Ixghe1 il-luminometru 

 

30 min qabel ma tibda l-kejl biex thalli 1-fotomoltiplikatur jistabbilizza. Ittrasferixxi 

 

100 i1 tas-soluzzjoni tal-enzima diiwita丘 piastra sewda b'96 bwejra (qiegh亡 att) (il-
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kampjun ta' riferiment tal-SL0 ghal #B1, #B2, #B3, il-kampjun ta' riferiment tal-SLR 

 

ghal #D1, #D2, #D3). Imbaghad ittrasferixxi 100 tl ta' Tripluc imsabhan minn qabel 

 

f kull bwejra tal-pjastra li jkun fiha s-soluzzjoni tal-enzima diiwita b l-u2u ta' pipetman. 

 

Hawwad il-pj astra ghal 10 min f' temperatura ambjentali (madwar 25。C) bulhi tu 

 

xejker tal-pjastri. Nehhi l-b2ie2aq mis-soluzzjonijiet fil-bwejriet jekk jitilghu. Qieghed 

 

il-pj astra fil-luminumetru biex tkejjel l-attiVltt ta1-u'ifra2i. 1-bij oluminexxenza 

 

titkejj el ghal 3 sek kull wahda fin-nuqqas (FO) u fil-pre2enza (Fl) tal-filtru ottiku. 

 

l-ko effkent ta' tr2mis可oni tal-filtru ottiku g ie kkalkolat kif詞 : 

 

Koeff可ent ta' tra2miss oni (SL0 (KOR60))= (#B1 tal-Fl+#B 2 tal-F1+ #B3 tal-Fl) / 

 

(#B i tal-FO+ #B2 tal-FO+ #B3 tal-FO) 

 

Koeffi可ent ta' tra之missoni (SLR (KRR60))= (#Dl tal-F1+# D2 tal-Fl+ #D3 tal-Fl) / 

 

(#D i tal-FO+ #D2 tal-FO+ #D3 tal-FO) 

 

Il-fatturi kkalkolati tat-tramittenza j intu2aw ghall-kejlijiet kollha e之e gwiti bl-u2u tal-
istess luminometru. 

 

Kontroll ta1-kwa1ita tat-taghmir 

 

Ghandhom iin tu2aw i l-pro亡eduri deskritti fil-protokoll IL-8 Luc (18) 
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Aipendi亡i 3.3 

 

SUSTANZI TA' PROFICIENZA 

 

Qabel 1-uu ta' rutina tat-test deskritt f'dan 1-Appendi亡i tal-metodu ta' ttestjarB .71, il-

laboratorji ghandhom juru profueiiza teknika bulli jiksbu t-tbassir mistenni ta1-assa蛇 'L-8 

 

ghali-li sustanzi rakkomandati fit-Tabella i u bull jiksbu 1-valuri li jaqghu fi hdan il-medda 

 

ta' referenza rispettiva ghal tal-anqas 8 mill-lO sustanzi ta' prf enza (magh2u1a biex 

 

jirrappre2entaw il-medda ta' risponsi ghall-perikli ta' sensitizzazzjoni ta1-gi1d). Kriterji tal-

gha21a ohra kienu li s-sustanzi jkunu disponibbli kn mer可a1ment, u li jkun herrn 

 

disponibbli data ta' riferiment in vivo ta' kwa1ita gholja kif ukoll data in vitro ta' kwa1ta 

 

gholja b1-assa舘 IL-8 Luc. Barra minn hekk, herrn data ta' riferiment ippubblikata 

 

disponibbli gha1l-assa舘 IL-8 Luc (6) (1). 

 

Tabella 1:S ustanzi rakkomandati biex tintwera pr)fienza teknika b1-assa蛇 IL-8 Luc 

 

ledda ta' 

 

riferiment 

 

(tg/ml)3 

 

Tbassir 

 

tal-IL-8 

 

Luc2 

 

IL-8 Luc 

 

MIT5 

 

C VOS4 

 

Tbassir in 

 

vivo1 

 

So1ubbi1th 

 

P 

 

X-

VI VI 15 

 

f20 

 

mg/ml 

 

Stat 

 

N umru 

 

tas-CAS 

 

Sustanzi ta' profi亡jenza 

 

0,5-2,3 

 

4-9 

 

60-250 

 

a1-0A 

 

0,04-0 

 

0,01-0,07 

 

>2000 

 

>2000 

 

>2000 

 

2,3-3,9 

 

9-30 

 

250-290 

 

500-700 

 

>2000 

 

>2000 

 

>2000 

 

>2000 

 

>2000 

 

Po2itt 

 

Po2itt 

 

Po2itt 

 

Po2itt 

 

Po2itt 

 

Po2itt 

 

Negattiv 

 

Negattiv 

 

Negattiv 

 

Sensitizzatur 

 

(Estrem) 

 

Sensitizzatur 

 

(B' sahhtu) 

 

Sensitizzatur 

 

(Moderat) 

 

Sensitizzatur 

 

(Moderat) 

 

Sensitizzatur 

 

のghajjef) 

 

Sensitizzatur 

 

のghajjef) 

 

Ihux 

 

sensitizzatur 

 

Ihux 

 

sensitizzatur 

 

Ihux 

 

sensitizzatur 

 

So!idu Insolubbli 

 

Likwidu So !ubb! 

 

So!idu Insolubbli 

 

97-00ヲ 

 

50-00-0 

 

149-30-4 

 

107-15-3 Likwidu So !ubb! 

 

Likwidu Insolubbli 

 

97-905 

 

140-67-0 Likwidu Insolubbli 

 

So!idu S o!ubb! 

 

Likwidu S o!ubb! 

 

38 10-74-
o 

 

56-81-5 

 

67-63-0 Likwidu S o!ubb! 

 

2,4-Dinitro1doroben2en 

 

Formaldeid 

 

2-Merkaptoben2ot a2o! 

 

Etilendiammina 

 

Dimetakilat tal-

Etilenegliko! 

 

4-Allilaniso! (Estrago!) 

 

Su!ft t!-istreptonii亡ina 

 

G!i亡ero! 

 

Isopropano! 

 

Abbrevjazzjonijiet: Nru tas-CAS = Numru tar-Registru tas-Servizz tat-Taqsiriet tas-Sustanzi K imid 

 

1Il-potenza in vivo tinkiseb b!-uu tal-kriterji proposti mil-ECETOC (19) 

 

2 Fuq i!-b吐i tal-valuri stori亡i osservati (1) (6). 

 

3CVOS u IL-8 Luc MIT g ew ikka!ko!ati bl-u2 tas-solubbilta f!-ilma moghtija mirm EP' s uiteTM. 

 

4 CVOS: il-kon亡entrazzoni minima li fiha s-sustanzi kimi亡i juru anqas mirm 0,05 tal-Inh-GAPLA. 

 

5MIT: 1-anqas kon亡entrazzoiiet li fihom sustanza kimika tissodisfa 1-kriterji po2ittii. 
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Appendi亡i 3.4 

 

INDI IJIET U K RITERI TA' GUDIZ7,IU 

 

nIL8LA (nSL0-LA) 

 

Ir-ripetizzjoni fmi (j = 1-4) ta1-kon'entrazzoni iiru i (i = 0-11) titkejjel gha-IL8LA (sLO-
L) u ghali-GAPLA (SLR-LA) rispettivament. L-IL8L normalizzata, imsejha nIL8L 

 

(nSL0-L), u hi definita bhala: 

 

nIL8LA1」 = IL8LAり/GAPLA1 

 

Din hi 1-unita ba2ika tal-keji f dan l-assa蛇. 

 

Ind-IL8LA (FInSL0-LA) 

 

I2-2ieda ta' drabi tal-nIL8LA media (nSLO-LA) ghar-ripetizzjoni tal-kon6entrazzoni fru 

 

mqabbla maghha丘 l-kon亡entrazzoni 0, Id-IL8LA, hi 1-keji primarju ta' dan l-assa舘. Dan 

 

il-proporzjon hu miktub bil-formula li g萌a : 

 

Ind - IL8LA1 ={(1/4) X乞」 nIL8LA1)/{(1/4) X 2」 nIL8LAO]) 

 

Il-laboratorju prineipali ppropona li valur ta' 1,4 jikkorrispondi ghal ri2u1tt po2ittiv ghas-
sustanza kimika ttestjata. Dan il-valur hu bba2at fuq 1-investigazzjoni tad-data storika tal-

laboratorju prin6pali. It-tim ta'ges toni tad-data mbaghad u2a dan il-valur 丘 1-faりiet koliha 

 

tal-istudju ta' validazzjoni. L-e2itu primarju, Ind-IL8LA, hu l-proporzjon ta'2 ewg medji 

 

ariteti亡i kif murija fl-ekwazzjoni. 

 

Intervall ta' kunfldenza ta' 95 % (CI ta' 95 %) 

 

L-intervall ta' kunfidenza ta' 95 % (CI ta' 95 %) fuq i 1-ba2i tal-proporzjonjista'j igi stmat 

 

li juri -pre亡ijoni ta' dan il-kejl ta1-e2itu primarju. Il-limitu inferjuri tas-CI ta' 95 %と i 

 

jindika li l-nIL8LA bil-kon亡entrazzoni fru i hi ferm akbar minn dik bil-kontroll b'solvent. 

 

Herrn diversi modi biex jinbena s -CI ta' 95 %. Ahna uajna 1-metodu mag1ruf bhala t-
teorema ta' Fieller f' dan 1-istudju. Din it-teorima tal-intervall ta' kun丘denza ta' 95 % 

 

tinkiseb mill-formula li g ea: 

 

-Bーマ12一4Ac一B＋マ12一4AC 

 

2A ' 2A 

 

一」2 

 

一 一 5しし，‘ 

 

B= -2 x X X , C =諸 - t~975(v) x -, and n0 = 4, 

 

1l'パ 

 

JI 
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又0= (1/n~) x乞］n IL8LA~], s d言 = {1/(n~ - 1)) X乞］ (nIL8LA~] -又0)2 

 

与= 4,島 = (1/nyl) x昌 (nIL8LAり), s d多1 = {1ノ(ny] - i)) x昌 (nIL8LAリ -豆）2 

 

t。ワ d、.、' hil -Der6entil ta' 975 tad-distribuzzioni亡e ntrali t bil-, ta1-grad ta' libert, fein 

 

v・ノI八Y/ 
1 ' J v 、ノ ノ J 

 

ノ ，つ ～」2、 ‘ノ ．っ、2 ノ～」2、 、 

 

1=（晋＋譜〕ノl（晋）ノ（no一1)+（譜）ノ（nyl一i)I 

 

Inh-GAPLA (II-SLR-LA) 

 

L-Inh-GAPLA hi l-proporzjon tal-GAPLA media (SLR-LA) ghar-ripetizzjoni tal-
kon亡entrazzoni fru i meta mqabbla ma' dik bil-kontroll b'solvent, u din tinkiteb permezz 

 

ta' 

 

Inh一GAPLA,={(1/4)×図ノGAPLA,ノ ｝ノ｛(1/4)×x/GAPLAQノ｝ 

 

Peress li 1-GAPLA hi d-denominatur tal-nIL8LA, valur estremament 2 ghir j ikkaw2a 

 

varjazzjoni kbira -nIL8LA. Ghaldaqstant, valuri tal-Ind-IL8L b'valur estremament 2 ghir 

 

tal-Inh-GAPLA (anqas mirn 0,05) jistghu jitqiesu li ghandhom pre亡i司oni baxxa. 
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Appendi亡i 3.5 

 

L-ISKEMA TAL-METODI BIEX JIGU DISSOLTI S USTANZI K IMにI GHALL-ASSAGG 

 

IL-8 LUC. 

 

(a) Ghal sustanzi kimi亡i dissolti f X-VIV0］、4 15 f20 mg/rn 
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Jekk is-s ustanza kimika hi solu bbli f'X-

V'VITi 15 (l-leI sessjoni) 

 

, 

 

� 

 

Fattur ta' diiwizzjoni ta' 

 

20 mg/ml 

 

Fattur ta' dilwizzjoni ta' 2 

 

『 」V 

 

Soluzzoni 

 

ewlenija (4 

 

目山目t I目 I 1 目 I Il Il I山 

 

i mg(ml 

 

0 ‘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 

 

2myml 

 

4mg(ml 

 

4 Zid mas-sospensjoni ta亡-eI。I fida5 tra b'96 bwejra 

 

日日日日‘‘同日日日日‘ 

 

0 

 

Iddeterm ina 1-oghla koncentrazzjon i tal-esperimenti Ii 

 

2m'ml 

 

0.5 mg/mI 

 

i mg/ml 

 

gejj in 

 

VO5; 1-anqas kon亡entrazz」oni Ii fiha lnh-GAPLA ssir 

 

く 0,05 (-kon亡entrazz」oni tas-soluzzjoni ewienija 

 

xl/fattur ta' dilwizzjoni (X)) 

 

く
J
ユ
く
O
亡
に
一
 

 

Koncentrazzjoni finali fit-2ni, fit-3et ., fIr-4a esperiment 

 

0 くー 

 

2ni, 3et, 4a sessjonijiet 

 

KontroII b'X-VIVOTM 15 

 

1mg/mI 4mg/mI 

 

a5m'ml 2mg加 � 

 

, 

 

lx 

 

Fattur ta' dilwizzjoni ta' 1,5 

 

� 

 

iddi iwixxi 

 

り 

 

4x 0105 (4xi l-kon亡entrzz」oni tas-

soluzzjoni ewienija x 1/X) 

 

�‘'L Il lLl i''‘山 

 

Zieda macーcelloli fi pjastra b'96 bwejra (5lial:5lial) 

 

2x0105 

 

� 1-u “�I_II_I“ 」日 ／/ 
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(b) Ghal sustanzi kimici insolubbli f'X-VIVOTM 15 f20 mg/ml 

 

Jekk is-sustanza kimika hi insolubbli f'X-

V'VITi 15 (l・leI sessjoni) 

 

, 

 

20 mg/rn 

 

AdillItinn h(-十nr nfフ 

 

� 

 

Dawwar u 

 

ccentrifuga 

 

g 

 

Xl畿器ft 

 

'CI Il 'I..........__Il Il______l' Il II Il Il Il 山 

 

xl/1024 xl/256 x1164 xl/16 x114 xl 

 

O xl/512 xl/128 x1132 x118 x112 

 

V id mas-sospensjoni ta亡-亡eIIli fi pjastra b'96 bwejra 

 

ロ国‘ヒ」ロロロロロヒ」ヒ」日 

 

」‘L 1/2048 x11512 xl/128 xl/32 xl/8 x112 

 

0 xl/1024 x11256 xl/64 xlilG x114 Dilwizzjoni finali 

 

cVo5; I-anqas koncentrazzjoni Ii fiha Inh-GAPLA ssir 

 

<0,05 (iI-koncentrazzjoni tas-soluzzjoni ewlenija 

 

xl/fattur ta' dilwizzjoni (X)) 

 

L 
】 

叫 
日 

】 
奮 

 

く
J
ユ
く
。
亡
C
一
 

 

Ka,eIltraコj oIli f i nd i f-2ni, fし3t u f『・4a中 riment 

 

X 1)2048 

 

0 x111024 

 

．ーーーLーー 

 

遍 

 

2ni, 3et, 4a sessjonijiet 

 

Kontroll b'X-V1VoTM 15 

 

x118 

 

xlIl6 x114 

 

1 

 

� 

 

iddiiwixxi 

 

4x C VoS (4x iトkorientrazzjoni tas-

soluzzjoni ewlenija x 1/X) 

 

! u
目」v奴 

 
Fatturta' dilwizzjonita' 1,5 

 

<I Il I目 I I‘目I II I' '‘山 

 

ma&'elloli fi pjastra b'96 bwejra (50.tI:S0I) 

 

2xCV05 

 

《d 

 

d 

 

e 

 

・乙 

 

, 

 

、 l ノ／ 

 

ロロロロロ‘'L」ロ日‘' 
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Appendici 3.6 

 

L-ISKEMA TAL-METODU BIEX JIG! D1SS0LT 4-NBB GITALL-KONTROLL POZITTIV 

 

TAL-ASSAGG IL-8 LUC. 

 

Il-kontroll poZittiv: 4-NBB (insolubbli f'X~VV0TM 15 

 

U 

 

20 mg/rn�ロ 

 

Dawwar u 

 

比entrifuga 

 

"F

attur ta

' 

dil

wi

zz
j

oni 

 

�� 

 

V 
Supernatant 

 

xl 

 

Dilwizzjoni f'fattur ta' 

 

く 

 

ii il 

 

Kontroll b'X-VIVOTM 

 

15 

 

xl /4ロ 

 

ロ 

 

ー 

 

コ 

 

《Z 

 

xl/16ロ xl /8ロ xl /4ロ 

 

rna亡-亡eHoli fi pjastra b'96 

 

bwejra (5011:50li) コ 

 

l 

 

Kontrollb'X-VIVOTM x1/32ロ x1/16ロ x1/8ロ 

 

15 
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(9) Fil-Parti C,j i2diedu 1-Kapitoli li g萌 in: 

 

"C.52 TEST TAR-RIPRODUZLIONI TA' GENERAZLIONI EST IZA WAIDA TA' 

 

MEDAKA (MEOGRT) 

 

INTRODUZZIONI 

 

1. Dan il-metodu ta' ttestjar hu ekwivalenti ghal-linja gwida tat-test (TG) 240 tal-OECD 

 

(2015). It-Test ta' Generazzjoni Es ti2a Wahda ta' Medaka (MEOGRT) jiddeskrivi metodu 

 

ta' ttestjar komprensiv ibba2t fuq hut espost fuq diversi gene razzoniiet biex jaghti data 

 

rilevanti ghall-valutazzjoni tal-periklu u tar-riskju e kologi6i tas-sustanzi kimki, iiklui 

 

sustanzi kimi6i interferenti endokrinali suspettati (EDCs). L-esponiment 丘 l-MEOGRT 

 

jibqa' sat-tifqis (sa g imaght可n wara l-fertilizzazzjoni, wpf) fit-tieni gene razzoni (F2). 

 

Ikunu me htiega investigazzjonijiet addizzjonali biex tigi g usti丘kata l-utilitt tal-estensioni 

 

tal-enerazzoni F2 hl hinn mit-tifqis; ghalissa m'hemmx bi22萌ed informazzjoni biex j iu 

 

pprovduti l-kundizzjonijiet jew il-kriterji rilevanti ghall-usti丘kazzoni tal-estensioni tal-

g enerazzoni F2. Madankollu, dan il-metodu ta' ttestjar jista'j igi a舘ornat hekk kifj iu 

 

kkunsidrati informazzjoni u data go dda. Pere2empu, gwida dwar 1-estensioni tal-

g enerazzoni F2 permezz tar-riproduzzjoni tista' tkun potenzj alment siewja f'eert 

 

6 irkustanzi (e2. sustanzi kimi亡i b'potenzjal ghohi ta' bijokon6entrazzoni jew 

 

b 'indikazzj mnij jet ta' effetti transgenerazz mnali f'unitaj jet tassonomi亡i ohra). Dan il-

metodu ta' ttestjar jista'j intu2a biex jigu evaiwati 1-effetti kroni亡i potenziali tas-sustanzi 

 

kimii, ink1u2i sustanzi kimi亡i interferenti endokrinahi potenziali, fuq il-hut. Il-metodu 

 

jixhet enfasi primaria fuq 1-effetti rilevanti potenziali fuq il-popolazzjoni (igi6eri, impatti 

 

avversi fuq is-sopravivenza, 1-i2vi1upp, it-tkabbir u r-riproduzzjoni) ghall-kalkolu ta' 

 

Kone entrazzoni Bla Effett Osservat (NOEC) jew Ko n亡entrazzjoni ta' Effett (Ecx), 

 

ghalkemm ta' min jinnota li l-appro&i tal-ECx rarament ikunu xierqa gita! studji kbar ta' 

 

dan it-tip fein i2-2ieda tan-numru ta' kon&ntrazzjonijiet tat-test biex tkun tista' titi 

 

determinata 1-ECx mixtieqa tista' tkun imprattika, u dan jista' jikkaw2a wkoll thassib 

 

sinifikanti relatat mal-benessri tal-annimali minhabba n-numru kbir ta' annimali u2ati. 

 

Gita! sustanzi kimi亡i li maj ehti如x valutazzjoni fuq "diversi ge nerazzjonijiet" jew sustanzi 

 

kimi亡i li mhumiex sustanzi kimi'i interferenti endokrinali potenziali, metodi ta' ttestjar 

 

otra jaf ikunu aktar adattati (1). Il-medaka hi 1-ispe'i xierqa gha11-u2u f'dan il-metodu ta' 

 

ttestjar, fid-dawl ta6-6iklu tal-hajja qasir taghha u tal-possibbi1ta li jigi determinat is-sess 

 

ge netiku taghha (2), ii hu meqjus komponent kritiku f'dan il-metodu ta' ttestjar. Il-metodi 

 

s pe亡ifei u 1-punti ta' tmiem osservazzjonali spiegati f'dan il-metodu huma applikabbli 

 

ghall-medaka biss.S peijiet otra ta' hut2 ghir (e2. zebra) jistghu jkunu adattati ghal 

 

protokol! tat-test simili. 
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2. Dan il-metodu ta' ttestjar ikejjel diversi punti ta' tmiem bりo logi6i. Tinghata enfasi 

 

primaria uiil-effetti avversi potenziali fuq il-parametri rilevanti ghall-popolazzjoni inklu2i 

 

s-sopravivenza, l-i2vi1upp gross, it-tkabbir u r-riproduzzjoni. lt-tieni nett, biex ti導 

 

pprovduta informazzjoni mekkanistika u tigi pprovduta konnessjoni beini r-ri2ultti minn 

 

tipi obra ta' studji fuq il-post u丘 l-lbortoru, fein ikun herrn evidenza a posteriori li 

 

sustanza kimika jkoliha attivit& poteiizj ali ta' interferenza endokrinali (ei.a ttiVita 

 

a ndrogenika jew e strogenika f'testijiet u f'assa舘i obra), informazzjoni siewja obra 

 

tinkiseb bil-kej 1 tai-mRNA tal-vitell倉enim (vtg) (jew il-proteina tai-itel1ogenina, ii-

VTG), tal-karatteristi亡i sesswali sekondarji (SSC) fenotipki relatati mas-sess g enetiku, u 

 

bl-evalwazzjoni tal-istopatologi a. Ta' min jinnota li jekk sustanza kimika tat-test jew iiー 

 

metaboliti taghha ma jkunux suspettati li jkunu EDCs, jaf ma jkunx herrn b2onn li jitkejlu 

 

dawn il-punti ta' tmiem sekondarji u jaf ikun aktar xieraq ii j intu2aw studji anqas intensivi 

 

-u之u ta' ri之orsi u ta' annimali (1). Id-definizzjonijiet u之ti f'dan il-metodu ta' ttestjar 

 

i inghtaw -ADDendi亡i 1. 

 

KUNSIDERAZLi0NIJIET INIL1ALI U LIMITAz 7I0NHIT 

 

3. Minhabba n-numru limitat ta' sustanzi kimi亡i ttestjati u ta' laboratorji involuti丘 l-

validazzjoni ta' dan l-assa舘 kemxejn kumpless, hu anti亡ipat ii la jkun hemm numru 

 

suffi可enti ta' studji disponibbli biex jigi 2 gurt 1-impatt ta' dan id-disinn l l-gdid tal-

istudju, il-metodu ta' ttestjar jig i rie2aint u, jekk ikun herrn b2onn, rivedut, fld-dawl 

 

tal-esperienza miksuba. Id-data tista' tintu2a fll-Liveli 5 tal-Qafas K un6ettwa1i tal-OECD 

 

ghall-Ittestjar u ghall-Valutazzjoni tal-Interferenti Endokrinali (3). Il-metodu ta' ttestjar 

 

jibda bi-esponirnent ta' but adult (il-generazzoni FO) ghas-sustanza kimika tat-test matul 

 

il-f2i ta' riproduzzjoni. L-esponirnent ikompli matul l-i2viiupp u r-riproduzzjoni fl-Fl u t-

tifqis丘1 -enerazz oni F2; b 'hekk, i-assa舘 j ipperrnetti i-evalwazzj oni tal-perkorsi 

 

endokrinali strutturali kif ukoli attivazzjonali. Jista'j intua appro6亡 tal-pi之 tal-evidenza 

 

meta j iu interpretati 1-punti ta' trier relatati mas-sistema endokrinali. 

 

4. It-test ghandu jinkludi numru adegwat ta' individwi biex tigi之 gurata sahba sufijenti 

 

ghai-evalwazzjoni tal-punti ta' trier rilevanti ghar-riproduzzjoni (ara i-Appendki 3) 

 

fllwaqt li jigi 2 gurt li n-nurnru ta' annimaii u2ati jkun il-miniru rehtieg ghal raunijiet 

 

ta' benessri tal-annimali. Fid-dawl tan-nurnri kbar ta' annimali tat-test u2ti, importanti li 

 

tigi kkunsidrata bir-reqqa 1-htiega ghat-test b 'rabta rad-datae2 istenti li di帥 i af ikun flha 

 

inforrazzjoni rilevanti fuq baffa rniil-punti ta' trier fl-MEOGRT. Xi ghajnuna f'dan ir-

rigward tista' tinkiseb rniil-Qafas tal-OECD ghall-Ittestjar tat-Tossi6itt tai-Hut (1). 

 

5. Il-metodu ta' ttestj ar tfassal primari ament biex j iddistingwi i-effetti ta' sustanza wahda. 

 

Madankollu, jekk ikun herr b2onn li isir test fuq tahlita, ghandu j igi kkunsidrat jekk dan 

 

hux se jiDprovdi ri2ultati a&ettabbii g ha1l-ni regolatoriu mahsub. 
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6. Qabel ma jinbeda t-test, importanti li wiehed ikollu informazzjoni dwar il-proprjetajiet 

 

fi2ikokimi亡i tas-sustanza kimika tat-test, b 'mod partikolari biex ikunu j istghu ji u prodotti 

 

soluzzjonijiet kimi6i stabbli. lu ne6essru wkoll li jkun hemm metodu analitiku sensittiv 

 

b 'mod adegwat ghall-veri丘ka tal-kon亡entrazz mnij jet tas-sustanza kimika tat-test. 

 

PRINCIP3U TAT-TEsT 

 

7. It-test jinbeda bi-esponiment ta' rgiel u ta' nisa sesswalment maturi (tal-anqas 12-il wpf) 

 

f'pari tat-tghammir ghal tiiet gim ghat, li matuihom is-sustanza kimika tat-test titqassam fI-

organi2mu ta1-enerazzoni ta1-enituri (FO) skift l-imgiba tossikokinetika taghha. L-aktar 

 

qrib possibbli tal-ewwel jur tar-raba'g imgha, il-bajd j ingabar biex tinbeda l-enerazzoni 

 

Fl. Matul it-trobbija tal-enerazzoni Fl (15-il g imgha b'kollox), j igu vvalutati l-kapa6ita 

 

ta' tifqis u s-sopravivenza. Barra minn hekk, jittiehed kampjun tal-hut wara 9-10 wpf 

 

ghai-punti ta' trier tal-ivilupp u r-riproduzzjoni tigi vvalutata ghal tiiet g imghat mit-12 

 

sa l-14-il wpf. Generazzjoni F2 tinbeda wara t-tielet g imgha tal-valutazzjoni tar-

riproduzzj oni u titrabba sat-tlestij a tat-tifqis. 

 

KRITERI TA' VALIDITA TAT-TEsT 

 

8. Japplikaw il-kriterji li ejin ghall-validita tat-test: 

 

Il-kon6entrazzoni tal-ossigenu dissolt ghandha tkun? 60 % tal-valur tas-saturazzjoni tal-

arja matul it-test; 

 

bein 24 u 

 

kunu aktar 

 

It-temperatura media tal-ilma tul id-durata shiha tal-istudju ghandha tkun ta' 

 

26。C.Ha rgiet qosra mill-media skont l-akkwarji individwali ma ghandhomx 

 

minn 2。C; 

 

Il-fekondit& medi a tal-kontrolli f'kull wahda mill-enerazz onij jet (FO u Fl) ghandha tkun 

 

akbar minn 20 bajda ghal kull par kull jur. Il-fertilit& tal-bajd kohu prodott matul ih-

valutazzjoni ghandha tkun akbar mimi 80 %. Barra mimi hekk, 16 mihh-24 par tat-tnissil 

 

tal-kontroll rakkomandati (> 65 %) ghandhom jipprodu亡u aktar minn 20 bajda ghal kull 

 

par kull jur; 

 

Il-kapaeit?t ta' tifqis tal-bajd ghandha tkun? 80 % (media) fil-kontrolli (f'kuhl wahda mill-

gen e razzjoniiet Fl u F2); 

 

Is-sopravivenza wara t-tifqis sa 3 wpf u mimi 3 wpf sat-terminazzjoni ghall-generazzj oni 

 

Fl Uigiferi 15-il wpf) ghandha tkun? 80 % (media) u? 90 % (media), rispettivament fil-

kontrolli (Fl); 
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Ghandha tkun disponibbli evidenza li turi li l-kn亡entrazz oniiet tas-sustanza kimika tat-

test五s -soluzzoni jkunu n2ammu b'mod so disfa亡enti丘 hdan + 20 % tal-valuri medji 

 

nikej la. 

 

Rigward it-temperatura tai-ilma,丘 lwaqt li din mhix kriterju tai-vaiidita, repliki 丘 hdan 

 

trattament ma ghandhomx ikunu statistikament differenti mimi xuixin, u i-gruppi ta' 

 

trattament 丘 hdan test ma ghandhomx ikunu statistikament differenti minn xuixin (fuq i i-bai 

 

tai-kejlijiet tat-temperatura ta' kuljum, u es klu2i hariet qosra). 

 

9. Ghalkemm tista' tigi osservata riproduzzjoni mnaqqsa 0-gruppi ta' esponiment oghla, 

 

ghandu jkun herrn riproduzzjoni s uffi可enti tai-anqas 丘 t-tielet 1-oghia grupp u 0-gruppi 

 

inferjuri koilha ta' FO biex jimtiew 1-inkubaturi tat-tifqis. Barra minn hekk, ghandu jkun 

 

herrn sopravivenza embrijoiika adegwata丘 t-tliet gruppi bi-oghia u bi-anqas esponiment 

 

-Fi biex tkun tista' ssir evalwazzjoni tai-punti ta' trier 五 i-ka punar subadult (ara i-

p aragr a丘 36 u 38 u i-Appendi亡i 9). Barra minn hekk, tal-anqas ghandu jkun herrn 

 

sopravivenza minima wara t-tifqis (~20 %)丘 t-tieni i-oghla grupp ta' esponiment tai-F 1. 

 

Dawn mhumiex kriterji ta' validit?t per se, i2da rakkomandazzjonijiet biex ikunu jistghu 

 

j iu kkalkoiati NOECs robusti. 

 

il. Jekk tigi osservata devjazzjoni miil-kriterji ta' validit? tat-test, ghandhom j igu kkunsidrati 

 

i-konsegwenzi b 'rabta mai-afidabbi1tt tar-ri2uitati tat-test u dawn id-devjazzj onij jet u 1-

kunsiderazzjonij jet ghandhom j igu inkiu2i丘 r-rapport tat-test. 

 

DESKRIZZ10NI TAL-METODU 

 

Apparat 

 

11. Taghmir normali tal-iaboratorju u s pe可 alment dan li g : 

 

(a) oss igenu u apparati li jkejlu i-PH; 

 

(b) taghmir ghad-determinazzjoni tal-ebusija u ta1-alkliniti tai-ilma; 

 

(c) apparat adegwat ghall-kontroli tat-temperatura u preferibbiiment moni tora蛇 

 

kontinwu; 

 

(d) tankijiet maghrnula mimi materia! kimiku inerti u b'kapaeita adattata b'rabta mad-
densit& rrakkomandata tat-taghbija u tal-istokkjar (ara l-Appendi亡i 3); 

 

(e) biland preei2 bi22吻ed (igi丘eri pre亡i2 sa士 0,5 mg). 

 

L-ilma 

 

12. Kwalunkwe ulrna li丘 h l-ispe6i tat-test juni sopravivenza u tkabbir adegwat fit-tui jista' 

 

j intu2a bhala ilma tat-test. Ghandu jkun ta' kwaiit?t kostanti matul ii-perjodu tat-test. Biex 

 

i i女i 2 aurat ii 1-uirna tad-dilwizzioni ma ikollux infiuwenza 2 eida fmi ir-ri2uitat tat-test 
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(pere2empju b 'kumplessazzjoni tas -sustanza kimika tat-test) jew ma j affettwax b 'mod 

 

avvers il-prestazzjoni tal-istokk riproduttiv, ghandhom jittiehdu kampjuni f'intervalli 

 

ghai-anali2i. Ghandu jsir il-kejl tal-metalli tqal (e2. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), 1-animi u 1-

katjoni kbar (e2.c a2, 1g2+, Na, K, Cl-,s 042), il-pesti亡idi, il-karbonju organiku totali u 

 

s-solidi sos pi2i, p ere2empju, kull sitt xhur meta 1-ilma tad-dilwizzjoni jkun maghruf li jkun 

 

relattivament kostanti fil-kwalita. Certi karatteristi'i kimiei tal-ilma ta' dilwizzjoni 

 

a比ettbb1i huma elenkati -Appendi亡i 2. Il-pH tal-ilma ghandha tkun fil-medda ta' 6,5 sa 

 

8,5,i2 da matul test spe6ifiku ghandha tkun f'medda ta' + 0,5 unitajiet tal-pH. 

 

Sistema ta' esponiment 

 

13. Id-disinn u 1-materiali u2ti ghas-sistema ta' esponiment mhumiex s pe'i丘kti.Hg ieg, azzar 

 

inossidabbli, jew material kimikament inerti iehor ghandu jintua ghail-bini tas-sistema tat-

test li ma tkunx gie t kontaminata matul it-testijiet pre6edenti. Ghall-frni ta' dan it-test, 

 

sistema ta' esponiment xierqa tista' tkun tikkonsisti f'sistema bi fluss kontinwu 

 

(4)(5)(6)(7)(8)(9)( 10)( 11)( 12)( 13). 

 

1s-so1uZZ lnj let tat-test 

 

14. Is-soluzzjoni ewlenija tas-sustanza kimika tat-test ghandha titwassal fis-sistema ta' 

 

esponiment b'pompa xierqa. Ir-rata ta' fluss tas-soluzzjoni ewlenija ghandha tigi kalibrata 

 

skift konferma analitika tas-soluzzjonijiet tat-test qabel it-tnedija tal-esponiment, u tii 

 

verifikata volumetrikament kull亡e rtu 2mie n matul it-test. Is-soluzzjoni tat-test f'kull 

 

kompartiment ti舘edded b'mod adegwat (e之. il-volum ji舘edded ghal hares darbiet 

 

kuljum sa 16-il tigdid kuljum jew fluss sa 20 m l/min) skift l-istbbiltt tas-sustaiiza kimika 

 

tat-test u l-kwalita tal-ilma. 

 

15. Is-soluzzjonijiet tat-test tal-kon6entrazzonijiet magh2ula jithejjew billi tigi dilwita 

 

soluzzj oni ewlenij a. Is-soluzzj oni ewlenij a preferibbilment ghandha tithejj a billi 

 

se mpli亡iment tithallat jew tithawwad is-sustaiiza kimika tat-test fi-ilma ta' dilwizzjoni 

 

b 'mezzi mekkani亡i (ef. bit-thawwid jew bl-ultrasonikazzjoni). Jistghu j intu2aw 

 

kolonni/sistemi ta' saturazzjoni jew metodi ta' do2a蛇 passiv (14) biex tinkiseb soluzzjoni 

 

ewlenija kkon亡entrata kif xieraq. Ghandu jittiehed kull sforz biex jiu evitati solventi jew 

 

trasportaturi ghaliex: (1)亡e rti solventi nfushom jistghu j irri2u1taw f tossi亡ita u/jew 

 

f'risponsi rhux rixtieqa jew mhux mistennija, (2) l-ittestjar ta' sustanzi kimi6i f'livell 

 

oghla mis-solubbilt& fi-ilma taghhor (hekk kif spiss jista' jsehh bl-uu tas-solventi) jista' 

 

jirri2u1ta f'determinazzjonijiet impre6i2i tal-kon亡entrazzjonijiet effettivi, (3) 1-u2u ta' 

 

solventi f'testijiet aktar fit-tul jista'j i rri2u1ta fi grad sinifikanti ta' "biofilming" ass o可ata 

 

ma' attivit?t mikrobika li tista' thalli impatt fuq il-kundizzjonijiet ambejntali kif ukoll fuq 

 

il-hila li jin2ammu l-kon亡entrazzj onijiet tal-esponiment u (4) fi-assenza ta' data storika li 

 

turi li s-solvent ma jinfluwenzax l-e2itu tal-istudju, 1-uu ta' solventi j ehtieg trattament ta' 

 

kontroll b 'solvent li g handu implikazzjonij jet fuq il-benessri tal-annimali peress li jkunu 
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mehtiega annimali addizzjonali biex isir it-test. Ghal sustanzi kimi亡i li diff亡li tittestjahom, 

 

solvent jista'j intu2a bhala l-ahhar rikors, u ghandu j igi kkonsultat id-Dokument ta' Gwida 

 

23 tal-OECD dwar l-Ittestjar tat-Tosskita Akkwatika ta'S ustanzi u ta' Tahlitiet Diffi 

 

(15) biex j igi determinat 1-ahjar metodu. L-gha2la tas-solvent se tigi determinata mill-

proprjetajiet kimiei tas-sustanza kimika tat-test u mid-disponibbilt& ta' data storika dwar 1-

u2u tas-solvent. Jekk j intu2aw trasportaturi tas-solvent, ghandhom j iu evaiwati kontrolli 

 

b'solvent xierqa minbarra kontrolli (negattivi) mhux b'solvent (ilma ta' dilwizzjoni biss). 

 

F'ka2 li l-u2u ta' solvent ma jkunx evitabbli, u ssehh a ttivit? mikrobika (biofilming), hu 

 

rakkomandat li ji n2amm rekord/li j igi rapportat dwar il-biofilming ghal kull tank (tal-anqas 

 

kull g imgha) matul it-test shih. Idealment, i l-kon亡entrazzoni tas-solvent ghandha tin2a m 

 

kostanti fil-kontroll b'solvent u fit-trattamenti koilha tat-test. Jekk il-kon亡entrazz oni tas-

solvent ma tin之ammx kostanti, ghandha tintu2a l-oghla kon6entrazzoni tas-solvent fit-

trattament tat-test fil-kontroll b'solvent. F'ka2iiet li fihom j intu2a trasportatur tas-solvent, 

 

il-kon6entrazzoniiet massimi tas-solvent ma ghandhomx j aqb2u 1-100 iil/1 jew 100 mg/l 

 

(15), u hu rakkomandat li l-kon亡entrazzoni b'solvent tin之amm ghall-anqas livell possibbli 

 

(ei. < 20 il/1) biex j igi evitat effett potenzj ali tas-solvent fuq il-punti ta' tmiem imkejla 

 

(16). 

 

L-airnimali tat-test 

 

Ghaila u iamma tal-hut 

 

16. L-ispe亡i tat-test hi 1-medaka Oryzias latipes minhabba 6 -6iklu tal-hajja qasir taghha u 1-

possibbilta li jigi determinat is-sess g enetiku. Ghalkemm spe6iiet ohra ta' hut 2 ghir jistghu 

 

jkunu adattati ghal protokoll tat-test simili, il-metodi spe6if亡i u 1-punti ta' tmiem 

 

osservazzjonali spiegati f'dan il-metodi ta' ttestjar huma applikabbli ghall-medaka biss 

 

(ara 1-paragrafu 1). Il-medaka tigi indotta minnufih biex titnissel f'kaptivit&;je2 istu metodi 

 

ppubblikati ghall-koltura taghha (17) (18) (19), u herrn data disponibbli mum testijiet tal-

letalit& fuq terminu qasir tal-istadju bikri tal-hajja u ta亡-亡iklu shih tal-hajja (5) (6) (8) (9) 

 

(20). Il-hut kohlu j in2amm fuq fotoperjodu ta' 16-il siegha dawl:8 sighat dlam. Il-hut 

 

jintema' gambli haj tal-ilma mielah, Arteinia spp., li jistghu jiu supplimentati b'ikel fil-

forma ta' laqx kum erjalment disponibbhi jekk ikun herr b2onn. L-ikel fil-forma ta' 

 

laqx kummer可 alment disponibbli ghandu jigi analizzat b 'mod regolari ghall -kontaminanti. 

 

17. Dment li jigu segwiti prattiki xierqa tat-trobbija, ma jkun mehtieg ebda protokoll spe亡i丘ku 

 

tal-koltura. Pere2empu, il-medaka tista' titrabba f'tankijiet ta2-2 1 b '240 huta larva f kull 

 

tank s ar-4 wpf, u mbaghad jistghu jitrabbew f'tankijiet ta2-2 1 b' 10 hutiet f'kull tank s t-8 

 

wDf. meta dawn i i倉u trasferiti f'tankijiet ta2-2 1 f'Dari tat-tuhammir. 

 

Alddimazzjoni u帥α-ila talー方ut 
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18. Il-hut tat-test ghandu jintgha2el minn stikk wiehed tal-laboratorju li jkun thalla jderri ghal 

 

tal-anqas gim aghten qabel it-test丘 l-kondizz oniiet ta' kwalita tal-ilma u ta' 

 

illuminazzjoni li jkunu simili ghal dawk u2ati fit-test (Nota: Dan il-perjodu ta' 

 

akklimazzjoni mhuwiex perjodu ta' qabel 1-esponiment in situ). lu rakkomandat li 1-hut 

 

tat-test jinkiseb minn koltura interna, peress li t-trasport ta' hut adult hu stressanti u jista' 

 

jteief ir-riproduzzjoni affidabbli. Il-hut ghandu jintema' nauplii tal-gambi tal-ilma mielah 

 

darbtejn kuijum matul il-perjodu ta'2a mma koHu u matul i 1-f2i ta' esponiment kollha, 

 

supplimentat b'ikel fil-forma ta' laqx disponibbli kummer可alment jekk ikun hemm b2onn. 

 

Tal-anqas 42 par tat-tghammir (54 par tat-tghammir jekk ikun mehtieg kontroll b'solvent 

 

minhabba, parzjalment, nuqqas ta' data storika li ssostni 1-u2u tal-kontroll b'solvent biss) 

 

huma meqjusa ne6essra biex jinbeda dan it-test bl-ghan li titi 2 gurata replika adegwata. 

 

Barra minn hekk, kull par tat-tghammir ta' FO ghandu j igi verifikat li jkun XX-XY 

 

Uigi丘eri komplement normali ta' kromo之omi as-sess f'kull sess) biex tigi evitata 1-

inklu2ioni Doss ibbli ta' r女iel XX sDontanii (ara l-Dara2rafu 39〕. 

 

tal-koltura ghandhom j iu 

 

perjodu ta' ssetiljar ta' 48 

 

19. Minhabba l-fai ta' akklimazzjoni, il-mortalitajiet 0-hut 

 

gejjin wara 

 

registrati u ghandhom j iu applikati 1-kriterji li 

 

siegha: 

 

Mortalijiet akbar minu 10 % tal-popolazzjoni tal-koltura f'sebat ijiem qabel it-trasferiment 

 

fis-sistema tat-test: irrifjuta 1-lott shih; 

 

Mortalijiet ta' bein 5 % u 10 % tal-popolazzjoni丘s -sebt ijiem ta' qabel it-trasferiment fis-

sistema tat-test: akklimazzjoni ghal sebat ijiem addizzjonali ghall-perjodu ta' 

 

akklimazzjoni ta'g imaght 可n (2); jekk ikun hemm mo rtalita akbar minn 5 % matul it-tieni 

 

sebat ijiem, irrifjuta 1-lott kollu; 

 

Mortalijiet ta' anqas mimi 5 % tal-popolazzjoni fis-sebat ijiem ta' qabel it-trasferiment fis-

sistema tat-test: a&etta 1-lott 

 

20. Il-hut ma ghandux j ir亡ieVi trattament ghal mard fil-perjodu ta' akklimazzjoni ta' 

 

g imaghten qabel it-test u matul il-perjodu ta' esponiment, u t-trattament tal-mard ghandu 

 

j igi evitat ghalkollox jekk dan ikun possibbli. 'Tut b'sinjali klini亡i ta' mard ma ghandux 

 

j intu2a fl-istudju. Ghandu j in2amm rekord ta' osservazzjonijiet u ta' kwalunkwe trattament 

 

profilattiku u terapewtiku tal-mard matul il-perjodu tal-koltura ta' qabel it-test. 

 

21. Il-f2i ta' esponiment ghandha tinbeda b'hut adult sesswalment dimor五ku u mqassam 

 

skift is-sess ge netiku miff provvista mil-laboratorju ta' annimali maturi riproduttivament 

 

kolturati f25 + 2。 C. Il-hut ghandu j igi identifikat bhala nissiel ipprovat Uigi丘eri jkun 

 

i pprodu亡a wlied vijabbli) matul il-imgha ta' qabel 1-esponiment. Ghall-grupp kollu ta' hut 

 

u2at丘 t-test, il-medda tal-pi2iiet individwali skift is-sess丘 l-bidu tat-test ghandha 

 

tin2amm 丘 hdan + 20 % tal-pi2 medju aritmetiku tal-istess sess.S ubkampun tal-hut 
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qabel it-test biex jig i stmat i l-pi2 medju. Il-hut magh2ul ghandu jkollu tal-

? 300 mg ghan-nisa u ? 250 mg ghall-irgie1. 

 

izen 

 

ikun 

 

ghandu ji nti2en 

 

anqas 12-il wpf, 

 

DISINN TAT-TEsT 

 

Koncentrazzj onijiet tat-test 

 

22. lu rakkomandat li ji ntu2aw hares kon6entrazzoniiet ta' sustanzi kimi6i flimkien mal - 

 

kontroll(i). Is-sorsi kollha ta' informazzjoni ghandhom j igu kkunsidrati meta tinghael il-

medda tal-kon亡entrazz onリiet tat-test,i nklu之i r-relazzjonijiet kwantitattivi bein 1-istruttura 

 

u l-attivit& (Q SARs), jr-read-across minn analogi, ir-ri2ultati tat-testijiet fuq il-hut bhal 

 

assagi tal-mortalitt akuta (1-Kapitolu C. i ta' dan 1-Amiess), l-assa舘 dwar ir-

riproduzzjoni fuq terminu qasir tal-hut (il-Kapitolu C .48 ta' dan l-Anness) u metodi ta' 

 

ttestjar ohra,e2 . il-Kapitoli C.15,C .37,C .41,C .47 jew C .49 ta' dan 1-Anness (21) (22) 

 

(23) (24) (25) (26) jekk disponibbli, jew jekk ikun hemm b之onn, minn test ta' sejbien tal-

medda, possibilment inklu之a fai ta' riproduzzjoni. Jekk ikun herrn b2onn, it-test ta' 

 

sejbien tal-medda jista' jsir f'kundizzjonijiet (kwalta tal-ilma, sistema tat-test, tghabbija 

 

tal-annimali) simili ghal dawk u2ati ghat-test definittiv. Jekk l-uu ta' solvent ikun 

 

ne6essaru u ma jkun berm ebda data storika disponibbli, it-test ta' sejbien tal-medda 

 

jista' jintu2a biex jidentifika x-xerqien tas-solvent. L-oghla kon'entrazzoni tat-test ma 

 

ghandhiex taqbe2 is-solubblltt fi-ilma, 10 mg/l jew 10 % tas-96h-LCS0 (27). L-anqas 

 

koneentrazz oni ghandha tkun fattur ta' 10 sa 100 darba anqas mill -oghla kon'entrazzj ini. 

 

L-u2u ta' hares koneentrazzonijiet f'dan it-test jippermetti mhux biss li jitkejlu r-

relazzjonijiet beini d-do之a u r-rispons, i2da jipprovdi wkoll il-Kon亡entrazzjoni bl-Inqas 

 

Effett Osservat (LOEC) u 1-NOEC li huma ne亡essari ghall-valutazzjoni tar-riskju f'eerti 

 

programmi regolatorji jew urisdizzj oniiet. Generalment, il-fattur ta' spazjar bein il-

kon亡entrazzonijiet nominali tas-sustanza kimika tat-test bein il-livelli ta' trattament 

 

ada亡enti jkun S 3,2. 

 

Repliki fi hdan gruppi ta' trattament u kontrolli 

 

23. Tal-anqas ghandhom j intu之aw sitt kompartimenti tat-test repliki ghal kull kon6entrazzjoni 

 

tat-test (ara l-Appendki 7). Matul i l-fa2i riproduttiva (hlief il-enerazzjoni FO), 1-istruttura 

 

tar-replika tirdoppja ghall-valutazzjoni tal-fkondita u kull replika jkollha par tat-tnissil 

 

wiehed biss (ara 1-paragrafu 42). 

 

24. Minbarra l-kon亡entrazzj oniiet tat-test, ghandhom isiru kontroll bl-ilma ta' dilwizzjoni u, 

 

jekk rehtie, kontroll b'solvent. Ghandu jintu2a nurru rdoppjat ta' kompartimenti repliki 

 

ghall-kontrolli biex tigi 2 gurata sahha statistika adegwata (igifieri tal-anqas ghandhom 

 

j intuaw tnax-il replika ghall-kontrolli). Matul il-fa2i riproduttiva, in-numru ta' repliki fil-

kontrolli jirdoppja Uigifieri 24 replika bhala rinimu u kull replikajkollha par tat-tgharmir 
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wiehed biss). Wara r-riproduzzjoni, ir-repliki tal-kontroll ma ghanudx ikun fihom aktar 

 

minn 20 embrijun (hut). 

 

PROCEDURA 

 

Tnedija tat-test 

 

25. Il-hut adult riproduttivament attiv u2at biex tinbeda 1-enerazz oni FO tat-test ji ntgha2el 

 

fuq ii-bai ta'之e wg kriterji: l-eta (tipikament aktar minn 12-il wpf i2da hu rakkomandat li 

 

ma j inqb2ux is-16-il wpi) u l-pi2 (ghandu jkun?: 300 mg ghan-nisa u?: 250 mg ghall-
i rgie1). 

 

26. Il-pari mara-rage1 li jissodisfaw l-ispe亡ifikazzoniiet imsemmija hawn fuq jitmexxew 

 

bhala pari individwali f'kui replika tat-tank,j igi丘eri tnax-il replika f'kontrolli u sitt repliki 

 

fi trattamenti kimi亡i fil-bidu tat-test. Dawn it-tankijiet j igu assenjati trattament b'mod 

 

aleatorju (e2. Ti-TS u kontroll) u replika (e之.A -L fil-kontrolli u A -F fit-trattament), u 

 

mbaghad jitqieghdu fis-sistema ta' esponiment bil-fluss xieraq f'kull tank. 

 

Il-ku ndizzj onijiet tal-esponiment 

 

27.S ommru shih tal-parametri tat-test u tal-kundizzjonijiet jista' jinstab -Appendi6i 3. L-

aderenza ma' dawn l-ispe亡ifikazz onijiet ghandha tirri2u1ta f'hut tal-kontroll b 'valuri tal-

punt ta' tmiem simili ghal dawk elenkati -Appendi6i 4. 

 

28. latu! it-test, l-ossigenu dissolt, il-pH u t-temperatura ghandhom jitkejlu f'tal-anqas 

 

re亡ipent wiehed tat-test ta' kull grupp tat-trattament u tal-kontroll. Tal-anqas, dawn il-

kejlijiet, hlief it-temperatura, ghandhom isiru darba 丘 l-imgha matul il-perjodu ta' 

 

esponiment kohu. It-temperatura media tal-ilma matul id-durata shiha tal-istudju ghandha 

 

tkun bein 24 u 26。C matul it-test shih. It-temperatura ghandha titkejjel kuljum matul il-

perjodu ta' esponiment. Il-pH tal-ilma ghandha tkun fil-medda ta' 6,5 sa 8,5, i2da matul 

 

test s pe6ifiku ghandha tkun f'medda ta'士 0,5 unitajiet tal-pH. Repliki fi hdan trattament 

 

ma ghandhomx ikunu statistikament differenti minn xulxin, u 1-gruppi ta' trattament fi 

 

hdan test ma ghandhomx ikunu statistikament differenti minn xulxin (fuq i l-ba2i tal-

keilijiet tat-temDeratura ta' kuljum. u esk1u2i har女iet qosra). 

 

Durata tal-esponiment 

 

29. It-test jesponi hut sesswalment riproduttiv mill-FO ghal tliet g imghat. Fil-imgha 4, bein 

 

wiehed u iehor fil-jur 24 tat-test, l-Fi tigi stabbilita u l-pari tat-tghammir FO jinqatlu bl-

e wtana司a u jittiehed rekord tal-pi2 u tat-tul (ara 1-Paragrafu 34). Dan hu segwit minn 

 

esponiment tal-enerazzoni Fl ghal aktar minn i 4-il g imgha ohra (total ta' 15-il g imgha 

 

ghail-Fi) u tal-enerazzoni F2 ghal g imaght可n sat-tifqis. Id-durata totali tat-test hi 
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primarjament ta' 19-il g imgha (igiferi sat-tifqis tal-F2). L-iskedi ta 

 

murija丘 t-Tabella 2 u spjegati aktar f'dettall fl-Appendiei 9. 

 

2mien ghat-test huma 

 

Regim tal-ghalf 

 

30. Il-hut jista' jitghalef il-gambli tal-ilma mielah Arteria spp. (nauplii li jkollhom 24 siegha) 

 

ad libitum, supplimentati b'ikel fil-forma ta' laqx kummer可 alment disponibbli jekk ikun 

 

hemm b2onn. L-ikel fil-forma ta' laqx kummer可alnent disponibbli ghandu jigi analizzat 

 

b 'mod regolari ghal kontaminanti bhal pestkidi o rganoklorinii, idrokarburi a romatid 

 

poli亡ikli亡i (PAHs), poliklorobifenili (PCBs). Ikel b'livell elevat ta' sustanzi attivi 

 

endokrinalment (igi丘eri丘 toestrogeni) li jistghu jxekklu r-rispons tat-test ghandhom j iu 

 

evitati. 'kel mhux mikul u material tar-rawt ghandhom jitnehhew m ir-re6ipenti tat-test 

 

skiftl l-b2oin, e2. bulhi jitnaddaf il-qiegh ta' kull tank permezz ta' sifun.I l-nub u 1-qiegh 

 

ta' kull tank ghandhom jitnaddfu wkoll darba jew darbtejn丘1 -imgha (e2. bil-brix bi 

 

spatula). Fl-Appendi6i 5 jinghata e2e mpu tal-iskeda tat-taghlif. Ir-rata tat-taghlif hi 

 

bba2ata fuq in-numru ta' hut ghal kull replika. Ghaldaqstant, ir-rata tat-taghlif tonqos jekk 

 

ikun hemm il-mortalitajiet f'replika. 

 

Determinazzjoni u kejiijiet analitici 

 

31. Qabel jibda 1-perjodu ta' esponiment, ghandu jigi 2 gurt li s -sistema tat-twassil tas-

sustanza kimika tahdem kif suppost. Ghandhom jig u stabbiliti 1-metodi a naliti6i mehtie部 

 

kollha, ink1u2 gharfien s uff可enti dwar 1-istbbi1ta tas-sustanza kimika fis-sistema tat-test. 

 

Matul it-test, i1-kon亡entrazzj oniiet tas-sustanza kimika tat-test j igu determinati f'intervalli 

 

xierqa, idealment tal-anqas kull g imgha f'replika wahda ghal kull grupp tat-trattament, 

 

b'rotazzjoni bein ir-repliki tal-istess grupp tat-trattament kull g imgha. 

 

32. Matul it-test, ir-rati tal-fluss tad-dilwent u tas-soluzzjoni ewlenija ghandhom j iu veriflkati 

 

f'intervahli kif xieraq (ef. tal-anqas tliet darbiet丘 l-imgha). lu rrakkomandat li r-ri之u1tti 

 

jkunu bbati fuq i1-kon'entrazzoniiet imkejla. Madankollu, jekk matul it-test il-

kon亡entrazzjoni tas-sustanza kimika tat-test fis-soluzzjoni tkun i n2ammet b'mod 

 

so disf亡enti 丘 hdan + 20 % tal-valuri medji mkejla, ir-ri2u1tti jkunu jistghu jiu bba2ti 

 

fuq valuri nominali jew valuri mkej la. F 'kaf ta' sustanzi kimi亡i li j akkumulaw b 'mod 

 

sinifikanti fil-hut, il-kon亡entrazzoniiet tat-test jistghu jonqsu hekk kif jikber il-hut. 

 

F'ka2ijiet bhal dawn, hu rakkomandat li r-rata ta' tdid tas-soluzzjoni tat-test f'kull 

 

kompartiment tigi adattata biex i 1-kon亡entrazzonijiet tat-test j in2anmu 1-aktar kostanti 

 

possibbli. 

 

lsservazzjonijiet u punti ta' trier 

 

33. Il-punti ta' tmiem imk1a 

 

irkげla 

 

jinklu 

 

sopravivenza ghall-evalwazzj oni 

 

usー 

 

L-
l-fekondita, il-fertilit&, it-tifqis, it-tkabbir 

 

-effetti possibbhi fil-livell tal-popolazzj oni. 

 

血 
同 

 

osservazzjoniiiet tal-imgiba ghandhom isiru ta' kuijum ukoll, u kwalunkwe lllgi ba mhux 
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tas-soltu ghandha tigi notata. Punti ta' tmiem me kkanisti亡i obra jinkludu 1-livelli tal-

proteini e pti亡i tal-mRNA vtg jew tal-VTG b'immunoas s a舘 (28), markaturi fnotipki 

 

sesswali bhall-papilli karatterisi6i tal-papilli tal-pinen anali ta1-ire1, evalwazzj oni 

 

is to1ogika tas-sess gonadali, u evalwazzjoni istoptologika tal-kiwa, tal-fwied u tal-gonad 

 

(ara 1-lista ta' punti ta' tmiem fit-Tabella 1). Dawn il-punti ta' tmiem s peeifei koilha j iu 

 

evaiwati fil-kuntest ta' determinazzjoni tas-sess ge netiku tal-individwu, fuq i l-ba2i tal-

pre2enza jew tal-assenza tad-dry tal-gene li jiddetermina s-sess masiki tal-medaka (ara 1-

paragrafu 41). Barra minn hekk j igi evaiwat il-hin ghar-riproduzzjoni wkoll. Barra minn 

 

hekk, il-proporzjonijiet sem p1i亡i tas-sessi fnotipi亡i jistghu jinkisbu bl-u2u tal-

informazzjoni mill-ghadd ta' papilli tal-pinen anali biex medaka individwali j igu definiti 

 

bhala fenotipikament irgiel jew nisa. Dan il-metodu ta' ttestjar ma jkunx mistenni 

 

j individwa devi azzj mnij jet modesti mill-proporzj on mistenni tas-sessi peress li n-numri 

 

relattivament 之 ghar ta' hut ghal kull replika mhux se jipprovdi bi2之ejed sahha statistika. 

 

Barra minn hekk, matul il-valutazzjoni istoptologika, il-gonad jigi evalwat u jsiru 

 

ana1iiiet ferm aktar b'sahhithom ghall-valutazzjoni tal-fenotip tal-gonad fil-kuntest tas-

sess g enetiku. 

 

34. L-iskop primarju ta' dan il-metodu ta' ttestjar bu li jivvaluta 1-effetti potenziali rilevanti 

 

ghall-popolazzjoni ta' sustanza kimika tat-test. Il-punti ta' tmiem me kkanisti'i (VTG, 

 

SSC s u亡 erti effetti tal-istopt0logia gonadali) jistghu jassistu wkoll fid-determinazzjoni 

 

ta' jekk xi effett huwiex medjat b'xi attivit& endokrinali. Madankollu, dawn il-punti ta' 

 

tmiem mekkanisti亡i jistghu jkunu infiuwenzati wkoll minn tossi亡it可iet s istemi'i u obrajn. 

 

Konsegwentement, 1-istopatologija tal-fwied u tal-kliewi tista' tigi vvalutata wkoll f'dettall 

 

biex jinftiehem abjar kwalunkwe rispons f'punti ta' tmiem mekkanisti6i. Madankollu, jekk 

 

ma jsirux dawn l-evalwazzjonijiet dettaljati, anormalitajiet grossi osservati b'mod 

 

i n亡identa1i matul 1-evalwazzjoni is topto1ogika xorta wahda ghandhom jiu nnotati u 

 

rapportati. 

 

ルqtil bl-ewtanazja tal-hut 

 

35. Fit-terminazzj oni tal-esponiment ta1-generazzoni FO u Fl meta j ittiehed kampjun tal-hut 

 

subadult, il-hut ghandu j igi ewtanizzat b 'ammonti xierqa ta' soluzzj ini ane stetika (ef. 

 

Trikaina metan sulfonat, 1S-222 (CAS.886-86-2), 100-500 mg/l) baferjata bi 300 mg/l 

 

NaにO3 (bikarbonat tas-sodju, CAs. 144-55-8) biex titnaqqas l-irritazzjoni tal-membrana 

 

muku2a. Jekk il-hut ikun qed juri sinjali tac tbatija konsiderevoli (serji baffa u l-mewt 

 

tista' titbassar b'mod affidabbli) u jitqies moribund, 1-amiimali ghandhom jigu anestetizzati 

 

u ewtanizzati u trattati bhala mortalita gha1l-anali之i tad-data. Meta buta tigi ewtanizzata 

 

minhabba morbidita, dan ghandu j igi notat u rapportat.S kont meta 1-huta tigi ewtanizzata 

 

matul 1-istudju, il-buta tista' tin2amm gha1l-anali2i ta1-istopato1ogija (iffissar tal-huta ghali-
istonatolo女iia Do ssibbli). 
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tal-bajd " tal-hut larvali 

 

1mm an 

 

1l-bir tal-bajd minn pari tt-tissil biex t哲i propagata l-enerzzoni lijmiss 

 

36. Il-如ir tal-bajd isir fl-ewwel jur (jew fi-ewwel jumejn, jekk ikun herrn b2on n) tal-

Gimgha 4 tat-Test ghall-pro'ediment mill-FO ghall-F 1 u tal-Gimgha 18 tat-Test ghali-

pro亡ediment mill-Fl gha-F2. Il-Gimgha 18 tat-Test tikkorrispondi ghal hut adult tal-Fl li 

 

jkollu 15-il wpf (gimghat wara l-fertilizzazzjoni). Importanti li 1-bajd kullu jitnehha minn 

 

kull tank jur qabel ma jibda l-bir tal-bajd biex j igi 2 gurat li 1-bajd kullu m ibur minn par 

 

tat-tnissil ikun g可 minn riproduzzjoni wahda. Wara r-riproduzzjoni, il-medaka rara 

 

kultant i舘orr il-bajd taghha qrib il-fetha sakemm il-bajd ikun jista'j igi depo2itt fuq 

 

substrat.B ' ebda substrat pre2enti fit-tank, il-bai d j ista' j instab jew imqabbad mal-rara jew 

 

fll-qiegh tat-tank.S kot il-post tieghu, il-bajd jitnehha bir-reqqa mill-rara jew jingibed 

 

b'sifun mill-qiegh fil-Gimgha 4 tat-Test tal-FO u fil-Girngha 18 tat-Test tal-Fl. Il-bajd 

 

koHu m igbur fi hdan trattament jingabar fliikien qabel id-distribuzzjoni f'kompartirnenti 

 

ta' inkubazzioni. 

 

37. Il-filamenti tal-bajd, li j之ommu 1-bajd riprodott flimkien, ghandhom jitnehhew. Il-bajd 

 

fertilizzat (sa 20)ji ngabar minn kull par tat-tnissil (par 1 ghal kull replika),j ingabar skont 

 

it-trattament, u jitqassarn b 'mod sisternatiku f kompartimenti xierqa ta' inkubazzjoni 

 

(Appendiei 6, 7).B l-u2u ta' mikroskopju ta' kwalita tajba, wiehed ikun jsita' jara 1-

indikaturi ta' fertilizzazzj oni/2vilupp bikrin bhat-tlugh tal-membrana tal-fertilizzazzjoni 

 

(koriin), id-divijoni kurrenti ta亡-eelloli, jew il-forrnazzjoni tal-blastula. Il-kompartimenti 

 

tal-inkubaturi jistghu jitqieghdu f"akkwarji inkubaturi" separati stabbiliti ghal kull 

 

trattament (f'liema ka il-parametri tal-kwalita tal-ilma u l-kon亡entrazz onりiet tas-sustanza 

 

kimika tat-test indu jitkejlu fihom), jew fl-akkwarju replika li fih ikun herrn il-larva 

 

mfaqqsa (ei. elewteroembrijun). Jekk ikun herrn b2onn tat-tieni jur tal-bir (km 23 tat-

Test), il-bajd kollu minn dawn i2-之ewg raet ghandu jingbar fkmkien u mbaghad 

 

jitqassam b'mod sisteratiku f' kull wahda rir-repliki tat-trattament. 

 

1rbbz tal-bajd帥αt-t!qお 

 

38. Il-bajd fertilizzat jithe虻e之 il-hin koHu ei., fi hdan 1-inkubatur tal-bajd bi b2ie2aq tal-aria 

 

jew bit-tbandH vertikali tal-inkubatur tal-bai d. Il-mortalitaj jet tal-bai d fertilizzat 

 

(erbrijuni)j igu verifikati u registrati ta' kuijum. Bajd mejjet jitnehha mill -inkubaturi 

 

(Appendiei 9). Fil-jur 7 wara l-fertilizzazzj uni (dpI), it-the22i2 jitwaqqaf jew jitnaqqas 

 

biex il-bajd fertilizzat ikun jista' joqghod fil-qiegh tal-inkubatur. Dan jipprorwovi t-tifqis, 

 

tipikarent tul il-jur jew il-jurnejn segwenti. Ghal kull trattarent u kontroll, l-irfaqqsa 

 

(larva 2 ghar; elewteroerbrijun) jinghaddu (fuqil -ba2i ta' repliki mi如ura flimkien). Il-bajd 

 

fertilizzat li ma jkunx ghadu faqqas sad-doppju tal-jur median tat-tifqis fil-kontroll 

 

(tipikament dpf 16 jew 18) jitqies mhux vlibbli u i intrema. 
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39. Tnax-il imfaqqas j igu trasferiti f'kull tank replika. L-imfaqqsa mill-kompartimenti ta' 

 

inkubazzjoni ji ngabru flimkien u jitqassmu b'mod sistematiku f'tankij jet replika 

 

(Appendki 7). Dan jista' jsir bl-gha2la aleatoria ta' mfaqqas milt-grupp tat-trattament u 

 

bi2-2ieda sekweiizjali ta' mfaqqas fi grupp indiskriminat f akwarju replika. Kull wiehed 

 

mit-tankijiet ghandujkun fih numru ugwali (n=12) tal-larva mfaqqsa (massimu ta' 20 larva 

 

kull wiehed). Jekk ma jkunx hemm bi22可jed imfaqqsa biex jimtlew ir-repliki koilha tat-

trattament, hu rakkomandat li j igi 2 gurat 1-akbar ammont possibbli ta' repliki bi 12-il 

 

imfaqqas. L-imfaqqsa jistghu j igu m manig剖ati b'mod sikur b'pipetti tal-hgieg b'toqba 

 

wiesgha. Kwalunkwe mfaqqas addizzjonali jinqatel bl-ewtana司 a bi-anestetiku. latu! il-ftit 

 

g imghat ta' qabel 1-istabbiliment tal-pari tat-tnissil, ghandu j igi rregistrat il-jur li 11hj ii 

 

osservat 1-ewwel avveniment ta' riproduzzjoni f' kull replika. 

 

Stabbiliment tal-pari tat-tnissil 

 

Qtugh tl-pinen u dtrm in azzo n tas-sess郎notpiん 

 

40. Id-determinazzjoni tas-sess ge notipiku permezz tal-qatghat tal-pinen issir fid-9-10 wpf 

 

(igifieri l-iimgha 12-13 tat-Test ghall-generazzoni Fl). Il-hut kollu fi hdan tank j ii 

 

anestetizzat (bl-u之u ta' metodi approvati,e2 . IACUC) u jittiehed kampjun tat-tessut 2 ghir 

 

mit-tarf dorsali jew ventrali tal-pinna tad-denb ta' kull huta biex j igi determinat is-sess 

 

ge notipiku tal-individwu (29). 11-huta minn replika tista' titqieghed f gage 2 ghar, jekk 

 

possibbli wahda f' kull ga舘a, fit-tank replika. Inkella, 2 ewg hutiet jistghu jiniammu f' kull 

 

ga舘a jekk ikunu distingwibbli minn xulxin. Metodu minnhom hu li tinqata' b'mod 

 

differenziali 1-pinna tad-denb (ei. tarf dorsali vs ventrali) meta jittiehed il-kampjun tat-

tessut. 

 

41. Is-sess g enotipiku tal-medaka j igi determinat b'gene identifikat u sekwenzjat (dry) li 

 

jinsab fuq il-kromoioma Y. Il-pre之enza tad-dry tindika individwu XY indipendentement 

 

mill-fenotip, filwaqt li n-nuqqas ta' dry jindika individwu XX indipendentement mill-

fenotip (30); (31).J igi estratt l-a6idu nuklejku deossiribo2i (DNA) minn kull qatgha ta' 

 

pinna u l-pre2enza jew 1-assenza ta' dry tkun tista' tigi determinata b'metodi ta' reazzjoni 

 

tal-katina tal-polimera2i (PCR) (irreferi gha-Appendi'i 9 fil-Kapitolu C .41 ta' dan 1-

Anness, jew ghall-Appendiiiet 3 u 4 f'(29). 

 

Stbb111ment tal-pari tt-tおsil 

 

42. L-informazzjoni dwar is-sess geno tipiku tintua biex jiu stabbiliti l-pari tat-tnissil XX-XY 

 

indipendentement mill-fenotip estern li jista'j igi alterat bl-esponiment ghal sustanza 

 

kimika tat-test. Fil-jur ta' wara dak li 11h jigi deterrinat is-sess ge notipiku ta' kull huta, 

 

jintgha2lu b'mod aleatorju 2e wg hutiet XX u 2e wg hutiet XY minn kull replika u jiu 

 

stabbiliti iewg pari tat-tnissil XX-XY. Jekk replika ma jkollhiex iewg hutiet XX jew 2 ewg 

 

hutiet XY, ghandu jinkiseb il-hut xieraq minn repliki ohra fi hdan it-trattament. Il-prijorita 
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pari tat-tnissil repliki (12) f'kull trattament u 

 

tal-ghawm 

 

ovvji (problemi 丘 l-bu2.ieqa 

 

ikun preklu2 meta j iu 

 

tank replika ghandu jkun 

 

hi li jkun herrn in-nurru rakkomandat ta' 

 

fil-kontrolli (24). Hut b' anormalitaj jet 

 

deformitajiet fis-sinsla, varjazzjonijiet estremi丘 d-daqs, e66.) 

 

stabbiliti l-pari tat-tnis血. Matul i l-fa2i riproduttiva ghall-F 1, kull 

 

fih par tat-tnissil wiehed biss. 

 

Kampjunar ta' subadulti u valutazzjoni tal-punti ta' tmiem 

 

Kampjunar ta’加tルari lllんix tat-tghammir 

 

43. Wara l-issettjar tal-pari tat-tnissil, il-hut mhux ma gh2ul ghal tghammir ulterjuri jinqatel bl-

e wtana司 a ghall-kejl tal-punti ta' tmiem subadulti丘 l-Gimgha 12-13 tat-Test (Fl). lu 

 

estremament importanti li 1-hut j igi mmanig剖at b'tali mod li s-sess ge notipiku determinat 

 

ghal-gha!a tal-pari tat-tghammir ikun ghadu jista'j igi tra&at ghal huta individwali. Idー 

 

data kollha mibura tigi analizzata fil-kuntest tas-sess ge notipiku tal-hut s pe亡ifiku. Kull 

 

huta tintu2a ghalva reta ta' kejlijiet tal-punti ta' tmiem i nklu2i: determinazzjoni tar-rati ta' 

 

sopravivenza ta' hut li ghadu qed jikber/subadult (Gimghat 7-12/13 tat-Test (Fl), tkabbir 

 

fit-tu! (tul standard jista' jitkejjel jekk il-pinna tad-denb tkun tqassret minhabba 1-

kampjunar ghall-anali2i tas-sess ge netiku. It-tul totali jista' jitkejjel jekk jittiehed kampjun 

 

ta' parti biss mil-pina tad-denb, dorsali jew ventrali, ghad-dniy) u l-massa tal-gisem 

 

(igifieri l-pif imxarrab, ixxottat bit-taptip) l-rnRNA tal-vtg tal-fwied (jew il-VRG) u !-

papilli tal-pinna anali (ara t-Tabelli 1 u 2). Kun af li l-pi2iiet u t-tul tal-pari tat-tnissil 

 

huma m ehtiega wkoll ghall-kalkolu tat-tkabbir redju fi grupp tat-trattament. 

 

んzmpjunar tat-tessuti u keji taLvitelligenim 

 

44. Il-fwiedjinqata', u ghandu jinha2en f'S -70 oc sal-keji tal-mRNA tal-vtg (jew il-VTG). Idー 

 

denb tal-hut, inklu2a 1-pinna anali,j igi preservat f fissattiv xieraq (e之. ta' Davidson) jew 

 

jittihidlu ritratt biex il-papilli tal-pinna anali jkunu jistghu jinghaddu f'data aktar tard. Jekk 

 

dan ikun mixtieq, jista' jittiehed kampjun ta' tessuti ohra (jigi丘eri gonad) u dawn jistghu 

 

j iu preservati f'dan il-hin). Il-kon亡entrazzoni tal-VTG tal-fwied ghandha tii 

 

kwantifikata b'teknika E LISA omologa (ara l-pro亡eduri rakkomandati ghall-medaka fl-

A ppendi亡i 6 fil-Kapitolu c.48 ta' dan 1-Anness). Inkella, il-metodi ghall-kwantifikazzjoni 

 

tal-mRNA tal-vtg,j igifieri l-estrazzjoni tal-rnRNA tal-gene vtg I minn kampjun tal-fwied u 

 

kwantifikazzjoni tan-numru ta' kopji tal-gene vtg I (gha! kull ng tal-mRNA totali) bil-PCR 

 

kwantitattiva, g ew stabbilti mill-EPA tal-Istati Uniti (29). Minflok ma jigi determinat in-

nurnru ta' kopji tal-gene vtg 0-gruppi tal-kontroll u tat-trattament, retodu aktar effijenti 

 

fir-ri2orsi u anqas teknikament diffili hu li jigi deterrinat it-tibdil (ta' drabi) relattiv fl-

esDressioni tal-vtu I mil!-2ruDDi tal-kontroll u tat-trattament. 

 

a rllttrstidi sesswali sekondaグi 
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45. F'6irkustanzi normali, medaka rgiel sesswalment maturi biss ikolihom papilli, li 

 

ji2viluppaw fuq il-pjastri konunti ta'亡e rti rai tal-pinna anali bhala karatteristika sesswali 

 

sekondarja, filwaqt li jipprovdu bijomarkatur potenziali ghal effetti ta' intereferenza 

 

endokrinali. Il-metodu tal-ghadd tal-papilli tal-pinen anali (in-numru ta' pjastri kongunti 

 

bil-papilli) jinghata -Appendi亡i 8. Barra minn hekk, in-numru ta' papilli tal-pinen anali 

 

ghal kull individwu j intu2a biex dak 1-individwu j igi karatterizzat bhala ragel jew rara 

 

esternament fnotipi亡i ghali-fini tal-kalkolu ta' proporzjon se mpliei tas-sessi ghal kull 

 

replika. Medaka bi kwalunkwe numru akbar minn O tigi definita bhala rakel; medaka 

 

b'ebda DaDilla tal-i,inna anali ti女i definita bhala rara. 

 

Valutazzj oui tal-fekondita u tal-fertilita 

 

46. Il-fekondit& u 1-frtilita j igu vvalutati fil-Gimghat i sa 3 tat-Test丘 l-enerazzoni FO u 1-

Gimghat 15 sa 17 tat-Test丘 l-enerazzoni Fl. Il-bajd j ingabar ta' kuijum minn kull par tat-

tghammir ghal 21 jur konsekuttiv. Il-bajd jitnehha bil-galbu min-nisa maqbuda u/jew 

 

j ingibdu b'sifun mill-qiegh tal-akkwarju kull ghodwa. Kemm il-fekondit& kif ukoll il-

fertilita jiu registrati ta' kuljur ghal kull par replika tat-tgharmir. I l-fkondita hi definita 

 

bhala n-numru ta' bajd riprodotti, u l-fertilita hi funzjonalment definita bhala n-numru ta' 

 

bajd fertilizzat u vijabbli fil-hin tal-ghadd. L-ghadd ghadu jsir mill-aktar fis possibbli wara 

 

1-bir tal-baid. 

 

47. Il-fkondita tar-repliki tigi registrata ta' kuljum bhala n-numru ta' bajd ghal kull par tat-

tghammir li j igi analizzat bil-pro6eduri statistki rakkomandati bl-uu tal-medji tar-repliki. 

 

Il-fertilita tar-repliki hi s-somma tan-numru ta' bajd fertili prodott minn par tat-tghammir 

 

divi2a bis-somma tan-numru ta' bajd prodott mimi dak il-par.S tatistikament il-fertilita ti郡 

 

analizzata bhala proporzjon ghal kull replika. I1-kapa亡ita ta' tifqis tar-repliki hi n-numru ta' 

 

mfaqqsa divi2 bin-numru ta' embrijuni mghobbija (tipikament 20).S tatistika ent il-

kapa6ita ta' tifqis tigi analizzata bhala proporzjon ghal kull replika. 

 

Kampjunar ta' adulti u valutazzjoni tal-punti ta' tmiem 

 

Kallplunar ta’加t乃ari tat -tghammir 

 

48. Wara l-Gimgha 17 tat-Test (igifieri wara li tibda b'su比ess il-enerazzjoni F2), 1-adulti Fl 

 

jinqatlu bl-ewtanaja u jiu vvalutati diversi punti ta' tmiem (ara t-Tabelli i u 2). Tittiehed 

 

i mmagni tal-pinna anali ghall-valutazzjoni tal-papilli tal-pinen anali (ara l-Appendi亡i 8), 

 

u/jew id-denb, e2att wara t-toqba, jitnehha u jig i ffissat ghall-ghadd tal-papilli aktar tard. 

 

Jista' jittiehed kampjun ta' bi比a mill-pinna tad-denb u din tista' titi arkivjata f'dan il-waqt 

 

ghall-verifika tas-sess g enetiku (dry) jekk din tkun mixtieqa. Jekk ikun herr b2onn, 

 

iista' jittiehed kampjun tat-tessut biex tigi ripetuta l-anali2i tad-dry ghall-verifika tas-sess 

 

ge netiku ta' huta s pe亡ifika.I l-kaita tal-gisem tinfetah biex tkun tista' ssir perfujoni 

 

b'fissattivi xierria (ef. ta' Davidson) oabel it-tahaddis tal-isem shih fil-fissattiv. 
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Madankollu, jekk jitwettaq pass xieraq ta' permeabilizzazzjoni qabel i l-ssazzon, il-

kavitt tai-isem ma jkollhiex b2onn tinfetah. 

 

ムtpatl前α 

 

49. Kull huta tigi evalwata is tologikament ghall-patologりa丘 t-tessut gonadali (30); (29). Kif 

 

i msemni 丘 l-paragrafu 33, punti ta' tmiem mekkanisti'i ohra evaiwati f'dan l-assa舘 

 

(igi丘eri l-VTG, l-SSCs u ee rti effetti tal-istopatologia gonadali) jistghu jkunu 

 

influwenzati mimi tossi亡it可iet sis temi亡i jew ohrajn. Konsegwentement, l-istoptologia tal-

fwied u tal-kiiewi tista' tigi vvalutata wkoll f'dettall biex jinftiehem ahjar kwalunkwe 

 

rispons f'punti ta' tmiem mekkanisti6i. Madankollu, jekk ma jsirux dawn i-

evalwazzjonijiet dettaijati, anormalitajiet grossi osservati b'mod in亡identali matul 1-

evalwazzjoni istopt01ogika xorta wahda ghandhom j igu nnotati u rapportati. "Il-qari '1 

 

isfel" mill-oghia grupp tat-trattament (meta mqabbel mai-kontroll) ghal trattament b'ebda 

 

effett jista'j igi kkunsidrat, i2da hu rakkomandat li tigi kkonsultata l-gwida dwar 1-

istoptologi a (29). Tipikament, il-kampjuni koliha j igu pro'essti/sezzonti, u wara dan 

 

jinqraw mill-patologu. Jekk j intu2a a ppro& ta' "qari '1 isfel", hu nnotat li l-pro6edura Rao-

Sc ott Cochrane-Armitage by S lices (RSCABS) tu2a 1-aspettattiva li hekk kif ji2diedu 1-

livelli tad-do2a, 1-impatt bio1ogiku (il-ptoloi)j i2died ukoll. Ghaldaqstant, wiehed jitlef 

 

is-sabha jekk ihares biss lejn do2a gholja wahda minghajr ebda do2a intermedia. Jekk 1-

a nali2i statistika ma tkunx ne亡essrja biex j igi determinat li d-do2a ma ghandha ebda effett, 

 

dan l-appro的 jista' jkun a比e ttabbli. Il-fenotip tal-gonadi jinkiseb b'din l-evalwazzjoni 

 

wkoll 

 

lsservazzjo可jet ohra 

 

50. Il-MEOGRT jipprovdi data li tista' tintu2a (ez. f'appro比 tal-pif ta' evidenza) biex j iu 

 

evalwati fi-istess hin tal-anqas 2e wg tipi generali ta' perkorsi ta1-e2itu avvers (AlPs) li 

 

jintemmu f'indeboliment riproduttiv: (a) perkorsi mediati bl-endokrina li jinvolvu 

 

interferenza tal-assi endokrinali ipotalamiku-pitwitarju-gonadali (HPG); u, (b) perkorsi li 

 

j ikkaw2aw tnaqqis fls-sopravivenza, fit-tkabbir (tul u pi之), u fir-riproduzzjoni permezz ta' 

 

tossi6ita mediata mhux permezz tal-endokrina, il-punti ta' tmiem tipikament jitkejlu 

 

f'testijiet tat-tossi6iti kronika bhat-test ta6-6iklu tal-hajja shih u t-test tal-istadju bikri tal-

hajja wkoll huma inklu2i f'dan it-test u jistghu jintuaw biex jigu evalwati 1-perikli 

 

mi剖ua kemm mimi modalitajiet ta' azzjoni tossi'i mediati mhux mill-endokrina kif ukoll 

 

mimi perkorsi tt-tossi亡ita mediati mill-endokrina. Matul it-test, 1-osservazzjonijiet tal-

i mgiba ghandhom isiru ta' kuljum, u kwalunkwe mgiba mhux tas-soltu ghandha tigi notata. 

 

Barra minn hekk, kwalunkwe morta1itt ghandha titi registrata u s-sopravivenza sal-qtil tal-

hut (gimgha 6/7 tat-test), is-sopravivenza wara l-qtil sal-kampjunar subadult (f9- 10 wpf), 

 

u s-sopravivenza mit-tqeghid f'pari sal-kampjunar tal-hut adult ghandhom j iu kkalkolati. 

 

Tabella 1: Harsa ge nerli lejn il-punti ta' tniiem talーME0GRT* 
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S tadu tal- Punt ta' tmiem 

 

hajja 

 

Embrijun Tifqis (% u 2 nien sat-tifqis) 

 

(2 wpf) 

 

Hut li ghadu So praiVenz 

 

qed jikber 

 

Gwpf) 

 

S ubadu1t So prVlVenza 

 

(9 jew 10 wpf) Tkabbir 

 

(tul u pi之) 

 

Vi tellogenina 

 

(mRNA jew proteina) 

 

Ka rtteristki sesswali sekondarji 

 

(papilli tl-pilma anali) 

 

Proporzjon tas-sess estern 

 

Zmien ghall-lel riproduzzjoni 

 

Adult Riproduzzjoni 

 

(12-14-il wpf) (fekondita u fertilit) 

 

Adult So praViVenza 

 

(15 wpf) Tkabbir 

 

(tul u pi之) 

 

Ka rtteristi亡i sesswali sekondarji 

 

(papilli tal-pirma anali) 

 

Is toptologij 

 

(gonad, fwied, kilwa) 

 

*Dawn il-punti ta' tmiem ghandhom j iu analizzati statistikament 

 

KRONOLOGLIA 

 

G 

 

enerazzjoni 

 

Fl, F2 

 

Fl 

 

Fl 

 

FO, Fl 

 

Fl 

 

51. K ronoloia ghai-MEOGRT murija fit-Tabella 2 turi t-test. L-MEOGRT tinkludi 4 

 

gimghat esponiment ghal adulti FO u 15-il g imgha esponiment ghall-enerazzoni Fl, 

 

perjodu ta' esponiment ghat-tieni gene razzoni (F2), sat-tifqis (2 wp以 L-attivit& matul 

 

MEOGRT hi spiegata -Appendi亡i 9. 
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Tabella 2: Kronologiji tal-punti ta' tniiem tal-esponicmnt u tal-kejl ghail-MEOGRT. 

 

Kronolo舗 a tal-Esponiment u tal-Punti ta' Tmiem tai-MEOGRT 

 

F0 1 2 3 

 

Fl 

 

F2 

 

Gimgha tat- 1 2 3 

 

Stadu tal-Hajja 

 

Punti Ahharin 

 

Fekndlt Fi 

 

Fertlta Fi 

 

Bokkaport 

 

S oprviviiz 

 

Tkabbir 

 

Vitello宮enna 

 

Sess 

 

sekondarju 

 

Istpat1o宮ia 

 

2 3 4 5 6 7 8 9101112131415 

 

4 5 

 

6 7 

 

1 2 

 

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

 

Embrijun 

 

Larva 

 

Hut li ghadu qed su badu1t 

 

ikber 

 

Adult 

 

Disimi sperimentali ghandu seba' 

 

gruppi ta' repliki 

 

0 ilamsa ghat-trattamenti bis-

F2 sustariza krulka tat-test 

 

o Tnejn ghat-trattamenti tal-
kontroll (erba'j e kk jintua 

 

solvent) 

 

Disil fl hdan il-grupp 

 

o Tnax-il replika gharー 

 

riproduzzjoni, ptologia adulta 

 

uSSC (Ort li sa 18) 

 

0 S itt repliki ghat-tifqis, 

 

sopravivenza, Vtg; u - ssc u 

 

tkabbir subadulti (Ort 1 sa 9) 

 

ssc: krattersti亡i sesswali sekondarji; 

 

F 
Fl 

 

F1 

 

F1 

 

F
l
 

「
十
 

 

F
I
 

「」1 
「」1 

「」l 

 

Fi 

 

Fi 

 

Fi 

 

Gimgha tat-
Test 

 

2 3 4 5 

 

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

 

Grt: 

 

Vtg: 

 

girgh叱 

 

vitellogen血a 

 

RAPPORTAR TAD-DATA 

 

Anal吃i statistika 

 

52. Peress li s-sess geno tipiku j igi determinat ghall-hut kohlu tat-test, id-data ghandha ti剖 

 

analizzata ghal kull sess ge notipiku b'mod separat (igi丘eri rgie1 XY u nisa XX). Nuqqas 

 

mulli jsir hekk inaqqas bul-bosta s-sahha statistika ta' kwalunkwe an a1i. Idealment, 1-

a nali2iiet s tatistid tad-data ghandhom isegwu l-pro亡eduri deskritti fid-dokument tal-

OECD dwar l-Appro比i Kurrenti -Ana1i2i S tatistika tad-Data dwar l-Ekotossi亡it?t: Gwida 

 

ghai-Applikazzj ini (32). L-Appendi6i 10 j ipprovdi gwida ulterj uri gha11-Ana1i之i 

 

S ttistika一 

 

53. Id-disinn tat-test u l-gha21a tat-testijiet statistiei ghandhom jippermettu sahha adegwata li 

 

j iu individwati tibdiliet ta' importanza biologika f'punti ta' tmiem fein trid titi rapportata 

 

NOEC (32). Ir-rapportar ta1-kon亡entrazz mnij jet tal-effett u 1-parametri rilevanti j ista' 

 

jiddependi fuq il-qafas regolatorju. Ghandu jkun identifikat it-tibdil per亡entwahi f'kull punt 

 

ta' tmiem li jkun importanti ghad-detezzjoni jew ghali-istima. Id-disinn sperimentali 

 

ghandu jitfassal biex jippermetti dan. Ihuwiex probabbli li 1-istess tibdil per亡entwali 
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japplika ghail-punti ta' tmiem koliha, lanqas ma hu probabbli li jkun jista' jitfassal 

 

esperiment fattibbli li jissodisfa dawn il-kriterji ghali-punti ta' tmiem koliha, u ghalhekk 

 

hu importanti li wiehed jiffoka fuq il-punti ta' tmiem li huma importanti ghall-esperiment 

 

rispettiv biex 1-esperiment jitfassal kif xieraq. Flow diagram statistiku u l-gwida huma 

 

disponibbli -Appendki 10 biex iservu ta' ghajnuna fit-trattament tad-data u -gha2la tal-

aktar test statistiku jew mude" xieraq li ghandu j intu2a. Jistghu j intu2aw appro比is ttistid 

 

ohra, dment li jkunu xenti丘kament g usti丘kati. 

 

54.S e jkun ne亡essaru li l-varjazzjonijiet j iu analizzati f'kui sett ta' repliki bl-u之u ta' anali2i 

 

tal-varjanza jew pro6eduri b'tabeia ta' kotingenza u li j intuaw metodi ta'ana li2i 

 

statistika xierqa u s uff可enti abba2i ta' din l-aali2i. Biex isir tqabbil multiplu bein ir-

ri2u1tati 丘 l-koneentrazzoniiet individwali u dawk ghall-kontrolli, il-proeedura ta' 

 

tendenza rigressiva (e2. it-test ta' Jonckheere-Terpstra) hi rakkomandata ghal risponsi 

 

kontinwi. Meta d-data ma tkunx konsistenti ma' koneentrazz oni-rispons monotoni, 

 

ghandu j intu2a t-test ta' Dunnett jew it-test ta' Dunn (wara trasformazzjoni adegwata tad-

data, jekk ikun berm b之onn). 

 

55. Ghall-fekondita, l-ghadd tal-bajd isir kuijum,i2 da jista'j igi analizzat bhala l-ghadd totali 

 

tal-bajd jew bhala kejl ripetut. L-Appendiei 10 jipprovdi dettalji dwar kifjigi analizzat dan 

 

il-punt ta' trier. Ghad-data dwar l-istopatologりa li tkun fi-forma ta' punte舘i tas-

seVe rita, gie 2 viluppat test statistiku g did, Rao-Scott Cochran-Armitage by S 1ices 

 

(RSCAB S) (33). 

 

li jkunu 

 

56. Ghandu jig i rapportat kwalunkwe punt ta' trier osservat fi trattamenti kimi6i 

 

differenti b 'mod sinifikanti minn kontrolli xierqa. 

 

Kunsiderazzjonijiet ghail-analizi tad-data 

 

Uiu taソivelli tat-trattamentf'rおクu 

 

57.Jig u kkunsidrati bosta fatturi meta j igi stabbilit jekk replika jew trattament shih jurux 

 

tossi亡ita bara u ghandhomx jitnehhew mill-anali2i. T ossi亡ita亡 ara hi definita bhala >4 

 

mortalitajiet fi kwalunkwe replika bein it-3 wpf u d-9 wpf li ma jkunux jistghuj iu 

 

spiegati minn 2 bai tekniku.S ina1i ohra ta' tossi'ita 6 ara jinkludu em orragia, imgiba 

 

anormali, xejriet tal-ghawn anormali, anoressija u kwaluiikwe sinjal kliniku iehor ta' mard. 

 

Ghal sinjali subletali ta' tosskita, jista' jkun hemm b2onn ta' evalwazzjonijiet kwalitattivi, 

 

u dejjem ghandha ssir referenza ghall-grupp ta' kontroll bi-ilma ta' dilwizzjoni (ilma nadif 

 

biss). Jekk i t-tossi亡ita 亡 ara tkun evidenti fl-oghla trattament(i), hu rakkomandat li dawk it-

trattament ii女 u比 ensurti mill-anali2i. 

 

Kontrolli bなoんent 
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58. L-u2u ta' solvent ghandu j igi kkunsidrat biss bhala l-ahhar rikors, wara li jkunu g ew 

 

ikkunsidrati l-gha2let 1-ohra kollha ta' twassil. Jekk ji ntu2a solvent, f'dak i l-ka2 ghandu 

 

jsir fl-istess hin kontroll b'ilma ta' dilwizzjoni. Fi tmiem it-test, ghandha ssir evalwazzjoni 

 

tal-effetti poteiizjali tas-solvent. Dan isir permezz ta' paragun statistiku tal-grupp ta' 

 

kontroll b'solvent u 1-grupp ta' kontroll bl-ilma ta' dilwizzjoni. L-aktar punti ta' tmiem 

 

relevanti li inidu j igu kkunsidrati f'din l-anali2i huma d-determinanti tat-tkabbir (pi2), 

 

peress ii dawn jistghu jkunu affettwati permezz ta' tossi亡it可iet ge neraiizzati. Jekk jinstabu 

 

differenzi statistikament sinifikanti f'dawn il-punti ta' tmiem bein il-gruppi tal-kontroll bl-

ilma ta' dilwizzj oni u tal-kontroll b'solvent, ghandu ji ntu2a l-ahi ar udizzu professionali 

 

biex j igi determinat jekk i l-validita tat-test hix f'riskju. Jekk i2 -2ewg kontrolli jvarjaw, it-

trattamenti esposti ghas-sustanza kimika ghandhom jitqabblu mai-kontroll b'solvent 

 

sakemm ma jkuiix maghruf li jkun preferut it-tqabbil mal-kontroll bl-ilma ta' dilwizzjoni. 

 

Jekk ma jkun hemm ebda differenza statistikament sinifikanti beini之 -之ewg gruppi tal-

kontroll, hu rakkomandat li t-trattamenti esposti ghas-sustanza kimika tat-test jitqabblu 

 

mar-raggruppati (gurppi tal-kontroll b'solvent u bl-ilma ta' dilwizzjoni), sakemm ma jkunx 

 

maghruf li t-tqabbil mal-grupp tal-kontroll bl-ilma ta' dilwizzjoni jew tal-kontroll 

 

b'solvent biss hu preferut. 

 

Rapport tat-test 

 

59. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi dan li g e: 

 

Sustl llz Idmika tat-test: l-ghα111lli2ik U ,1そゾnrlevnt, il -krttrむtd i li2ik1dlll id i, 

 

Data dwar l-identifikazzjoni tas-sustanza kimika. 

 

S ustaiiza monokostitwenti: 

 

id-dehra f2ika, is-solubbilt& fi-ilma, u l-proprjetajiet fi2ikokimi亡i rilevanti addizzjonali; 

 

identifikazzjoni kimika, bhall-isem IUPAC jew CAs, numru CAs, kodki SM ILES jew 

 

InChi, formula strutturali, purit&, identit& kimika tal-impuritajiet bhala xieraq u 

 

prattikament fattibbli, e亡6. (inklu il-kontenut tal-karbonju organiku, jekk xieraq). 

 

S ustanza multikostitwenti, UVCBs u tahlitiet: 

 

ikkaratterizzati sa fein possibbli mlll-identita kimika (ara aktar 'il fuq), 1-okkorrenza 

 

kwantitattiva u l-proprjetajiet fi2ikokimi6i rilevanti tal-kostitwenti. 

 

助edびjet tat-test: 

 

L-isem xjentifiku, ir-razza jekk disponibbli, is-sors u 1-metodu tal-bir tal-bajd fertilizzat, 

 

u l-immanig笥ar sussegwenti. 

 

ルk dzグ0可jet tat-test : 
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11-totoperj odu!!; 

 

Id-disinn tat-test (e2. id-daqs tal-kompartiment, il-materia! u 1-volum tai-ilma, in-numru ta' 

 

kompartimenti u ta' repliki tat-test, in-numru ta' mfaqqsa ghai kull replika); 

 

Il-metodu ta' thejjija tas-soluzzjonijiet ewlenin u 1-frekwenza tat-tigdid (ghandhom 

 

jinghataw l-agent solubilizzanti u l-koneentrazzoni tieghu, meta j intu2aw); 

 

Il-metodu li j intu2a ghad-do2a蛇 tas-sustanza kimika tat-test (e2. pompi, sistemi ta' 

 

dilwizzjoni); 

 

L-effuenza tal-irkupru tal-metodu u 1-kon亡entrazzoniiet tat-test nominali, il-limitu tal-

kw anti 丘kazz oni, il-medji tal-valuri mkejla u d-devjazzjonijiet standard taghhom fir-

reeipenti tat-test u 1-metodu li permezz tieghu nkisbu u evidenza li l-kejl jirreferi ghali-
kon亡entrazz oniiet tas-sustanza kimika tat-test f'soiuzzjoni vera; 

 

I l-karatteristi6i tal-ilma ta' dilwizzjoni: il-pH, 1-ebusija, it-temperatura, 1 1-kon亡entrazzoni 

 

tal-ossigenu dissolt, il-livelli tal-kloru residwu (jekkjitkejjel), il-karbonju organiku totali 

 

(jekkjitkejjel), is-solidi sospi2i (jekkjitkejlu), is-salinita tal-medium tat-test (jekk titkejjel) 

 

u kwalunkwe kej 1 iehor hij sir; 

 

l-kon6entrazz oniiet nominali tat-test, il-medji tal-valuri mkejla u d-devjazzjonijiet 

 

standard taghhom; 

 

Il-kwalitt tai-ilma fir-reeip enti tat-test, ii-pH, it-temperatura (ta' kuli um) u 1-

kon'entrazzoni tal-ossigenu dissolt; 

 

Informazzjoni dettaijata dwar it-taghlif (e2. it-tip ta' ike!, is-sirs, 1-ammont moghti u 1-

frekwenza). 

 

Ir-rだultaか 

 

Evideiiza li 1-kontrolli ssodisfaw il-kriterji dwar il-validazzjoni generali; 

 

Id-data ghall-kontrohl (flimkien mal-kontrol! b'solvent meta j intu2a) u ghall-gruppi tat-

trattament kif詞 , it-tifqis (il-kapa亡ita ta' tifqis u -之mien sat-tifqis) ghall-F i u ghahl-F2, 

 

is-sopravivenza wara t-tifqis ghahi-F 1, it-tkabbir (tul u pi2 ta1-isem) ghahi-F 1, is-sess 

 

g enotipiku u d-differenzazzjoni sesswali (e2. karatteristiei sesswali sekondarji fuq il-ba2i 

 

tal-papihhi tal-pinen anali u istologia gonadali) ghall-F 1, is-sess fenotipiku ghall-F 1, iiー 

 

karatteristi亡i sesswali sekondarji (papilli tal-pinen anali) ghall-mRNA tal-vtg tal-Fl (jew 

 

il-proteina tal-VTG) ghall-F 1, vaiutazzjoni tal-istopat01ogia (gonad, fwied u kiiwa) ghali-
Fl u r-riDroduzzjini (fekondita u fttilit劫 ahall-FO. Fl: (ara t-Tabelli i u 2). 

 

L-appro& ghall-aal2i statistika (aali2i ta' rigressjoni jew anali2i tal-varjanza) u t-

trattament tad-data (it-testijiet statisti亡i u 1-mudelli u2ati); 

 

Il-koneentrazzoni bla effett osservat (NOEC) ghal kull rispons ivvalutat 
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Il-kon'entrazzoni bi-inqas effett osservat (LOEC) ghal kull rispons ivvalutat (fp = 0,05); 

 

L-ECx gita! kull rispons ivvalutat, jekk applikabbli, u 1-intervalli ta' kunfidenza (e2. 90 % 

 

jew 95 %) u graff tal-mudell imdaNtal gitall-kalkolu taghha, ii-pendil tal-kurva 

 

kon'entrazzoni rispons, il-formula tal-mude!! ta' rigressjoni, il-parametri strati tal-

mude!! u 1-erruri standard taghhom. 

 

Kwalunkwe devjazzjoni mimi dan il-metodu ta' ttestjar u devjazzjoni mili-kriterji ta' 

 

a比e ttazzoni, u kunsiderazzjonijiet tal-konsegwenzi potenziali fuq 1-e2itu tat-test. 

 

60. Ghar-ri2ultti tal-kejlijiet tal-punti ta' tmiem, ghandhom jiu ppre2entati 1-valuri medji u 

 

d-devjazzjonijiet standard tagithom (kemm fuq ba2i ta' repliki kif ukoll fuq ba2i ta' 

 

kon6 entrazz ini, jekk possibbli). 
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Appendi亡i i 

 

DEFINIZZIONHIET 

 

Sus tanza kimika:S ustanza jew tahlita 

 

E LISA: Assa舘 ta' Immunoassorbiment Enzimatiku 

 

Fekondita = numru ta' bajd; 

 

Fertilita = numru ta' bajd viabbl/fkondit; 

 

Tul sal-furketta (FL): jirreferi ghat-tul mill-pinta tal-geddum sal-ahhar tax-xewk tal-pinen 

 

f'nofs id-denb u j intua f'hut fein hu diff亡i li wiehed jghid fein tispi比a 1-kolonna 

 

vertebrali www.fishbase.org 

 

Ka pa亡ith ta' tifqis = imfaqqsa/numru ta' embrijuni mghobbija f'inkubatur 

 

IACUC: Institutional Animal Care and Use Committee 

 

Tul standard (SL): jirreferi ghat-tul ta' huta mkejjel mill-pinta tal-geddum sat-tarf ta' wara 

 

tal-ahhar vertebra jew sat-tarf ta' wara tal-porzjon midlaterali tal-hypural plate. Fi kliem 

 

s emplki, dan il-kejl jeskludi t-tul tad-denb. (www.fishbase.org) 

 

Tul totali (TL) jirreferi ghat-tul mill-pinta tal-geddum sal-pinta tal-lobu itwal tad-denb, 

 

gen eralment imkejjel bil-lobi kkumpressati tul il-linja tan-nifs. Dan hu kejl ta' linja dritta, li 

 

ma jitkejjilx fuq il-kurva tal-gisem (www.fishbase.org) 

 

一 ― - - - ― ー ― - - - - - ― ー ー ― ― ー ー ― - I 

 

Tul standard 

 

Tul furketta 

 

Tul totali 

 

トーーーーーーーーーーーーーーーーー 

 

L-―ーーーーーーーーーーーーーーーー―-―ー 

 

Figura 1: Deskrizzjini tat-tulijiet differenti u2t 
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ECx: (Koneentrazzoni effettiva ghai effett ta' x %) hi l-kneentrazzoni li tikkaw2a x % ta' 

 

effett fuq i-organi2mi tat-test f'perjodu ta' esponiment partikolari meta mqabbla ma' 

 

kontroll. Pere2empu,EC 5o hi koneentrazzoni strata ii tikkaw2a effett fuq il-punt ta' 

 

tmiem l-ittestjar f'50 % ta' popolazzjoni esposta fuq perjodu ta' esponiment definit. 

 

Test bi fluss kontinwu ta' soluzzjonijiet tat-test fis-sistema tat-test matul id-durata tal-

esponiment. 

 

Assi l'PG: assi ipotalamika-pitwitarja-gonadali. 

 

IUPAC: Unioni Internazzjonali tal-Kimika Pura u Applikata. 

 

Rata ta' taghbija: Il-pi之 imxarrab tal-hut skift il-volum ta' ilma. 

 

Koncentrazzjoni bi-inqas effett osservat (LOEC) hi 1-anqas kon亡entr azz oni ttestjata ta' 

 

sustanza kimika tat-test li fiha tigi osservata s-sustaiiza kimika biex ikollha effett 

 

statistikament sinifikanti (fp < 0,05) meta mqabbla mai-kontroll. Madankoliu, il-
kon6entrazz oniiet tat-test kollha li jkunu oghla mil-LOEC ghandu jkollhom effett dannu 

 

daqs jew ikbar minn dawk osservati fi-LOEC. Meta dawn i2 -2ew kundizzjonijiet ma 

 

jkunux jistghu j iu ssodisfati, ghandha tinghata spjegazzjoni shiha dwar kif intgha之let 1-
LOEC (u ghalhekk 1-NOEC). L-Appendiiiet 5 u 6 jipprovdu gwida. 

 

Koncentrazzjoni Letali Mediana (LC50): hi l-kn6entrazzoni ta' sustanza kimika tat-test 

 

li hi strata li tkun letali ghai 50 % tal-organi2mi tat-test fid-durata tat-test. 

 

Koncentrazzjoni bla effett osservat (NOEC) hi l-kon亡entrazzoni tat-test immedjatament 

 

taht 1-LOEC, li meta mqabbla mai-kontroll, ma jkollha ebda effett statistikament sinifikanti 

 

(p < 0,05), f'perjodu ta' esponiment ddikjarat. 

 

S11LES: Si mplifed Molecular hiput Line Entr S pecification. 

 

Densita tal-istokkjar: L-ghadd ta' hut ghal kull volum ta' ilma. 

 

Sustanza kimika tat-test: Kwaiunkwe sustanza jew tahlita ttestj ata perrnezz ta' dan il-
metodu ta' ttestjar. 

 

UVCB:S ustaizi kimki b'kompo之izzjoni mhux maghrufa jew varjabbli, prodotti jew 

 

materj ali bij ologkd b 'reazzjoni kumplessa. 

 

VTG:V itellogenina hi prekursur tal-fosfolipogiikoproteina ghali-proteina fi-isfar tal-bajd li 

 

normalment isehh f nisa sesswalment attivi ta1-ispeijiet ovipari koliha. 

 

WPF: Gimghat ta' wara 1-fertilizzazzioni 
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Appendi亡i 2 

 

XI KA RATTERISTI IK IMII TA' ILMA TA D-DILWIZ7I0NI ACCETTABBLI 

 

Koncentrazzjoni taノ 

 

limitu 

 

5 mg/i 

 

2 mg/i 

 

i ig/l 

 

10F飢 

 

Sin飢 

 

Sin飢 

 

25 ng!l 

 

i tg/1 

 

i ig/l 

 

i ig/1 

 

i ig/1 

 

i ig/1 

 

i ig/1 

 

i ig/1 

 

i ig/1 

 

i ig/1 

 

ilOn帥 

 

100 fg/i 

 

100 fg/i 

 

SuStanza 

 

Materja partikulata 

 

Karbonju organiku totali 

 

Ammonijaka mhux iOnizzata 

 

Klom residwu 

 

Pesti6idi o rganofsfri6i total 

 

Pesti6idi organokloru total flimkien ma' polikiorobifenili 

 

Kloru organiku totali 

 

Aluminju 

 

Arseniku 

 

Kromu 

 

Kobalt 

 

Ram 

 

Hadid 

 

tomb 

 

Nikil 

 

Zingu 

 

Kadmju 

 

Merkuiju 

 

Fidda 
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Appendi亡i3 

 

KUNDIZLIONHIET TAT-TEsT 

 

Medaka Gappuni之a (Oryzias latァes) 

 

Bi fluss kontinwu 

 

it-temperatura nominali tat-test hi ta' 25。C. It-temperatura media tul it-
test kollu f'kull taik hi ta' 24-26 oc. 

 

Bozoz fluworexxenti (spettru wiesa' u~ l50 1umen/m2) 

 

(~150 lux). 

 

16-il siegha dawl, tmien sighat dlam 

 

FO:之 ewg adulti/replika; Fl: imnedij a b'massimu ta' 20 bajda 

 

(embrijun)/replika, imnaqqsa ghal 12-il embriu/replika fit-tifqis u 

 

mbaghad 2 adulti (pari tat-tghammir XX-XY) fid-9-10 wpf ghall-fai 

 

riproduttiva 

 

Speiiet rakkomandati 

 

Tip ta' test 

 

3. Temperatura tal-ilma 

 

4.K waliti tal-illuminazzjoni 

 

6. Rata ta' taghbija 

 

7. Volum minimu utilizzabbli tal- 1,8 1 (ei, daqs tal-kompartiment tat-test: 18x9x15-il cm) 

 

kompartiment tat-test 

 

Minimu ta' hares drabi ta' tigdid tal-volum/jum sa 16-il darba ta' tigdd 

 

tal-volum/jum (jew fluss ta' 20 m l/min) 

 

8. Volum tal-iskambji tas-

soluzzjonijiet tat-test 

 

9. Etit tal-organi2mi tat-test fil- FO:> 12-il wpf i之da hu rakkomandat li ma j inqab之ux is-i 6-il wpf 

 

bidu 

 

organi2mi ghal F0: 2 hutiet (par ta' rakel u rara); Fl: massimu ta' 20 huta 

 

(bajd)ノreplika (prodotti mill-panl tat-tgharninir tal-FO u tal-Fl). 

 

llames trattamenti bis-sustanza kirnika tat-test fiimkien mal-kontroll(i) 

 

xieraq/xierqa 

 

trattamenti 

 

10. iii-numru ta 

 

kull replika 

 

11. in-numru ta 

 

12. hi-numru ta' repliki ghal kull Mi血 mu ta' sitt repliki ghal kull trattament ghas-sustanza kimika tat-test 

 

trattament u minimu ta' 12-il replika ghall-kontroll, u ghall-kontroll b'solvent, jekk 

 

uati (in-numru ta' repliki jirdoppja丘 hdan il-fai tar-riproduzzjom fil-

Fl) 

 

organi2mi ghal Minimu ta' 84 huta fi-FO u 504 fl-Fl. (kkk jintu之a kontroll b'solvent, 

 

108 hutiet fi-FO u 648 huta fl-Fl). L-i.ita li tinghadd hi 1-

postelewteroembrijun. 

 

〕., (nauplii li jkollu 

 

ta' laqx 

 

Il-hut jintema' 1-gambli tal-ilma mielah, Arter 

 

24 siegha) ad libitum, supplimentat b'ikel丘 l-f 

 

kummerej alment disponibbli jekk ikun herrn b之oin (Skeda ta' taghlif 

 

bhala e之empu biexjigu之 gurati tkabbir u之 vilupp adegwati b'sostenn 
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kull test 

 

14. Reirn tal-ghalf 
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tar-riproduzzj ir robusta tista' tinstab -Appendki 6). 

 

Ebda saken-im l-ossigenu dissoit ma joqrobx lejn< 60 % tal-valur tas-

saturazzj ini tai-arja 

 

Ilma tal-wi比, tal-bir jew rikostitwit jew ilma tal-vit deklorinat nadif. 

 

Primarjament 19-il g imgha (mill-FO sat-tifqis tal-F2) 

 

Kapaita ta' tifqis (Fl u F2); sopravivenza (Fl, mit-tifqis s ar-4 wpf 

 

(tniiem il-larva/bidu tai-fai tal-hut li ghadu qed jikber), mir-4 s ad-9 

 

(jew 1-10) wpf (bidu tal-fai tal-hut li ghadu qed jikber sa subaduit) u 

 

nin 9 sa 15-il wpf (subadult sa terminazzjoni tal-adult)); tkabbir (Fl, 

 

tul u pi之 f9 u 15-il wp以 karatteristki sesswali sekondarji (Fl, papilli 

 

tal-pinen anali丘 d-9 u fil-l 5-il wpf); vitellogenina (Fl, mRNA tal-vtg 

 

jew proteina tal-VTG fil-15-il wpf); sess fenotipiku (Fl, permezz tal-

istologija gonadali fil-l 5-il wpf); riproduzzjom (FO u Fl, il-fekondita u 

 

l-fertilita ghal 21 jur); hin sar-riproduzzjorii (Fl); u istopatologija (Fl, 

 

gonad, fwied u kilwa fil- 15-il wpf) 

 

15. 0ssigenazz ir 

 

16. Ilma ta' dilwizzjoni 

 

17. Perjodu ta' esponiment 

 

18. Punti ta' trniem bりologid 

 

(primaiji) 

 

19. Il-kriterji ta' validita tat-test 0ssigenu dissolt ta' >60 % tal-valur ta' saturazzjoni tal-aria; 

 

temperatura media tal-ilma ta' 24-260C matul it-test; riproduzzjoni 

 

b'su比ess ta' ?_65 % tan-n-isa丘 l-kntrll(i); fekndita media ta' kuljum 

 

ta' >20 bajd fil-kontroll(i); kpa亡ita ta' tifqis ta'と 80 % (media)丘 l-
kontrolli (f kull wahda mill-Fl u mill-F2); sopravivenza wara t-tifqis 

 

sat-3 wpf ta'と 80 % (media) u miin 3 wpf sat-terminazzjoni ghali-
g enerazzj om ta' ? 90 % (media)丘 l-kntrlli (Fl), il-kn亡entrazzj onijiet 

 

tas-sustanza kimika tat-test fis-soluzzj om ghandhom jin之ammu b'mod 

 

sodisfaenti fi hdan + 20 % tal-valuri medi i mkeila. 
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Appendici 4 

 

GWIDA DWAR IL-VALURI TIPICI TAL-KONTROLL 

 

limitat ta' studji ta 

 

numru 

 

Ta' min jimiota li dawn il-valuri tal-kontroll huma bba2ti fuq 

 

validazzjoni, u jistghu jkunu so舘e tti ghall-emendar fid-dawl ta' esperienza ulterjuri. 

 

Il-kejlijiet tal-pi2 u tat-tul jittiehdu ghail-hut kollu fil-kampjun丘 d-9 (jew fl-li) u fil-15-il 

 

gimgha wara l-fertilizzazzjoni (wpf). Is-segwitu ta' dan il-protokoll irendi 1-piiiet inixarrba 

 

mistennija丘 d-9 wpf ta' 85-145 mg ghali-irgiel u ta' 95-150 mg ghan-nisa. Il-pi2iiet 

 

mistennija fil-15-il wpf huma ta' 250-330 mg ghaii-irgie1 u ta' 280-350 mg ghan-nisa. 

 

Filwaqt li jista' jkun herrn devjazzjonijiet sostanziali minn dawn il-meded ghal hut 

 

individwali, pi2りiet medji tal-kontrol sostanzjaiment barra mimi dawn il-meded, 

 

spe可aiment anqas, ikunu j issu蛇erixxu problemi fit-taghlif, fil-kontroll tat-temperatura, fil-
kwalitt tai-ilma, mard jew xi tahlita ta' dawn il-fatturi. 

 

Tifqis 

 

Is-su66ess tat-tifqis fil-kontrolli tipikament ikun madwar id-90 %, madarikollu mhumiex rari 

 

valuri baxxi sa 80 %.S u比ess tat-tifqis ta' anqas minn 75 % jista' jindika ag itazzoni 

 

insufi可enti tal-bajd tal-i2vilupp jew attenziOni inadegwata -immanig剖ar tal-bajd bitan-

nuqqas ta' tnehhija丘 l-hin tal-bajd mejjet li jwassal ghal infestazzjoni fungali. 

 

Sprlvivellz 

 

Ir-rati ta' sopraviveliza s at-3 wpf mit-tifqis u wara t-3 wpf normalment ikunu ta' 90 % jew 

 

aktar ghall-kontrolli i2 da r-rati ta' sopravivenza fl-istadji bikrin tal-hajja li ji2 lu sa 80 % 

 

ghall-kontrolli mhumiex allarmanti. Rati ta' sopravivenza fil-kontrolli ta' anqas minn 80 % 

 

ikunu ta' thassib u jistghu jindikwa tindif insuff可enti tal-akkwarji li jwassal ghal telf tal-hut 

 

larvali permezz ta' mard jew minhabba soffokazzjoni minhabba livelli baxxi ta'ossig enu 

 

dissolt. Il-mortalita tista' ssehh ukoll minhabba korriment matul it-tindif tat-tankijiet u 

 

minhabba t-telf ta' hut larvali fis-sistema tad-drena舘 tat-tank. 

 

刀-ene vitll郎nim 

 

Filwaqt li i-livelli assoluti tal-gene vitll層enim (vtg), espressi bhala kopji/ng tal-rnRNA 

 

totali, jistghu jvarjaw hafna bein il-laboratorji minhabba l-pro亡eduri u 1-istrumenti u2ti, il-

proporzjon tal-vtg ghandu jkun madwar 200 darba akbar fin-nisa tal-kontroll kontra l-irgiel 

 

tal-kontroll. Ihijiex xi haga rari li dan il-proporzjon ikun gholi bein 1000 u 2000,i2 da 

 

proporzjonijiet anqas mimi 200 huma s uspettu2i u jistghu jindikaw problemi ta' 

 

kontarninazzjoni fil-kampjun jew problemi bi l-pro亡edura u/jew bir-reagenti u2ti. 

 

Karttrstidi sesswali sekondaグi 
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Ghall-irgiel, il-medda normali ta'Ka rtteristki Sess wa1i Se kondri, definiti bhala n-numru 

 

totali ta' segmenti 丘 r-r司 tal-pinen tal-papilli tal-pinen anali, hi ta' 40-80 segment丘 d-9-10 

 

wpf. Sa 1-15-il wpf,i -medda ghall-irgiel tal-kontroll ghandha tkun ta' madwar 80-120 u ta' 

 

O ghan-nisa tal-kontroll. Ghal ragunりiet mhux spiegati, fka2iiet rari 'erti rgie1 ma jkollhom 

 

ebda papilla pre2enti sa d-9 wpf i2da peress li l-irgiel tal-kontroll koliha j i2viluppaw papilli 

 

sal-i 5-il wpf, dan aktarx li jkun ikkaw2at minn 2 vilupp tardiv. Il-pre2enza ta' papilli frn-nisa 

 

tal-kontroll tindika l-pre2enza ta' rgiel XX丘 l-popolazz oni. 

 

Irgiel XX 

 

L-in6idenza normali ta' sfond ta' rgiel XX fil-koltura tidher li hi ta' madwar 4 % jew anqas 

 

f25。C b1-inddenza li ti2died aktar ma ti2died it-temperatura. Ghandhom jittiehdu passi 

 

biex j igi minimizzat il-proporzjon ta' riel XX fil-popolazzjoni. Peress li l-in6idenza ta' 

 

riel XX tidher li ghandha komponent g enetiku u, ghalhekk, tintiret,i l-monitora舘 tal-
istokk tal-koltura u l-i之gurar li l-irgie1 XX ma j intuawx ghai-propagazzj oni tal-istokk tal-
koltura huma mezz effettiv kif titnaqqas l-in亡idenza tal-irgiel XX fil-popolazzjoni. 

 

血ivitd ta'ripodzz 

 

L-attivita ta' riproduzzjoni fir-repliki tal-kontroll ghandha titi ssorveljata ta' kuljum qabel 

 

ma ssir il-valutazzjoni tal-fekondit&. Il-pari tal-kontroll jistghu j iu vvalutati b'mod 

 

kwalitattiv v i2walment ghal evidenza ta' attiVita ta' riproduzzjoni.S at-i2-i4-il wpf, hafna 

 

mill-panl tal-kontroll ghandhom ikunu qed j irriprodu6u. Numri baxxi ta' pari li ji mprodu6u 

 

sa dan i2 -2mien jindikaw problemi potenzj ali fis-sahha, 丘 l-matunita jew fil-benes sri tal-hut. 

 

Fekonditd 

 

Generalment, medaka f'sahhithom, maghiufa sew ta' 12-14-il wpf j irriprodueu kuijum, u 

 

j ipprodu亡u丘1 -medda ta' 15 sa 50 bajda kull jur. Il-produzzjoni tal-bajd ghal 16 mill-24 

 

par tat-tghammir tal-kontroll rakkomandati (> 65 %) ghandha tipprodu6i aktar minu 20 

 

bajda ghal kull par kull jur u tista' tilhaq sa madwar 40 bajda kull jur. Anqas minn dan 1-
ammont jista' jindika pari tar-riproduzzjoni immaturi, mhux maghlufa kif suppost jew mhux 

 

f sahhithom. 

 

Fertilitd 

 

Il-per亡entwal ta' bajd fertili ghall-pani tar-niproduzzjoni tal-kontroll tipikament ikun五 l-
medda ta' 90 % b'valuri fil-parti media sa superjuri tad-disghinijiet li mhumiex rari. Rati 

 

tal-fertilit?t ta' anqas minn 80 % ghall-bajd tal-kontroll huma suspettu2i u jistghu jindikaw 

 

individwi mhux f sahhithom jew kundizzjonijiet tal-koltura nihux ideali. 
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Appendici 5 

 

EZMP3U TA'SKE DA TAT-TAGTILIF 

 

E2empu ta' skeda tat-taghlif biex j iu2 gurti tkabbir u 2 vi1upp adegwati b'sosterm tar-

riproduzzjoni robusta hu muri fit-Tabella 1. Devjazzjonijiet minn din 1-iskeda ta' taghlif 

 

jistghu jkunu a比e ttabli, i2da hu rakkomandat li dawn j i如 ttestjati biex j igi verifikat li 

 

jkunu osservati tkabbir u riproduzzjonia &ettbb1i. Biex tigi segwita 1-iskeda ta' taghlif 

 

su舘erita, il-pi之 xott tal-gamblu tal-ilma mielah ghal kull volum ta' sospensiOni maghquda 

 

tal-gamblu tal-ilma mielah inid jig i determinat qabel ma jinbeda t-test. Dan jista' jsir bl-u2in 

 

ta' volum differenti tas-sospensjoni maghquda tal-gamblu tal-ilma mielah li tkun tnixxfet 

 

ghal 24 siegha f60。C fuq twagen li jkunu nti2nu minn qabel. Biex jinghata kont lill-pi2 tal-
imluh fis-sospensjoni maghquda, volum identiku tal-istess soluzzjoni tal-melh uta fis-

sospensiOni maghquda ghandu jitnixxef,j inti2en u jitnaqqas ukoll mill-pi2 tas-sospensjoni 

 

maghquda xxottata tal-gamblu tal-ilma mielah. Inkela, il-gamblu tal-ilma mielah jista'j ii 

 

ffiltrat u jitlahlah b'ilma distillat qabel ma j igi xxottat, u b'hekk titi eliminata l-htiega li 

 

jitkejjell l-pi之 ta' "imbjank tal-meth". Din l-informazzjoni tintu2a biex tikkonverti 1-

informazzjoni fit-Tabella minn pi2 xott tal-gamblu tal-ilma mielah ghall-volum tas-

sospensiOni maghquda tal-gamblu tal-ilma mielah li jrid jintema' lii kul huta. Barra minn 

 

hekk, hu rakkomandat li 1-alikwoti tas-sospensjoni maghquda tal-gamblu tal-ilma mielah 

 

jinti2nu ta' kull g imgha biex j igi veri丘kti 1-pi2 xott korrett tal-gamblu tal-ilma mielah 

 

maghluf. 
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iabeiia i:L zemrnu taJ skecta tat-tami 

 

Lmien (wara t-tllqls) 'ambIu tai-ilma iviieian (02 

 

liZ xott/fluta/ju0) 

 

Jur 1 0,5 

 

J um2 0,5 

 

J um3 0,6 

 

J um4 0,7 

 

Jum5 0,8 

 

J um6 1,0 

 

J um7 1,3 

 

J um8 1,7 

 

J um9 2,2 

 

Juri0 2,8 

 

Jumli 3,5 

 

Jur 12 4,2 

 

Jur 13 4,5 

 

Jur 14 4,8 

 

Jur D う,Z 

 

Jiem 16-21 5,6 

 

しimgna q ノ．ノ 

 

Gi mgha5 9.0 

 

Gi mgha6 11.0 

 

しimgna/ 13コ 

 

しimgna ど -SagriiCCiu iiコ 
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Appendici6 

 

EZMPJI TA' KOMPARTIMENT TA' INKIlBAZZIONI TA L-BAI) 

 

E2epjuH 

 

9 

 

’トI昌I」 

 

、

’' 

 

Dan 1-inkubatur jikkonsisti f'tubu 6e ntrifugu ta1-hgieg transettat, konness b'pajp tal-azzar 

 

inossidabbli u mi2mum fpostu bit-tapp tal-kamin 亡e ntrifgu. Tubu 2 ghir tai-hgieg jew tal-
azzar inossidabbli ji pprogetta minn go t-tapp u jitqieglied qrib il-qiegh ittondjat,丘 lwaqt li 

 

jifforma b2ie2aq tai-arja bil-galbu biex jissospendi i-bajd u jnaqqas it-tra2mi sjoni bein il-

bajd ta' infezzjonijiet fungali sa proftki filwaqt li jiffa'ilita wkoil l-iskambju ta' sustanzi 

 

kimi6i bein 1-inkubatur u t-tank kontenitur. 

 

『
り
！
 

 

! 

 

、
‘' 

 

，
、
 

 

，一 

 

一 

 

，
‘
 

 

‘ 、 
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Dan 1-inkubaturjikkonsisti f'korp6i 1indriku tat-hgieg (dijametru ta' 5 cm u gholi ta' 10 cm) 

 

u xibka tal-wajer inossidabbli (xibka ta' 0,25 p u 32) ii titqabbad mal-qiegh tal-korpb '亡irku 

 

PTFE. L-inkubaturi j iusos pi2i mi 11-i2barra tat-ir丘gh ghat-tankijiet, u j ithe之2u vertikalment 

 

(amplitudni ta' madwar 5 cm) f'ik1u xieraq (bein wiehed u iehor darba kull 4 sekondi) 

 

ghall-bajd tal-medaka. 
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Appendi亡i 7 

 

DLIAGRAMMA S KEMATIKA GIAR-RAGGRUPPAR U GIALL-POPOLAMENT TAR-
REPLIK! F' 'DAN IL-METODU TA'TTEST I R MEOGRT 

 

Figura 1: Ir-raggnippament u r-ripopolament tar-repliki 五 hdan 1-MEOGRT. Il-figura tiTappre2ent 

 

trattament wiehed jew nofs ta' kontroll. Mirihabba r-raggruppament, l-identita tar-repliki mhix 

 

kontinwa mami it-test. Kun af ii t-terminu "bajd" jirreferi ghal bajd vijabbli fertilizzati (ekwivalenti 

 

ghal embrij uni). 

 

Punti ta' tmiem 

 

tifqis 

 

sopravivenza I tkabbir, VTG, ssc I riproduzzjoni, patolgia, ssc I tifqis 

 

F。 

’ 

-

1 [ 

 

kampjuni 

 

_ 

t a' subadulti 

 

kampjuni 

 

_ 

t a' subaduif I ,- - 

 

12 
双 

 

う 

 

、� 

 

kampjuni 

 

戸a'subadul I 

 

12xY 

 

kampjuni 

 

[

4ta'subadul I 

 

kampjuni - 

 

戸a'subadul I 

 

、� 

 

kampjuni 

 

戸a'subadul I 

 

母 
母 

母 
母 

母 
母 

 

bajd v1jabb11 

 

tal-grupp 

 

母 
母 

母 
母 

母 
叫 

 
Trattamenti u Replika. 

 

Il-metodu ta' ttestjar jirrakkomanda hares trattamenti tas-sustaiiza kimika tat-test li j uaw 

 

material ta' grad tekniku u kontroll negattiv. In-nurru ta' repliki ghal kull trattament ma 

 

jibqax kostanti matul 1-MEOGRT, u n-numru ta' repliki fit-trattament tal-kontroll hu d-

doppju ta' kwalunkwe trattament uniku bis-sustanza kimika tat-test. F'FO, kull trattament 

 

bis-sustanza kimika tat-test ikollu sitt repliki filwaqt li t-trattament bil-kontroll negattiv 

 

ikollu 12-il replika. Is-solventi huma ferm s kora蛇uti, u jekk j intu2aw, fir-rapport tal-
MEOGRT ghandha tigi in klu2a ustifkazzoni kemm ghall-u2u ta' solvent kif ukoll ghail-
gha2la tas-solvent. Barra mirm hekk, jekk j intua solvent, ikun herrn b2onn ta'2e wg tipi ta' 

 

kontroll: a) kontroll b'solvent, u b) kontroll negattiv. Dawn i2 -2ewg gruppi ta' kontroll ilkoll 

 

ghandhom jikkonsistu f' komplement shih ta' repliki fil-punti kollha fi hdan 1-iskeda ta' 
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2mien tal-MEOGRT. latu! l-i2vi1upp kohlu ta1-organi2mi tat-test丘 1-enerazzoni Fl (u F2, 

 

sat-tifqis), din 1-istruttura tar-repliki tibqa' 1-istess. Madankollu, fl-istadju adult meta j iu 

 

fformati l-pari tat-tghammir tal-Fl, in-numru ta' repliki ta' pari tar-riproduzzjoni ghal kull 

 

trattament jigi rdoppjat b'mod ottimali; ghaldaqstant, ikun herrn sa 12-il par ta' repliki 

 

f'kull trattament bis-sustanza kimika tat-test u 24 par ta' repliki fil-grupp tal-kontroll (u 24 

 

par ta' rephiki obra fil-kontroll b'solvent, jekk ikun herrn b2onn). Id-deterrinazzj oni tat-

tifqis mill-embrijuni riprodotti mill-pani tal-Fl issir bl-istess struttura ta' repliki kif saret 

 

ghall-embnijuni riprodotti mill-pan tal-FO,jig ifer inizjalment sitt repliki ghal kull 

 

trattament bis-sustanza kimika tat-test u 12-i! rei1ika fil- aruDD(i) tal-kontroll. 
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Appendi亡i 8 

 

GIADD TAL-PAPILLI TAL-PINEN ANALI 

 

Materj ali u Reagenti Ewlenin 

 

Mikroskopju ghad-dissezzjoni (b 'kamera mqabbda fakultattiva) 

 

Fissattiv (e2. ta' Davidson (ta' Boumn mhuwiex rakkomandat)), jekk majinghaddux mil !ー 

 

immagrn 

 

Procedur! 

 

Wara n-nekroskopija, ghandha tittiehed immag ni tal-pinna anali ghall-ghadd konvenjenti 

 

tal-papUli tal-pinen anali. Filwaqt li t-tehid ta' iniiagniiet bu 1-metodu rakkomandat, il-

pinna anali tista' titi ffissatab '丘ssattiv ta' Davidson jew b'丘ssattiV xieraq iehor ghal 

 

madwar minuta (1). Importanti b 1-pinna anali tin之am 6 atta matul il-恥sazzoni biex il-

papilli jkunu jistghu jinghaddu aktar feilment. Il-karkassa bil-pinna anali tista' tinha2en 

 

f'fissattiv ta' Davidson jew fissattiv xieraq iehor sakemm tigi analizzata. Ghodd in-nuniai 

 

ta' pjastri konguti (ara l-Figura 1) bil-papilli li jinfdu mill-marni ta' wara tal-piastra 

 

konguta. 

 

Fi2ura 1: Papilli tal-pinna anali 
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Appendici 9 

 

SKEDA TA' ZMIEN DETTALIATA TA L-MIi】OGR 

 

Gimghat tat-Test 1-3 (FO) 

 

Il-hut tal-enerazzoni tal-FO li ji rriprodu亡i u li jissodisfa 1-kriterji tal-ghala (ara l-para. 16-

20)jigi espost ghal tliet g imght biex il-gameti -i之vilupp u t-tessuti gonadali jkunu esposti 

 

ghas-sustanza kimika tat-test. Kull tank ta' repliki jospita par wiehed ta' hut tat-tghammir 

 

(par tat-tghammir ta' rara XX u ta' ragel XY). Il-bajd riprodottj ingbar, jinghadd u j ii 

 

vvalutat ghall-frtilita ghal 21 jur konsekuttiv, b 'bidu丘 l-Jum i tat-Test. 

 

Gimgha 4 tat-Test (FO u Fl) 

 

Idealment il-bajd fertilizzat u vijabbli (embrijuni)j ingabar fjum wiehed; madankollu, jekk 

 

ma jkunx berm bi虻eed embrijuni, 1-embrijuni jistghu j ingabru fuq jumejn. Jekk j ingbru 

 

wara jumejn, 1-embrijuni koliha fi hdan it-trattamenti li jkunu ng abru fl-ewwel jur j iu 

 

raggruppati ma' dawk m ibura fit-tieni jur. Imbaghad, 1-embrijuni raggruppati totali ghal 

 

kull trattament j iu distribwiti b'mod aleatorju f kull wiehed mill-inkubaturi ta' repliki f20 

 

embrijun ghal ku!! iiikubatur. Il-mortalitajiet tal-bajd fertilizzat (embrijuni)j iu verifikati u 

 

registrati ta' kuijum. Il-bajd mejjet jitnehha mill-inkubaturi (mewt fbajd fertilizzat jista'j ii 

 

denotat, b'mod partikolari fl-istadji bikrin, b'telf notevoli ta' translu亡enza u tibdil fil-kulur, 

 

ikkaw2t minn koagulazzjoni u/jew pre亡ipitazzjoni tal-proteina, li jwasslu ghal debra opaka 

 

bajda; OECD 210). 

 

Nota: Jekk trattarnent wiehed ikun j ehtieg it-tieni jur ta' bir, it-trattarenti koliha (inldu 

 

1-kontrolli) inidu jsegwu din il-pro亡edura. Jekk wara t-tieni jur tal-bir ikun hemm numri 

 

inadegwati ta' embrijuni fi hdan trattament biex jitghabbew 20 embrijun ghal kull inkubatur, 

 

naqqas in-numru ta' embrijuni mghobbija fi hdan dak it-trattarnent spe亡ifiku ghal 15-il 

 

embrijun ghal ku!! inkubatur. Jekk ma jkunx herr bi之2ejed embrijuni biex jitghabbew 15 

 

ghal kull inkubatur, naqqas in-nurru ta' inkubaturi ta' repliki sakemm ikun herrn bi22吻ed 

 

erbrij uni ghal 15 gha! kull inkubatur. Barra minn hekk, jistghu j i2diedu aktar pari tat-

tghammir ghal kull trattarent u jistghu j i2diedu 1-kontrolli fFI biex jipprodu亡u aktar bajd 

 

bl-ghan li jintlahqu l-20 rakkomandati ghal kull replika. 

 

Fil-Jur 24 tat-Test, il-pari tat-tghamrir FO jinqatlu bl-ewtaa a u jittiehed rekord tal-pi2 u 

 

tat-tu!. Jekk ikun herrn b之onn, il-pari tat-tghanimir FO jistghu j in之ammu ghal jum/jumejn 

 

addizzjonali biex terga' tinbeda 1-Fl. 

 

Gimghat tat-Test 5-6 (i) 

 

Jur sa jurejn qabel il-bidu a ntiipt tat-tifqis, waqqafjew naqqas l-agitazzjoni tal-bajd ta!-

inkubazzjoni biex thaffef it-tifqis. Peress li 1-erbrijuni jfaqqsu f kull jur, l-irfaqqsa j iu 

 

raggruppati skift it-trattament u jitqassmu b'mod sistematiku f kull tank tal-larva ta' repliki 

 

fi hdan trattarent s pe亡ifiku b'mhux aktar rinn 12-il irfaqqas. Dan isir bl-gha2la aleatoria 

 

tal-irfaciasa u bit-tqeghid ta' mfaaaas wiehed f renliki su比essiVi fi g rui indiskririnat. bi 
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pro亡edimenti skift 1-ordni fir-repliki ta' trattament s peeifi亡i sakemm ir-repliki koilha fi 

 

hdan it-trattament ikolihom 12-il imfaqqas. Jekk ma jkunx hemm bi22ejjed imfaqqsa biex 

 

jimtiew ir-repliki koliha, ara h 1-akbar numru possibbli ta' repliki jkollhom 12-il imfaqqas 

 

biexjibdew i l-fai Fl. 

 

Is mhux 

 

a'ita ta' 

 

itqk 

 

-kap 

 

ghadu faqqas sad-doppju tal-jur median tal-kontroll j 

 

-numru ta' mfaqqsa jigi registrt us -su&ess tat-tifqis (il 

 

Il-bajd li ma jkui 

 

vijabbli u jintrema 

 

tifqis)j igi kkalkolat f kull replika. 

 

Gimghat tat-Test 7-11 (Fl) 

 

Is-sopravivenza ta' hut larvali tigi verifikata u registrata kuijum fir-repliki koilha. Fil-hirn 

 

43 tat-Test, in-numru ta' hut li jkun ghadu haj f kull replika jigi registrat kif ukoll in-numru 

 

tinizjali ta' mfaqqsa mqieghda丘 r-replika (normalment tnax). Dan jippermetti ghall-kalkolu 

 

tas-sopravivenza pereentwali mit-tifqis sal-istadju subadult. 

 

Gimghat tat-Test (Fl) 

 

Fil-Jiem 78-85 tat-Test, jittiehed kampjun 2 ghir mill-pirna tad-denb ta' kull huta biex jii 

 

determinat is-sess ge notipiku tal-individwu (igi丘eri qtugh tal-pinna) ghah-hut kohlu. Din 1-

informazzjoni tintu2a biex j iu stabbiliti l-pari tat-tghammir. 

 

Fi 2 mien tliet ijiem wara li j igi determinat is-sess ge notipiku ta' kull huta, jiu stabbiliti 

 

b 'mod aleatorju 12-il par tat-tghammir ghal kull trattament u 24 par ghal kull kontroll. 2ewg 

 

hutiet XX u XY minn kull replika ji ntghalu b'mod aleatorju u mbaghad ji u raggruppati 

 

skont is-sess, u mbaghad jintgha2lu b'mod aleatorju biex jistabbihixxu par tat-tghammir 

 

(igifieri par XX-XY). Tal-anqas j iu stabbiliti 12-il replika ghal kull trattament kimiku u 

 

tal-anqas 24 rephika ghall-kontrohl b'par tat-tghammir wiehed ghal kull rephika. Jekk rephka 

 

ma jkollhiex 2e wg hutiet XX jew 2e wg hutiet XY disponibbli ghar-raggruppament, ghandu 

 

j inkiseb il-hut bil-genotip tal-eneru xieraq mimi rephiki obra丘 hdan it-trattament. 

 

Il-hut li jifdal (massimu ta' tmien hutiet ghal kull replika) jinqatel bl-ewtana司a u jittiehed 

 

kampjun tieghu ghad-diversi punti ta' tmiem subadulti. Id-data tad-dry (XX jew XY) ghahi-
kampjuni subadulti kollha tin2amm biex j igi之 gurat li d-data tal-punti ta' trier kollha tkun 

 

tista' ti女i relatata mas-sess女 enetiku ta' kull huta individwahi. 

 

Gimghat tat-Test 13-14 (F1) 

 

L-esponiment ikompli hekk kif il-pari ta' tghammir ta' subadulti ji2viluppaw f adulti. Fil-
Jur 98 tat-Test (igi丘eri 1-jur qabel ma jinbeda l-bir tal-bajd), il-bajd jitnehha kemm mill-

akkwarji kif ukoll min-nisa. 

 

vvalutat 

 

jigi 

 

Gimghat tat-Test 15-17 (Fl) 

 

Il-bajd riprodott jingbar ta' kuljum ghal 21 jur konsekuttiv f kull replika, u 

 

ghall-fekondita u ghall-fertilit. 
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Gimgha 18 tat-Test (ripetizzjoni tal-Gimgha 4 tat-Test) (Fl u F2) 

 

Fil-Ju 120 tat-Test,l l-bir tal-bajd isir f'kull tank ta' repliki filghodu. Il-bajdmi burji夢 

 

vvalutat u 1-bajd fertilizzat (filamenti mnehhija) minn kull wiehed mill-pani tat-tghammir 

 

jigiraggruppat skift it-trattament, jitqassam b'mod sistematiku fil-kompartimenti ta' 

 

inkubazzjoni tal-bajd b'20 bajda fertilizzata ghal kull inkubatur. L-inkubaturi jistghu 

 

jitqieghdu f"tankijiet inkubaturi" separati stabbiliti ghal kull trattament jew fit-tank ta' 

 

repliki li mat-tifqis se jkun fih il-larva mfaqqsa. Idealment 1-embrijuni j ingabru fjum 

 

wiehed; madankollu, jekk ma jkunx herrn bi22萌ed embrijuni, 1-embrijuni jistgl'iu j i ngabru 

 

fuq jumejn. Jekk j ingabru wara jumejn, 1-embrijuni koliha丘 hdan it-trattamenti li jkunu 

 

nabru fl-ewwel jur j iu raggruppati ma' dawk mibura丘 t-tieni jur. Imbaghad, 1-

embrijuni raggruppati totali ghal kull trattament j iu distribwiti b'mod aleatorju f'kull 

 

wiehed mill-inkubaturi ta' repliki f20 embrijun ghal kull inkubatur. Nota: Jekk trattament 

 

wiehed ikun jehtieg it-tieni jur ta' bir, it-trattamenti kollha (inklui 1-kontrolli) inidu 

 

jsegwu din il-pro亡edura. Jekk wara t-tieni jur tal-bir ikun hemm numri inadegwati ta' 

 

embrijuni丘 hdan trattament biex jitghabbew 20 embrijun ghal kull inkubatur, naqqas in-
nuniru ta' embrijuni mghobbija fi hdan dak it-trattarent s pe亡ifiku ghal 15-il embrijun ghal 

 

kull inkubatur. Jekk ma jkunx herrn bi元eed embrijuni biex jitghabbew 15 ghal kull 

 

inkubatur, naqqas in-numru ta' inkubaturi ta' repliki sakemm ikun herrn bi22萌ed 

 

erbrij uni ghal 15 ghal kull inkubatur. 

 

Fil-Jur 121 tat-Test (jew fil-Jur 122 tat-Test, biex ti2gura li l-F2 bdiet sew), il-pari tat-

tghamrnir tal-Fl jinqatlu bl-ewtanaja uj iu analizzati ghall-punti ta' tmiem tal-adulti. Jekk 

 

ikun herrn b2oni, il-pari tat-tghammir Fl jistghu j in2arnrnu ghal jum!jumejn addizzjonali 

 

biex ter女a' tinbeda l-F2. 

 

Gimghat tat-Test 19-20 (F2) 

 

Jur sa jumejn qabel il-bidu antipat tat-tifqis, waqqafjew naqqas l-agitazzjoni tal-bajd tal-

inkubazzjoni biex thaffef it-tifqis. Jekk it-test jigi terrinat bit-tiestija tat-tifqis tal-F2, kull 

 

jur l-imfaqqsa jinghaddu u jintremew. (L-embrijuni li ma jkunux ghadhom faqqsu wana 

 

2mien twil ta' inkubazzjoni, definit bhala d-doppju tal-jur median tal-kontroll tat-tifqis, 

 

jitqiesu mhux vijabbli). 
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Appendi亡i 10 

 

ANALIZI S TAT1ST1KA 

 

lt-tipi ta' data biologika generata fi-MEOGRT mhumiex uniei ghalih u hlief ghad-data 

 

dwar 1-ptolo前 a,ge w 2 vi1uppti hafna me todo1oiis ttisti6i xierqa biex tigi analizzata 

 

data simili skifti 1-kara#eristki tad-data inklu2i n-normalit&, l-omogenita tal-varjanza, jekk 

 

id-disinn tal-istudju jistax jigi so舘e tt ghall-ittestjar tal-ipote2i jew ghall-anal2i tar-

rigressjoni, ghal testijiet parametriei kontra testijiet mhux parametri'i,e &. Bhala prineipu 

 

genera1i, l-anali2りiet s ttisti亡is u舘eriti j segwu r-rakkomandazzjonijiet tal-OECD ghad -data 

 

dwar 1-ekotossi6iti (OECD 2006) u fil-Figura 2 hi pprovduta flowchart tad-de亡i司oniiet 

 

aha1l-ana1i2i tad-data tal-MEOGRT. 

 

lu supponut li spiss, is-settijiet ta' data jura risponsi monotoni6i. Barra mimi hekk, 

 

ghandha tigi kkunsidrata l-kwistjoni ta' u2u ta' test statistiku b'denb wiehed kontra test 

 

statistiku b'之ewt idnub.Sa kemm ma jkunx berm raguament bij1ogiku li jagbrael test 

 

b'denb wiehed inadatt, hu su蛇erit li j intu2aw testijiet b'denb wiehed. Filwaqt li t-taqsima li 

 

gea tirrakkomanda 6e rti testijiet s tatisti亡i, jekk j iu2v iluppti metodi statisti6i aktar xierqa 

 

u/jew b'sahhithom ghai-applikazzjoni ghad-data speei丘ka generata fi-MEOGRT, dawk it-

testijiet sttisti亡i jintuaw biex jingranaw dawk il-ata蛇i. 

 

Id-data tal-MEhGRT ghandha tigi analizzata b'mod separat ghal kull sess geno tipiku. 

 

Herrn 2 ewg s trteij i biex titi analizzata d-data mill-hut b' sess imdawwar (irgiel XX jew 

 

nisa XY). 1)T i比ensura d-data koliha mimi hut b'sess imdawwar丘 t-test kollu hlief il-

prevalenza tat-tidwir tas-sess f kull replika. 2) Thalli d-data mil-hit kollu b' sess imdawwar 

 

fis-sett ta' data u tanalizza fuq i 1-bai tal-enotip. 

 

Data ta1-istopato1ogua 

 

Id-data ta1-istopato1oija tigi rapportata bhala punte舘i tas-severit& li jigu evalwati bl-u2u 

 

ta' pro亡edura statistika 2 viluppta g dida, Rao-Scott Cocbrane-Armitage by S 1ces 

 

(RSCABS), (Green e t al., 2014). L-agustament Rao-Scott i2omn 1-informazzjoni dwar ir-

replika tat-test;i 1-pro亡edura by彫ices tinkorpora 1-aspettattiva bijologika li l-punte蛇i tas-
severita ghandhom tendeiiza li ji2diedu aktar ma j i2diedu l-kon'entrazzoniiet tat-
trattament. Ghal kull d njo2i, l-e2itu tal-RSCABS j ispe亡i丘ka hiema trattamenti ghandhom 

 

prevalenza oghia tal-ptoloija mill-kontrolli u 1-livell ta' severit& a sso可t. 

 

Data dwar il-fekondita 

 

L-anahi2ijiet ghad-data dwar il-fekonditi jikkonsistu f test ta' tendenza rigressiva ta' 

 

Jonckbeere-Terpstra jew ta' Williams biex jiu determinati 1-effetti tat-trattament, dment li 

 

d-data tkun konsistenti ma' rispons monotonu ghall-kon亡entrazzjoni. B'test ta' tendenza ta' 

 

rigressjoni, kull tqabbil isir fil-liveli ta' sini丘kt ta' 0,05 u ma jsir ebda agustament ghan-
numru ta' paraguni. Id-data hi mistennija tkun konsistenti ma' rispons monotonu ghail-
kon' entrazzoni, i2da din tista' tigi veri丘kta jew bi spezzjoni v i2wali tad-data jew bil-bini 

 

ta' kuntrasti lineari u kwadrati亡i tal-medji tat-trattament wara trasformazzjoni tal-ordni tal-
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kl as si 丘kazzoniiet tad-data.H lief jekk il-kuntrast kwadratiku jkun sinifikanti u 1-kuntrast 

 

lineari ma jkunx sinifikanti, isir it-test ta' tendenza. Inkella, jintu2a t-test ta' Dunnett biex 

 

j iu determinati 1-effetti tat-trattament jekk id-data tigi distribwita b'mod normali b'varjanzi 

 

omog eni. Jekk dawk i r-rekwi2iti ma ji ux issodisfati,j intu2a t-test ta' Dunn b'agustament 

 

ta' Bonferonni-Holm. It-testijiet indikati koliha jsiru b'mod indipendenti minn kwalunkwe 

 

test generali F jew ta' Kruskal-Wallis Aktar dettaiji huma pprovduti f OECD 2006. 

 

Jistghu j intu2aw metodi alternattivi, bhal mudell lineari gene ralizzt b'erruri ta' Poisson 

 

ghall-ghadd tal-bajd (b'ebda transformazzjoni), jekk dawn ikunu statistikament ustifkti 

 

(Cameron u Trividi, 2013). lu rakkomandat parir statistiku j ekk j intua a ppr比 alternattiv. 

 

Ghadd tal-Bajd ta' Kuijum fi hdan Generazzj on! Wabda 

 

Il-mudell ANOVA jinghata b'Y=Zmien*Zmien+Trattament + *Trattament + 

 

Zmien*Trattament + *Zmien*Trattament, b'effetti aleatorji tar-

Replika(Generazzjoni*Trattament), u Zmien*Replika(Trattament), biex ikun jista' jkun 

 

hemm komponenti ta' varjanza mhux indaqs ta2-2ew tipi fisti 1-enerazz onijiet. 

 

Iawnhekk Zmien tirreferi ghall-frekwenza tal-ghadd tal-bajd (e., Jur jew Gimgha). Din hi 

 

a nali2i b'kejlijiet ripetuti, bil-korrelazzjonijiet bein l-osservazzjonijiet fl-istess repliki li 

 

jirrappre2entaw in-natura ta' kejlijiet ripetuti tad-data. 

 

L-effetti ewlenin tat-trattament j iu ttestjati b1-u2u tat-test ta' Dunnett (jew Dunnett-Isu), li 

 

j agusta ghan-numru ta' paraguni. L-agusta enti ghall-effett ewlieni tal-enerazzoni jew 

 

tal-hin huma mehtiega, peress li b'dawn i2-2ewg fatturi, ma herr ebda livell ta' "kontroll" 

 

u kull par ta' livelli hu paragun ta' interess possibbli. Ghal dawn i2-2ewg effetti ewlenin, 

 

jekk it-test-F ghall-effett ewlieni jkun sinifikanti fil-livell 0,05, il-paraguni bein il-pari fil-

livelli ta' dak il-fattur ikunu jistghu j iu ttestjati fil-livell ta' 0,05 minghajr agustament 

 

ulterjuri. 

 

Il-mudell jinkludi interazzjonijiet ta'2 ewg u ta' tiiet fatturi, biex effett ewlieni ghal, 

 

pere之empu, 2 mien, ma jkunx jista' jkun sini丘kanti, anki jekk i2-2mien ikollu impatt 

 

sinifikanti fuq ir-ri2ultati. B 'hekk, jekk interazzjoni ta'之 ewg jew ta' tiiet fatturi li tinvolvi 2 - 

 

mien tkun sinifikanti fil-livell ta' 0,05, wiehed jista'j a&etta 1-paraguni tal-livelli tal-hin 

 

fil-livell ta' sinifikat ta' 0,05 minghajr agustament ulterjuri. 

 

Imbaghad ikun imiss it-testijiet-F ghas-sinifikat tat-trattament fi hdan i2-mien, 1-hekk 

 

imsejha slices丘 t-tabella ta' ANOVA. Jekk, p ere2 empu, is-slice ghat-trattament fi hdan Fl 

 

u 2 -2mien 12, ikun sinifikanti fil-livell ta' 0,05, il-paraguni bein il-pari ghat-trattament fi 

 

hdan Fl u 2 -2mien 12 j istghujiu a比ettati fil-livell ta' 0,05 minghajr agustament ulterjuri. 

 

Japplikaw dikjarazzjonijiet simili ghal testijiet gha-mien fi hdan 1-Fl u t-trattament u 

 

ghall-enerazz oni fi hdan 2 mien u trattament. 

 

Finalment, ghall-paraguni li ma jaqghux taht xi wahda mill-kategoriji msemmija hawn fuq, 

 

il-paraguni ghandhom ikunu agustti bl-u2u tal-agustamenti ta' Bonferroni-loim ghall-

valuri-p. Inforrazzjoni ulterjuri dwar l-anali2iiet tat-tali mudelli tista' tinstab flocking 

 

(1985) u f Iochberg u Tamhane (1987). 

 

564 

 



D060575/02 

 

Inkella, id-data mhux pro亡essata tigi registrata u ppr2entata fir-rapport tal-istudju bhala 1-
fkondita (numru ta' bajd) ghal kull replika ghal kull jur. Ghandha tigi kkalkolata 1-media 

 

tar-repliki tad-data mhux pro亡essata u mbaghad ghandha tigi applikata trasformazzjoni bl-

gherq kwadrat. ANOVA f'direzzjoni wahda dwar il-medji tar-repliki trasformati ghandha 

 

tigi kkalkolata segwita mill-kuntrasti ta' Dunnett. Jista' jkun siewi wkoll li ssir spezzjoni 

 

Vi2wali tad-data dwar l-fkondita ta' kull trattament u/jew replika bi scatterplot li turi d-
data ma2 -2mien. Din tippermetti li ssir valutazzjoni informali tal-effetti poteiizj ali ma-
zmien. 

 

Id-data bijo 1o宮ika 1-ohra koliha 

 

L-ana1i司iet s tatistki huma bba2ti fuq is-suppo2izzoni sottostanti li b1-gha21a tad-do2a 

 

xierqa, id-data tkun monotonika. B'hekk, id-data tigi supponuta monotonika u tigi evalwata 

 

b'mod formali ghall-monotonkdta b 1-u2u ta' kuntrasti lineari u kwadratkd. Jekk id-data tkun 

 

monotonika, hu rakkomandat li jsir test ta' tendenzi tal-medjani tar-repliki ta' Jonckheere-

Terpstra (kif rakkomandat f'OECD 2006). Jekk il-kuntrast kwadratiku jkun si ni丘kanti u 1-
kuntrast lineari ma jkunx, id-data titqies mhux monotonika. 

 

Jekk id-data ma tkunx monotonika, b'mod partikolari minhabba r-rispons imnaqqas tal-

oghla trattament jew tal-oghla 2 ewg trattamenti, ghandha tinghata kunsiderazzjoni lid-
eensura tas-sett ta' data biex l-anal2i ssir minghajr dawk it-trattamenti. Din id-de亡i司oni 

 

jkollha ssir b'udizzju professionali u bid-data disponibbli koilha,s pe可alment id-data li 

 

tindika tossi亡it?t ea ra f'dawk il-livelli ta' trattament. 

 

Ghall-pi2 u ghat-tul, ma hi rakkomandata ebda trasformazzjoni ghalkemm din kultant tista' 

 

tkun ne6essara. Madankollu, trasformazzjoni tal-log hi rakkomandata ghad-data dwar il-

vitellogenina; trasformazzjoni bl-gherq kwadrat hi rakkomandata ghad-data dwar 1-ssC 

 

(papilli tal-pinen anali); trasformazzjoni bl-gherq kwadrat arcsine hi rakkomandata ghad-
data dwar it-tifqis ta' proporzjon, ghas-sopravivenza per亡entwali, ghall-proporzjon tas-sess, 

 

u ghall-per&ntwal tal-bajd fertili. I之-mien sat-tifqis u 2 -2mien sal-ewwel riproduzzjoni 

 

ghandhom j iu trattati bhala data ta2-2mien sa avveniment, bl-embrijuni individwali li ma 

 

jfaqqsux fil-perjodu definit jew bir-repliki li qatt ma jirriprodu亡u li jiu trattati bhala data 

 

"right-censored". I2 -2mien sat-tifqis ghandu j igi kkalkolat mill-jur median tat-tifqis ta' kull 

 

replika. Dawn il-punti ta' trier ghandhom jiu analizzati bl-uu tal-mudell ta' periklu 

 

proporzjonali ta' Cox b'effetti rhaita. 

 

Id-data bijologika minn kampjuni ta' adulti jkollha kejl wiehed ghal kull replika,j igi丘eri, 

 

jkun herrn huta XX wahda u huta XY wahda ghal kull akkwarju tar-repliki. Ghaldaqstant, 

 

bu rakkomandat li ssir ANOVA friezzjoni wahda fuq il-medji tar-repliki. Jekk jiu 

 

ssodisfati s-suppo2izzonijiet tal-ANOVA (normalita u omogenita tal-varjanza kif valutati 

 

fuq ir-residwi tal-ANO VA bit-test ta'S ap iro-Wilks u bit-test ta' Levene, rispettivament), il-
kuntrasti ta' Dunnett ghandhom jintu之aw biex jiu determinati trattamenti li kienu differenti 

 

mill-kontroll. Min-naha 1-obra, jekk is-suppo2izzjonjiet tal-ANOVA ra jigux issodisfati, 

 

ghandu jsir test ta' Dunn biex jigi determinat hiema trattamenti kienu differenti mill-kontroll. 

 

Hi rakkomandata pro6edura simili ghal data li tkun丘 l-forma ta' per6entwali (fertilita, tifqis 

 

u sopravivenza). 
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Id-data biologika mimi kampjuni ta' subadulti ghandha mimi kej! sa tmien kejlijiet ghal 

 

kull replika,jigi fieri, jista' jkun herrn nurru varjabbli ta' individwi li jikkontribwixu ghal!-
media ta' repliki ghal kull sess ge notipiku. Ghaldaqstant, hu rakkomandat li j intu2a mude!! 

 

tal-ANOVA b'effetti mhallta segwit minn kuntrasti ta' Dunnett, jekk ji u ssodisfati s-

suppo2izzjonijiet dwar i n-norma1ita u l-omogenit& tal-varjatiza (fuq ir-residwi tal-ANOVA 

 

b'effetti mhallta). Jekk is -suppo2izz oniiet tal-ANOVA ma ji ux issodisfati, ghandu jsir 

 

test ta' Dunn biex j igi determinat hiema trattamenti kienu differenti mill-kontroll. 

 

Figura 2: Flow chart ghll-pr元edur s ttitki rakkomandati ghll-anali之i tad-data tal-MEOGRT. 
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C.53 L-ASSAGG TAT-TKABBIR U TAL-IZVILUPP TA L-ANFIBJI LARVAL! (LADGA) 

 

INTRODUZZIONI 

 

1. Dan il-metodu ta' ttestjar hu ekwivalenti ghal-linja gwida tat-test 241 (2015) tal-OECD. Ilー 

 

htiega ta'2 vilupp u ta' validazzjoni ta' assa舘 li kapa亡i jidentifika u jikkaratterizza 1-

konsegwenzi avversi tal-esponiment ghal sustanzi kimi6i tossi亡i fi-anfibjig萌a mit-thassib 

 

li 1-livelli ambientali tas-sustanzi kimi亡i jistghu j ikkagunaw effetti avversi kemm fuq il-

bniedem kif ukill fiaq l-organi2mi se lva舘i. 11-linja gwida tat-test tal-OECD tal-Assa舘 tat-

Tkabbir u tal-kvilupp tal-Anfibji Larvali (LAGDA) tiddeskrivi test tt-tssi6ita bi s pe'i 

 

a n丘ba li jqis it-tkabbir u l-ivilupp mill-fertilizzazzjoni sal-perjodu bikri meta 1-hut ikun 

 

ghadu 2 ghir. lu assa舘 (tipikament ta' 16-il g imgha) li jivvaluta l-i之vilupp bikri, il-

metamorfosi, is-sopravivenza, it-tkabbir u l-maturazzj oni riproduttiva parzj ali. Jippermetti 

 

wkoll il-keji ta' sensiela ta' punti ta' tmiern ohra li jippermetti li ssir evalwazzjoni 

 

djanjostika ta' sustanzi kimi亡i interferenti endokrinali (EDCs) suspettati jew ta' tipi ohra 

 

ta' tossikanti gha1l-i之vilupp u ghar-riproduzzjoni. Il-metodu deskritt f'dan il-metodu ta' 

 

ttestjar hu derivat mill-hidra ta' validazzjoni fuq i2-2ring Afrikan bil-qawqba (Xenopus 

 

laevis) mill-U.S. Environmental Protection Agency (U.s. EPA) b'hidma ta' sostenn 丘 l-

Gappun (1). Ghalkemm l-ispe亡i anfibia tista' tigi adattata ghal protokoll tat-test tat-tkabbir 

 

u tal-i2vilupp bu-hula li jiddetermina s-sess g enetiku li hi komponent importanti, il-metodi 

 

spe亡ifei u 1-punti ta' tmiem osservazzjonali spiegati f'dan il-metodu ta' ttestjar huma 

 

a iDlikbbli ahaルXとnoDuslaevis biss. 

 

2. 11-LAGDA jservi bhala test ta' livell oghla b'anfibju gha11-bir ta' informazzjoni aktar 

 

komprensiva dwar ir-rispons gha1l-kon亡entrazzjoni dwar 1-effetti avversi xierqa ghall-uu 

 

fl-identifikazzjoni u fil-karatterizzazzj oni tal-perikli, u f'valutazzj ini tar-riskju e kologiku. 

 

L-assa蛇 joqghod fil-Livell 4 tal-Qafas K un6ettwali tal-OECD ghall-Ittestjar u ghali-

Valutazzjoni tal-Interferenti Endokrinali, fein l-assagi in vivo jipprovdi data dwar 1-effetti 

 

avversi fuq il-punti ta' trier endokrinali rilevanti (2). Id-disinn generali tal-esperiment 

 

jinvolvi 1-esponiment tal-embrijuni ta' X. laevis fi-istadju 8-10 ta' Nieuwkoop u Faber 

 

(NF) (3) ghal minimu ta' erba' kon亡entrazzj onijiet differenti tas-sustanza kimika tat-test 

 

(eneralment imqassma f intervalli mhux anqas minn nofs logaritmi亡i) u kontroll(i) sa 10 

 

g imghat wara 2 -2mien medi an sal-istadju 62 tal-NF fil-kontroll, b' subkampjun interim 

 

wiehed fl-istadju 62 tal-NF (S 45 wara l-fertilizzazzjoni; normalment madwar 45 jur 

 

(dpi). Herr erba' repliki f kull kon6entrazzjoni tat-test bi tmien repliki ghall-kontroll. Ilー 

 

punti ta' trier evalwati matul 1-esponiment (fls-subkampjun interim u fil-kampjun finali 

 

mat-tlestija tat-test) jinkludu dawk indikattivi ta' tossi亡it& g eneralizzata: il -mottalita, 1-

imgiba anormali, u d-determinazzjonijiet tat-tkabbir (it-tul u l-pi2) kif ukoll il-punti ta' 

 

tmiem imfassla biex jikkaratterizzaw modalitajiet ta' azzjoni s pe亡if亡i dwar it-tossi亡it& 
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endokrlnali mmirati 1ejn il-processi tizjologlcl mediati bi-estrogenu, bi-androgenuJ ew bit-

tiroide. Il-metodu jixhet enfasi primaria fuq 1-effetti potenziali rilevanti ghall-popolazzjoni 

 

Uigi丘eri 1-impatti avversi fuq is-sopravivenza, 1-i2vilupp, it-tkabbir u 1-i2vilupp 

 

riproduttiv) ghall-kalkolu ta' Ko n亡entrazzoni Bla Effett Osservat (NOEC) jew 

 

Koneentrazzoni b'Effett li tikkaw2a tibdil ta' x % (Ecx) 0-punt ta' tmiem imkejjel. 

 

Ghalkemm ta' min jinnota li l-appro比i tal-ECx rarament ikunu xierqa ghal studji kbar ta' 

 

dan it-tip fein i2-2ieda tan-numru tal-kon亡entrazzoniiet tat-test biex tkun tista' tii 

 

determinata 1-ECx mixtieqa tista' tkun imprattika. Ta' min jinnota li 1-metodu ma jkoprix 

 

l-fa2i riproduttiva n丘sha. Id-definizzjonijiet u2ati f'dan il-metodu ta' ttestjar jinghataw fl-

Appendiei 1. 

 

KUNSIDERAZ7,I0NIJIET INIZIALI U LIM1TAZ7'I0NIJIET 

 

3. Minhabba n-numru limitat ta' sustanzi kimi6i ttestjati u ta' laboratorji involuti fil-

validazzjoni ta' dan l-assa舘 kemxejn kumpless,s pe可a1ment minhabba li r-riproduibbilta 

 

interlaboratorja mhix dokumentata b' data sperimentali s'issa, hu a ntieipat li la jkun herrn 

 

numru suff可enti ta' studji disponibbli biex j igi 2 gurt 1-impatt ta' dan id-disinn il-did tal-

istudju, il-linja gwida tat-test 241 tal-OECD se titi rie2aminata u, jekk ikun herrn b2onn, 

 

riveduta, fld-dawl tal-esperienza miksuba. Il-LAGDA hu a ssa蛇 importanti biex jiu 

 

indirizzati 1-kontributuri importanti ghat-tnaqqis fll-popolazzj ini a nbj a bl-evalwazzj oni 

 

tal-effetti mill-esponiment ghal sustanzi kimi6i matul 1-istadju larvali sensittiv, fein 1-effetti 

 

fuq is-sopravivenza u l-i2vi1upp, inklu2 l-i2vi1upp normali tal-organi riproduttivi, jistghu 

 

j affettwaw il-popolazzj onu jet b 'mod avvers. 

 

4. It-test hu mfassal biex jindividwa effett(i) api亡i li j irri2ultaw kerr minn m ekkani2mi 

 

endokrinali kif ukoll minn dawk mhux endokrinali, u jinkludi punti ta' trier djanjostki li 

 

huma parzjalment spe亡ifi亡i ghal modalitajiet endokrinali ewlenin. Ta' min jinnota h 

 

sakemm g ie之 viluppat il-LAGDA, ma kien je之 isti ebda a ssa蛇 validat li jservi din il-

funzioni ghall-anflbj i. 

 

5. Qabel ma jinbeda 1-assa蛇, importanti li wiehed ikollu informazzjoni dwar il-proprjetajiet 

 

fi2ikokimi6i tas-sustanza kimika tat-test, b 'mod partikolari biex ikunu j istghu ji u prodotti 

 

soluzzjonijiet kimi6i stabbli. lu ne6essarju wkoll li jkun herrn metodu analitiku sensittiv 

 

b 'mod adegwat ghall-veriflka tal-kon亡entrazzjonij jet tas-sustanza kimika tat-test. Fuq 

 

durata ta' bein wiehed u iehor 16-il g imgha, l-assa舘 j ehtieg numru totali ta' 480 annimal, 

 

j igi丘eri embrijuni X. laevis (jew 640 embrijun, jekk jintu2a kontroll b'solvent) biex titi 

 

2 gurata sahha s ufjenti tat-test ghall-evalwazzjorn tal-punti ta' tmiem rilevanti ghali-

popolazzj oni bhat-tkabbir, 1-i2vilupp u l-rnaturazzjoni riproduttiva. 

 

6. Qabel 1-uu tal-metodu ta' ttestjar ghall-ittestjar regolatorju ta' tahlita, ghandu j ii 

 

kkunsidrat iekk hux se iivDrovdi ri2u1tati a比ettbbli g hall-iski, rego1atoriu mahsub. Barra 
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minn hekk, dan 1-assa舘 ma jevaiwax il-fekondit& direttament, u allura jaf ma jkun 

 

applikabbli gha1l-u2u fi stadju aktar avvanzat mil-Livell 4 tal-QafasK un亡ettwali tal-OECD 

 

ghall-Ittestj ar u ghall-Valutazzj ini tal-Interferenti Endokrinali. 

 

XENT1llKA GIALL-METODU TA'TTEST IAR 

 

7.Ha fna mill-fehim kurrenti taghha dwar i l-bりolo前a anfibia nkiseb b1-u2u tal-ispe6i mudell 

 

tal-laboratorju X laevis. Din l-ispe6i tista' tigi kolturata bhala rutina fil-laboratorju, 1-

ovulazzjoni tista' tigi indotta bl-u2u ta' gonadotropina korjonika umana (hCG) u 1-

istokkijiet tal-annimali huma disponibbli minnufih minghand nissiela kummer可ali. 

 

8. Bhall-vertebrati kollha, ir-riproduzzjoni fi-anfibji hi taht il-kontroll tal-assi ipotalamiku 

 

pitwitarju gonadali (HPG) (4). L-estrogeni u l-androgeni huma medjaturi ta' din is-sistema 

 

endokrinali, u j idderieu l-i2vilupp u l-f司0logia ta' tessuti sesswalment dimorfei. Herrn 

 

tliet faiiet distinti fi'-'ik1u tal-hajja tal-anfibji meta dan 1-ass ikun partikolarment attiv: 

 

(1) differenzazzjoni gonadali matul l-ivi1upp tal-larva, (2) l-i2vi1upp ta' karatteristi6i 

 

sesswali sekondarji u maturazzjoni gonadali matul i l-fa2i li fiha 1-anfibji jkunu ghandhom 

 

qed jikbm u (3) ir-riproduzzjoni funzjonali tal-adulti. Kull wahda minn dawn it-tliet twieqi 

 

tal-i2vilupp aktarx li tkun suxxettibbli ghal perturbazzjoni endokrinali minn亡 erti sustanzi 

 

kimi亡i bhal estrogeni u androgeni, u frnalment twassal ghal tel丘en ta1-idoneitt riproduttiva 

 

mill-rgani2rni. 

 

9. Il-gonadi jibdew bl-i2vilupp fl-istadju 43 tal-NF, meta j i之viluppa x-xifer g ental 

 

bipotenzjali ghall-ewwel darba. Id-differenzazzjoni tal-gonadi tibda fl-istadju 52 tal-NF 

 

meta 6 -eelloli germinali primordjali jimigraw flt-tessut medullari (irgiel) jew jibqghu fir-

re剖un kortikali (nisa) tal-gonadi tal-i2vilupp (3). Dan il-pro'ess ta' differenzazzjoni 

 

sesswali tal-gonadi g ie rrapportat ghall-ewwel darba bhala suxxettibbli ghal alterazzjoi 

 

kimika f'Xenopus fil-hamsinijiet (5) (6). L-esponiment tal-imrie2eb ghall-estradjol matul 

 

dan il-perjodu ta' differenzazzjoni gonadali j irri2ulta f'tibdil tas-sess tal-irgiel li, meta jsiru 

 

adulti, isiru nisa kompletament funzionali (7) (8). It-tibdil tas-sess funzjonali tan-nisa 

 

f'irgiel hu possibbli wkoll u g ie rapportat wara l-impjantazzjoni tat-tessut tat-testikoli fl-

i mrie2eb (9). Madankollu, ghalkemm 1-esponiment ghal inibitur tal-aromta2i j ikkaw加 

 

tidwir tas-sess funzjonali wkoll f'X tropicalis (10), dan ma ntweriex li jsehh f'X laevis. 

 

S torikament, 1-effetti tossi6i fuq id-differenzazzj ini gonadali ge w ivvalutati b 'e2ami 

 

is tologiku tal-gonadi fil-metamorfosi u t-tibdil tas-sess seta'j igi determinat b'anali2i tal-

proporzjonijiet tas-sess biss.Sa flit ta2-2mien ilu, ma kien herrn ebda rnezz biex j ii 

 

determinat b 'rod dirett is-sess g enetiku ta' Xmps. Madankollu, stabbilirent ridenti ta' 

 

markaturi marbuta mas-sess fX laevis jaghmilha possibbli li j igi determinat is-sess 

 

女 enetiku u iiiiermetti g hall-identifikazzioni diretta ta' annimali li ibiddlu s-sess (1 1). 

 

569 

 



D060575102 

 

10. Fl-lrgie1, l-i2vi1upp tal-hut li jkun ghadu qed jikber ji ppro'edi hekk kif il-livelli ta' 

 

testosteron 丘 d-demm j i2diedu b 'mod korrispondenti ghal1-i2vilupp ta' karatteristi6i 

 

sesswali sekondarji kif ukoll ghal1-i2vilupp tat-testikoli. Fin-nisa, 1-estradjol jigi prodott 

 

mill-OVari u j irri2ulta fid-dehra tal-vitellogenina (VTG)丘 l-pla2ma, f'ooeiti vitellogenii 

 

fl-ovarju u fl-i2vilupp ta' ovidotti (12). L-ovidotti huma karatteristi亡i sesswali sekondarji 

 

tan-nisa li jiffunzjonaw fll-maturazzjoni tal-oo亡iti matul ir-riproduzzjoni. Il-kisjiet tal-geli 

 

j igu applikati man-naha ta' barra tal-oo6iti hekk kif jghaddu mil-ovidott u j ingabru丘 l-

bora tal-ovarju, lesti ghall-fertilizzazzjoni. L-i2vi1upp tal-ovidotti jidher li hu regolat mill-

estrogeni hekk kif l-i2vilupp jikkorrelata mal-livelli ta' estradjol fid-demm f'X laevis (13) 

 

u f'X tropicalis (12). Gie rrapportat 1-i2vilupp ta' ovidotti 且 -irgiel wara 1-esponiment ghal 

 

komDosti tal-polikiorobifenili (14) u g hal 4-terz-ottilfnol (15). 

 

TAT-TEsT 

 

11. Id-disinn tat-test jinvolvi 1-esponiment tal-embrijuni ta' X laevis fl-istadju 8-10 tal-NF 

 

permezz tar-rotta mal-ilma ghal erba' kon e entrazzoniiet differenti tas-sustanza kimika tat-

test kif ukoll ghall-kontroll(i) sa 10 g imght wara 2 -2mien median sal-istadju 62 tal-NF fil-

kontroll, b'subkampjun interim wiehed fi-istadju 62 tal-NF. Filwaqt li jista' jkun possibbli 

 

wkoll li sustanzi kimi亡i ferm i drofbi亡i jinghataw mal-ghalf, s'issa ftit li xejn kien herrn 

 

esperienza bl-u2u ta' din ir-rotta ta' esponiment f'dan 1-assa舘. Herrn erba' repliki f'kull 

 

kon亡entrazzoni tat-test bi tmien repliki ghal kull kontroll u2at. Il-punti ta' tmiem evaiwati 

 

matul 1-esponiment jinkludu dawk li jindikaw tossi亡ita g eneralizzata (igiferi 1-mortalit&, 1-

imgi ba anormali u d-determinazzjonijiet tat-tkabbir (tul u pi2)), kif ukoll il-punti ta' tmiem 

 

imfassla biex jikkaratterizzaw modalitajiet ta' azzjoni s pe亡if亡i tat-tossi亡itt endokrinali 

 

mmirati lejn proeessi f司ologiei mediati b1-estrogenu, b1-androgenu jew bit-tiroide 

 

Uigi丘eri istopato1ogia tat-tirojde, istopato1ogia tal-gonadi u tal-kanal tal-gonadi, 2v ilupp 

 

anormali, v ite11ogenina tal-plama (fakultattiva), u proporzjonij jet tas -sess 

 

g enotipiku/fenotipiku). 

 

KRITERI TA' VALIDITA TAT-TEsT 

 

ghall-validit& tat-test: 

 

g司］in 

 

12. Japplikaw il-kriterji li 

 

I1-koneentrazzoni tal-ossigenu dissolt ghandha tkun ? 40 % tal-valur tas-saturazzjoni tal-

arja matul it-test; 

 

It-temperatura tal-ilma ghandha tkun fil-medda ta' 21士 i oc u d-differenzj ali bein ir-

repliki u bein it-trattamenti ma ghandhomx jaqb2u 1-1,0。 c; 

 

Il-pH tas-soluzzjoni tat-test ghandha tin2arm bein 6,5 u 8,5, u d-differenzjali bein ir-

repliki u bein it-trattamenti ma ghandhiex taqbe2 if-0,5; 
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Ghandha tkun disponibbli evidenza li turi li i-kn亡entrazz oniiet tas-sustanza kimika tat-

test fis-soluzzjoni jkunu n2ammu b'mod so disfa亡enti丘 hdan + 20 % tal-valuri medji 

 

mk叩a; 

 

Il-mortalit& tul il-perjodu ta' esponiment ghandha tkun ta' 'Z 20 % f'kull replika丘 l-

kontrolli; 

 

vibbilta ta' ? 70 %丘s -su舘etti riprodotti magh2ula biex jinbeda 1-istudju; 

 

k-2mien median ghall-istadju 62 tal-NF tai-kontrolli ghandu jkun ta'S 45 jur. 

 

Il-pi2 medju tal-orgai2mi tat-test fl-istadju 62 tal-NF u丘 t-terinazzoni tal-assa舘丘 l-

kontrolli u fil-kontrolli b'solvent (jekk u2ti) ghandujilhaq il-1,0士 0,2 u 11,5士 3 g, 

 

rispettivament. 

 

13. Filwaqt li mhuwiex kriterju ta'V alidita, hu rakkomandat li jkun herrn disponibbli ghali-
anaii2i tal-anqas tliet livelli ta' trattament bi tliet repliki mhux kompromessi.M ortalit? 

 

e&essiva, li tikkomprometti trattament, hi de丘nita bhala > 4 mortalitajiet (> 20 %) f2 

 

repliki jew aktar li ma jistghux j igu spiegati minn errur tekniku. Tal-anqas tliet livelli ta' 

 

trattament minghajr tossi'ita 6 ara ovvia ghandhom ikunu disponibbii ghall-anali2i. S in ali 

 

ta' tossi亡ita 亡 ara jistghu jiiikludu, i2da mhumiex limitati ghal, 2 amma丘 l-wi66, tluq丘 l-

qiegh tat-tank, ghawm invertit jew irregolari, nuqqas ta' attivit?t ta' tlugh丘 l -wi比, u nuqqas 

 

ta' rispons ghal stimoli, anormalitaj jet morflogi亡i (ei. deformitaj jet fi-estremitajiet), 

 

lejonijiet e morragi', u edema addominali. 

 

14. F'ka之 ta' devjazzjoni mill-kriterji ta'v aliditi tat-test, ghandhom j igu kkunsidrati 1-

konsegwenzi b'rabta mal-afidbbiit& tar-ri2ultati tat-test u dawn id-devjazzjonijiet u 1-

kunsiderazzj onij jet ghandhom j igu inklu2i fir-rapport tat-test. 

 

DESIくRIZZIONI TAL-METODI 

 

Apparat 

 

15. Taghrnir normali tal-laboratorju u spe可alment dan ii j: 

 

(a) apparat ghall-kontroll tat-temperatura (ef., hiters jew berrieda agustabli sa 21 + i 

 

。C)l 

 

(b) termometru; 

 

(c) mikroskopju ta' dissezzjoni binokulari u ghodod tad-dissezzjoni; 

 

(d) kamera digitali b'ri2oluzzjoni minima ta' 4 megapixels u b'mikrofunzjoni (jekk 

 

m ehtiega); 

 

(e) mi2ien analitiku li kapaei jkejjel sa 0,001 mgjew i tg; 

 

(f) apparat li jkejjel i-ossigenu dissolt u apparat ii jkejjel ii-pH; 
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(g) apparat li jkejjel 1-intensitt tad-dawl li kapa亡i jkejjel f'unitajiet lux; 

 

L-ilma 

 

&r u kwalitd 

 

16. Jista' ji ntu2a kwalukwe ilma ta' dilwizzjoni li jkun disponibbli lokalment (e2. ilma tan-

nixxiegha jew ilma tal-vit iffiltrat bil-faham) u jippermetti tkabbir u 2 vilupp normali ta' X. 

 

laevis, u ghandha tkun disponibbli evidenza ta' tkabbir normali f'dan 1-ilma. Peress li 1-

kwalit& tal-ilma lokali tista' tvarja b'mod sostanziali bein之o na u ohra, ghandha tii 

 

analizzata l-kwalitt tal-ilma, b'mod partikolari jekk ma jkunx herrn disponibbli data 

 

storika dwar l-uu tal-ilma ghat-trobbija tal-larva tal-anfibji. Il-keji tal-metalli tqal (e之. Cu, 

 

Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), 1-animi u 1-katjoni kbar (e之. Ca2, 1g2+, Na+, K, C1,s 042), il-

pesti亡idi, il-karbonju organiku totali u s -solidi s 0spi2i ghandu jsir qabel ma jibda l-ittestjar 

 

u/jew, pere之empu, kull sitt xhur meta 1-ilma tad-dilwizzjoni jkun maghruf li jkun 

 

relattivament kostanti fil-kwalit. Certi karatteristiei kimi亡i tal-ilma ta' dilwizzjoni 

 

a比 ettbbli huma elenkati -Appendi6i 2. 

 

Konden trzグoni taプidarルilma tat-test 

 

17. Biex il-glandola tat-tirojde tissintetizza 1-ormoni tat-tirojde biex issostni 1-metamorfosi 

 

normali, inid jitqieghed ghad-dispo2izzoni bi之2ejed jodur ghal-larva perrnezz ta' tahlita 

 

ta' sorsi milwiema u djeteti亡i. Bhalissa, ma herrn ebda linja gwida derivata empirikament 

 

ghall-koneentrazz oniiet minimi tal-jodur fl-ike! jew fi-ilma biex jigi 2 gurat2 vilupp 

 

xieraq. Madankollu, id-disponibbilt& tal-i odur tista' taffettwa r-risponsivit& tas-sistema tat-

tiroide gIrl agenti attivi fit-tirojde u hi maghrufa li timmodula l-attivita tal-ba2i tal-

glandola tat-tirojde, u jisthoqqilha attenziOni meta jiu interpretati r-ri2ultati mill-

is topatologia tat-tirojde. Fuq il-ba2i tal-hidra pre亡edenti, intwera li l-assa蛇 irnexxa meta 

 

l-kon亡entrazzj oniiet tal-jodur (I) fi-ilma ta' dilwizzjoni jvarjaw bein 0,5 u 10 ig/l. 

 

Idealment, il-kon6entrazzoni minima tal-jodur fi-ilma ta' dilwizzjoni matul it-test ghandha 

 

tkun ta' 0,5 ig/l (mijud bhala melh tas-sodju jew tal-potassju). Jekk 1-ilma tat-test jii 

 

rikostitwit minn ilma dejonizzat, il-jodju ghandu ji2died b'kon6entrazzoni minima ta' 0,5 

 

ig/l. Il-kon 6e ntrazzjonijiet inikejla tal-jodur mill-ilma tat-test Uigi丘eri 1-ilma ta' 

 

dilwizzjoni) u s-supplimentazzjoni tal-ilma tat-test ma' jodju jew ma' mluh ohra (jekk 

 

j i ntu aw) ghandhom jiu rapportati. Il-kontenut ta' jodju jista' jitkejjel fi-ikel ukoll 

 

minbarra fI-ilma tat-test. 

 

Sistema ta' esponiment 

 

18. It-test g ie 2 viluppat bl-u2u ta' sistema dilwitur bi fluss kontinwu. Il-komponenti tas-

sistema ghandu jkollhom komponenti li imissu mal-ilma tal-hgieg, tal-azzar inossidabbli 

 

u/jew ta' materiali kimikarnent inerti obra. It-tankijiet ta' esponiment ghandhorn ikunu 
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akkwarji ta1-hgieg jew tal-azzar inossidabbli u 1-volum utilizzabbli tat-tank ghandu jkun 

 

bein 4,0 u 10,0 1 (fond minimu tal-ilma ta' 10 sa 15-il cm). Is-sistema ghandha tkun tiflah 

 

ghall-kon亡entrazz onij jet tal-esponiment kollha, ghal kontroll, u ghal kontroll b'solvent, 

 

j ekk ikun hemm b2onn, b 'erba' repliki ghal kull trattament u tmienj a丘 l -kontrolli. Ir-rata 

 

tal-fluss ghal kull tank ghandha tkun kostanti wara li jinghata kont kemm li2-2amma tal-

kundizzjonijiet biologi亡i kif ukoll lill-esponiment kimiku. lu rakkomandat li r-rati tal-

fluss ghandhom ikunu xierqa (et. tal-anqas 5 tibdiliet tat-tank kuijum) biex j igi evitat 

 

tnaqqis 丘 l-kon亡entrazzoni ta' sustanza kimika minhabba m etaboli2mu kemm mill-

organi2mi tat-test kif ukoll ml1l-mikroorgani2mi akwti fl-akkwarji jew fir-rotot bjotk 

 

ta' degradazzjoni (idroli2i, fotoli2i) jew dissipazzjoni (volatilizzazzjoni, sorbiment). It-

tankijiet tat-trattament ghandhom j iu assenjati ghal gharrieda ghal po2izzoni fis-sistema 

 

ta' esponiment biex jitnaqqsu 1-effetti po2izzjonali potenziali,i nk1u之i 6a q1iqiet之 ghar丘 t-

temperatura, l-intensit& tad-dawl,e &. Aktar informazzjoni dwar kifj igu stabbiliti sistemi 

 

ta' esponiment bi fluss kontinwu tista' tiiikiseb mill-Gwida S tandard tal-ASTM ghat-

Twettiq ta' Testijiet tt-Tossi6it?t Akuta fuq Materiali tat-Test b'Iut, b'Makroinvertebrati, 

 

u b'Anfibji (16). 

 

Twassil tas-sustanza kimika: thejjija tas-soiuzzjonijiet tat-test 

 

19. Biex isiru s-soluzzjonijiet tat-test fis-sistema ta' esponiment, is-soluzzjoni ewlenija tas-

sustanza kimika tat-test ghandha tigi do2ata fis-sistema ta' esponiment b'pompa xierqajew 

 

b'apparat iehor. Ir-rata ta' fluss tas-soluzzjoni ewlenija ghandha tigi kalibrata skift 

 

konferma analitika tas-soluzzjonijiet tat-test qabel it-tnedija tal-esponiment, u ti魯 

 

verifikata volumetrikament kull亡e rtu之 mien matul it-test. Il-volum tas-soluzzjoni tat-test 

 

f'kull kompartiment ghandu j i詰edded tal-anqas hares darbiet kull jur. 

 

20. Il-metodu u2t biex is-sustanza kimika tat-test tiddahhal fis-sistema jista' jvarja skont il-

proprjetajiet 丘2 ikokimi亡i taghha. Ghaldaqstant, qabel it-test ghandha tinkiseb 

 

informazzjoni ba2i dwar is-sustanza kimika li tkun rilevanti ghad-determinazzjoni tat-

testabbilta taghha. Informazzjoni utli dwar il-proprjetajiet spe6i丘亡i ghas-sustaiiza kimika 

 

tat-test tinkludi 1-formula strutturali,1 1-pi2 molekulari, il-purit&, 1-istabbilt& fi-ilma u fid-

dawl,i l-pKa u l-K~w, is-solubbilt& fi-ilma (idealment fil-medium tat-test) u 1-pressioni tal-

fwar kif ukoll ir-ri2ultati ta' test ghal bijodegradabbilta immediata (metodu ta' ttestjarC .4 

 

(17) jewC .29 (18)). Is-solubilta u 1-pressioni tal-fwar jistghu j intu2aw biex jikkalkolaw 

 

il-kostant ta1-ligi ta' lenry, li se jindika jekk it-telf minhabba l-evaporazzjoni tas-sustanza 

 

kimika tat-test jistax isehh. It-twettiq ta' dan it-test minghajr l-informazzjoni elenkata 

 

hawn fuq ghandu j igi kkunsidrat bir-reqqa peress li d-disinn tal-istudju se jkun jiddependi 

 

mill-proprj etajiet丘2i kokimi亡i tas-sustanza kimika tat-test u, minghajr dawn i r-ri2u1tti tat-

test ghad-data jaf ikun difi6li li jigi interpretat jew ikun insinifikanti. Ghandu jkun herr 

 

metodu analitiku affidabbli disponibbli ghall-kwantifikazzjoni tas-sustanza kimika tat-test 

 

fis-soluzzionijiet tat-test. b'akkuratezza maghruf u raD1ortta kif ukoll b'limitu ta' 
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detezzjoni.S ustanzi kimi'i tat-test solubbli fi-ilma jistghu j igu dissolti f'alikwoti tal-ilma 

 

ta' dilwizzj ini f kon6entrazz ini li tippermetti t-twassil bi1-kon亡entrazz ini tat-test fil-mira 

 

f'sistema bi fluss kontinwu.S ustanzi kimi6i li huma likwidi jew solidi f'temperatura 

 

ambejntali u moderatament solubbli fi-ilma jistghu jkunu je htieu saturaturi 

 

likwidu:likwidu jew likwidu:solidu (et. koloma tas-suf ta-hgieg) (19). Filwaqt li jista' 

 

jkun possibbli wkoll li sustanzi kimi'i tat-test idrofbi6i hafna jinghataw mal-ghalf, ftit li 

 

xejn kien berm esperienza bl-u2u ta' dik ir-rotta ta' esponiment f'dan l-assa舘. 

 

21. Is-soluzzjonijiet tat-test ta1-koneentrazz onijiet magh之ula jithejjew bili tigi diiwita 

 

soluzzj ini ewlenij a. Is-soluzzj ini ewlenij a preferibbilment ghandha tithejj a bulhi 

 

semphi6iment tithallat jew tithawwad is-sustaiiza kimika tat-test fi-ilma ta' dilwizzjoni 

 

b 'mezzi mekkani亡i (ef. bit-thawwid jew bl-ultrasonikazzjoni). Jistghu j intu2aw 

 

kolonni/sistemi ta' saturazzjoni jew metodi ta' do2a蛇 passiv (20) biex tinkiseb soluzzjoni 

 

ewlenija kkon亡entrta kif xieraq. Il-preferenza hi li tintu2a sistema tat-test hielsa minn 

 

kosolvent; madankollu, sustanzi kimiei tat-test differenti ser ikolihom proprjetajiet 

 

fi2ikokimi'i varji li aktarx li jkunu je htieu appro比i differenti ghat-thejjija tal-ilma tal-

esponiment tas-sustanza kimika. Ghandu jittiehed kull sforz biex jiu evitati solventi jew 

 

trasportaturi ghaliex: (1) 'erti solventi nfushom jistghu jirri2u1taw f'tossi6itt u/jew 

 

f'risponsi mhux mixtieqa jew mhux mistennija, (2) 1-ittestjar ta' sustanzi kimi亡i f'livell 

 

oghia mis-so1ubbi1tt fi-ilma taghhom (hekk kif spiss jista' jsehh bl-uu tas-solventi) jista' 

 

jirri2ulta f'determinazzjonijiet impre'i2i ta1-kon亡entrazzoniiet effettivi, (3) l-u2u ta' 

 

solventi f'testijiet aktar fit-tul jista'j irri2ulta fi grad sinifikanti ta' "biofilming" a sso可ata 

 

ma' attivit& mikrobika li tista' thalli impatt fuq il-kundizzjonijiet ambejntahi kif ukoll fuq 

 

il-hila li jin之ammu l-kon'entrazzoniiet tal-esponiment u (4) 1-assenza ta' data storika li 

 

turi li s-solvent ma jinfiuwenzax 1-e2itu tal-istudju, l-u2u ta' solventi j ehtieg trattament ta' 

 

kontroll b'solvent li ghandu implikazzjonijiet sinifikanti fuq il-benessri tal-annimali peress 

 

li jkunu me htiega annimahi addizzjonahi biex isir it-test. Ghal sustanzi kimki li diffi亡1i 

 

tittestjahom, solvent jista'j intu2a bhala l-ahhar rikors, u ghandu jigi kkonsultat id-

Dokument ta' Gwida tal-OECD dwar l-Ittestjar tat-Tossi亡ita Akkwatika ta'S ustanzi u ta' 

 

Tahhitiet Diff6li (21) biex jigi determinat 1-ahjar metodu. L-gha21a tas-solvent se titi 

 

determinata mill-proprjetajiet kimi6i tas-sustanza kimika tat-test u mid-disponibbilta ta' 

 

data storika tal-kontroll dwar is-solvent. Fin-nuqqas ta' data storika, 1-adegwatezza ta' 

 

solvent ghandha titi determinata qabel ma jsir 1-istudju definittiv. F'ka2 li 1-u2u ta' solvent 

 

ma jkunx evitabbli, u ssehh ttivita mikrobika (biofilming), hu rakkomandat li jin2amm 

 

rekord/li jigi rapportat dwar il-biofilming ghal kull tank (tal-anqas kull gi mgha) matul it-

test shih. Idealment, il-koneentrazzjoni tas-solvent ghandha tin2amm kostanti fil-kontroll 

 

b 'solvent u fit-trattamenti kollha tat-test. Jekk il-kon6entrazz ini tas-solvent ma tin2ammx 

 

kostanti, ghandha tintu2a l-oghla kon亡entrazzjoni tas-solvent fit-trattament tat-test五 l-

kontroll b'solvent. F 'ka2iiet li fibom j i ntu2a trasportatur tas -solvent, il-kon亡entrazz onijiet 

 

massimi tas-solvent ma ghandhomx ja qb2u l-100 iil/l jew il-100 mg/l (21), u hu 
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rakkomandat li l-kon亡entrazz ini b'solvent tin2amm ghall-anqas livell possibbli (i．三 20 

 

il/1) biex j iu evitati effetti potenzj ali tas-solvent fuq il-punti ta' tmiem imkejla (22). 

 

L-annimali tat-test 

 

助edびjet tat-test 

 

22. L-ispe亡i tat-test hi X. laevis ghaliex din: (1) tigi kolturata bhala rutina f'laboratorji madwar 

 

mer可ali u (3) is-sess g enetiku 

 

id-dinja, (2) tinkiseb fa6ilment minghand fornituri kur 

 

taghha jista'j igi determinat. 

 

Tghammir u indukrar tal-adulti 

 

23. Kura u tghammir xierqa ta' X laevis huma deskritti minn linja gwida standardizzata (23). 

 

L-abitazzjoni u 1-kura ta' X laevis huma deskritti wkoll minn Read (24). Biex jii 

 

pprovokat it-tghammir, thieta sa hares pari nisa u rgiel adulti j iu injettati b'mod 

 

intraperitoneali b'gonadotropina korjonika umana (hCG).E2em plari nisa u rgiel j iu 

 

injettati b'e之., bein wiehed u iehor 800-1000 lU u 500-800 lU, rispettivament, ta' hCG 

 

dissolta f'0,6-0,9 % soluzzjoni salina (jew is-soluzzjoni ta2-2rinijiet ta' Ringer, salina 

 

isotonika 

 

www.hermes.mbl. e du/biologic albulleti!comp endiun/c omp -RGR.html ). Il-volumi tal-

injezzjoni ghandhom ikunu madwar i1/g pi2 tal-isem (~l000 til). Wara, il-pari ghat-

tghammir jin之ammu f'tankijiet kbar, mhux disturbati u f'kundizzjonijiet s tatiei biex ti夢 

 

promossa 1-amplessi. Il-qiegh ta' kull tank tat-tghammir ghandu jkollu qiegh falz ta' xibka 

 

tal-azzar inossidabbli (e2. fethiet ta' 1,25 cm) li tippermetti biex il-bajd jaqa' f'qiegh it-

tank. I2-2rinijiet injettati b'hCG aktar tard waranofsinhar normalment jiddepo2itaw hafna 

 

mill-bajd taghhom sa nofs l-ghodwa tal-ghada. Wara li tinheles u tigi fertilizzata kwantita 

 

sufi可enti ta' bajd, 1-adulti ghandhom jitnehhew mit-tankijiet tat-tghammir. Imbaghad il-

bajd jingabar u r-riti tal-geli jitnehhew bi trattament ta亡-'isteina-L (23). Ghandha tithejja 

 

soluzzjoni ta' 2 %亡i steina-L u l-PH ghandha tigi a舘ustata ghal 8,1 b'l M Nail. Din is-

soluzzjoni ta' 21 oc ti2died ma' flask Erlenmeyer ta' 500 ml li jkun fih il-bajd minn 

 

riproduzzjoni wahda u tithawwad ge ntilment ghal minuta jew 2e wg minuti u mbaghad 

 

titlahlah sew 6-8 darbiet b'ilma tal-koltura ta' 21。 c. Imbaghad il-bajd jigi trasferit f'dixx 

 

kristallizzanti u jigi determinat li jkun> 70 % vijabbhi b'anormalitajiet minimi f'embrijuni 

 

li jesibixxu divijoni tae-亡elloli. 

 

DIS1NN TAT-TEsT 

 

Koncentrazzjonijiet tat-test 

 

24. lu rakkomandat li tal-anqas jintuaw erba' kon亡entrazz onijiet kimi亡i u kontrolli xierqa 

 

rakkomandata 

 

Generalment 

 

taqbi2x it-3,2. 

 

(inklu2i kontrolli b'solvent, jekk ikun herr b2onn). 

 

separazzjoni tal-kon亡entrazzoni (fattur ta' spazjar) li ma 
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25. Ghall-finijiet ta' dan it-test,i r-ri2ultti mill-istudji e2is tenti fuq 1-anfibji ghandhom 

 

j intu2aw sa fein possibbli fid-determinazzjoni tal-oghla kon6entrazzoni tat-test biex ji u 

 

evitati kon6entrazzonijiet li jkunu tosski wisq. Informazzjoni minn, pere2empu, 

 

relazzjonijiet kwantitattivi bein 1-istruttura u l-attivita, read across u data minn studji 

 

e2istenti fuq 1-a丘bi bhal1-Assa舘 ta' Metamorfosi tal-Anfibji, il-metodu ta' ttestjarC .38 

 

(25) u 1-Assad tat-Teratogenesi tal-Embrijuni ta2-Zriniiet - Xmps (23) u/jew testijiet 

 

fuq hut bhall-metodi ta' ttestjarC .48,C .41 uC .49 (26) (27) (28) jistghu jikkontribwixxu 

 

ghall-issettjar ta' din il-kon亡entrazzjoni. Qabel ma jsir il-LAGDA jista' jsir esperiment ta' 

 

sejbien tal-medda. lu rakkomandat li 1-esponiment tas-sejbien tal-medda tinbeda fi hdan 

 

24 siegha mill-fertilizzazzjoni u tkompli ghal 7-14-il jur (jew aktar, jekk ikun herrn 

 

b2onn) u l-kon亡entrazzoniiet tat-test jiu ssettjati b'tali mod li 1-intervalli bein il-

kon6entrazzonijiet tat-test ma jkunux akbar minn fattur ta' 10. k-ri之ultati tal-esperiment 

 

ta' sejbien tal-medda ghandhom iservu biex tigi ssettjata l-oghla kon亡entrazzjoni tat-test 

 

fil-LAGDA. Kun af li jekk ikun intu2a solvent, 1-adegwatezza tas-solvent (jigi丘eri jekk 

 

ikollux impatt fuq l -e之itu tal-istudju) tista' tigi determinata bhala parti mil-istudju ta' 

 

seibien tal-medda. 

 

Repliki f. hdan gruppi ta' trattament u kontrolli 

 

26. Ghandhom jintu2aw minimu ta' erba' tankijiet ta' repliki ghal kull kon6entrazzjoni tat-test 

 

u minimu ta' trien repliki ghall-kontrolli (u 1-kontroll b'solvent, jekk ikun herrn b2onn) 

 

(jigifieri n-numru ta' repliki fil-kontroll u fi kwalunkwe kontroll b'solvent ghandu jkun id-

doppju tan-nurru ta' repliki ta' kull grupp tat-trattament, biex tigi 2 gurata sahha statistika 

 

xierqa). Kull replika ma ghandux ikun fiha aktar minn 20 anriimal. In-numru minimu ta' 

 

annimali pro'essati jkun ta' 15 (5 ghas-subkampjun tal-istadju 6 2tal-NF u 10 hutiet li 

 

ghadhom qed jikbru). Madaukollu, annimali addizzjonali ji2diedu f'kull replika biex titqies 

 

i l-possibbilta ta' morta1ita filwaqt li iin之 amm in-numru kritiku ta' 15. 

 

PROCEDURA 

 

Harsa generali lejn l-assa舘 

 

27. L-assa蛇 jitnieda b'embrijuni riprodotti go dda (sadju 8-10 ta' NF) u jkompli tul l-i2vilupp 

 

tal-hut li jkun ghadu qed jikber. L-annimali j iu e2aminati ta' kuljum ghall-mortalit& u 

 

ghal kwalunkwe sinjal ta' mgiba anormali. Fl-istadju 62 ta' NF,j ingbar subkampjun ta' 

 

larva (sa hares annimali ghal kull replika) u j igu e2a minati diversi punti ta' trier 

 

(Tabella 1). Wara li 1-annimali jkollhajkunu lahqu 1-istadju 66 ta' NF,j igi丘eri t-tlestija tal-

metamorfosi (jew wara 70 jur mit-tnedija tal-assa舘, skont hiem j igi 1-ewwel), isir qtil 

 

aleatorju (i2da minghajr subkampjunar) biex in-numru ta' annimali jitnaqqas (10 ghal kull 

 

tank) (ara 1-paragrafu 43), u 1-annirali li jifdal jkorplu bl-esponiment sa 10 g imghat wara 
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-2mien median sal-istadju 62 ta' NF fil-kontroll. Fit-terminazzjoni tat-test (kampjunar tal-

hut li jkun ghadu qed jikber) isiru kejiijiet addizzjonali (Tabella 1). 

 

Kundizzjonijiet ta' esponiment 

 

28.So mmru shih tal-parametri tat-test jista' jinstab -Appendi亡i 3. latu! il-perjodu ta' 

 

esponiment, l-ossigenu dissolt, it-temperatura, u l-PH tas-soluzzjonijiet tat-test ghandhom 

 

jitkejlu ta' kuijum. Il-konduttivit&, l-alkalinit&, u 1-ebusija jitkejlu darba丘 x-xahar. Ghat-

temperatura tal-ilma tas-soluzzjonijiet tat-test, id-differenzjali bein ir-repliki u bein it-

trattamenti (fi hdan jur) ma ghandhomx ja qb2u l-1,0。 C. Barra minn hekk, ghall-pl tas-

soluzzjonijiet tat-test, id-differenziali bein ir-repliki u bein it-trattamenti ma ghandhiex 

 

taゆe2 i2-0ふ 

 

29. It-tankijiet ta' esponiment jistghu j ingibdu b'sifun fuq b a2i ta' kuijum biex jitnehhew ike! 

 

mhux mikul u prodotti tal-iskart, b'attenzjoni biex tigi evitata kontaminazzjoni kro可ata tat-

taiikijiet. Ghandha tinghata attenziOni biex j igu mminimizzati 1-istress u t-trawma ghall-

annimali, s pe可alment matul i6-'aqliq, it-tindif tal-akkwarji, u l-manipolazzjoni. 

 

Kundizzjonijiet/attivitajiet ta' stress ghandhom j igu evitati bhal storbju qawwi u/jew bla 

 

heda, taptip fuq l-akkwarji, the22i2iet fit-tank. 

 

Id-durata tal-esponiment ghas-sustanza idmika tat-test 

 

30. L-esponiment jitnieda b'embrijuni riprodotti go dda (stadju 8-10 ta' NF) u jitkompla sa 

 

ghaxar gim ght wara 2 -2mien median ghall-istadju 62 ta' NF (S 45 jur mit-tnedija tal-

ass a蛇) fil-grupp tal-kontroll. Generalment, id-durata tal-LAGDA hi ta' 16-il g imgha 

 

(massirnu ta' 17-il g imgha). 

 

Tnedija ta1-assa舘 

 

31. Ghandu jkun intwera minn qabel li 1-annimali ge nituri u2ti gha1l-assa蛇j ipprod亡u wlied 

 

li jistghu jitqassmu skift is-sess ge netik (Appendi亡i 5). Wara r-riproduzzjoni bein 1-

adulti, 1-embrijuni j ingbru, uj iu trattati b'亡isteina biex titnehha r-rita tal-teli u j iu 

 

skrinjati ghall-v bbilta (23). It-trattament bi亡-亡isteina jippermetti li 1-embrijunij iu 

 

mmanigjti matul 1-iskrinjar minghajr ma jehlu mas -superfji. L-iskrinjar isebh taht 

 

mikroskopju tad-dissezzjoni bl-u2u ta' kontago&i tal-ghajnejn ta' daqs xieraq biex 

 

jitnehhew embrijuni mhux vijabbli. Idealment ghat-test tintu2a riproduzzjoni wahda li 

 

tirri2ulta f'viabbilta ta' aktar minn 70 %. Embrijuni fl-istadju 8-10 ta' NF jitqassmu 

 

b 'mod aleatorju f'tankijiet tat-trattament bi-esponiment li jkun fihom volum xieraq ta' ilma 

 

ta' dilwizzjoni sakemm kull tank ikun 11h 20 erbrijun. L-embrijuni ghandhom jiu 

 

rmanijti b'attenzjoni matul dan it-trasferiment biex jitnaqqas kemm jista' jkun 1-istress 

 

rarbut mal-immanijar u j igi evitat rilli j we蛇ghu. 96 siegha wara l-fertihzzazzjoni, 1-

imrie2eb ghandhom ikunu telghu fil-kolonna tal-ilma u bdewjaqbdu mal-nub tat-tank. 
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Regim tal-ghalf 

 

32. L-ghalf u r-rata tal-ghalf jinbidlu matul 1-istadji differenti tal-hajja ta' X. laevis u huma 

 

aspett importanti hafna tal-protokoll tal-LAGDA. Taghlife比essi v matul i l-f2i tal-larva 

 

tipikament j irri2ulta f'in'idenzi akbar u f severit& akbar tal-iskolo2i (l-Appendiei 8) u 

 

ghandu jigi evitat. Ghall-kuntrarju, taghlif inadegwat matul il-fa2i tal-larva jirri2 u1ta frati 

 

ta'2 vilupp varjabbli hafna fost il-kontrolli li potenzjalment jikkoprometti s-sahha statistika 

 

jew ihawwad i r-ri2ultati tat-test. L-Appendi6i 4 jipprovdi dieta ghal-larva u ghall-hut li 

 

jkun ghadu qed jikber u regimi tat-taghlif rakkomandati ghal X laevis f'kundizzjonijiet bi 

 

fluss kontinwu,i2 da alternattivi huma permissibbli dment li l-organi2mi tat-test jikbru u 

 

j i2viluppaw b'mod s odisfa6enti. Importanti li j igi nnotat li jekk ikunu qed jitkejlu 1-punti 

 

ta' tmiem s pe6if6i ghall-endokrina, 1-ghalf ghandu jkun hieles minn sustanzi attivi fl-

endokrina bhall-grixa tas-sojja. 

 

Taghiびtal-larva 

 

33. Id-dieta rakkomandata tal-larva tikkonsisti f'taghlif tal-bidu ghat-troti, f diski tal-alga 

 

pirllina u fi krisps tal-hut ahmar (ei. TetraFin⑧ flakes, Tetra,i 1- Germani a) imhallta 

 

flimkien filma tal-koltura (jew tad-dilwizzjoni). Din it-tahlita tinghata tiiet darbiet kuijum 

 

matul i 1-gimgha u darba kuljum丘 tmiem i 1-imgha. L-imrie2eb jitghalfu wkoll gamblu tal-

ilma mielah,4 rtmia spp., nauplii li jkollhom 24 siegha, darbtejn kuljum matul i 1-imgha 

 

u darba kuijum 丘 tmiem i 1-imgha bi-ewwel jur li jahbat il-jur 8 ta' wara 1-

fertilizzazzjoni. It-taghlif tal-larva, li ghandu jkun konsistenti f kull re6ip ent tat-test, 

 

ghandu jippermetti tkabbir u 2 vi1upp xierqa ghail-annimali tat-test biex ji u2 gurati 

 

riprodu6ibbi1ta u trasferibbi1ta tar-ri2u1tti ta1-assa舘: (1)i2 -2mien median ghall-istadju 62 

 

ta' NF fil-kontrolli ghandu jkun S 45 jur u hu rakkomandat (2) pi之 medju fi hdan 1,0士 0,2 

 

g fi-istadju 62 ta' NF fil-kontrolli. 

 

Taghiびti-irll討iet 幻kunu師adhm qedjikbru 

 

34. Ladarba titlesta 1-metamorfosi,i r-regim tat-taghlif jikkonsisti f ikel ta2-2riniiet premium 

 

sinking, e之 .,S inking Frog Food -3/32 (Xenopus Express, FL, 1-Istati Uniti) (Appendi亡i 4). 

 

Gha2-2ghar ta2-2riniiet (hut fi stadju bikri li jkun ghadu qed jikber), il-gerbub jinghadda 

 

ghal hin qsair f mithan tal-kaf, fi blender jew jitkisser b'mehrie2 u b'lida biex jitnaqqas 

 

id-daqs taghhom. Ladarba 1-hut li jkun ghadu qed jikber isir kbir bi22萌ed biex jikkonsma 

 

gerbub shih, it-thin jew it-tkissir ma jibqax ne亡ess rju. L-annimali ghandhom jintemghu 

 

darba kull jur. It-taghlif tal-hut li jkun ghadu qed jikber ghandu jippermetti tkabbir u 

 

vilupp xierqa tal-organi2mi: hu rakkomandat pi2 medju丘 hdan 11,5士 3 g 0-hut tal-

kontroll li ikun ahadu q ed jikber flt-terminazzioni ta1-assa蛇. 

 

Kimika analitika 
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35. Qabel it-tnedija ta1-assa舘, ghandhom j i u stabbiliti l-istabbilt& tas-sustanza kimika tat-test 

 

(ei. is-solubbilt&, id-degradabbilt&, u l-o1tilita) u 1-metodi a na1iti亡i koliha, ei. b1-u2u tal-

informazzjoni jew tal-gharfien e2 istenti. Meta d-do2a舘 isir permezz tal-ilma ta' 

 

dilwizzj ini, bu rakkomandat li s-soluzzj mnij jet tat-test minn kull kon亡entrazz ini tat-tank 

 

ta' replika jig u analizzati qabel it-tnedija tat-test biex tigi v eri丘kta l-prestazzjoni tas-

sistema. Matul il-perjodu ta' esponiment, il-koneentrazz mnij jet tas-sustanza kimika tat-test 

 

j igu determinati f'intervalli xierqa, idealment kull g imgha ghal tal-anqas replika wabda 

 

f'kull grupp tat-trattament, b'rotazzjoni bein ir-repliki tal-istess grupp tat-trattament kull 

 

gi mgha. lu rrakkomandat li r-ri2ultati jkunu bba2ti fuq i l-kon亡entrazz oniiet imkejla. 

 

Madankollu, j ekk matul it-test i 1-kon6entrazz ini tas-sustanza kimika tat-test fis-soluzzj ini 

 

tkun in2ammet b'mod so disfeenti bein + 20 % tal-kon亡entrazzjoni nominali,i r-ri2ultti 

 

jkunu jistghu jiu bba之ati fiiq valuri nominali jew valuri mkejla. Barra minn bekk, il-

koeffjent ta' varjazzjoni (CV) tal-kon亡entrazz oniiet tat-test inikejla tul il-perjodu shib 

 

tat-test fi hdan trattament ghandu j in之amm ghal 20 % jew anqas f'kull kon亡entrazz oni. 

 

Meta l-kon亡entrazzj oniiet imkejla ma jibqghux fi hdan 80-120 % tal-kon 6entrazzoni 

 

nominali (pere2empu meta j igu testjati sustanzi kimi6i ferm bijodegradabbli jew 

 

assorbenti), il-kon亡entrazzonijiet tal-effetti ghandhorn j iu determinati u espressi b'rabta 

 

ma l-kon亡entrazzioni media aritmetika g hat-testiiiet bi fluss kontinwu. 

 

36. Ir-rati ta' fluss tal-ilma ta' dilwizzjoni u tas-soluzzjmni ewlenija ghandhorn jigu verifikati 

 

f'intervalli xierqa (ei. tliet darbiet丘 l-imgha) matul id-durata koilba tal-esponiment. Fil-

ka ta' sustanzi kimiei li ma jistghux jigu individwati丘 1-koneentrazzjoniiet nominali 

 

kollha jew f'uhud minrihom (ei. minhabba degradazzjoni jew assorbiment rapidi fir-

re6ipenti tat-test, jew b'akkumulazzjmni kimika mmarkata -igsma tal-annimali esposti), 

 

hu rakkomandat li r-rata ta' tigdid tas-soluzzjoni tat-test f'kull kompartiment tigi adattata 

 

biex 1-kon 6 entrazzoniiet tat-test jin2ammu kostanti kemm jista' jkun. 

 

lsservazzjonijiet u kejiijiet tal-punti ta' tmiem 

 

37. Il-punti ta' tmiem evalwati matul 1-esponirnent huma dawk indikativi tat-tossi亡it& inklui 1-

mortalita, imgiba anormali bhal sinjali k1ini6i ta' mard u/jew tossi亡it可iet generali, u d-

determinazzjonijiet tat-tkabbir (tul u pif), kif ukoll il-punti ta' tmiem tal-ptologia li 

 

jistghu jirrispondu ghal modalitajiet ta' azzjoni tt-tossi亡it?t generali kif ukoll endokrinali 

 

rnmirati lejn perkorsi mediati bl-estrogenu, bl-androgenu jew bit-tiroide. Barra minn hekk, 

 

il-kon亡entrazz ini tal-VTG丘 1-p1a2ma tista' titkejj el b 'mod fakultattiv fit -terminazzj ini 

 

tal-assa舘. Il-kejl tal-VTG jista' jkun siewi fil-fehirn tar-ri2ultati tal-istudju fil-kuntest tal-

me kkani2mi endokrinali ghall-EDCs suspettati. Il-punti ta' tmiem u t-tempestivit& tal-

keiliiiet burna mi女bura fil-uosor fit-Tabella 1. 

 

Tabella 1: Iarsa generali kif il-punti ta' tmiem tal-LAGDA 
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Punti ta' Tmiem* 

 

Kuljum 

 

Terminazzjoni tat-

Kampjunar Interim Test 

 

(Kampjunar tal- (Kampjunar tal-hut 

 

larva) li jkun ghadu qed 

 

jikber) 

 

Mortalith u anormalitajiet X 

 

Zmien ghall-istadju 62 ta' NF 

 

Isto(pato)loia (glandola tat-tirojde) 

 

Morfometrika (tkabbir fil-piz u fit-tul) 

 

Indici somatiku tal-fwied (LS1) 

 

Proporzjonijiet tas-sess 

 

g en etiku/fnotipiku 

 

Istopatologija (gonadi, kanali 

 

riproduttivi, kilwa u fwied) 

 

Vitellogenina (VTG) (fakultattiva) 

 

* Il-punti ta' trniem koliha j iu analizzati statistikament 

 

X 
X 

X 

 

X 

 

X 

 

X 
X 

X 

 

Il-mortahth u l-osservazzj onijiet ta' kuli um 

 

38. It-tankij jet tat-test koliha ghandhom jig u verifikati kuijum ghal annimali mej tin u 1-

mortalitajiet ghandhom jig u registrati ghal kull tank. L-annimali mejtin ghandhom 

 

jitnehhew mit-tank tat-test malli j igu osservati. L-istadju tal-i2vilupp tal-annimal mejtin 

 

ghandu j igi kategorizzat bhala qabel 1-istadju 68 ta' NF (emergenza ta' qabel l-estremita ta' 

 

quddiem), 1-istadju 58-62 ta' NF, 1-istadju 63-66 ta' NF (bein 1-istadju 62 ta' NF u 1-

assorbiment tad-denb shih), jew wara 1-istadju 66 ta' NF (wara 1-larva). Rati tal-mortalita li 

 

ja qb2u l-20 % jistghu jindikaw kundizzjonijiet tat-test mhux xierqa jew effetti tossi6i 'bari 

 

tas-sustanza kimika tat-test. L-annimali ghandhom tendenza li jkunu sensittivi aktar ghal 

 

avvenimenti tal-mortalit& indotti mhux bil-kimika matul 1-ewwel ftit jiem tal-i2vilupp wara 

 

1-avveniment ta' riproduzzjoni u matul il-climax metamorfika. Mortalita bhal din tista' 

 

tkun annarenti mid-data tal-kontroll. 

 

39. Barra minn hekk, ghandha tigi registrata kwalunkwe osservazzjoni ta' mgiba anormali, ta' 

 

malformazzjonijiet Vi2i bbli 6a ri (ei.s koljo2i), jew ta' 1e司onijiet. L-osservazzjonijiet ta' 

 

s ko1jo2i ghandhom jinghaddu (in亡idenza) u j igu gradati skont i s-seVerita (ei. mhux 

 

rimarkabbli - NR, minima - 1, moderata - 2, severa - 3;A ppendi亡i 8). Ghandhom 

 

jittiehdu sforzi biex j igi 2 gurat li 1-prevalenza ta' skoljo2i moderata u severa tkun limitata 

 

(ei. anqas minn 10 % fil-kontrolli) matul 1-istudju kollu, ghalkemm prevalenza akbar ta' 

 

anormalitajiet fil-kontroll mhux bilfors tkun raguni ghat-twaqqif tat-test.I mgiba normali 

 

ghal annimali larvali hi kkaratterizzata minn sospensiOni fil-kolonna tal-ilma bid-denb 

 

maholli '1 fua fua ir-ras. tahbit ritmiku rego1ari tal-Dinna tad-denb. tlugh neriodiku fil-
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wi&, operkulazzjoni, u risponsiVita ghai-istimoli. Imgiba anormali tinkludi, pere2empu, 

 

meta jibqghu丘 l-wi4 mimdudin f'qiegh it-tank, jghowmu b'lura jew b'mod irregolari, ma 

 

tantx ikunu attivi fil-wi亡6, u ma jkunux risponsivi ghail-istimoli. Ghali-annimali 

 

postmetamorf亡i, minbarra l-imgibiet anormali ta' hawn fuq, ghandhom j iu registrati 

 

differenzi kbar 0-konsum tal-ikel bein it-trattamenti. S figurazz oniiet u lejoniiet kbar 

 

jistghu jinkludi anormalitajiet morflogiei (eL deformitajiet tal-estremitajiet), le司oniiet 

 

emorragii, edema addominali, infezzjonij jet batteri ali jew fungali, fist hafna ohrajn. L - 

 

okkorrenzi ta' lejonijiet fuq ras il-hut li jkun ghadu qed jikber, e2att wara 1-imnieher, 

 

jistghu jkunu indikazzjonijiet ta' livelli insuffjenti ta' umdit?. Dawn il-kalkoli huma 

 

kwalitattivi u ghandhomjitqiesu l-istess bhal sinjali klini亡i ta' mard/stress ujsiru f'paragun 

 

mal-annimali tal-kontroll. Jekk ir-rata ta' okkorrenza tkun akbar fit-tankijiet esposti mulli 

 

fil-kontrolli. f'dak il-ka之 din ahandha titaies bhala evidenza ta' tosskita 6 ara. 

 

Subkampjunar tal-larva 

 

plegzzoni ts-subklplunar tal-larva: 

 

40. L-imrie2eb li jilhqu 1-istadju 62 ta' NF ghandhom jitnehhew mit-tankijiet u jiu 

 

kampjunati jew inkella j iu m亡aqlaqa ghail-parti li jmiss tal-esponiment f tank g did, jew 

 

inkella j igu separati fi2ikament mill-imrie之eb li jifdal fl-istess tank b'divi2ur. L-imrie2eb 

 

jiu verifikati ta' kuljum, u j igi registrt il-jur tal-istudju li fih marebb jilhaq 1-istadju 62 

 

ta' NF. Il-karatteristika definittiva ghall-u2u f'din il-valutazzjoni hi l-forma tar-ras. 

 

Ladarba r-ras ti亡kien b'tali mod li bein wiehed u iehor tkun wiesgha daqs il-korp tal-

mareb u l-estremita ta' quddiem 0-livell tan-nofs tal-qalb, dak 1-individwu jinghadd 

 

bhala li jkun lahaq 1-istadju 62 ta' NF. 

 

41. L-ghan hu li jittiehed kampjun ta' hares imrie2eb fl-istadju 62 ta' NF ghal kull tank ta' 

 

replika. Dan ghandu jsir b'mod ghalkollox aleatorju, i2da de亡i2 a priori.E2 empu ipotetiku 

 

ta' tank ta' replika hu pprovdut 0-Figura 1. Jekk ikun herrn 20 marebb li jibqghu hajjin 

 

f tank partikolari meta 1-ewwel individwu jilhaq 1-istadju 62 ta' NF, ghandhom j ingha之lu 

 

hares numri ghal gharrieda mimi l-20. l-mar2ebb #1 hu 1-ewwel individwu li jlhaq 1-

istadju 62 ta' NF u l-marebb #20 hu l-ahhar individwu f tank li jilhaq 1-istadju 62 ta' NF. 

 

Bl-istess mod, jekk ikun herr i 8-il larva li jibqghu hajjin f tank, ghandhom jintgha2lu 

 

hares numri ghal gharrieda minn 1-18. Dan ghandu jsir ghal kull tank ta' replika meta 1-

ewwel individwu fit-test jilhaq 1-istadju 62 ta' NF. Jekk ikun herrn mortalitajiet matul 1-

ewwel kampjunar tal-istadju 62 ta' NF, il-kampjuni li jifdal inidu je rgghu jintgha2lu b'mod 

 

aleatorju fuq il-ba2i ta' kerr-il larva jkun fadal fi-istadju< 62 ta' NF u kerr-il kampjun 

 

iehor ikun mehtieg biex jintlahaq total ta' hares kampjuni minn dik ir-replika. Fil-jur li 

 

fihm arebb jilhaq 1-istadju 62 ta' NF, isir riferiment gha6-'art tal-kampjunar irhejjija biex 

 

jigi determinat j ekk dak 1-individwu j igix kampjunat jew fi2ikament separat rill-imnie2eb 

 

li jifdal ghall-esponiment issoktat. Fl-e2empju pprovdut (Figura 1), 1-ewwel individwu li 
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jilhaq 1-istadju 62 ta' NF (igi丘eri l-kaxxa #1)j igi separat fiiikament mill-larva 1-ohra, 

 

jibqa'j igi espost u jigi registrt 1-jur tal-istudju li丘 h dak 1-individwu jkun lahaq 1-istadju 

 

62 ta' NF. Imbaghad, 1-individwi #2 u #3 j igu trattati bi-istess mod bhal #1 u mbaghad 1-

individwu #4 j igi kampjunat ghat-tkabbir u ghall-istoloia tat-tirojde (skift dan 1-

e2empu). Din i l-pro亡edura tkompli sakemm l-20 individwu jissieheb mal-bqija tal-

individwi ta' wara 1-istadju 62 ta' NF jew inkella j igi kampjunat. Il-proeedura ghal 

 

gharrieda u2ata trid taghti lii kull o rgani2mu tat-test probabilta ndaqs li j ingha2el. Dan 

 

jista' jinkiseb bulhi j intu2a kwalunkwe metodu ta' randomizzazzjoni,i2 da j ehtieg ukoll li 

 

kull ma r2ebb i i女i nnettiat f'xi iunt matul il-Deriodu ta' subkamDjunar tal-istadiu 62 ta' NF. 

 

Figura 1:E之e mpu ipotetiku ta' regim ta' kampjunar tal-istadju 62 ta' NF ghal tank ta' replika wiehed. 

 

Zmien 

 

> 

 

Tank ta' replika watida - ebda mortalt 

 

1 2

� 

3 4 5

� 

6 7 8 9 10 11

� 

12 13 14 15 1 

[_

17 18 19 20� 

 

ロ 

 

ロsu bka r pj u n 

 

Larva individwali 

 

tal-larva, il-punti ta' trier miksuba huma: (1) i2-2mien ghall-istadju 

 

u 1-istadju 62 ta' NF), (2) 1-

(4) l-istologia tat-tirojde. 

 

n-numru ta' jiem bein il-fertilizzazzjoni 

 

Ghas-subkampjunar 

 

62 ta' NF (igi丘eri 

 

42 

 

anormalitajiet esterni, (3) il-morfometrika (ei.i l-pi2 u t-tu!) u 

 

ルqtil bl-ewtnaガa tal-inirieieb 

 

43. Is-subkampjun ta' mrieieb tal-istadju 62 ta' NF (5 individwi ghal kull replika) ghandu ji蔀 

 

ewtanizzat b'immersjoni ghal 30 minuta f'ammonti xierqa (ei. 500 ml) ta' soluzzjoni 

 

anestetika (ei. soluzzjoni ta' 0,3 % 1S-222, sulfonat tal-metan trikaina,CAS .886-86-2). 

 

Is-soluzzjoni ta' 1S-222 ghandha titi baferjata b'bikarbonat tas-sodju ghal pH ta' bein 

 

wiehed u iehor 7,0 ghahiex is-soluzzjoni mhux baferrjata ta' 1S-222 hi a'idu2a u irritanti 

 

ghall-ilda ta2-之ringiiet u tirri之ulta f'assorbiment batut u ghal stress addizzjonahi 2萌e d 

 

g hall-ornani2mi. 

 

44.B l-u2u ta' kopp bil-malji, marebb jitnehha mill-kompartiment sperimentali u j ii 

 

trasportat (jitqieghed) fis-soluzzjoni tal-ewtanaja. L-annimal j igi ewtanizzat kif xieraq u 

 

jkun lest ghan-nekroskopija meta ma jkunx risponsiv ghal stimoli esterni bhall-qris tal-

estremita ta' wara b'par fr6ipi. 

 

Mo加metrika piァii u t-tuり 

 

45. Il-kejhijiet tal-pif imxarrab (l-eqreb mg) u t-tul mill-imnieher sal-bokka (SVL) (l-eqreb 0,1 

 

mm) ghal kull marebb ghandhom isiru e2 att wara li ma jibqax risponsiv b'anestetiku 
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(Figura 2a). Jista' ji ntua softwer ta' ana1i2i tal-immaginりiet biex jitkejjel l-SVL minn 

 

ritratt. L-imrie2eb ghandhom ji u xxottati b 'taptip qabel l-u2in biex j itnehha 1-ilma 

 

aderenti 2 ejed. Wara li jittiehdu 1-kejiijiet tal-qies tal-isem (pi2 u S VL), kwalunkwe 

 

anormalit& morflogika 亡 ara u/jew sinjal kiiniku ta' tossieit& bhal s ko1o2i (ara l-Appendii 

 

8), ghandhom j igu registrati jew innotati t-tengil u l-emorraii, u hi rakkomandata 

 

dokumentazzjoni digitali. Kun af li t-tengil hu emo rraii 2 ghar homor jew viola fil-

kapilari tal-lda. 

 

ルGbir U l-Fissazzjoni tat-Tessuti 

 

46. Ghas-subkampjun tal-larva, il-glandoli tat-tirojde j igu vvalutati gha1l-istologia. It-torso 

 

inferjuri wara 1-estremitajiet ta' quddiem jitnehha u jintrema. Il-karkassa mirquma titi 

 

fissata f'fissattiv ta' Davidson. Il-volum tal-fissattiv fil-kontenitur ghandu jkun tal-anqas 

 

10 darbiet daqs il-volum approssimat tat-tessuti. Ghandha tinkiseb agitazzoni jew 

 

6 irkolazzoni xierqa tal-fissattiv biex it-tessuti ta' interess j igu fissati b'mod adegwat. It-

tessuti koilha jibqghu f'fissattiv ta' Davidson ghal tal-anqas 48 siegha,i2 da mhux ghal 

 

aktar minn 96 siegha, meta jitlahaihu filma dejonizzat u j inha之nu f' 10 % formalina 

 

bafrata newtrali (1) (29). 

 

ムtl前a tat -tiroide 

 

47. Kull subkampjun tal-larva (tessuti fissati)j igi valutat istologikament ghali-glandoli tat-

tiroide,j igifieri dano2i u gradazzjoni tas-severitt (29) (30). 

 

ghall-kejl tat-tul mill-iuinieher sal-bokka ghal-LAGDA fi-Istadju 62 ta' 

 

ghadhom qed jikbru (b). -karattertki definittivi tal-istadju 62 ta' NF 

 

たhment 

 

li jkunu 

 

ura 2: Il-punti ta' ri 

 

1-istess wisgha ta-isem, it-tul tal-nerv olfattiv ikun iqsar niid-dijametru tal-bulb olfattiv 

 

(a) u gha-
ir-ras tkun 

 

軸
正
分
 

 

F
N
ん
」
、
 

 

(perspettiva dorsali), u 1-estrernitajiet ta' quddiem ikunu fl-live!! tal-qaib (perspettiva ventrali).S tamp 

 

adattati mmn Nieuwkoop u Faber (1994). 
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b. Kampjunar ta之-之ringりiet li 

 

癌 

 

ち 

 

こ 

 

v 

 

闘 

 

Tul mIl-mnieller sal-, 

 

a.S ubkampjunar tal-larva (stadju 6 2 ta' NF) 

 

Tul m�l-mnieller sal-

Tmiem 1-esponiment tal-larva 

 

48. Fid-dawl tan-numru inizjali ta' mrie2eb, hu mistenni li aktarx li jkun herrn per亡entwal 

 

2 ghir ta' individwi li ma j i2viluppawx normalment u ma jiestux i l-metamorf2i (stadju 66 

 

ta' NF) f'ammont ragonevOli ta'2 mien. I1-porzjon tal-larva tal-esponiment ma ghandux 

 

ja qbe2 is -70 jur. Kwalunkwe marebb li jifdal fi tmiem dan il-perjodu ghandu 

 

ewtanizzat (ara l-para. 43), jitkejlu 1-pi2 imxarrab u 1-SVL tieghu, jitqassam fl-istadju 

 

skift Nieuwkoop u Faber, 1994, u ghandha tittiehed nota ta' kwaluiikwe a norma1ita fl-

i2vilupp. 

 

Qtil wara 1-istadju 66 ta' NF 

 

49. Ghaxar individwi ghal kull tank ghandhom ikomplu mill-istadju 66 ta' NF (risorbiment 

 

tad-denb shih) sat-terminazzjoni tal-esponiment. Ghaldaqstant, wara li 1-annimali kollha 

 

jiihaqu 1-istadju 66ta' NF jew wara 70 jur (skift liemajsehh 1-ewwel), ghandujsir il-qtil. 

 

Wara 1-istadju 66 ta' NF 1-annimali li ma jkunux ser ikomplu 1-esponiment ghandhor 

 

j intgha21u b'mod aleatorju. 

 

50. L-annimali li ma j intgha21ux ghall-esponiment issoktatj iu ewtanizzati (ara l-para. 43). 

 

Ohal kull annimali isiru l-kejlijiet tal-istadju tal-i2vi1upp, tal-pi2 irxarrab u tal-SVL 

 

(Figura 2b) u nekroskopija grossa. Is-sess fenotipiku (fuq il-ba2i tal-morf1ogia tal-

gonadi) j igi notat bhala femminili, maskili, jew indeterminat. 

 

Kampjunar ta2-Zringiiet ii Jkunu Ghadhom Qed Jikbru 

 

plegzzoni tal-kipUmr t2-irin討iet lijkunu ghadhom qedjikbru 
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51. L-annimali li jifdal ikomplu bi-esponiment sa 10 gi mght wara 2 -2mien median sal-istadju 

 

62 ta' NF fil-kontroll bl-urna ta' dilwizzjoni (u/jew il-kontroll b'solvent jekk rilevanti). 

 

Wara tmiem il-perjodu ta' esponiment, 1-annimali li jifdal (massimu ta' 10 2 rinjiet ghal 

 

kull replika)jig u ewtanizzati, u d-diversi punti ta' tmiem jitkejlu jew inkella jigu evaiwati 

 

u registrati: (1) il-morfometrika (pif u tul), (2) il-proporzjonijiet tas-sess 

 

fnotipiku/enotipiku, i l-pi2 tal-fwied (Indi'iSom atiku tal-Fwied), (4) 1-istoptologija 

 

(gonadi, kanali riproduttivi, fwied u kiiwa) u, mhux bilfrs, (5)i -VTG fil-plama. 

 

ルqtil bi-ewtana月1atl-imriieb 

 

52. Il-kampjuni ta'2 riniiet postmetamorfki li jkunu ghadhom qed jikbru j iu ewtanizzati 

 

b'injezzjoni intraperitoneali ta' anestetiku, ei. 10 % 1S-222 f'soluzzjoni baferjata tal-

fosfat xierqa. I2-之rinijiet jistghu j iu kampjunati wara li ma jibqghux risponsivi 

 

(normalment madwar 2 min wara 1-injezzjoni, jekk j itu2a 10 % 1S-222 f do2a舘 ta' 0,01 

 

ml ghal kull g之 ring). Filwaqt li之 -2rinijiet li jkunu ghadhom qed jikbru jistghu jitghaddsu 

 

fkon6entrazzjoni oghia ta' anestetiku (1S-222), 1-esperienza wriet li dawn jiehdu aktar 

 

之m ien biex j igu anestetizzati b1-u2u ta' dan il-metodu u d-durata jaf ma tkuiix adegwata 

 

biex tippermetti ghall-kampjunar. L-injezzjoni tipprovdi ewtanaja effi'enti u ve1o6i qabel 

 

il-kampjunar. Il-kampjunar ma ghandux jinbeda sakemm j igi kkonfermat in-nuqqas ta' 

 

risponsiVita ta2-之ringiiet biex j igi 2 gurat li 1-annimali jkunu mejtin. Jekk i2-2rinijiet 

 

ikunu qed juni smj ali ta' tbatija konsiderevoli (serji hafna u mewt jistghu jitbassru b'rnod 

 

affidabbli) u jitqiesu moribundi, 1-annimali ghandhom j igu anestetizzati u ewtanizzati u 

 

trattati bhala mortalit& ghall-anali2i tad-data. Meta 2 ring jigi ewtanizzat minhabba 

 

morbidita, dan ghandu j igi notat u rapportat.S kont meta 2 -2ring jigi ewtanizzat matul 1-

istudju, i2-2ring jista'j i n2a m gha1l-anali2i tal-istopato1o師 a (iffissar ta2-2ring ghali-
i stoDato1o倉iia Dossibbli). 

 

Mo加metri/ai pi-piiU t-tui) 

 

53. Il-kejiijiet tal-pif imxarrab u tal-SVL (Figura 2b) huma identi亡i ghal dawk spiegati ghas-

subkampjunar tal-larva. 

 

VTO ji印laima伽kultattivり 

 

54. Il-VTG hi bijomarkatur a&ettat b'mod generali li jirri2ulta mill-esponiment ghal sustanzi 

 

kimi6i es trogeni亡i. Ghal-LAGDA, il-VTG fil-pla2ma tista' titkejjel, i2da mhux bilfors, fi 

 

hdan kampjuni ta'2 rin前iet li jkunu ghadhorn qed jikbru (din tista' tkun partikolarment 

 

rilevanti je kk is-sustanza kirnika tat-test tkun suspettata li tkun es trogenu). 

 

55. L-estrernitajiet ta' wara ta2-2rin前iet li jkunu ghadhom qed jikbru jinqatghu u d-dernm 

 

j ingbar b'kapillari eparinizzata (ghalkemm jistghu jkunu xierqa metodi alternattivi ghail-

g bir tad-demm, bhat-titqib kardijaku). Id-dernrn j inheles f tubu tal-mikro亡entrifugu (ei. 

 

volum ta' 1,5 ml) u jigi亡e ntrifugat biex tinkiseb i 1-pla2ma. Il-kampjuni tal-plarn 
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ghandhom jin ha2nu f-70。 C jew anqas sad-determinazzjoni tal-VTG. Il-kon亡entrazz oni 

 

tal-VTG丘 l-pla2ma tista' titkejjel b'metodu ta' assa蛇 ta' immunoassorbiment enzimatiku 

 

(ELISA) (Appendi亡i 6), jew b'metodu alternattiv bhall-ispettrometrija tal-massa (31). 

 

Antikorpi s pe亡ifei tal-ispe'iiet huma preferuti minhabba sensittivit& akbar. 

 

Determinazzjoni tas-sess郎netiん 

 

56. Is-sess ge netiku ta' kull 2 ring li jkun ghadu qed jikber j igi vvalutat fuq il -ba2i tal-markaturi 

 

之 viluppati minn Yoshimoto e t a l. (11). Biex j igi determinat is-sess ge netiku, porzjon (jew 

 

bi&a shiha) ta'es tremita wahda ta' wara (jew kwalunkwe tessut iehor) imnehhi matul id-

dissezzjoni j ingabar u jinhaen f tubu tal-mikro6entrifugazzj oni (kampjuni tat-tessut mit-

2 riniiet jistghu jinkisbu minn kwalunkwe tessut). It-tessut jista'j inhaen f-20。C jew 

 

anqas sa l-i20lament tal-a6idu nuklejku deossiribo2i (DNA). L-i201a ent tad-DNA mitー 

 

tessuti jista' jsir b'kits kummerjalment disponibbli u 1-anali2i ghall-pre2enza jew ghail-
assenza tal-markatur issir b'metodu ta' reazzjoni katina bil-polimera2i (PCR) Appendi6i 

 

5). Generalment, il-konkordanza bein is-sess is tologiku u l-enotip fist 1-annimali tal-

kontroll 0-punt ta'2 mien tal-kampjuanr ta2-2rinijiet li jkunu ghadhom qed jikbru fi-

gr iDni tal-kontrol tkun ta' aktar minn 95 %. 

 

1l~gbir u l二βssazグoui tat-tessuti姉allーおtopatl噌U 

 

57. Il-gonadi, il-kanali riproduttivi, il-kliewi u l-fwied jingabrlュ ghal1-anali2i istologika matul 

 

il-kampjunar finali. Tinfetah i l-kaVitt tal-addome, u l-fwied j igi dissezzjonat u j inti2en. 

 

Imbaghad, 1-organi digestivi (et. 1-istonku, 1-intestini) jitnehhew bir-reqqa mill-addome 

 

inferjuri biex jinkixfu 1-gonadi, il-kliewi u 1-kanali riproduttivi. Ghandha tigi nnotata 

 

kwalunkwe anormalit& morflogika griss丘 l-gonadi. Finalment, 1-estremitajiet ta' wara 

 

ghandhom jitnehhew jekk ma jkunux tnehhew qabel ghal1-bir tad-demm. Il-fwied mibur 

 

u 1-karkassa bil-gonadi mhallija in situ ghandhom jitqieghdu f'fissattiv ta' Davidson 

 

minnufih. Il-volum tal-ssattiv 丘 l-kontenitur ghandu jkun tal-anqas 10 darbiet daqs il-

volum approssimat tat-tessuti. lt-tessuti koliha jibqghu f丘ss attiv ta' Davidson ghal tal-

anqas 48 siegha, i2da mhux ghal aktar minn 96 siegha, meta jitlahalhu filma dejonizzat u 

 

j inhanu f 10 % formalina baferj ata newtrali (1) (29). 

 

ムtop ato l前α 

 

58. Kull kampjun ta'2 rinijiet 2 ghar li jkunu ghadhom qed jikbru j igi evaiwat isto1ogikament 

 

ghal1-patologija fu1-gonadi, 丘 l-kanai riproduttivi,丘 l-kliewi u fut-tessut tal-fwied, jigi丘eri 

 

danio2i u gradazzjoni tas-seVerita (32). Il-fenotip tal-gonadi jinkiseb minn din 1-

evalwazzjoni wkoll (ei. 1-ovarju, it-testikoli, 1-intersess), u flimkien mal-kejlijiet 

 

individwali tas-sess ge netiku, dawn l-osservazzjonijiet jistghu j intu2aw biex j igu kkalkolati 

 

l-proporzj mnij jet tas-sess fnotipiku/enotipiku. 

 

RAPPORTAR TAD-DATA 
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Ana1並i statistika 

 

59. Il-LAGDA j i舘enera tiiet forom ta' data li inidu j iu analizzati statistikament: (1) data 

 

kontinwa kwantitattiva (pi2,S VL, Ls', VTG), (2) id-data dwar i之-2mien sal-avveniment 

 

ghar-rati ta'2vi lupp (igifieri jiem sal-istadju 62 ta' NF mit-tnedija tal-assa蛇) u (3) id-

data ordinali fil-forma ta' punte舘i tas-severit& jew tal-istadji tal-i2vilupp mill-

evalwazzj mnij jet tal-istoptologij a. 

 

60. lu rakkomandat li d-disinn tat-test u l-gha2la tat-test statistiku jippermettu sahha adegwata 

 

liji u individwati tibdiliet ta' importanza biologika f'punti ta' tmiem fein trid tii 

 

rapportata NOEC jew ECx. Idealment, l-anali2iiet s ttisti亡i tad-data (generalment, replika 

 

tfisser ba2i) ghandhom isegwu l-pro亡eduri deskritti tid-dokument dwar l-Appro比i 

 

Kurrenti -Ana1i2i S ttistika tad-Data dwar l-Ekotossieit: Gwida ghall-Applikazzjoni 

 

(33). L-Appendi'i 7 ta' dan il-metodu ta' ttestjar jipprovdi s -sigra tad-de亡ijonijiet tal-

a nali2i statistika u gwida rakkomandati ghat-trattament tad-data u -gha2la tal-aktar test 

 

jew mudell statistiku xieraq li ghandu j intu2a fil-LAGDA. 

 

61. Id-data mill-kampjunar ta2-2riniiet li jkunu ghadhom qed jikbru (., tkabbir, LS1) 

 

ghandha tigi analizzata ghal kull sess ge notipik b'mod separat peress li s-sess ge notipiku 

 

i i倉u determinat aha2-2rin女ii jet kollha. 

 

Kunsiderazzjonijiet ghali-analizi tad-data 

 

Uiu ta'repliki u ta'trttmenti kompromessi 

 

62. Repliki u trattamenti jistghu jsiru kompromessi minhabba mortalit& e比essiva minn 

 

tossi亡ita 亡a ra, minn mard jew minn errur tekniku. Jekk trattament ikun kompromess minn 

 

marda jew minn errur tekniku, ghandu jkun hemm tliet trattamenti mhux kompromessi bi 

 

tiiet repliki mhux kompromessi disponibbli gha1l-ana1i2i. Jekk issehh tossi亡ita bara fit-

trattament(i) gholi/gholjin, idealment ikun hemm tal-anqas tliet livelli ta' trattament bi tliet 

 

repliki mhux kompromessi disponibbli ghall-anali2i (konsistenti ma l-appro6亡 tal-

K on6entrazzoni Massima Tollerata ghal-linji gwida tat-test tal-OECD (34)). Minbarra 1-

mortalita, sinjali ta' tossi6ita 亡a ra jistghu jinkludu effetti fuq -imgiba (e2.2a mia fil-wi&, 

 

tluq fil-qiegh tat-tank, ghawm invertit jew irregolari, nuqqas ta' ttivita ta' tiugh fil -wi6e), 

 

le司onijiet morflogi亡i (e2. lejoniiet emorragiei, edema addominali) jew inibizzjoni ta' 

 

nisDonsi normali tatーtaghlif meta muabbla b'mod kwalitattiv ma' annimali tal-kontroll. 

 

Kontrolli tas-soんent 

 

63. Fit-terminazzjoni tat-test, ghandha ssir evalwazzjoni tal-effetti potenzj ali tas-solvent (jekk 

 

j intua). Dan isir permezz ta' paragun statistiku tal-grupp ta' kontroll b'solvent u 1-grupp 

 

ta' kontroll bl-ilma ta' dilwizzjoni. L-aktar punti ta' tmiem relevanti li inidu j iu 

 

kkunsidrati f'din l-anali2i huma d-determinanti tat-tkabbir (pi2 u tul), peress li dawn 
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jistghu jkunu affettwati permezz ta' tossi亡it可iet ge neralizzti. Jekk jinstabu differenzi 

 

statistikament si ni丘kanti f'dawn il-punti ta' tmiem bein il-gruppi tal-kontroll bi-ilma ta' 

 

diiwizzj oni u tal-kontroll b'solvent, ghandu ji ntu2a 1-ahjar g udizzu professionali biex ji夢 

 

determinat jekk i l-validitt tat-test hix f'riskju. Jekk i2-2ewg kontrolli jvarjaw, it-trattamenti 

 

esposti ghas-sustanza kimika ghandhom jitqabblu mal-kontroil b'solvent sakemm ma 

 

jkunx maghruf li jkun preferut it-tqabbil mai-kontroll bi-ilma ta' dilwizzjoni. Jekk ma jkun 

 

herrn ebda differenza statistikament sinifikanti bein i2-2ewg gruppi tal-kontroll, hu 

 

rakkomandat li t-trattamenti esposti ghas-sustanza kimika tat-test jitqabblu mar-

raggruppati (gurppi tal-kontroll b'solvent u bi-ilma ta' dilwizzjoni), sakemm ma jkunx 

 

maghruf li t-tqabbil mal-grupp tal-kontroll bl-urna ta' dilwizzjoni jew tal-kontroll 

 

b'soivent biss hu Dreferut. 

 

Rapport tat-test 

 

64. Ir-rapport tat-test ghandujinkludi dan li hej: 

 

Sust11lz んmika tat-test: 

 

L-ghamla f2ika u, fein rilevanti, il-propijetajiet丘司o kimki; 

 

S ustaiiza monokostitwenti: 

 

id-dehra fi2ika, i s-solubbilta fi-urna, u 1-proprjetajiet f2ikokimi亡i rilevanti 

 

addizzjonali; 

 

identi丘kazzjoni kimika, bhall-isem IUPAC jew CAS , numru CAS , kodiei S 11LES 

 

jew InChi, formula strutturali, purita, identit& kirnika tal-impuritajiet bhala xieraq u 

 

prattikament fattibbli,e比 . (inklu2 il-kontenut tal-karbonju organiku, jekk xieraq). 

 

S ustanza multikostitwenti, UVCBs u tahlitiet: 

 

ikkaratterizzati sa fein possibbli mill-identit?t kimika (ara aktar 'il fuq), 1-okkorrenza 

 

kwantitattiva u l-troprietaiiet丘2 ikokimi亡i rilevanti tal-kostitwenti. 

 

助edびjet tat -test : 

 

L-isern xjenti丘ku, ir-razza jekk disponibbli, is-sors u 1-metodu tal-bir tal-bajd fertilizzat, 

 

u l-immani蘭ar sussegwenti. 

 

L-ineidenza tal-iskljo2i f'kontrolli s tori亡i ghall-koltura ewlenijau之a ta. 

 

ルku ndizz o nびjet tat-test . 

 

Ilー釦topeりodu/i; 

 

id-daqs tal-kompartiment, il-material u 1-volum tal-ilma, in-numru ta 

 

repliki tat-test, in-numru ta' organi2mi ghal kull replika); 
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Il-metodu ta' thejjija tas-soluzzjonijiet ewlenin u 1-frekwenza tat-tigdid (ghandhom 

 

jinghataw l-agent solubilizzanti u 1-kon6entrazzoni tieghu, meta j i ntu2aw); 

 

Il-metodu li jintu2a ghad-do2a舘 tas-sustanza kimika tat-test (ei. pompi, sistemi ta' 

 

dilwizzjoni); 

 

L-eff可enza tal-irkupru tal-metodu u 1-kon亡entrazz oniiet tat-test nominali, il-limitu tal-

kw anti 丘kazz o ni, il-medji tal-valuri mkejla u d-devjazzjonijiet standard taghhom fir-

re亡ip enti tat-test u 1-metodu li permezz tieghu nkisbu u evidenza li l-kejl jirreferi ghall-
kon 6entrazz oniiet tas-sustanza kimika tat-test f'soluzzjoni vera; 

 

Il-karatteristi6i tal-ilma ta' dilwizzjoni: il-pH, 1-ebusija, it-temperatura, il-kon'entrazz ni 

 

tal-ossigenu dissolt, il-livelli tal-kloru residwu (jekkjitkejjel), il-karbonju organiku totali 

 

(jekkjitkejjel), il-jodju totali, is-solidi s ospi2i oe kk jitkelu), is-salinita tal-medium tat-test 

 

(jekk titkejjel) u kwalunkwe keji iehor li jsir; 

 

l-kon6entrazzoniiet nominali tat-test, il-medji tal-valuri nikejla u d-devjazzjonijiet 

 

standard taghhom; 

 

I l-kwalita tal-ilma丘 r-re6ip enti tat-test, il-pH, it-temperatura (ta' kuijum) u 1-

kon6entrazzoni tal-ossigenu dissolt; 

 

Informazzjoni dettaljata dwar it-taghlif (ei. it-tip ta' ikel, is-sors, 1-ammont moghti u 1-

frekwenza). 

 

1r-riiultaか 

 

Evidenza li 1-kontrolli ssodisfaw il-kriterji ta' validit; 

 

Id-data ghall-kontroll (fhmkien mal-kontroll b'solvent meta jintu2a) u ghall-gruppi tat-

trattament kif詞 : il-mortalit& u l-anormalitt osservati, i之-mien sal-istadju 62 ta' NF, il-

valutazzjoni tal-istologia tat-tirojde (kampjun tal-larva biss), it-tkabbir (il-pi之 u t-tul), LS1 

 

(kampjun ta'之 riniiet li jkunu ghadhom qed jikbru biss), il-proporzjonijiet tas-sess 

 

gene tiku/fnotipiku (kampjun ta'之 riniiet li jkunu ghadhom qed jikbru biss), ir-ri2ultat 

 

tal-valutazzjoni tal-istopatoloia ghali-gonadi, ghall-kanali riproduttivi, ghall-kilwa u 

 

ghall-fwied (kampjun ta2-2riniiet li jkunu ghadhom qedjikbru biss) u 1-VIG丘 l-p1a2ma 

 

(kampjun ta2-2rin前iet li jkunu ghadhom qed jikbru biss, jekk issir); 

 

L- appro& gha1l-ana1i2i statistika u ghat-trattament tad-data (it-testijiet s tatisti亡i u 1-

mudelli uati); 

 

Il-kon亡entrazzoni bla effett osservat (NOEC) ghal kull rispons ivvalutat; 

 

ivvalutat (f'ci. = 0,05); 

 

kunfidenza (ei. 95 %) 

 

kone entrazzoni 

 

Il-koneentrazzoni bl-inqas effett osservat (LOEC) ghal kull rispons 

 

L-ECx ghal kull rispons ivvalutat, jekk applikabbli, u 1-intervalli ta' 

 

u graff tal-mudell imdahhal ghall-kalkolu tagbha, il-pendil tal-kurva 
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rispons, il-formula tal-mude!! ta' rigressjoni, il-parametri strati tal-mude!! u 1-erruri 

 

standard taghhom. 

 

Kwalunkwe devjazzjoni mill-metodu ta' ttestjar u devjazzjoni mill-kriterji ta' 

 

a比e ttazzoni, u kunsiderazzjonijiet tal-konsegwenzi potenzjali fuq l-e2itu tat-test. 

 

65. Ghar-ri2u!tti tal-kejijiet tal-punti ta' trier, ghandhom ji u ppre2entati 1-valuri medji u 

 

d-devjazzjonijiet standard taghhom (kemm fuq ba2i ta' repiki kif ukoll fuq b a2i ta' 

 

kone entrazz ini, j ekk possibbi). 

 

66.I之 -mien median sal-istadju 62 ta' NF 0-kontrolli ghandu j igi kkalko!at u ppre2entat bhala 

 

1-media tal-medjani tar-repliki u d-devjazzjoni standard taghhom. Bl-istess mod, ghat-

trattamenti, median tat-trattament ghandu j igi kkalkolat u ppre之entat bhala 1-media tal-

mediani tar-repliki u d-deviazzioni standard taghhom. 
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Appendici i 

 

DEFINIZZIONHIET 

 

Punt ta' tmiem apikali: Li j ikka如na effett五1 -liVe!! ta!-popo!azzjoni. 

 

Sustanzi kimici:S ustanza jew tahlita 

 

ELISA: Assa舘 ta' Immunoassorbiment Eiizirnatiku 

 

ECx: (Kon亡entrazzoni effettiva gha! effett ta' x %) hi l-kon亡entrazzoni li tikkaw2a x % ta' 

 

effett fuq -organi之mi tat-test f'perjodu ta' esponiment partikolari meta mqabbla ma' 

 

kontroll. Pere2empu,EC 5o hi koneentrazzoni strata li tikkaw2a effett fuq il-punt ta' 

 

tmiem l-ittestjar f'50 % ta' popoiazzjoni esposta fuq perjodu ta' esponiment definit. 

 

dpf: Jiem wara i-fertiiizzazzjoni 

 

Test bi fluss kontinwu: Test bi fluss kontinwu ta' so!uzzjonijiet tat-test fis-sistema tat-test 

 

matti! id-durata tal-esponiment. 

 

Assi HPG: assi ipotalamika-pitwitarja-gonadali 

 

IUPAC: UniOni Internazzjonali tal-Kimika Pura u Applikata. 

 

Koncentrazzjoni bi-inqas effett osservat (LOEC) hi 1-anqas kon亡entrazz oni ttestjata ta' 

 

sustanza kimika tat-test li flha tigi osservata s-sustaiiza kimika biex ikollha effett 

 

statistikament sinifikanti (fp < 0,05) meta mqabbla mal-kontrol!. Madankollu, iiー 

 

kon'entrazzjo nijiet tat-test kollha li jkunu oghia mil-LOEC ghandu jkollhom effett dannu 

 

daqs jew ikbar minn dawk osservati fl-LOEC. Meta dawn i2 -2ewg kundizzjonijiet ma 

 

jkunux jistghu ji u ssodisfati, ghandha tinghata spjegazzjoni shiha dwar kif intgha2let 1-
LOEC (u ghalhekk 1-NOEC). L-Appendi亡i 7 jipprovdu gwida. 

 

Koncentrazzjoni Letali Medj ana (LC50): hi l-kn6entrazz oni ta' sustanza kimika tat-test 

 

li hi strata li tkun letali ghal 50 % tal-organi2mi tat-test fid-durata tat-test. 

 

Koncentrazzjoni bla effett osservat (NOEC) hi l-kon6entrazzoni tat-test immedjatament 

 

taht 1-LOEC, li meta rqabbla mal-kontrol!, ma jkollha ebda effett statistikament siniflkanti 

 

(p < 0,05), f'perjodu ta' esponiment ddikjarat. 

 

S11LES: S impli丘ed Molecular Input Line Entr S peci丘ction. 

 

Sustanza kimika tat-test: Kwalunkwe sustanza jew tahlita li tkun qieghda tigi ttestjata 

 

permezz ta' dan il-Metodu ta' Ttestjar. 

 

UVCB:S ustanzi kimi6i b'kompo2izzoni mhux maghrufa jew varjabbli, prodotti jew 

 

materj ali bij ologki b 'reazzjoni kumplessa. 
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VTG:Vi te11ogenina hi prekursur tal-fosfolipoglikoproteina ghali-proteina fi-isfar tal-bajd li 

 

normalment isehh f'nisa sesswalment attivi ta1-ispe6iiet ovipari koliha. 
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Appendici 2 

 

XI KA RATTERISTI IK IMII TA' ILMA TA D-DILWIZ7I0NI ACCETTABBLI 

 

SuStanza 

 

Materja partikulata 

 

Karbonju organiku totali 

 

Ammonijaka mhux iOnizzata 

 

Klom residwu 

 

Pesti6idi o rganofsfri6i total 

 

Pesti6idi organokloru total flimkien ma' polikiorobifenili 

 

Kloru organiku totali 

 

Aluminju 

 

Arseniku 

 

Kromu 

 

Kobalt 

 

Ram 

 

Hadid 

 

eomb 

 

Nikil 

 

Zingu 

 

Kadmju 

 

Merkuiju 

 

Fidda 

 

Kon亡entrazzoni ta' 

 

limitu 

 

叫
叫
帥
柳
柳
柳
柳
帥
帥
帥
帥
飢
飢
帥
帥
帥
回
回
 

 

仙 
仙 

慶 
里 

m 
m 

m 
慶 

慶 
慶 

慶 
慶 

慶 
慶 

慶 
慶
吐
 

h 

 

100 fg/i 
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Appendici3 

 

KUNDI77,I0NIJIET TAT-TEsT GIAL-LAGDA 

 

xenps laevis 

 

Bi fluss kontinwu 

 

It-temperatura nominali bi ta' 21。 C. It-temperatura media tul id-durata 

 

tat-test hi ta' 21 + 1。 c (id-differenzj ali bein ir-repliki u bein it-

trattamenti ma ghandhomx j aqb之u l-1,0 0C) 

 

Bozoz fluworexxenti (spettru wiesa') 600-2000 lux (lumens/m2) fis-

superfke tal-ilma 

 

12-il siegha dawl, 12-il siegha dlam 

 

Speiiet tat-test 

 

Tip ta' test 

 

3. Temperatura tal-ilma 

 

4. Kwalit?t tal-illuminazzjoni 

 

tat-test u 4-10 1 (fond rninimu ta' 10-15 cm tal-ilma) 

 

) Taik tal-hgieg jew tal-azzar in~ssidabbli 

 

5. Fotoperjodu 

 

6. Volum tas-soluzzj 

 

re亡ip ent tat-testG 

 

7. Volum tal-iskambji tas- Kostant, fkunsiderazzjoni kernm ta之-ai ia tal-kundizzjonijiet 

 

soluzzjonijiet tat-test biologki kif ukoll tal-e sponiment ghas-sustanza kimika (d. tigdid tal-

volum tat-tank ghal hares darbiet kull jur) 

 

8. tt tal-organi2mi tat-test fil- S tadu 8-10 ta' Nieuwkoop u Faber (NF) 

 

bidu 

 

9. iii-numru ta' organi2mi ghal 20 ammal (embrijuni)/tank (replika) fil-bidu tal-esponiment u 10 

 

kull replika ariiimali (li j kanu ghadhom qed jikbru)/tarik (replika) wara 1-istadju 66 

 

ta' NF sat-terniinazzjoni tal-esponiment 

 

10. In-nuniru ta' trattamenti Mi血 mu ta' erba' trattamenti bis-sustaza kiniika tat-test flinikien mal-

kontroll(i) xieraq/xierqa 

 

11. bi-numru ta' repliki ghal kull Erba' repliki ghal kull trattament ghas-sustanza kimika tat-test u 8 

 

trattament repliki ghall-kontroll(1) 

 

12. iii-numru ta' organi2mi ghal Minimu ta' 80 aiiimal ghal kull trattament ghas-sustanza kimika tat-
kull kon亡entrazzjoni tat-test test u rninimu ta' 160 repliki ghall-kontroll(1) 

 

13. Ilma ta' dilwizzjoni Kwaluiikwe ilma li jippermetti tkabbir u vilupp normali ta' X laevis 

 

(. ilma tan-nixxiegha jew ilma tal-vit iffiltrat bil-faham) 

 

14. 0ssigenazzjor Ebda mehtiega, i之da l-ossigenazzjor tat-tarikijiet tista' tkun ne亡essarja 

 

jekk il-livelli ta' ossigenu dissolt jonqsu anqas rnil-limiti rakkomandati 

 

u之 -之idiet fil-fluss tas-soluzzjoriijiet tat-test ikunu massimizzati. 

 

15. 0ssi女enu dissolt tas-soluzzjoni Ossnienu dissolt:と 40 % tal-valur ta' saturazzjoni tal-aria jewと 3,5 
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r飢 

 

6,5-8,5 (id-differenziali bein ir-repliki u bein it-trattamenti ma 

 

ghandhomx j a qb之ui -0,5) 

 

tat-test 

 

16. Il-pH tas-soluzzjoni tat-test 

 

17. L-ebusija u l-a1kalntt tas- 10-250 mgCaCO 3!! 

 

(Ara 1-Armess 4) 

 

Mill-istadju 8-10 ta' NF sa ghaxar gi mght wara -2rien median sal-

u 62 ta' NF fil-grupp tal-kontroll bl-ilma u/jew b'solvent 

 

5imu ta' 17-il gi mgh) 

 

istadj 

 

(ms1 

 

Il-mortlita (u debriet anormali),i -2nien sal-istadju 62 ta' NF 

 

(kampjun tal-larva), il-valutazzj oni tl-istologi a tat-tirojde (kampjun 

 

tal-larva), it-tkabbir (1l-pi之 u t-tal), 1-indici somatiku tal-fwied (kampjun 

 

ta'之 rinjiet li jkunu ghadhom qed jikbru), il-proporzjonijiet tas-sess 

 

genetikuノfenotipiku (kampjun ta'2 rinijiet li j kanu ghadhom qed 

 

jikbru), l-istoptoloija ghall-gonadi, ghall-kanali riproduttivi, ghall-
kilwa u ghall-fwied (kampjun ta2-2rinijiet li jkunu ghadhom qed 

 

jikbru) u l-vitellogenina fil-pla2m (kampjun ta2-2ringijiet li j kanu 

 

uhadhom aed iikbru. mhux obbliutorの: 

 

L-ossigenu dissolt ghandu jkun ta' > 40 % tal-valur ta' saturazzjoni tal-

arja; it-temperatura media tal-ilma ghandha tkun ta' 21 + i oc u d-

differenzj ali bein ir-repliki u bein it-trattamenti ghandhom ikunu < 1,0 

 

。c; il-pH tas-soluzzjoni tat-test ghandha tkun fil-medda ta' bein 6,5 u 

 

8,5; il-mortalitt fil-kontroll ghandha tkun ta'S 20 % f kall replika, u z-

2rrien medju ghall-istadju 62 ta' NF fil-kontroll ghandu jkun ta'S 45 

 

jur; il-pi之 medju tl-organi2mi tat-test fi-istadju 62 tal-NF u fit-

terniinazzjoni ta1-assa蛇 fil-kontrolli u fil-kontrolli b'solvent (jekk 

 

uti) ghandu jilhaq il-1,0 + 0,2 u 11,5 + 3 g, rispettivament; 1-evidenza 

 

ghandha tkun disponibbli biex jintwera li l-kon亡entrzzjorjiet tas-
sustanza kimika tat-test fis-soluzzjoni j kanu n之aimu b'mod 

 

sodisf亡enti bein + 20 % tal-valuri medii mkei1in. 
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Appendi亡i 4 

 

REGIM TAL-GIALF 

 

j innota li ghalkemm dan i r-regim tal-ghalf hu rakkomandat, alternattivi huma 

 

dment li l-organi2mi tat-test jikbru u j i2viluppaw b'rata xierqa. 

 

mln 

 

ibbli 

 

Ta' 

 

poss 

 

Taghlif tal-larva 

 

h切びα姉ad-dieta tal-larva 

 

A. 1:1 (v/v) Ikel tal-Bidu tat-Troti: algi/TetraFin⑧ (jew ekwivalenti); 

 

1. Ikel tal-Bidu tat-Troti: hallat 50 g Ikel tal-Bidu tat-Troti (granuli jew trab fini) u 300 ml ilma 

 

filtrat xieraq fissettjar gholi tal-blender ghal 20 sekonda 

 

2. Tahlita ta' algi/TetraFin⑧ (jew ekwivalenti): hallat 12-il g diski tal-alga spirulina u 500 ml 

 

ilma filtrat fissettjar gholi tal-blender ghal 40 sekonda, hallat 12-il g Tetrafrn⑧ (jew 

 

ekwivalenti) ma' 500 ml ilma filtrat u mbaghad hallathom biex tifforma 1 L ta' 12-il gil alga 

 

spirulina u 12-il gil Tetrafin⑧(jew ekwivalenti) 

 

3. Ghaqqad volumi ndaqs tal-Ikel tal-Bidu tat-Trodi mhallat u tat-tahlita ta' algi/Tetrafin⑧(jew 

 

ekwivalenti) 

 

B. Gamblu tal-ilma mielah: 

 

15-il ml bajd tal-gamblu tal-ilma mielah jfaqqsu f'litru (11) ilma mielah (imhejji bi2-2ieda ta' 

 

20 ml NaCl ma' litru (1) ilma dejonizzat). Wara ossigenazzjoni ghal 24 siegha f'temperatura 

 

ambientali taht dawl kostanti, il-gambli tal-ilma mielah ji ngbru. Ghal ftit hin, il-gambli tal-
ilma mielah jithallew jissetjiljaw ghal 30 min bit-twaqqif tal-ossigenazzjoni. Cis ti li j2ommu 

 

fl-wi比 tal-kannestru jitbattlu u jintremew, u 1-gambli jitferrghu go l-fltri xierqa u jingiebu 

 

ghal 30 ml bi-ilma filtrat. 

 

Protokoll tat-Taghiび 

 

lt-Tabella i tipprovdi referenza rigward it-tip u 1-amniont ta' ghalf u2ati matul 1-istadji tal-
larva tal-esponiment. L-annimali ghandhom jintemghu tiiet darbiet kull jur mit-Tnejn sal-

Gimgha u darba kull jur fi tmiem il-gimgha. 

 

fluss kontinwu 

 

Gamblu tal-nma Mielab 

 

Tabella 1: k-regim tal-ghalf ghal-larva X laevis fkundizzjonijiet ta' 

 

Ike! tal-Bidu tat-Troti: algi!TetraFin@(jew 

 

ekwivalenti) 

 

Trniern i l-gimgha 

 

(darba kull jurn) 

 

Matul il-gimgha 

 

(daibtejn kull jurn) 

 

Trniern i l-gimgha 

 

(darba kull jurn) 

 

latu! i l-irngha 

 

(t!iet darbiet kull 

 

jurn) 

 

Zmien* 

 

(Wara 1-

Fertilizzazzjoni) 

 

0,5 ml 

 

(mill-fu 8 sa 15) 

 

0,5 ml 

 

(mill-fu 8 sa 15) 

 

2ml 

 

0,33 ml 

 

Jiern 4-14 

 

(fil-Girnghat 0-1) 
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1ml 

 

(mlll-fu 16) 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

(mlll-fun 16) 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

1ml 

 

2,4ml 

 

4,0 ml 

 

4,0 ml 

 

4,4 ml 

 

4,6ml 

 

4,6ml 

 

4,6ml 

 

0,67 ml 

 

3ml 

 

5ml 

 

6ml 

 

6ml 

 

7ml 

 

7ml 

 

Gimgha 2 

 

Gimgha3 

 

Gimgha 4 

 

Gimgha 5 

 

Gimgha 6 

 

Gimgha 7 

 

Gm2hat 8-10 

 

*I l-fum O hu defimt bhala 1-jur li fih issir l-injezzjoni tal-hCG. 

 

Tranzizzjoni mid-dieta tal-larva ghal dik ta' annimali li jkunu ghadhom qed jikbru 

 

Hekk kif il-larva tiesti 1-metamorfosi, taghmel tramlizzjoni lejn formulazzjoni ta' dieta ghal 

 

annimali li jkunu ghadhom qed jikbru spiegata hawn taht. Filwaqt li tkun qed issehh din it-

tramlizzjoni, id-dieta tal-larva ghandha titnaqqas hekk kif ji2died l-ghalf ghail-annimali li 

 

jkunu ghadhom qed jikbru. Dan jista' jinkiseb bulli jitnaqqas b'mod proporzjonat 1-ghalf 

 

ghal-larva filwaqt li j i2died b'mod proporzjonat l-ghalf ghail-annimali li jkunu ghadhom 

 

qed jikbru hekk kif kull grupp ta' hares i mrie2eb ja qe2 1-istadju 62 ta' NF u joqrob lejn it-

tiestija tal-metamorfosi n -istadu 66 ta' NF. 

 

Taghlif tal-annimali li jkunu ghadhom qed jikbru 

 

Dieta 帥aliーannimali 幻kunu姉adhom qedjikbru 

 

Ladarba titlesta 1-metamorfosi (stadju 66), ir-regim tat-taghlifjinbidel ghal ikel ta-2riniiet 

 

primjm li j in2el丘 l-qiegh ta' 3/32 pulzier (Xenopus E xpress , FL, 1-Istati Uniti), jew 

 

ekwivalenti. 

 

n切びatal-gerbub imfarrak 師at-trm2izそlmi mil-larvα師aliーannimali li jkunu帥adhom qed 

 

mithan ta1-kaf, 

 

b'bejn wiehed u 

 

jikbru 

 

Il-gerbub tal-ikel ta-2riniiet li jimlel fil-qiegh jinghadda fil-qosor minn 

 

mehrie2 u lida biex jitnaqqas id-daqs tal-gerbub 

 

wisq jirri之ulta fi trab u nihuwiex imhe蛇e. 

 

blender jew 

 

iehor 1/3. Pro亡essar twil 

 

Protokoll tat-tagt'dび 

 

lt-Tabella 2 tipprovdi referenza rigward it-tip u 1-ammont ta' ghalf u2ti matul 1-istadji tal-
annimali li jkunu ghadhom qed jikbru u tal-hajja adulta. L-annimali ghandhom jintemghu 

 

darba kull jur. Ta' min jinnota li hekk kif 1-annimali jimmetamorfizzaw, dawn jibqghu 

 

jir亡ievu porzjon tal-gambli tal-ilma mielah sa > 95 % tal-metamorfosi kompluta tal-
annimali. 
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L-annimali ma ghandhomx jinghataw ghalf dakinhar tat-terminazzjoni tat-test biex 1-ghalf 

 

ma jflxkilx il-kejiijiet ta1-pi2. 

 

Tabella 2: k-regim tal-ghalf ghall-X laevis li jkunu ghadhom qed jikbru f'kundizzjonijiet ta' fluss 

 

kontinwu. Ta' min jimiota li 1-anmml mhux metamorfizzati, li jmidudu dawk li 1-metamorfosi taghhom 

 

tkun giet ittardj ata mit-trattament kiiiku, ma jistghux jieklu gerbub mhux imfarrak. 

 

Zmien Volum tal-gerbub imfarrak Volum tal-gerbub shih 

 

(Gimghat wara d-data medj ana tal- (mg ghal kull zghir taz-zring) (mg ghal kull zghir taz-ring) 

 

metamorfosi) 

 

Hekk kif 1-annimali jlestu 1-metamorfosi 25 0 

 

Gimghatl-1 25 28 

 

Gimghat2-3 0 110 

 

Gimghat 4-5 0 165 

 

Gimghat6 -9 0 220 

 

* L-ewwel jur t1-Gmgha O hi d-data mediana tal-metamorfosi -annim1i tal-kontroll. 
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Appendici 5 

 

DETERMINAZZIONI TAS-SESS GENETIKU (TQASSIM SKO NT IS-SESS GENETIKIj) 

 

Il-metodu ta' tqassim skift is-sess ge netiku ghal Xmps laevis hu bbaat fuq Yoshimoto 

 

et a l., 2008. I1-pro亡eduri f'dettall dwar i l-enotipar jistghu jinkisbu minn din il-

pubblikazzjoni, jekk ikun herrn b2oin. Jistghu j intuaw metodi alternattivi (e2. qPCR bi 

 

throughput gholi) jekk jitqiesu xierqa. 

 

Primers ta' X. laevis 

 

Mm』kalllr tad-DMw 

 

11 quddiem: 5 '-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3' 

 

Kontra: 5 '-GGGCAGAGTCACATATACTG-3' 

 

Kontroll Poiittiv 

 

'Il quddiem: 5 '-AACAGGAGCCCAATTCTG G-3' 

 

Kontra: 5 '-AACTGCTTGACCTCTAATGC-

Purifikazzjoni tad-DNA 

 

Ippurifika d-DNA mit-tessut tal-muskolu jew tal-lda bl-u2u ta', ef., Qiagen DNeasy Blood 

 

and Tissue Kit (kat # 69506) jew prodott simili skift l-istruzzjonijiet tal-kit. Id-DNA jista' 

 

jigielwit mill-kolonni dawwara bl-u2u ta' anqas bafer biex jintrendew kampjuni aktar 

 

kon'entrti jekk dawn jitqiesu ne6essarji ghall-PCR. Kun af li d-DNA hu pjuttost stabbli, u 

 

allura ghandha tinghata attenziini biex titi evitata kontaminazzjoni kro可ta li tista' twassal 

 

ghal karatterizzazzjoni haina tal-iriel bhala nisa, jew vki versa. 

 

PCR 

 

Protokoll kampjun li jua J u pstart]M Taq minghand s igma hu spjegat丘 t-TabeIIa i 

 

Protokoll kampjun li ju2a JumpS tartm Taq minghand sigma 

 

tfinali] 

 

Il-Master Mix 

 

乙() 

 

NFW 

 

lOX Bafer 
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M gC12 (25mM) 2,0 2,5 mM 

 

dNTP's (ilmI kull wiehed) 0,4 200 tM 

 

Markatur ghali-primer (8 iM) 0,8 0,3 tM 

 

Primer kontra tal-markatur (8 0,8 0,3 tM 

 

tM) 

 

Kontroll ghali-primer (8 tM) 0,8 0,3 tM 

 

Primer kontra tal-kontroll (8 tiM) 0,8 0,3 tM 

 

J ump Start]M Taq 0,4 0,05 

 

unitajiet/叫 

 

Mude!! tad-DNA 1,0 ~ 200 pg/i1 

 

Nota: Meta jithejjew Master Mixes, hejji2 -2可da biex jikkumpensaw ghal kwalunkwe telf li jista' 

 

jsebh matul il-pipettar (e2empu: ghandhom j intu2aw 25x ghal 24 reazzjoni biss). 

 

Reazzoni: 

 

Il-Master Mix 19,0 t1 

 

Mudell 

 

Total 2Q0 i1 

 

Prlll 7'er nodikltur. 

 

S tadu 1. 94 oc i min 

 

S tadu 2. 94 oc 3o sek 

 

S tadu3. 600C 30sek 

 

S tadu 4. 72。C i min 

 

S tadu 5. Mur ghall-istadju 2. 35亡i k1u 

 

S tadu 6. 72。 C i min 

 

S tadu 7. 4。C 2o mm 

 

Prodotti tal-PCR jistghu jintu2aw mimrnfih fe1 jew jinha2nu f'4。C . 

 

Elettroforezi tal-Gel A garo2i (3 %)(protokoll kampjun) 

 

50XTAE 

 

Tris 24A2g 
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A亡idu aee tiku gla可a1i 5,71 ml 

 

Na2 (EDTA)・2120 3,72 g 

 

Zid 1-ilma ghal 100 ml 

 

1xTAE 

 

392 ml 

 

8 ml 

 

120 

 

5OX TAE 

 

士1 Agaroii 

 

3 partij jet a garo之i NusieveTM GTGTM 

 

parti (1)e iettroendosmo2i (EEl) baxxa a garo2i Fisher 

 

Metodu 

 

1. }{ejji ge i ta' 3 % bulli 22 id 1,2 g tahlita ta'a garo之i ma' 43 miiX TAE. lawwad biex tifred 

 

taghqid kbir. 

 

2. Ixhet it-tahlita tai-agaro2i 0-microwave sakemm tinhall ghalkollox (evita t-toghlija). Ha lliha 

 

tibred ftit. 

 

3. 2i d 1,0 iL bromur tal-etidju (10 mg/mi).Ha wwad il-flask. Kun af li 1-bromur tal-etidju bu 

 

mutageniku, allura, sa fein possibbli, ghandhom jintu2aw sustanzi kimi亡i alternattivi ghal dan 

 

1-istadju biex j iu minimizzati r-riskji ghas-sahha tai-haddiema1. 

 

4. Ferra' i-ei f'forma b'moxt.Ha lli jibred ghalkollox. 

 

5. Zid il-tel fuq l-apparat. Iksi l-gel b' ix TAE. 

 

6. Zid i il 6 x kulurant tat-tghabbija ma' kull 10 tl prodott tal-PCR. 

 

7. Bil-pipetta ixhet kampjuni 0-bwejriet. 

 

8. ladder b'l 6o volt kostanti ghal~ 20 minuta. 

 

Stampa tal-gel tal-agaro之i li turi 1-mudelli tal-banda li jindikaw individwi maskili u 

 

femniinili hi pprovduta丘 l-Figura 1. 

 

2004137/ E tal-Parlament Ewropew u tal-Kunsill tad-29 ta' 

 

mirm riskji relatati mal-esposizzjoni ghal kar亡inogeni jew 

 

individwali fis-sens tal-Artikolu 16(1) tad-Direttiva tal-Kunsill 
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1F'konformit& mal-Artikolu 4.1 tad-Direttiva 

 

April 2004 dwar il-protezzjoni tal-haddiema 

 

mut暗eni fuq il-post tax-xoghol (Sitt Direttiva 

 

89/391/EE) (GU L 158, 30.4.2004, p. 50). 

 



D060575102 

 

Stampa t1-ge1 ta1-agaro2i li turi 1-mudell tal-banda li jindika individwu r鴫el (8) (banda wahda 

 

DIRTi) u ta' individwu rara (早) (2ew bandi f~259 bp: Dl-W u 203 bp:DMR1). 

 

__' Dl-W 

 

ー、、DIRTi 

 

Figura 1: 

 

~203 bp: 

 

8 早 
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Appendici 6 

 

KLiL TAL-VITELLOGENINA 

 

Il-kejl ta1-itellogenina (VTO) isir b l-u2u ta' metodu ta'assa舘 ta' immunoassorbiment 

 

enzimatiku (ELISA) li o riginrament gie 2 viluppat ghall-VTG tal-karpjun buras (Parks e t 

 

α l., 1999). Bhaiissa, ma herrn ebda antikorp kurmer可 alment disponibbli ghal X laevis. 

 

Madankollu, fid-dawl tal-firxa kbira ta' informazzjoni ghal din il-proteina u d-disponibbilta 

 

tas-servizzi ta' produzzjoni kummer可aii kostefika亡i tal-antikorpi, hu ragonevoii ii 1-

laboratorji f亡ilment ikunu jistghu ji2viluppaw E LISA biex jaghmlu dan il-keji (limstead e t 

 

α l., 2009). Barra mum hekk, limstead e t al. (2009) jipprovdu wkoll deskrizzjoni tal-assa舘 

 

kif modifikat ghali-VTG f'X tropicalis, kif muri hawn tabt. Il-metodu j u2a antikorp 

 

maghmui kontra l-VTG ta' X tropicalis,i2 da bu maghruf ukoll li jahdem ghai-VTG ta' X 

 

laevis. Ta' min jinnota li jistghu j intuaw E LISAs mhux kompetittivi wkoll, u li dawn jista' 

 

jkollhom limiti ta' detezzjoni inferjuri mili-metodu deskritt hawn tabt. 

 

Materj ali u reagenti 

 

Se rum tal-ewwel antikorp (Ab) preassorbit 

 

Hallat parti (1) serum tal-i el Ab tal-VTG anti-X tropicalis ma' 2 partij jet piama tal-irgiel 

 

tal-kontroll u halli f'RT ghai~ 75 minuta, itfa' fuq is-siig ghal 30 min, i比entrifuga> 20k x 

 

G ghal siegha (1) f4。 C, nehhi s-supernatant, 1-alikwota, u ah2en f-20 0C. 

 

It-2ni Antikorp 

 

konjugat tal-IgG-IRP tal-Mogho2 kontra i-Fniek (e2., Bio-Rad 172-10 19) 

 

S tandard tal-VTG 

 

VTG purifikata ta' X laevis fi 3,3 mg/ml. 

 

TMB (3,3',5,5'T etra etil-ben2idina) (e2., KPL 50-76-00; jew Sl gma T 0440) 

 

Se rum Normali tal-Mogho之 (NGS) (ef., Chemicon⑧ S 26-l0omi) 

 

Pjastri ghali-mikrotitra蛇 tal-polistiren tal-EIA b'96 bwejra (ef., 'CN: 76-38 1-04, 

 

C o star:53590, Flsher:07-200-35) 

 

form tal-ibridazzjoni ta' 37 oc (jew inkubatur tai-arja b'ekwilibrazzjoni velo亡i) ghall-

pjastri, banjumarija ghat-tubi 

 

Taghmir, sustanzi kimki u provvisti kornuni obra tal-laboratorju 

 

Ri&tti 

 

Bafer tal-KisiβO mlBafer tal-Karbonat, pH9の 

 

Na C03 1,26 g 
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0,68 g 

 

428 ml 

 

Na2CO3 

 

ira 

 

i OX PS但lil刀bft, 1,5 MNK): 

 

NaH2P04一120 0,83 g 

 

Na2HP04・7 120 20,1 g 

 

71 g 

 

810 ml 

 

100ml 

 

900 ml 

 

NaCi 

 

ilma 

 

Bafer tal-Hasil (PBST). 

 

lOX PBS 

 

ira 

 

Agusta l-PI ghal 7,3 b' i M ICi, imbaghad 2i d 0,5 ml T ween-20 

 

Bqノとr taMssa舘了 

 

Serum Normali tal-Mogho2 (NGS) 3,75 ml 

 

Bafer tai-Ilasii 146,25 ml 

 

Gbir tal-kampj uni 

 

Id-demm ji ngbar b'tubu mikroermatokrit eparinizzat u jitqieghed fuq is -silg. Wara 'ー 

 

亡entrifugazzoni ghai 3 minuti, it-tubu jinghata punte蛇, jinkiser biex jinfetah, u i-pia2ma 

 

tinheles f0,6 ml tubi m ikr元entrifugi li jkun fihom 0,13 unitajiet ta' aprotinina lijofilizzata. 

 

(Dawn it-tubi jithejjew mimi qabel billi j i2died 1-aniniont xieraq ta' aprotinina, i ffri之ar u 

 

iijofiiizzazzjoni fi speed-vac bi shana baxxa sakemm jinxfu.)A h2en i l-pla2ma f-80。C 

 

sakemm tigi analizzata. 

 

Procedura ghal pjastra wahda 

 

Kist tal-pjastra 

 

Kallat 20 tl VTG purifikata ma' 22 ml bafer karbonat (3 ig/nl finali). Zid 200 111 ma' kuil 

 

bwejra ta' pjastra b'96 bwejra. Ohatti i-pjastra b'rita ade2iVa tai-is蛇iiiar u halliha tinkuba 

 

matul il-lei! f37。 C ghal saghtejn (jew 4 oc matul ii-ieji). 

 

Imbiokkar tal-pjastra 
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tithejja billi j i2diedu 2 ml Se rum Normali tal-Mogho2 (NGS) ma' 

 

zjoni tal-kisi u xxotta bit-thawwid. Zid 350 i1 tas-
Ghatti b'rita a de2iva tal-issigillar u inkuba f37 0C 

 

Nehhi s-soluz 

 

f'kull bwejra.. 

 

Is-soluzzjoni tal-imlokkar 

 

38 ml bafer tal-karbonat. 

 

soluzzjoni tal-imbiokkar 

 

ghal saghtejn (jew f4。 C matul il-leji) 

 

ThejjUa tal-istandards 

 

5,8 ti standard tal-VTG purifikata jithallat ma' 1,5 ml bafer tal-assa舘 f'tubu tat-test tal-

hieg li jintrema tal-borosilikat ta' 12 x 75 mm. Dan irendi 12 760 ng/ml. Imbaghad issir 

 

dilwizzjoni serial bili j i之diedu 750 i1 tad-dilwizzjoni pre亡edenti ma' 750 i1 bafer tal-

assa蛇biex jinkisbu kon亡entrzz oniiet finali ta' 12 760, 6380, 3190, 1595, 798, 399, 199, 

 

100, u 50 ng/ml. 

 

TheijUa tal-Kainpjuni 

 

Ibda b'dilwizzjoni ta' 1:300 (ef., ghaqqad i i1 pla2ma ma' 299 tl bafer tal-assa舘) jew ta' 

 

1:30 tal-pla2ma fil-bafer tal-assa蛇. Jekk ikun mistenni ammont kbir ta' VTG, jistghu jkunu 

 

mehtiega dilwizzjonijiet addizzjonali jew akbar. Ipprova 2 omm il-B/B0 fi hdan il-medda tal-
istandards. Ghal kampjuni minghajr VTG apprezzabbli,e2 ., irgiel u nisa tal-kontroll (li lkoll 

 

ikunu immaturi), ua d-dilwizzjoni ta' 1:30. Kampjuni dilwiti anqas mimi hekk jistghu juru 

 

effetti matri亡i mhux mixtieqa. 

 

Barra minn hekk, hu rakkomandat li taghmel kampjun ta' kontroll po2ittiv f kull piastra. 

 

Dan jigi minn grupp ta' pla2ma li jkun fih livelli indotti hafna ta' VTG. Il-grupp ghall-
ew%vel j igi dilwit fNGS,jig i diVi2 f' alikwoti u jinha2en f-80 C. Ghal kull piastra, alikwota 

 

tithalla tinhall, tigi dilwita aktar f bafer tal-assa蛇 u tintua b'mod simili ghal kampjun tat-
test一 

 

んkubazzjoni bbleルntikrp 

 

L-lel Ab jithejja billi ssir dilwizzjoni ta' 1:2000 serum preassorbit tal-lel Ab f bafer tal-

assa舘 (ef., 8 i1 ghal 16 ml bafer tal-assa蛇). Ghaqqad 300 8 i1 tas-soluzzjoni tal-lel Ab 

 

ma' 300 il tal-kampjun/tal-istandard f tubu tal-hgieg. It-tubu B0 jithejja b'mod simili bi 300 

 

tl bafer tal-assa舘 u bi 300 il antikorp. Barra minn hekk, ghandu jithejja tubu NSB bl-u2u 

 

ta' 600 il bafer tal-assa舘 biss,j igi丘eri ebda Ab. Ghatti t-tubi b'Parafilm u vvortifikahom 

 

bil-galbu biex jithalitu. Inkubahom fbanjumarija ta' 37。 C ghal siegha (1). 

 

月asil tal-pjastra 

 

E2att qabel ma titlesta l-inkubazzjoni tal-i el Ab, ahsel il-pi astra. Taghmel dan bill thawwad 

 

il-kontenuti u tixxotta bit-taptip fuq karta assorbenti. Imbaghad irla l-bwejriet bi 350 i1 

 

soluzzjoni tal-hasil, tbattal u tixxotta bit-taptip. Pipetta ripetitur b'diversi kanali jew hassiel 

 

tal-pjastri jkunu siewja hawnhekk. L-istadju tal-hasil j igi ripetut darbtejn ohra ghal total ta' 

 

tliet hasliet. 

 

T姉abbびatal-pjastra 
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tkun mahsula, nehhi t-tubi mill-banjumarija u vvorti丘khom bil-galbu. Zid 

 

kampjun, mill-istandard, mill-B0, u mit-tubu tal-NSB fil-bwejriet duplikati 

 

l-pjastra b'rita ade2iva tal-issigi1lar u halliha tinkuba ghal siegha (1) f37 

 

Wara li l-pj astra 

 

200 il minn kull 

 

tal-pj astra. Ghatti 

 

oc 

 

Inkubazzjoni bit-2n' an tikrp 

 

Fi tmiem l-inkubazzjoni mill-istadju pre6edenti, il-pjastra ghandha tinhasel tiiet darbiet mill-

gdid, bhalma ntqal hawn fuq. t-2ni Ab dilwit jithejja bit-tahlit ta' 2,5 i1 tt-2ni Ab ma' 50 

 

ml bafer tal-assa舘. Zid 200 i1 tt-2ni Ab dilwit f kull bwejra, issigilla bhalma ntqal aktar 

 

'il fuq, u inkuba ghal siegha (1) f37。C . 

 

las~subslral 

 

Wara li titlesta 1-inkubazzjoni bit-2ni Ab, ahsel il-pjastra tiiet darbiet kif deskritt aktar 'il 

 

fuq. Imbaghad 2i d 100 tl substrat tat-TIB f kull bwejra.Ha lli r-reazzjoni tippr元edi ghal 

 

10 minuti, idealment protetta minn dawl qawwi. Waqqaf ir-reazzjoni bulli蛇 id 100 t1 ta' 

 

的idu fosforiku i M. Dan ibiddel il-kulur minn blu ghal isfar intens. Kejjel 1-assorbanza 

 

f450 nm billi tua apparat li jkejjel il-pjastri. 

 

及ka/kola 

 

Naqqas il-valur medju tal-NSB mill-kejlijiet koliha. Il-B/B0 ghal kull kampjun u ghall-
istandard j igi kka1ko1at bid-divi司oni tal-valur tal-assorbanza (B) bi-assorbanza media tal-

kampjun tal-B0. 

 

Ikseb il-kurva standard u ddtrmjna bammonti mhux maghrujh 

 

I舘enera kurva standard bl-ghajnuna ta' xi softwer tal-grafika bil-kompjuter (e2., 

 

slidewritem jew s igma Plot⑧) li jestrapola l-kwantit't mill-B/B~ ta' kampjun fuq i l-ba2i tal-

B/B0 tal-istandards. Tipikament, 1-ammont jig i plottjat fuq skala tal-log u 1-kurva jkollha 

 

forma sigmojde. Madankollu, jista' jidher lineari meta tintu之a medda ristretta ta' standards. 

 

Ikkoregi 1-ammonti tal-kampjun ghall-fattur ta' dilwizzjoni u rrapporta bhala VTG mg/ml 

 

tal-p1ama. 

 

Detrlli nazzmi研limiti minimi ta ' detezヲini(MDL) 

 

Spiss, b'mod partikolari f irgiel normali, mhux se jkun 6 ar kif tirrapporta r-ri2u1tati minn 

 

valuri baxxi. F'dawn il-kaiiet, ghandhom jintuaw il-"Limiti ta' kunfidenza" ta' 95 % biex 

 

jigi determinat jekk il-valur ghandux j igi rapportat bhala 2e ro jew xi numru iehor. Jekk ir-
ri2ultat tal-kampjun ikun fi hdan 1-intervall ta' kunfidenza tal-istandard 2 er (B~), ir-ri2ultat 

 

ghandu jkun rapportat bhala 2e ro. Il-livell minimu ta' detezzjoni se jkun 1-anqas standard li 

 

jkun konsistentement differenti mill-istandard 2 ero; jigifieri,i2 -2ew intervalli ta' 

 

kunfidenza ma jidhlux f xulxin. Ghal kwalunkwe ri2ultat tal-kampjun li jkun fi hdan il-
limitu ta' kun丘denza tal-livell minimu ta' detezzjoni, jew oghla,jig i rapportat il-valur 

 

ikkalkolat. Jekk kampjun jaqa' bein 1-istandard 2e ro u 1-intervalli tal-livell minimu ta' 
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ortat ghali-valur ta' dak il-Jigi 

 

detezzjoni, nofs il-live!! minimu ta' detezzjoni ghandu 

 

kampjun. 
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Appendici 7 

 

ANALIZI S TAT1ST1KA 

 

Il-LAGDA j i蛇enera tiiet forom ta' data li inidu ji u analizzati statistikament: (1) Data 

 

kontinwa kwantitattiva, (2) Data dwar i2-2mien sal-avveniment ghar-rati ta'2 vilupp (Zmien 

 

sal-istadju 62 ta' NF) u (3) Data ordinali fil-forma ta' punte舘i tas-seVerita jew tal-istadji 

 

tal-i2vilupp mill-evalwazzjonijiet tal-istopatolo前 a. Is-sigra de亡i司ona1i ta1-anali2i statistika 

 

rakkomandata ghal-LAGDA hi murija丘 l-Figura 1. Barra minn hekk,亡 rti annotazzjonijiet 

 

li jaf ikunu me htiega biex issir anali2i statistika ghall-kejlijiet mil-LAGDA huma indikati 

 

hawn taht. Ghas-sigra de6i司onali ta'ana !i, ir-ri2ultti tal-kejiijiet gha!l-mortalita, ghat-
tkabbir (pif u tul) u gha1l-indiei somatiku ta!-fwied (LS1) ghandhom j iu analizzati skift il-
frgha "Punti ta' tmiem obra". 

 

Data kontinwa 

 

Id-data ghall-punti ta' tmiem kontinwi 1-ewwel ghandha tigi veri丘kata ghall-monotoni6ita 

 

bit-trasformazzjoni tal-klassifikazzjoni tad-data, bit-tidhi! f'mude!! ANOVA u bit-tqabbil 

 

tal-kuntrasti lineari u kwadrati6i. Jekk id-data tkun monotonika, test ta' tendenza rigressiva 

 

ta' Jonckheere-Terpstra ghandu jsir fuq il-medjani tar-repliki u ma ghandha titi applikata 

 

ebda anali2i sussegwenti. Alternattiva ghad-data li normalment tigi distribwita b'varjanzi 

 

0mogeni hi t-test ta' tendenza nigressiva ta' Williams. Jekk id-data ma tkunx monotonika 

 

(kuntrast kwadratiku jkun sini丘kanti u lineari ma jkurix sinifikanti), din ghandha tii 

 

analizzata bl-uu ta' mudell ANOVA b'effetti mhallta.I ibaghad id-data ghandha tii 

 

vvalutata ghan-normalita (idealment bl-u2u tat-test ta'S hapir-Wilk jew ta' Anderson-

Darling) u gha!!-omogenita tal-varjanza (idealment b!-u2u tat-test ta' Levene). I2-之ewg 

 

testijiet isiru fuq ir-residwi mill-mude!! ANOVA b'effetti mha!!ta. Jista' ji ntu2a udizzu 

 

espert minflok dawn it-testijiet formali ghan-normalit& u ghall-omogenit& tal-varjanza, 

 

ghalkemm it-testijiet formali huma ppreferuti. Jekk id-data jkollha distribuzzjoni normali 

 

bil-varjanza omogena, is-suppo2izzoniiet ta' ANOVA b'effett imhallat ikunu ssodisfati u 

 

jigi determinat trattament siniflkanti mit-test ta' Dunnett. Meta tinstab nonnormalita jew 

 

eteroenita tal-varjanza, is-suppo2izzjonijiet tat-test ta' Dunnett ikunu nkisru u titflttex 

 

transform stabbilizzanti normalizzati tal-varjanza. Jekk ma jinstab ebda transform, effett ta' 

 

trattament siniflkanti jigi determinat b'test ta' Dunn. Kull meta jkun possibbli, ghandu jsir 

 

test b'denb wiehed ghall-kuntrarju ta' test b'2ewt idnub,i2 da jkun hemm b2onn ta' 

 

倉udizziu esDert biex i i女i determinat hiem hu xieraa g hal ount ta' tmiem nartikohani. 

 

Mortalit 

 

Id-data dwar il-mortalita ghandha tigi analizzata ghall-perjodu ta'2 mien li jkopni t-test shih 

 

u ghandha tigi espressa bhala pnoporzjon li jkun riet fi kwalunkwe tank partikohani. 

 

Imrie2b li ma jlestux il-metamorfo2i fll-perjodu ta'2 mien partikolari, dawk l-imrie之eb li 

 

jkunu丘 l-koorta tas-subkampjun tal-larva, dawk i2-2ninijiet li jkunu ghadhom qed jikbru li 

 

jinqatlu, u kwalunkwe a rimal li jmut minhabba errur min-naha tal-espenimentatur 

 

ghandhom jiu trattati bhaha data亡 ensurata u ma jiddahhlux fld-denominatur tal-kalkolu 
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pereentwali. Qabel kwalunkwe a nali2i statistika, il-proporzjonijiet tal-mortalit?t ghandhom 

 

jiu trasformati bl-gherq kwadrat arcsin. Alternattiva hi li j intu2a t-test ta' tendenza 

 

rigressiva ta' Cochran-Armitage, possibilment b 'agustament ta' Rao-Scott丘1 -pre2enza ta' 

 

dispersjoni e&essiVa. 

 

Pだu tul (data dwar it-tkabbiり 

 

L-irgiel u n-nisa ma jkunux sesswalment dimorf亡i matul i l-metamorf2i u b'hekk id-data 

 

dwar it-tkabbir tas-subkampjunar tal-larva ghandha tigi analizzata b'mod indipendenti mill-

generu. Madankollu, id-data dwar it-tkabbir tal-annimali 2 ghar li jkunu ghadhom qed jikbru 

 

ghandha tigi analizzata b'mod separat fuq il-bai tas-sess gene tiku. Trasformazzjoni tal-log 

 

tista' tkun mehtiega ghal dawn il-punti ta' tmiem peress li n-normalit& tal-log tad-data dwar 

 

id-daqs mhix rari. 

 

111ddi somatiku talプwied 4切 

 

Il-piiiet tal-fwied ghandhom j iu normalizzati bhala proporzjonijiet tal-pi2iiet tal-isem 

 

shih (igifieri LSI) ujiu analizzati b'mod separat fuq il-ba2i tas-sess ge netiku. 

 

Zmien ghali-istadju 62 ta' NF 

 

Id-data dwar i2 -2mien ghall-metamorfosi ghandha titi trattata bhala data dwar i2-2mien sa 

 

avveniment, bi kwalunkwe mortalitt jew individwu li ma jilhaqx 1-istadju 62 ta' NF f70 

 

jur li j i部 trattati bhala data right-censored Uigi丘eri 1-valur veru jkun akbar minn 70 jur 

 

i2da 1-istudju jintemm qabel ma 1-annimal ikun lahaq 1-istadju 62 ta' NF f70 jur). I2-2mien 

 

media sat-tiestija tal-istadju 62 ta' NF tal-metamorfosi fil-kontrolli tal-ilma ta' dilwizzjoni 

 

ghandu j intua biex tigi determinata d-data ta' terminazzjoni tat-test. k-2mien median sat-

tiestija tal-metamorfosi jista'j igi determinat bi stimaturi tal-limitu tal-prodott ta' Kaplan-
Meier. Dan il-punt ta' trier ghandu j igi analizzat bl-uu ta' mudell tal-periklu 

 

proporzjonali ta' Cox b'effetti mhallta li jqis 1-istruttura tar-repliki tal-istudiu. 

 

Id-data dwar 1-istopatologija (punteggi tas-severiti u stadji tal-izvilupp) 

 

Id-data dwar l-istopatologia tkun fil-forma ta' punte舘i tas-severiti jew ta' stadji tal-

iVilupp. Test imsejjah RSCABS (Rao-Scott Cochran-Armitage by S 1ices) ju2a test ta' 

 

tendenza rigressiva ta' Cochran-Armitage agustat skont Rao-Scott f kull livell ta' severita 

 

f rispons tal-istoptoloij a (Green e t al., 2014). L-agustarent ta' Rao-Scott jinkorpora d-
disinn sperimentali tar-re亡ipent tar-replika fit-test. Il-pro6edura "by S 1ices" tinkorpora 1-

aspettattiva biologika li s-severit& tal-effett ghandha tendenza li ti2died hekk kifji2diedu d-
do2i jew il-kon亡entrazzonijiet, filwaqt li jin2an1mu l-pute舘i tas-su蛇etti individwali u 

 

tinstab is-severita ta' kwalunkwe effett misjub. Il-pro亡edura RSCABS ma tiddeterminax 

 

biss liera trattamenti jkunu statistikament differenti mill-kontrolli (igifieri jkollhom 

 

ptologリa aktar severa mill-kontrolli), i之da tiddetermina wkoll f liera punted tas-severitt 

 

ssehh id-differenza u b'hekk tipprovdi kuntest fermm ehtieg ghall-anali2i. Fil-ka2 tal-ghala 

 

tal-istadj i tal-i2vilupp tal-gonadi u tal-kanali riproduttivi, ghandha titi applikata 

 

manipolazzioni addizzionali g had-dt p eress li suppo2izzioni tal-RSCABS hi li s-severit& 
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tal-effett ti2died mad-do2a. L-effett osservat jista' jdewwem jew ihaffef l-i2vilupp. 

 

Ghaldaqstant, id-data dwar lーgha2la tal-istadji tal-i2vilupp ghandha tigi analizzata kif 

 

rapportata biex tigi individwata a比e lerazz oni -i2vilupp u mbaghad tigi invertita 

 

manwalment qabel ma ssr it-tieni a nali2i biex jig i individwat dewmien -i2vilupp. 

 

Figura 1:Si ra de亡i司ondi t-anh2i statistika ghad-data tal-LAGDA. 
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Appendici 8 

 

KUNSIDERAZZIONIIET GIAT-TRACCAR U GHALL-MINIMIZZAZZI0NI TAL-
OKKORRENZA TA'SKO LiOZI 

 

Skolo2i idjopatika, li normalment tidher bhala "denb m ghawweg" f'imrie2eb tal -Xenopus 

 

laevis, tista' tikkomplika l-osservazzjonijiet morflogi亡i u tal-img山a fil-popolazzjonijiet tat-
test. Ghandhom jitwettqu sforzi biex tigi minimizzata jew eliminata l-in亡idenza ta's kolo2i, 

 

kemm fi-istokk kif ukoll fil-kundizzjonijiet tat-test. Fit-test defmittiv, hu rakkomandat li 1-

prevalenza ta's kolo2i moderata u severa tkun anqas minn 10 % biex titi ieb il-kunfdenza li 

 

t-test ikun jista' jindividwa effetti fuq 1-i2vi1upp relatati mat-trattament ['larva tal-anfibji li 

 

mill-bqija jkunu f'sahhithom. 

 

lsservazzjonijiet ta' kuijum matul it-test definittiv ghandhom j irrgistraw kemm l-in亡idenza 

 

(ghadd tal-individwi) kif ukoll is-severirit ta1-iskol02i, meta tkun pre2enti. In-natura tal-
anormalit?t ghandha tigi deskritta fir-rigward tal-post (ei., quddiem jew wara 1-bokka) u tad-

direzzjoni tal-kurvatura (ei. latreali jew dorsali ghal ventrali). Is-severita tista' titi gradata 

 

kif hej: 

 

(NR) Ihux rimarkabbli: ebda kurvatura pre2enti 

 

(1) Minima: kurvatura laterali hafifa wara 1-bokka; tidher biss waqt il-mistrieh 

 

(2) Moderata: kurvatura laterali wara 1-bokka; vi2ibbli 1-hin kollu i2 da ma tinibixxix il-
moviment 

 

(3)S e v era: kurvatura laterali quddiem il-bokka; JEW kwaluiikwe kurvatura li tinibixxi 1-

moviment; JEW kwalunkwe kurvatura dorsali ghal ventrali 

 

Il-Bord Xjentifiku Konsultattiv tal- US EPA FIFRA (FIFRA S AP 2013)i rrie2amina data 

 

sonmiarja ghall-iskoljo之i fi tmiistax-il Ass a蛇 tal-Metamorfosi tal-Anfibji b'X. laevis (stadju 

 

51 sa 60+ ta' NF) u pprovda rakkomandazzjonijiet generali ghat-tnaqqis tal-prevalenza ta' 

 

din 1-anormalit& fil-popolazzjonijiet tat-test. Ir-rakkomandazzjonijiet huma rilevanti ghal-
LAGDA anki jekk dan it-test jinkludi perjodu ta'2m ien tal-i2vilupp itwal. 

 

Prestazzjoni S torika tar-Riproduzzjoni 

 

Generalment, adulti f'sahhithom ta' kwa1it? gholja ghandhom jintuaw bhala pari tat-

tghamniir; l-eliminazzjoni ta' pari tat-tghammir li j ipprodu'u wlied bl-isko1jo2i tista' 

 

timminimizza 1-okkorrenza taghha ma2-2mien.S peei丘kament, il-minimizzazzjoni tal-u2u 

 

ta' stokk tat-tnissil maqbud fis-selva舘 tista' tkun ta' benefju. Il-perjodu ta' esponiment 

 

tal-LAGDA jibda b'embrijuni tal-istadju 8 sa 10 ta' NF, u mhuwiex fattibbli li jii 

 

determinat sa mill-bidu tat-test jekk 1-individwi partikolari hux se jesibixxu skoljo2i. 

 

B'hekk, minbarra t-tra比ar ta1-in亡idenza ta' skoljo2i f'amiimali ttestjati, ghandha tii 
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dokumentata l-prestazzjoni storika tal-kla比 (inklu2a 1-prevalenza tal-iskolo2i fi kwalunkwe 

 

larva ii tithalla ti2Vilupp). Jista' jkun siewi ii tkompli tigi ssorveljata 1-parti ta' kull kla比 li 

 

ma tintuax fi studju partikolari u li dawn l-osservazzjonijiet j iu rapportati (FIFRA SA P 

 

2013). 

 

Kwalita tai-Ilma 

 

Importanti li tigi 2 gurta kwalit?t adegwata tai-ilma, kemm fl-istokk tal-laboratorju kif ukoll 

 

matul it-test. Minbarra 1-kriterji tal-kwalit& tal-ilma evalwati bhala rutina ghal testijiet tat-
tossi亡ita akkwatika, jista' jkun utli li jsiru mo nitora舘 u korrezzjoni ghal kwalunkwe 

 

insuffi可enza ta' nutrijenti (ei., insuffi可enza ta' vitamina C, ta' kakju, ta' fosfru) jew livelli 

 

e比essivi ta' selenju u ta' ram, li huma rapportati li j ikkaw2aw s kolo2i sa gradi varji f'Rana 

 

sp. u fi Xenopus sp. inirobbija fil-laboratorju (Marshall et al. 1980; Leibovitz et al. 1992; 

 

Martinez et al. 1992; kif rapportat fil-FiFRA SA P 2013). L-uu ta' regimen xieraq tad-dieta 

 

(ara l-Appendi6i 4), u t-tindif regolari tat-tank, ser itejbu b'mod generali l-kwalit& tal-ilma u 

 

s-sahha tal-e2emplari tat-test. 

 

Dieta 

 

Rakkomandazzjonijiet spe亡ifi亡i ghal regimen 

 

huma spiegati且 -Appendki 4. lu rakkomandat 

 

bjologii 

 

laevis jew 

 

ghal e erti 

 

ghal e比 

 

f'ann im 

 

etetiku, li nstab li rnexxew fil-LAGDA, 

 

-sorsi tat-taghlifjiu skrinjati ghal tossini 

 

両
h
 

 

)iidi, u ghal pesti亡idi obra li huma mahrufa li jikkaw2aw s kljo2i fX 

 

ali akkwati6i obra (Sch1enk u Jenkins 2013). P ere 2 empju, 1-esponiment 

 

inibituri tal-kolinesterai gi e ass o可t mal-iskolo2i 0-hut (Schu1tz et al. 1985) u 

 

2riniiet (Bacchetta et al. 2008) 
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